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Мета роботи полягала в дослідженні впливу 
обмеження вуглеводів, на дріжджі S. cerevisiae, 
дефектні за різними ділянками TOR-сигнального 
шляху (∆tor1, ∆tor2 та ∆tor1∆tor2), за умов їхнього 
росту в середовищі з глюкозою чи фруктозою. Ме-
тоди. Оцінка метаболічної активності та активності 
глюкозо-6-фосфатдегідрогенази. Результати. 
Показано, що за обмеження вуглеводів (0,1% глю-
коза або фруктоза в середовищі культивування) 
метаболічна активність загалом є вищою, а актив-
ність глюкозо-6-фосфатдегідрогенази – нижчою у 
мутантних клітин, порівняно з вихідним штамом. 
Висновки. Шлях TOR залучений у відповідь на об-
меження вуглеводів, проте ця відповідь є специфі-
чною для кожного штаму та залежить від типу вуг-
леводу в середовищі культивування. 
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Зв’язок роботи з науковими програмами, 

планами, темами. Роботу виконано згідно з планом 
науково-дослідної роботи «Фізіолого-біохімічні аспе-
кти адаптацій живих організмів до несприятливих 
умов довкілля», № держ. реєстрації 0112U000061.  

Вступ. Нестача живильних речовин та енергії 
чергується з періодами їхньої достатньої кількості у 
клітині, яка змушена переключати стадії анаболізму 
на катаболізм та навпаки [19]. Одним з важливих 
білків, який регулює цей перехід, є протеїнкіназа 
TOR (target of rapamycin). Сигнальний шлях TOR, 
вперше описаний в Sассharomyces cerevisiae, є 
висококонсервативним регулятором багатьох функ-
цій, зокрема він контролює ріст та проліферацію 
клітин, метаболізм та стійкість до стресу різномані-
тних організмів: від дріжджів до людини [12]. Проте, 
можливий взаємозв’язок TOR-сигнального шляху 
та вуглеводів, які є основним джерелом енергії та 
карбону, залишається вивченим недостатньо.  

Карбонільний/оксидативний стрес виникає вна-
слідок збільшення рівня активних карбонільних 

сполук (АКС) та активних форм кисню (АФК). Небе-
зпека цих сполук полягає у їхній здатності брати 
участь у неензиматичних перетвореннях, які майже 
не піддаються контролю в клітині. До таких проце-
сів належать вільнорадикальне окислення та неен-
зиматичне глікозилювання (глікація). 

Останніми роками значно зросло споживання 
харчової фруктози. Фруктоза, порівняно з глюко-
зою, швидше включається в метаболізм і не потре-
бує інсуліну для засвоєння, проте є активнішою у 
згаданих неензиматичних процесах [2, 3]. 

Інгібування ростових сигналів через обмеження 
калорій або інактивацію внаслідок мутації консерва-
тивних інсулінового та TOR-сигнального шляху про-
довжує тривалість життя усіх еукаріотичних організ-
мів: від дріжджів до людини [10]. Збільшення трива-
лості життя за рахунок блокування ростових сигна-
лів відбувається паралельно з активацією систем 
захисту від оксидативного стресу, внаслідок чого 
знижується рівень АФК та окисного пошкодження 
макромолекул. Це добре узгоджується із вільнора-
дикальною теорією старіння, яка ґрунтується на 
тому, що окисні пошкодження макромолекул є ос-
новним визначником тривалості життя [6, 11]. 

Мета роботи – дослідження впливу обмежен-
ня вуглеводів на метаболічну активність та актив-
ність глюкозо-6-фосфатдегідрогенази штамів S. 
cerevisiae, дефектних за різними ділянками TOR-
сигнального шляху, за умов їх росту в середовищі 
із глюкозою чи фруктозою.  

Об’єкт дослідження – адаптивна відповідь 
дріжджів, дефектних за білками TOR1 і TOR2, на 
карбонільний/оксидативний стрес, викликаний об-
меженим вмістом моносахаридів. 

