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Biochemické vlastnosti kvasiniek Saccharomyces cerevisiae
so znizenym obsahom fosfatidylserinu

Y. GBELSKA—L. KOVAC—J. SUBIK

Sthrn. Predmetom Studia bol jadrovy mutant kvasiniek Saccharomyces cerevisiae auxotrofny nacholin.

Po raste bez cholinu bunky mutanta mali zniZeny obsah fosfatidyletanolaminu a obsahovali len stopy

fosfatidylserinu. Takéto bunky neboli schopné inkorporovat radioaktivne prekurzory do bielkovin

a nukleovych kyselin, mali znizeni hybridizacni schopnost a ich protoplasty boli rezistentnejsie

k hypotonickej Iyze. Auxotrofia mutanta na cholin sa ukazala byt dosledkom Struktiimej modifikacie
syntetazy fosfatidylserinu.

Orientécia na rieSenie hospodarskych tloh cestou intenzivneho rozvoja otvorila
nové moznosti pre pokrok biologickych vied a ich technologickych aplikacii. Nové
poznatky o podstate rastu buniek, funkcidch Zivej hmoty a jej reguldcii tvoria
v spojeni s technickymi moznostami velky priestor pre nové vyroby zaloZené na
biologickych principoch. Do popredia vystupuje otdzka velkokapacitnej vyroby
mikrobidlnej biomasy s vyuzitim priamo vo vyZive, vo forme zdroja kimnych
bielkovin, vitaminovych koncentratov, ochucovadiel a dalSich nutriéne vyznamnych
latok pre potravindrsky priemysel, zdroja metabolitov a zdkladnych surovin na
vyrobu liediv, diagnostickych chemikalii a enzymov.

Zefektivnenie vytaznosti mikrobidlnej biomasy, zvyienie konverzie substratov
na ziadané produkty, resp. zvySeny obsah zli€enin vo frakcionovanych mikrobial-
nych systémoch zavisia od aktivneho usmernenia ¢innosti a vlastnosti mikroorganiz-
mov. Tato tloha predpoklada cieleny zdsah do biosyntetickych drah a regulacnych
mechanizmov, povodne rieSeny viac-menej ndhodnou metédou muticie a selekcie.
Nastup genetického inZinierstva priniesol redlnu moznost konStrukcie novych,
v prirode neexistujicich kombinécii génov, v systémoch hostitef—vektor, resp.
pouzitim techniky fzie protoplastov, v kmenoch priemyselne vyznamnych mikroor-
ganizmov.

Efektivnost izoldcie viacerych mikrobidlnych metabolitov do znacnej miery savisi
s vytvorenim vhodnych podmienok frakcionacie buniek. Frakciondcia buniek, fizia
protoplastov i permeabilita si problémy, ktoré izko sivisia so zloZenim a vlastnosta-
mi membran mikrobidlnych buniek. Vztah medzi zloZzenim a funkciou membran sa
dosial detailnejSie Studoval predovSetkym v prokaryotickych bunkach [1—3].
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Mutanty baktérie E. colis biokom v Specifickych enzymoch biosyntézy fosfolipidov
sa pouzili na modifikovanie zloZenia bunkovych membrdn a na Stidium ulohy
lipidickych komponentov v membranach.

Vzhladom na mnoZstvo dostupnych informécii o genetike a biochemickych
vlastnostiach sa ako modelovy organizmus z eukaryotickych mikroorganizmov
najCastejSie pouZiva kvasinka Saccharomyces cerevisiae [4].

Mutanty kvasiniek auxotrofné na mastné kyseliny [5] boli predmetom $tidii
vplyvu zmien v uhfovodikovych Castiach fosfolipidov membrdn na oxidativnu
fosforylaciu [6], transport adeninovych nukleotidov cez membranu mitochondrie
[71, respiracni adaptaciu [8, 9], replikdciu mitochondridlnej DNA [10] a proteosyn-
tézu [11].

Spomedzi mutantov kvasiniek s modifikovanou polarmou ¢astou molekuly fosfoli-
pidu boli predmetom detailnejSich $tidii iba kmene auxotrofné na inozitol [12, 13].

S ciefom zistit, ako ovplyvni zmena zloZenia fosfolipidov funkciu membrany,
v tejto praci sa Studovali vlastnosti mutanta kvasiniek Saccharomyces cerevisiae
auxotrofného na cholin.

Materidl a metédy

1. Pouzité mikroorganizmy

V préci sa pouzil haploidny kmen Saccharomyces cerevisiae 707-20 A (a, chol,
lys) od dr. H. Jacoba z roku 1964 (Centre de génetique moleculaire du CNRS,
Gif-sur-Yvette, Francizsko). Po skriZzeni s kmefiom S. cerevisiae 936 (a, pet 936)
od dr. G. Schatza (Biozentrum, Basel, Svajéiarsko), sa z vysporulovanych diploidov
vybral segregant a, chol, lys. Tento sa skrizil s pévodnym a haploidnym kmeiiom
a vznikol diploidny kmei auxotrofny na lyzin acholin EB 20. Kmen EB 20 sa pouzil
vo vicSine experimentov a v texte sa uvadza ako ,,mutantny kmef‘‘. Niektoré
experimenty sa uskutocnili s povodnym haploidnym kmefiom. Ako kontrola sa
v niektorych pripadoch pouZil spontanny revertant pévodného haploidného kmenia
707-20 A rev (a, lys). Hybridiza¢né schopnost mutanta 707-20 A (a, chol, lys) sa
stanovila skrizenim s haploidnym kmefiom DPI-IB (a, hisl, trp1).

