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II. PRACEWCHODZACE W SKEAD CYKLU

1. WYKAZ PRAC NAUKOWYCH WCHODZACYCH W_SKYAD
OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
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podlegajacy hydrolizie fluorescencyjny analog glukozy;
2-(N-(7-nitrobenz-2-oksa-1,3-diazol-4-yl)amino)-2-deoksyglukoza
nie ulegajacy hydrolizie fluorescencyjny analog glukozy;
6-(N-(7-nitrobenz-2-oksa-1,3-diazol-4-yl)amino)-6-deoksyglukoza
dehydrogenaza 6-fosfoglukonianowa

(ang. 6-phosphogluconate dehydrogenase)

zywienie do woli, zywienie o nieograniczonym dostepie do pokarmu
adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine triphosphate)

szlak sygnatowy zalezny od cyklicznego adenozynomonofosforanu
(cCAMP — ang. cyclic adenosine monophosphate) oraz aktywacji kinaz
biatkowych A (PKA —ang. protein kinase A)

nadmiar kalorii (ang. Calorie Excess)

restrykcja kaloryczna (ang. Calorie Restriction)

2', 7'-dichlorofluoresceina (ang. 2',7'-dichlorofluorescein)
dihydroetydyna (ang. dihydroethidium)

siateczka $rodplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa

(ang. glucose-6-phosphate dehydrogenase)

receptory sprz¢zone z biatkami G (ang. G Protein-Coupled Receptors)
2', 7'-dichlorodihydrofluoresceina (ang. 2',7'-dichlorodihydrofluorescein)
dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny

(ang. 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate)

okresowe glodzenie (ang. Intermittent Fasting)

taczna komorkowa pula fosforanu dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego

forma utleniona fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

forma zredukowana fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(ang. nicotinamide adenine dinucleotidephosphate)

gestos¢ optyczna (ang. Optical Density)

szlak pentozofosforanowy (ang. Pentose Phosphate Pathway)
rybosomalny DNA/rybosomalny RNA

reaktywne formy tlenu

komorki drozdzy niekompletne oddechowo, pozbawione DNA
mitochondrialnego

replikacyjna dtugos¢ zycia (ang. Replicative Lifespan)

podtoze do hodowli drozdzy zawierajace ekstrakt drozdzy, pepton
i glukoze (ang. Yeast Extract-Peptone-Dextrose)
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Glukoza jest nie tylko podstawowym zrodiem energii dla komoérek wigkszosci
organizmoéw, ale takze zwigzkiem zapewniajacym szkielet weglowy wykorzystywany
do biosyntezy makromolekut komorki. Odgrywa wiec istotng role w metabolizmie
I utrzymaniu prawidtlowego stanu fizjologicznego komorki, co z kolei determinuje ich
sprawno$¢ proliferacyjng. Jest to szczegolnie widoczne w przypadku organizmow
jednokomoérkowych, w tym drozdzy Saccharomyces cerevisiae, u ktorych zmiana
dostepnosci glukozy w $rodowisku determinuje sposob w jaki uzyskuja one energig.
To powoduje, ze w ich przypadku wptyw glukozy na stan fizjologiczny komoérki ma
bardziej bezposredni charakter niz w przypadku organizméw wielokomodrkowych, ktére
wyksztalcity mechanizmy pozwalajace regulowac jej stg¢zenie. Obecnie glukoza jest
jedng z najintensywniej badanych substancji odzywczych majacych wptyw na dtugos¢
zycia szeregu organizmOw. Prowadzone w tym zakresie badania koncentrujg sie¢
gléwnie wokot zagadnien zwigzanych z ograniczeniem podazy glukozy oraz
weglowodandéw dla organizmu czyli z tzw. restrykcja kaloryczng. Jej pozytywne
aspekty obserwowane sg w szerokim zakresie gatunkéw, w tym takze dla komorek
drozdzy S. cerevisiae. Znaczaco mniej danych mozna natomiast znalez¢ w odniesieniu
do sytuacji przeciwnej czyli nadmiaru kalorii i jej konsekwencji obserwowanych na
poziomie komorkowym. A w przypadku badan wykorzystujacych jako model badawczy
komorki drozdzy S. cerevisiae, tego typu analizy praktycznie nie sa wykonywane.
Analiza tego zagadnienia jest szczegdlnie istotna ze wzgledu na coraz czescie]
pojawiajace si¢ problemy zwigzane z nadmiarem glukozy dostarczanej organizmowi
wraz z pozywieniem oraz zaburzeniami jej metabolizmu.

Celem badawczym rozprawy doktorskiej byla kompleksowa analiza
porownawcza wplywu nadmiaru kalorii 1 restrykcji kalorycznej, uzyskanych poprzez
zastosowanie roznych stezen glukozy w podtozu hodowlanym, na szeroko pojety stan
fizjologiczny, potencjat reprodukcyjny i dtugos¢ zycia komorek drozdzy S. cerevisiae.
Podjeto  takze  probe  wyjasnienia  zaleznos$ci  wystgpujacych  migdzy
wewnagtrzkomorkowymi  szlakami  metabolizmu  glukozy, ze  szczegdlnym
uwzglednieniem szlakow odpowiedzialnych za mozliwos$ci biosyntetyczne komorki.

Badania przeprowadzono na komorkach drozdzy hodowanych na podiozach

zawierajacych rézne stezenie glukozy. Do analiz wykorzystano szczep drozdzy typu
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dzikiego reprezentujacy tlo genetyczne BY4741 oraz izogeniczne wzgledem niego
szczepy pozbawione wybranych gendw zwigzanych z metabolizmem glukozy tj. Agpa2,
Agprl i Ahxk2. Taki uktad eksperymentalny oraz wykonana analiza tempa poboru
glukozy przez komodrki drozdzy umozliwily testowanie roli  zaréwno
zewnatrzkomoérkowego jak i wewngtrzkomorkowego st¢zenia glukozy w regulacji
zmian metabolicznych. Stan fizjologiczny komoérek drozdzy oceniono okreslajgc m.in.
tempo wzrostu ich populacji, zywotno$¢, wielko$¢ i biomas¢ komorek, status
funkcjonalny  mitochondriow, poziom generacji reaktywnych form tlenu,
wewnatrzkomérkowy poziom ATP, NADP(H) oraz aktywno$¢ enzymatyczng
okreslonych dehydrogenaz szlaku pentozofosforanowego. Z kolei potencjal
reprodukcyjny oraz dtugos$¢ zycia komorek drozdzy, z podziatem na poszczegdlne fazy,
okreslono wykorzystujac metode mikromanipulacji.

Stwierdzono wystgpowanie istotnej zaleznosci migdzy stezeniem glukozy,
mozliwo$ciami biosyntetycznymi 1 wielko$cig komodrek drozdzy a ich potencjatem
reprodukcyjnym i catkowita dhlugoscia zycia. Wyniki przeprowadzonych badan
wskazuja, iz w komorce istnieje specyficzny kompromis metaboliczny pomiedzy
réznymi sposobami wykorzystania glukozy, ktory moze by¢ aktywnie modulowany
poziomem glukozy znajdujacej si¢ w otoczeniu komoérki. Warto jednak podkresli¢, ze
wigkszy wptyw na funkcjonowanie komoérki ma wewnatrzkomorkowy poziom glukozy
anizeli jej stezenie zewnatrzkomorkowe, co zostato stwierdzone m.in. na podstawie
analizy tempa pobierania glukozy przez komorki drozdzy szczepdéw pozbawionych
wybranych gendow zwiazanych z metabolizmem glukozy. Wzrost st¢zenia glukozy
w podtozu prowadzi do zwigkszenia poziomu generowanych reaktywnych form tlenu
w komorkach drozdzy, przy czym uzyskane wyniki sugeruja, ze jest to generacja poza-
mitochondrialna. Ponadto wysokie stgzenia glukozy odpowiadajace warunkom
nadmiaru kalorii, zwigkszaja mozliwosci biosyntetyczne komorek drozdzy. Z jednej
strony prowadzi to do wzrostu ich wielkosci i biomasy, ale z drugiej strony obniza
mozliwosci reprodukcyjne i skraca catkowita dlugos¢ zycia komorek drozdzy.
Uzyskane wyniki zwracaja uwage na wyrazny i w duzej mierze negatywny wpltyw
nadmiaru kalorii na parametry fizjologiczne komorki, co ze wzglgdu na ztozono$é
wewnatrzkomorkowych szlakow metabolicznych 1 ich wzajemne powigzania sugeruje

potrzebe dalszych analiz tego zagadnienia.
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SUMMARY

Glucose is not only the primary source of energy for the cells of most organisms,
but also provides carbon skeleton for biosynthesis of many cellular macromolecules.
Therefore, glucose plays an important role in the metabolism and maintenance of the
proper physiological state of the cell, which in turn determine their proliferative
efficiency. This is particularly pronounced in the case of unicellular organisms,
including yeast Saccharomyces cerevisiae, in which the changes in the availability of
glucose determine the way of obtaining energy. This causes that in the case of yeast the
influence of glucose on the physiological state of the cell is more direct than in the case
of multicellular organisms, which have developed mechanisms that allow to regulate
glucose concentration. Currently, glucose is one of the most intensively studied
nutrients which influence on the lifespan of a number of organisms. The studies
conducted in this area are mainly focused on the reduction of glucose and carbohydrate
supply, i.e. calorie restriction. The positive effect of calorie restriction is observed in
awide range of species, including yeast S. cerevisiae. Significantly less data can be
found in regard to the calorie excess and its effect at the cellular level. Moreover, this
problem is practically not performed in studies using the yeast S. cerevisiae cells as
a research model. However, the analysis of influence of calorie excess and high glucose
concentrations on cell physiology seems to be particularly important due to the
problems associated with disorders in glucose metabolism.

The aim of the doctoral dissertation was to make a comprehensive analysis of the
impact of calorie excess and calorie restriction, obtained by using different
concentration of glucose in the culture medium, on the physiological state, reproductive
potential and lifespan of the yeast cells. The studies also tried to explain the
relationships between different intracellular pathways of glucose utilisation, with
particular emphasis on the pathways responsible for the cellular biosynthetic
capabilities.

The research were conducted using yeast cells cultured on media containing
different glucose concentrations. The wild-type BY4741 yeast strain and three mutant
strains isogenic to BY4741, with deletion of selected genes related to glucose
metabolism, i.e. Agpa2, Agprl and Ahxk2, were used for the analysis. This experimental

approach and the analysis of the rate of glucose uptake allowed to test the role of both
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extracellular and intracellular glucose concentration in the regulation of metabolic
changes. The physiological state of the yeast cells was assessed inter alia by
determination of: growth rate of cell population, cell viability, cell size and cell
biomass, functional status of mitochondria, generation of reactive oxygen species,
intracellular level of ATP, NADP(H) and enzymatic activity of pentose phosphate
pathway enzymes. The reproductive potential and total lifespan of the yeast cells were
determined using the micromanipulation method.

It was found that there was a significant relationship between glucose
concentration, biosynthetic efficiency, cell size, reproductive potential and total lifespan
of the yeast cells. The results indicate that cells posses a specific metabolic trade-off
between different pathways of glucose utilisation, which additionally can be actively
modulated, among others by the different glucose concentration. However, it is worth
emphasizing that intracellular glucose level is more important for cell functionality than
its extracellular concentration. This is confirmed by the analysis of the rate of glucose
uptake by the yeast cells of strains lacking selected genes related to glucose metabolism.
Moreover, it was found that an increase in the glucose concentration in the medium
leads to an increase in the level of reactive oxygen species in the yeast cells. However,
the obtained results suggest that in this case reactive oxygen species have an extra-
mitochondrial source. In addition, high glucose levels corresponding to calorie excess
conditions increase the cellular biosynthetic capabilities. On the one hand, this leads to
an increase in cell size and cell biomass, but on the other hand, it reduces the
reproductive potential and shortens the total lifespan of the yeast cells. The obtained
results draw attention to negative impact of calorie excess on the physiological state of
the cell, which due to the complexity of intracellular metabolic pathways, need further

investigation.
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I11. SYNTEZA NAJWAZNIEJSZYCH ZAGADNIEN PRACY DOKTORSKIEJ

1. WPROWADZENIE

Prawidtowe dziatanie komorek, a przez to réwniez catego organizmu, wymaga
stalego dostarczania sktadnikow odzywczych. Jednym z dominujacych sktadnikow
wystepujagcym w pokarmie sg weglowodany, ktore powszechnie utozsamia si¢
z dostarczaniem energii. Glukoze uwaza si¢ za podstawowy substrat energetyczny
kazdej komorki, bowiem wykorzystanie weglowodanow w wewnatrzkomorkowych
procesach metabolicznych musi by¢ poprzedzone ich przeksztatceniem do czasteczki
glukozy lub jej pochodnych. To z kolei powoduje niezwykta wrazliwo$¢ komorek na
wykrywanie glukozy w swoim otoczeniu. Swiadczy o tym obecnosé w komérce szeregu
bialek spelniajacych role blonowych transporterow glukozy, sensorow glukozy, ale
takze bialek zwigzanych z wewnatrzkomorkowa sygnalizacja uwarunkowang
obecnoscia glukozy (Magier i Jarzyna, 2013; Redkaer i Faergeman, 2014). Szczegolng
grupe stanowig transportery glukozy, ktorych izoformy w wyniku niewielkich zmian
w tancuchu polipeptydowym (m.in. poprzez zmiany miejsca glikozylacji) réznig si¢
stopniem powinowactwa do glukozy (Km od 1 do ok. 20 mM transportery z rodziny
GLUT w komorkach ludzkich; Ky od 1 do 100 mM transportery z rodziny HXT
w komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae) (Busti i in., 2010; Magier i Jarzyna,
2013). Transportery glukozy sa biatkami stosunkowo konserwatywnymi i wykazuja
szereg podobienstw nawet miedzy komorkami organizmow daleko spokrewnionych jak
np. drozdze piekarnicze 1 czlowiek. Tymi podobiefstwami sa m.in. posiadanie
12 transbtonowych domen czy podziat transporterow na grupy o wysokim i niskim
powinowactwie (czasem dodatkowo wyrdznia si¢ grupg Sredniego powinowactwa).
Istotng réznica w przypadku komorek drozdzy jest mozliwo$¢ szybkiej zmiany
wykorzystywanej izoformy transportera z rodziny HXT w odpowiedzi na zmiang ilosci
glukozy i innych cukrow w $rodowisku. Natomiast w przypadku komorek ludzkich
transportery GLUT wykazuja specyficznos¢ tkankowa, odpowiadajaca okreslonemu
zapotrzebowaniu na glukoze (Busti i in., 2010; Magier i Jarzyna, 2013). Przyktadowo,
transporter GLUT3 o wysokim powinowactwie glukozy (K, ok. 1 mM) jest
specyficzny dla komorek uktadu nerwowego, nie tylko dlatego, ze wykazujg one ciagle

i wysokie zapotrzebowanie energetyczne, ale takze ze wzgledu na fakt, iz dla tego typu
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komorek glukoza stanowi podstawowy substrat energetyczny (Simpson i in., 2008;
Magier i Jarzyna, 2013). Z kolei transporter GLUT2 wyro6zniajacy si¢ duzg wartos$cig
Km dla glukozy (17-20 mM) wystepuje w komorkach watroby oraz komorkach -
trzustki, co powoduje pobieranie glukozy przez te komorki tylko wtedy gdy jej ilos¢
w otoczeniu jest duza. To =z kolei wplywa na aktywno$¢ procesu
glikogenogenezy/glikogenolizy oraz sekrecje insuliny, odgrywajacych kluczows role
w utrzymaniu homeostazy glukozy (Newsholme i in., 2007; Magier i Jarzyna, 2013).
Utrzymanie tej homeostazy wymaga szeregu mechanizméw odpowiadajacych za
obnizanie lub podwyzszanie poziomu glukozy we krwi, ale takze, jak pokazuja badania
prowadzone przez kilka ostatnich lat, uwarunkowane jest obecnos$cig neruopeptydu
oreksyny i dziatalnosciag uktadu nerwowego synchronizujacego cykliczne wahania
stezenia glukozy we krwi z rytmem okotodobowym (Berg i in., 2002; Chroscicki i in.,
2013). O tym jak kluczowa dla organizmu cztowieka jest §cista kontrola poziomu
glukozy, S$wiadczy stale zwigkszajacy sie odsetek osob dotknietych chorobami
metabolicznymi w tym cukrzycg typu 2 i otyloscig, ktorych gléwna przyczyna sa
przedtuzajace si¢ stany zaburzenia homeostazy glukozy (Herman i Kahn, 2006). Nieco
inaczej reakcja wywotana dostepnoscia glukozy wyglada w przypadku komorek
drozdzy S. cerevisiae, u ktorych dziatanie glukozy jest jeszcze bardziej bezposrednie ze
wzgledu na fakt, iz pojedyncza komorka jest jednocze$nie odrgbnym organizmem.
Wyewoluowal u nich szereg mechanizméw monitorujacych poziom glukozy
w srodowisku, przez co umozliwiajacych szybka odpowiedz na czeste zmiany jej
dostepnosci (Busti i in., 2010). Komoérki drozdzy oprocz wspominanych wczesniej
transporterow glukozy posiadajg szereg biatek btonowych spetniajacych role sensorow
stezenia glukozy. Nalezg do nich m.in. biatka Snf3 1 Rgt2, wykrywajace odpowiednio
niskie i wysokie stezenia glukozy, ktérych aktywnos¢ dodatkowo wplywa na indukcje
odpowiedniej grupy genéw HXT (Gancedo, 2008; Redkaer i Faergeman, 2014). Innym,
kluczowym w wykrywaniu i1 przekazywaniu informacji o zawartosci glukozy w podtozu
jest transbtonowe biatko receptorowe Gprl I powigzane z nim wewnatrzkomoérkowe
biatko Gpa2 dziatajace na zasadzie podjednostki o biatka G. Oba biatka nazywane
czasem tacznie systemem GPCR (ang. G-protein coupled receptor) odgrywaja istotng
role w szlaku cAMP/PKA. W komorkach drozdzy szlak ten jest gtownym szlakiem

sygnalizacyjnym dostosowujgcym metabolizm komorkowy do poziomu dostgpnych
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sktadnikéw odzywczych. Szlak cAMP/PKA oprécz metabolizmu zaangazowany jest
réwniez w regulacje wielu innych procesow jak wzrost, proliferacja czy odpowiedz na
stres. Odbywa si¢ to m.in. poprzez zmiany w procesach glikolizy i oddychania
tlenowego, zmiany w ekspresji gendéw zwigzanych z biogeneza rybosomow
I mozliwo$ciami biosyntetycznymi komorki oraz poprzez zmiany w ekspresji genow
zwigzanych z mechanizmem odpowiedzi na stres a pozostajgcych pod kontrolg
czynnikéw transkrypcyjnych Msn2 i Msn4 (Busti i in., 2010; Redkaer i Faergeman,
2014).

éropowisko BRAK GLUKOZY SRODOWISKO GLUKOZA

D R

Zawartoié  Glukoneo Odpowied Glikoliza Wazost Proliferaca
trechalozy  -gemeza  pg stres
/glikogemm

Rys. 1. Szlak sygnalizacyjny GPCR - cAMP/PKA (Z: Redkaer i Faergeman 2014

w thumaczeniu na jezyk polski).

Poza detekcja zewnatrzkomorkowego stezenia glukozy, réwnie istotne zdaje si¢ by¢
monitorowanie jej wewnatrzkomorkowego stezenia. Przyjmuje si¢, ze wazng role
w tym wewnatrzkomorkowym szlaku sygnalizacyjnym odgrywa izoforma heksokinazy
— Hxk2. Enzym ten, generalnie odpowiedzialny za pierwszg reakcje glikolizy, czyli
fosforylacje glukozy do glukozo-6-fosforanu, okazuje si¢ mie¢ znacznie w zaleznej od
glukozy represji Szeregu genoéw, w tym uczestniczacych w glukoneogenezie czy
wykorzystywaniu alternatywnych zrodet wegla (Rolland 1 in., 2002; Redkaer
i Faergeman, 2014). Niemniej jednak najbardziej znana jest zalezna od glukozy represja
gendw kodujgcych biatka uczestniczace w oddychaniu tlenowym (Rodrigues i in.,

2006). Represja ta powoduje, ze komorki drozdzy S. cerevisiae mogace przeprowadzaé
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zarowno fermentacje¢ jak tez pelne oddychanie tlenowe, uzyskujg energie¢ na drodze
fermentacji alkoholowej, nawet w sytuacji peinej dostepnosci tlenu w $rodowisku,
co zwane jest efektem Crabtree (Rodrigues i in., 2006). Przyczyny tego zjawiska nie sa
jeszcze w pelni wyjasnione. Najczesciej wigzane sg one z korzy$ciami ewolucyjnymi
i ekologicznymi wynikajacymi ze zwigkszonej produkcji etanolu (Hagman i in., 2013;
Dashko i in., 2014). Jednakze, podobny typ metabolizmu (uzyskiwanie energii na
drodze glikolizy w warunkach tlenowych) obserwuje si¢ rowniez w przypadku komorek
nowotworowych (Warburg, 1956; Vander Heiden i in., 2009; Diaz-Ruiz i in., 2011)
oraz komorek macierzystych (Rafalski i in., 2012; Folmes i Terzic, 2016; Hu i in.,
2016), co wskazuje na inne mozliwe przyczyny tego zjawiska. Obecnie taczy si¢ wybor
tego mniej efektywnego, pod wzgledem liczby wytworzonych czgsteczek ATP, procesu
pozyskiwania energii przez intensywnie proliferujace komorki ze swoista wydajnoscia
energetyczng. Wydajnos¢ ta rozni si¢ od klasycznych modeli metabolicznych, bowiem
nie dotyczy wylacznie zyskow energetycznych komorki, ale takze kosztow inwestycji
jakie musi ponies¢ komorka w przypadku danego sposobu uzyskiwania energii
(Molenaar i in., 2009; Schuster i in., 2015; Nilsson i Nielsen, 2016). Dodatkowo ta
specyficzna ekonomia komorkowa wydaje sie¢ by¢ dostosowywana zarowno do
warunkow zewngtrzkomorkowych jak i aktualnych potrzeb komorki (Molenaar i in.,
2009; Vander Heiden i in., 2009). Ten swoisty paradoks energetyczny obserwowany
w przypadku intensywnie proliferujacych komorek stanowi jeden z wazniejszych
problemow badawczych analizowanych w ostatnich kilku latach, a badania bazujace na
wykorzystaniu komorek drozdzy, moga okaza¢ si¢ bardzo przydatne dla wyjasnienia
wielu aspektéw tego problemu. Koncentrujac si¢ na roli glukozy nalezy réwniez
podkresli¢, ze glukoza jest nie tylko Zzrodlem energii, stanowi bowiem takze szkielet
weglowy do biosyntezy wielu makromolekut komoérki. W komoérce przemiany glukozy
w procesie glikolizy, poszczegélnych reakcjach cyklu Krebsa oraz szlaku
pentozofosforanowym (szlak PPP — ang. pentose phosphate pathway) dostarczaja
metabolitow weglowych niezbednych do biosyntezy kluczowych sktadnikow komorki,
w tym nukleotydow, aminokwasow, lipidow i witamin (Vander Heiden i in., 2009;

Folmes i Terzic, 2016; Maslanka i in., 2018). Istotna, cho¢ nie do konca doceniang role

w wykorzystaniu glukozy jako substratu do komorkowych biosyntez petni szlak PPP.

Podstawowym zadaniem tego szlaku jest wytworzenie rybozo-5-fosforanu
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(niezbednego do syntezy nukleotydow), NADPH (bioragcego udziat w syntezie kwasow
thuszczowych 1 utrzymywaniu komoérkowej puli zredukowanego glutationu), a takze
umozliwienie syntezy aminokwasow aromatycznych (Berg i in., 2002; Rodrigues i in.,
2006). Wartym podkres§lenia jest S$cisty zwigzek oraz mozliwo$¢ wzajemnego
oddziatywania mi¢dzy glikolizg a szlakiem PPP. Odbywa si¢ to dzigki przeksztalceniom
pierwszego wewnatrzkomérkowego metabolitu glukozy tj. glukozo-6-fosforanu
stanowigcego punkt wspdlny obu szlakow. A dodatkowo w zaleznosci od potrzeb
komorki oraz wskutek dwukierunkowej dziatalnosci enzymow transaldolazy i
transketolazy, nadmiar rybozo-5-fosforanu wytworzonego w szlaku PPP moze by¢
przeksztalcony w metabolity posrednie glikolizy i1 odwrotnie (Berg i in., 2002;
Rodrigues i in., 2006). Glukoza jest tez jednym z najintensywniej analizowanych
sktadnikéw odzywczych, majagcym wptyw na sprawno$é¢ fizjologiczng i dtugosé zycia
szeregu organizmow (Lee i in., 2017). Dostgpnos¢ sktadnikow odzywczych w tym
rowniez glukozy Scisle wiaze si¢ z zagadnieniem podazy kalorii i okre§leniem jego
wplywu na stan fizjologiczny organizmu. Badania, ktoérych przedmiotem jest glukoza,
koncentrujg si¢ przede wszystkim na analizie wptywu restrykcji kalorycznej (CR — ang.
calorie restriction) lub jej wygodniejszej alternatywy tj. okresowego gltodzenia (IF —
ang. intermittent fasting) na stan zdrowia i dtugo$¢ zycia organizmow (Roth i Polotsky,
2012; Longo i Mattson, 2014; Fontana i Partridge, 2015). Pozytywne skutki wynikajace
z ograniczenia kalorii thumaczone sg przez szereg hipotez wskazujacych migdzy innymi
na: obnizenie tempa metabolizmu, redukcje poziomu generowanych reaktywnych form
tlenu (RFT), poprawe wewnatrzkomoérkowych mechanizmoéw kontroli jako$ci 1 ilosci
biatek czy zmiany zwigzane z aktywnoS$cig sirtuin i stanem redoks komorki (Masoro,
2000; Tavernarakis i Driscoll, 2002; Heilbronn i Ravussin, 2003; Lu i Lin, 2010;
Redman i in., 2018). Poszczegdlne hipotezy traktowane indywidualnie nie wyjasniaja
W petni catego zjawiska, co sugeruje jego kompleksowy charakter oraz mozliwosé
addytywnego dziatania poszczegolnych mechanizméw (Masoro, 2000; Sinclair, 2005).
Cho¢ pozytywny wplyw CR na poprawe sprawnosci fizjologicznej organizmow
| zapobieganie chorobom zwigzanym z wiekiem wydaje si¢ by¢ niekwestionowany
(Smith i in., 2010; Colman i in., 2014; Fontana i Partridge, 2015; Mattison i in., 2017),
to jej wplyw na dlugo$¢ zycia organizmow wydaje si¢ by¢ sprawg mniej oczywistg

| wcigz stanowigcg przedmiot dyskusji naukowej (Colman i in., 2009; Smith i in., 2010;
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Austad, 2012; Mattison i in., 2012; Bilinski i in., 2015). Niezmierniec waznymi ze
wzgledu na mozliwos¢ odniesienia uzyskanych wynikow do organizmu czlowieka sg
badania analizujace wptyw restrykcji kalorycznej na funkcjonowanie i dtugos$¢ zycia
malp z rodzaju rodzaju Rhesus (Macaca mulatta) (Colman i in., 2009; Mattison i in.,
2012). W badaniach tych prowadzonych przez dwa niezalezne osrodki naukowe
(Wisconsin National Primate Research Center i National Institute on Aging, Maryland)
w obu przypadkach odnotowano pozytywny wptyw CR na stan fizjologiczny
I metaboliczny zwierzat, jednakze zwigkszenie dlugosci zycia zanotowano tylko
w przypadku badan prowadzonych przez grupe z Wisconsin (Colman i in., 2009).
Prawdopodobnej przyczyny réznic uzyskanych wynikow upatruje si¢ w sposobie
podazy sktadnikow odzywczych dla grup kontrolnych (Austad, 2012), sposrod ktorych
jedne byly karmione $ciSle okre§long iloscia pokarmu, zgodng z rzeczywistym
zapotrzebowaniem energetycznym (Mattison i in., 2012) natomiast drugie na zasadzie
ad libitum czyli posiadaty nieograniczony dostep do pokarmu (Colman i in., 2009).
Sugeruje to, ze dostarczanie sktadnikoéw odzywczych na zasadzie ad libitum moze by¢
rozpatrywane jako stan nadmiaru kalorii (CE — ang. calorie excess), w ktorym ilo$¢
dostarczanych skladnikow odzywczych jest wyzsza niz wynika to z rzeczywistego
zapotrzebowania energetycznego organizmu. Stan taki praktycznie nie wystepuje
naturalnie w przyrodzie, gdzie dostgpno$¢ sktadnikow odzywczych jest ograniczona,
a okresy obfitosci przeplatane sg okresami silnego niedoboru (Zimmet i Thomas, 2003;
Bilinski i in., 2015). Kwestie nadmiaru kalorii poruszane sg gldwnie w odniesieniu do
funkcjonowania catego organizmu, aczkolwiek wieloaspektowa analiza tego
zagadnienia, rowniez na poziomie komorkowym, wydaje sie¢ by¢ szczegdlnie wazna
w kontekscie negatywnych konsekwencji wywotanych otytoscia, cukrzyca typu 2 oraz
zaburzeniami okreslanymi wspolnym terminem — zespot metaboliczny. Tym bardziej,
ze zaburzenia te maja swojg etiologie rowniez w niedostawaniu ksztaltowanego przez
tysigce lat ewolucji lowiecko-zbierackiego genotypu cztowieka do nowoczesnego
I konsumpcyjnego stylu zycia ludzi wspotczesnych (Zimmet i Thomas, 2003; Bilinski
iin., 2015; Mathers, 2015). Wiekszo$¢ danych dotyczacych CR pochodzi z badan
prowadzonych z wykorzystaniem organizméw modelowych, w tym rowniez drozdzy
S. cerevisiae, dla ktorych warunki restrykcji kalorycznej uzyskuje si¢ poprzez obnizenie

zawartosci glukozy w podtozu z 2% uzywanych standardowo w hodowli do poziomu
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0,5% lub nizej. Badania z wykorzystaniem drozdzy koncentruja si¢ na analizie wplywu
warunkéw CR na replikacyjng dlugos¢ zycia (dlugos$¢ zycia okreslang jako liczba
komorek potomnych wytworzonych przez pojedynczg komoérke matke) i sprawnosé
fizjologiczng komorek (Lin i in., 2002; Barros i in., 2004; Kaeberlein i in., 2005; Zuin
i in., 2010; Sharma i in., 2011; Schleit i in., 2013; Tahara i in., 2013; Denoth Lippuner
iin., 2014; Huberts i in., 2014; Maslanka i in., 2017). Niemniej jednak wyniki
prowadzonych badan nie daja jednoznacznych konkluzji. Proponuje si¢, ze CR wydtuza

replikacyjng dlugo$¢ zycia komodrek drozdzy poprzez zwigkszenie oddychania
tlenowego (Lin i in., 2002; Tahara i in., 2013). Taka interpretacja nie broni si¢ jednak
w $wietle wynikow badan dotyczacych CR, a prowadzonych z wykorzystaniem
komoérek niekompletnych oddechowo (rho®), gdzie obserwuje si¢ zwickszenie
replikacyjnej dlugosci zycia pomimo braku mozliwosci prowadzenia oddychania
tlenowego (Kaeberlein i in., 2005). Ponadto postuluje si¢, ze CR dziata poprzez
aktywacje sirtuin bedacych NAD®-zaleznymi deacetylazami przeprowadzajacymi
reakcje odszczepienia grup acetylowych od réznych klas biatek, w tym bialek
histonowych (Lin i in., 2000; Lin i in., 2004), chociaz istnieja takze wyniKi
przedstawiajace niezalezne od sirtuin dziatanie CR (Kaeberlein i in., 2004; Smith i in.,

2007). Nie rozstrzygnigta jest rOwniez kwestia reaktywnych form tlenu, bowiem istnieja

dane prezentujace zaréwno spadek (Barros i in., 2004; Maslanka i in., 2017) jak
i wzrost (Zuin i in.,, 2010; Sharma i in.,, 2011) poziomu generowanych RFT
w komorkach drozdzy hodowanych w warunkach restrykcji kalorycznej. Z tych
wzgledow okreslenie konsekwencji wynikajgcych ze stosowania restrykcji kalorycznej
jest nadal przedmiotem wielu badan prowadzonych z wykorzystaniem komoérek drozdzy
jako modelu badawczego. Tymczasem praktycznie nie analizuje si¢ zmian wywotanych
dziataniem nadmiaru kalorii (CE), wynikajacym (analogicznie do warunkéw CR)
z wysokich stezen glukozy (Maslanka i in., 2017; Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019).

Obecnie istniejg tylko ograniczone dane pokazujace wplyw wysokiego stezenia glukozy
na wybrane aspekty fizjologii komoérek drozdzy (Weinberger i in., 2010; Zuin i in.,
2010).

Przyjmuje si¢, ze najbardziej miarodajnym wyrazem sprawnosci fizjologicznej
komorki sa jej mozliwosci proliferacyjne, bowiem biosynteza kluczowych

makromolekut niezbednych zaréwno dla prawidlowego funkcjonowania komorki
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wyjsciowej jak 1 przekazywanych komoérce potomnej wymaga pelnej synchronizacji
i znacznych naktadow inwestycyjnych. U czlowieka i innych ssakéw wraz z wiekiem
obserwuje si¢ spadek mozliwos$ci regeneracyjnych, co ma zwigzek m.in. ze stopniowym
spadkiem zdolnosci proliferacyjnych poszczegdlnych typow komoérek (Tschen i in.,
2009; Gunin i in., 2011). Zjawisko ograniczonej zdolnosci proliferacyjnej odnotowano
rowniez w przypadku komorek drozdzy S. cerevisiae, bowiem komorka ,,matka”
W ciggu swojego zycia moze wytworzy¢ ograniczong liczb¢ komorek potomnych
(Mortimer i Johnston, 1959). Zjawisko to analizowane jest najczgsciej w kontekscie
procesu starzenia si¢ stad stosowane okreslenie - replikacyjna dlugo$¢ zycia (ang.
replicative lifespan; RLS). Replikacyjna dlugos¢ zycia wyrazana jest jako liczba
komorek potomnych (paczkéw) wytwarzanych przez pojedyncza komorke (komorke
»,matke”) w ciggu jej zycia (Sinclair i in. 1998). Biorgc pod uwagg, ze taki sposob
wyrazania dlugos$ci zycia nie ma charakteru jednostki czasu, liczba komorek potomnych
moze by¢ traktowana bardziej jako miara potencjatu reprodukcyjnego komorki (ang.
reproductive potential) (Zadrag-Tecza i in., 2013; Zadrag-Tecza i in., 2018). Ponadto
odnoszenie RLS jako jednoznacznego wyznacznika dtugosci zycia komorek drozdzy
wiaze si¢ z przyjeciem zalozenia, ze zycie komorki konczy si¢ wraz z utrata zdolnos$ci
do proliferacji. Natomiast, jak pokazuja wyniki badan, komorki drozdzy po
wytworzeniu ostatniej komorki potomnej nie umieraja natychmiast, ale zyja jeszcze
przez pewien czas (Minois i in., 2005; Zadrag i in., 2008). Powoduje to, ze na catkowitg
dhugo$¢ zycia komorki drozdzy (ang. total lifespan) sktada si¢ czas kiedy komorka
wytwarza kolejne komoérki potomne (ang. reproductive lifespan), jak tez czas kiedy
komorka juz nie paczkuje, ale nadal pozostaje zywa (ang. postreproductive lifespan)
(Zadrag i in., 2008) (Rys. 2).