Матеріали і методи дослідження. Штами  
S. cerevisiae отримані з лабораторії професора 
Michael Hall (Базельський університет, Швейцарія): 
стандартний лабораторний штам JK9-3da (MATa 
leu2–3,112 ura3–52 rme1 trp1 his4 GAL+ HMLa) та 
його похідні MH349-3d (JK9-3da, tor1::LEU2-4),  
SH121 (JK9-3da, tor2::ADE2-3/YCplac111::tor2-21ts) 
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 і SH221 (JK9-3da, tor1::HIS3-3 tor2::ADE2-3/
YCplac111::tor2-21ts).  

Культури дріжджів вирощували при 28 оС на 
шейкері (150 коливань за хвилину) протягом 24 год 
у середовищі, яке містило 2% ферментативного 
пептону, 1% дріжджового екстракту та 0,1% глюко-
зи чи 0,1% фруктози. Початкова кількість клітин 
становила 75×106 кл/мл. 

Безклітинні екстракти отримували дезінте-
грацією клітин на вортекс-міксері зі скляними куль-
ками діаметром 450-500 мкм («Sigma Chemical  
Co», США) в середовищі гомогенізації, яке містило 
50 мМ калій-фосфатного буферу (КФБ, рН 7,0),  
0,5 мМ EDTA і 1 мМ фенілметилсульфонілфтори-
ду. Скляні кульки і незруйновані рештки клітин оса-
джували при 13000 g протягом 15 хв.  

Для визначення метаболічної активності 
дріжджів використовували барвник 2,3,5-трифеніл-
тетразолію хлорид. До суспензії клітин додавали 
0,5% водний розчин барвника, та інкубували протя-
гом 20-ти годин. Метаболічно активні клітини здат-
ні відновлювати барвник до нерозчинного у воді 
формазану червоного кольору. Екстрагування фо-
рмазану здійснювали під час руйнування клітин в 
присутності етанол-ацетонової суміші (1:2) [16]. 
Оптичне поглинання барвника реєстрували при 
довжині хвилі 485 нм. Результати представлені як 
А485/108 клітин. 

Активність глюкозо-6-фосфатдегідрогенази 
(Г6ФДГ, КФ 1.1.1.49) визначали, реєструючи відно-
влення NADP на спектрофотометрі за довжини 
хвилі 340 нм [18]. Середовище містило 50 мМ КФБ 
(рН 7,0), 0,5 мМ ЕДТА, 5 мМ MgCl2, 0,2 мМ NADP,  
2 мМ глюкозо-6-фосфату та 25-50 мкл супернатан-
ту. Реакцію починали внесенням супернатанту. 
Для розрахунку використовували молярний коефі-
цієнт екстинкції для NADPН 6,22 мМ-1см-1 [9]. 

Концентрацію протеїну в пробах визначали 
за його зв’язуванням з Кумасі яскраво-синім G-250, 
використовуючи як стандарт альбумін сироватки 
бика [4]. Дані представлено як середні значення  
4-8 незалежних визначень ± похибка середнього. 
Статистичну обробку здійснювали, використовую-
чи критерій Стьюдента. 

Результати досліджень та їх обговорення. 
Культивування дріжджів у присутності 0,5% глюко-
зи, відображає умови помірного голодування, яке 
збільшує тривалість життя [15, 24]. Оскільки актив-
ність метаболізму залежить його від реорганізації за 
стресових умов, яким може бути дефіцит живильних 
речовин, та впливає на тривалість життя [5, 23], 
нами було досліджено метаболічну активність дріж-
джів в присутності низьких концентрацій вуглеводів. 

Відомо, що кількість мітохондрій у дріжджів, 
вирощених за умов обмеження вуглеводів, є такою 
ж, як в клітин, вирощених у багатому середовищі. 
Проте, властивості мітохондрій, виділених із голо-
дуючих клітин, свідчать про посилення дихання та 
підвищення концентрації АФК, без збільшення ге-
нерації АТФ та активації антиоксидантної системи 
[22]. 

За умов культивування клітин в присутності 
0,1% вуглеводів (рис. 1) у більшості випадків пока-
зник є вищим в 1,7-5,7 рази мутантів, порівняно з 
вихідним штамом. 

Варто зауважити, що у батьківського штаму  
та одинарних мутантів показник є вищим в 1,2- 
6,3 рази у клітинах, які росли у присутності фрукто-
зи, порівняно з клітинами, які росли у середовищі з 
глюкозою. 