2.Sp6sob kultivacie

inokula sa pripravili 24 h aerébnou kultivaciou kmetiov pri 30 °C v polosyntetic-
kej pode (obsahujucej 10 g pepténu, 10 g kvasni¢ného autolyzatu, 20 g glukdzy
azmes anorganickych soli v 1 1) a dvakrat premyli destilovanou vodou. Pouzili sana
zaoCkovanie tekutych polosyntetickych alebo syntetickych rastovych médii — bud
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komer¢ného YNB média (Difco, USA), bud podobného pripraveného v laboratdriu
(20 g glukézy, zmes anorganickych soli: 10 mg FeCls, 0,5 g KCl, 0,2 g NaNOs, 1,2 g
(NH4),SOs, 0,5 g MgSO,4 X TH,0, 1 g KH,PO4 a zmes vitaminov; 10 mg inozito-
lu, 1 mg tiamin-HCI, 600 pg pyridoxin-HCI, 600 ug kyseliny nikotinovej, 600 pg
" pantotenanu vépenatého, 10 pg biotinu a 200 pg riboflavinu v 1 1 média, pH 4,5).
Syntetické média sa dopliovali rastovymi faktormi auxotrofnych kmenov v koncen-
tracii 100 pg . ml™’, ak nie je uvedené inak.

Bunky sa kultivovali za trepania pri 30 °C v Erlenmeyerovych flasiach naplnenych
do 1/10 objemu rastovych médiom.

Pevné polosyntetické a syntetické rastové média rovnakého zlozenia ako tekuté
obsahovali navyse 20 g, resp. 30 g agaruv 1 1.

Rast buniek sa sledoval pocitanim v Biirkerovej komorke. Sucha hmotnost sa
stanovila gravimetricky vysuSenim do kons$tantnej hmotnosti pri 105 °C.

3. Stanovenie Zivotaschopnosti buniek

Frakcia mitvych buniek sa stanovila po vyseve na pevné polosyntetické rastové
média alebo farbenim buniek metylénovou modrou (0,3 mmol/l) v CaCl, (5
mmol/1).

4. Detekcia respiratno-deficitnych mutantov

Respiracno-deficitné mutanty sa detegovali vysevom buniek na pevné polosynte-
tické rastové média s glukézou (1 g . 1”") a glycerolom (30 g . 17") ako malé kolonie
alebo vysevom na pevné polosyntetické médi4 s glukézou (20 g . 17") ako kolénie,
ktoré sa nefarbili trifenyltetrazéliom chloridu.

5. Hybridizacia kvasiniek [14]

Haploidné bunky mutantného kmefia 707-20 A a kmenia DPI-IB opacného
pohlavného typu sa kultivovali oddelene v syntetickom rastovom médiu doplnenom
aminokyselinami, na ktoré boli pouZité kmene auxotrofné. Vyrastené bunky
opatnych pohlavnych typov sa zmie3ali v 5 ml kopulaéného média (1 x 10’ buniek-

. ml™! kazdého kmena). Po 2 h trepania pri 30 °C sa kultivaénad zmes odstredila
a nechala st4f 30 min. Supernatant sa zlial, bunky sa resuspendovali v Cerstvom
kopula¢nom médiu a po dalSich 4 h trepania sa vysiali na pevné syntetické média.
Pocet prototrofnych kolonii, stanoveny po 4 diioch inkubdcie pri 30 °C na Petriho
miskdch zodpovedal potu zygot, ktoré vznikli splynutim haploidnych buniek
opacnych pohlavnych typov.
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6. Priprava protoplastov

Protoplasty sa pripravili podla Kovéaca a spol. [15]. Premyté bunky (100 mg suche;j
hmotnosti) sa inkubovali 5 min v 2 ml Tris-tlmivého roztoku pH 9,3 (0,1 mol/l),
ktory obsahoval 2 mg ditioerytritolu, premyli sorbitom (1,35 mol/l} v citrat-fosfato-
vom tlmivom roztoku pH 5,8 (0,01 mol/l) a vystavili d€inku lyofilizovanej zmesi
hydrolytickych enzymov izolovanych zo zalidocnej Stavy slimdka zahradného
(60 mg . ml™" roztoku sorbitolu) pri 30 °C na 2 h. Vytvorené protoplasty sa 2-krat
premyli roztokom obsahujticim v 1 litri 1,35 mol sorbitolu a1 mmoi EDTA, pH 7,0
a resuspendovali v tomto roztoku v mnozstve 3 X 107 protoplastov . ml™".

7. Osmoticka stabilita protoplastov

Osmoticka stabilita protoplastov sa merala dvoma spdsobmi:

1. Metédou Alterthuma a Roseho [16]: 0,1 ml suspenzie obsahujiicej 3 x 10’
protoplastov . ml™' sa pridalo k 2 ml sorbitolu v citratovo-fosfatovom tlmivom
roztoku, (5 mmol/l) pH 7,0. Zmes sa nechala stat 10 min pri izbovej teplote, potom
sa zmerala jej turbidita ako absorbancia pri 600 nm.

2. Meranim mnozstva materidlu absorbujiceho v UV oblasti pri 260 nm, ktory sa

uvolnil z protoplastov do supernatantu po centrifugécii uvedenej zmesi 10 min pri
1500 g.

8. Inkorporacia znadenych prekurzorov do makromolekil

Inkorporécia rddioaktivnych prekurzorov do bielkovin a nukleovych kyselin sa
uskutocnila podla metédy Hartwella [17]. Syntéza nukleovych kyselin sa merala
stanovenim rddioaktivity vo frakcii nerozpustnej v kyseline trichléroctovej v kulta-
rach buniek, ktoré rastli v pritomnosti [U—"*CJadeninu (74 MBq a 87 pmol v 1 litri).
0,5 ml vzorky odobratej z kontinudlne znacenej kultiry sa zmiefalo s rovnakym
mnoZstvom vychladnutej kyseliny trichléroctovej (100 g . 17') a nechalo stat mini-
mélne 1 h pri 0 °C. Syntéza DNA sastanovila ako frakcia rddioaktivity stabilnd proti
alkalickej hydrolyze. V prisluSnych ¢asovych intervaloch sa odoberali vzorky do
rovnakého mnozstva ,,zastavovacej zmesi‘“ (40 g NaOH, 40 g sarkozyl, 50 mg
DNA, 25 mg hoviddzieho sérumalbuminu v 1 1) a nechali staf minimélne 16 h pri
laboratomej teplote. Pred dalsim spracovanim sa vzorky inkubovali 15 min pn
80 °C na vodnom kupeli a vyzrazali s kyselinou trichléroctovou.