GO @

® ©

Potencjal reprodukcyjny = liczba wytworzonych komérek potomnych | Post-reprodukcyjna dlugosé zycia

| |
I Reprodukecyjna dlugosé zycia = czas w ktérym komorki I —cras w ktorym komérki drozdzy |
| drozdzy paczkuja nie paczkuja, ale nadal zyja I

CALKOWITA DLUGOSC ZYCIA = Reprodukcyjna + Post-reprodukcyjna dlugosé zycia

Rys. 2 Schemat podziatu dlugosci zycia pojedynczej komorki drozdzy S. cerevisiae
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Ograniczone mozliwosci reprodukcyjne komoérek drozdzy probuje si¢ ttumaczy¢ biorge
pod uwage réznorodne czynniki w tym gromadzenie agregatow biatkowych,
niestabilno$¢ genetyczng i wzrost liczby pozachromosomalnych kotek rDNA czy
akumulacje uszkodzonych mitochondriow (Smith i in., 2015). Alternatywne
wyjasnienie ograniczonych mozliwos$ci proliferacyjnych komoérek drozdzy, odnoszace
si¢ do relatywnie duzych rozmiarow uzyskiwanych przez komorki, ktore zakonczyty
proliferacje, dostarcza hipoteza hipertrofii (Zadrag-Tecza i in., 2009; Bilinski i in.,
2012). Hipoteza ta postuluje istnienie Scistego zwigzku pomigdzy tempem wzrostu
wielko$ci komoérek a ich mozliwosciami proliferacyjnymi. W przypadku komorek
drozdzy powszechnie uznana jest Scista koordynacja miedzy wielkoscia komorki
a reprodukcja, majgca miejsce w Koncowej fazie G1 cyklu komoérkowego w tzw.
punkcie START. Polega ona na konieczno$ci osiggnigcia przez komorke okre§lonej
wielko$ci progowej umozliwiajacej przekroczenie punktu START i rozpoczecie
paczkowania (Hartwell i in., 1974). Z kolei sam mechanizm cytokinezy na drodze
paczkowania stanowi wyjasnienie przyczyny stopniowego wzrostu wielkosci komorki
I w konsekwencji zatrzymania cyklu komoérkowego, co jest podstawa postulowanej
hipotezy hipertrofii. Paczkowanie eliminuje bowiem mozliwos¢ redukcji wielko$ci
komorki ,,matki” tym samym przyczyniajac si¢ do stopniowego wzrostu jej rozmiardw,
zwlaszcza w fazie G1 kazdego kolejnego cyklu komorkowego. Skutkuje to osigganiem
przez komorke po kilkudziesigciu cyklach wielkoSci (okre§lanej stanem hipertrofii),
ktorej konsekwencja jest zablokowanie mozliwosci dalszej reprodukcji (Zadrag-Tecza
i in., 2009; Bilinski i in., 2012; Bilinski i Zadrag-Tecza, 2017). Jednakze stan hipertrofii
i wynikajace z niego ograniczenie mozliwosci reprodukcyjnych komoérki nie powinny
by¢ traktowane tylko w kwestiach parametrow fizycznych, tzn. niekorzystnych zmian
stosunku powierzchni do objetosci komorki wraz ze wzrostem jej rozmiaréw. Wielko$¢
komorki ma réwniez istotny wplyw na architekture wewnatrzkomoérkowa oraz szereg
wewnatrzkomoérkowych procesow metabolicznych (Bilinski, 2012; Bilinski i in., 2012;
Zadrag-Tecza i in., 2018). Wzrost wielko$ci pocigga bowiem za sobg konieczno$é
dostosowania biosyntezy i dystrybucji poszczegdlnych sktadnikéw komorkowych, aby
utrzymac¢ ich odpowiednig proporcje wzgledem rozmiaré6w komorki. Stad tez tempo
przyrostu wielkosci komorki w czasie pojedynczego cyklu decyduje o potencjalnych

mozliwosciach proliferacyjnych komoérki (Zadrag-Tecza i in., 2009; Yang i in., 2011;
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Bilinski i in., 2012; Wright i in., 2013). Tempo przyrostu wielkosci komoérki a co za tym
1dzie szybkos$¢ osiggania postulowanego stanu hipertrofii zalezy od przebiegu procesow
metabolicznych, w tym takze proceséw warunkujacych mozliwosci biosyntetyczne
komorki. Te z kolei moga by¢ modyfikowane zarowno przez czynniki genetyczne jak
tez warunki $rodowiskowe, sposrod ktorych szczegdlnie istotna jest dostgpnosé
sktadnikow odzywczych. Na uwage zastuguje fakt, ze zwigzek pomiedzy wielkos$cia
komorki a jej zdolnoscig do reprodukcji, obserwowany jest nie tylko w przypadku
komorek drozdzy, ale takze w przypadku komorek ssaczych czy ludzkich hodowanych
w warunkach in vitro. Dowiedziono m.in. ze potencjal reprodukcyjny fibroblastow
I komorek nabtonkowych rogowki wykazuje negatywna korelacje wzgledem wielkosci
komorek (Angello i in., 1987; De Paiva i in., 2006). Z kolei w przypadku zaburzen
zwigzanych z cukrzyca i otyto$ciag odnotowano, iz tempo wzrostu wielkosci komorek
| powigzana z nim wyzsza szybko$¢ procesow biosyntetycznych moze prowadzi¢ do
osiggania przez nie fenotypu hipertrofii i zatrzymania proliferacji (Morocutti i in., 1996;
Lumeng i Saltiel, 2011; Liu i in., 2012). Dodatkowo jak pokazuja najnowsze wyniki
badan wielkos¢ komorek oraz jej wzrost prowadzacy do stanu hipertrofii, moga by¢
réwniez rozpatrywane jako czynniki korelujace z dlugo$cia Zycia catego organizmu
(Anzi i in., 2018; Patra i Bardeesy, 2018).

Kluczowa, wieloraka a jednocze$nie stosunkowo konserwatywna rola glukozy
w metabolizmie komorki stala si¢ punktem wyjscia obranej przeze mnie drogi
badawczej. Niniejsza praca przedstawia wyniki i wnioski ptynace z analizy
fizjologicznych i morfologicznych parametrow komorek drozdzy S. cerevisieae
hodowanych na podtozu z réznym stezeniem glukozy. Za wyborem zastosowanego
modelu  badawczego przemawia m.in. podobienstwo  dotyczace  szlakow
metabolizowania glukozy w komorkach drozdzy oraz w komoérkach wyzszych
eukariontow. Dodatkowo niewatpliwg zaleta tego modelu, poza krotkim cyklem
zyciowym, malymi rozmiarami oraz mozliwoSciag prowadzenia szerokiego zakresu
manipulacji genetycznych, jest Scisty zwigzek typu metabolizmu, wykorzystywanego
do uzyskiwania energii, z dostgpnoscig glukozy. Zwigzek ten jest tak silny, ze to
wlasnie obecnos$¢ glukozy a nie dostgpnos$¢ tlenu determinuje sposob uzyskiwania
energii na drodze fermentacji badZ oddychania tlenowego. Wydaje sie, ze cecha ta nieco

dyskwalifikuje porownanie metabolizmu komoérek ludzkich z metabolizmem komorek
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drozdzy, ale jak pokazuja dane dotyczace komoérek nowotworowych czy komorek
macierzystych, uzyskiwanie energii na drodze glikolizy w warunkach tlenowych ma
réwniez miejsce w intensywnie proliferujacych komoérkach ludzkich. Kolejnym atutem,
czgsto  nieco  pomijanym, jest podobienstwo  szlakow  biosyntetycznych
wykorzystujagcych metabolity glukozy jako zrdédlo szkieletu weglowego zarowno
w komorkach drozdzy jak i komorkach ludzkich. Stad tez wykorzystujac do analiz
komorki drozdzy podjeto probe poszerzenia wiedzy na temat kompromisu
metabolicznego pomigdzy réznymi, wewnatrzkomérkowymi szlakami przeksztalcenia
glukozy, a takze tego czy kompromis ten zmienia si¢ w warunkach ro6znej dostgpnosci
glukozy. To z kolei w istotny spos6b moze wptywaé na tempo wzrostu komorki, co
biorgc pod uwage =zalozenia hipotezy hipertrofii moze sugerowaé, ze zmiany
metaboliczne wywotane réznymi stezeniami glukozy moga okaza¢ si¢ waznymi
determinantami mozliwosci reprodukcyjnych komorek. Dlatego tez, badania objety
analize potencjatu reprodukcyjnego, ale takze dlugos$ci zycia komorek drozdzy
hodowanych na podlozach zawierajacych rozne stezenie glukozy. O ile w literaturze
dostepne sg dane okreslajagce wplyw niskich stezen glukozy tj. warunkoéw restrykcji
kalorycznej na wybrane parametry fizjologiczne oraz ditugos$¢ zycia (okre$lang jako
RLS) komorek drozdzy, o tyle zastosowanie warunkow namiaru kalorii i analizy
prowadzone w warunkach wysokiego stezenia glukozy prezentowane w niniejszej pracy
wskazuja na nowe podejScie badawcze. Zaproponowane warunki nadmiaru kalorii
moga stanowi¢ swoista analogi¢ do warunkoéw podazy skladnikéw odzywczych,
odbywajacych si¢ na zasadzie ad libitum, stosowanej w badaniach m.in.
z wykorzystaniem naczelnych. Ponadto takie podejscie do problemu i poréwnanie ze
sobg réznych warunkow podazy kalorii wydaje si¢ by¢ bardzo zasadne w sytuacji, gdy
spozywanie nadmiaru kalorii jest powszechne, a ludzko$¢ boryka si¢ z rosngcym
problemem otytosci 1 cukrzycy typu 2. To powoduje, ze podejmowanie dziatan
w kierunku pelniejszego zrozumienia mechanizmu zalezno$ci miedzy zmianami
poziomu glukozy, komorkowymi szlakami metabolicznymi a kontrola wzrostu
wielkosci komoérki 1 jej mozliwosciami proliferacyjnymi, ma szczegdlnie wazne
znaczenie dla rozwoju obecnej wiedzy. W takim tez kontekscie prowadzono badania,

ktorych wyniki przedstawia niniejsza rozprawa doktorska.
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2. HIPOTEZA I CEL BADAN

Gloéwng i nadrzedng hipotezg badawcza przyjeta do weryfikacji w ramach analiz
ujetych w niniejszej rozprawie doktorskiej byto zatozenie, iz zmiana st¢zenia glukozy
ma wplyw na stan fizjologicznych komoérek, a przez to reguluje mozliwosci
reprodukcyjne i dlugo$¢ zycia komodrek. Z kolei dodatkowa hipotez¢ oparto na
zalozeniu, ze wysokie st¢zenia glukozy, utozsamiane z warunkami nadmiaru Kkalorii,
negatywnie wptywaja na funkcjonowanie komorek drozdzy.

Celem badawczym rozprawy doktorskiej opartej na cyklu publikacji naukowych
bytlo okreslenie wplywu glukozy i zmian jej stezenia na szeroko pojety stan
fizjologiczny, metabolizm, potencjat reprodukcyjny i dlugos¢ zycia komoérek drozdzy
S. cerevisieae. Aby mozliwym bylo osiagniecie celu badawczego niniejszej pracy,
a uzyskane wyniki mogly postuzy¢ do wieloaspektowych poréwnan, na poszczegdlnych
etapach realizacji zatozen skupiono si¢ na nastgpujacych zagadnieniach:

v' przedstawienie obecnego stanu wiedzy na temat roli glukozy w odniesieniu zarowno
do metabolizmu komoérki jak 1 funkcjonowania organizmu cztowieka, ze
szczegolnym uwzglednieniem zaburzen homeostazy glukozy i rozwojem chordb
metabolicznych

v’ sprawdzenie i dostosowanie metod badawczych oraz warunkow eksperymentu,
w tym uzywanych stezen glukozy oraz czasu analiz umozliwiajacych poréwnanie
komorek drozdzy wykazujacych zblizony typ metabolizmu

v" okredlenie konsekwencji warunkow restrykcji kalorycznej i nadmiaru kalorii na
wybrane parametry fizjologiczne komorek drozdzy, ze szczegdlnym uwzglednieniem
poziomu generacji reaktywnych form tlenu

v analiza dlugosci zycia i zdolnosci reprodukcyjnych komérek drozdzy w warunkach
roéznego stezenia glukozy

v" okre$lenie i analiza czynnikow mogacych wywierac istotny wptyw na zdolnosci
reprodukcyjne komoérek drozdzy w warunkach roznego stgzenia glukozy, ze
szczegdlnym uwzglednieniem zmian metabolicznych, mozliwosci biosyntetycznych
oraz wielko$ci komorki

v’ zaproponowanie koncepcji wyjasnienia zwigzku pomiedzy zaleznymi od stezenia
glukozy zmianami metabolicznymi, wielko$cia, mozliwo$ciami biosyntetycznymi

oraz potencjatem reprodukcyjnym komorki
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3. MATERIALY I METODY BADAN

Material badawczy stanowily komorki drozdzy Saccharomyces cerevisieae
reprezentujgce gtownie tlo genetyczne BY4741 (szczep dziki) (MATa his3 leu2 metl5
ura3 (EUROSCARF)) oraz izogeniczne wzgledem niego szczepy pozbawione
wybranych gendéw zwigzanych z metabolizmem glukozy, spos$rod ktorych do
szczegblowych analiz ujetych w pracy wybrane zostaly Agpa2; Agprl oraz Ahxk2.

Dodatkowo w publikacji nr 3 — Maslanka i in., 2018, w celu porownan wykorzystano

réwniez dwa inne szczepy dzikie reprezentujgce odrgbne tta genetyczne tj. BMAG4-1A
(MATa his3-11_15 leu2-3_112 ura 3-1 trp142 ade2-1 can1-100 (EUROSCARF)) i SP4
(MATa leul arg4 (Bilinski i in., 1978)).

Jako podioze hodowlane wykorzystywano standardowe podtoze YPD ze
zmiennymi stezeniami glukozy jako kluczowym czynnikiem eksperymentalnym (0,5%;
2%; 4%). Hodowle prowadzono w warunkach kontrolowanej temperatury (28°C) na
wytrzasarce obrotowej przy 150 rpm.

W badaniach zastosowano roznorodne uktady eksperymentalne, tj. zaréwno
zmienne genetyczne (zastosowanie szczepoéw drozdzy pozbawionych wybranych genow
bioragcych udziat w wykrywaniu i sygnalizacji zaleznej od glukozy) jak i zmienne
srodowiskowe (rozne stezenia glukozy w podlozu hodowlanym). Pozwolito to na
wieloaspektowg analize¢ wptywu glukozy na komorke, z drugiej jednak strony
wymagato $cistego dopracowania i kontrolowania warunkéw eksperymentalnych. Taka
kontrola warunkéw doswiadczalnych byta szczegdlnie wazna, ze wzgledu na komorki
hodowane na podtozu o niskim stezeniu glukozy (0,5%), gdzie wyczerpanie glukozy
bardzo szybko prowadzi do tzw. przeskoku metabolicznego (ang. diauxic shift),
catkowicie zmieniajagcego metabolizm komorki. Stad tez wiasciwa faze badan
poprzedzity analizy wstepne przy zastosowaniu szeregu stezen glukozy w $rodowisku
hodowlanym. Uzyskane dzigki nim wyniki pozwolily na dopracowanie warunkow
prowadzenia eksperymentow tak, aby w jak najwigkszym stopniu wykluczy¢
porownywanie komorek wyjsciowo réznigcych si¢ typem metabolizmu, badz tez
znajdujacych si¢ w warunkach, ktore moglyby uruchomi¢ odpowiedz na stres. Na bazie
wynikéw przeprowadzonych analiz dokonano wyboru odpowiednich stezen glukozy
w podtozu (0,5% - warunki restrykcji kalorycznej; 2% - warunki optymalne; 4% -

warunki nadmiaru kalorii) oraz czasu prowadzenia hodowli na poszczegdlnych
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podiozach, co pozwolito na porownywanie komorek uzyskujacych energie w zblizony
sposob tj. dzigki fermentacji. Czas prowadzenia hodowli zostal wybrany m.in. na
podstawie analizy szybkosci zuzywania glukozy i produkcji etanolu, a komorki we
wszystkich eksperymentach byty analizowane w chwili gdy w podtozu hodowlanym byt
obecny etanol przy jednoczes$nie stosunkowo wysokim poziomie glukozy w poréwnaniu

do jej stezenia poczatkowego (Publikacja nr 2 — Maslanka i in., 2017, Fig. 2).

Jedna z wazniejszych analiz przeprowadzonych w ustalonych uktadach
eksperymentalnych bylo okreslenia tempa pobierania glukozy (Publikacja nr 2 —
Maslanka i in., 2017, Fig. 3A; Publikacja nr 4 — Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019, Fig.
1). W tym celu przeprowadzono analize przy uzyciu fluorescencyjnego analogu glukozy
6-NBDG (6-(N-(7-nitrobenz-2-oksa-1,3-diazol-4-yl)amino)-6-deoksyglukoza).

Standardowo w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem komorek drozdzy

stosowany jest inny analog glukozy 2-NBDG (2-(N-(7-nitrobenz-2-oksa-1,3-diazol-4-
yl)amino)-2-deoksyglukoza) (Roy i in., 2015; Zhang i in., 2015). Analog ten moze by¢
fosforylowany przez heksokinaze 1 nastgpnie degradowany do produktow nie
fluorescencyjnych. Biorac pod uwagg, ze W ukltadzie eksperymentalnym jaki zostat
wykorzystany w tej pracy jednym z analizowanych szczepow byt szczep pozbawiony
genu kodujacego heksokinazg 2 (HXK2) a takze szczepy z delecjg innych genow
zwigzanych z metabolizmem glukozy jak GPA2 i GPR1, koniecznym byto
zastosowanie innego analogu glukozy. Wykorzystano wiec nie ulegajacy hydrolizie
analog glukozy 6-NBDG, ktorego modyfikacja w pozycji C6 uniemozliwia jego
fosforylowanie, dzigki czemu jego fluorescencja jest niezalezna od aktywnoS$ci
heksokinazy, co jednoczes$nie prowadzi do jego akumulacji w komorce (proporcjonalnej
do szybkos$ci pobierania glukozy). W zwigzku z tym, ze wedlug mojej wiedzy bylo to
pierwsze zastosowanie analogu 6-NBDG w przypadku okreslenia tempa pobierania
glukozy w komorkach drozdzy, wymagato to dodatkowych etapdéw sprawdzajacych
poprawnos¢ uzyskiwanych tg metoda wynikow. Kluczowa okazata si¢ analiza dlugosci
fal wzbudzenia i emisji fluorescencji analogu 6-NBDG (odpowiednio Aex = 455 nm i Agm
= 540 nm) oraz okreslenie poziomu fluorescencji wyjsciowej analizowanych probek
(zawiesina komorek drozdzy przed podaniem analogu). Analizy te pozwolity

dodatkowo na zobrazowanie i doktadne scharakteryzowanie zjawiska autofluorescencji
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w komorkach drozdzy, co zostalo przedstawione w publikacji nr 3 - Maslanka i in.,
2018.

Wiasciwa fazg badan rozpoczgto od scharakteryzowania stanu fizjologicznego
oraz parametrow morfologicznych komoérek drozdzy hodowanych na podtozach
zawierajagcych rézne stezenie glukozy. W tym celu wykorzystano testy wzrostowe
oparte na oznaczeniu wzrostu komoérek drozdzy na podlozu stalym o réoznym stezeniu
glukozy oraz pomiarze ggstosci optycznej (OD) zawiesiny drozdzy, na bazie ktorego
wyznaczono krzywe wzrostu populacji komorek drozdzy oraz obliczono relatywne
tempo wzrostu (ang. growth rate). Zywotno$¢ i witalno$é komérek drozdzy okreslono
za pomocg pomiarow fluorymetrycznych oraz mikroskopii fluorescencyjnej, bazujacych
na wykorzystaniu barwienia roznicujagcego z dioctanem fluoresceiny i1 jodkiem
propidyny oraz uzyciu sondy fluorescencyjnej FUN-1. Analizy wykonano biorgc pod
uwage modyfikacje metod opisane w pracy (Kwolek-Mirek i Zadrag-Tecza, 2014).
Sposrod  parametrow morfologicznych okreslono wielkos¢ komorek drozdzy

w populacji (zarowno warto$¢ Srednig [Publikacja nr 2 - Maslanka i in., 2017, Fig. 4]

jak i rozktad wartosci tego parametru [Publikacja nr 4 — Maslanka i Zadrag-Tecza,
2019, Fig.5]). Wielkos¢ okreslono dzigki pomiarom morfometrycznym komorek
z wykorzystaniem programu cellSens Dimension na podstawie zdjg¢ mikroskopowych
wykonanych w technice obserwacji w jasnym polu widzenia i kontrastu Nomarskiego.
Ponadto oznaczono biomase¢ komorek analizujac zawarto$¢ suchej masy, uzyskanej
z wykorzystaniem wagosuszarki (oznaczenie dopracowywane specjalnie na potrzeby
niniejszej pracy [Publikacja nr 4 — Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019, Fig.6]) oraz
dokonano oceny struktury sieci mitochondrialnej na podstawie obrazowania
mikroskopowego z wykorzystaniem barwnika fluorescencyjnego Rodaminy B, ktorego
fluorescencja zalezy od potencjalu btonowego mitochondriow. Dodatkowo status
funkcjonalny mitochondriéw okre§lono poprzez analiz¢ potencjalu blonowego
mitochondriow  przy zastosowaniu barwnika ~Rodamina 123 i pomiaru
fluorymetrycznego. Wyniki charakteryzujace stan fizjologiczny 1 parametry
morfologiczne analizowanych komorek drozdzy zostaly w glownej mierze

zaprezentowane w publikacji nr 2 - Maslanka i in., 2017, w ktorej przesledzi¢ mozna

wszystkie szczegdoly wymienionych wyzej metod badawczych. W pracy tej

zaprezentowano réwniez Wyniki analiz biochemicznych dotyczacych oznaczenia
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generacji reaktywnych form tlenu. Generacj¢ RFT okre§lono mierzac kinetyke
przyrostu fluorescencji z wykorzystaniem sond fluorescencyjnych: dihydroetydyny
(DHET) i dioctanu 2'7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H,DCF-DA). DHET jest
utleniana wewnatrzkomorkowo gtéwnie przez aniononorodnik ponadtlenkowy do
fluoroscencyjnej hydroksyetydyny. Z kolei H,DCF-DA po wej$ciu do komoérki ulega
hydrolizie z uwolnieniem 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H,DCF), ktora jest
utleniana miedzy innymi przez nadtlenek wodoru, rodnik hydroksylowy i tlen
singletowy do fluorescencyjnej 2',7'-dichlorofluoresceiny (DCF). Poziom generacji RFT
oznaczono réowniez dla komorek niekompletnych oddechowo (rha®), uzyskanych
w wyniku traktowania komorek kompletnych oddechowo bromkiem etydyny zgodnie
z klasyczng metoda opisang przez (Slonimski i in., 1968).

W kolejnym etapie prac przeanalizowano Szereg parametréw biochemicznych
zwigzanych z metabolizmem komoérki w tym oznaczono poziom ATP, okreslono
wewnatrzkomoérkowy poziom oraz catkowita pule kofaktorow NADPH oraz NADP,
a takze oznaczono aktywnos$¢ enzymatyczng istotnych enzymoéw szlaku PPP.  Poziom
ATP oraz wewnatrzkomorkowy poziom NADPH i NADP" oznaczono poprzez pomiar
luminescencji z wykorzystaniem komercyjnych zestawow odczynnikow odpowiednio
BacTiter-Glo™Microbial Cell Viability Assay oraz NADP/NADPH-Glo™ Assay
zgodnie z instrukcjami producenta 1 wiasnymi modyfikacjami. Z kolei aktywno$¢
enzymow szklaku PPP tj. dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej oraz dehydrogenazy
6-fosfoglukonianowej okreslono na zasadzie pomiaru absorbancji zaleznej od ilo$ci
powstajacego NADPH w obecnosci substratow wykorzystywanych w reakcjach
katalizowanych przez te enzymy, zgodnie z metoda opisang w pracy (Tian i in., 1998).

Ostatnim etapem oznaczen byla analiza potencjalu reprodukcyjnego oraz
catkowitej dlugosci zycia komorek drozdzy. W tym celu komoérki drozdzy pochodzace
Z hodowli ptynnych prowadzonych na podiozach z okreSlonym stezeniem glukozy
umieszczano na szalkach z podiozem stalym o takim samym stezeniu glukozy.
Potencjat reprodukcyjny okreslano przy uzyciu mikromanipulatora analizujgc liczbe
wytworzonych paczkow przez pojedyncze komorki ,,matki”. Natomiast czas zycia
komorek drozdzy zostal oznaczony dzigki wprowadzeniu do podloza przyzyciowego
barwnika — floksyny B, zgodnie z metodyka opisang przez (Minois i in., 2005)
Z p6zniejszymi modyfikacjami (Zadrag i in., 2008). Wyniki charakteryzujace parametry
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biochemiczne, potencjat reprodukcyjny i catkowita dlugos¢ zycia analizowanych
komorek drozdzy zostaly w gtdéwnej mierze zaprezentowane w publikacji nr 4 -

Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019, w ktorej przesledzi¢c mozna wszystkie szczegoély

wymienionych wyzej metod badawczych. Wszystkie eksperymenty, ktorych wyniki
przedstawia niniejsza rozprawa doktorska wykonano w co najmniej trzech niezaleznych
powtorzeniach biologicznych.

Analizy statystyczne wykonano z wykorzystaniem programu STATISTICA 10.0.
Istotno$¢  statystyczng obserwowanych roznic oceniOno przy zastosowaniu
jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA) i testoéw post-hoc (testu
Dunnetta — porownanie komorek szczepéw z delecjami genéow wzgledem komorek
szczepu dzikiego stanowigcego kontrolg; testu Tukeya — wzajemne porownanie
komorek hodowanych na podtozach zawierajgcych rozne stezenie glukozy). Korelacje
miedzy wynikami wybranych parametrow okreslono poprzez obliczenie wspotczynnika
korelacji Pearsona, a w przypadku wielkosci komoérek skorzystano rowniez
Z hierarchicznej analizy skupien. Ponadto wzgledem potencjatu reprodukcyjnego
I wielkosci komorek w populacji wykorzystano metode histogramu w celu prezentacji
rozkladu warto$ci uzyskanych wynikow oraz obliczono wspdlczynniki skosnosci

i kurtozy. Dla uzyskanych wynikow przyjeto poziom istotnosci p < 0,05.
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4. NAJWAZNIEJSZE WYNIKI BADAN

Znaczenie glukozy dla prawidlowego funkcjonowania komorki i organizmu

Przeglad obecnej wiedzy na temat wieloaspektowej roli glukozy w regulacji
parametréw fizjologicznych komodrki i1 organizmu czlowieka oraz prezentacja
konsekwencji zaburzenia homeostazy glukozy zostaty przedstawione w publikacji nr 1—

Maslanka i Zadrag-Tecza, 2017. Praca ta bedaca rozdzialem w monografii napisanym

W jezyku polskim, ma charakter przegladowy, przez co opisuje istot¢ badan
dotyczacych metabolizmu glukozy w szerszym kontek$cie, na co nie ma na og6t
miejsca w $cisle sprecyzowanych pracach eksperymentalnych.

Dane literaturowe pokazuja, ze rownolegle z wyjasnianiem metabolizmu glukozy
nastegpowal rozwoj biochemii, o czym $wiadczy¢ moga miedzy innymi odkrycia
Pasteura, Biichneréw czy opisanie mechanizmu glikolizy dzigki badaniom Embdena,
Meyerhoffa i Parnasa (Berg i in., 2002). Jednak mimo, iz wewnatrzkomorkowe drogi
metabolizmu glukozy sa dobrze scharakteryzowane to nadal niezbedne jest rozszerzanie
informacji na temat mozliwych powigzan pomigdzy poszczegolnymi szlakami
metabolicznymi oraz tego w jaki sposob komorka moduluje aktywno$¢ tych szlakow
w odpowiedzi na zmiany w otaczajagcym jg $rodowisku. Wskazuja na to rowniez
argumenty przytoczone w opublikowanym rozdziale w monografii. Szczegolnie wazne
wydaje si¢ poszukiwanie odpowiedzi na temat swoistego paradoksu metabolicznego
polegajacego na wykorzystywaniu przez intensywnie proliferujace komorki mniej
efektywnego, pod wzgledem liczby wytworzonych czasteczek ATP, procesu
tj. fermentacji/glikolizy w warunkach tlenowych. W pracy opisano proponowane
w literaturze wyjasnienia tej kwestii, przy czym zwrdcono réwniez uwage na inna,
a czesto pomijang role glukozy tj. jej wykorzystanie jako szkieletu weglowego do
biosyntez makromolekul komorki. W takim wykorzystaniu glukozy wazng role
odgrywa szlak pentozofosforanowy, ktorego aktywnos$¢ jest $cisSle powigzana ze
szlakiem glikolizy. W rozdziale opisano rowniez procesy odpowiedzialne za utrzymanie
homeostazy glukozy w organizmie czlowieka. Podkre§lono, ze homeostaza ta wymaga
scistej koordynacji pomiedzy szeregiem tkanek 1 narzadow, ze szczegdlnym
uwzglednieniem mozgu, watroby, trzustki, miesni szkieletowych 1 adipocytow

budujacych tkanke thuszczowa. Za wazne uznano rowniez charakterystyke kluczowych
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transporterow glukozy z rodziny GLUT, wykazujacych odmienne powinowactwo do
glukozy 1 lokalizacj¢ tkankowg oraz rol¢ zegara biologicznego 1 oreksyny
w synchronizacji metabolizmu glukozy wzgledem aktualnej pory dnia. Jako ostatnie
zagadnienie poruszono kwestie konsekwencji zaburzenia homeostazy glukozy.
Zaakcentowano, iz stan utrzymujacego si¢ wysokiego stezenia glukozy moze
doprowadzi¢ do zaburzenia funkcji komorek m.in. wskutek: i) zaklocenia regulacji
wzrostu i podziatow komorki, ii) nasilenia zjawiska glikacji biatek o dtugim okresie
pottrwania, iii) indukcji stresu oksydacyjnego w nastepstwie zwigkszonej generacji RFT
i/lub obnizenia komodrkowej puli NADPH czy tez iv) nasilonej aktywacji szlaku
poliolowego. Jednakze, w glownej mierze w sposob kompleksowy opisano mechanizmy
dziatania i sekrecji insuliny oraz ich zaburzenia wskutek utrzymujgcego si¢ wysokiego

stezenia glukozy, prowadzace ostatecznie do rozwoju cukrzycy typu 2.

Produkty metabolizmu glukozy jako prekursory endogennych fluoroforow

Status fizjologiczny komorki zalezy od ciaglej produkcji i degradacji Szeregu
komponentow komodrkowych. Poza biatkami, lipidami i weglowodanami prawidlowe
funkcjonowanie komorki wymaga rowniez takich czasteczek jak witaminy, koenzymy,
czy metabolity wtorne. Ich synteza na terenie komorki jest bezposrednio zwigzana
ze szlakami przeksztatcen glukozy. Taka mozliwos¢ zaprezentowano analizujac drogi
powstawania tryptofanu, pirydoksyny oraz ryboflawiny, ktorych biosynteza oparta jest
na intermediatach pochodzacych z przeksztatcen glukozy, gtéwnie w szlaku

pentozofosforanowym (Publikacja nr 3 — Maslanka i in., 2018, Fig.2). Zwiazki te maja

naturalng wlasciwo$¢ emisji fluorescencji (Publikacja nr 3 — Maslanka i in., 2018,

Fig.S1) 1 w glownej mierze odpowiadajg za zjawisko autofluorescencji w komorkach
drozdzy, co zostato stwierdzone poprzez analize spektrum emisji fluorescencji dla
zawiesiny komorek drozdzy i poréwnanie jej ze spektrami emisji fluorescencji

otrzymanymi dla czystych zwigzkow (Publikacja nr 3 — Maslanka i in., 2018, Fig. 1

I Fig.S1). Ponadto wykazano, ze komoérki drozdzy reprezentujace rdzne tta genetyczne
moga znaczgco rozni¢ si¢ poziomem autofluorescencji (Publikacja nr 3 — Maslanka

iin., 2018, Fig. 1), a poprzez to réwniez poziomem analizowanych endogennych

fluoroforow. Zwiazki te poza wlasciwosciami fluorescencyjnymi petnig wazne role w

komorce m.in. wykazuja dziatanie antyoksydacyjne. Stad tez roézny poziom
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endogennych fluoroforow, a co za tym idzie r6zny poziom autofluorescencji, moze
dostarcza¢ informacji o stanie fizjologicznym komorek. Jednakze obecno$¢
endogennych fluoroforéw i wystgpowanie zjawiska autofluorescencji niesie ze sobg
istotny problem metodyczny ujawniajacy si¢ w sytuacji zastosowania metod bazujgcych
na wykorzystaniu egzogennych barwnikow i sond fluorescencyjnych. Jak wykazano,
w trakcie oznaczenia tempa pobierania glukozy z wykorzystaniem fluorescencyjnego
analogu glukozy 6-NBDG, zjawisko autofluorescencji moze zawyza¢ wartosci
fluorescencji wynikajacej z zastosowania barwnika egzogennego. Ponadto biorac pod
uwage fakt, iz komoérki mogg roézni¢ si¢ poziomem autofluorescencji, wystepowanie
zjawiska autofluorescencji moze w istotny sposoéb wplywaé na uzyskane wyniki

(Publikacja nr 3 — Maslanka i in., 2018, Fig. 3). To pokazuje istot¢ problemu

I koniecznos¢ kazdorazowego kontrolowania poziomu autofluorescencji w probkach

biologicznych.

Parametry fizjologiczne komérek droidzy w warunkach rézinego steienia glukozy

Komorki drozdzy aby przetrwaé zarbwno w zmiennych warunkach otoczenia jak
i presje ekologicznej konkurencji ze strony szeregu mikroorganizmow zasiedlajacych
te samg nisz¢ eckologiczng, musialy wytworzy¢ w toku ewolucji mechanizmy
precyzyjnego dostosowywania tempa wzrostu i sprawnosci fizjologicznej wzgledem
dostepnosci sktadnikow odzywczych. Biorac to pod uwage, analizy rozpocz¢to od
poréownania wzrostu komorek drozdzy wybranych szczepéw hodowanych na podtozach
zawierajagcych rozne stezenie glukozy. Poza odmiennym czasem osiggania poziomu
plateau krzywych wzrostu dla komoérek rosngcych na podtozach zawierajacych 0,5; 2
i 4% stezenie glukozy (odpowiednio po 7, 9-10 i 12 h hodowli) i nieco wyzszymi
wartosciami OD uzyskanymi po czasie 24h dla hodowli prowadzonych w warunkach
2% i 4% glukozy, nie zaobserwowano wigkszych réznic zarowno w Kkinetyce jak
I W obliczonym relatywnym tempie wzrostu populacji komoérek drozdzy. Nie
odnotowano réwniez roznic w tempie wzrostu pomigdzy szczepem dzikim a szczepami
pozbawionymi genow zwigzanych z metabolizmem glukozy tj. Agpa2; Agprl i Ahxk2
(Publikacja nr 2 — Maslanka i in., 2017, Fig. 1). Podobny brak r6znic odnotowano

w przypadku wzrostu komorek drozdzy analizowanych szczepow na podtozu statym

zawierajacym 0,5; 2 1 4% glukozy (dane nie publikowane). Komorki analizowanych
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szczepOw nie roznity si¢ rowniez znaczgco pod wzgledem witalnosci 1 zywotnosci.
Wszystkie analizowane komorki bez wzgledu na stezenie glukozy w podtozu wykazaty
wysoki poziom witalnosci (okreslony w artykule jako relatywna aktywnos¢
metaboliczna), na co wskazywaly wysokie warto$ci uzyskane w pomiarach
fluorymetrycznych z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej FUN-1. Jednakze,
zaobserwowano niewielkg tendencj¢ wzrostowag tego parametru wraz ze wzrostem
stezenia glukozy w podtozu. Ponadto komorki szczepu Ahxk2 charakteryzowaty sie
nizszymi warto$ciami tego parametru w poréwnaniu do komorek szczepu dzikiego oraz
komorek pozostatych dwoch szczepdéw z delecja genu GPA2 czy GPR1 (Publikacja nr 2
— Maslanka i in., 2017, Fig. 3B). Z kolei dzigki mikroskopowej ocenie zywotno$ci

komorek, bazujacej na barwieniu réznicujagcym z dioctanem fluoresceiny i jodkiem
propidyny, stwierdzono iz w populacji komorek analizowanych szczepéw hodowanych
na podlozach zawierajacych rozne st¢zenie glukozy, $miertelno$¢ komorek byta na
bardzo niskim poziomie. Na tym tle wyrdzniata si¢ jedynie populacja komorek szczepu
dzikiego hodowanych na podtozu zawierajacym 4% glukozy, gdzie odsetek martwych
komorek siegat 8% (dane niepublikowane). W zwigzku z tym, iz testy wzrostowe
dotyczace tempa przyrostu liczby komodrek w populacji nie wykazalty znaczacych réznic
zardwno migdzy szczepami jak i podtozami, sprawdzono analogiczne porownanie, ale
w odniesieniu do wielkosci komoérki. Pomiary morfometryczne komoérek wykazaty, ze
wraz ze wzrostem stezenia glukozy wzrasta srednia wielkos¢ komorki w populacji.
Najwigksze rozmiary mialy komorki drozdzy hodowane na podiozu zawierajacym 4%
glukozy, za$ najmniejsze na podlozu zawierajacym 0,5% glukozy. Trend taki byt
najbardziej widoczny dla komorek szczepu dzikiego. Srednia wielko$¢ komorek
pozostatych szczepoéw byla istotnie nizsza od $redniej wielkosci komorek szczepu
dzikiego a najmniejszymi rozmiarami charakteryzowaty si¢ komorki szczepu Ahxk2,

ktorych wielko$¢ oscylowata w granicach 4 pm (Publikacja nr 2 — Maslanka i in., 2017,

Fig. 4A). W celu rozszerzenia analiz poréwnawczych dotyczacych wielkosci komorek
badanych szczepoéw drozdzy niezaleznie od uzytego stgzenia glukozy, przeprowadzono
hierarchiczng analiz¢ skupien. Analiza ta wykazata silne podobienstwo miedzy
komorkami szczepow Agpa2 i Agprl, co potwierdza zwigzek funkcjonalny biatek Gpa2
I Gprl. Najnizszy poziom podobienistwa i najwicksza odleglos¢ w dendrogramie

wystgpita miedzy komoérkami szczepu dzikiego a komorkami szczepu Ahxk2
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(Publikacja nr 2 — Maslanka i in., 2017, Fig. 4B). Z kolei analizujgc tempo pobierania

glukozy, metodg oparta na zastosowaniu analogu 6-NBDG, wykazano, iz tempo to jest
znaczaco nizsze w komorkach szczepéw z delecja genow GPA2, GPR1 i HXK2

w stosunku do komérek szczepu dzikiego (Publikacja nr 2 — Maslanka i in., 2017, Fig.

3A). Na podstawie tego stwierdzono, iz w komorkach szczepow z delecja
analizowanych genow rowniez wewnatrzkomorkowy poziom glukozy moze by¢

obnizony.