З часом росту метаболічна активність клітин 
знижується при їх рості у середовищі з 0,1% глюко-
зою, але у середовищі із фруктозою така ж тенден-
ція спостерігається тільки у штаму Δtor2. У вихідного 

Рис. 1. Метаболічна активність S. cerevisiae за росту в присутності 0,1% глюкози чи фруктози (M ± m, n = 4-8).  
Вірогідно відмінне від відповідних значень, отриманих *у присутності глюкози, 1на першу добу росту та #для  

батьківського штаму (wt) з Р < 0,05 



  Біологічні науки 

 Український журнал медицини, біології та спорту – № 4 (6) 157  

штаму, одинарного мутанту Δtor1, та подвійного му-
танту Δtor1Δtor2 метаболічна активність знижується 
до 3 доби росту, але вже на 5-ту добу підвищується 
майже до рівня 1 доби, а у штаму Δtor1Δtor2 метабо-
лічна активність на 5 добу росту є найвищою.  

Дослідження, проведені на дріжджах, червах, 
мухах і мишах показали, що старіння жорстко ви-
значається і регулюється певними шляхами внутрі-
шньоклітинних сигналів. Першою чергою, це шлях, 
який веде від інсулінового рецептора до TOR1, 
який відповідає за обмежене живлення організму. 
Другий шлях також зачіпає TOR1, але починається 
від мітохондріального ланцюга переносу електро-
нів. В останні роки показано, що обидва ці шляхи 
взаємодіють один з одним [14]. 

Нещодавно описана безпосередня роль TOR1 
в посиленні мітохондріального окисного фосфори-
лювання, а також роль TOR1 в регуляції продукції 
вільних радикалів мітохондрією [13, 17]. Таким чи-
ном, з одного боку, вільні радикали регулюють ак-
тивність TOR1, а з іншого – TOR1 регулює продук-
цію вільних радикалів мітохондрією і спрягає гліко-
ліз із метаболізмом мітохондрії [14]. 

Глюкозо-6-фосфатдегідрогеназа є одним з 
ключових ферментів пентозо-фосфатного шляху 
та відіграє важливу роль в антиоксидантному захи-
сті [20]. 

Рисунок 2 демонструє активність глюкозо-6-
фосфатдегідрогенази у клітин, вирощених у сере-
довищі з 0,1% моносахаридами. У більшості випад-
ків у мутантних штамів активність глюкозо-6-
фосфатдегідрогенази є в 1,5-3 рази нижчою, порів-
няно із вихідним штамом. Клітини, вирощені у  
середовищі з фруктозою, мали в 1,3-4,8 рази ниж-
чу активність ферменту, ніж такі, у присутності глю-
кози у більшості випадків.  

В усіх досліджуваних штамів у присутності глю-
кози, та у вихідного і подвійного мутантного штаму 
в присутності обох моносахаридів протягом росту 
культур спостерігається тенденція до зниження 
активності ферменту. У штаму ∆tor1 активність 
глюкозо-6-фосфатдегідрогенази була нижчою на  
3-тю добу росту і дещо вищою на 5-ту, а у штаму 
∆tor2 з часом росту культури активність ферменту 
зростала.  

Вища інтенсивність окисних процесів в присут-
ності фруктози [10], які запускають механізми захи-
сту від стресу, дозволяє дріжджам бути стійкішими 
за таких умов. З попередніх досліджень відомо, що 
глюкоза та інші поживні речовини, здатні активува-
ти Sch9-, Ras-, PKA- , і також TOR-залежний шлях, 
що, своєю чергою, пригнічує протеїнкіназу Rim15 і 
блокує Rim15-залежну індукцію багатьох важливих 
генів, зокрема тих, які регулюють вуглеводний об-
мін [7, 8, 11].  

Інгібування ростових сигналів через обмежен-
ня калорій або інактивацію внаслідок мутації, кон-
сервативних інсулінового та TOR-сигнального шля-
ху продовжує тривалість життя усіх еукаріотичних 
організмів: від дріжджів до людини. У вищих еукарі-
от інгібування передачі ростових сигналів також 
захищає від пов’язаних з віком захворювань, зок-
рема раку, серцево-судинних та нейродегенерати-
вних хвороб. Збільшення тривалості життя за раху-
нок блокування ростових сигналів відбувається 
паралельно з активацією систем захисту від окси-
дативного стресу, внаслідок чого знижується рі-
вень АФК та окисного пошкодження макромолекул. 
Це добре узгоджується з вільнорадикальною теорі-
єю старіння [10], яка грунтується на тому, що окис-
ні пошкодження макромолекул є основним визнач-
ником тривалості життя. 