Syntéza bielkovin sa merala stanovenim rddioaktivity vo frakcii nerozpustnej
v kyseline trichléroctovej v kultiirach, ktoré rastli v pritomnosti L-[U—"*C]-leucinu
(37MBq a 82 pmol v 1 litri). V pravidelnych ¢asovych intervaloch sa odoberalo
0,5 ml vzorky kontinudlne znacenej kultiiry do rovnakého mnozstva vychladnutej
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kyseliny trichléroctovej (100 g . 17") a nechalo staf minimalne 1 h pri 0 °C. Pred
dalSim spracovanim sa vzorky obsahujice radioaktivny leucin inkubovali 15 min pri
90 °C na vodnom kipeli.

Odobraté vzorky sa niekolkondsobne premyli kyselinou trichléroctovou
(50 g . 1) na membranovych filtroch (0,6 wm) a nakoniec 96 % etanolom. Radio-
aktivita vysuSenych filtrov zaliatych scintilaénou kvapalinou SLS 31 sa merala na
scintilatnom pocitaci Packard Tri-Carb.

9. Analyza lipidov

Premyté bunky sa vyzrazali kyselinou trichléroctovou (50 g . 17!), premyli kyseli-
nou trichléroctovou (50 g .”") a vodou a extrahovali kombinovanou metédou podfa
Lettersa [18] a Bligha a Dyera [19]. Celkové lipidy sa stanovili gravimetricky po
vysuSeni lipidického extraktu vo vdkuovom exikatore nad paletou KOH. MnozZstvo
fosfolipidov sa stanovilo kolorimetrickou analyzou anorganického fosfatu [20].

Lipidy sa rozdelili na jednotlivé frakcie chromatografiou na tenkej vistve.
Neutralne lipidy sa delili chromatografiou v jednom rozmere na platniach, ktoré sa
pripravili zo silikagélu G pouZitim zmesi rozpustadiel petroléter—etyléter—kyselina
octova (75:25:1). Dvojrozmerna chromatografia fosfolipidov sa uskutocnila na
platniach zo silikagélu DS pouZitim zmesi chloroform—metanol—28 % amoniak
(60:40:5) v prvom rozmere a zmesi chloroform—metanol—kyselina octovi—voda
(25:8:4:1) v druhom rozmere. Zaroven sa fosfolipidy rozdelili v jednom rozmere
pouzitim zmesi chloroform—metanol—Xkyselina octovai—voda (28:4:4:1) [21].
Aminofosfolipidy sa detegovali nastrickanim platni ninhydrinovym reagensom
a ostatné fosfolipidy vystavenim platni param jodu.

10. Chemikalie

Povod komercnych zlicenin je uvedeny v zatvorkach: pr-serin (Reachim ZSSR),
Standardy fosfolipidov (Koch-Light Laboratories, Velka Britdnia), silikagél G (Ser-
va, NSR), silikagél DC (Woelm, NSR), L-[U—"*C]-leucin, [U—"*C]-adenin (UVVR,
CSSR), scintilatnd kvapalina SLS 31 (Spolana, CSSR). Monometyletanolamin
a dimetyletanolamin sa ziskali z Katedry organickej syntézy SVST, Bratislava.
Zdrojom ostatnych pouzitych chemikalii bola Lachema, CSSR.

Vysledky a diskusia

Charakteristika rastu

V polosyntetickej pode s glukézou (20 g.17") sa mutant auxotrofny na cholin
spréaval ako Standardny kmen. Rychlost rastu a konetny rastovy vytazok mutanta sa
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v tomto médiu dali porovnat s rychlostou rastu a rastovym vytazkom Standardného
kmera. Glycerol, etanol alebo laktét boli schopné nahradit glukézu vo funkcii zdroja
uhlika, na zdklade ¢oho sa predpokladalo, Ze mutant je schopny vyuzZit i neskvasitel-
né substrity pre svoj rast. Bunky mutanta dychali, obsahovali vSetky cytochrémy
a neposkytovali zvySené mnoZstvo cytoplazmatickych respiracno-deficitnych mu-
tantov. V syntetickych pédach (YNB alebo podobna, pripravena v laboratériu)
prejavoval mutant auxotrofiu na lyzin a cholin. Ak nebol lyzin v péde pritomny,
mutant nebol schopny rast vobec, v jeho pritomnosti rastol iba obmedzeny pocet
generdcii (1 aZz 3). V syntetickych pdédach obsahujicich lyzin (100 mg . ml™")
a cholin (1 mmol/1) réstol s dobou zdvojenia asi 2 h a kone¢nym rastovym vytazkom
60—70 X 10° buniek . ml™'. Rovnako réstol aj v pripade, ked sa namiesto cholinu
pouzili v syntetickej pdde s lyzinom monometyletanolamin, dimetyletanolamin
alebo etanolamin v koncentracii 1 mmol/l. Ukazalo sa, Ze cholin moZno nahradif
v syntetickej pode i serinom. Na dosiahnutie rovnakého rastového vytazku ako pri
pouziti cholinu, resp. ostatnych uvedenych zlicenin, bolo potrebné zvysit koncentra-
ciu serinu az 100-ndsobne (obr. 1).

v/ L.