Poziom i rodlo generacji RFT w warunkach réznego stezenia glukozy

Badania analizujace wplyw wysokich stezen glukozy na szereg komorek ludzkich
pokazuja, ze czesto dochodzi w nich do indukcji stresu oksydacyjnego. Obserwacja ta
wraz z faktem, iz zastosowanie réznego st¢zenia glukozy w podtozu hodowlanym moze
wywota¢ zmiany metabolizmu komorek drozdzy, byly przestankami do
przeprowadzenia analizy poziomu generacji RFT. W tym celu zastosowano dwie
komplementarne metody oparte na pomiarze przyrostu fluorescencji, z zastosowaniem
sond fluorescencyjnych DHET i H,DCF-DA. Wykazano, ze wzrostowi
zewnatrzkomorkowego stezenia glukozy towarzyszy znaczny wzrost poziomu RFT
oznaczanych za pomoca DHET. Najnizszy poziom RFT wykazano dla komoérek
hodowanych na podtozu zawierajacym 0,5% glukozy, a najwyzszy dla komorek
hodowanych w pozywce zawierajacej 4% glukozy. Zaleznos¢ taka zostata stwierdzona
dla komorek wszystkich analizowanych szczepow, aczkolwiek byla najbardziej
wyrazna W przypadku komorek szczepu dzikiego. Poréwnanie poziomu RFT miedzy
analizowanymi szczepami, wykazato ze komorki szczepéw pozbawionych genow
zwigzanych z metabolizmem glukozy, a jednocze$nie charakteryzujace si¢ nizszym
tempem pobierania glukozy, miaty nizszy poziom RFT oznaczanych za pomoca DHET

w porownaniu z komorkami szczepu dzikiego (Publikacja nr 2 — Maslanka i in., 2017,

Fig. 5A). W tescie wykorzystujacym sond¢e H,DCF-DA, w warunkach restrykcji
kalorycznej dla wszystkich analizowanych szczepoéw stwierdzono porownywalny
poziom RFT reagujacych z ta sondg. Poziom ten w przypadku komorek szczepu
dzikiego wzrastal wraz ze wzrostem st¢zenia glukozy w podtozu hodowlanym,
natomiast nie zmienil si¢ znaczaco dla komorek szczepow z delecja analizowanych

genow. Stad w warunkach nadmiaru kalorii (4% glukozy) rowniez w przypadku
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zastosowania tej sondy fluorescencyjnej odnotowano istotnie nizszy poziom RFT dla
komorek szczepow Agpa2, Agprl i Ahxk2 wzgledem szczepu dzikiego (Publikacja nr 2
— Maslanka i in., 2017, Fig. 5B). Wysoki poziom generacji RFT w komorkach drozdzy

hodowanych na podltozach zawierajagcych wysokie stezenia glukozy (2% a zwlaszcza
4%) byl nieco zaskakujacy w kontekscie obecnie przyjmowanej wiedzy. Postuluje si¢
bowiem, iz na podiozach z wysoka zawarto$cig glukozy dochodzi do represji
glukozowej, przez co komorki drozdzy pozyskuja energic wylacznie na drodze
fermentacji, a jednocze$nie aktywno$¢ mitochondriéw uwaza si¢ za gtowne zrodto RFT
w komorce. W zwigzku z tym dodatkowo sprawdzono poziom generacji RFT
w warunkach réznego st¢zenia glukozy 2z wykorzystaniem komorek drozdzy
niekompletnych oddechowo (rho® tj. mogacych przeprowadzaé tylko proces
fermentacji, a takze oznaczono status funkcjonalny i strukturg sieci mitochondrialnej
w tozsamych warunkach dla komoérek kompletnych oddechowo. Poza faktem, iz
komorki kompletne oddechowo nawet w warunkach 4% ste¢zenia glukozy utrzymuja
funkcjonalne mitochondria oraz obserwacja nieco bardziej rozbudowanej sieci
mitochondrialnej w komodrkach hodowanych na podtozu zawierajacym 0,5% glukozy,
nie odnotowano wigkszych roznic w stanie funkcjonalnym oraz strukturze sieci
mitochondrialnej dla komérek hodowanych na podtozach z réznym stgzeniem glukozy

(Publikacja nr 2 — Maslanka i in., 2017, Fig. 6A i 6B). Z kolei analizy wykorzystujace

komorki rho® wykazaty, iz poziom generacji RFT jest prawie taki sam dla komorek
majacych zdolno$¢ prowadzenia oddychania tlenowego oraz dla tych, ktore moga

korzysta¢ wytacznie z fermentacji (Publikacja nr 2 — Maslanka i in., 2017, Fig. 6A

1 6B). Dalo to podstaw¢ do wnioskowania, ze na terenie komorki drozdzy poza
mitochondriami istniejg inne wazne zrodla generacji RFT. Szczegdétowa analiza
uzyskanych wynikéw 1 wzajemnych zalezno$ci migdzy nimi w $wietle najnowszych
danych literaturowych, stata si¢ podstawg do stworzenia hipotezy, ktora przynajmnie;j
czesciowo moze thumaczy¢ wystepowanie poza-mitochondrialnej generacji RFT
w komorkach drozdzy (Publikacja nr 2 — Maslanka i in., 2017, Fig. 8). Przeprowadzone

analizy sugeruja, ze gtbwng reaktywng formg tlenu generowang poza-mitochondrialnie
jest anionorodnik ponadtlenkowy. Stad aby okresli¢ czy zalezno$¢ miedzy zwigkszong
generacja RFT a st¢zeniem glukozy utrzymuje si¢ tez w uktadach eksperymentalnych

opartych na komorkach pozbawionych genow nie zwigzanych bezposrednio
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z metabolizmem glukozy, wykonano dodatkowe oznaczenia na innych szczepach
drozdzy, ale reprezentujacych to samo tlo genetyczne — BY4741. Wykorzystano w tym
celu szczepy pozbawione genow kodujacych dysmutazy ponadtlenkowe czyli enzymy
odpowiedzialne  za  reakcj¢  dysmutacji  anionorodnika  ponadtlenkowego
(tj. odpowiednio Asodl — szczep pozbawiony cytoplazmatycznej, miedziowo-cynkowej
dysmutazy ponadtlenkowej oraz Asod2 — szczep pozbawiony mitochondrialnej,
manganowej dysmutazy ponadtlenkowej). Dzigki przeprowadzonym analizom
stwierdzono, iz zaobserwowana zalezno$¢ wzrostu poziomu RFT, zwlaszcza
oznaczanych za pomoca DHET (czyli w gldwnej mierze anionorodnika
ponadtlenkowego), wraz ze wzrostem st¢zenia glukozy jest obserwowana takze

w przypadku komorek innych szczepow drozdzy (dane niepublikowane).

Zmiany metaboliczne i mozliwosci biosyntetyczne komorek droidiy w warunkach

roznego steienia glukozy

Z chwilg gdy glukoza znajdzie si¢ wewnatrz komorki, moze by¢ wykorzystana na
drodze kilku wzajemnie powigzanych szlakoéw. Pierwsza i gtowna droga wykorzystania
glukozy jest glikoliza, ktora przeksztatca glukoze do pirogronianu. Nastepnie,
w zalezno$ci od dostepnosci tlenu lub konkretnej strategii metabolicznej (np. efekt
Crabtree w komorkach drozdzy), pirogronian jest przeksztatcany na drodze fermentacji
lub fosforylacji oksydacyjnej. Tym samym komodrka uzyskuje rozng ilos¢ energii,
w postaci liczby czasteczek ATP produkowanych w przeliczeniu na jedna czasteczke
glukozy. Ponadto glukoza po przeksztalceniu do glukozo-6-fosforanu moze byé
wykorzystywana jako zrodlo szkieletu weglowego dla biosyntez w wyniku dziatalnosci
szlaku pentozofosforanowego. W szlaku tym dochodzi rowniez do powstawania
NADPH, ktéry wykorzystywany jest jako reduktant w komoérkowych reakcjach
anabolicznych. Biorac pod uwage powyzsze, a takze rdéznice w szybkosci pobierania
glukozy pomiedzy komorkami analizowanych szczepow drozdzy, zbadano jaki aspekt
metabolizmu komoérkowego ulega zmianie wskutek zastosowania rdznych stezen
glukozy. Badane parametry obejmowaty poziom ATP, poziom aktywno$ci enzymow
szlaku PPP oraz ilosciowe oznaczenie wewngtrzkomorkowej puli NADP(H). Analizujac
poziom ATP stwierdzono, ze wraz ze wzrostem st¢zenia glukozy w podlozu poziom

ATP ulegal obnizeniu, a tendencja ta byta najbardziej widoczna dla komoérek szczepu
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dzikiego. Najwyzszy poziom ATP odnotowano w przypadku komoérek rosngcych na
podtozu zawierajacym 0,5% glukozy, €O moze by¢ tlumaczone uruchamianiem
oddychania tlenowego generujacego wigksze ilosci ATP w poréownaniu do fermentacji.
Z kolei najnizszy poziom ATP obserwowany w przypadku komorek rosngcych na
podtozu zawierajacym 4% glukozy, stanowit swoisty paradoks wzgledem poziomu ATP
notowanego dla komorek rosngcych na podtozu zawierajacym 2% glukozy, bowiem
w obu przypadkach komoérki drozdzy powinny uzyskiwac energi¢ w ten sam sposob tzn.

na drodze fermentacji (Publikacja nr 4 - Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019, Fig. 7B).

Tendencja spadkowa w poziomie ATP byla utrzymywana nawet przy zastosowaniu
wyzszych stezen glukozy, co sprawdzono w dodatkowych testach dla komoérek szczepu
dzikiego rosngcych na podlozach zawierajacych 8% 1 10% glukozy (dane
niepublikowane). Zaobserwowano rowniez, ze W warunkach 2% i 4% stezenia glukozy,
poziom ATP byt znacznie wyzszy w komorkach szczepow Agpa2 i Agprl
W poréwnaniu ze szczepem dzikim. Zalezno$¢ t¢ mozna tlumaczy¢ nizszym
wewnatrzkomoérkowym poziomem glukozy wynikajacym z obnizonego tempa
pobierania glukozy obserwowanego dla tych szczepéw (Publikacja nr 4 - Maslanka
| Zadrag-Tecza, 2019, Fig. 7B; Fig. 1). Obserwowane réznice w poziomie ATP moga

wynika¢ z przesuni¢cia wykorzystania glukozy na inne szlaki metaboliczne. Jednym
z nich jest szlak PPP, a kluczowymi enzymami warunkujagcymi jego dziatalno$¢ sa
dehydrogenazy generujace NADPH (dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa - G6PD
oraz dehydrogenaza 6-fosfoglukonianowa - 6-PGD). Analiza aktywnosci obu enzymow
wykazata, ze komorki szczepu dzikiego, u ktorych tempo pobierania glukozy byto
najwyzsze, charakteryzowaty si¢ wyzsza aktywnoscig szlaku PPP w porownaniu do
komorek szczepu Agpa2 i Agprl. Komoérki szczepu dzikiego mialty przede wszystkim
wyzszg aktywno$¢ G6PD, co skutkowato rowniez wyzszg sumaryczng aktywnos$cig obu
dehydrogenaz. Poréwnanie aktywnosci enzymatycznej migdzy komoérkami rosngcymi
na podtozach zawierajacych rézne stezenie glukozy pokazato z kolei inne zaleznosci.
W przypadku komorek szczepoéw Agpa2 i Agprl nie odnotowano réznic w aktywnosci
analizowanych enzymow miedzy podtozami zawierajacymi 0,5; 2 i 4% glukozy. Z kolei
w przypadku komorek szczepu dzikiego, wykazano zmniejszenie aktywnosci G6PD

wraz ze wzrostem stgzenia glukozy w podtozu (Publikacja nr 4 - Maslanka i Zadrag-

Tecza, 2019, Fig. 8A). Tego typu zmiana nie musi odzwierciedla¢ spadku ogodlnej
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aktywnos$ci szlaku PPP, bowiem aktywnos¢ G6PD jest silnie modulowana przez
zawarto$¢ NADP' i NADPH. Z kolei wysoka aktywno$¢ szlaku PPP prowadzi do
wytworzenia NADPH, ktory jest silnym inhibitorem G6PD dziatajacym na zasadzie
ujemnego sprzgzenia zwrotnego (Publikacja nr 4 - Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019, Fig.

7A). Z tego tez wzgledu oznaczono poziom puli wewngtrzkomorkowego NADP(H).
Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty wyzszy poziom zaréwno NADPH jak
i catej komoérkowej puli NADP'/NADPH w komérkach hodowanych na podiozu
zawierajacym 4% glukozy wzgledem komoérek hodowanych na podtozu zawierajacym
2% glukozy. Poziom NADPH w komorkach hodowanych na podtozu z 0,5% st¢zeniem
glukozy byl rowniez stosunkowo wysoki natomiast nie moze by¢ on bezposrednio
poréwnywany z warunkami 2 i 4% glukozy, bowiem na poziom ten moga mie¢ wptyw
zrédla, ktére uruchamiane sg wraz z wiaczeniem oddychania tlenowego. Jednakze,
istotne zalezno$ci wykazata analiza udzialu NADPH i NADP® w catkowitej puli
NADP(H). Stwierdzono bowiem, ze rozne stezania glukozy zasadniczo zmieniajg udziat
NADP* wzgledem catej puli NADP(H). Stwierdzono, wyzszy udzial NADP*
w catkowite; puli NADP(H) w komoérkach hodowanych na podiozu zawierajagcym
2 1 4% stezenie glukozy. Taka sytuacja moze by¢ konsekwencjg zwiekszonego poziomu
utleniania NADPH, co sugeruje wieksze wykorzystanie NADPH, w tym rowniez
w procesach biosyntetycznych dostosowanych do aktualnych potrzeb komorki.
W komorkach hodowanych na podtozu zawierajacym 0,5% stezenie glukozy udziat
NADP" w catkowitej puli NADP(H) byt najnizszy i podobny w komérkach wszystkich
analizowanych szczepow drozdzy. Natomiast w przypadku analizy poréwnawczej w
obrebie badanych szczepow, komorki szczepéw Agpa2 i Agprl hodowane na podtozach
zawierajacych 2% 1 4% st¢zenie glukozy charakteryzowaly si¢ nizszym udziatem
NADP* w catkowitej puli NADP(H) w poréwnaniu do komérek szczepu dzikiego. To
sugeruje mniejsze wykorzystanie NADPH przez komorki szczepow Agpa2 i Agprl
w porownaniu do komoérek szczepu dzikiego (Publikacja nr 4 - Maslanka i Zadrag-
Tecza, 2019, Fig. 7A).

Biorac pod uwage uzyskane wyniki dotyczace wptywu stezenia glukozy na tempo
wzrostu populacji, wielkos¢ komorek, zmiany poziomu ATP, aktywno$¢ szlaku PPP
oraz zmiany w wykorzystaniu NADPH, istotnym stalo si¢ roéwniez 0znaczenie

mozliwos$ci biosyntetycznych analizowanych komoérek drozdzy hodowanych na
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podtozach zawierajacych rozne stezenie glukozy. Jako parametr wybrano suchg mase
komorki, ktéra obrazuje ogolng wydajnos¢ biosyntez komoérkowych, bowiem jej
warto$¢ jest wypadkowsg ilosci wszystkich makromolekut komorki, nie tylko tych
dominujacych jak biatko czy rRNA. W warunkach CR sucha masa komorek byta
najnizsza i podobna dla wszystkich analizowanych szczepow. Z kolei wraz ze wzrostem
stezenia glukozy w podtozu hodowlanym warto$¢ tego parametru zmieniata si¢ W rozny
sposob dla komorek analizowanych szczepow. W przypadku komorek szczepu dzikiego
zawarto$¢ suchej masy wzrastala wraz ze wzrostem stezenia glukozy w podtozu
hodowlanym i byta najwyzsza w warunkach CE. Takiego wzrostu w zawartosci suchej
masy komorek nie obserwowano dla komorek szczepow Agpa2 i Agprl, dla ktorych
parametr ten byt poréwnywalny we wszystkich analizowanych warunkach tj. dla 0,5%,
2% 1 4% stezenia glukozy (Publikacja nr 4 - Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019, Fig. 6). Co

wiecej, zawarto$¢ suchej masy komorek byla istotnie wyzsza dla komodrek szczepu
dzikiego wzgledem komorek szczepow Agpa2 i Agprl, ktére jak juz wspominano
wczesniej mialy znacznie obnizone tempo pobierania glukozy (Publikacja nr 4 -

Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019, Fig. 6; Fig. 1).

Zdolnosé reprodukcyjna i diugosé Zycia komorek droidiy w warunkach roéinego

stezenia glukozy

Zdolno$¢ reprodukcyjna jest istotng miarg sprawnos$ci fizjologicznej komorki,
bowiem wyprodukowanie makromolekut przekazywanych komorce potomnej oraz
synchronizacja proliferacji komorki z utrzymaniem jej podstawowych procesOw
fizjologicznych wymaga ogromnych nakladow inwestycyjnych, a kazde nawet
niewielkie zaburzenie moze doprowadzi¢ do zatrzymania proliferacji. Przeprowadzone
analizy zaprezentowaly, ze komorki Szczepu dzikiego wykazuja wyrazny spadek
potencjatu reprodukcyjnego wraz ze wzrostem stezenia glukozy w podtozu. Najwyzsze
warto$ci tego parametru stwierdzono dla komorek szczepu dzikiego hodowanych
w warunkach restrykcji kalorycznej, natomiast najnizsze w warunkach nadmiaru kalorii.
Zmiany te byly obserwowalne zard6wno w przebiegu krzywych prezentujacych potencjat
reprodukcyjny jak i w wartosciach $redniej liczby wytworzonych komorek potomnych,
ktore wyniosty odpowiednio 30,5 oraz 21,3. Z kolei dla szczepow Agpa2 i Agprl

wykazano, iz byly one w stanie wytworzy¢ wigcej komorek potomnych w poréwnaniu
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ze szczepem dzikiem, a dodatkowo ich potencjal reprodukcyjny nie ulegal zmianie
w zalezno$ci od stezenia glukozy i byl porownywalny dla obu szczepdéw. Najnizsza
réznicg w wartosciach potencjatu reprodukcyjnego miedzy szczepami Agpa2 i Agprl
a szczepem dzikim stwierdzono w warunkach CR, gdzie dla wszystkich szczepow
srednia warto$¢ tego parametru wynosita powyzej 30 generacji. Z kolei rdznica
w potencjale reprodukcyjnym pomiedzy szczepem dzikim a szczepami Agpa2 i Agprl
w warunkach nadmiaru kalorii byta prawie dwukrotna (Publikacja nr 4 - Maslanka

| Zadrag-Tecza, 2019, Fig. 2A, Tabela 1). To wskazuje, ze zwigkszone stgzenie glukozy

prowadzi do zmniejszenia zdolnosci reprodukcyjnych komoérki, a efektu takiego nie
odnotowano dla szczepow Agpa2 i Agprl prawdopodobnie ze wzgledu na nizsze tempo
pobierania glukozy, a przez to zmniejszenie jej wewnatrzkomérkowego poziomu.
Zalezno$¢ te potwierdza jednoczesne zestawienie wszystkich otrzymanych wynikow
dotyczacych potencjatu reprodukcyjnego. Wykazano w ten sposob, ze nie ma rdznicy
w wartosciach tego parametru pomiedzy szczepami Agpa2 i Agprl we wszystkich
analizowanych warunkach. Z kolei w przypadku szczepu dzikiego potwierdzono
obserwowany wczesniej znaczacy spadek potencjalu reprodukcyjnego wraz ze
wzrostem stezenia glukozy w podtozu. Przy czym na uwage zastuguja zmiany ksztattu
krzywych potencjatu reprodukcyjnego obserwowane dla tego szczepu. Stwierdzono, ze
w warunkach CR 90% komorek w populacji wykonuje powyzej 18 cykli
reprodukcyjnych, w warunkach optymalnych tj. 2% glukozy 90% komorek wykonuje
powyzej 14 cykli reprodukcyjnych, ale juz w warunkach CE 90% komorek w populacji
jest w stanie wykona¢ powyzej 7 cykli reprodukcyjnych. Ponadto wykazano, ze
w warunkach nadmiaru kalorii 7% komoérek w populacji wytwarzatlo mniej niz
5 komorek potomnych, a wsérdd nich pojawialy si¢ takze komorki, ktore w ogole nie
podejmowaty paczkowania badZ przeprowadzaly pojedynczy cykl. Zaleznos$ci takich
nie odnotowywano dla komoérek hodowanych na podtozach zawierajacych 0,5 i 2%
glukozy. Oznacza to, ze w warunkach CE zdolnosci reprodukcyjne komorek drozdzy,
rozumiane jako zjawisko w ktorym wiecej niz 90% komoérek zachowuje zdolnosé do

reprodukcji, sa znacznie obnizone (Publikacja nr 4 - Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019,

Fig. 3A). Biorac pod uwagg, ze Srednia jako warto$¢ statystyczna jest bardzo wrazliwa
na ekstremalne warto$ci, zbadano, czy zwigkszenie st¢zenia glukozy w podtozu zmienia

rowniez rozktad warto$ci potencjalu reprodukcyjnego w badanych grupach komorek
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drozdzy. Nie stwierdzono réznic w rozktadzie wartosci potencjatu reprodukcyjnego dla
szczepdw Agpa2 i Agprl we wszystkich analizowanych warunkach. Z kolei rozktad
potencjalu reprodukcyjnego dla szczepu dzikiego rdéznit si¢ znaczaco zaréwno
wzgledem dwoch pozostatych szczepoéw jak tez pomiedzy warunkami réznych stezen
glukozy. W tym drugim przypadku ksztalt krzywej rozkladu potencjatu
reprodukcyjnego zmieniat si¢ wraz ze wzrostem stezenia glukozy od wzglednie
ptaskiego do zaostrzonego (co potwierdzaja wartoSci wspolczynnika kurtozy),
a dodatkowo w tym samym czasie centrum krzywej rozkladu wyznaczone przez
warto$ci modalne przesungto si¢ w kierunku nizszych wartosci (o z kolei potwierdzaja
warto$ci wspotczynnika sko$nosci). Przedstawione histogramy pokazuja, ze wzrost
wewnatrzkomorkowego  stezenia  glukozy ~ wywolany  wysokim  stezeniem
zewnatrzkomoérkowym przy nie zaburzonym poborze glukozy, prowadzi do
zmniejszenia nie tylko maksymalnych i $rednich wartosci potencjatu reprodukcyjnego,

ale takze tych najczeSciej wystepujacych (Publikacja nr 4 - Maslanka i Zadrag-Tecza,

2019, Fig. 4). Odnoszac te wyniki do hipotezy hipertrofii wskazujacej na wielko$¢
komorki jako jeden z czynnikéw wpltywajacych na potencjat reprodukcyjny drozdzy,
sprawdzono czy zmiany w potencjale reprodukcyjnym obserwowane w warunkach
réznego stezenia glukozy moga by¢ wywolane zmianami wielkosci komorki. W tym
celu podobnie jak w przypadku potencjalu reprodukcyjnego przeprowadzono analizg
rozktadu wielkosci komorek badanych szczepow w warunkach réznego stezenia
glukozy. Stwierdzono, ze komorki szczepéw Agpa2 i Agprl wykazuja nie tylko
podobng $rednig wielko$¢ komorki, ale takze posiadaja poréwnywalny przebieg
rozktadu wielkosci komorek w populacji. Co wigcej, poza zmiang $redniej wielkosci jak
i rozktadu wielkosci komoérek migdzy warunkami 0,5% i 2% stezenia glukozy, nie
zanotowano u tych szczepdéw dalszych zmian wraz ze wzrostem st¢zenia glukozy.
Z kolei zaréwno rozktad jak i $rednia wartos¢ wielkosci komorek w szczepie dzikim
byly znaczgco réozne w porownaniu do komorek szczepéw Agpa2 i Agprl. Na
wszystkich analizowanych podtozach o réznym stezeniu glukozy, komorki szczepu
dzikiego byly wicksze w porownaniu z komorkami szczepow Agpa2 i Agprl a centrum
krzywej rozktadu wielkosci ich komorek byto przesuniete w kierunku wyzszych
wartosci. W przypadku tego szczepu wystepowaty rowniez réznice w rozktadzie

wielkosci komorek pomiedzy warunkami z roéznymi stezeniami glukozy. Ksztatt
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krzywej rozktadu wiclkos$ci komoérki zmieniat si¢ wraz ze wzrostem stezenia glukozy od
wzglednie plaskiego do zaostrzonego (co potwierdzajg wartosci wspotczynnika
kurtozy), a jednocze$nie centrum krzywej rozktadu wyznaczone przez wartosci modalne
przesungto si¢ W Kierunku wyzszych wartosci (Co potwierdzaja wartosci wspotczynnika

skosnosci) (Publikacja nr 4 - Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019, Fig. 5). To wskazuje na

istnienie zwigzku migedzy zmianami w rozktadzie wartosci potencjatu reprodukcyjnego
I rozktadzie wartosci wielkosci komorek. Wzrostowi wielkosci komorki towarzyszyto
zmniejszenie potencjatu reprodukcyjnego i odwrotnie, co potwierdza istnienie zwigzku
miedzy rozmiarem komorki a jej zdolnoscig do reprodukcji. Zalezno$¢ taka zostata
potwierdzona analizg korelacji Pearsona i wskazata na negatywnag korelacj¢ migdzy
wielko$cig komorki a potencjatem reprodukcyjnym (r = -0,82). W zwiazku z tym, iz
wielko$¢ komorki jest bezposrednio regulowana jej mozliwosciami biosyntetycznymi,
sprawdzono réwniez poziom korelacji miedzy mozliwo$ciami biosyntetycznymi
komorki wyrazanymi warto$ciag suchej masy komorki a potencjatem reprodukcyjnym.
Korelacja ta okazata si¢ by¢ jeszcze bardziej negatywna (r = -0,96) anizeli wczes$niejszy
zwiazek pomiedzy potencjatem reprodukcyjnym a wielkoscig komorki.

Poza wplywem glukozy na potencjal reprodukcyjny, szczegodtowo
przeanalizowano rowniez dtugos¢ zycia komorek drozdzy wyrazong w jednostkach
czasu okreslajac reprodukcyjng, post-reprodukcyjng i catkowita dlugosci zycia.
W przypadku reprodukcyjnej dlugosci zycia odnoszacej si¢ do czasu, w ktérym
komorki wykazuja mozliwosci reprodukcyjne uzyskano podobne zaleznosci, mi¢dzy
szczepami jak i podtozami zawierajacymi rozne stezenie glukozy, co w przypadku
potencjatu reprodukcyjnego. Jednakze rdéznice migdzy komoérkami analizowanych
szczepow byly nizsze, m.in. nie stwierdzono roznic W reprodukcyjnej dhugosci zycia
pomiedzy analizowanymi szczepami w warunkach restrykcji kalorycznej. Natomiast
podobnie jak w przypadku potencjatu reprodukcyjnego, stwierdzono znaczne skrocenie
reprodukcyjnej dtugosci zycia dla komorek szczepu dzikiego w warunkach nadmiaru
kalorii (Publikacja nr 4 - Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019, Fig. 2B, Tabela 1).

Analizujac post-reprodukcyjng dlugos¢ zycia stwierdzono, ze komorki szczepu dzikiego
maja dtuzszy czas zycia post-reprodukcyjnego w porownaniu z komorkami szczepow
Agpa2 i Agprl. W warunkach CR dtugos$¢ post-reprodukcyjnej fazy zycia byta

najdtuzsza 1 najbardziej zblizona migdzy komorkami analizowanych szczepow.
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Natomiast sukcesywnie zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia glukozy, szczeg6lnie

w przypadku komorek szczepow Agpa2 i Agprl (Publikacja nr 4 - Maslanka i Zadrag-

Tecza, 2019, Fig. 2C, Tabela 1). Z kolei poprzez analiz¢ catkowitej dtugosci zycia

bedacej sumg czasu trwania fazy reprodukcyjnej i post-reprodukcyjnej stwierdzono, iz
na ogot catkowita dlugos$¢ zycia komorek drozdzy jest porownywalna, niezaleznie od
szczepu drozdzy. Jednakze dla komorek szczepu dzikiego w warunkach CE
W poréwnaniu zarowno do komoérek dwoch pozostalych szczepow  drozdzy
analizowanych w warunkach CE, jak i wzglgdem komorek szczepu dzikiego, ale
hodowanych na podtozu zawierajacym 0,5% i 2% glukozy, wykazano znaczne
skrocenie catkowitej dlugosci zycia. Warunki CE powodowaty réwniez skrocenie
catkowitej dlugosci zycia komorek szczepdw Agpa2 i Agprl, ale tylko w poréwnaniu
wzgledem komoérek hodowanych w warunkach CR. Z kolei w wigkszos$ci przypadkow
nie wykazano statystycznie istotnych réznic pomiedzy komoérkami analizowanymi
w warunkach optymalnych i restrykcji kalorycznej. Podobne maksymalne wartosci
catkowitej dlugosci zycia wykazane w tych warunkach sugeruja, ze nawet jezeli
warunki CR mogg prowadzi¢ do zwigkszenia catkowitej dlugosci zycia, taka zmiana

wydaje si¢ by¢ nieznaczna (Publikacja nr 4 - Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019, Fig. 2D,

Fig. 3B, Tabela 1). Szczegétowa analiza uzyskanych wynikow i szeroki przeglad
literatury, staty sie podstawg do stworzenia modeli prezentujagcych zmiany metabolizmu
komorki w zalezno$ci od stezenia glukozy oraz ich wptyw na wielko$¢ 1 potencjat
reprodukcyjny komorek drozdzy (Publikacja nr 4 — Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019,
Fig. 9).

42



III. DYSKUSJA

5. DYSKUSJA

Glukoza jest czasteczka o niezwykle istotnym znaczeniu dla prawidlowej
aktywnos$ci komoérek wigkszos$ci organizméw, przy czym nie jest to zwigzane tylko z jej
wykorzystaniem jako podstawowego zrodta energii. Wynika z tego duze
zainteresowanie badawcze biologiczng rolg glukozy i jej udzialem w regulacji proceséw
wewnatrzkomorkowych, czy tez réznych aspektow funkcjonowania komorki. Badania
analizujgce wptyw glukozy na wzrost komorek drozdzy i tempo ich reprodukcji
koncentruja si¢ zwykle na poréwnaniu komodrek hodowanych na podlozach
zawierajagcych lub niezawierajgcych glukozy (Alberghina i in., 2004; Tamaki i in.,
2005). Ponadto w przypadku komorek drozdzy analizuje si¢ rOwniez obnizone st¢zenia
glukozy w konteksécie warunkéw restrykcji kalorycznej (Lin i in., 2002; Barros i in.,
2004; Kaeberlein i in., 2005; Zuin i in., 2010; Sharma i in., 2011; Schleit i in., 2013;
Tahara i in., 2013; Denoth Lippuner i in., 2014; Huberts i in., 2014). W niniejszej pracy
zastosowano podejscie bardziej kompleksowe, wykorzystujac nie tylko warunki
restrykcji kalorycznej, ale takze wysokie stezenia glukozy jako odpowiednik warunkoéw
nadmiaru Kkalorii. Swoista inspiracja do badan byly rozbieznosci migdzy wynikami
obrazujacymi wplyw restrykcji kalorycznej na dlugos¢ 1 jakos¢ zycia u malp z rodzaju
Rhesus (Colman i in., 2009; Mattison i in., 2012) oraz kontrowersje zwigzane ze
stosowaniem zasady zywienia ad libitum jako kontroli eksperymentu (Austad, 2012;
Bilinski i in., 2015). Dodatkowo takie kompleksowe podejscie i szeroki zakres analiz
W odniesieniu do réznych stezen glukozy wydaje si¢ by¢ istotny chociazby ze wzgledu
na to, iz prawie wszystkie znane do tej pory zwiazki bedace mimetykami restrykcji
kalorycznej dziataja poprzez zmiany w metabolizmie glukozy (Shintani i in., 2018).
Metabolizm komoérkowy jest $cisle kontrolowany i stale dostosowywany zarowno do
aktualnych potrzeb komorki, jak tez do dostepnosci sktadnikéw odzywczych
w srodowisku (Vander Heiden i in., 2009; Nilsson i Nielsen, 2016). Regulacja
metabolizmu komodrki moze zachodzi¢ na kilku réznych poziomach, poczawszy od
zmian na poziomie ekspresji gendw, a skonczywszy na zmianie aktywnos$ci enzymow
juz obecnych w komorce. Zazwyczaj szybkie modulowanie metabolizmu komorki
odbywa si¢ poprzez allosteryczng regulacje aktywnosci enzyméw wywotang zmianami
stezenia okreslonych metabolitow (Wegner i in., 2015). Wyniki ktore stanowig

podstawe niniejszej pracy wskazuja, ze nadmiar lub restrykcja dostarczonych kalorii ma
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istotny wplyw na funkcjonowanie komorki poprzez zmiany na poziomie
metabolicznym. Zmiany te wydajg si¢ by¢ podyktowane kosztami i korzysciami
wynikajacymi z wykorzystania glukozy na drodze réznych szlakow metabolicznych.
Stad, sprawno$¢ fizjologiczna komorki zalezy od metabolicznego kompromisu miedzy
réznymi drogami wykorzystania glukozy (Vander Heiden i in., 2009; Nilsson i Nielsen,
2016). Podstawowymi szlakami wykorzystania glukozy przez komoérke sa glikoliza
I oddychanie tlenowe, odpowiadajace za wytwarzanie niezbednej energii. Oddychanie
tlenowe dostarcza kilkakrotnie wigcej czasteczek ATP w przeliczeniu na mol glukozy
w poréwnaniu z fermentacjag alkoholowa. Pomimo to, komorki drozdzy rosnace
w warunkach dostepnosci tlenu na pozywce zawierajacej glukoze, uzyskuja energie
poprzez fermentacj¢ (Rolland i in., 2002; Nilsson i Nielsen, 2016). Przyczyny tego
zjawiska nie sg jeszcze w petni zrozumiate, ale zaktada si¢, ze produkcja etanolu
podczas fermentacji jest jedng z glownych przyczyn preferencji tego typu uzyskiwania
energii. Jednakze najnowsze wyniki podaja inne mozliwe i uzupetniajace wyjasnienia
tej kwestii. Podkreslaja one, ze chociaz podczas fermentacji wytwarzana jest
stosunkowo niewielkg ilos¢ energii, to koszty komorkowe zainwestowane w synteze
enzymow wymaganych dla tego szlaku sg nizsze w porownaniu z oddychaniem
tlenowym. Fosforylacja oksydacyjna wymaga bowiem Scistej aktywnosci
kilkudziesigciu bialek enzymatycznych, stad tez liczba biatek wymaganych do
powstania czasteczki ATP w oddychaniu tlenowym jest znacznie wigksza niz
w glikolizie (Nilsson i Nielsen, 2016). Wsparciem dla takiego wnioskowania sg rowniez
wyniki uzyskane w badaniach obje¢tych niniejsza rozprawa doktorska. Wyniki
prezentujace jednoczesny brak rdéznic w tempie wzrostu populacji komorek drozdzy,
zmniejszenie poziomu ATP, a przy tym zwigkszenie rozmiar6w i biomasy komorek
wraz ze wzrastajacym w podiozu stezeniem glukozy sugeruja, ze poziom ATP nie
determinuje w sposob bezposredni mozliwosci biosyntetycznych, a przez to wielkosci

komorki i w dalszej konsekwencji jej zdolnosci reprodukcyjnych (Maslanka i in., 2017;

Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019). Wynika z tego, ze nawet jesli fermentacja jest

procesem mniej wydajnym energetycznie, pod wzgledem liczby wytworzonych
czasteczek ATP, jest korzystniejsza dla reprodukcji a przez to szybszego wzrostu cate;j
populacji komoérek drozdzy. Potwierdzaja to takze dane postulujace, ze wysoka

produkcja ATP jest kluczowa dla przetrwania komoérek w niekorzystnych warunkach,
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jednakze nie jest ona czynnikiem limitujacym dla proliferacji (Vander Heiden
i DeBerardinis, 2017). Gdy sktadniki odzywcze sg ograniczone, komorki dostosowuja
metabolizm tak, aby uzyska¢ maksymalng ilo$¢ energii i przetrwa¢ w tych warunkach.
Z kolei w sytuacji tatwej dostgpnosci sktadnikow odzywczych sg one efektywnie
wiaczane do produkcji biomasy (Vander Heiden i in., 2009; Folmes i Terzic, 2016).
Stad tez, w intensywnie proliferujagcych komorkach, glukoza i inne sktadniki odzywcze
sa wykorzystywane do produkcji komponentow stanowigcych podstawowe sktadniki
budulcowe potrzebne do tworzenia nowych komorek (Vander Heiden i in., 2009;
Folmes i Terzic, 2016). Ze wzgledu na to, ze proliferacja komorek wymaga syntezy
duzej ilosci nukleotydow, biatek, lipidow oraz kofaktoréw reakcji metabolicznych,
przeksztatcenie catej dostepnej dla komorki glukozy do dwutlenku wegla na drodze
oddychania tlenowego bytoby nieefektywne. Sprawia to, ze glikoliza w warunkach
tlenowych wydaje si¢ by¢ bardziej efektywnym procesem z biosyntetycznego punktu
widzenia. W komoérce wykorzystanie glukozy na drodze glikolizy i szlaku PPP
zapewnia posrednic metabolity weglowe wymagane do biosyntezy niezbednych
komponentow komorki, w tym nukleotydow, aminokwasow, lipidow i witamin (Vander
Heiden i in., 2009; Folmes i Terzic, 2016; Maslanka i in., 2018). Takie wykorzystanie
glukozy przez komorke oraz fakt, iz niektore z wytworzonych komponentéw komorki
moga posiada¢ naturalne wlasciwosci fluorescencji, wiaza si¢ ze zjawiskiem
autofluorescencji. Role fizjologiczng oraz znaczenie metodyczne tego aspektu opisano

w publikacji nr 3 (Maslanka i in., 2018). W przeprowadzonych badaniach pokazano, iz

za zjawisko autofluorescencji wystgpujace w komorkach drozdzy w gtownej mierze
odpowiedzialne sg tryptofan, ryboflawina i pirydoksyna. Te endogenne fluorofory sa
bezposrednio zalezne od metabolizmu glukozy, ze wzgledu na pochodzenie ich
szkieletu weglowego. To powoduje, ze zmiany w jednym ze szlakéw wykorzystania
glukozy lub zmiany jej dostepnosci moga wpltywa¢ na roézng zawarto$¢ tych
metabolitow w komorce. Istnienie takiego specyficznego ,,przeptywu szkieletu
weglowego” (ang. carbon flux) potwierdzajg miedzy innymi wyniki badan pokazujace,
ze nadekspresja gendw kodujacych biatka enzymatyczne zaangazowanych w szlak PPP
prowadzi do zwickszenia wewnatrzkomorkowej puli rybulozo-5-fosforanu, przy
jednoczesnym zwigkszeniu produkcji ryboflawiny (Duan i in., 2010; Wang i in., 2011).

Rozne stezenia endogennych fluoroforéw nie tylko wplywajg na poziom
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autofluorescencji, ale ze wzglgdu na ich wlasciwosci mogg takze znaczgco
modyfikowa¢ stan fizjologiczny komorek. Przyktadowo antyoksydacyjne wiasciwosci
pirydoksyny 1 ryboflawiny oraz ich rola w utrzymywaniu komodrkowej puli
zredukowanego glutationu (Bilski i in., 2000; Chumnantana i in., 2005; Ashoori
i Saedisomeolia, 2014), mogg powodowaé, ze komoérki roznigce si¢ poziomem
autofluorescencji pochodzacym od tych zwigzkoéw beda wykazywaé rozng wrazliwosé
na czynniki wywotujace stres oksydacyjny. W rezultacie pomiar autofluorescencji moze
dostarcza¢ informacji na temat stanu fizjologicznego komorek, a niewatpliwa zaleta
technik opartych na pomiarze autofluorescencji jest mozliwos¢ wykonywania pomiarow
W czasie rzeczywistym w natywnych probkach biologicznych (Monici, 2005). Z drugiej
jednak strony wykrywanie i interpretacja autofluorescencji powoduje pewne trudnosci.
W probkach biologicznych takie trudno$ci sa zwigzane gltownie z jednoczesnym
wystepowaniem réznych endogennych fluoroforow i naktadaniem si¢ ich widm
wzbudzenia i emisji. Dodatkowo widma wzbudzenia i emisji niektérych egzogennych
fluoroforow wykorzystywanych w szeregu oznaczen biochemicznych moga pokrywac
si¢ z tymi obserwowanymi dla endogennych fluoroforéw. To moze zmieniac
interpretacje wynikéw pomiarow fluorescencji, a przyktadem tego jak istotna moze by¢
to zmiana mogg by¢ dane uzyskane w trakcie oznaczen wykorzystujacych
fluorescencyjny analog glukozy 6-NBDG zaprezentowane w publikacji nr 3 (Maslanka

I in., 2018). W zwiazku z powyzszym przedstawione w tej pracy wyniki badan z jednej

strony wskazuja na mozliwe wykorzystanie pomiaréw autofluorescencji dla oceny stanu
fizjologicznego komorki, a z drugiej zwracaja uwage na koniecznos$¢ standaryzowania
metod opartych na pomiarze fluorescencji, uwzgledniajac wyjsciowy poziom
autofluorescencji, ktory dodatkowo nie jest parametrem statym 1 moze znaczaco rdznic¢
si¢ pomiedzy poszczegdlnymi komorkami.