Висновки. За умов голодування вищу метабо-
лічну активність виявлено у клітин, вирощених в 
середовищі з фруктозою на 5 добу росту, що може 
вказувати на вищу інтенсивність окисно-відновних 
реакцій у цих клітинах. Ймовірно, ріст у присутності 
фруктози зумовлював швидше старіння клітин, 
викликане вищою інтенсивністю метаболічних пе-
ретворень і генерації активованих форм кисню та 
активних карбонільних сполук, порівняно із ростом 
клітин в середовищі з глюкозою. На користь цього 
свідчить і те, що активність глюкозо-6-фосфат-
дегідрогенази була нижчою, в присутності фрукто-
зи, що зумовило прискорення процесів нефермен-
тативного перетворення, і, як наслідок, швидшого 
старіння. 

За обмеження калорій, зумовленого низькими 
концентраціями вуглеводів у середовищі культиву-
вання, метаболічна активність є вищою, а актив-
ність глюкозо-6-фосфатдегідрогенази – нижчою у 
мутантних клітин, порівняно з вихідним штамом. 

Рис. 2. Активність глюкозо-6-фосфатдегідрогенази 
(Г6ФДГ) S. cerevisiae за росту в присутності 0,1% глюко-

зи чи фруктози (M ± m, n = 3-6). Вірогідно відмінне від 
відповідних значень, отриманих *у присутності глюкози, 
1на першу добу росту та #для батьківського штаму (wt)  

з Р < 0,05 
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Можливо, це пов’язано з гальмуванням TOR-
сигнального шляху та активацією компенсаторних 
механізмів, зокрема протеїнкіназ Snf1p/AMP, Sch9, 
PKA, MAP [1, 21, 24], які частково «перебирають» 
на себе функції TOR-сигнального шляху.  

Перспективи подальших досліджень. TOR є 
сенсором поживних речовин у клітині, який бере 
участь у регулюванні передачі сигналів від цих ре-
човин. Такі шляхи виявлені для амінокислот. Проте 
для вуглеводів, які є основним джерелом енергії та 
карбону для клітини, можливі шляхи взаємозв’язку 
з TOR-сигнальним шляхом залишаються вивчени-
ми недостатньо. Цікавим є також зв’язок TOR-
сигнального шляху та функціонуванням систем 
відповіді на дію карбонільного/оксидативного стре-
су, а також одночасний вплив делецій у TOR-
сигнальному шляху та обмеження калорій. Кіназа 
TOR може також вважатися хорошою мішенню для 
активації процесів старіння в пухлинних клітинах 

зниження пулу проліферуючих клітин. Генетичні 
підходи показали існування взаємозв’язку між про-
грамами, які контролюють автофагію та старіння. 
Активація автофагії контролюється TOR і призво-
дить до збільшення тривалості життя, так само, як 
це відбувається у випадку обмеження калорій. 
Причинно-наслідкові зв’язки, якщо такі присутні, 
між старінням і TOR-залежною регуляцією клітин-
ного редокс-гомеостазу, менш зрозумілі і тільки 
починають досліджуватися. Інгібування TOR може 
бути корисним при терапії діабету, оскільки при 
низькій активності TOR відновлюється чутливість 
до інсуліну. Перспективними також є дослідження 
для виявлення молекулярних механізмів зв’язку 
TOR з процесом старіння. 