T T T 7 i T T T 7/ T
A B
8- =+ -
- —c
e
X 6 - -
= ///
E
$ar - E
=
2
,g: 2
2ok + .
g /
] | 1 A i 1 ! | v/3 i
0 0.02 0.04 0.06 0.205 0 2 4 6 19.5
cholin ¢mmol /1) serin Cmmoi/iJ

Obr. 1. Rastovy vytaZok buniek mutanta ako funkcia koncentracie prekurzorov biosyntézy fosfolipidov.

Diploidny kmefi mutanta rdstol 24 h v polosyntetickej pode. Premyté bunky sa zaockovali do syntetickej

pddy s lyzinom na potiatoéni koncentraciu 1 X 10° buniek/ml. Syntetickd pdda s lyzinom obsahovala

bud cholin chlorid (A} alebo D,L-serin (B) v koncentraciich uvedenych na abscise. Rastovy vytazok,
uvedeny na ordinéte sa stanovil po 30. h rastu

Analyza fosfolipidov

Predbezna analyza zloZenia fosfolipidov v haploidnych bunkach mutanta auxo-
trofného na cholin (S. cerevisiae 707-20 A) viedla k zisteniu, Ze v porovnavani
s odpovedajiicim revertantom sa u mutanta zniZuje obsah fosfatidylserinu, resp. sa

74



tento dplne straca [22]. Podrobnou analyzou obsahu a zloZenia fosfolipidov za
roznych podmienok rastu sa zaoberal vo svojom laboratoriu Kovac [23]. Obsah
a zlozenie fosfolipidov v bunkach mutanta rasticeho v syntetickej pode s lyzinom
a cholinom boli porovnatelné s obsahom a zloZenim fosfolipidov buniek mutanta,
ktory rastol v polosyntetickej pode (tab. 1). Ak sa viak zo syntetického média

Tabulka 1. Zlozenie fosfolipidov. Bunky, pouzité ako inokulum rastli 24 hodin v polosyntetickej pode.
Premyté bunky sa pouzili na zaockovanie syntetickej pody obsahujiicej lyzin (50 #g/ml) a kde je vyznace-
né i cholin chlorid (20ug/ml). Pociato¢na koncentracia buniek bola 1 — 2 % 10° buniek/ml, okrem kul-
tiry, ktora rastla v pode bez cholinu, kde bola potiatoéna koncentracia 2 X 10’ buniek/ml.
Doba kuitivécie : 24 hodin; hodnoty uvedené v tabulke si priemerom 2 nezavislych experimentov

o Kultivécia ?e!l‘;oxié fosf?- Fosfolipidy % celkovych -

men : : ipi mo né
v pritomnostt schei hmot s |LPCH| PCH| PI | PS | PE

Revertant

707 20A.., - 31 0 4701 16,5 4,0 | 23,3 9,2

Hapl. mutant

707 20A - 12 391 61,5275 09 33| 3,7

Hapl. mutant

707 20A cholin (20ug/ml) 30 0 61,5 17,2 39 | 10,8 | 6,6

Mutant

EB 20 - 15 13,1} 54,71 19,2 | 0,5 45| 8,0

Mutant

EB 20 cholin 31 12515731149} 19 | 10,3 | 3,1

Mutant

EB 20 etanolamin (50 ug/ml) 30 28| 61,7216 05 | 120} 1,4

vynechal cholin, celkovy obsah fosfolipidov v bunkédch mutanta klesol na poloviéni
hodnotu pévodného mnozstva. Obsah fosfatidyletanolaminu bol za tychto podmie-
nok niz§i ako 1/5 hodnoty zistenej v bunkéch revertanta a fosfatidylserin bol
prakticky nedetegovatelny. Pritomnost nepatmych mnoZstiev fosfatidylserinu sa
v bunkdch mutanta podarilo dokazat po kyslej hydrolyze izolovanych fosfolipidov,
po oddeleni vo vode rozpustnych produktov s pozitivnou reakciou na ninhydrin aich
identifikaciou porovnanim so Standardmi serinu a etanolaminu.

Charakteristika rastu a zloZenie fosfolipidov viedli k predpokladu, Ze u mutanta
bola muticiou zasiahnutéd skor syntéza fosfatidyletanolaminu a fosfatidylserinu ako
fosfatidylcholinu. Pritomnost cholinu v syntetickej pode sposobila ¢iastoéni norma-
lizaciu zloZenia fosfolipidov v bunkdch mutanta, k tiplnému odstraneniu pozorova-
nej deficiencie fosfatidyletanolaminu a fosfatidylserinu vSak nedo$lo. Ani rast
mutanta v syntetickéj pdde s etanolaminom uvedent deficienciu neodstranil (tab. 1).
Na zdklade anal6gie s mutantmi plesne Neurospora crassa auxotrofnymi na cholin sa
povodne ocakavalo, Ze mutdcia zasiahne niektord z metyliransferdz, ktoré sa
zdCastiiuji na transformdcii fosfatidyletanolaminu na fosfatidylcholin [24—26].
Skutoc¢nost, ze cholin moZno v rastovom médiu nahradif bezprostrednymi prekur-
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zormi jeho biosyntézy — dimetyletanolaminom, monometyletanolaminom alebo
etanolaminom, poukdzala viak na pritomnost funkénych metyltransferaz. ZloZenie
fosfolipidov v bunkach mutanta, ktory bol kultivovany v nepritomnosti cholinu
dokonca naznaCilo, Ze enzymy metylujice fosfatidyletanolamin na fosfatidylcholin
st v bunkach mutanta aktivnejSie. Zistené zloZenie fosfolipidov v bunkdch mutanta
vylicilo i moZnost, Ze mutécia modifikovala enzym fosfatidylserindekarboxylazu,
ktory sa uplatiiuje pri premene fosfatidylserinu na fosfatidyletanolamin. Mutanty
baktérie E. coli's defektom v dekarboxylaze fosfatidylserinu akumulovali fosfatidyl-
serin [27]. V spektre fosfolipidov §tudovaného mutanta v§ak chybal fosfatidylserin
prakticky tplne, na zdklade ¢oho sa predpokladalo, Ze mutaciou vznikla porucha
v syntéze fosfatidylserinu. Fosfatidylserin syntetaza (EC2.7.8.8) katalyzuje denovo
syntézu fosfatidylserinu z CDP — diglyceridu a serinu. Pri vyssich eukaryontoch sa
enzym spravidla nenachadza a fosfatidylserin sa tvori vymennou reakciou poldrnych
Casti fosfolipidov (napr. za tcasti L-serinu a fosfatidyletanolaminu). Detailna
biochemické analyza ukéazala, Ze systém syntetizujici fosfatidylserin zo serinu ma
v bunkach mutanta vyrazne zniZeni afinitu k serinu. Této by mohla byt désledkom
struktirnej modifikdcie syntetdzy fosfatidylserinu [23].