Warunki restrykcji  kalorycznej i nadmiaru kalorii znaczaco modyfikuja
mozliwosci  biosyntetyczne 1 ogolny status fizjologiczny komorek drozdzy.
W warunkach restrykcji kalorycznej komorki wykazuja niewielkie mozliwosci
biosyntetyczne, co moze wynika¢ z przekierowania metabolicznego (ang. metabolic
flux) z glikolizy w kierunku oddychania tlenowego, a mozliwo$¢ taka zdaje si¢
potwierdza¢ m.in. wyzszy poziomom ATP notowany w tych warunkach (Maslanka

| Zadrag-Tecza, 2019). Dane te sg zgodne rowniez z wynikami prezentujgcymi zwigzek
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pomiedzy zwiekszeniem dlugosci zycia w warunkach restrykcji kalorycznej
a zwiekszonym oddychaniem tlenowym (Lin i in., 2002; Tahara i in., 2013). W $wietle
uzyskanych wynikow wydaje si¢ jednak, ze zwigkszony poziom oddychania tlenowego
nie jest przyczyng zwigkszenia potencjatu reprodukcyjnego a przypadkowym skutkiem
przekierowania metabolicznego. To mogloby wyjasnia¢, dlaczego warunki restrykcji
kalorycznej mogg rowniez zwigksza¢ dlugos¢ zycia w komorkach drozdzy
niekompletnych oddechowo (rho®) (Kaeberlein i in., 2005). Z kolei, gdy glukoza jest
wpelni dostgpna w Srodowisku, nastepuje zwickszenie jej przekierowania
metabolicznego w kierunku glikolizy, co zmniejsza poziom ATP, ale jednoczes$nie
zwicksza mozliwosci biosyntetyczne komorki. Mozliwosci te sa nierozerwalnie
zwigzane ze szlakiem PPP, a wyniki badan wskazujag na dodatnig korelacje migdzy
produkcja biomasy a przekierowaniem metabolicznym w strong szlaku PPP (Nidelet
iin.,, 2016). Sugeruje to, ze warunki nadmiaru kalorii promuja wyzszy poziom
biosyntez komorkowych, prawdopodobnie poprzez przekierowanie metaboliczne
w kierunku glikolizy i szlaku PPP. W warunkach tych, gdy ilo$¢ glukozy jest wyzsza
niz faktyczne zapotrzebowanie komorki, nadmiar glukozy zostaje przekierowany do
szlaku PPP, co pozwala na zwigkszenie tempa biosyntez. Jakkolwiek, analiza
aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, stanowiacej enzym katalizujacy
pierwsza reakcje w szlaku PPP, w komoérkach szczepu dzikiego paradoksalnie wykazata
spadek aktywnoSci wraz ze wzrostem stgzenia glukozy, nie musi to jednak
jednoznacznie oznacza¢ spadku ogolnej aktywno$ci szlaku PPP. Jest to zwigzane
z kilkoma aspektami w tym m.in. z faktem, iz aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-6-
fosforanowej moze by¢ silnie hamowana przez powstajacy NADPH, ktéry na terenie
komorki moze by¢ tworzony takze poza szlakiem PPP. Ponadto NADPH
wykorzystywany jest jako kofaktor szeregu enzymow, a przez to uczestniczy w wielu
wewnatrzkomérkowych szlakach metabolicznych. Waznym argumentem na korzysc¢
zatozenia, 1z aktywnos$¢ szlaku PPP jest zwigzana z mozliwo$ciami biosyntetycznymi,
sg jednak wyniki uzyskane dla komorek szczepow z delecja genow GPA2 i GPRL1. Nie
wykazywaty one bowiem zmian w aktywnosci enzymoéw szlaku PPP w zalezno$ci od
r6éznego stezenia glukozy w podlozu. Dodatkowo wzgledem komorek szczepu dzikiego

charakteryzowaty si¢ one nizszym tempem pobierania glukozy, znacznie nizsza
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aktywno$cig enzymoéw szlaku PPP, a jednocze$nie nizszymi mozliwos$ciami

biosyntetycznymi (Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019).

Rozne stezenia glukozy oraz mozliwosci jej wewnatrzkomorkowych
przeksztalcen niewatpliwie wigzg si¢ ze zmianami metabolicznymi, ktérych
powszechnie znanym efektem ubocznym jest generacja RFT. W przypadku badan
prowadzonych z wykorzystaniem drozdzy wartym podkre$lenia jest fakt
niejednoznaczno$ci wynikow prezentujacych poziom generacji RFT w warunkach
restrykcji kalorycznej (Barros i in., 2004; Zuin i in., 2010; Sharma i in., 2011). W tej
kwestii istotnych wynikow dostarczyta analiza generacji RFT zaprezentowana

w publikacji nr 2 (Maslanka i in., 2017). Wykazano, ze generacja RFT w komorkach

drozdzy wzrasta wraz ze wzrostem stezenia glukozy w podtozu, przy czym odnotowano
réwniez, ze zmniejszenie tempa pobierania glukozy moze obniza¢ poziom generacji
RFT. Najwyzszy 1 nieco zaskakujacy poziom generacji RFT obserwowany
w warunkach nadmiaru kalorii, w ktorych komorki drozdzy prowadza metabolizm
fermentacyjny, dal podstawg do wnioskowania o obecnosci poza-mitochondrialnych
zrodet RFT. Obecnos$¢ takich poza-mitochondrialnych zrédet RFT zostata potwierdzona
poprzez analizy stanu funkcjonalnego mitochondriow oraz analizy poziomu
generowania RFT w komorkach niekompletnych oddechowo. Wyniki te sugeruja
potrzebe weryfikacji w badaniach drozdzowych dominujacego pogladu mowigcego, iz
mitochondria sa gltéwnym 1 praktycznie jedynym komorkowym zrodtem RFT

(Maslanka i in., 2017). Ponadto potwierdzenie obecnosci poza-mitochondrialnych

zrodet generowania RFT w komorkach drozdzy moze by¢ wzmocnione przez niedawne
badania, w ktorych zaobserwowano niezalezny od aktywno$ci mitochondriow wzrost
poziomu RFT w komoérkach drozdzy hodowanych w warunkach stresowych
wynikajacych z niedoboru wapnia (Busti i in., 2016). Zwigkszona generacja RFT
wywotana wysokimi stezeniami glukozy w podtozu, dotyczy przede wszystkim
tworzenia anionorodnika ponadtlenkowego. Wynik ten jest zgodny z wynikami badan
prowadzonych na réznych komoérkach ssaczych oraz nicieniu Caenorhabditis elegans
prezentujacych wzrost poziomu anionorodnika ponadtlenkowego oraz indukcje stresu
oksydacyjnego w odpowiedzi na wysokie stezania glukozy (Schlotterer i in., 2009;
Gupte, 2010; Sedeek i in., 2010; Yu i in., 2016; Sedlic i in., 2017). Zwi¢kszony poziom

generacji RFT w komorkach drozdzy hodowanych na podtozach zawierajagcych wysokie
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stezenia glukozy moze mie¢ réwniez zwigzek z wyzszg aktywno$cig szlaku
CAMP/PKA. Aktywny szlak cAMP/PKA z jednej strony promuje biosynteze biatka
poprzez indukcje biogenezy rybosoméw, natomiast z drugiej strony zmniejsza
mozliwo$ci odpowiedzi na stres poprzez tlumienie ekspresji gendw bedacych pod
kontrolg czynnikéw transkrypcyjnych Msn2/4 (Busti i in., 2010). Oba te efekty moga
by¢ potaczone z wyzszym poziomem RFT obserwowanym dla komorek hodowanych
na podtozach zawierajacych 2 i 4% stezenie glukozy. Wysoki poziom biosyntezy biatek
wymusza zwigkszone tempo ich faldowania. Proces ten odbywa si¢ na terenie retikulum
endoplazmatycznego (ER) a jego produktem ubocznym sg RFT (Gross i in., 2006). Na
terenie ER zlokalizowane jest rowniez biatko Ynol, be¢dace jedyna jak do tej pory
odkryta w komoérkach drozdzy oksydaza NADPH (Rinnerthaler i in., 2012; Leadsham
iin.,, 2013). Dzialalnos¢ tego enzym prowadzi do generacji anionorodnika
ponadtlenkowego w wyniku reakcji jedno-elektronowej redukcji tlenu w sposob zalezny
od NADPH (Rinnerthaler i in., 2012). Jak pokazujg badania prowadzone na komorkach
ssaczych aktywno$¢ oksydaz NADPH, zalezna od dostgpnosci cytozolowego NADPH,
uwazana jest za wazne poza-mitochondrialne zroédto RFT (Furukawa i in., 2004; Gupte
i in., 2006; Sedeek i in., 2010). Zwigkszony poziom generowania RFT w komorkach
drozdzy w warunkach nadmiaru kalorii mozna taczy¢ rowniez ze zmianami
w odpowiedzi komorki na stres. Ekspresja genéw kodujacych biatka antyoksydacyjne
lub enzymy zaangazowane w proteolize jest zalezna od czynnikoéw transkrypcyjnych
Msn2 1 Msn4. Czynniki te w obecnosci glukozy wykazuja lokalizacje
cytoplazmatyczng, co prowadzi do represji genow warunkujacych odpowiedz na stres
(Boy-Marcotte i in., 1998; Busti i in., 2010).

Wszelkie aspekty energetyczne, metaboliczne czy tez zwigzane z odpowiedzig na
stres znajduja swoje odzwierciedlenie w sprawnosci reprodukcyjnej komorki. Jest to
wazne zarowno w przypadku organizmdéw jednokomodrkowych, poniewaz warunkuje
utrzymanie ich populacji, jak 1 w przypadku organizméw wielokomorkowych gdzie
sprawno$¢ proliferacyjna warunkuje wzrost, regeneracj¢ czy tez ogolnie pojeta
homeostaze liczbowa komoérek. Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze potencjat
reprodukcyjny komoérki drozdzy jest zalezy od metabolicznego kompromisu migdzy
réznymi drogami wykorzystania glukozy, ze szczegdlnym uwzglednieniem szlakow

biosyntetycznych. Analiza potencjatu reprodukcyjnego komoérek drozdzy szczepu
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dzikiego wykazata, iz komorki hodowane w warunkach restrykcji kalorycznej posiadaja
wyzszy potencjat reprodukcyjny w porownaniu do komoérek hodowanych na podtozu

zawierajagcym optymalne (2%) stezenie glukozy (Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019),

a wynik ten znajduje swoje potwierdzenie rowniez w danych literaturowych (Huberts
i in., 2014). Jednak, co jest wazniejsze i nie byto wczesniej prezentowane, wykazano, ze
nadmiar kalorii znaczgco zmniejsza potencjatl reprodukcyjny. Istnieje wiec Scista
negatywna korelacja migdzy stezeniem glukozy w podtozu hodowlanym a potencjatem
reprodukcyjnym. Jedna z mozliwosci wyjasnienia tej kwestii jest zwigzana
z wystepowaniem sieci wzajemnych zaleznosci miedzy potencjatem reprodukcyjnym,
mozliwo$ciami biosyntetycznymi a wielkoscig komorki. To wytlumaczenie $cisle taczy
si¢ z zatozeniami hipotezy hipertrofii, wskazujacej wielko§¢ komorki, a zwlaszcza
tempo przyrostu wielkosci komorki na generacje jako czynniki determinujace potencjat
reprodukcyjny komoérki drozdzy (Bilinski i in., 2012; Zadrag-Tecza i in., 2018).
Przeprowadzone analizy wykazaly, Ze istnieje silna korelacja migdzy wielko$ciag
komorki a jej potencjatem reprodukcyjnym. Komorki o wigkszym rozmiarze
obserwowane w warunkach nadmiaru kalorii charakteryzowaly si¢ obnizonym
potencjatem reprodukcyjnym i odwrotnie komorki hodowane w warunkach restrykcji
kalorycznej posiadaty mniejsza wielkos¢ komorek, ale jednocze$nie wyzszy potencjat
reprodukcyjny. Jak podajg dane literaturowe odwrotna zalezno$¢ migdzy potencjatem
reprodukcyjnym, dlugos$cia zycia i rozmiarem komorki jest obserwowana takze
w niektorych typach komoérek ssaczych i ludzkich (Angello i in., 1987; Demidenko
i Blagosklonny, 2009; Anzi i in., 2018). Po$rednio wskazuja na to réwniez dane
dotyczace komorek u oséb borykajacych sie z problemem cukrzycy typu 2 i1 otytosci,
u ktorych obserwowano wynikajgce z wysokich stezen glukozy zaburzenia w regulacji
wzrostu komorki prowadzace do fenotypu hipertrofii i zatrzymania podziatow komorki
(Morocultti i in., 1996; Lumeng i Saltiel, 2011; Liu i in., 2012). Jakkolwiek przyczyny
hipertrofii w komoérkach drozdzy i ssakow mogg by¢ rézne m.in. ze wzglgdu na
preferowany rodzaj metabolizmu w warunkach tlenowych czy istotng role jaka
W organizmie wielokomorkowym spetniajg czynniki wzrostowe, to konsekwencje tego
zjawiska moga by¢ podobne. Zwigzek migdzy wielkoscig komorki a glukoza opiera si¢
na jej wykorzystaniu w procesach biosyntetycznych. Stad tez wigksze rozmiary

komorek i jednocze$nie obnizony potencjal reprodukcyjny w warunkach nadmiaru
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kalorii moze by¢ wynikiem zwigkszonych mozliwosci biosyntetycznych komorki

(Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019). Zwigkszone tempo proceséw biosyntetycznych

| zwigzany z nim wzrost wielko$ci komorki moze prowadzi¢ do szybszego osiggania
stanu hipertrofii i ostatecznie utraty mozliwosci dalszej reprodukcji. Zwigzek miedzy
mozliwosciami biosyntetycznymi a spadkiem wartosci potencjatu reprodukcyjnego byt
juz posrednio obserwowany w komoérkach drozdzy. Wykazano bowiem, ze stare pod
wzgledem replikacyjnym, komodrki drozdzy charakteryzowaly si¢ zardwno
nadprodukcja biatek jak 1 utrata prawidlowych proporcji pomigdzy okreslonymi
biatkami tworzacymi kompleksy (Janssens i in., 2015). Ma to zwiazek z faktem, iz ze
wszystkich makroczasteczek komodrkowych, produkcja biatka jest najwigkszym
obcigzeniem biosyntetycznym dla komorki. Jak pokazujg dane literaturowe
wymuszona, zwigkszona produkcja biatek powoduje zwigkszenie wielkosci komorki,
ale jednoczesnie zwigkszony poziom niepotrzebnych biatek zaktoca proliferacje (Kafri
i in., 2016). Ponadto, ze zmniejszonym obcigzeniem biosyntetycznym komoérki wydaja
si¢ wigza¢ rowniez dane prezentujace zwigkszony potencjat reprodukcyjnym wywotany
zwigkszong proteostazg i1 obrotem bialek (ang. protein turnover) (Tavernarakis
i Driscoll, 2002; Steffen i in., 2008; Kruegel i in., 2011; Peri¢ i in., 2017). Takie
wytlumaczenie potwierdzaja réwniez wyniki dotyczace suchej masy komorek oraz
zmian w proporcji kofaktorow NADP* i NADPH uzyskane podczas realizacji badan
ujetych w niniejszej pracy. Zmiany w zawarto$ci suchej masy komorek wyraznie
korelujg z potencjatem reprodukcyjnym i wielkoscig komorki. Wzrostowi suchej masy
komorek towarzyszy wzrost wielkosci komoérki i roOwnoczesny spadek potencjatu
reprodukcyjnego komorki i odwrotnie, co sugeruje, ze istnieje $cisty zwigzek miedzy
wydajnoscig biosyntetyczng, wielkoscig komorki a jej potencjatem reprodukcyjnym

(Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019). Z kolei zmiany w proporcji kofaktorow moga

wynikaé¢ z utleniania NADPH do NADP® w zwigzku z wymaganiami reakcji
anabolicznych. Stad tez obserwowany wzrost udziatu NADP® w catkowitej puli
NADP(H) moze by¢ spowodowany zwigkszonym zuzyciem NADPH. Jak prezentuja
dane literaturowe procesy biosyntetczne wymagaja utlenienia NADPH do NADP*
wilosci ok. 6,5 mmola na 1 g biomasy (Verduyn i in., 1990). Taka mozliwos¢
potwierdzaja rowniez badania prowadzone na komorkach ludzkich prezentujace spadek

wartosci stosunku NADPH/NADP* z réwnoczesnym wzrostem poziomu NADP?
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W sytuacji zwigkszonych potrzeb anabolicznych komorki (Martorana i in., 2018).
W komorkach drozdzy mozliwosci biosyntetyczne oraz wielkos¢ komorki sg zalezne od
szlaku cAMP/PKA. Szlak ten dostosowuje metabolizm komorkowy do stanu
dostepnosci sktadnikow odzywczych. Gdy glukoza jest dostepna w Srodowisku
nastepuje aktywacja szlaku cAMP/PKA, co powoduje m.in. stymulacje przeptywu
glikolitycznego (ang. glycolytic flux), represje genow metabolizmu oddechowego oraz
indukcj¢ biogenezy rybosomow. Zatem aktywacja CAMP/PKA zwigksza szybko$é
wzrostu i zdolnosci biosyntetyczne komorki (Rolland i in., 2002; Busti i in., 2010).
Na bazie wynikow uzyskanych dla szczepu dzikiego zatozono, ze w warunkach
nadmiaru kalorii aktywno$¢ szlaku CAMP/PKA jest zwigkszona, podczas gdy zmniejsza
si¢ ona w warunkach restrykcji kalorycznej. W celu sprecyzowania roli szlaku
cAMP/PKA w powigzaniu migdzy mozliwosciami biosyntetycznymi komoérki a jej
potencjalem reprodukcyjnym zastosowano szczepy Agpa2 i Agprl o zaburzonej
aktywnos$ci tego szlaku. Stwierdzono, ze w warunki nadmiaru kalorii potencjat
reprodukcyjny komorek ulega obnizeniu na skutek zwigkszonych mozliwosci
biosyntetycznych  zwigzanych  z aktywno$cig  szlaku cAMP/PKA. Potencjat
reprodukcyjny komorek szczepéw Agpa2 i Agprl hodowanych na podlozu z 2%
stezeniem glukozy byl wyzszy w poréwnaniu z komoérkami szczepu dzikiego, CO
znajduje swoje potwierdzenie w danych literaturowych (Lin i in., 2000), ale co
istotniejsze warto$¢ tego potencjatu byla podobna dla komorek szczepow Agpa2
i Agprl hodowanych na podtozach zawierajacych rozne stezenie glukozy. Wskazuje to,
ze poprzez niskg aktywnos¢ szlaku cAMP/PKA, nawet w sytuacji wysokiego
zewnatrzkomorkowego stezenia glukozy, mozna utrzymaé potencjat reprodukcyjny
komorki na stosunkowo wysokim poziomie. Co wigcej nizsze warto$ci suchej masy
komorki, nizsza aktywnos¢ enzymoéw Szlaku PPP i mniejsze wykorzystanie NADPH
w komorkach szczepow Agpa2 i Agprl w poréwnaniu z komdrkami szczepu dzikiego

(Maslanka i Zadrag-Tecza, 2019), a takze dane literaturowe pokazujace nizszg

zawarto$¢ biatka i obnizone tempo jego syntezy w komorkach szczepow Agpa2 i Agprl
(Alberghina i in., 2004; Tamaki i in., 2005), wskazuja, ze szczepy te majg niskie
mozliwosci biosyntetyczne przy jednoczesnie duzych mozliwosciach reprodukcyjnych.
Stanowi to dodatkowy dowod na to, ze potencjal reprodukcyjny komorki jest zwigzany

zarowno z wielkos$cig komorki jak i jej mozliwosciami biosyntetycznymi, bowiem te
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dwa procesy sa Scisle ze sobg powigzane. Dodatkowo dzigki zastosowaniu szczepow
posiadajgcych delecje wybranych genow stwierdzono, ze rozmiar komorki jest $cislej
skorelowany z tempem poboru glukozy a przez to z jej wewnatrzkomorkowym
poziomem niz ze stezeniem pozakomorkowym. Nawet gdy pozakomoérkowy poziom
glukozy jest wysoki, mutacje zmniejszajace tempo pobierania glukozy (np. na skutek
obnizenia aktywnos$ci szlaku cAMP/PKA) moga utrzymaé¢ mniejszy rozmiar komorki
w porownaniu z komorkami 0 niezaburzonym poborze glukozy. Sugeruje to, ze
wewnatrzkomérkowy poziom glukozy i sygnalizacja od niej zalezna sa wazniejsze niz

jej poziom zewnatrzkomérkowy (Maslanka i in., 2017; Maslanka i Zadrag-Tecza,

2019). Potwierdzajg to coraz liczniejsze badania prezentujgce, ze nie ma prostej
zaleznoséci migdzy fizjologia komorki, jej tempem wzrostu a wykrywaniem glukozy
w podtozu. Waznym aspektem jest wlasnie tempo pobierania glukozy. Istniejg dane
sugerujace, ze komodrki drobnoustrojow zmieniajg swoj stan fizjologiczny na skutek
réznic w przekierowaniu metabolicznym, a nie bezposrednio w wyniku zmian
warunkoéw zewnatrzkomorkowych. Oznacza to, ze komorki hodowane na podiozu
o takiej samej ilosci sktadnikow odzywczych, ale rdéznigce si¢ mozliwos$ciami ich
wychwytu, moga wykazywaé inny stan metaboliczny (Litsios i in., 2018). Warto
podkresli¢, ze indywidualnie ani samo wykrywanie glukozy ani tez pobieranie glukozy
nie ma decydujacego wptywu na fizjologi¢ komorki, bowiem interakcja migdzy nimi
determinuje tempo wzrostu i proliferacji komorki. To oznacza, ze zar6wno
zewnatrzkomorkowa jak i wewnatrzkomorkowa sygnalizacja warunkowana glukoza
wspoltdziata ze sobg w koordynowaniu wzrostu komorki i postepu cyklu komorkowego
(Youk i van Oudenaarden, 2009; Busti i in., 2010).

Powszechnym jest poglad o pozytywnym wplywie restrykcji kalorycznej na
dlugos$¢ zycia wielu organizmdéw, pojawiaja si¢ takze przeslanki o negatywnym
wplywie nadmiaru energii i ilo$ci dostarczanych kalorii na dtugo$¢ zycia organizmow
Stad w badaniach sprawdzono takze wptyw roznych stgzen glukozy na dlugos¢ zycia
komorek drozdzy. Wyniki przeprowadzonych analiz pokazaty ze post-reprodukcyjna
dtugos¢ zycia komorki drozdzy jest ujemnie skorelowana z liczbg wyprodukowanych
przez nig komodrek potomnych, a podobne zaleznosci byly notowane juz wcze$niej
(Zadrag-Tecza i in., 2013). Z kolei analiza catkowitej dtugosci zycia komorek drozdzy

wykazala, ze warto$¢ tego parametru jest prawie taka sama miedzy komorkami
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analizowanych szczepow, pomimo réznic w ich zdolnosciach reprodukcyjnych, co
takze ma swoje poparcie w danych literaturowych (Zadrag-Tecza i in., 2013). Jednakze,
porownujac catkowita dlugo$¢ zycia nie w obrebie szczepow a w obrebie
zastosowanych warunkow dotyczacych réznych stezen glukozy, odnotowano nie
obserwowane wczesniej zalezno$ci. Stwierdzono, iz catkowita dlugo$¢ zycia
w warunkach restrykcji kalorycznej i w warunkach optymalnych wydaje sie by¢
poréwnywalna, natomiast jest ona wyraznie skrocona w warunkach nadmiaru kalorii.
Sugeruje to, ze w komorkach drozdzy istnieje pewnego rodzaju limit maksymalnej
dhugosci zycia. Przy czym warto podkresli¢, ze mozliwos¢ istnienia limitu na poziomie
organizmu, jest tez podnoszona przez naukowcow w odniesieniu do maksymalnej
dhugosci zycia ludzi (Dong i in., 2016; Le Bourg i Vijg, 2017; Marck i in., 2017).
Uzyskane wyniki z jednej strony potwierdzaja, ze warunki restrykcji kalorycznej moga
poprawia¢ sprawno$¢ fizjologiczng komorek, co przejawia si¢ m.in. przez zmniejszenie
generacji RFT oraz zwigkszony potencjat reprodukcyjny. Jednakze, wydaja si¢ nie
zwigksza¢ znaczaco ogodlnej dlugosci zycia komorek drozdzy. Z drugiej strony
uzyskane wyniki pokazuja, ze warunki nadmiaru kalorii prowadza zarowno do zaburzen
w fizjologii komorki (zwigkszona generacja RFT, zmniejszony potencjat
reprodukcyjny) jak tez skrocenia catkowitej dlugosci zycia komorek drozdzy.
Jakkolwiek wyniki i ich objasnienia ujete w tej pracy nie mogg by¢ bezposrednio
poréwnywane z wynikami badan dotyczacych restrykcji kalorycznej przeprowadzonych
na innych czesto wielokomorkowych organizmach modelowych, w niektorych
obszarach moga wystgpowa¢ migdzy nimi swoiste analogie. Niewatpliwie takimi
analogiami s3 ogoOlny sposob dziatania restrykcji kalorycznej a takze szkodliwosé

nadmiarowej podazy sktadnikow odzywczych (Austad, 2012; Le Bourg i Vijg, 2017).
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Wyniki uzyskane w toku realizacji pracy doktorskiej pozwolilty na kompleksowa
analiz¢ konsekwencji nadmiaru i restrykcji kalorycznej dla komoérek drozdzy
S. cerevisiae. Z kolei fakt, iz warunki restrykcji kalorycznej oraz nadmiaru kalorii
w przypadku komorek drozdzy uzyskuje si¢ poprzez zmiany st¢zenia glukozy
W podtozu hodowlanym oraz kluczowa i konserwatywna rola glukozy w metabolizmie
kazdej komorki, daja podstawe do podjecia prob wyjasniania skomplikowanych
zaleznosci wystgpujacych migdzy wewnatrzkomorkowymi Szlakami  metabolizmu
glukozy. Wskazuje to na aktualno$¢ badan podjetych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej a mogacych stanowi¢ swoisty wktad w wyjasnianie ogélnych problemow
biologicznych. Wnioski plynace z tej pracy pozwalaja na pelniejsze zrozumienie
regulacji metabolizmu glukozy na poziomie komérkowym, przez co mogg by¢ pomocne
w analizach dotyczacych metabolizmu komodrek narazonych na wysokie stezenia
glukozy, co ma miejsce m.in. w przypadku osdb chorych na cukrzyce typu 2.

Do najwazniejszych wnioskow niniejszej pracy doktorskiej mozna zaliczy¢:
(i) wykazanie, ze w komorce istnieje specyficzny kompromis metaboliczny pomigdzy
réznymi sposobami wykorzystania glukozy, (ii) wewnatrzkomoérkowe wykorzystanie
glukozy jest zalezne od jej stezenia W otoczeniu, (iii) zmiana stezenia glukozy
w podtozu wptywa na poziom generowanych reaktywnych form tlenu, wielko$¢ oraz
mozliwo$ci biosyntetyczne komorek, (iv) istnieje silna zalezno$¢ migdzy st¢zeniem
glukozy, stanem fizjologicznym oraz potencjalem reprodukcyjnym komorki,
(v) mozliwosci biosyntetyczne poprzez wptyw na wielkos¢ komorki determinuja
potencjat reprodukcyjny oraz maja wplyw na dlugo$¢ jej zycia, (vi) warunki nadmiaru
kalorii negatywnie wplywaja na sprawnos$¢ fizjologiczng, potencjal reprodukcyjny

a takze catkowitg dtugos¢ zycia komorki.
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Glownym problemem badawczym poruszanym w artykutach stanowigcych
podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej byto okre$lenie wpltywu rdéznych stezen
glukozy na wybrane parametry fizjologiczne, potencjat reprodukcyjny i dtugos$¢ zycia
komorek drozdzy. Analizy wiaczone do rozprawy doktorskiej wpisuja si¢ w glowny
nurt badan, realizowanych w zespole badawczym, a dotyczacy hipotezy hipertrofii
i konsekwencji jakie pocigga za sobg zmiana rozmiarow komorki. Niemniej jednak
w trakcie badan oraz podczas analizy wynikow zwrdcono uwage na kilka interesujacych
zagadnien stanowigcych punkt wyjscia do podjecia nowych tematow badawczych.
Niektore z zagadnien zostaty juz czesciowo opracowane eksperymentalnie a uzyskane
wyniki wstepne zdaja si¢ potwierdzaé potrzebe poglgbiania wiedzy na temat
metabolicznych adaptacji komorki do zmiennych warunkéw umozliwiajacych
utrzymanie stanu jak najbardziej zblizonego do homeostazy. Zagadnienia te stanowig
pewne grupy tematyczne wsrod ktorych mozna wymieni¢: i) poszukiwanie procesOw
oraz czynnikow warunkujacych poza-mitochondrialng generacje RFT w komorkach
drozdzy S. cerevisiae; ii) wyjasnienie przyczyn i mechanizmow lezacych u podstawy
podobienstwa metabolizmu réznych typow komorek (szczegdlnie w ujgciu
wykorzystywania glikolizy jako glownego typu metabolizmu przez komorki
intensywnie proliferujace oraz wystgpowania swoistego paradoksu ATP); iii) okreslenie
relacji migedzy mozliwosciami biosyntetycznymi a komdrkowymi procesami
degradacyjnymi, w tym takze w aspekcie ich wplywu na zdolnosci reprodukcyjne
komorek; iv) rozszerzenie analiz dotyczacych zagadnienia nadmiaru kalorii (CE) jako
istotnego determinanta jako$ci Zycia organizmoéw, zwlaszcza w kontekscie problemow

zdrowotnych wspotczesnego cztowieka.
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Moje zainteresowania naukowe od poczatku dziatalnos$ci badawczej koncentruja
si¢ na problematyce zwigzanej z wpltywem réznorodnych czynnikéw zaréwno
wewnatrzkomoérkowych jak 1 zewnatrzkomoérkowych na stan fizjologiczny komorek
a przez to majacych potencjalny wptyw na zdolnosci proliferacyjne komoérek. Badania
realizowane w tym zakresie oparte sg na wykorzystaniu komorek drozdzy
Saccharomyces cerevisiae stanowigcych model badawczy. Szczegolnie istotne sg dla
mnie badania majace na celu okreslanie wptywu czynnikéw, ktorych dzialanie nie ma
charakteru toksycznego a wrecz odwrotnie s3 one zwigzkami niezbgdnymi do
prawidlowego funkcjonowania komodrek badz powstaja w trakcie przemian
chemicznych, czy to w organizmie czy w procesach srodowiskowych. Majac to na
wzgledzie, analizy ktore prowadze skupiaja si¢ na poszukiwaniu zmian wywotanych
réznicami w ilosci sktadnikow, z ktorymi komorki maja powszechny kontakt. Stad tez
obserwowane zmiany, rzadko kiedy maja charakter reakcji stresowych a bardziej
dotycza zmian metabolicznych bedacych wyrazem adaptacji komodrki do biezacej
sytuacji 1 majacych na celu utrzymanie stanu zblizonego do homeostazy. Nie oznacza to
jednak, ze zmiany takowe sg bez znaczenia dla funkcjonowania komorek a przez to
calego organizmu w ujeciu dlugofalowym. Jednakze uchwycenie poziomu Krytycznego,
po przekroczeniu, ktorego dziatanie danego czynnika przestaje mie¢ charakter
pozytywny badz neutralny a moze przyczynia¢ si¢ do powstania negatywnych
konsekwencji wymaga znacznej uwagi 1 nieszablonowego mysSlenia. Jest to zatem
dominujacy nurt tematyczny wigkszosci publikacji 1 doniesien konferencyjnych,
ktorych jestem wspoOlautorem oraz realizowanych z moim udzialem projektow
badawczych.

Moj dorobek naukowy odzwierciedlajacy dotychczasowa aktywno$¢ naukowsg
przedstawiam wedlug podzialu na prace naukowe, konferencje naukowe i udzial

w projektach badawczych.
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Maslanka R., Zadrag-Tecza R. Referat: Analiza efektow delecji paralogéw
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Udzial w projektach badawczych

Udzial w realizacji badan jako wykonawca w ramach grantu finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki o numerze 2013/09/B/NZ3/01352 pt. ,,Replikacyjne
a chronologiczne starzenie si¢ drozdzy Saccharomyces cerevisiae”. Kierownik
grantu: prof. dr hab. Tomasz Bilinski a nastgpnie dr hab. Renata Zadrag-Tecza,
prof. UR.

Realizacja wydziatlowego grantu badawczego ,,Dotacja dla mtodych naukowcoéw”
przyznanego na rok 2015. Dotacja celowa na prowadzenie badan naukowych lub
prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych, stuzacych rozwojowi mtodych
naukowcow  oraz  uczestnikow  studiow  doktoranckich  finansowanych
W wewngetrznym trybie konkursowym.

Realizacja wydziatlowego grantu badawczego ,,Dotacja dla mtodych naukowcow”
przyznanego na rok 2016. Dotacja celowa na prowadzenie badan naukowych lub
prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych, stuzacych rozwojowi mtodych
naukowcoéw  oraz  uczestnikow  studiow  doktoranckich  finansowanych
W wewngtrznym trybie konkursowym.

68



V. POZOSTALE OSIAGNIECIA

4. Realizacja wydzialowego grantu badawczego ,,Dotacja dla mtodych naukowcow”
przyznanego na rok 2017. Dotacja celowa na prowadzenie badan naukowych lub
prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych, stuzacych rozwojowi miodych
naukowcow oraz uczestnikow  studiow  doktoranckich  finansowanych
W wewngtrznym trybie konkursowym.

Podsumowanie dorobku naukoweqo

e (Calkowita liczba publikacji naukowych — 11

e Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania czasopism impact factor IF, w ktorych
ukazaly si¢ wszystkie publikacje doktoranta, zgodnie z rokiem opublikowania —
12,192

e Sumaryczna liczba punktow MNiSW — 164
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15. Glukoza — substancja o istotnym znaczeniu dla prawidlowego funkcjonowania
komorki i organizmu

Roman Maslanka, Renata Zadrqgg-Tecza

15.1. Glukoza w ujeciu chemicznym

Glukoza o wzorze chemicznym CgHi2Os jest najszerzej rozpowszechnionym
w przyrodzie weglowodanem wyizolowanym po raz pierwszy z rodzynek w 1747 roku
przez Andreasa Marggrafa [Shendurse, Khedkar 2016]. Nazewnictwo weglowodanow,
pomimo iz jest powszechnie uzywane, jest okresleniem historycznym odnoszacym si¢ do
pierwotnego zalozenia, iz glukoza uwazana byta za ,hydrat wegla Cs(H>O)s”. Obecna
klasyfikacja chemiczna zalicza glukoze do polihydroksylowanych aldehydéw. Dzieki
obecnosci aldehydowej grupy funkcyjnej zaliczana jest do aldoz, natomiast obecno$é
6 atomow wegla klasyfikuje ja jako heksozg [McMurry 2003]. Specyficzna budowa
czasteczki glukozy wyrazajaca si¢ jednoczesng obecnoscig roznych grup funkcyjnych
determinuje jej wlasciwosci fizyko-chemiczne oraz wysoka reaktywnos¢. Istotna jest
zwlaszcza wewnatrzczasteczkowa reakcja pomigdzy grupg aldehydowa a grupa
hydroksylowg prowadzaca do powstania pierscieniowej formy glukozy. Powstawanie takiej
formy glukozy umozliwia jej taczenie si¢ z kolejnymi czasteczkami monosacharydow za
pomoca wigzan glikozydowych, prowadzace do powstania dwucukrow lub
polisacharydow. Przyktadami takich polimerdw sg polisacharydy majace istotne znaczenie
dla funkcjonowania organizmoéw, jak glikogen i skrobia pelnigce funkcje zapasowe, badz
celuloza peligca funkcje strukturalne [Berg i in. 2002; McMurry 2003]. Warto jednak
podkresli¢, ze glukoza w formie monosacharydu stanowi podstawowy substrat
energetyczny oraz zrodto szkieletu weglowego do produkcji makromolekut w kazdej zywe;j
komorce. Stad tez wykorzystanie polisacharydow przez organizm musi by¢ poprzedzone
ich rozktadem i przeksztatceniem do czgsteczki glukozy Iub jej pochodnych, wiaczanych
do wewnatrzkomorkowych szlakow metabolicznych. Glukoza jest tez bardzo dobrze
rozpuszczalna w Srodowisku wodnym, co zawdzigcza atomom tlenu (obecnym w grupach
hydroksylowych) oddziatujacym z molekutami wody. Cecha ta jest jedna z wazniejszych
cech fizycznych glukozy, bowiem biorgc pod uwage charakter cytoplazmy jako wodnego
roztworu, umozliwia jej transport do wnetrza komorek [Berg i in. 2002; Shendurse,
Khedkar 2016].