Подяки. Висловлюю подяку д.б.н. Семчишин 
Галині Миколаївні за наукове керівництво роботою, 
а також професору Michael Hall за люб’язно надані 
штами S. cerevisiae. 
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УДК 579.222: 577.124.3: 577.24 
УЧАСТИЕ СИГНАЛЬНОГО ПУТИ TOR В РЕГУЛЯЦИИ МЕТАБОЛИЗМА  
Saccharomyces cerevisiae ПРИ ОГРАНИЧЕНИИ УГЛЕВОДОВ 
Валишкевич Б. В. 
Резюме. Цель работы заключалась в исследовании влияния ограничения углеводов, на дрожжи  

S. cerevisiae, дефектные по разным участкам TOR-сигнального пути, при их росте в среде культивирова-
ния с глюкозой или фруктозой. Методы. Оценка метаболической активности и активности глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы. Результаты. Показано, что при ограничении углеводов (0,1% глюкоза или фрук-
тоза в среде культивирования) метаболическая активность в целом выше, а активность глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы – ниже в мутантных клетках, в сравнении с исходным штаммом. Выводы. Путь 
TOR вовлечен в ответ на ограничение углеводов, однако этот ответ зависит от штамма и типа углевода 
в среде культивирования. 

Ключевые слова: Saccharomyces cerevisiae, глюкоза, фруктоза, TOR-сигнальный путь, 
карбонильный/окислительный стресс. 

 
UDC 579.222: 577.124.3: 577.24 
Involvement of the Tor signaling pathway in metabolism regulation  
of Saccharomyces cerevisiae grown under carbohydrate-limited conditions 
Valiskhevich B. V. 
Abstract. The lack of nutrients and energy in the cell is tightly connected with periods of their low or high 

levels. This forces the switch from anabolism to catabolism and vise versa. One important protein that regulates 
this switch is a protein kinase TOR (target of rapamycin). TOR signaling pathway is a highly conservative con-
troller of many functions, including the intensity of metabolism and stress resistance in a variety of organisms 
from yeast to humans. It is known that atypical kinase TOR is a component of a complex signaling system, 
which normally regulates growth and proliferation of cells. 

Identification of TOR, as an integral component of РІЗК/АКТ pathway and existence of cross anticancer 
action between p53 and TOR signaling pathways demonstrate the unique role of TOR kinase during cell growth. 
In fact, various aspects of TOR kinase regulation are examined. As an example, TOR kinase interaction with the 
basic cellular signaling cascades makes it a useful target for treatment of cancer, diabetes and obesity. It is 
known that TOR is a nutrient sensor in the cell, which participates in the regulation of signal transduction in re-
sponse to nutrients (e.g. proteins and amino acids). However, interplay between substances like carbohydrates, 
that are a major source of energy and carbon for cell, and TOR-signaling pathway remains poorly studied. 

Metabolic activity is an indicator of intensity of redox processes in the cell. Since the intracellular redox bal-
ance depends on the total metabolic activity of cells, we have studied the metabolic activity in the presence of 
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low concentrations of carbohydrates. In the presence of 0.1% carbohydrates in the yeast cultivation medium, 
fructose-grown parental strain and single mutants demonstrated metabolic activities lower than respective glu-
cose-grown. It can serve as a confirmation of our assumptions about pre-adaptations of fructose-grown yeast 
cells to carbonyl/oxidative stress. Also, in most cases this parameter was higher in mutant cells compared with 
the parental strain. 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase is a key enzyme of pentose phosphate pathway and plays an impor-
tant role in maintaining proper intracellular pool of reduced coenzyme NADPH. Changes in the enzyme activity 
can be used as a potential biomarker of carbonyl/oxidative stress.  

It should also be noted that in most cases cells grown in the medium with fructose had lower activity of the 
enzyme than those in the presence of glucose. Interestingly, the activity of glucose-6-phosphate in mutant 
strains was lower compared to the parental strain. That can be explained by the redirection of carbohydrates 
towards non-enzymatic transformations. 

Thus, under starvation conditions with fructose all studied strains grew faster than those in the presence of 
glucose. It can be suggested that fructose as compared to glucose accelerates aging by higher metabolism in-
tensity, generation of reactive oxygen and carbonyl species. The above suggestion is in a good agreement with 
the fact that the activity of G6PDH was lower in the presence of fructose, resulting in acceleration of non-
enzymatic reactions. 

Calorie restriction (0.1% carbohydrates in the medium) inhibits TOR signaling pathway. Metabolic activity is 
higher, and the activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase is lower in the mutant cells compared with the 
parental strain. This suggests activating of compensatory mechanisms, including protein Snf1p/AMP, Sch9, 
PKA, MAP that in some way compensates the lack of TOR signaling pathway. 

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, glucose, fructose, TOR signaling pathway, carbonyl/oxidative 
stress. 
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