Podobné mutanty baktérie E. coli oznacené ,,pss*“ [1] mali zmenené zloZenie
fosfolipidov (vyrazne zniZeny obsah fosfatidyletanolaminu) a ich rast bol citlivy na
teplotu. Pri nepermisivnej teplote nerastli, fosfatidyletanolamin bol nevyhnutny na
zabezpecenie rastu baktérii rovnako ako fosfatidylserin, ktory slazil ako jediny zdroj
fosfatidyletanclaminu v tychto bunkdch [28]. Podobne ako ,,pss‘ mutant baktérii E.
coli mal i mutant kvasiniek auxotrofny na cholin, kultivovany v médiu bez cholinu,
zmenené zloZenie fosfolipidov (zniZzeny obsah fosfatidylserinu a fosfatidyl-
etanolaminu). KedZe fosfatidyletanolamin sa tvori dekarboxylaciou fosfatidylserinu
a jeho postupnou metylaciou vznika fosfatidylcholin, o€akdval sa i pokles mnoZstva
fosfatidylcholinu. Tento sa viak nepozoroval, ¢o viedlo k predpokladu, Ze mutant
kvasiniek rastie dovtedy, kym sa mozZe tvorit fosfatidylcholin na ukor zniZujiceho sa
mnozstva fosfatidyletanolaminu a fosfatidylserinu. Obsah fosfatidylinozitolu sa
v bunkdch mutanta vyznamnejSie nemenil pravdepodobne preto, Ze sa syntetizuje
nezdvislou drdhou.

V syntetickych médiach s cholinom rédstol mutant ako Standardny kmei. Obsaho-
val normélne mnozstvo fosfatidylcholinu a mierne zniZené mnozstv4 fosfatidylserinu
a fosfatidyletanolaminu. KedZe bol cholin v pode pritomny, fosfatidylcholin sa
syntetizoval prevazne CDP — cholinovou drahou {29, 30]. Za tychto podmienok
zabezpeCovala defektna syntetdza fosfatidylserinu potrebné mnozstva fosfatidylseri-
nu a z neho naslednou dekarboxylaciou fosfatidyletanolaminu.

Na zaklade uvedenych zisteni sa konstatovalo, Ze rast buniek kvasiniek nie je
striktne zavisly od normdlneho obsahu fosfatidylserinu a fosfatidyletanolaminu.
Mnozstvo oboch fosfolipidov méZe klesat, nie viak viac ako na 4 % pdvodného
obsahu - pre fosfatidyletanolamin, resp. 2 % pre fosfatidylserin. Bunky na rast
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potrebuji fosfatidyicholin rovnako ako fosfatidylinozitol, ktory vsak nie je schopny
fosfatidylcholin nahradit. Hoci je pritomnost fosfatidylcholinu potrebna na to, aby
mohli bunky rast, zastavenie jeho syntézy a akumulécie sa neprejavilo stratou
Zivotaschopnosti. Naproti tomu, bunky kvasiniek auxotrofné na inozito! stracali
Zivotaschopnost vyCerpanim inozitolu z rastového média {12, 13, 31].

Pri fyziologickom pH majti molekuly fosfatidylserinu a fosfatidylinozitolu zipomy
néboj, fosfatidyletanolamin je tieZ mierne zdporne nabity, kym zwitterién fosfatidyl-
cholinu je neutrdlny [32, 33]. Skuto¢nost, Ze v membranach je v prevaZnej miere
zastipeny fosfatidylcholin a nemoZno ho nahradif inymi nabitymi fosfolipidmi
naznafuje, Ze membrana netoleruje vicSie zmeny v celkovem naboji. Na existenciu
kompenzaCnych mechanizmov, ktoré udrziavaji konstantny ndboj fosfolipidov
v membrine, poukdzali i Stidid mutantov Neurospora crassa auxotrofnych na cholin
a inozitol [34], ako aj kvasiniek auxotrofnych na inozitol [31]. U baktérii E. colisa
pozorovala uritd flexibilita ndbojov membrany, ktorej sa pripisuje regulatnd
funkcia v aktivite niektorych fosfatidyltransferaz [1].

Biochemické vlastnosti mutanta

Rast mutanta v syntetickej péde bez cholinu bol limitovany ; za tychto podmienok
rasili bunky maximalne 3 generécie (asi 6 h), potom sa ich rast zastavil. ZloZenie
fosfolipidov charakterizoval nizky obsah fosfatidylserinu a zniZené mnozstvo fosfati-
dyletanolaminu. Napriek tomu boli vSak bunky mutanta v syntetickej pode bez
cholinu pomermne diho Zivotaschopné. V 7. hodine rastu bez cholinu bolo 60—80 %
buniek populacie schopnych tvorit kolonie, v 24. hodine 30 % a v 48. hodine
kuitivicie ostalo 10 % buniek populdcie schopnych tvorit kolénie po premyti
a vyseve na pevné polosyntetické média.