15.2. Rola glukozy w metabolizmie komérkowym

Glukoza stanowi podstawowy substrat energetyczny kazdej komorki, przy czym
moze ona dostarcza¢ rézng liczbe czasteczek ATP, w zaleznosci od typu procesu
katabolicznego tj. fermentacji badz oddychania tlenowego. Jednak niezaleznie od tego czy
komorka przeprowadza proces fermentacji czy oddychania tlenowego, pierwszym etapem
przeksztatcenia glukozy jest szlak glikolizy. Szlak ten stanowi ciag 10 reakcji
enzymatycznych zachodzacych na terenie cytoplazmy wszystkich komoérek, zaréwno
eukariotycznych jak i prokariotycznych. W wyniku glikolizy czasteczka glukozy zostaje
przeksztatcona do dwoch czasteczek pirogronianu a zysk energetyczny netto tego procesu
wynosi 2 czasteczki ATP, a ponadto dochodzi takze do wytworzenia 2 czasteczek NADH
w wyniku redukcji NAD". Rodzaj przeksztatcen, ktorym w dalszych etapach podlega
wytworzony w glikolizie pirogronian zalezy zaréwno od rodzaju komorek, jak i warunkow
srodowiska. Najczgéciej w warunkach tlenowych pirogronian zostaje przeksztatcony do
acetylo-CoA, ktory wykorzystywany jest dalej w cyklu Krebsa do wytworzenia NADH
i FADH; niezbednych do syntezy ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej. W wyniku
tych przemian sumaryczny zysk energetyczny catkowitego utlenienia jednej czasteczki
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glukozy w warunkach tlenowych wynosi 30 czgsteczek ATP, dzigki czemu oddychanie
tlenowe jest procesem o najwyzszej wydajnosci biorgc pod uwage bilans energetyczny
komorki. W warunkach beztlenowych lub w sytuacji ograniczonej ilosci tlenu powstaty
podczas glikolizy NADH musi zosta¢ utleniony do formy NAD®, co warunkuje dalszy
przebieg glikolizy. Proces ten nazywany jest fermentacja a utlenieniu NADH towarzyszy
redukcja pirogronianu do kwasu mlekowego lub etanolu w zaleznos$ci od typu fermentacji
[Berg i in. 2002]. Szczegélny typ fermentacji alkoholowej wykazujg drozdze
Saccharomyces cerevisiae, u ktorych jest ona gtéwnym sposobem pozyskiwania energii
nawet w sytuacji pelnej dostgpnosci tlenu w srodowisku. Zjawisko to znane powszechnie
jako efekt Crabtree jest uwarunkowane wysokimi st¢zeniami glukozy w podtozu
powodujacymi represj¢ genow kodujacych biatka uczestniczace w oddychaniu tlenowym
[Rodrigues i in. 2006; Rodico, Heinisch 2009]. Uzyskiwanie energii gtéwnie na drodze
glikolizy w warunkach tlenowych nie jest wytacznie domeng mikroorganizméw. Podobna
sytuacje¢ zaobserwowano rowniez w przypadku komoérek nowotworowych, ktore
charakteryzuje obnizone tempo fosforylacji oksydacyjnej przy jednoczesnie wysokiej
produkcji mleczanu, zwigkszona aktywnos¢ glikolizy i podwyzszona ekspresja blonowych
transporteréw glukozy. Efekt ten zwany od nazwiska jego odkrywcy efektem Warburga
wskazuje, iz komorki nowotworowe uzyskuja ATP w glownej mierze dzigki fermentacji
[Warburg 1956; Diaz-Ruiz i in. 2011]. Wybor procesu mniej efektywnego pod wzgledem
liczby wytworzonych czasteczek ATP wydaje si¢ by¢ paradoksem, szczegélnie
w przypadku komdrek intensywnie proliferujgcych, majacych duze zapotrzebowanie
energetyczne wynikajace z koniecznosci powielenia informacji genetycznej oraz syntezy
makroczgsteczek. Nie jest to jednak sytuacja wyjatkowa bowiem ostatnie badania
prowadzone na komorkach macierzystych wykazaty, ze metabolizm tych komorek réwniez
oparty jest gtownie na glikolizie [Rafalski i in. 2012; Hu i in. 2016]. Ten swoisty paradoks
stanowi jedng z wazniejszych kwestii metabolicznych poruszanych w ciggu ostatnich kilku
lat, a obecnie probuje si¢ go thumaczy¢ na kilka sposobéw [Vander Heiden i in. 2009;
Nilsson, Nielsen 2016; Hu i in. 2016]. Po pierwsze niedostateczna produkcja ATP jest
problemem jedynie w sytuacji obnizonej dostepnosci sktadnikéw odzywczych [Vander
Heiden i in. 2009]. Co wigcej, pomimo niewielkiej ilosci ATP generowanej w trakcie
glikolizy proces ten moze by¢ réwnie wydajny co oddychanie tlenowe, a to ze wzgledu na
znacznie mniejsze ,,koszty inwestycyjne”, ktore ponosi komorka dla wygenerowania
odpowiedniej ilosci energii. Dotyczy to gtdéwnie mniejszej liczby biatek zaangazowanych
w procesie glikolizy w stosunku do liczby bialek wymaganych w procesie fosforylacji
oksydacyjnej w celu wytworzenia pojedynczej czasteczki ATP [Nilsson, Nielsen 2016].
Kolejne bardzo istotne wyjasnienie dotyczy innej, czgsto pomijanej roli glukozy, bowiem
moze ona stanowi¢ nie tylko zrodto energii, ale takze skladnik zapewniajacy szkielet
weglowy wykorzystywany do biosyntezy wielu makromolekut komorki [Somsen 1 in. 2000;
Vander Heiden i in. 2009]. Ze wzgledu na to, ze proliferacja komorek wymaga syntezy
duzej iloSci nukleotydow, aminokwaséw, lipidow oraz kofaktoréow reakcji
enzymatycznych, przeksztatcenie calej dostepnej dla komorki ilosci glukozy do dwutlenku
wegla na drodze oddychania tlenowego bytoby nieefektywne, biorgc pod uwage mozliwosé
jej wykorzystania jako substratu dla biosyntez [Vander Heiden i in. 2009]. Wykorzystanie
glukozy jako substratu do biosyntez makromolekut zapewnia szlak pentozofosforanowy.
Podstawowym zadaniem tego szlaku jest wytworzenie rybozo-5-fosforanu (niezbednego do
syntezy nukleotydow), NADPH (biorgcego udzial w syntezie kwasoéw tluszczowych
iutrzymywaniu komorkowej puli zredukowanego glutationu), a takze umozliwienie
syntezy aminokwasow aromatycznych. Szlak ten rozpoczyna si¢ od przeksztatcenia
glukozo-6-fosforanu przez co $cisle wigze si¢ ze szlakiem glikolizy. Zwiazek migdzy tymi
szlakami jeszcze bardziej podkresla dziatalnos¢ enzymow transaldolazy i transketolazy,
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ktore w zaleznosci od potrzeb metabolicznych komorki przeksztatcaja rybozo-5-fosforan
w zwigzki wlgczane do glikolizy, badz odwrotnie wykorzystuja jako substraty do biosyntez
intermediaty glikolityczne powstale na dalszych etapach glikolizy [Berg i in. 2002;
Rodrigues i in. 2006; Rodico, Heinisch 2009].

15.3. Rola glukozy w organizmie czlowieka

Prawidlowe dzialanie komorek a przez to i catego organizmu zalezne jest od ich
statusu energetycznego, a ten z kolei wymaga dostepnosci sktadnikow odzywczych.
Odpowiada za to m.in. uktad krazenia, ktorego jedna z funkcji jest rozprowadzanie glukozy
stanowigcej tatwo metabolizowany substrat energetyczny. We krwi zdrowego cztowiecka
stezenie glukozy na czczo waha si¢ w granicach 3,5-5,5 mmol/l [Shendurse, Khedkar 2016].
Za utrzymanie takiego poziomu glukozy we krwi odpowiada szereg procesOw
metabolicznych, majacych szczegdlne znaczenie zwlaszcza w okresach glodu lub
intensywnego wysitku. Jednym z wazniejszych jest =zachodzaca w watrobie
glukoneogeneza, podczas ktorej dochodzi do syntezy glukozy z produktow przemian
innych szlakow metabolicznych m.in. mleczanu, pirogronianu, glicerolu i pochodnych
aminokwaséw. Wazng rol¢ odgrywa takze glikogenoliza polegajaca na rozpadzie
glikogenu, ktory w sytuacji nadmiaru glukozy gromadzony jest w migsniach i watrobie jako
rezerwa energetyczna [Berg i in. 2002]. Odpowiedni poziom glukozy we krwi jest
szczegolnie wazny dla utrzymania prawidtowej aktywnosci komorek nerwowych. Wynika
to z faktu, iz glukoza pomimo tego, ze stanowi jedyne zrddto energii dla tych komorek nie
moze by¢ w nich magazynowana. Sposrod wszystkich organéw mozg wykazuje najwyzsze
zapotrzebowanie na glukoze, co wymusza konieczno$¢ jej cigglego dostarczania dla
utrzymania prawidtowego funkcjonowania tego narzadu. Jest to na tyle istotne,
ze pobieranie glukozy w neuronach odbywa si¢ dzigki transporterom btonowym GLUT3,
ktore wykazujg zarowno wigksze powinowactwo do glukozy, jak tez kilkukrotnie wyzsza
wydajnos¢ jej transportu w stosunku do pozostatych transporterow glukozy. Wysoka
wydajnos¢ transportu glukozy prowadzonego dzigki transporterom GLUT3 ttumaczy takze
ich obecnos¢ w komorkach o wysokim zapotrzebowaniu energetycznym, m.in.
w plemnikach, komérkach embrionalnych i komoérkach tworzacych tozysko [Simpson i in.
2008; Zoidis, Papamikos 2016]. Warto rowniez wspomnie¢, ze glukoza w mozgu moze
ulegaé przeksztatceniu do fruktozy, ktoéra z kolei moze mie¢ wplyw na ekspresje genow,
w tym genow kontrolujacych metabolizm. Tego typu przeksztalcenie odbywa si¢ na drodze
szlaku poliolowego przebiegajacego z wytworzeniem sorbitolu jako produktu posredniego
[Hwang i in. 2017]. Istotnym odbiorcag dostepnej puli glukozy w organizmie cztlowieka sa
rowniez komoérki miegsni szkieletowych, ktore wychwytuja glukoze dzigki obecnosci
transporteréw GLUT4, podobnie jak adipocyty. Aktywnos$¢ transporterow tego typu jest
uzalezniona od poziomu insuliny, co powoduje ze zaréwno komorki migsni szkieletowych
jak 1 komorki tkanki ttuszczowej moga aktywnie reagowa¢ na zmiany st¢zenia glukozy
w organizmie. W sytuacji nadmiaru energetycznego nadwyzka glukozy jest aktywnie
wychwytywana przez komorki migsni szkieletowych i zamieniana na glicerol, natomiast
w adipocytach zuzywana do produkcji kwasow tluszczowych. Co wigcej, w komorkach
migéniowych  wtrakcie intensywnego wysitku fizycznego, prowadzacego do
niedotlenienia, dochodzi do nagromadzenia mleczanu, stanowigcego produkt uboczny
regeneracji NAD". Jednakze w oparciu o cykl przemian okreSlanych cyklem Corich
powstaly mleczan jest transportowany do watroby gdzie podlega przeksztatceniu
do glukozy, ktora powracajac do krwioobiegu moze by¢ wtornie wykorzystywana [Berg
i in. 2002; Herman, Kahn 2006; Zoidis, Papamikos 2016]. Rozpatrujac rol¢ roéznych
organow w regulacji homeostazy glukozy warto podkresli¢ takze znaczenie watroby, na
ktore wskazuje fakt, iz 2/3 dostajacej si¢ do krwi glukozy jest w niej zatrzymywane.
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Glukoza zatrzymana w hepatocytach podlega szybkiemu ufosforylowaniu, gléwnie dzigki
dziatalnos$ci heksokinazy, do glukozo-6-fosforanu, ktéry nastepnie jest przeksztatcany do
glikogenu, badz stuzy do syntezy kwasow thuszczowych i cholesterolu. Z kolei w sytuacji
niedoborow energetycznych, komorki watroby wyrzucajg do krwioobiegu czgsteczki
glukozy powstajace w skutek glikogenolizy badz glukoneogenezy [Berg i in. 2002; Zoidis,
Papamikos 2016]. Utrzymanie homeostazy glukozy wymaga zaréwno komunikacji, jak
1 wspoétdziatania poszczegélnych organéw. Istotng role w tej komunikacji odgrywaja
czasteczki sygnalowe takie jak insulina, adiponektyna i lektyna, a takze sama glukoza oraz
jej metabolity [Herman, Kahn 2006; Rosen, Spiegelman 2006]. Ponadto homeostaza
glukozy zalezy takze od dziatania zegara biologicznego zlokalizowanego w obszarze
podwzgorza tuz nad skrzyzowaniem nerwow wzrokowych. Dzigki swojej lokalizacji
ofrodek ten umozliwia synchronizacj¢ metabolizmu wzglgdem aktualnej pory dnia
za posrednictwem sygnatéw docierajacych z siatkowki i informujacych o ilosci $wiatla.
Dziatalnos$¢ zegara biologicznego koordynuje m.in. wystepowanie cyklicznych dobowych
wahan stezenia glukozy we krwi, w tym wystgpowanie charakterystycznego dla godzin
porannych wysokiego stezenia glukozy, ktéremu nie towarzyszy zwigkszenie wydzielania
insuliny, co powszechnie nazywane jest ,fenomenem S$witu”. Przyjmuje sig¢, ze za
utrzymanie homeostazy glukozy i regulacje rytmu okotodobowego odpowiada oreksyna.
Dziatanie tego neuropeptydu stymuluje pobudzanie neuronéw uktadu wspotczulnego, co
zwigksza synteze glukozy w watrobie oraz jej pobieranie przez migsnie. Istnienie zegara
biologicznego ma gleboki sens ewolucyjny poniewaz warunkuje wzajemng relacje miedzy
dostepnoscia $wiatla, aktywnoscia fizyczng i pobieraniem pokarmu. Jednakze, panujacy
obecnie w spoleczenstwie konsumpcyjny styl zycia, dluzsza aktywnos$¢ dobowa ludzi oraz
coraz powszechniejsze zjawisko tzw. ,zanieczyszczenia $wietlnego” zakldcaja
funkcjonowanie zegara biologicznego, co w konsekwencji zaburza wiele procesow
metabolicznych, w tym utrzymanie homeostazy glukozy [Kalsbeek i in. 2010; Chroscicki
iin. 2013].

15.4. Zaburzenia homeostazy glukozy a rozwdj choréb metabolicznych

Zaburzenie homeostazy glukozy nastgpuje w wyniku nieprawidtowej gospodarki
energetycznej ustroju. Prowadzi to najczesciej do wzrostu stgzenia glukozy we krwi co
okreslane jest mianem hiperglikemii. Utrzymujace si¢ podwyzszone stgzenie glukozy we
krwi prowadzi do zaburzenia funkcji komorek, a takze uszkodzenia i niewydolnosci wielu
narzadoéw. Zaobserwowano, ze wysokie stezenie glukozy jest przyczyng zaburzenia
regulacji wzrostu i podzialow komoérek co moze prowadzi¢ do hipertrofii, zmiany ksztattu
i wakuolaryzacji, powodujac w konsekwencji zahamowanie ich zdolno$ci do proliferacji
[Morocutti i in. 1996; Liu i in. 2012]. Wysokie stezenie glukozy we krwi prowadzi takze
do nasilenia zjawiska glikacji biatek, polegajacego na nieenzymatycznej reakcji glukozy
z grupami aminowymi biatek. Skutkiem tego jest powstawanie stabilnych, koncowych
produktéw glikacji (AGEs), ktore ze wzgledu na potaczenia krzyzowe wystepujace miedzy
nimi przestaja by¢ podatne na degradacje proteolityczna. Nalezy przy tym zaznaczy¢,
iz proces glikacji jest procesem dlugotrwatym, stad tez podlegaja mu glownie biatka
o dlugim okresie pottrwania jak kolagen czy biatka soczewki oka [Suji, Sivakami 2004].
Roéwnie powszechng konsekwencjg wysokiego poziomu glukozy jest indukcja stresu
oksydacyjnego obserwowana w réznego typu komorkach [Gupte 2010; Yuiin. 2016]. Przy
czym zrodlem reaktywnych form tlenu (RFT) generowanych w odpowiedzi na
hiperglikemi¢ jest zar6wno ich mitochondrialna produkcja bedaca efektem dysfunkcji
mitochondridéw, jak tez pozamitochondrialna generacja zwigzana z aktywnoscig oksydaz
NADPH [Newsholme i in. 2007; Gupte 2010]. Poza zwigkszong generacja RFT, moze
dochodzi¢ réwniez do zaburzenia stanu redoks komorki m.in. jako efekt zmniejszenia ilosci
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NADPH. Komoérkowa ilos¢ NADPH moze by¢ obnizana m.in. poprzez nasilong aktywacje
szlaku poliolowego oraz wzmozong aktywno$¢ enzymow wchodzacych w sktad tego szlaku
tj. reduktazy aldozy i dehydrogenazy sorbitolu. Szlak ten odpowiada za przeksztatcenie
glukozy do fruktozy, a wzrost jego aktywnosci jest obserwowany w warunkach
hiperglikemii [Koziarska-Rosciszewska 2001; Singleton i in. 2003; Mrowicka 2011].
Prowadzi to do gromadzenia sorbitolu oraz fruktozy, ktore stabo przenikaja przez blony
komorkowe, co z kolei moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek. Szczegolnie niekorzystne
jest odktadanie si¢ produktow tego szlaku w aksonach obwodowego uktadu nerwowego,
doprowadzajace do ich demielinizacji i rozwoju neuropatii [Koziarska-RoSciszewska 2001;
Mrowicka 2011]. Ponadto spowodowany hiperglikemig wzrost stezenia RFT moze
przyczyni¢ si¢ takze do rozwoju chorob kardiowaskularnych i naczyniowych m.in.
ze wzgledu na miejscowe uszkodzenia $rodblonka i obnizenie stezenia tlenku azotu,
co uposledza prawidtowe rozszerzanie naczyn krwiono$nych [Singleton i in. 2003].
Pomimo licznych negatywnych konsekwencji wynikajacych z nieprawidtowosci
w utrzymaniu homeostazy glukozy, jej kluczowym efektem jest zaburzenie mechanizmu
dziatania insuliny prowadzace do rozwoju cukrzycy typu 2. Insulina jest biatkowym
hormonem wydzielanym przez komorki B wysp trzustkowych w odpowiedzi na obecno$¢
glukozy, a jej odkrycie stanowi jedno z wazniejszych osiggnie¢ medycyny XX wieku.
Zadaniem insuliny jest utrzymanie wlasciwego st¢zenia glukozy we krwi oraz kontrola
proces6wW przemian biatek i thuszczow. Wplyw insuliny na utrzymanie prawidtowego
poziomu glukozy we krwi odbywa si¢ glownie poprzez zwigkszenie transportu glukozy do
wnetrza komorek, gdzie zostaje ona przeksztalcona do glikogenu Iub kwasow
thuszczowych, przy jednoczesnym hamowaniu procesow ich rozpadu i uwalniania do
krwiobiegu. Mechanizm sekrecji insuliny indukowany obecnoscia glukozy jest niezwykle
precyzyjny i ma charakter wieloetapowego procesu angazujacego kilka szlakow
metabolicznych komorki. Po pobraniu glukozy do wnetrza komorek § wysp trzustkowych,
dzigki dziatalnosci btonowego transportera GLUT2, jest ona fosforylowana w wyniku
dziatania specyficznej glukokinazy. Powoduje to gwaltowny wzrost aktywnosci szlaku
glikolizy, proporcjonalny do zewnatrzkomorkowego stezenia glukozy. Skutkuje to
wzrostem produkcji ATP oraz zwigkszeniem stosunku ATP/ADP na terenie cytoplazmy.
To z kolei prowadzi do zamykania blonowego kanalu potasowego regulowanego przez
ATP, powodujac depolaryzacj¢ blony komorkowej i naplyw do wnetrza komorki jonow
Ca?". Ostatecznie wzrost wewngtrzkomoérkowego stezenia jonow Ca?* aktywuje kinazy
biatkowe uczestniczace w sekrecji insuliny [Herman, Kahn 2006; Newsholme i in. 2007].
Jednak, w przypadku rozwoju cukrzycy typu 2, wydzielana w ten sposob insulina nie
spelnia swojej podstawowej funkcji polegajacej na obnizaniu stezenia glukozy we krwi.
Przyczyna tego zaburzenia jest insulinoopornos¢, okreslana jako stan, w ktorym komorki
wykazuja obnizong wrazliwos¢ na dziatanie insuliny i1 pobierajg zbyt mala ilos¢ glukozy
z krwi. Powoduje to przedluzajace si¢ stany hiperglikemii, co zmusza organizm do
wzmozonej produkcji insuliny (hiperinsulinemia). Efekt tego dziatania jest jednak
krétkotrwaty, bowiem w dhuzszej perspektywie czasu prowadzi do odkladania thuszczu
w adipocytach 1 komoérkach watroby, zwigkszenia cisnienia krwi, rozwoju miazdzycy
ichorob kardiowaskularnych. Ponadto stale zwigkszona produkcja insuliny prowadzi
z czasem do przeeksploatowania i wyniszczenia komorek trzustki, co w rezultacie
powoduje zahamowanie produkcji hormonalnej skutkujace hipoinsulinemia, czyli bardzo
niskim stezeniem insuliny we krwi [Kahn 1994]. Wedlug danych epidemiologicznych
problem cukrzycy typu 2 jest niezwykle powszechny, bowiem az 415 mln ludzi w 2015
roku chorowato na cukrzyce, a szacunkowe dane prognostyczne wskazuja, ze liczba 0os6b
chorych moze wzrosng¢ do ok. 650 min w roku 2040 [IDF Diabetes Atlas 2015]. Do
czynnikow odpowiedzialnych za pojawienie si¢ cukrzycy naleza czynniki genetyczne, brak
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snu zaburzajacy dzialanie zegara biologicznego oraz postgpujace wraz z wiekiem
uposledzenie tolerancji glukozy. Jednak nie mniej istotny dla rozwoju tego schorzenia jest
takze nadmiar substancji energetycznych dostarczanych do organizmu, co moze prowadzic¢
rowniez do otytosci. Biorac pod uwage powyzsze aspekty kluczows role dla rozwoju
cukrzycy wydaje si¢ odgrywac ilos¢ dostarczanych wraz z pozywieniem weglowodanow.
Posrednio zwigzek ten znajduje potwierdzenie w obserwacji zaleznosci miedzy wzrostem
globalnej epidemii otyto$ci i cukrzycy a stale rosngcg konsumpcja cukrow prostych, w tym
takze syropu glukozowo-fruktozowego o wysokiej zawartosci fruktozy [Bray i in. 2004].
W zwigzku z tym jednym ze sposoboéw zapobiegania zarowno cukrzycy, jak i zaburzeniom
metabolicznym z nig zwigzanych jest stosowanie diety o zredukowanej ilosci produktow
o wysokim indeksie glikemicznym oraz racjonalne odzywianie, zgodne z indywidualnym
zapotrzebowaniem energetycznym. Skutecznos$¢ tego typu dzialan potwierdzajg obserwacje
i badania dotyczace diety Srodziemnomorskiej o udowodnionym prozdrowotnym dziataniu,
jak 1 restrykcji kalorycznej, ktorg powszechnie uwaza si¢ za jeden z najskuteczniejszych
sposobow prowadzacych do wydtuzenia i poprawy jakosci zycia organizmow.

Kluczowe znaczenie glukozy w utrzymaniu potencjatu energetycznego i poziomu
biosyntez komorki sktania do podejmowana dziatan w kierunku peniejszego zrozumienia
mechanizmu zaleznosci migdzy poziomem glukozy, komoérkowymi szlakami
metabolicznymi a kontrolag wzrostu wielkosci komorki. Jest to szczegélnie wazne dla
rozwoju wiedzy dotyczacej biochemicznych i fizjologicznych podstaw funkcjonowania
komorki.
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One sentence summary: There is a significant relationship between external glucose concentration, cell size and ROS generation. Thus, the glucose
metabolism may be considered as an important factor influencing on the cell physiology.

Editor: cristina mazzoni

ABSTRACT

Glucose plays an important role in cell metabolism and has an impact on cellular physiology. Changes in glucose
availability may strongly influence growth rate of the cell size, cell metabolism and the rate of generation of cellular
by-products, such as reactive oxygen species. The positive effect of low glucose concentration conditions—calorie
restriction is observed in a wide range of species, including the Saccharomyces cerevisiae yeast, yet little is known about the
effect of high glucose concentrations—calorie excess. Such analysis seems to be particularly important due to recently
common problem of diabetes and obesity. The effect of glucose on morphological and physiological parameters of the yeast
cell was conducted using genetic alteration (disruption of genes involved in glucose signalling) and calorie restriction and
calorie excess conditions. The results show a significant relationship among extracellular glucose concentration, cell size
and reactive oxygen species generation in yeast cells. Furthermore, the results obtained through the use of mutant strains
with disorders in glucose signalling pathways suggest that the intracellular level of glucose is more important than its
extracellular concentration. These data also suggest that the calorie excess as a factor, which has a significant impact on
cell physiology, requires further comprehensive analyses.

Keywords: glucose; calorie excess; calorie restriction; cell size; reactive oxygen species; Saccharomyces cerevisiae
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INTRODUCTION phenomenon is even more pronounced for a microorganism
such as yeast, in which the single cell is indeed the entire or-
ganism. In the budding yeast Saccharomyces cerevisiae, coordi-
nation of growth and reproduction occurs at the end of the G;
phase at the START point, because cell must reach threshold
size (Hartwell et al. 1974). Recent studies show that cell size,
in particular growth rate of the cell size per generation, seems
to be an important parameter determining limited proliferation

To survive, organisms must constantly adapt to environmental
changes, which noticeably influence their growth, metabolism
and development. The rate of metabolic processes determines
cell growth and proliferation. A strict coordination between
these two processes influences the size of the cell. Proper cell
size is in turn one of the essential factors enabling cell di-
vision (Jorgensen and Tyers 2004; Edgar and Kim 2009). This
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capacity of the cell (Zadrag-Tecza et al. 2009; Yang et al. 2011,
Bilinski, Zadrag-Tecza and Bartosz 2012; Wright et al. 2013). Ac-
cording to the hypertrophy hypothesis, limited reproductive po-
tential is a consequence of existence of the maximum cell size
threshold, which when obtained prevents further cell cycles.
However, the maximum cell size should not be regarded as a
physical parameter only because cell size has also an important
impact on cellular physiology (Bilinski 2012; Bilinski, Zadrag-
Tecza and Bartosz 2012). The link between cell size and cell pro-
liferation capacity has been observed not only for yeast cells but
also for human cell cultures. Reproductive potential of human
fibroblasts and corneal epithelial cells has been reported to be
inversely dependent on cell size (Angello et al. 1987; De Paiva,
Pflugfelder and Li 2006).

Cell size is significantly modulated by environmental con-
ditions, especially by availability of nutrients. One of them is
glucose, which is the primary source of energy for most organ-
isms but also provides carbon skeleton for biosynthesis of many
biological molecules. Complete lack of glucose or its different
concentrations have a significant influence on cellular phys-
iology by changing the level of intracellular metabolites, sta-
bility of mRNAs, enzyme activity and gene transcription (Her-
man and Kahn 2006; Gancedo 2008). In the S. cerevisiae, glucose
represses a number of genes encoding enzymes that are key
for respiration. This is why yeast uses fermentation to obtain
energy even under aerobic conditions—a phenomenon known
as the Crabtree effect (Rodicio and Heinisch 2009; Nilsson and
Nielsen 2016). A metabolic mode similar to yeast aerobic fer-
mentation, known as a Warburg effect, is also observed in cancer
cells (Warburg 1956; Diaz-Ruiz, Rigoulet and Devin 2011). Extra-
cellular glucose uptake across cell membrane and the impor-
tant role of glucose in many metabolic pathways is the main
reason why cells have developed strict methods of detecting
changes in the glucose level in the environment. Yeast cells
have several genes whose expression results in synthesis of
proteins acting as glucose transporters and glucose sensors or
those that are involved in glucose metabolism and glucose in-
tracellular signalling (Rolland, Winderickx and Thevelein 2002;
Gancedo 2008; Rgdkaer and Faergeman 2014). The largest group
are genes encoding hexose transporters (HXT genes) (Gancedo
2008). Expression of the selected HXT genes largely depends
on other plasma transmembrane proteins, such as Snf3p and
Rgt2p. These genes have a similar sequence to hexose trans-
porters but they are unable to transport glucose themselves
and play the role of sensors of external glucose concentra-
tion (Rolland, Winderickx and Thevelein 2002; Gancedo 2008).
Since glucose acts as a metabolism modulating molecule, cells
have developed glucose-signalling pathways. One of them is the
cAMP/PKA pathway that controls many cellular processes in-
ter alia cell growth, proliferation, glycolysis or stress response.
Synthesis of cAMP, which activates protein kinase A (PKA), de-
pends on the activity of plasma membrane protein Gprilp, cou-
pled with the «-subunit of G-protein named Gpa2p. The pres-
ence of glucose in the environment stimulates Gprlp, which
causes a switch from Gpa2p bound GDP to GTP and subse-
quent adenylate cyclase activation (Rolland, Winderickx and
Thevelein 2002; Rgdkaer and Faergeman 2014). Beside extracel-
lular glucose detection, determination of the level of intracel-
lular glucose is also important. It has been shown that hex-
okinase isoenzyme 2 — Hxk2p plays a key role in this process
(Rolland, Winderickx and Thevelein 2002). Hxk2p, which is gen-
erally known as a glycolysis enzyme, has other non-metabolic
functions and is involved in glucose-mediated repression of
several genes (Rgdkaer and Faergeman 2014). In the case of

yeast cells, the low glucose concentration in the medium is
considered as a condition of calorie restriction (CR). CR is a
generally accepted phenomenon that, beside yeast, extends the
lifespan and improves the healthspan of organisms across a
broad range of species (Colman et al. 2009; Smith, Nagy and Alli-
son 2010; Mattison et al. 2012; Fontana and Partridge 2015). The
effect of CR in improving the organism’s healthspan is unques-
tionable and manifested inter alia by prevention of obesity, re-
duction of diabetes, protection against brain atrophy, cancer and
cardiovascular disease (Smith, Nagy and Allison 2010; Fontana
and Partridge 2015). There are several hypotheses explaining
positive effects of CR, although individually none of them ex-
plains fully the entire phenomenon (Masoro 2000). Apart from
improving the quality of life, CR is also regarded as a method
of increasing the lifespan of organisms. However, this issue is
less obvious and is still under academic debate (Colman et al.
2009; Smith, Nagy and Allison 2010; Austad 2012; Mattison et al.
2012). The most problematic in CR studies is using organisms
fed ad libitum as controls (Colman et al. 2009; Austad 2012). Ad
libitum supply of nutrients usually means more than the organ-
ism actually needs, in contrast to the conditions found in the
natural environment. Therefore, the concept of calorie excess
(CE) as a state in which the amount of nutrients is higher than
would result from the actual demand of the metabolic processes
seems to be equally important, albeit often overlooked (Bilinski,
Paszkiewicz and Zadrag-Tecza 2015; Mathers 2015). High glu-
cose concentration in the medium, in the case of yeast cells,
means the CE. Therefore, disorders in glucose sensing and its
metabolism can lead to abnormalities in coordination between
cell size and cell cycle, which is observed in obesity and dia-
betes (Morocutti et al. 1996; Sedeek et al. 2010; Lumeng and Saltiel
2011).

These studies was designed to evaluate the effect of differ-
ent glucose concentration, both deficiency and excess, on cell
growth, cell size and cellular physiology. These analyses were
performed using the S. cerevisiae yeast cells, with disruption of
genes involved in glucose signalling as a model.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

6-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-6-deoxygluco-
se (6-NBDG), dihydroethidium (DHET), 2/,7'-dichlorodihy-
drofluorescein diacetate (H,DCF-DA), FUN-1, rhodamine B hexyl
ester, rhodamine 123 and Amplex Red Glucose/Glucose Oxidase
Assay Kit were from Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA).
All other reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Poznan,
Poland). Components of culture media were from BD Difco
(Becton Dickinson and Company, Spark, USA) except for glucose
(POCH, Gliwice, Poland).

Yeast strains and growth conditions

The following yeast strains were used: wild-type (WT) BY4741
MATa his3 leu2 metl5 ura3 (EUROSCARF) and three mutant
strains isogenic to BY4741: Agpa2; Agprl; Ahxk2 (EUROSCAREF).
The results presented in Fig. S2 (Supporting Information) were
obtained using the following yeast strains: wild-type (WT) SP4
MAT« leul arg4 and two mutant strains isogenic to SP4: Asodl;
ActtlActal. Yeast was grown in the liquid YP medium (1% Yeast
Extract, 1% Yeast Bacto-Peptone) with different glucose concen-
trations (0.5%, 2% and 4%) on a rotary shaker at 150 rpm, at the
temperature of 28°C.
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Isolation of respiratory-deficient cells

To obtain respiratory-deficient cells, respiratory-competent cells
of WT, Agpa2, Agprl and Ahxk2 yeast strains were treated
with ethidium bromide according to the procedure described
by Slonimski, Perrodin and Croft (1968). Briefly, yeast cells from
the exponential phase of growth were treated three times with
ethidium bromide at the concentration of 10 xg/ml; respiratory-
deficient cells were then identified by their inability to grow on
the non-fermentable carbon source (solid and liquid YP medium
with 3% glycerol). To prepare solid medium, 2% agar was added.

Determination of cell growth

Growth of yeast cells was analysed on the liquid medium.
Yeast cultures were cultivated for 24 h in a shaking incubator
(Heidolph incubator 1000) at 1200 rpm at 28°C. Growth was mon-
itored turbidimetrically at A = 600 nm using an Anthos 2010 type
17550 microplate reader. Measurements were performed at 1 h
intervals for 12 h and after 24 h of cultivation. Growth rate was
determined by calculation, on the basis of the linear section of
the growth curves according to the method of Widdel (2007).

Determination of glucose and ethanol concentrations

Yeast cells were grown in proper medium to early exponential
phase (12-13 h). Concentrations of both compounds were de-
termined in the culture medium after centrifugation and re-
moval of the yeast cells. Glucose concentration was determined
with Amplex Red Glucose/Glucose Oxidase Assay Kit according
to the manufacturer’s protocol (Molecular Probes). Fluorescence
was measured after 20 min of incubation in the dark, at 28°C,
at Aex = 530 nm and Aeym = 590 nm. Ethanol concentration was
determined with ALCOTEST (an enzymatic kit containing alco-
hol oxidase and peroxidase) according to the procedure of Gon-
char et al. (2001). The reaction was stopped after 20 min of in-
cubation at room temperature and absorbance was measured at
A = 450 nm. Fluorescence and absorbance measurements were
performed using a TECAN Infinite 200 microplate reader.

Measurement of glucose uptake

Glucose uptake rate was determined by using 6-NDBG, a fluo-
rescent non-hydrolysable glucose analogue. Yeast cells from the
early exponential phase of growth were washed twice with ster-
ile PBS with pH 7.4 and suspended to final density of 2 x 108
cells/mlin the same buffer. After addition of 6-NBDG at the final
concentration of 150 uM, cells were incubated at 28°C for 90 min.
The concentration of 6-NBDG and incubation time were selected
after wide-ranging analyses of these parameters in the range
of proposed by the manufacturer (Molecular Probes) and used
in another yeast studies based on glucose analogue 2-NBDG
(Roy et al. 2015; Zhang et al. 2015). The reaction was stopped by
washing the cells twice with PBS. The fluorescence of the cells
was recorded using a TECAN Infinite 200 microplate reader at
Aex =455 nm and Aem = 540 nm. The values were expressed as a
percentage compared to the WT strain.

Measurement of cell metabolic activity

Metabolic activity of yeast cell was determined with FUN-1 ac-
cording to the manufacturer’s protocol (Molecular Probes) with
modifications described by Kwolek-Mirek and Zadrag-Tecza
(2014). Incubation with 0.5 uM FUN-1 was conducted for 15 min
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in the dark at 28°C. The fluorescence of the cell suspension
was measured using a TECAN Infinite 200 microplate reader at
Aex = 480 nm and Aem = 500-650 nm.

Estimation of cell size

Mean cell size in the population was estimated through analy-
sis of microscopic images captured with an Olympus BX-50 mi-
croscope equipped with a Sony SSP-DC50AP digital camera. Di-
ameter of the cell was measured using the Microlmage 3.0 soft-
ware. Cell diameter was measured in two perpendicular planes
for each cell, and the mean value was used for calculations. For
each yeast strain cultured in medium with different glucose con-
centrations, at least 300 cells were counted.

Determination of reactive oxygen species generation

Generation of reactive oxygen species (ROS) was assessed with
dihydroethidium (DHET, 10.7 uM final concentration; stock
solution in DMSO) and 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diac-
etate (H,DCF-DA; 15.8 uM final concentration; stock solution in
ethanol). DHET is oxidised mainly by superoxide anion to fluo-
rescent hydroxyethidium,; in turn, after entering the cell H,DCF-
DA is hydrolysed with release of 2’,7’- dichlorodihydrofluores-
cein (H,DCF), which is oxidised among others by hydrogen
peroxide, hydroxyl radical and singlet oxygen to the fluores-
cent 2’,7’-dichlorofluorescein (DCF). Yeast cells (both respiratory
competent and respiratory deficient) from the early exponen-
tial phase of growth were washed twice with sterile water and
suspended to a final density of 108 cells/ml in a 100 mM phos-
phate buffer with pH 7.0, containing 0.1% glucose and 1 mM
EDTA. DHET or H,DCF-DA was added to 200 pl of cell suspen-
sion and immediately the fluorescence measurement was per-
formed. The kinetics of fluorescence increase, due to oxidation
of the fluorogenic probes, was measured using a TECAN Infi-
nite 200 microplate reader. Measurements were performed for
30 min at 28°C at iex = 518 nm, Aemy = 605 nm for DHET and
Aex = 495 nm, Aem = 525 nm for H,DCF-DA. ROS production was
expressed as a relative rate of fluorescence increase.

Determination of mitochondrial membrane potential

Mitochondrial membrane potential was determined using rho-
damine 123 according to the manufacturer’s protocol (Molecular
Probes). Briefly, yeast cells from early exponential phase culture
were washed twice with sterile water and suspended to final
density of 107 cells/ml in 50 mM citrate buffer with pH 5.0, con-
taining 2% glucose. Incubation with 5 M rhodamine 123 was
conducted for 20 min in the dark at 28°C. After incubation, cells
were harvested and resuspended in fresh citrate buffer. The flu-
orescence was measured using a TECAN Infinite 200 microplate
reader at Aoy = 505 nm and Aem = 534 nm.

Estimation of mitochondrial network structure

Structure of the mitochondrial network was determined using
rhodamine B hexyl ester whose fluorescence depends on mito-
chondrial membrane potential. Cells were washed twice with
sterile water and suspended in 10 mM HEPES buffer with pH
7.4, containing 5% glucose. Incubation with 100 nM rhodamine
B was conducted for 20 min in the dark at 28°C. After incu-
bation, mitochondrial network was visualised by fluorescence
microscopy at iex = 555 nm and iem = 579 nm. The micro-
scopic images, which present the typical results of the duplicate

610 U2IBI 0} U0 1s9nB Aq £40829/280%X0)/8// L AoEAISqE-0]dILE/IASWaY/ W00 dNo-ojWapese//:sdny Wwoly papeojumoq



4 | FEMS Yeast Research, 2017, Vol. 17, No. 8

A) 1.4 4
*+ WT - 0.5% glucose
++ Agpa2 - 0.5% glucose
e = Agprl - 0.5% glucose
Ahxk?2 - 0.5% glucose
1.0 1 =—=WT - 2% glucose
=Agpa2 - 2% glucose
EO-S 1 ==Agprl - 2% glucose
n‘% Ahxk?2 - 2% glucose
© 0.6 1 = WT - 4% glucose
= Agpa2 - 4% glucose
0.4 - = Agprl - 4% glucose
Ahxk?2 - 4% glucose
02
00 ——— :
0 1 2 3 4 5
(B)2.0
1.6 A
12 - %\
= _ / \
0o I/ A WA

0.5 2 4
Glucose concentration [%o]

067 mMWT @Agpa2 SAgprl BAhxk2

>
W

%

N
%

S
~
2)

Growth rate [1/h]
= =
(3] w

=
i

\

/
/
%
.

2D\
0.5 2 4
Glucose concentration [%]

e
(=)
|

Figure 1. The growth of the yeast cell population on liquid medium. Comparison of growth kinetics (A), growth after 24 h of cultivation (B) and the growth rate (C) of
WT yeast strain and mutants strains with disruptions of genes associated with glucose signalling, cultivated on the medium with different glucose concentration. * P
< 0.05, ** P < 0.01 of significantly different values with respect to the WT strain within the same type of medium. The letters a, b, c indicate the differences between

values observed in different medium within the same yeast strain; a—different to medium with 0.5% glucose, b—different to medium with 2% glucose, c—different to

medium with 4% glucose, respectively.

experiment, were captured with the Olympus BX-51 microscope
equipped with the DP-72 digital camera and cellSens Dimension
software.

Statistical analysis

Results are presented as mean =+ SD from at least three indepen-
dent experiments. The statistical analysis was performed using
the STATISTICA 10.0 software. The statistical significance of the
differences between the means obtained from mutant strains
in comparison to the WT strain as a control was estimated us-
ing one-way ANOVA with Dunnett’s post hoc test. The statisti-
cal significance of the differences between means of the three
media compared was evaluated using one-way ANOVA with the
Tukey post hoc test. The values were considered significant at
P < 0.05. Used designation: differences between strains * P < 0.05,
** P < 0.01, *** P < 0.001; differences between media a—different

to medium with 0.5% glucose, b—different to medium with 2%
glucose, c—different to medium with 4% glucose.

RESULTS
Yeast cell population growth

Glucose is regarded as a molecule with a significant influence on
cellular physiology. Therefore, different glucose concentrations
in the medium or disruptions of genes associated with glucose
signalling may change the kinetics of yeast cell growth. Cultiva-
tion of yeast cells in media with different glucose concentrations
resulted in different time periods for reaching growth curve
plateau level (Fig. 1A). Respectively, after 7 h in the medium
with 0.5% glucose, 9-10 h in the medium with 2% glucose
and about 12 h in the medium with 4% glucose, the shapes
of growth curves obtained in media with 2% and 4% glucose
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The produced ethanol/consumed glucose ratio
Strain
Mediun WT Agpa2 Agprl Ahxk2
0.5% glucose 0.18£0.10 | 0.16=0.10 | 0.13£0.10 | 0.10£0.07
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Figure 2. Glucose and ethanol concentration in medium. The rate of glucose consumption and ethanol production of WT yeast strain cultivated on the medium with
different glucose concentration (A). The graph area marked with an arrow indicates the time stage when the morphologic and functional parameters of the cell were
analysed. Comparison of glucose and ethanol concentration in medium; the ethanol produced to glucose consumed ratio of WT and mutants strains Agpa2, Agprl
and Ahxk2 (B). The presence of ethanol with relatively high level of glucose compared to its initial concentration indicates a mostly fermentative metabolism. The
ethanol produced to glucose consumed ratio indicates the similar type of cell metabolism.

concentrations were similar. No differences were observed be-
tween kinetics of growth in the medium with 4% glucose in
comparison to the optimum 2% glucose concentration (Fig. 1A).
Moreover, there were no differences between the WT strain and
yeast mutant strains devoid of genes required for proper glu-
cose signalling, at any analysed culture conditions (Fig. 1A). The
growth rate, determined by calculation of the data obtained from
the linear section of the growth curve, did not reveal any differ-
ences between the analysed yeast strains and the applied cul-
ture conditions (Fig. 1C). The influence of glucose concentration
on cell population growth was observed only after 24 h of culti-
vation (Fig. 1B). Higher OD values were associated with increased
glucose concentrations in the medium. This effect was more vis-
ible in the case of cells growing in a medium with 0.5% glucose
in comparison to the other two types of media (Fig. 1B). The ob-
tained results (Figs 1A-C) did not reveal any clear differences
in growth of the yeast cell population, both between cells cul-
tivated in media with different glucose concentration and be-
tween the analysed strains.

Ethanol and glucose concentrations in the medium

Yeast cells obtain energy by fermentation or oxidative respira-
tion depending on glucose concentration in the medium. A com-
parison of physiological parameters of cells is appropriate only
when yeast cells have a similar type of metabolism. For this

purpose, both glucose and ethanol concentrations were deter-
mined in the culture medium so that regardless of different glu-
cose concentrations used for cultivation, the cells were provided
with energy in the same way, i.e. through fermentation. The
physiological parameters of the cells were analysed at strictly
defined point of cultivation (fermentative metabolism before di-
auxic shift). This point was selected on the basis of analysis of
the rate of glucose consumption and ethanol production per-
formed in WT strain (Fig. 2A). Such control of experimental con-
ditions is particularly important when yeast cells are cultivated
in the medium with low glucose concentration, e.g. 0.5%, be-
cause exhaustion of glucose leads to the diauxic shift, thereby
completely changing cellular metabolism. It was confirmed that
yeast strains used in the studies carry out mainly fermentation
at assumed experimental conditions, on all types of medium (YP
with 0.5%, 2% and 4% glucose concentrations). This was substan-
tiated by the presence of ethanol with relatively high level of
glucose compared to its initial concentration (Fig. 2B).

The glucose uptake

Yeast strains used in this study represented mutants with dis-
ruption of genes involved in the intracellular signalling—HXK2
or extracellular glucose signalling performed by the cAMP/PKA
pathway—GPA2, GPR1. To evaluate whether these types of dis-
ruption in glucose signalling may have an influence on the
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Figure 3. The rate of glucose uptake and metabolic activity of yeast cells. The rate of glucose uptake by cultured yeast cells of WT and mutants strains Agpa2, Agprl and
Ahxk2 (A). Quantification of relative glucose uptake was performed by measuring the fluorescent signal after a 1.5-h incubation with 6-NBDG. *** P < 0.001 compared
to the WT strain. Metabolic activity of the cell determined with FUN-1 stain (B). The metabolic activity of cells is expressed as a ratio of red (A = 575 nm) to green
(» = 535 nm) fluorescence. Error bars indicate SD. * P < 0.05, ** P <0.01, *** P < 0.001 of significantly different values with respect to the WT strain within the same
type of medium. The letters a, b, c indicate the differences between values observed in different medium within the same yeast strain; a—different to medium with
0.5% glucose, b—different to medium with 2% glucose, c—different to medium with 4% glucose, respectively.

rate of glucose uptake, an analysis was performed using the
fluorescent non-hydrolysable glucose analogue 6-NBDG. Anal-
ysis of glucose uptake in yeast is usually performed by using
another glucose analogue 2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-
yl)amino)-2-deoxyglucose (2-NBDG) (Roy et al. 2015; Zhang et al.
2015). Considering that one of analysed strains is strain with
deletion of gene encoding hexokinase 2 (HXK2) and the dele-
tion of the others analysed genes (GPA2 and GPR1) may strongly
influence glucose metabolism, 6-NBDG was used in the analy-
sis. The fluorescence of this glucose analogue is independent of
hexokinase activity, it cannot be phosphorylated what leads to
its accumulation within the cell. The accumulation of 6-NBDG
analogue is proportional to the rate of glucose uptake. In our
experimental conditions, this is an advantage in relation to 2-
NBDG because such modification in C2-position of glucose al-
lows to its phosporylation by hexokinase and subsequent degra-

dation to non-fluorescent products. There were no differences
between Agpa2, Agprl and Ahxk2 yeast mutant strains although
they have a significantly lower glucose uptake rate in compari-
son to the WT strain (Fig. 3A).

The level of cell metabolic activity

As a cellular source of energy, glucose is a major modulator of
metabolic processes. Therefore, an analysis of relative metabolic
activity (which can be treated as an equivalent of cell viabil-
ity) of cells growing in media with different glucose concen-
trations was performed. A slight increase in the values of cell
metabolic activity was observed with an increase in the extra-
cellular glucose concentration (Fig. 3B). There were no differ-
ences between cell metabolic activity of the Agpa2 and Agprl
yeast mutant strains in comparison to the WT strain. These cells
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Figure 4. The size of the WT and mutants yeast cells cultivated on the medium with different glucose concentration. The cell size of the yeast cells (A). Data are
presented as a mean value of cell diameter. Error bars indicate SD. *** P < 0.001 of significantly different values with respect to the WT strain within the same type
of medium. The letters a, b, c indicate the differences between values observed in different medium within the same yeast strain; a—different to medium with 0.5%
glucose, b—different to medium with 2% glucose, c—different to medium with 4% glucose, respectively. Dendrogram of clustering groups according to the highest
similarity of cell size (B). Data come from hierarchical clustering analysis in which the size of the yeast cells obtained on each of the analysed media with different

glucose concentration was taken into account.

showed a similar metabolic activity status. Different findings
were recorded in the case of the Ahxk2 yeast mutant strain. Its
cells showed lower cell metabolic activity in comparison to WT
and other two yeast mutant strains (Fig. 3B). However, regardless
of the relatively low value of metabolic cell activity observed in
the case of Ahxk2 yeast mutant strain, it is sufficient to provide
proper physiology status of the cell.

Influence of extracellular glucose concentrations and
glucose uptake on the cell size

Glucose is a molecule important for biosynthetic processes and
has a significant impact on the mean size of yeast cells in a popu-
lation. It has been observed that there is a relationship between
the mean value of yeast cell size and the extracellular glucose

concentration. Cell size increased with the increasing extracel-
lular glucose concentration (Fig. 4A), and this relationship was
most noticeable in the case of the WT strain cells (Fig. 4A). Com-
parison between mean cell sizes of yeast mutant strains and the
WT strain showed that the value of the parameter was lower
for the mutant cells. In a medium with the 0.5% glucose con-
centration, the Agpa2 and Agprl yeast mutant strains showed
a decrease in cell size by more than 5% in comparison to the
WT strain. The Ahxk2 strain showed a greater reduction in the
cell size—more than 10% compared to the WT strain (Fig. 4A). A
similar relation was observed between the size of the cells of the
analysed yeast strains grown on the media with 2% and 4% glu-
cose concentrations. What is worth emphasising is that there is
a connection between the mean cell size (Fig. 4A) and the glu-
cose uptake (Fig. 3A). Cells of the yeast mutant strains with lower

6102 YOJE O} U0 1onB AQ £50829%//80X0Y/8/L L N0BISqE-0[oILE/IASWaY/W00"dNOoILBPEdE//:SA)lY WOI) PaPEOjUMOQ



8 | FEMS Yeast Research, 2017, Vol. 17, No. 8

Agprl

® Ahxk2
b

2 4

Glucose concentration [%)]

(A) 12 - BWT @Agpa2
=:10
=
=8
~—
S
E 6
S
8 4
g 2

0

0.5

®) 12 - BWT ZAgpa2
';:'10 -
=
T 8-
S
= 6
S
8 4
& 2

) 7

0

5

Agprl  8Ahxk2

Glucose concentration [%]

Figure 5. The ROS generation in the respiratory-competent yeast cells cultivated in the medium with different glucose concentration. The ROS generation in the WT
and mutants Agpa2, Agprl and Ahxk2 was estimated with DHET (A) and H,DCF-DA (B). Error bars indicate SD. ** P <0.01, *** P < 0.001 of significantly different values
with respect to the WT strain within the same type of medium. The letters a, b, c indicate the differences between values observed in different medium within the
same yeast strain; a—different to medium with 0.5% glucose, b—different to medium with 2% glucose, c—different to medium with 4% glucose, respectively.

glucose uptake (Fig. 3A) had a significantly lower mean size
in comparison to the WT strain cells (Fig. 4A). In all analysed
strains, the smallest cell size was noted for the Ahxk2 strain
(Fig. 4A). In order to extend the level of comparison among cell
sizes of the analysed yeast strains and to identify strains with
the highest similarity regardless of the extracellular glucose con-
centration, a hierarchical clustering analysis was performed.
The analysis indicated a strong similarity between Agpa2 and
Agprl yeast strains. WT and Ahxk2 strains showed the lowest
level of similarity and the largest distance in the dendrogram
among the analysed yeast strains (Fig. 4B).

Influence of extracellular glucose concentration and
glucose uptake on ROS generation

The level of glucose determines the type of yeast cell
metabolism: fermentation, aerobic respiration or a mix of both.
Each type of metabolism leads to the generation of ROS at a

different level. ROS are generally regarded as destructive
molecules that cause damage to cellular components. Hence,
ROS generation levels were measured by using two complemen-
tary fluorescence-based methods, i.e. DHET and H,DCF-DA as-
says. The specificity of both probes in ROS determination was
identified by using additional yeast strains: (i) devoid of superox-
ide dismutase 1 (Asod1); (ii) devoid of both catalases (ActtlActal)
whose can be treated as a positive control for that probes (Fig.
S2A and B). Analysing the influence of glucose concentration
on the intracellular ROS generation, it was observed that an
increase in the extracellular glucose concentration caused a
significant increase in the ROS content designated with DHET
(Fig. 5A). The lowest ROS content was observed for the 0.5% glu-
cose medium and the highest for cells cultivated in the 4% glu-
cose medium. This dependence was observed for cells across
all analysed strains, although it was most pronounced for the
WT strain. In the WT strain, the differences of ROS content be-
tween cells cultured in medium with 0.5% and medium with
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4% glucose were almost double. However, a comparison of the
differences in ROS generation between strains within the par-
ticular medium showed that all mutant strains had lower level
of the ROS content designated with DHET compared to the WT
strain (Fig. SA). Differences in ROS generation were also observed
in the H,DCF-DA assay. In the 0.5% glucose medium, all yeast
mutant strains and the WT strain had similar ROS generation
levels. However, with increased glucose concentrations in the
medium, the differences between the WT and mutants strains
became more significant. In the 4% glucose medium, ROS con-
tent for mutant strains was ca. 30% lower compared to the WT
strain. No significant differences were noticed for cells of mutant
strains cultivated in the medium with different glucose concen-
trations. Such differences were observed only for the WT strain
cells (Fig. 5B).

Structural and functional status of mitochondria

The structural and functional status of mitochondria, which
are regarded as main cellular sources of ROS, depends on the
type of metabolism of the yeast cell. The structure of mitochon-
drial network observed in microscopic images was similar for
all analysed strains but also for all media with different glucose
concentration. Accumulation of the dye depends on mitochon-
drial membrane potential; therefore, the results show not only
the mitochondrial structure but also the fact that mitochondria
maintain functional state even in a 4% glucose medium where
energy generation by aerobic respiration is unnecessary (Fig. 6A).
These results were confirmed by a quantitative analysis of the
mitochondrial membrane potential (Fig. 6B). The analysis shows
lack of significant differences, both in comparison with the anal-
ysed yeast strains and the media used.

ROS generation rate in respiratory-deficient yeast cells
(rho®)

In the case of yeast cells, in order to investigate the importance
of mitochondria in cellular metabolism, respiratory-deficient
mutant cells may be used. Cells of this type are characterised
by their inability to grow on non-fermentable carbon source as
they cannot conduct aerobic respiration. In the study in ques-
tion, the purpose of the use of such cells was to get a wider range
of comparisons in order to define the role of mitochondria in
glucose-dependent ROS generation. Respiratory-deficient cells
of all analysed yeast strains, i.e. WT, Agpa2, Agprl and Ahxk2,
were obtained by a standard method using ethidium bromide.
Mutant cells were identified among others by a growth testin the
liquid YP medium with 3% glycerol (Fig. S1A, Supporting Infor-
mation) and by determination with fluorescence dye rhodamine
B (Fig. S1B). The analyses confirm the respiratory deficiency of
the rho? yeast mutant strains obtained (Fig. S1A and B). Deter-
mination of ROS generation in respiratory-deficient yeast cells
(Fig. 7A and B) brought comparable results to those observed
in respiratory-competent cells (Fig. 5A and B). The lowest ROS
content was observed in the medium with 0.5% glucose and the
highest for cells cultivated in the 4% glucose medium. A low-
ered level of ROS designated with DHET was also observed for
all yeast mutant strains in all types of media in comparison to
the WT strain (Fig. 7A). A similar relationship observed between
yeast mutant strains and the WT strain in ROS content obtained
with H,DCF-DA assay was also noted in the case of medium with
2% and 4% glucose concentration. There were no differences in
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the ROS generation between the WT and yeast mutant strains
in the 0.5% glucose medium (Fig. 7B).

DISCUSSION

The focus of the present research was to determine the in-
fluence of glucose on yeast cell physiology. Studies of glucose
impact on cell growth and reproduction rates usually focused
on comparing yeast cells cultivated with or without glucose
(Alberghina et al. 2004; Tamaki et al. 2005). Therefore, in this
work, we applied the comprehensive approach by using not only
conventional conditions of CR, but also the high glucose concen-
tration as an equivalent of CE conditions. To provide mainly the
fermentative metabolism, the conditions of the research were
strictly controlled (Fig. 2A and B). Moreover, different yeast mu-
tant strains, generally regarded as a genetic model that mimics
CR—AIxk2, Agpa2, Agprl (Lin, Defossez and Guarente 2000)—
were also used.

The rate of cell metabolism is coordinated by the status of
environmental nutrients. In yeast, type and availability of car-
bon sources strongly influence cell physiology and proliferation
(Gancedo 2008; Nilsson and Nielsen 2016). The precise coordi-
nation between yeast cell growth and its reproduction is con-
nected with cell size. Cells need to be equipped with specific
control mechanisms to coordinate accumulation of cellular con-
stituents, necessary for proper proliferation and their distribu-
tion to the progeny at each cell cycle (Hartwell et al. 1974). In
turn, the rate of cell reproduction strongly influences the growth
rate of the population. There is no significance correlation be-
tween the growth rate and the extracellular glucose level (Fig. 1A
and C). As was shown, such correlation can be observed only at
a very low glucose levels (below ca. 0.1%) (Youk and van Oude-
naarden 2009; Ziv, Siegal and Gresham 2013). Moreover, taking
into consideration the growth rate of the cell population, there
is no significant differences between the WT strain cells and the
yeast mutant strain cells devoid of genes responsible for glucose
signalling (Fig. 1A and C), even though these genes are crucial in
cellular sensing and signalling pathways (Gancedo 2008; Busti
et al. 2010). This observation is consistent with previous stud-
ies showing that Agpa2 and Agprl mutants have the duplication
time similar to the WT strain in the conditions with or without
glucose (Alberghina et al. 2004; Tamaki et al. 2005). The observed
lack of differences may be caused by the fact that yeast cells have
several mechanisms for monitoring and responding to changes
in glucose availability in the environment. Moreover, certain
studies underline that the growth rate is not simply dependent
on glucose sensing and signalling but also on glucose uptake. In-
dividually, none of these processes have a decisive impact on cell
physiology, rather the interaction between them determines the
rate of growth and proliferation. Therefore, both extracellular
and intracellular glucose signalling cooperate to coordinate cell
growth with cell cycle progression (Youk and van Oudenaarden
2009; Busti et al. 2010). Such relationship may be also confirmed
by the results presented in this paper (Fig. 3A). In this study, the
rate of glucose uptake was determined by using 6-NBDG, a fluo-
rescent glucose analogue typically used in mammalian and hu-
man cells, especially brain cells (Barros et al. 2009; Jung et al. 2011,
Kim et al. 2012). To our knowledge, it was the first time that 6-
NBDG was used for monitoring of the glucose uptake in yeast
cells; usually for this model, the 2-NBDG glucose analogue is
used (Roy et al. 2015; Zhang et al. 2015). The use of that analogue
was based on the fact that 2-NDBG is phosphorylated to the flu-
orescent form by hexokinase, which in the case of yeast strains
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Figure 6. Functional state of mitochondria. The structure of the mitochondria network (A) determined with rhodamine B hexyl ester. The microscopic images present
the typical results of the duplicate experiment for the yeast cells grown on medium with different glucose concentration. The mitochondrial membrane potential (B)
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Figure 7. The ROS generation in the respiratory-deficient (rho®) yeast cells cultivated in the medium with different glucose concentration. The ROS generation in the
WT and mutants Agpa2, Agprl and Ahxk2 was estimated with DHET (A) and H,DCF-DA (B). Error bars indicate SD. * P <0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 of significantly
different values with respect to the WT strain within the same type of medium. The letters a, b, c indicate the differences between values observed in different medium
within the same yeast strain; a—different to medium with 0.5% glucose, b—different to medium with 2% glucose, c—different to medium with 4% glucose, respectively.

used in these studies would impede a correct analysis. The re-
sults show that disorders in glucose signalling pathways can de-
crease the rate of glucose uptake (Fig. 3A). If the rate of glucose
uptake can be different between strains, the intracellular glu-
cose levels may markedly differ between yeast cells even when
the extracellular glucose concentration is exactly the same. The
level of glucose uptake may directly regulate the type of yeast
cell metabolism, thus determining a number of physiological
parameters. First of all, glucose metabolism may affect the cell
size. Cells growing on the medium with a non-fermentable car-
bon source are generally smaller than the cells that obtain
energy by fermentation, although the respiratory pathway pro-
vides several times more ATP per mole of glucose than alco-
holic fermentation (Rolland, Winderickx and Thevelein 2002;
Nilsson and Nielsen 2016). The reasons of this phenomenon are
not yet fully understood, but it is assumed that ethanol pro-
duction during fermentation is one of the main causes. Ethanol
may be used as a non-fermentable carbon source; more impor-

tantly, it can inhibit growth of other microorganisms, providing
a competitive advantage to yeast cells. However, latest results
show another possible explanation. Although fermentation gen-
erates a small quantity of energy, the cost of its production is
relatively small in comparison to the aerobic respiration. Ox-
idative phosphorylation requires strict activity of several pro-
teins, mainly enzyme proteins; that is why the number of re-
quired proteins per produced ATP is much higher than in gly-
colysis (Nilsson and Nielsen 2016). This suggests that the cells
possess a specific metabolic trade-off. Depending on the glu-
cose concentration, cell metabolism may change smoothly from
fermentation through the respiro-fermenting mode to aerobic
respiration (Somsen et al. 2000; Hagman and PiSkur 2015; Nils-
son and Nielsen 2016). It is worth emphasising that apart from
being the source of energy, glucose is also a carbon substrate
for biosynthesis (Fraenkel 1982; Somsen et al. 2000). In the cell,
the biosynthetic route of glucose utilisation is represented by
the pentose phosphate pathway (PPP pathway). This pathway
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Figure 8. The hypothetical relationship between the excess of glucose, ROS production and cell size. The increased intracellular glucose concentration may be
metabolised through the pentose phosphate pathway. This might result in increase in the cell size and production of NADPH. High level of NADPH may be used
as a fuel in ROS generation in a mitochondrial-independent way (probably carried out by NADPH oxidase).

is generally considered as a source of aromatic amino acids, ri-
bose for nucleotides biosynthesis and NADPH (Fraenkel 1982;
Rodicio and Heinisch 2009). The studies showed that the size
of the cell (Fig. 4A) is strictly correlated with the level of extra-
cellular glucose concentration, but also, which is more impor-
tant, with the rate of glucose uptake (Fig. 3A). This can be inter-
preted that the cell size depends not only on the extracellular
but also on intracellular glucose concentration. Even when the
extracellular level of glucose is high (e.g. 4%), the mutations that
decrease the rate of glucose uptake (e.g. in glucose signalling
pathway) may result in a smaller cell size in comparison to the
WT cells. These results are consistent with the generally known
phenomenon that the size of the cell growing in CR conditions is
reduced in comparison to the size of cells growing in optimum
conditions (2% glucose). This observation may be explained by
the existence of the trade-off between fermentation and aerobic
respiration processes. Nevertheless, the observed differences in
the cell size between the optimum (2% glucose) and CE condi-
tions (4% glucose) cannot be explained by the same relation-
ship as in both media the cells obtained energy through fer-
mentation. The reasons of these differences can be connected
with the PPP pathway as a main cellular biosynthetic route.
These observations are consistent with the studies showing a

distinct connection between protein content and cell size. Such
relationship was observed in the case of different types of me-
dia (the medium with a non-fermentable or fermentable carbon
source) and for mutants strains with disorders in the glucose-
sensing and signalling pathway (Agpa2, Agprl and Ahxk2)
(Alberghina et al. 2004; Tamaki et al. 2005; Soma et al. 2014). In
conditions when the amount of glucose is higher than the actual
energy demand, the excess glucose can be forwarded directly to
the biosynthesis of macromolecules. Such utilisation of glucose
may be one of the reasons of higher cell vitality (Fig. 3B). Nev-
ertheless, both the increase in cell size and the higher rate of
biosynthetic processes may also lead to negative consequences,
such as reduction of cell proliferation capacity through faster
achievement of the size that prevents further proliferation. This
is connected with the hypertrophy hypothesis that proposes an
explanation of the limited reproductive capacity of yeast cells
(Bilinski, Zadrag-Tecza and Bartosz 2012). The inverse relation-
ship between proliferation capacity and cell size is also noted in
human cell cultures (Angello et al. 1987; De Paiva, Pflugfelder and
Li2006). Moreover, disorders of growth regulation, resulting from
high glucose concentration, lead to the hypertrophy phenotype
and cell division arrest. Such cell features were observed inter
alia in diabetes and obesity (Morocutti et al. 1996; Lumeng and
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Saltiel 2011; Liu et al. 2012). However, the reasons for hypertrophy
in yeast and in mammalian cells will be partially different, also
because of the preferred type of metabolism under aerobic con-
ditions, although the consequences of this phenomenon might
be similar. A high extracellular glucose concentration level is
also connected with another consequence, such as induction of
oxidative stress observed in different types of cells (Gupte 2010;
Sedeek et al. 2010; Yu, Wu and Yang 2016; Sedlic et al. 2017).
There is a limited number of studies evaluating the influence
of high-sugar concentration in the medium on cell physiology
in the yeast model (Landolfo et al. 2008; Palabiyik and Jafari Gh-
ods 2015). Therefore, a broader analysis of this issue seems to
be particularly important. Hence, we analysed ROS generation
in yeast cells (Fig. 5A and B) depending on the extracellular but
also intracellular glucose concentrations (Fig. 3A). The results
showed that ROS generation in yeast cells increased with the
increase in the extracellular glucose concentration (Fig. 5A and
B). Moreover, the ROS content in yeast cells may be maintained
at a low level by decreasing the rate of glucose uptake (Figs 3A
and 5A,B), which adds force to the argument that the intracel-
lular glucose level has a significant impact on cell physiology.
The highest ROS content observed under CE conditions (4% glu-
cose) (Fig. 5A and B), in which yeast cells should obtain energy
only by fermentation, suggests that mitochondria are not the
only cellular source of ROS. At low glucose concentrations, yeast
cells obtain energy by oxidative phosphorylation, which is con-
sidered a possible cause of higher ROS generation (Zuin et al.
2010). The results presented in this paper show that the level
of ROS (both superoxide anion and peroxides) was the lowest
in a medium with the 0.5% glucose concentration (CR) (Fig. 5A
and B), which is similar to the results obtained in other stud-
ies (Barros et al. 2004; Molin et al. 2011). However, there are also
results suggesting that CR leads to an increase in ROS, which
act as mild stressors and activate stress response processes
(Sharma, Agrawal and Roy 2011; Denoth Lippuner, Julou and Bar-
ral 2014). Moreover, it is proposed that a low concentration of
glucose extends yeast lifespan by metabolic shift from fermen-
tation toward respiration (Lin et al. 2002; Denoth Lippuner, Ju-
lou and Barral 2014). This view is inconclusive in the light of
the lifespan analysis results obtained for respiratory-deficient
yeast cells (rho), whose lifespans are increased despite the fact
that they are only able to perform fermentation (Kaeberlein et al.
2005; Denoth Lippuner, Julou and Barral 2014). ROS generation
is strictly connected with the functional status of mitochon-
dria, whose commitment to energy production in yeast cells de-
pends on glucose concentration. The analysis showed no differ-
ences in terms of yeast strains and prevailing conditions both
for the mitochondrial network (Fig. 6A) and the mitochondrial
membrane potential (Fig. 6B). Similar mitochondrial results in
yeast cells growing in different types of medium were obtained
in the research conducted by Molon et al. (2016). This would sug-
gest that even when yeast cells obtain energy by fermentation,
they still possess functional mitochondria as a kind of protec-
tion against sudden changes in nutrients availability. Moreover,
the rate of ROS generation in respiratory-deficient yeast cells
(Fig. 7A and B) was similar to the rate of ROS generation ob-
served in respiratory-competent cells (Fig. 5A and B). It is worth
noting that for both type of cells (rho® and rho*), ROS content lev-
els correlated with the concentration of glucose in the medium
(Fig. 5A,B and 7A,B). The results of ROS content in the analysed
yeast cells and the designated functional status of mitochon-
dria (Fig. 6A and B) imply that the glucose-dependent ROS gen-
eration may have non-mitochondrial sources. This suggests that
beside the mitochondrial source of ROS, there is another source
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of ROS in yeast cells, which is probably cytoplasmic. Similar re-
sults, presented extramitochondrial source of ROS generation,
were reported in the yeast cells cultivated under stress condi-
tions (Busti et al. 2016). The results presenting the existence of
NADPH oxidase 1 (Ynolp) in yeast cells provide additional sup-
port to this hypothesis (Rinnerthaler et al. 2012). This enzyme is
regarded as an orthologue to human NADPH oxidases (NOX en-
zymes). These enzymes catalyse the production of superoxide
anion from oxygen and NADPH (Babior 1999), and are considered
as an important non-mitochondrial ROS sources in the cell, con-
nected in particular with diabetes and obesity (Furukawa et al.
2004; Sedeek et al. 2010). Furthermore, activity of NADPH oxidase
is directly dependent on the availability of NADPH that is mainly
formed in the cell by the PPP pathway. This dependency under-
lines an important role of the PPP pathway in non-mitochondrial
ROS generation (Serpillon et al. 2009; Losser, Damoisel and Payen
2010). In consideration of these data and results of this paper,
we propose possible consequences of the CE condition for cells
(Fig. 8).

To conclude, this study provides evidence for a significant
relationship between external glucose concentration, cell size
and ROS generation. The obtained results show that the intra-
cellular glucose amount is more important than the extracel-
lular level of glucose. Furthermore, non-mitochondrial sources
of ROS seem to be important in yeast cells during fermenta-
tive metabolism. Thus, the glucose level in the cell and glucose
metabolism through different pathways, including the PP path-
way, may be considered as another important factor influencing
physiology of yeast cells and their reproductive potential. Never-
theless, the results also show that negative consequences of CE
are independent from the type of yeast cell metabolism, which
is an argument in favour of using the S. cerevisiae yeast cells in
such studies.

In memoriam

The authors of the papers express their gratitude to Professor
Tomasz Bilinski, the head of the project evaluating the influence
of cell hypertrophy on the reproductive potential of yeast cells,
for his support and helpful discussions. Sadly, Professor Bilinski
died on November 13, 2016.
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Autofluorescence is the natural fluorescence emitted by cellular compounds which have light emission prop-
erties. The main examples of these compounds, identified as an endogenous fluorophores, include aromatic
amino acids, vitamins, coenzymes and electron acceptors. As many of them play a critical role in cell metabo-
lism, changes in their content may provide important information on the physiological status of the cell.
Nevertheless, the simultaneous occurrence of different endogenous fluorophores in cells makes it difficult to
interpret the autofluorescence signal. Autofluorescence values may also be imposed on values obtained through
exogenous fluorescent dyes. This study evaluates the origin and the methodological implications of auto-
fluorescence observed in yeast cells. The results show that the level of autofluorescence may differ between yeast
cells, which are a result of different concentrations of endogenous fluorophores, including tryptophan, pyr-
idoxine and riboflavin. The study also shows an important influence of autofluorescence on the results obtained

by methods based on external fluorescent dyes.

1. Introduction

Fluorescence is a short-term light emission (lasting not longer than
10785 after excitation) caused by absorption of electromagnetic ra-
diation of visible, infrared or ultraviolet light. High sensitivity of
fluorescence assays is the main reason why fluorescence is so frequently
used in analytical methods applied in biochemistry and cell biology.
Among these methods the most popular are the quantitative method of
fluorescence spectroscopy, and the fluorescence microscopy method,
which provides qualitative data. As molecules capable of emitting
fluorescence, fluorophores are used for visualisation of non-fluorescent
cell compounds or for obtaining information on the physiological status
of cells. Therefore, fluorophores have fluorescence properties with a
simultaneous affinity to particular cell structures from the outset, or
show fluorescence after an appropriate transformation caused by bio-
chemical reactions. The most commonly used fluorophores include 4,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI), fluorescein derivatives, rhodamine
derivatives and green fluorescent protein (GFP). However, cells may
emit fluorescence also without addition of exogenous fluorescent dyes.
This type of light emission, called autofluorescence, is caused by certain
cell constituents that act as endogenous fluorophores (Monici, 2005).
They include components widely distributed in all types of cells, such as
aromatic amino acids (phenylalanine, tryptophan, tyrosine), vitamins
(riboflavin, pyridoxine, thiamine), coenzymes and electron acceptors

(flavin adenine dinucleotide or FAD; reduced nicotinamide adenine
dinucleotide with its phosphate derivative NAD(P)H) (Andersson et al.,
1998; Monici, 2005). In the case of Saccharomyces cerevisiae yeast cells,
autofluorescence is generally associated with the presence of trypto-
phan, pyridoxine, flavins and NAD(P)H (Horvath et al., 1993; Podrazky
et al., 2003; Siano and Mutharasan, 1989). Autofluorescence may also
be derived from compounds accumulated with age or in several dis-
orders, which is especially visible in human cells. Examples include
lipofuscin formed as a result of lipid peroxidation and porphyrins ac-
cumulated in the case of the impaired function of the enzymes re-
sponsible for heme synthesis (Andersson et al., 1998; Monici, 2005).
The greatest abundance of autofluorescent molecules is noted for plant
cells. Apart from chlorophylls, endogenous fluorophores occurring in
plant cells include carotenoids, several cell wall components such as
cutin or lignin, and also a large group of secondary metabolites in-
cluding phenolics, flavonoids, alkaloids, glycosides and terpenoids
(Monici, 2005; Talamond et al., 2015).

Cell molecules which exhibit fluorescence play an important role in
cell metabolism or have a structural function. Therefore, changes in
their amount or physicochemical properties provide information on the
physiological status of cells. As a result, determination of auto-
fluorescence can be based on analytical methods. An additional ad-
vantage of autofluorescence-based techniques is the possibility to per-
form measurement in real time in native biological samples because no
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additional steps such as staining or fixation are needed (Monici, 2005).
Biosynthesis of most of the endogenous fluorophores e.g. tryptophan,
pyridoxine, riboflavin is based on glucose-derived intermediates formed
in the pentose phosphate pathway (Cohen, 2011). Thus, measuring
autofluorescence can be useful in determination of cell energy meta-
bolism and its changes in stressful conditions (Monici, 2005; Siano and
Mutharasan, 1989). Autofluorescence-based techniques are also used in
diagnostics and medical applications. These include monitoring of drug
uptake and distribution, and discrimination between different types of
blood cells or between normal and pathological cells such as cancer
cells (Monici, 2005). In the case of microbiological studies tryptophan
fluorescence is commonly used as an indicator of cell mass increase in
the culture (Horvath et al., 1993; Podrazky et al., 2003). Determination
of cell autofluorescence can also be useful for differentiating distinct
strains or species of microbial cells (Bhatta and Goldys, 2008; Bhatta
et al., 2006).

Detection and interpretation of autofluorescence may also cause
certain difficulties. In biological samples such difficulties are mainly
associated with simultaneous occurrence of different endogenous
fluorophores. This is the reason for spectral complexity arising from the
overlapping of individual spectra. Also, a large variety of fluorescent
molecules located in the cell makes it difficult to identify which exactly
cellular structures are associated with autofluorescence. It is generally
considered that autofluorescence comes mainly from mitochondria and
lysosomes or vacuoles (in animal or in fungi and plant cells) (Andersson
et al., 1998; Monici, 2005). The level of cell autofluorescence also de-
pends on environmental conditions; therefore insufficient standardisa-
tion of culture and measurement conditions may lead to additional
complications (Monici, 2005). Evaluating the level of cell auto-
fluorescence can be relevant in studies based on measurements of the
compounds naturally occurred in biological samples e.g. age-related
specific products (Na et al., 2001; Pincus et al., 2016). There are also
several fluorophores such as fluorescence dyes, fluorescence proteins or
quantum dots whose are used in determination of morphological and
physiological parameters of the cells. The excitation and emission
spectra of certain exogenous fluorophores may overlaps with the en-
dogenous fluorophores such as coenzymes, flavins and flavoproteins.
This overlapping can be particularly important in the case of fluores-
cence intensity measurements. Taking into consideration the above,
autofluorescence phenomenon doesn't preclude using of fluorescence
based methods, but makes necessary to apply appropriate controls.