Schopnost buniek mutanta inkorporovat raddioaktivne prekurzory do bielkovin
a nukleovych kyselin zavisela od pritomnosti cholinu v rastovom médiu. Ak rastli
bunky mutanta v syntetickom médiu s cholinom, boli schopné inkorporovat
rddioaktivny leucin do bielkovin, resp. rddioaktivny adenin do nukleovych kyselin
bez ohladu na to, ¢i Cerstvé médium obsahovalo alebo neobsahovalo cholin. Ak vSak
boli bunky kultivované v médiu bez cholinu, v Cerstvom médiu, ktoré neobsahovalo
cholin, neboli schopné inkorporicie vobec. Ak sa dostali do Cerstvého média
s cholinom, ich schopnost inkorpordcie sa ¢iastocne obnovila (obr. 2). Zda sa, Ze
pomer bielkovin a lipidov v membranach sa rozhodujicou mierou zdcastfiuje na
zabezpleni normdlnych funkcii eukaryotickej bunky. Nie je vSak vylicené, Ze
pozorovana znizend schopnost inkorpordacie je za tychto podmienok dbsledkom
straty Zivotaschopnosti znacnej Casti populacie.

V bunkach kvasiniek auxotrofnych na inozitol sa pozorovala pokracujica syntéza
makromolekil i po zastaveni mnozenia v dosledku karencie na inozitol {12, 13, 31,
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Obr. 2. Inkorporécia ['“C]-L-leucinu do bielkovin a [**Cladeninu do nukleovych kyselin v bunkéch
mutanta auxotrofného na cholin. Bunky réstli v lyzin-obsahujicej syntetickej pode s cholinom (O ®)
alebo bez (A A) cholinu 24 h. Premyté bunky sa zaoCkovali na poéiatoéni koncentraciu 5 — 10 x 10°
buniek/mi do lyzin obsahujicej syntetickej pody s cholinom (@ A) alebo bez cholinu (O A) a oznaéili
pouitim [U~-"*C]-L-leucinu (82 nmol a 37 kBg/ml) alebo [U-'*Cladeninu (87 nmol a 74 kBg/ml).
Bunky sa kultivovali po dobu uvedend na abscise a v pravidelnych intervaloch sa odoberali vzorky na
stanovenie radioaktivity inkorporovanej do bielkovin (A), RNA (B) a DNA (C)
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35]. Nerovnovaha medzi inhibovanym rastom membran a pokraujicou syntézou
makromolekil v bunke sa pokladala za prifinu straty Zivotaschopnosti buniek
v dobsledku karencie na inozitol. Strata Zivotaschopnosti buniek v§ak mohla byt
i dosledkom aktivacie proteolytickych enzymov v bunkach, ktoré mali karenciu na
inozitol [36—38].

Pri priprave protoplastov sa zistilo, Ze bunky mutanta kultivované v syntetickom
médiu bez cholinu boli rezistentnejSie proti u¢inku hydrolytickych enzymov izolova-
nych zo Zalidocnej Stavy slimdka zdhradného ako bunky, ktoré rastli v pédach -
obsahujtcich cholin. KedZe funkcia tychto enzymov pri priprave protoplastov
spociva v hydrolyze polysacharidov bunkovej steny, predpokladalo sa, Ze syntéza
polysacharidov v bunkdch mutanta pokracuje ur€ity ¢as aj po zastaveni rastu.

Protoplasty sa z buniek mutanta podarilo pripravit az vtedy, ked sa mnozstvo
glukézy v syntetickom médiu zniZiloz 20 g . 1" (beZne pouzivané) na2,5 g . 1"}, &m
sa zabrénilo rozsiahlejSej syntéze stenovych polysacharidov. Osmotické viastnosti
protoplastov zaviseli od toho, €i bunky, z ktorych boli pripravené, rastli v pritomnosti
alebo nepritomnosti cholinu. Protoplasty, pripravené z buniek mutanta, ktoré boli
kultivované v pdde bez cholinu, boli rezistentnejsie proti napuciavaniu a lyze
v hypotonickych roztokoch sorbitolu ako protoplasty pripravené z buniek rasticich
v podach s cholinom (obr. 3). Je pravdepodobné, Ze tieto pozorovania si désledkom
rozdielnych vlastnosti plazmatickej membrany v tychto dvoch druhoch vzoriek.

S poklesom mnoZstva fosfatidyletanolaminu a fosfatidylserinu v membrane kiesol
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Obr. 3. Osmoticka stabilita protoplastov pripravenych z buniek mutanta auxotrofného na cholin.
Protoplasty sa pripravili z buniek, ktoré réstli 24 h v syntetickej pode s lyzinom a glukézou (2,5 g/l liter
média) v pritomnosti (@) alebo nepritomnosti (O) cholinu. 0,1 m! suspenzie protoplastov sa pridalo
k 2 ml sorbitolu rozpustenému v 5 mM citrat-fosfatovom timivom roztoku pH 7,0, ktorého koncentracia
je uvedend na abscise. Po 10 min. statia pri laboratémej teplote sa zmerala turbidita zmesi ako
absorbancia pri 600 nm (A). MnozZstvo materialu, ktory sa uvolnil z protoplastov do supernatantu sa
zmeralo po odcentrifugovanizmesi (10 min, 1500 g) pri 260 nm (B). Namerané hodnoty sa normalizovali
vzhladom na extrémne hodnoty absorbancie zistené pri kencentracii sorbitotu 0 resp. 1,6 mol/I™.
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aj pocet vzajomne sa odpudzujicich zdpornych ndbojov. V dosiedku toho sa
fosfolipidy mohli v membréne protoplastov usporiadat kompaktnejsie, ¢o sandsled-
ne prejavilo zvySenou rezistenciou proti osmotickému stresu.