In this report we demonstrate occurrence of and differences in au-
tofluorescence coming from tryptophan, pyridoxine and riboflavin in
yeast cells representing different genetic backgrounds. The aim of this
study was also to point out the impact of autofluorescence on the results
obtained through methods based on external fluorescent dyes. An ex-
ample of such impact is shown in this paper by using the fluorescent
glucose analogue 6-NBDG.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

6-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-6-deoxyglucose (6-
NBDG), were from Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA). Vitamin
B, (riboflavin =98%), vitamin B¢ hydrochloride (pirydoxine =99%),
L-tryptophan (=98%) were from Fluka — Sigma-Aldrich (Poznan,
Poland). Components of culture media were from BD Difco (Becton
Dickinson and Company, Spark, USA) except for glucose (POCH,
Gliwice, Poland).

2.2. Yeast strains and growth conditions
The following yeast strains representing different genetic back-

ground were used: BY4741 MATa his3 leu2 met15 ura3 (EUROSCARF),
BMAG64-1A MATa his3-11_15 leu2-3 112 ura 3-1 trp1A2 ade2-1 can1-100
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(EUROSCARF) and SP4 MATa leul arg4 (Bilinski et al., 1978). Yeast
was grown in the liquid YPD medium 1% Yeast Extract, 1% Yeast Bacto-
Peptone with 2% glucose concentrations on a rotary shaker at 150 rpm,
at the temperature of 28 °C.

2.3. Determination of fluorescence spectra of tryptophan, pyridoxine and
riboflavin

The fluorescence spectra were performed in 1 pg/ml pure aqueous
solution of riboflavin, pyridoxine and tryptophan. The fluorescence
emission spectra were measured using the microplate reader Tecan
Infinite 200 at Ay = 290nm for tryptophan; A, = 340nm for pir-
ydoxine; Aex = 460 nm for riboflavin. The excitation wavelength for
each fluorophore were selected according to literature data (Bilski
et al., 2000; Horvath et al., 1993; Wagnieres et al., 1998) and on the
basis of the level of autofluorescence observed in yeast cells. The values
were expressed as a normalized fluorescence.

2.4. Estimation of tryptophan, pyridoxine and riboflavin content in the
yeast cells

The fluorescence spectra were performed in yeast cells suspension
using the same parameters as was used for pure solutions of the com-
pounds. Yeast cells from the exponential phase of growth were washed
twice with sterile PBS with pH 7.4 and suspended to final density of
1 x 108 cells/ml in the same buffer. Tryptophan, pyridoxine and ribo-
flavin contents were estimated at the wavelengths of A.., = 290 nm and
Aem = 325nm; Aey = 340nm and A, = 385nm; Aey = 460 nm and
Aem = 535 nm, respectively, using a TECAN Infinite 200 microplate
reader. The values were expressed in arbitrary unit.

2.5. Measurement of glucose uptake

Glucose uptake rate was determined by using 6-NDBG, a fluorescent
non-hydrolysable glucose analogue. Yeast cells from the exponential
phase of growth were washed twice with sterile PBS with pH 7.4 and
suspended to final density of 2 x 108 cells/ml in the same buffer.

The cell suspension was divided into two parts. One was incubated
with 6-NBDG at the final concentration of 150 uM, the second one was a
control without glucose analogue. Both attends were incubated at 28 °C
for 90 min. The concentration of 6-NBDG and incubation time were
selected after wide-ranging analyses the range of proposed by manu-
facturer (Molecular Probes) and used in another yeast studies based on
glucose analogues. The reaction was stopped by washing the cells twice
with PBS. The fluorescence of the cells was recorded using a TECAN
Infinite 200 microplate reader at Aey = 455 nm and Ay, = 540 nm. The
values were expressed in arbitral unit as a total fluorescence intensity
derived from cells incubated with 6-NBDG; autofluorescence intensity
derived from cells incubated without 6-NBDG; the rate of glucose up-
take determined as a fluorescence intensity obtained by subtracting the
autofluorescence from value of total fluorescence intensity. The dif-
ferences between cell incubated with or without 6-NBDG was also vi-
sualised by fluorescence microscopy at Ae, =455nm and
Aem = 540nm. The microscopic images were captured with the
Olympus BX-51 microscope equipped with the DP-72 digital camera
and cellSens Dimension software.

2.6. Statistical analysis

Results are presented as mean = SD from at least three in-
dependent experiments. The statistical analysis was performed using
STATISTICA 10.0 software. The statistical significance of the differ-
ences between the means obtained from analysed yeast strains was
estimated using one-way ANOVA with the Tukey post-hoc test. The
values were considered significant at p < 0.05. Used designation: a -
different to SP4 strain; b - different to BY4741 strain; ¢ - different to
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BMAG64-1A strain.
3. Results and discussion
3.1. Autofluorescence and physiological status of the cells

The physiological status of the cell depends on continuous produc-
tion and degradation of cellular components. Hence, various analytical
methods, ranging from simple absorbance measurements to molecular
and proteome analysis, are required to obtain information on the
physiological state of the cells. Most of the studies are focused on
transcriptional and translational regulation, mainly due to its fast rate
of response to the changing conditions, or on protein turnover due to its
high energy expense. However, proper cell functioning also requires
many other equally important intracellular molecules, such as vitamins,
coenzymes, ions or secondary metabolites involved in metabolic and
structural functions. A lot of them have natural fluorescence emission
properties. As a result, determination of autofluorescence may be
treated as one of the useful analytical methods. The level of auto-
fluorescence provides information on the physiological status of cells as
a consequence of both physicochemical properties and different con-
centrations of native fluorophores in the cells. The amount of en-
dogenous fluorophores can vary among various cell types, which is
useful for distinguishing of the cells. This property is used inter alia for
differentiation of microbial organisms as well as for strain character-
ization (Bhatta and Goldys, 2008; Bhatta et al., 2006). It is suggested
that cells differing in autofluorescence may exhibit various behaviours
in relation to the experimental conditions. In the case of research based
on yeast, this may be highly relevant when strains representing dif-
ferent genetic backgrounds are used. It is worth noting that methods
based on autofluorescence measurement have certain limitations
arising from the fact that biological samples contain a mixture of many
native fluorophores and their spectra overlap (Wagnieres et al., 1998).
Hence, despite the fact that optimum excitation and emission wave-
lengths are generally known for most of endogenous fluorophores, these
parameters should be verified under the applicable environmental
conditions. The obtained results refer to autofluorescence of yeast cells
representing three different genetic backgrounds: SP4, BY4741,
BMA64-1A and to the source of that phenomenon. The auto-
fluorescence spectra were analysed for the most important endogenous
fluorophores on the basis of their characteristic fluorescence. It was
noted that a large part of autofluorescence signal arises from trypto-
phan, pyridoxine and flavins, including riboflavin (Figs. 1A-F). Under
the prevalent conditions, the optimum excitation and emission wave-
lengths for tryptophan and riboflavin were the same or very similar to
those noted in the literature data (Horvath et al., 1993; Wagniéres et al.,
1998), i.e. excitation at 290 nm and emission maximum at 325 nm for
tryptophan; and excitation at 460nm and emission maximum at
535nm for riboflavin (Figs. 1A,E). The excitation wavelength was
slightly shifted towards longer wavelengths for pyridoxine and was at
340 nm, while the emission maximum was approximately at 385 nm
(Fig. 1C). To verify the origin of autofluorescence of the observed yeast
cells, emission spectra were obtained for the solutions of pure com-
pounds (Figs. S1A-C). Emission spectra of yeast cells autofluorescence
and pure compounds were almost identical using the same wavelength
of excitation (Figs. 1A,C,E; Fig. S1A-C). This confirms that auto-
fluorescence in yeast cells comes inter alia from tryptophan, pyridoxine
and flavins. Only in the case of emission spectra of tryptophan we ob-
served a shift of emission maximum from 345 nm noted in pure solution
to 325nm reported for the yeast cell (Figs. 1A and S1A). This shift
might be due to different chemical properties of tryptophan, which
occurs in free state in pure aqueous solution and is incorporated into
protein molecules in the cell. The excitation wavelength for pyridoxine
was 340 nm, which was close to the excitation maximum for NAD(P)H
considered an important source of intracellular autofluorescence. The
emission maximum of this major electron acceptor is around
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450-460 nm and is separated from emission maximum of pyridoxine
(Andersson et al., 1998; Monici, 2005). No separate peak was observed
for NAD(P)H fluorescence at 450-460 nm (Fig. 1C). Nevertheless, NAD
(P)H fluorescence signal is emitted only from the reduced form sensitive
to changes in environmental conditions. The reduced form is main-
tained under highly alkaline conditions, showing great sensitivity to
oxygen concentration and can be degraded by UVA-induced photo-
oxidation (Horvath et al., 1993; Monici, 2005). Hence, measurement of
NAD(P)H fluorescence should be performed under strictly controlled
conditions (temperature, pH and dissolved oxygen). Fluorescence
emitted by flavins and aromatic amino acids remains relatively constant
and for that reason seems to be more appropriate for determining the
differences between cells. In studies performed on yeast, measurement
of tryptophan fluorescence is regarded as an indicator of relative pro-
tein content of cells and cell mass in the culture (Horvath et al., 1993;
Podrazky et al.,, 2003). It was observed that the level of auto-
fluorescence determined for the wavelength characteristic to trypto-
phan fluorescence was similar in all used yeast strains representing
different genetic backgrounds (Figs. 1A,B). These results may be in-
terpreted as a premise that all used strains have comparable amount of
intracellular proteins even though they differ in cell size (data not
shown). It is worth underlying that the BMAG64-1A yeast strain is not
capable of tryptophan biosynthesis, but this disturbance not impair the
proper cell growth on the YPD culture medium. However, it may affect
cell metabolic pathways. As shown in Fig. 2 all of the noted endogenous
fluorophores such as tryptophan, riboflavin and pyridoxine are directly
dependent on glucose metabolism because their carbon skeleton comes
from the glucose molecule. As a consequence, changes in one of the
glucose utilisation pathways or in glucose availability may influence
other pathways and result with different content of particular cellular
metabolites. It has been observed that there are significant differences
between the analysed yeast strains in the level of autofluorescence
derived from pyridoxine and riboflavin, which may be linked to dif-
ferent levels of these compounds (Figs. 1C-F). In the case of pyridoxine
fluorescence, the highest value observed for the BMA64-1A strain was 3
times higher than the values observed for other analysed strains
(Figs. 1C,D). In turn, the lowest value was noted for the SP4 strain
(Figs. 1C,D). The level of autofluorescence was also the highest for the
BMAG64-1A strain in the case of fluorescence derived from riboflavin
(Figs. 1E,F). The reported substantial differences in autofluorescence
among yeast strains derived from pyridoxine or riboflavin and the
pathways of its formation (Fig. 2) may suggest metabolic differences
among cells of the analysed yeast strains. Depending on the glucose
concentration or actual cell needs, cell metabolism may change
smoothly and modify carbon flow through cellular metabolic pathways,
including glycolysis, aerobic respiration and pentose phosphate (PP)
pathway. This suggests that the cells possess a specific metabolic trade-
off. (Nilsson and Nielsen, 2016; Somsen et al., 2000). The existence of
such specific carbon flow is supported among others by studies re-
vealing that overexpression of enzymes involved in the PP pathway
increases the carbon flux through that biosynthetic pathway, which
leads to an increased intracellular pool of ribulose 5-phosphate while
simultaneously enhancing riboflavin production (Duan et al., 2010;
Wang et al., 2011). In the yeast cells, biosynthesis of pyridoxine may be
especially vulnerable to availability of glucose-derived metabolites due
to the fact that all carbon atoms in pyridoxine come from the glucose
molecule. This has been shown by the studies evaluating the '3C in-
corporation of p-glucose from '*C-labeled samples. It was demonstrated
that the five-carbon unit C-27,2,3,4,4° and the three-carbon unit C-
6,5,5 of pyridoxine are derived from the C-2,3,4,5,6 and C-4,5,6
fragments of glucose, respectively (Gupta et al., 2001; Zeidler et al.,
2003). Different concentrations of pyridoxine and riboflavin not only
do influence the autofluorescence signal but their properties may sig-
nificantly modify the physiological status of cells or cell stress re-
sponses. It has been shown that vitamin Bg, which comprises pyridoxine
and its interconvertible forms, exhibits the antioxidant activity. The
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antioxidant activity is associated with different mechanisms, such as
direct quenching of reactive oxygen species (ROS) such as superoxide
anion or singlet oxygen, or prevention of lipid peroxidation and in-
hibition of the glutathione content decrease by stimulating glutathione
synthesis (Bilski et al., 2000; Chumnantana et al., 2005). In the latter
mechanism, vitamin Bg plays a vital role as a coenzyme of the two
enzymes: cystathionine -synthase and cystathionine y-lyase involved
in L-cysteine generation (Chumnantana et al., 2005; Wu and Lu, 2012).
Additionally, vitamin Be also acts as a coenzyme in enzymes enabled in
amino acids metabolism (Wu and Lu, 2012). Riboflavin (vitamin B,)
has similar antioxidant properties to those noted for pyridoxine. Fur-
thermore, riboflavin, in the form of FAD, plays an important role as a
coenzyme of glutathione reductase which maintains the proper in-
tracellular level of reduced glutathione (GSH) (Ashoori and
Saedisomeolia, 2014). The significant influence of riboflavin on GSH
content in the cells is supported by studies showing that disruption in
glutathione biosynthesis leads to riboflavin oversynthesis (Blazhenko,
2014). Antioxidant properties of riboflavin are also connected with ri-
boflavin's direct scavenging on ROS (Ashoori and Saedisomeolia, 2014).
In addition, pyridoxine and riboflavin are also relevant for cell redox
processes, among other things by interacting with iron (Gudipati et al.,
2014; Sabirov et al., 1993). Taking the above into account, both the
properties and the content of cellular compounds exhibiting fluores-
cence have influence on physiological parameters of the cells and
consequently, their response under the changing conditions e.g.