Zavislost osmotickych vlastnosti membrdn od distribicie fosfolipidov opisali
i dalsi autori, Vyuzitim zistenia, Ze obsah fosfatidylcholinu a fosfatidyletanolaminu
v plazmaticke] membrane kvasiniek mozno zvysit rastom buniek v definovanych
médidch obohatenych cholinom alebo etanolaminom, Hossack a spol. ukazali, Ze
protoplasty, plazmatickd membrana ktorych obsahovala viac fosfatidyletanclaminu,
boli osmoticky stabilnejSie ako tie, ktorych membrina obsahovala viac fosfatidyl-
cholinu [39]. Aj zivotaschopnost buniek kvasiniek suspendovanych do tlmivych
roztokov obsahujicich SDS sivisela so zloZenim fosfolipidov ich membran [40].
Tieto udaje poukazuji na komplexnost javu a vyznam asymetricke] distribicie
fosfolipidov pre vlastnosti membran.

Experimenty s pouZitim umelych lipidickych membran viedli k zisteniu, zZe
fosfatidylserin a fosfatidyletanolamin maji vyznamni Glohu v membranach schop-
nych fazie {41, 42]. Vzhladom na to, Ze u §tudovaného mutanta sa zistil znizeny
' obsah prave fosfatidylserinu a fosfatidyletanolaminu, predpokladalo sa, Ze schop-
nost jeho bunkovej membrany podliehat fiizii sazmeni. KedZe fiizia jenevyhnutnym
predpokladom toho, aby haploidné bunky opac¢ného pohlavia vytvorili zygotu, bol
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Tabulka 2. Hybridizaéné schopnost. Haploidné bunky mutanta 707 20A a bunky opa¢ného pohlav-
ného typu DPI-1B boli kultivované oddelene v podach a po dobu ako je uvedené v tabulke. Syntetické
pddy obsahovali aminokyseliny, na ktoré boli pouzité kmene auxotrofné. Kde je vyznacené, bol do pddy
pridany cholin chlorid {1mM). Bunky oboch pohlavnych typov sa zmiesali v hybridizatnom médiu
(1 x 107 buniek/ml kazdého kmena) a dalej spracovali ako je uvedené v Casti Materidl a metddy. Percento
zygot je vyjadrené vzhfadom na celkovy pocet buniek pritomnych v hybridizaénej zmesi, takze teoretické
maximum zygot je 50 %. Zivotaschopnost buniek sa stanovila na pociatku experimentu farbenim

metylénovou modrou.

Podmienky kultivacie Hybridizatné Zg’éf)‘y 2“°‘*‘;§{’;’P“°“
16 hod. v polosyntetickom médiu Polosyntetické 40 100
16 hod. v syntetickom médiu s cholinom Polosyntetické 31 80
16 hod. v syntetickom médiu s cholinom Syntetické 14 80
8 hod. v syntetickom médiu s cholinom Syntetické 17 97
16 hod. v syntetickom médiu bez cholinu Polosyntetické 3 70
16 hod. v syntetickom médiu bez cholinu Syntetické 0,05 70
8 hod. v syntetickom médiu bez cholinu Syntetické 0,9 99

opravneny predpokiad, Ze u mutanta so zmenenym zloZenim fosfolipidov sazmeni aj
schopnost hybridizacie. Pri sledovani hybridizacnej schopnosti haploidnych buniek
mutanta, ktoré vyrastli v podach obsahujicich, resp. neobsahujicich cholin, skutoc-
ne sa zistilo, Ze tato schopnost bola vyrazne nizSia u buniek kultivovanych v syntetic-
kej pode bez cholinu (tab. 2). Zivotaschopnost buniek bola poéas celého experimen-
tu prakticky rovnaka. Nie je viak vylicené, Ze pozorovana zniZend hybridizatna
schopnost buniek mutanta s nizkym obsahom fosfatidylserinu a fosfatidyletanolami-
nu je dosledkom zmenenych vlastnosti bunkovej steny. Konecné rozhodnutie tohto
problému vyzaduje dalSie experimentalne Stidium s pouzitim izolovanych proto-
plastov. :

Z vysledkov prace vyplyva, Ze existuje redlna moznost modifikovat fosfolipidické
zloZenie buniek a ich membran. Zmena v zloZeni membran sa odrazi v zmene ich
funkcii, o charakteristicky ovplyvni Zivotné prejavy a vlastnosti buniek kvasiniek.
Bunky s cielene zmenenou §truktirou biologickych membran mozno uplatnit pri
optimalizacii postupov frakcionacie mikrobidlnej biomasy, resp. pri hladani efektiv-
nejsich postupov fizie izolovanych protoplastov pri genetickych manipulédciach
s eukaryotickymi mikroorganizmami.

Literatidra

1. RAETZ, C. R. H.: Microbiol. Rev., 42, 1978, s. 614.
2. SILBERT, D. F.: Ann. Rev. Biochem., 44, 1975, s. 315.
3. CRONAN, J. E., J.—GELMANN, E. P.: Bacteriol. Rev., 39, 1975, s. 232.

80



11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.

. LITTERS, R.: in: Aspects of Yeast Metabolism. Ed. A. K. Mills. Oxford, Blackwells Sci. Publ. 1968,

19.
20.
21.
22,
23.

24.
25;
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.

42.

. ROSE, A. H-—HARRISON, J. S.: The Yeasts. Vol. 1, New York, Academic Press 1969.

. RESNICK, M. A.—MORTIMER, R. K.: J. Bacteriol., 92, 1966, s. 597.

. HASLAM, J. M.—PROUDLOCK, J. W—LINNANE, A. W.: J. Bioenerget., 2, 1971, s. 315.

. HASLAM, J. M.—FELLOWS, N. F.: Biochem. Soc. Trans., 3, 1975, s. 772.

. GORDON, P. A—LOWDON, M. J.—.STEWARD, P. R.: J. Bacteriol., 110, 1972, s. 51.

. WALENGA, R. W.—LANDS, W. E. M.: J. Biol. Chem., 250, 1975, s. 9130.

. MARZUKI, S.—HALL, R—LINNANE, A. W.: Biochem. Biophys. Res. Commun., 57, 1974, s.

372

MARZUKI, S.—COBON, G. S—CROWFOOT, P. P.—LINNANE, A. W.: Arch. Biochem.
Biophys., 169, 1975, s. 591.

HENRY, S. A.—ATKINSON, K. D.—KOLAT, A. L—CULBERTSON, M. R.: J. Bacteriol., 130,
1977, 5. 472.

BEDNARZ-PRASHAD, A. J.—MIZE, CH. E.: Biochemistry, 17, 1978, s. 4178.

JACOB, H.: Acad Sci. C.R., 254, 1962, s. 3909.

KOVAC, L.—BEDNAROVA, H.—GREKSAK : M.: Biochim. Biophys. Acta, 153, 1968, s. 32.
ALTERTHUM, F.—ROSE, A. H.: J. Gen. Microbiol., 77,1973, s. 371.

HARTWELL, L. H.: J. Bacteriol., 93, 1967, s. 1662.

s. 306.

BLIGH, E. G.—DYER, W. ].: Canad. J. Biochem. Physiol., 37, 1959, s. 911.

ROUSER, G.—FLEISCHER, S.—YAMAMOTO, A.: Lipids, 5, 1970, s. 494.

SKIPSKI, V. P.—BARCLAY, M.: Methods in Enzymology, 14, 1969, s. 530.

SNITTOVA, V.: Rigorézna praca. Bratislava, Katedra biochémie PFUK 1977.

KOVAC, L—GBELSKA, Y.—POLIACHOVA, V.—SUBIK, ].—KOVACOVA, V.: Eur. J.
Biochem., 111, 1980, s. 491.

HALL, M. O.—NYC, J. F.: J. Amer. Chem. Soc., 81, 1959, s. 2275.

HALL, M. O.—NYC, J. F.: J. Lipid Res., 2, 1961, s. 321.

SCARBOROUGH, F. A—NYC, J. F.: J. Biol. Chem., 242,, 1967, s. 238.

HAWROT, E.—~KENNEDY, E. P.: J. Biol. Chem., 253, 1978, s. 8213.

KENNEDY, E. P.—WEISS, C. B.: J. Biol. Chem., 222, 1956, s. 193.

WAECHTER, C. J.—STEINER, M. R-—LESTER, R. L.: J. Biol. Chem., 244, 1969, s. 3419.
WAECHTER, C. J.—RESTER, R. L.: Arch. Biochem. Biophys., 158, 1973, s. 401.
BECHER, G. W.—LESTER, R. L.: J. Biol. Chem., 252, 1977, s. 8684.

KOLBER, M. A.—HAYNES, D. H.: J. Membrane Biol., 48, 1979, s. 95.

OHTA, A—SHIBUYA, L: J. Bacteriol., 132, 1977, s. 434.

HUBBARD, S. C.—BRODY, S.: J. Biol. Chem., 250, 1975, s. 7173.

ATKINSON, K.—KOLAT, A. L—HENRY, S. A.: J. Bacteriol., 132, 1977, s. 806.
MATILE, P.: Science, 151, 1966, s. 86. A

SULLIVAN, J. L—DEBUSK, A. G.: Nature New Biol., 243, 1973, s. 72. )
ULASZEWSKI, S.—WOODWARD, J. R.—CIRILLO, V. P.: J. Bacteriol., 136, 1978, s. 49.
HOSSACK, J. A—SHARPE, V. ].—ROSE, A. H.: J. Bacteriol., 129, 1977, s. 1144,
PRINGLE, A. T—ROSE, A. H.: J. Gen. Microbioi., 111, 1979, s. 337. )
PAPAHADJOPOULOS, D.—POSTE, G.—SCHAEFFER, B. E—VAIL, W. J.: Biochim. Bio-
phys. Acta, 352, 1974, s. 10.

KOLBER, M. A—HAYNES, D. H.: J. Membrane Biol., 48, 1979, s. 95.

81



L

bHoxuMHEYecKHe CBOMCTBA [poxaKeH Saccharomyces cerevisige ¢ MOBHIKEHHBIM
cofepxannem GochaTnamIcepHHa

Pe3iome

O61eXTOM H3y4eHHs CIyXHN SANEPHBIA MYTaHT Apoxaxel Saccharomyces cerevisiae, aykcoTpodHbIN
no oTHoweHUIo K xosauHy. [Tocne pocra 6e3 xonMHA KISTKH CONEPXKANH MOHWXKEHHOE KONHYECTBO
docdaruaunaTaHonamMuEa M ML cnefbl dochatupuncepura. OHKM ObIIH HECHOCOGHB! BKIIOYATDH
B O€JIKH H HYKJIEMHOBbIE KHCJIOTh! IPOMEXYTOUYHbIE PAaJHOAKTHBHBIE BELWECTBA, 001a1a 1 TOHHXEHHON
Cnoco6HOCTBI0 K 06pa3zoBanuio TMOPHNIOB, U MX TpOTONIACTh! Ob1nM 6oJiee yCTOMHYHBBI K TMIIOTOHHYEC-
Komy su3ucy. KaxeTrcsi, 4To ayKCOTPOHS MyTaHTOB M0 OTHOIUEHHUIO K XOJIHHY SIBISETCS Pe3yibTaToM
CTPYKTYPHOH MoaudHKaLuK cHHTeTa3bl hochaTuamicepuHa.

Biochemical properties of the yeast Saccharomyces cerevisine with lowered
phosphatidylserine content

Summary

The object of this study was the nuclear mutant of yeast Saccharomyces cerevisiae auxotrophic to
choline. After growing without choline, the mutant cells had a lowered phosphatidyletanolamine content
and contained phosphatidylserine traces only. Such celis were unable to incorporate the radioactive
precursors into proteins and nucleic acids, they had a lowered hybridization ability and their protoplasts
were more resistant to hypotonic lysis. The auxotrohy of the mutant to choline was found to be a result of
the modification of phosphatidylserine synthetase.
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