A X0 B
100 - —SP4 x103
----- BY4741 100
— 80 | - -BMAG64-1A
= __ 801
3, 5
2 60 &
% § 60 -
2 40 $
@ $ 40 4
E i
= 20 1 = 20 |
0 LN B e e B S B HL A s e e s s S S S e e e 0 -
315 335 355 375 395 415 435
C Emission wavelength [nm] D
x102 —SP4 .
%102
so04 e BY4741 1
iy - -BMAG4-1A 7
=40
8 ;:40 E
@ 8,
g0 350
2 o
E 20 gzo E
E H
10 Bos o
[ e o o e e e N L o e e B B e ] 0 -
370 400 430 460 490 520 550
Emission wavelength [nm]
E o F
a0 —SP4 x10!
~~~~ BY4741 60
—50 - A, = -BMAG64-1A
5 _ 50
< 3
540 240
5 8
230 830
g
220 820
z =
10 10
0 LB B P R B B B R A e e e B s e s e e e 0

520 545 570 595

Emission wavelength [nm]

620 645

58

Journal of Microbiological Methods 146 (2018) 55-60
oxidative stress.

3.2. Autofluorescence and methods based on exogenous fluorescent dyes

Most of fluorescence assays are performed on cells with the use of
exogenous fluorescent dyes for which optimal excitation and emission
wavelengths are generally well known. In such studies autofluorescence
is unwanted (albeit often overlooked) because its interference with
fluorescence emitted by exogenous dyes may completely impair the
results. This problem appeared in the assay with the fluorescent glucose
analogue 6-NBDG (Figs. 3A-D). An analysis using 6-NBDG was per-
formed to evaluate the rate of glucose uptake in different yeast cells.
According to the manufacturer's information, fluorescence of 6-NBDG
displayed excitation and emission maxima at 465nm and 540 nm, re-
spectively. The analysis of total fluorescence intensity derived from
cells incubated with 6-NBDG (Fig. 3A) suggested that yeast strains re-
presenting different genetic backgrounds have significantly different
glucose uptake rates. The highest rate of glucose uptake was noted for
the BMA64-1A strain and the lowest for the BY4741 strain (Fig. 3A).
However, the excitation and emission wavelengths of 6-NBDG over-
lapped with wavelengths corresponding to flavin fluorescence. Hence,
the level of autofluorescence of the strains was examined (Fig. 3B). It
was observed that the BMA64-1A strain had a significantly higher level
of autofluorescence in comparison to the other analysed yeast strains.
Therefore, in order to define the adequate rate of glucose uptake, the

Fig. 1. The autofluorescence of the different
wild-type yeast strains cells determined for the
wavelength characteristic to particular com-
pound. The emission spectrum corresponding to
tryptophan fluorescence (A); the maximum au-
tofluorescence value corresponding to trypto-
phan fluorescence (B); the emission spectrum
corresponding to pyridoxine fluorescence (C); the
maximum autofluorescence value corresponding
to pyridoxine fluorescence (D); the emission
spectrum corresponding to riboflavin fluores-
cence (E); the maximum autofluorescence value
corresponding to riboflavin fluorescence (F).
Error bars indicate SD. The letters a, b, ¢ indicate
the differences between values observed in dif-
ferent wild-type yeast strains; a — different to SP4
strain, b - different to BY4741 strain, c - different
to different to BMA64-1A strain, respectively.
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Fig. 3. Fluorescence intensity obtained in the
assay using a fluorescent glucose analog (6-
NBDG). The total fluorescence intensity (A) de-
rived from cells incubated with 6-NBDG; auto-
fluorescence intensity (B) derived from cells in-
cubated without 6-NBDG; the rate of glucose
uptake (C) obtained by subtracting the auto-
fluorescence from the values of total fluorescence
intensity; the microscopic images of yeast cells
labeled with 6-NBDG (D). Magnification 1000 X .
Error bars indicate SD. The letters a, b, ¢ indicate
the differences between values observed in dif-
ferent wild-type yeast strains; a — different to SP4
strain, b - different to BY4741 strain, c - different
to different to BMA64-1A strain, respectively.
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autofluorescence signal was subtracted from the value of total fluor-
escence intensity. The obtained result (Fig. 3C) showed completely
different relationships among the analysed strains in comparison to the
total fluorescence intensity results (Fig. 3A). Cells of the yeast strains
used in the analysis had different glucose uptake rates, although the
highest rate of glucose uptake was noted for the SP4 strain and the
lowest for the BMAG64-1A strain. To indicate the differences among the
cells incubated with or without 6-NBDG, the exemplary cells were vi-
sualised under fluorescence microscopy. The differences are shown
using microscopic images (Fig. 3D). These relatively simple designa-
tions highlight the necessity of monitoring the autofluorescence level in
biological samples, especially when exogenous fluorescence dyes are
used.

4. Conclusions

The results presented in this report demonstrate that yeast cell au-
tofluorescence varies inter alia for the tryptophan, pyridoxine and ri-
boflavin. Yeast cells representing different genetic backgrounds have
significantly different levels of autofluorescence, which is a result of
different concentrations of endogenous fluorophores. Different con-
centrations of pyridoxine and riboflavin, considering their antioxidant
properties, may cause different physiological reactions in the analysed
yeast strain cells. Furthermore, the study also shows the important in-
fluence of autofluorescence on the results obtained by methods based
on external fluorescent dyes.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.mimet.2018.01.017.

Acknowledgments

This work was supported by the Polish National Science Centre
[Grant no. DEC-2013/09/B/NZ3/01352].

Conflict of interest
The authors declare that they have no conflict of interest.
References

Andersson, H., Baechi, T., Hoechl, M., Richter, C., 1998. Autofluorescence of living cells.
J. Microsc. 191, 1-7.

Ashoori, M., Saedisomeolia, A., 2014. Riboflavin (vitamin B,) and oxidative stress: a re-
view. Br. J. Nutr. 111, 1985-1991.

Bhatta, H., Goldys, E.M., 2008. Characterization of yeast strains by fluorescence lifetime
imaging microscopy. FEMS Yeast Res. 8, 81-87.

60

Journal of Microbiological Methods 146 (2018) 55-60

Bhatta, H., Goldys, E.M., Learmonth, R.P., 2006. Use of fluorescence spectroscopy to
differentiate yeast and bacterial cells. Appl. Microbiol. Biotechnol. 71, 121-126.
Bilifiski, T., Lukaszkiewicz, J., Sledziewski, A., 1978. Demonstration of anaerobic catalase
synthesis in the cz1 mutant of Saccharomyces cerevisiae. Biochem. Biophys. Res.

Commun. 83, 1225-1233.

Bilski, P., Li, M.Y., Ehrenshaft, M., Daub, M.E., Chignell, C.F., 2000. Vitamin B6 (pyr-
idoxine) and its derivatives are efficient singlet oxygen quenchers and potential
fungal antioxidants. Photochem. Photobiol. 71, 129-134.

Blazhenko, 0.V., 2014. Glutathione deficiency leads to riboflavin oversynthesis in the
yeast Pichia guilliermondii. Curr. Microbiol. 69, 10-18.

Chumnantana, R., Yokochi, N., Yagi, T., 2005. Vitamin B6 compounds prevent the death
of yeast cells due to menadione, a reactive oxygen generator. Biochim. Biophys. Acta
1722, 84-91.

Cohen, G.N., 2011. Microbial Biochemistry. Springer Science + Business Media B.V,
London New York.

Duan, Y.X., Chen, T., Chen, X., Zhao, X.M., 2010. Overexpression of glucose-6-phosphate
dehydrogenase enhances riboflavin production in Bacillus subtilis. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 85, 1907-1914.

Dunn, M.F., 2015. Key roles of microsymbiont amino acid metabolism in rhizobia-legume
interactions. Crit. Rev. Microbiol. 41, 411-451.

Gudipati, V., Koch, K., Lienhart, W.D., Macheroux, P., 2014. The flavoproteome of the
yeast Saccharomyces cerevisiae. Biochim. Biophys. Acta 1844, 535-544.

Gupta, R.N., Hemscheidt, T., Sayer, B.G., Spenser, 1.D., 2001. Biosynthesis of vitamin B(6)
in yeast: incorporation pattern of glucose. J. Am. Chem. Soc. 123, 11353-11359.

Horvath, J.J., Glazier, S.A., Spangler, C.J., 1993. In situ fluorescence cell mass mea-
surements of Saccharomyces cerevisiae using cellular tryptophan. Biotechnol. Prog. 9,
666-670.

Monici, M., 2005. Cell and tissue autofluorescence research and diagnostic applications.
Biotechnol. Annu. Rev. 11, 227-256.

Na, R., Stender, .M., Henriksen, M., Wulf, H.C., 2001. Autofluorescence of human skin is
age-related after correction for skin pigmentation and redness. The Journal of in-
vestigative dermatology. 116, 536-540.

Nilsson, A., Nielsen, J., 2016. Metabolic trade-offs in yeast are caused by F1FO-ATP
synthase. Sci. Rep. 6, 22264.

Pincus, Z., Mazer, T.C., Slack, F.J., 2016. Autofluorescence as a measure of senescence in
C. elegans: look to red, not blue or green. Aging 8, 889-898.

Podrazky, O., Kuncovd, G., Krasowska, A., Sigler, K., 2003. Monitoring the growth and
stress responses of yeast cells by two-dimensional fluorescence spectroscopy: first
results. Folia Microbiol (Praha). 48, 189-192.

Sabirov, V.K., Porai-Koshitz, M.A., Struchkov, Y.T., 1993. Structure of the dimeric com-
plex of iron(III) chloride with pyridoxine. Acta Crystallographica. C 49, 1611-1614.

Siano, S.A., Mutharasan, R., 1989. NADH and flavin fluorescence responses of starved
yeast cultures to substrate additions. Biotechnol. Bioeng. 34, 660-670.

Somsen, O.J., Hoeben, M.A., Esgalhado, E., Snoep, J.L., Visser, D., van der Heijden, R.T.,
Heijnen, J.J., Westerhoff, H.V., 2000. Glucose and the ATP paradox in yeast.
Biochem. J. 352 (Pt 2), 593-599.

Talamond, P., Verdeil, J.L., Conéjéro, G., 2015. Secondary metabolite localization by
autofluorescence in living plant cells. Molecules 20, 5024-5037.

Wagniéres, G.A., Star, W.M., Wilson, B.C., 1998. In vivo fluorescence spectroscopy and
imaging for oncological applications. Photochem. Photobiol. 68, 603-632.

Wang, Z., Chen, T., Ma, X., Shen, Z., Zhao, X., 2011. Enhancement of riboflavin pro-
duction with Bacillus subtilis by expression and site-directed mutagenesis of zwf and
gnd gene from Corynebacterium glutamicum. Bioresour. Technol. 102, 3934-3940.

Wu, X.Y., Lu, L., 2012. Vitamin B6 deficiency, genome instability and cancer. Asian Pac.
J. Cancer Prev. 13, 5333-5338.

Zeidler, J., Gupta, R.N., Sayer, B.G., Spenser, 1.D., 2003. Biosynthesis of vitamin B(6) in
yeast. Incorporation pattern of trioses. J. Organomet. Chem. 68, 3486-3493.


https://doi.org/10.1016/j.mimet.2018.01.017
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2018.01.017
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0135
http://refhub.elsevier.com/S0167-7012(18)30051-4/rf0135

SUPPLEMENTARY DATA

>

345 nm

08 4

0.6 4

04 4

Normalized fluorescence

0+

T TT T T T T T T T T T3

315 335 355 375 395 415 435
Emission wavelength [nm]

=}

385 nm

I -
ol

0.6 -

Normalized fluorescence

0 ™ LD R A 27 JHE T S P AL T T L L U . B LA O
370 400 430 460 490
Emission wavelength [nm]

0

wn
[
w
n
(=]

@

S35 nm

0.8

0.6

04 -

Normalized fluorescence

495 520 545 570 595 620 645
Emission wavelength [nm]

Fig. S1. Emission spectra of the pure aqueous solution of particular
compounds. Tryptophan (A), pyridoxine (B), riboflavin (C). The lines indicate
the emission maximum for each compound.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Carbohydrates are dietary nutrients that have an influence on cells physiology, cell
reproductive capacity and, consequently, the lifespan of organisms. They are used in
cellular processes after conversion to glucose, which is the primary source of energy and
carbon skeleton for biosynthetic processes. Studies of the influence of glucose on
cellular parameters and lifespan of organisms are primarily concerned with the effect of
low glucose concentration defined as calorie restriction conditions. However, the effect
of high glucose concentration on cell physiology is also very important. Thus, a
comparative analysis of the effects of low and high glucose concentration conditions on
cell efficiency was proposed with regard to reproductive capacity and total lifespan of
the cell. Glucose concentration determines the type of metabolism and biosynthetic
capabilities, which in turn, through the regulation on the cell size, may affect the
reproductive capacity of cells. This study was conducted on yeast cells of wild-type and
mutant strains Agpa2 and Agprl with glucose signalling pathway impairment. Such an
experimental model enabled testing both the role of glucose concentration in the
regulation of metabolic changes and the extent to which these changes depend on the
extracellular or intracellular glucose concentrations. It has been shown here that calorie/
glucose excess connected with changes in cell metabolic fluxes increases biosynthetic
capabilities of yeast cells. This leads to an increase in cell dry weight accompanied by the
increase in cell size and a simultaneous decrease in the reproductive potential and the

overall length of cell life.
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biosynthesis, calorie excess, calorie restriction, cell size, reproductive potential, total lifespan

1935, when McCay et al. (1989) presented for the first time the
health benefits arising from restricted diets, CR studies have

Calorie restriction (CR) is a well-established phenomenon known
to improve the healthspan and functionality of a wide range of
organisms (Fontana & Partridge, 2015; Gems & Partridge, 2013).
In general, CR stands for reduction of calorie intake (ca. 30%)
without malnutrition, although several studies also evaluate the
activity of its more convenient substitute that is intermittent
fasting (Fontana & Partridge, 2015; Longo & Mattson, 2014). Since

become an important field of physiological and ageing research.
There are several hypotheses explaining positive effects of CR
such as reduction of metabolic rate, reduction of reactive oxygen
species (ROS) generation or improving intracellular protein turn-
over (Heilbronn & Ravussin, 2003; Masoro, 2000; Redman et al.,
2018; Sinclair, 2005; Tavernarakis & Driscoll, 2002). These also

include the hypothesis based on the activation of sirtuins that is,
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NAD-dependent protein deacetylases. Regulation of the activity of
sirtuins is very complex, particularly, because NAD" as a
cosubstrate for sirtuin activity is connected with a number of
metabolic processes, including metabolic redox reactions. CR
induces the metabolic changes by transition to respiration, which
may result in an increase of the NAD*/NADH ratio (Lu & Lin,
2010). In turn, changes in the NAD*/NADH ratio may induce a
broad alteration in cellular metabolism and physiology. However,
none of these hypotheses individually explains the entire phenom-
enon as such, suggesting complexity of the CR mechanism
(Masoro, 2000; Sinclair, 2005). The unquestionable benefit of CR
is prevention of age-related disturbances and improving the
overall functionality of organisms (Colman et al., 2014; Fontana &
Partridge, 2015; Mattison et al.,, 2017; Smith, Nagy, & Allison,
2010). On the other hand, CR’s impact on the increase in life
expectancy is less obvious and is still a matter of debate (Austad,
2012; Bilinski, Paszkiewicz, & Zadrag-Tecza, 2015; Colman et al.,
2009, 2014; Mattison et al., 2012, 2017; Smith et al., 2010). It
should be pointed out that in most of CR studies the control
organisms are fed ad libitum, which in practice means provision of
excess calories (Austad, 2012; Colman et al., 2009). This is in
contrast to the conditions found in the natural environment, where
nutrients are limited and periods of excess are interspersed with
periods of scarcity (Bilinski et al., 2015; Zimmet & Thomas, 2003).
Therefore, it is necessary to introduce the concept of calorie
excess (CE) as a state in which the amount of nutrient supply is
higher than the actual demand of the metabolic processes (Bilinski
et al, 2015; Maslanka, Kwolek-Mirek, & Zadrag-Tecza, 2017;
Mathers, 2015; Zimmet & Thomas, 2003). Analysing CE influence
on the organism physiology seems to be especially important due
to the global epidemic of obesity, type 2 diabetes, cardiovascular
diseases and metabolic syndrome, which are the results of the
hunter-gatherer genotype being undeniably ill-suited to modern
lifestyles (Bilinski et al., 2015; Brown, 2014; Mathers, 2015;
Zimmet & Thomas, 2003).

Carbohydrates are the most intensively studied dietary nutrients
that have an influence on physiology and lifespan of many organisms
(Lee, Son, Jung, & Lee, 2017). They are used in cellular processes after
conversion to glucose, which is the primary source of energy and carbon
skeleton for biosynthetic processes. Hence, the influence of different
glucose concentrations on physiology and cell lifespan has been studied
on several cellular models, including the Saccharomyces cerevisiae yeast.
These studies are primarily concerned with the effect of low glucose
concentration (regarded as CR conditions) on lifespan and cell
physiology (Barros, Bandy, Tahara, & Kowaltowski, 2004; Denoth
Lippuner, Julou, & Barral, 2014; Huberts et al., 2014; Kaeberlein et al.,
2005; Lin et al., 2002; Maslanka et al., 2017; Schleit et al., 2013; Sharma,
Agrawal, & Roy, 2011; Tahara et al, 2013; Zuin, Castellano-Esteve,
Ayté, & Hidalgo, 2010). Nevertheless, there is a clear discrepancy
between results obtained from different studies. The effect of CR on
yeast lifespan seems to be influenced by genetic background (Schleit

et al., 2013), it also depends on methodological and control differences

between particular studies (Huberts et al., 2014). It was proposed that
CR extends yeast lifespan by increasing respiration (Lin et al., 2002;
Tahara et al, 2013), yet the findings confirming that CR increases
lifespan in respiratory-deficient yeast cells (rho®) challenged this point
of view (Kaeberlein et al.,, 2005). Furthermore, it was also postulated
that CR works through activation of sirtuins (Lin, Defossez, & Guarente,
2000; Lin, Ford, Haigis, Liszt, & Guarente, 2004), although there are
results presenting sirtuin-independent action of CR (Kaeberlein,
Kirkland, Fields, & Kennedy, 2004; Smith, McClure, Matecic, & Smith,
2007). It is also unclear whether the generation of ROS is decreased
(Barros et al., 2004; Maslanka et al.,, 2017) or increased (Sharma et al.,
2011; Zuin et al., 2010) in yeast cells growing under CR conditions. For
this reason, the problem of CR is still the subject of a number of studies.
Meanwhile, there are few analyses concerning the mechanism of action
of CE. In this case, by analogy with the CR conditions, CE conditions
mean higher glucose concentrations (Maslanka et al.,, 2017). Currently,
there are only limited data showing the influence of high glucose
concentration on yeast cell physiology (Roux et al., 2009; Weinberger
et al,, 2010; Zuin et al., 2010).

The impact of CR and CE on the physiology of yeast cells
undeniably concerns the cellular metabolism, because availability of
glucose determines the type of yeast metabolism that is, fermentation
or aerobic respiration (Rolland, Winderickx, & Thevelein, 2002). The
particularly strong influence of glucose concentration on the physiology
and metabolism of yeast cells is further strengthened by the Crabtree
effect relying on fermentative metabolism even under aerobic
conditions. The causes of this phenomenon have not been yet fully
understood. Generally, preference of less energy efficient fermentative
metabolism by yeast cells is partly due to the evolutionary and
ecological forces connected with increased production of ethanol
(Dashko, Zhou, Compagno, & Piskur, 2014; Hagman, Sall, Compagno, &
Piskur, 2013). However, a similar type of metabolism (obtaining energy
by glycolysis) observed in other highly proliferating cells, including
cancer cells (Diaz-Ruiz, Rigoulet, & Devin, 2011; Vander Heiden,
Cantley, & Thompson, 2009) and stem cells (Folmes & Terzic, 2016; Hu
et al., 2016), indicates other possible explanations of the phenomenon.
It has been emphasised that growth strategies are determined by
specific cellular economics responding to extracellular conditions and
intracellular demands. The metabolic trade-off between different types
of glucose utilisation seems to influence the physiological efficiency of
the cell (Folmes & Terzic, 2016; Molenaar, van Berlo, de Ridder, &
Teusink, 2009; Nilsson & Nielsen, 2016; Vander Heiden et al., 2009).

The aim of this study is to provide a comprehensive analysis of
the role of glucose concentration, whether decreased (CR) or
increased (CE), in determining the reproductive potential of yeast
cells and its impact on the total lifespan of the cells. For that purpose,
parameters such as reproductive potential and total lifespan, mean
cell size in population and parameters connected with biosynthesis
capacity of the cell were analysed. Studies were performed using
wild-type (WT) yeast strain and strains with disruption of genes
involved in glucose signalling, which enabled a comprehensive

analysis of CE influence on cell physiology.
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2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Chemicals

6-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-6-deoxyglucose (6-NBDG)
were from Molecular Probes (Eugene, OR). BacTiter-Glo™ Microbial Cell
Viability and NADP/NADPH-Glo™ Assay Kits were from Promega
(Madison, WI). All other reagents were purchased from Sigma-Aldrich
(Poznan, Poland). Components of culture media were from BD Difco
(Becton Dickinson and Company, Spark) except for glucose (POCH,
Gliwice, Poland).

2.2 | Yeast strains and growth conditions

The following yeast strains were used: WT BY4741, MATa his3 leu2
met15 ura3 and two mutant strains isogenic to BY4741, Agpa2 and
Agpr1 (Euroscarf). Yeast was grown in the liquid yeast extract-peptone
(YP) medium (1% yeast extract and 1% yeast bacto-peptone) with
different glucose concentrations (0.5%, 2%, and 4%) on a rotary shaker
at 150 rpm, at 28°C.

2.3 | Measurement of glucose uptake

Glucose uptake rate was determined by using 6-NDBG, a fluorescent
nonhydrolysable glucose analogue as described previously (Maslanka
et al, 2017). Cells from the early exponential phase of growth were
washed and suspended in sterile phosphate-buffered saline (PBS) with pH
7.4. 6-NBDG was added to the cell suspension at the final concentration
of 150 uM. Cells were incubated at 28°C for 90 min. After incubation, the
reaction was stopped by twice washing the cells with PBS. The
fluorescence of the cells was recorded using a Tecan Infinite 200
microplate reader (Tecan Austria GmbH, Salzburg, Austria) at Ae, =455
nm and Aen=540nm. The values were expressed as a percentage
compared with the WT strain.

2.4 | Determining reproductive potential and
reproductive, postreproductive and total lifespans

Reproductive potential of yeast cells was determined by a routine
procedure (Wawryn, Krzepilko, Myszka, & Bilinski, 1999) on cells placed
on agar plates using a micromanipulator. Yeast lifespan (reproductive and
postreproductive) was determined as described (Minois, Frajnt, Wilson, &
Vaupel, 2005) with modifications described in Zadrag, Bartosz, & Bilinski
(2008). One-microliter aliquots of overnight yeast cultures grown on
yeast extract-peptone-dextrose (YPD) liquid medium with specified
glucose concentration were dropped on YPD plates with solid medium
containing specified concentration of glucose (0.5%, 2% and 4%,
respectively) and phloxine B at the concentration of 10 ug/ml. For each
experiment, 40 single cells were micromanipulated to the appointed area.
The first daughters were chosen as the starting cells, and their successive
buddings were followed to determine the reproductive potential. After
the last budding, yeast cells were inspected to determine the moment of

cell death and length of their postreproductive lifespan. The total lifespan

Cellular Physiology

was calculated as the sum of the hours which the cell spent in the
reproductive and postreproductive phases of its life. During the
manipulation, the plates were kept at 28°C for 16 hr and at 4°C during
the night. The data represent mean values from two separate
experiments. The values of reproductive potential were also presented
as a histogram, which is a graphic representation of distribution of that
parameter in analysed population of cell.

2.5 | Cell size estimation

The mean value of the cell size in the population was estimated through
analysis of microscopic images captured with an Olympus BX-50
microscope (Olympus, Tokyo, Japan) equipped with a Sony SSP-
DC50AP digital camera (Sony, Tokyo, Japan). Diameter of the cell was
measured using the Microlmage 3.0 software (Olympus Poland,
Warsaw, Poland). Cell diameter was measured in two perpendicular
planes for each cell and the mean value was used for calculations. For
each yeast strain cultured in medium with different glucose concentra-
tions at least 300 cells were counted. The values were presented as a

histogram, a graphic representation of cell size distribution.

2.6 | Determining dry weight of yeast cells

Cell biomass was determined through the analysis of cell dry weight using
moisture analyser. Samples of cell suspensions were taken from the early
exponential phase culture. Cells were centrifuged, washed two times in
sterile Milli Q water and suspended to density of 2x 10° cells/ml in
sterile Milli Q water. Cell dry weight was determined by drying samples
at 105°C in MAC 50/NH Radwag moisture analyser (Radwag, Radom,
Poland). The drying programme was set to end when no change in weight
(lasting about 60 s) was achieved. The data are expressed as cell dry mass

per single cell.

2.7 | Assessment of the cellular adenosine
triphosphate (ATP) content

The level of ATP in yeast cells was determined with BacTiter-Glo™
Microbial Cell Viability Assay according to the manufacturer’s
protocol (Promega) with own modifications. Cells from the early
exponential phase of growth were suspended in a 100 mM phosphate
buffer with pH 7.0, containing 0.1% glucose and 1 mM ethylenedia-
minetetraacetic acid. A sample of cell suspension with a density of
10° cells/ml was used for determination purposes. The luminescent
signal, proportional to the amount of ATP, was recorded using the
Tecan Infinite 200 microplate reader after an appropriate time (until

the luminescence signal reached a stable level).

2.8 | Pentose phosphate (PP) pathway enzyme
activity assays

The total dehydrogenase activity (understood as the sum of both
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) and 6-phosphogluconate
dehydrogenase (6-PGD) activities) and separately the 6-PGD activity
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were determined spectrophotometrically by measuring the rate of
NADP™" reduction at 340 nm according to the method described by
Tian et al. (1998) with own modifications. G6PD activity was
calculated by subtracting the activity of 6-PGD from the total enzyme
activity. To obtain the total dehydrogenase activity 0.2 mM NADP",
0.4 mM p-glucose-6-phosphate and 0.4 mM 6-phosphogluconate as
reaction substrates were used. The substrates were added to 100 mM
Tris-HCI buffer with pH 8.0 containing 1 mM MgCl,. Addition of 5 pl
cell extract (2 mg/ml) initiated the reaction. In turn, to obtain 6-PGD
activity, only 0.2 mM NADP* and 0.4 mM 6-phosphogluconate were
used as reaction substrates. The kinetics of absorbance increase was
recorded for 3 min using Tecan Infinite 200 microplate reader at
A =340 nm. The data were expressed in arbitrary units.

2.9 | Determining NADPH, NADP™ content and
NADP(H) pool

NADP*, NADPH, contents in yeast cells were assessed with NADP/
NADPH-Glo Assay according to the manufacturer’s protocols (Promega).
Cells from the early exponential phase culture were centrifuged,
washed, suspended to density of 2x 10° cells/ml in PBS buffer and
used for determination purposes. Luminescence was recorded for 3 hr
using the Tecan Infinite 200 microplate reader. The value of the blank
was subtracted each time. The results were presented as a share of the
NADP* cofactor in the total NADP(H) pool.

2.10 | Statistical analysis

The results are presented as mean + SD from at least three independent
experiments (apart from determination of yeast lifespan). The statistical
analysis was performed using the STATISTICA 10.0 software (StatSoft
Poland, Krakow, Poland). The statistical significance of the differences
between the WT strain in comparison to the mutant strains were
estimated using one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s
post-hoc test. The statistical significance of the differences between
means of the three media compared was evaluated using one-way
ANOVA with the Tukey post-hoc test. Homogeneity of variance was
checked using Levene’s test. The values were considered significant at
p < 0.05. Explanation of symbols, differences between strains *p < 0.05,
**p<0.01, **p<0.001; differences between media, (a) different to
medium with 0.5% glucose, (b) different to medium with 2% glucose, (c)
different to medium with 4% glucose. The relationship between the cell
size, reproductive potential and dry biomass was confirmed through
calculation of the Pearson correlation coefficient. The correlation

coefficient values were considered significant at p < 0.05.

3 | RESULTS

3.1 | Extracellular and intracellular glucose
concentrations

As the preferred carbon and energy source, glucose plays an

important role in cell metabolism and thus has impact on cellular

BWT W®Agpa2 OAgprl
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FIGURE 1 The rate of glucose uptake by cultured yeast cells of
WT and mutants strains Agpa2 and Agprl. Quantification of relative
glucose uptake was performed by measuring the fluorescent signal
after incubation with 6-NBDG. The data are presented as fold of
changes in relation to WT strain £ SD from three independent
experiments. ***p < 0.001 of significantly different values with
respect to the WT strain. 6-NBDG: 6-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,
3-diazol-4-yl)amino)-6-deoxyglucose; WT: wild type

physiology. The level of available glucose is considered to be the main
factor determining the type of metabolic changes. In general, the
effect of glucose on yeast cells is analysed by subjecting the cells to
conditions with or without glucose. However, as indicated by the
studies evaluating different concentrations of the glucose component
in the medium (Maslanka et al., 2017), a vital role is played not only
by the extracellular level but also, and perhaps above all, by the
intracellular level of glucose. Therefore, in addition to various glucose
concentration conditions in the medium, in these studies yeast
mutant strains (Agpa2 and Agprl) with impaired glucose signalling
connected with the cyclic adenosine monophosphate/protein kinase
A (cCAMP/PKA) pathway were used. For the purpose of the analysis of
the level of glucose entering the cell, the rate of fluorescent
nonhydrolysable glucose analogue (6-NBDG) uptake was determined.
The results showed a significant reduction in glucose uptake rate for
the Agpa2 and Agpr1 strains in comparison with the WT strain, while
there were no significant changes with regard to the analysed
parameter between the mutant strains (Figure 1). The decrease in the
rate of glucose uptake in both mutant strains reached approximately
40%. The research material applied made it possible to assess the
extent to which regulation of intracellular metabolic changes
depends on the intracellular level of glucose because earlier studies
and the results of this study both suggest that intracellular glucose

level seems to be extremely important for proper cell physiology.

3.2 | Glucose has impact on the reproductive
potential and total lifespan of the yeast cell

Through physiological changes, glucose may have a distinct effect on
other aspects of cell functioning. This applies primarily to reproduc-
tive capacity as it depends on the physiological efficiency of the cell.
It also applies to total lifespan of the cell, which includes the

reproductive and postreproductive phases.
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FIGURE 2 Reproductive potential and time of lifespan of yeast cells cultured in conditions of different glucose concentrations. (a) Budding
lifespan, (b) reproductive lifespan, (c) postreproductive lifespan and (d) total lifespan of yeast strains. Yeast cells during the experiments were
grown on solid yeast extract-peptone-dextrose medium containing 10 pg/ml phloxine B for cell viability monitoring. The data represent mean
values from two independent experiments of 40 cells each. YPD: yeast extract-peptone-dextrose; WT: wild type

Analysis of these parameters was performed using isogenic group of
yeast strains consisting of the WT strain and two strains with disruption
in glucose signalling pathway (Agpa2 and Agpr1), and also using media
with different glucose concentrations, that is 0.5% (CR), 2% (optimum)
and 4% (CE). The analysis of the reproductive potential showed that the
mutant strains were able to produce more daughter cells in comparison
to the WT strain (Figure 2a; Table 1). The smallest difference in the
reproductive potential was observed between the mutants and the WT

strain under CR conditions. Under the same conditions, the mean value of
the reproductive potential parameter was >30 generations for all strains
(Table 1). In turn, the difference in reproductive potential between the
WT and mutant strains increased with the increase in glucose
concentration (Figure 2a), and the mean value of the reproductive
potential under CE conditions observed for the mutant strains was
almost twice as high as in the case of the WT strain (Table 1). However, it
should be noted that the reproductive potential of mutant strains did not
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TABLE 1 The budding lifespan (number of daughters), reproductive lifespan, postreproductive lifespan and total lifespan of yeast cells

cultured in conditions with different glucose concentration

Strain
WT (BY4741)
Agpa2
Agprl
WT (BY4741)
Agpa2
Agprl
WT (BY4741)
Agpa2
Agprl
WT (BY4741)

Agpa2
Agprl

Budding lifespan (number of daughters)

Reproductive lifespan, time (h)

Post-reproductive lifespan, time (h)

Total lifespan, time (h)

Glucose concentration (%)

0.5 2 4

30.5+9.1P¢ 24.8+8.1%¢ 21.3+9.1*F
36.6+107" 37.4+130" 37.5+124™
389+116" 38.6+131" 37.4+137"
78.9 +31.3°¢ 56.4 + 25.0° 49.9 +258°
780+29.8 870+317" 82.2+321"
81.9+27.6 83.4+29.4" 790+30.1°"
58.9+51.1 65.4+42.8° 47.8+34.1°
66.9 £57.9°¢ 35.7 £ 40.7***2 31.2+29.6***2
434 +36.3°¢ 27.9 +29.8***2 30.6 + 29.7%**2
137.8 +55.8° 121.8 +46.5° 97.6 + 36.5%P
144.8 + 63.1°¢ 122.5 + 45.6° 113.3 + 38.6**2
125.2 +44.0° 111.3+34.9 109.6 + 38.8*2

Note. Data are presented as mean + SD from all tested cells during two independent experiments (80 cells).

WT: wild type.
Differences between strains: *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001.

Differences between media, 2different to medium with 0.5% glucose, °different to medium with 2% glucose, and “different to medium with 4% glucose.

The values were considered significant at p < 0.05.

change between conditions with different glucose amount and was
similar for both mutant strains (Figure 2a; Table 1). Hence, the difference
between the WT and mutant strains is the result of the decreased
reproductive potential observed for the WT strain under higher glucose
concentration conditions, in particular under CE conditions (Figure 2a;
Table 1). This means that an increased glucose concentration leads to
reduction in the reproduction capacity of the cell. This effect is not
reported for mutant strains when the glucose uptake is decreased, which
in turn results in decreasing intracellular glucose level.

The total lifespan of a cell is defined as the sum of the time spent by
the cell in the reproductive and postreproductive phases. Therefore, to
assess the impact of the glucose on life expectancy expressed in units of
time, analysis of the total lifespan of the cells was performed. When
the first phase (the reproductive phase) is expressed in units of time
(Figure 2b; Table 1), the differences between cells of the analysed
strains are lower than when the reproductive lifespan is expressed as
the number of daughters produced by these cells (Figure 2a; Table 1).
There were no differences in the reproductive lifespan between
analysed strains under CR conditions (Figure 2b; Table 1). In turn,
under conditions with higher glucose concentration, especially under CE
conditions, a decrease in the WT strain’s reproductive lifespan was
observed and a similar relationship between the WT and mutant strains
was noted as in the case of the reproductive capacity (Figure 2b;
Table 1). The situation is different for the postreproductive phase
because the WT strain cells have longer postreproductive lifespans in
comparison to the mutant strains (Figure 2c; Table 1). Under CR
conditions the length of the postreproductive phase of cell life is the
longest with the highest similarities across the analysed strains, while
the length of that phase decreases with increased glucose concentra-
tion, especially in the case of mutant strains (Figure 2c; Table 1). The
impact of glucose concentration on the length of the yeast cell's
postreproductive phase of life is manifested through a decrease in

both the mean and the maximum values of that parameter (Figure 2c;

Table 1). The total lifespan of the yeast cell as the sum of the lengths of
the reproductive and postreproductive phases reached similar values
for both the WT and mutant strains (Figure 2d; Table 1). The only noted
yet important difference between the WT and mutant strains was the
decrease in the total lifespan of the WT cells under CE conditions in
comparison to the two mutant strains (Table 1). Comparison of the
value of this parameter between different glucose concentration
conditions showed that for all of the analysed strains CE conditions
led to a decrease in the total lifespan of the cell, both in terms of the
mean and the maximum values (Figure 2d; Table 1). In turn, in most
cases there were no statistically significant differences between cells
under CR and optimal conditions (0.5% and 2% glucose; Table 1); rather,
they showed similar maximum values suggesting that CR might increase
the total lifespan, even if only slightly (Figure 2d).

A simultaneous comparison of the two conditions with different
glucose availability and the analysed strains offers a chance for a
more comprehensive approach. The results concerning the repro-
ductive potential clearly demonstrated that there was no difference
in the value of that parameter between the Agpa2 and Agpr1 strains
in all of the applied conditions. The mean value of the reproductive
potential was about 37-38 generations (Figure 3a). In turn, in the
case of the WT strain there was a significant reduction in the
reproductive potential with the increase of the glucose concentra-
tion. The change in the mean value of the reproductive potential in
the WT strain between CR and CE conditions reached almost 10
generations. Apart from the values, changes in the shape of the
curves of the reproductive potential observed for the WT strain were
also extremely important. In the conditions with the increased
glucose concentration, a faster collapse of the curve was observed
(Figure 3a). In particular, it was observed for the 4% glucose medium,
in which the curve dropped down from the beginning. It was noted
that approximately 15% of the cells analysed under CE conditions

generated <15 buds, while 7% of the cells generated <5 buds.
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Comparison between the shapes of the reproductive potential curves
for the WT strain showed that 90% of the cells produced more than
18, 14 and 7 generations under the conditions with 0.5%, 2% and 4%
glucose, respectively (Figure 3a). This means that in the CE
conditions the reproductive capacity of the yeast cells, understood
as a phenomenon where more than 90% of cells maintain the ability
to reproduce, is significantly lower (upper right corner of Figure 3a).
Such differences were not observed in the case of the total lifespan
analysis. Analysis of values of the total lifespan (both maximum and
mean) suggests that in general the total lengths of cell life for the WT
and mutant strains were similar, apart from the total lifespan
observed in the CE conditions (Figure 3b; Table 1). The decrease in
the values of the total lifespan and changes in the shape of the total
lifespan curve noted especially in the case of the WT strain show that
the CE conditions lead to reduction of the total lifespan of yeast cells.

The results of the analysis show that glucose availability has the
highest influence on the reproductive potential (Figure 2a; Table 1).
Given that the mean value is highly sensitive to extreme values, it was
examined whether increasing the glucose concentration could alter the
distribution of the reproductive potential in the tested yeast cell
groups. The differences in the analysed parameters are described inter
alia by skewness and kurtosis. The shape of the distribution curve
coupled with the value of these coefficients allows for a comprehensive
interpretation of the changes observed for the reproductive potential
or cell size. Under all of the analysed conditions, no differences were
observed in the distribution of the reproductive potential between
Agpa2 and Agprl (Figure 4). In turn, distribution of the reproductive
potential in the WT strain varied significantly in comparison to the
mutant strains. The centre of distribution appointed by the modal data
was shifted toward lower values (Figure 4). Moreover, in the case of
the WT strain differences were noted between the distribution of the
reproductive potential values obtained under conditions with different
glucose concentrations. The shape of the distribution curve was
changed with the increase in glucose concentration from relatively flat
to more peaked (changes in the kurtosis value); at the same time, the
centre of the distribution curve was shifted toward lower values
(changes in the skewness value; Figure 4). The presented histograms
show that an increased extracellular glucose concentration when the
glucose uptake is not disturbed leads to a reduction not only in the
maximum and mean values, but also in the most common values of the

reproductive potential.

3.3 | Enhanced extracellular glucose concentration
increases the size of yeast cells and changes
distribution of cell size in the population

According to the hypertrophy hypothesis (Bilinski, Zadrag-Tecza, &
Bartosz, 2012; Zadrag-Tecza, Kwolek-Mirek, Alabrudzinska, & Skoneczna,
2018), cell size is one of the factors influencing yeast reproductive
potential. To examine whether alterations in the reproductive potential
observed under different glucose concentration conditions are connected
with cell size changes, morphometric measurements of cell diameters in a

population were performed. It was noted that Agpa2 and Agprl mutant

Cellular Physiology

strains show similar cell size presented both as a mean value of the cell
size and as a histogram (Figure 5). Cell sizes in these strains growing on
the medium with 2% and 4% glucose were comparable, while smaller cell
sizes were noted under CR conditions. In turn, the distribution and mean
value of cell size in the WT strain were significantly different in
comparison to the mutant strains. In all of the analysed conditions, cells of
the WT strain were larger in comparison to cells of the mutants and the
centre of the cell size distribution curve was shifted toward higher values
(Figure 5). In the case of the WT strain, there were also differences
between the distribution of cell sizes obtained under conditions with
different glucose concentrations. The shape of the distribution curve and
the skewness and kurtosis values changed with the increase in glucose
concentration. The centre of the distribution curve was shifted toward
higher values (Figure 5). Moreover, a relationship between changes in the
distribution of the reproductive potential (Figure 4) and the distribution
of cell sizes in the population was observed (Figure 5). The changes in the
distribution of the analysed parameters point toward opposite directions.
The increase in cell size was accompanied by a decrease in cell
reproductive potential and vice versa, which suggests a relationship
between cell size and cell proliferation capacity, as confirmed by the

value of the Pearson correlation coefficient (r = -0.82).

3.4 | Enhanced extracellular glucose
concentrations induce higher rate of biosynthesis
resulting in higher cell dry weight

Analysis of cell dry weight was performed to verify a possible
connection between the efficiency of biosynthesis and changes in
cellular metabolism, physiology and reproductive potential caused by
different glucose availability levels. Significant differences in cell dry
weight were observed. Under CR conditions cell dry weight was the
lowest and similar across the analysed strains (Figure 6). However, in
the case of the WT strain cell dry weight increased with the increase in
glucose concentration and was the highest under CE conditions. Such
an increase in cell dry weight was not observed for the Agpa2 and
Agprl strains. For these cells, cell dry weight was significantly lower
compared with the WT strain and remained unchanged for conditions
with 0.5%, 2% and 4% glucose concentration (Figure 6). Changes in cell
dry weight (Figure 6) clearly correlate with the reproductive potential
(Figures 2a, 3a, and 4) and cell size results (Figure 5). Increase in cell dry
weight is accompanied by the increase in cell size and a simultaneous
decrease in the reproductive potential of the cell, and vice versa, which
suggests a strict relationship between biosynthesis efficiency, cell size

and proliferation capacity of the cell.

3.5 | Different glucose concentration conditions
change the intracellular trade-off between metabolic
pathways

Once glucose enters the cell, it is used by several cross-linking pathways
(Figure 7a). The first and main route of glucose utilisation is glycolysis,
which converts glucose by several intermediary reactions into pyruvate.

Then, depending on availability of oxygen or specific life strategy



Jowrnai of

MASLANKA ano ZADRAG-TECZA

Cellular Physiology

B0 -

1] 10 20 3

Numberof davghiters

40

Number of daughters

it
'
= 604
=
o
Z
2 w4
=
&
[
M A
0 - -
i 10 20 30
—WT 0.5% Glucose (30.5) = -Agpal 0.5%
—WT 2% Glucose (24.8) -
—WT 4% Glucose (21.3) =
(B) 140
80
by
e 6 4
T
=
=
f] 40 -

20 4

| 20

Vo Glucose (36.6)
-Agpal 2% Glucose (37.4)

~Agpal 4% Glucose (37.5)

Agprl 0.5% Glucose (38.9)
< Agprl 2% Glucose (38.6)

< Agprl 4% Glucose (37.4)

150 180 00

Time [h]

—WT 0.5% Glucose
—WT 2% Glucose

—WT 4% Glucose

= -Agpal
= ~Agpal

= -Agpal

1.5% Glucose - Agprl 0.5% Glucose

2% Glucose - Agprl 2% Glucose

4% Glucose = Agprl 4% Glucose

FIGURE 3 Comparison of the reproductive potential and total lifespan of yeast cells cultured in conditions of different glucose
concentrations. (a) Budding lifespan and (b) total lifespan of yeast strains. During the experiments, yeast cells were grown on solid yeast extract-
peptone-dextrose medium containing 10 pug/ml phloxine B for cell viability monitoring. The data represent mean values from two independent
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adaptation (such as Crabtree effect in yeast), pyruvate is converted in a
fermentation or oxidative phosphorylation pathway. Thereby, the cell
obtains different amounts of energy in a different number of ATP
molecules generated/one glucose molecule. Apart from energy, glucose
also provides the carbon skeleton for biosynthesis of macromolecules.
The PP pathway is the pathway in which glucose can be used as a carbon
source for biosynthesis. The PP pathway is closely linked to glycolysis; it
uses substrate glucose-6-phosphate (as the main product of glucose
phosphorylation) or can incorporate further glycolysis intermediates
(Figure 7a). Glucose transformation performed in the above pathways

determines the existence of a specific metabolic trade-off adapted to the

current energetic and biosynthetic needs of the cells. Considering the
above and also taking into account the differences in the rate of glucose
uptake between the analysed yeast strains, possible influence of glucose
concentration on cell metabolism was examined. The tested parameters
included the level of ATP, PP pathway enzymes activity and changes in
the NADP(H) pool. The highest level of ATP was noted in the case of cells
growing on medium with 0.5% glucose, which suggested that in those
conditions cells used respiro-fermentative metabolism (Figure 7b). Cells
growing in media with 2% and 4% glucose, in which yeast cells conduct
fermentation, had lower level of ATP, although it was significantly higher

in both mutant strains in comparison to the WT strain (Figure 7b). This
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relationship between strains seems to be connected with lower
intracellular glucose level caused by a decreased rate of glucose uptake
observed in mutant strains (Figure 1). Analysis of the PP pathway enzyme
activity (G6PD and 6-PGD) showed that the PP pathway is more active in
the WT strain in comparison to Agpa2 and Agpr1 strains. The WT strain
had higher G6PD activity which resulted in higher total dehydrogenase
activity. The activity of 6-PGD was similar across the analysed strains
(Figure 8a). Comparison of the enzyme activity between cells growing
under different glucose concentration conditions showed other depen-
dencies. There were no differences in the analysed enzymes activity
between conditions with 0.5%, 2% and 4% glucose in the case of Agpa2
and Agprl strains. In turn, in the case of the WT strain, although the
activity of 6-PGD did not change, a distinct reduction of the G6PD and
total dehydrogenase activity was observed with the increased glucose
concentration (Figure 8a). Such a change in enzyme activity does not
have to represent the decrease in the overall PP pathway activity. It is
generally known that the activity of the PP pathway leads to the
generation of NADPH, which is a potent feedback inhibitor of the G6PD
enzyme (Figure 7a). The analysis of NADPH and NADP™ level shows that
different glucose concentrations substantially change the participation of
NADPH and NADP* in the total NADP(H) pool (Figure 8b). It was noted
that an increased level of NADPH oxidation resulted in a higher NADP*
proportion in the total NADP(H) pool under conditions with 2% and 4%
glucose concentrations (Figure 8b). This suggests a higher usage of

NADPH for cellular demands, including biosynthesis. In turn, under CR
conditions the NADP* proportion in the total pool was the lowest and
similar across all analysed strains (Figure 8b). In the case of conditions
with the 2% and 4% glucose concentration, the Agpa2 and Agpr1 strains
have a lower NADP* proportion in the total NADP(H) pool in comparison
to the WT strain (Figure 8e), suggesting lower usage of NADPH in the
mutant strain compared with the WT strain. The results demonstrate
that there is a strong relationship between glycolysis, aerobic respiration
and biosynthetic PP pathway, and this relationship seems to be
determined to a large extent by the intracellular glucose level.

4 | DISCUSSION

Restriction or excess of the supplied calories is a situation which has an
important influence on the functioning of the cell by changes at the
metabolic level. Cellular metabolism is tightly controlled and responds to
changes in extracellular conditions and intracellular demands. In the case
of extracellular conditions, the availability of glucose, which is the primary
source of energy and a substrate for biosynthesis, is especially important.
Costs and benefits of different pathways of glucose utilisation play a
central role in energy metabolism and thus in cell physiology. Hence,
physiological efficiency of the cell is derived from metabolic trade-off

between different types of glucose utilisation (Molenaar et al., 2009;
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Nilsson & Nielsen, 2016; Vander Heiden et al., 2009). In the case of the S.
cerevisiae yeast cells the most widely known metabolic phenomenon is
the Crabtree effect. Reasons for its occurrence are not predicted by
standard metabolic models focusing only on energy yield. Therefore, the
current studies have paid more and more attention to existence of

specific cellular economics. Although fermentation generates a relatively
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FIGURE 6 Cell dry weight determined using moisture analyser.
The data are expressed as a cell dry mass/single cell and are
presented as mean + SD from three independent experiments where
2 x 107 cells each were used. **p < 0.01, ***p < 0.001 as compared
with the WT strain; different to medium with 0.5% glucose,
bdifferent to medium with 2% glucose, “different to medium with 4%
glucose. WT: wild type

small quantity of energy, the cellular costs invested in the synthesis of
enzymes required for this pathway are lower in comparison to the
aerobic respiration (Molenaar et al., 2009; Nilsson & Nielsen, 2016;
Schuster, Boley, Moller, Stark, & Kaleta, 2015). Moreover, aerobic
glycolysis seems to be more effective from a biosynthetic point of view.
Glucose utilisation through glycolysis and PP pathway provides several
carbon intermediates required for biosynthesis of essential cellular
compounds, which is especially important for highly proliferating cells
(Folmes, Ma, Mitalipov, & Terzic, 2016; Maslanka, Kwolek-Mirek, &
Zadrag-Tecza, 2018; Vander Heiden et al., 2009). Cell proliferation is one
of the most important aspects of cell functioning and to a large extent
depends on glucose availability and on the method of its utilisation. The
experimental data presented in this paper suggest that the reproductive
potential of the cell firmly depends on metabolic trade-off between
pathways of glucose utilisation, especially biosynthesis pathways. These
findings confirm the previous data indicating that yeast cells of the WT
strain show an increase of the reproductive potential under CR
conditions in comparison to the optimum 2% glucose conditions. Worth
underlining is the fact that the mean values of reproductive potential
obtained for the WT strain in these studies, both under optimum and CR
conditions (Table 1), are identical to the average number of buds
determined in the meta-analysis performed by Huberts et al. (2014).
However, what is more important and has not been shown previously,
the cells of WT strain demonstrate that CE conditions significantly
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decrease their reproductive potential (Figure 2a, 3a, and 4; Table 1).
Analysis of the distribution of the reproductive potential in the WT strain
between different glucose concentration conditions allowed for identifi-
cation of a strict inverse relationship between glucose concentration and
reproductive potential (Figure 3 and 4). The reproductive potential of
yeast cells can be regulated by various factors. According to the
hypertrophy hypothesis, cell size, and in particular the rate of cell size
increase per generation, is one of the important regulators of that
parameter (Bilinski et al., 2012; Zadrag-Tecza et al., 2018; Zadrag-Tecza,
Kwolek-Mirek, Bartosz, & Bilinski, 2009). Therefore, the influence of
glucose on the reproductive potential may be connected with cell size
changes. The mean value of cell size and distribution of this parameter in
the population clearly demonstrate that there is a significant correlation
between cell size and reproductive potential (Figures 4 and 5). The cells
with higher size observed under CE conditions were characterised by a
decrease in the reproductive potential, in contrast to cells undergoing CR
which had smaller size but an increased reproductive potential (Figures 4
and 5). The inverse relationship between reproductive potential, lifespan
and cell size is also observed for certain types of mammalian and human
cells (Angello, Pendergrass, Norwood, & Prothero, 1987; Anzi et al.,, 2018;
de Paiva, Bersusa, & Escuder, 2006; Demidenko & Blagosklonny, 2009;
Morocutti et al., 1996). Cell size is directly connected with biosynthesis
processes, which may lead to increase in the value of the parameter in
enhanced biosynthesis. Such a point of view may be supported by cell dry
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weight results obtained in the study (Figure 6) and changes in cofactor
proportions in the total NADP(H) pool resulting from cellular anabolic
demands which require oxidation of NADPH to NADP* (Figure 8b). In
turn, the enhanced biosynthesis and the related increase in cell size may
lead to faster achievement of the hypertrophy state and result in a loss of
the proliferation capacity. Such a possibility seems to be also connected
with the hyperfunction theory proposed by Blagosklonny (2006, 2007),
which assumes that cell growth and biosynthesis reactions take part in
retaining cell proliferation and cell physiology. Connection between
biosynthesis and decline in reproductive potential was also observed in
the studies of Janssens et al. (2015). It was shown that replicatively aged
mother cells displayed overabundance of protein and loss of protein
complex stoichiometry (Janssens et al., 2015). This may be connected
with the fact that, amongst all cellular macromolecules, protein
production is the largest biosynthetic burden. As was shown by Kafri
et al. (2016), the primary cell response to enforced protein production is
to increase the size of the cell, but at the same time excess levels of
unnecessary proteins disturb proliferation. In light of the above
arguments the extent of changes in the reproductive potential due to
improved protein turnover, regardless of whether it was obtained
through (a) elevation of proteasome-mediated protein degradation
(Kruegel et al., 2011), (b) decrease in ribosome biogenesis and translation
(Steffen et al., 2008), (c) decrease of protein synthesis and the amount of
misfolded proteins due to chaperone overexpression (Peric et al., 2017),
or (d) operation of CR (Tavernarakis & Driscoll, 2002), is clearly
connected with the decrease of cell biosynthetic burden.

Under CE and CR conditions cells show differences in the
biosynthesis rate and in general cellular physiology. The reason for
these differences seems to be connected with existence of a specific
metabolic trade-off and metabolic fluxes adapted to the current
nutrient availability conditions and needs of the cells. As soon as
glucose enters the cell, it can be used by cross-linking pathways of
glycolysis, aerobic respiration and PP pathway (Figure 7a). The
analysed conditions with different glucose concentrations differ in
carbohydrate flux through the aforementioned metabolic pathways
(Figures 7b and 8a). Under CR conditions cells have low
biosynthetic capabilities (Figures 5, 6, and 8b) and reroute the
metabolic flux from glycolysis to aerobic respiration, which can be
observed inter alia through higher levels of ATP production
(Figure 7b). This observation is in line with the results presenting
the connection between the CR-dependent lifespan increase and
enhanced respiration (Lin et al, 2002; Tahara et al., 2013).
However, the increase in respiration is hardly the reason for the
increase in reproductive potential under CR; instead, it can be a
coincidental effect of changes in metabolic flux. This explains why
CR can also increase lifespan in respiratory-deficient yeast cells
(rho®; Kaeberlein et al., 2005). Meanwhile, when the glucose is fully
available in the medium/environment (2% glucose), glycolytic flux is
increased, ATP level decreases (Figure 7b) and biosynthetic
capabilities of the cell increase (Figures 5, 6, and 8b). Hence, the
reduced ATP level may result both from changes in metabolic flux
and its increased consumption due to higher biosynthetic activity.

Cellular biosynthesis is inseparably connected with the PP pathway
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and the studies show positive correlation between biomass
production and metabolic flux through the PP pathway (Nidelet,
Brial, Camarasa, & Dequin, 2016). The PP pathway is closely linked
to glycolysis (Figure 7a) and is the most variable flux depending on
environmental conditions. The literature data show that there is a
link between the lifespan and metabolic changes introduced
through the PP pathway. Accumulation of glycolytic metabolites is
thought to increase the metabolic flux through the PP pathway
(Masumoto & Matsuyama, 2018; Nidelet et al., 2016; Ralser et al.,
2007). The aforementioned results suggest that higher biosynthesis
observed under CE conditions may be connected with such
metabolic changes. Under CE conditions, when the amount of
glucose is higher than the actual energy demand, the excess of
glucose seems to be redirected to the PP pathway allowing for
higher biosynthesis. However, the analysis of the G6PD activity
shows an unexpected decrease in its activity with the increase in
glucose concentration (Figure 8a). One of the possible reasons for

the situation is that the activity of G6PD, which is the first enzyme
of the PP pathway, may be strongly inhibited by NADPH. This
phenomenon is further complicated by the fact that NADPH is
associated with a number of metabolic pathways inside the cell,
generated in several other ways beyond the PP pathway (e.g., by the
activity of aldehyde dehydrogenase 6), and used as a cofactor by
several metabolic enzymes. Moreover, an important argument is
provided by the results obtained for mutant strains with glucose
uptake disorder as they show no changes in the activity of the PP
pathway enzymes depending on extracellular glucose concentra-
tion. By comparison, cells of the WT strain show higher activity of
the PP pathway enzymes (Figure 8a) and higher biosynthetic
capabilities (Figures 5 and 6).

In yeast, the cAMP/PKA pathway is a major glucose-signalling
pathway which adjusts cell metabolism to the nutrient status. When
glucose is available, activation of the cAMP/PKA pathway stimulates
glycolytic flux, represses expression of respiratory metabolism genes,
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induces ribosome biogenesis and suppresses stress response. It may
be expected that under CE conditions the cAMP/PKA pathway will
be fully active/upregulated, while it will have a reduced activity under
CR conditions. Synthesis of cAMP, which activates PKA, depends on

the G-protein coupled receptor (GPCR) system composed of the
plasma membrane receptor Gprlp and its a-subunit of G-protein
Gpa2p (Rolland et al., 2002). Using the Agprl and Agpa2 yeast
mutant strains with reduced cAMP-PKA activity made it possible to
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test whether glucose-derived changes in metabolic fluxes and
biosynthetic capabilities influencing the reproductive potential are
connected with the activity of the cAMP/PKA pathway. The obtained
results support the authors’ initial hypothesis that CE reduces
reproductive potential due to higher biosynthetic capabilities caused
by the activity of the cAMP/PKA pathway. The results (Figure 2a;
Table 1) confirm the previously observed findings (Lin et al., 2000) of
the increased reproductive potential in the Agprl and AgpaZ2 strains
in comparison to the WT strain under 2% glucose conditions; more
important, they show that the reproductive potential of those mutant
strains was similar for all media with different glucose concentrations
(Figures 2a, 3a, and 4; Table 1). This indicates that low activity of the
cAMP/PKA pathway even in the presence of high extracellular
glucose can maintain the reproductive potential of the cell on a
relatively high level. These outcomes, together with the results
presenting lower rate of glucose uptake noted for the Agpa2 and
Agprl (Figure 1), suggest that the intracellular glucose level and
signalling is more important than the extracellular glucose level. The
data strengthen the initial assumption that cell size and biosynthesis
capability are inversely correlated with the reproductive potential,
which is additionally confirmed by the Pearson correlation coefficient
values (reproductive potential vs. cell size: r = -0.82 and reproductive
potential vs. dry biomass: r = -0.96). Distribution of cell size in cell
population of the mutant strains was shifted toward lower values in
comparison to the WT strain (Figure 5), which is consistent with
previous data (Alberghina, Rossi, Querin, Wanke, & Vanoni, 2004;
Tamaki et al., 2005). The lower dry cell biomass, the activity of PP
pathway enzymes and lower usage of NADPH in mutant strains in
comparison to the WT strain (Figures 6-8), along with the data
presenting lower protein content and reduced protein synthesis rate
in the Agpa2 and Agpr1 strains (Alberghina et al., 2004; Tamaki et al.,
2005), indicate that these mutant strains have low biosynthetic
capabilities. The results serve as evidence that reproductive potential
of the cell is associated with cell size and biosynthetic capability,
which depends on the availability of nutrients connected with the
activity of the cAMP/PKA pathway (Figure 9). Moreover, the results
imply that redirecting of the carbon/metabolic flux is a crucial
mechanism of response to changes in nutrient availability.

The impact of glucose concentration is not limited only to
determining the reproductive potential of the cell, but may also
regulate the postreproductive phase of yeast cell life and, therefore,
the total lifespan of cells (Zadrag et al., 2008; Zadrag-Tecza &
Skoneczna, 2016; Zadrag-Tecza et al., 2018). The obtained results
have shown that in general the length of the postreproductive lifespan
is negatively correlated with the number of daughters produced
(Figure 2a-c; Table 1). As a consequence, the total lifespan of yeast
cells (Figure 2d; Table 1) is almost the same between the WT and
mutant strains, despite differences in their reproductive potentials
(Figure 2a). These observations are in line with the data previously
reported by the authors (Zadrag-Tecza, Molon, Mamczur, & Bilinski,
2013). The lengths of the reproductive, postreproductive and notably
the total lifespans of yeast cells obtained under CE conditions,

especially in the case of the WT strain, were significantly decreased

(Figure 2; Table 1). Glucose influence on the overall time of the yeast
cell life seems to be especially important, which was suggested by the
comparison of all values of the total lifespan obtained in this study
(Figure 3b). It was demonstrated that the total length of cell life is in
general less variable than the reproductive potential of the cell (Figure
3). Moreover, the results show that the total cell lifespan may not
really be extended and even if CR can slightly increase the lifespan, the
change seems irrelevant; on the other hand, CE conditions may lead to
a significant reduction in the length of yeast cell life (Figure 3b). Thus,
it may be concluded that CR may improve cellular physiology
efficiency, which is manifested inter alia by reduced ROS generation
(Maslanka et al., 2017) and increased reproductive potential (this
study); it does not, however, increase the overall yeast cell lifespan in a
significant way. On the other hand, CE conditions lead both to
disorders in cellular physiology (increased ROS generation, reduced
reproductive potential) and a decrease in the total cell lifespan (this
study; Maslanka et al., 2017).

Studies concerning the influence of CR on the lifespan are based
on several experimental models. Although the results and explana-
tions of those studies are not mutually transferrable, some analogies
may be drawn in certain areas. Results of CR studies performed on
primates show that CR improves the organism’s healthspan, but
seems to fail to increase its lifespan (Austad, 2012; Colman et al.,
2009; Le Bourg & Vijg, 2017; Mattison et al., 2012, 2017). Moreover,
it has been stressed that CR increases the lifespan of rhesus monkeys
only if the control group is fed ad libitum and has a short lifespan
(Austad, 2012; Bilinski et al., 2015; Le Bourg & Vijg, 2017). The
results presented in this study suggest some analogies of the
influence of CR, harmfulness of CE and necessity of using a proper
control group in experimental research, including in cellular studies
(Figure 3b). Furthermore, the results suggest existence of a certain
yeast lifespan cap. The idea that there is an inevitable limit to the
length of life has also been raised by many scientists analysing human
lifespan (Dong, Milholland, & Vijg, 2016; Le Bourg & Vijg, 2017;
Marck et al.,, 2017; Vijg & Le Bourg, 2017).

To summarise, this study provides evidence that calorie/glucose
excess connected with changes in cell metabolic fluxes increases the
biosynthetic capabilities of yeast cells. However, this leads to an
increase in cell size and a decrease in both the reproductive potential
of the cell and the overall length of cell life. The results presented in
this paper provide arguments that cell physiology and lifespan can be
manifestly disturbed, for instance by CE. In turn, diet-related
interventions such as CR undoubtedly improve cellular physiology
efficiency, which seems to affect, to a limited extent, the lifespan of
cells. Further comprehensive analysis in the field of calorie/energy
excess and its prevention seems to be of extreme importance due to

recent common problems of diabetes and obesity.
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