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Biochemick6 vlastnosti kvasiniek Saccharomyces cereyisiae
so znfZenim obsahom fosfatidylsednu

Y. GBELSKA_L. KOVAC_J. SUBIK

S rih rn. Prcdmetom Stridia bol jadrovj mutant kvasiniek Saccharomycescerevisiae auxotrofnf na cholin.

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

fosfatidylserinu. Takdto bunky neboli schopn6 inkorporovaf r6dioaktivne prekurzory do bielkovin
a nukleovfch kyselin, mali zniZenri hybridizadnri schopnost a ich protoplasty boli rezistentnejiie
k hypotonickej l1ize. Auxotrofia mutanta na cholin sa uk6zala byf d6sledkom Struktrimej modifikdcie

synteti{zy f osf atidylserinu.

Orient6cia na rieienie hospodrirskych riloh cestou inte.nzivneho rozvoja otvorila
nov€ moZnosti pre pokrok biologickfch vied a ich technologickfch aplikricii. Nov6
poznatky o podstate rastu buniek, funkci6ch Zivej hmoty a jej regul6cii tvoria
v spojeni s technickfmi moinosfami vefk! priestor pre nov6 vfroby zaloilenl na
biologickfch principoch. Do popredia vystupuje otinka velkokapacitnej vfroby
mikrobi6lnej biomasy s vyuZitim priamo vo vflive, vo forme zdroja kfmnych
bielkov(n, vitaminov'.ich koncentr6tov, ochucovadiel a dal3ichnutridner4iznamnlich
ldtok pre potravin6rsky priemysel, zdroja metabolitov a zikladnfch surovin na
v'.irobu liediv, diagnostickfch chemik6lii a enzimov.

Zefekiivnenie r4it'ainosti mikrobiiilnej biomasy, zvf5enie konverzie substr6tov
na iiadan6 produkty, resp. zrni5enf obsah zlfEenin vo frakcionovanfch mikrobi6l-
nych syst6moch z6visia od aktivneho usmernenia Einnosti a vlastnosti mikroorganiz-
mov. T6to riloha predpoklad6 cielenf ziisah do biosyntetickfch dr6h a reguladn;ich
rnechanizmov, p6vodne rieienf viac-menej niihodnou met6dou mutiicie a selekcie.
N6stup genetick6ho inZinierstva priniesol reillnu moinost kon5trukcie nov'.ich,

v prirode neexistujticich kombin6cii g6nov, v syst6moch hostitel-vektor, resp.
pouZitim techniky ffzieprotoplastov, vkmeioch priemyselnevfznamnfch mikroor-
ganizmov.

Ef ektivnost' izoldcie viaceqich mikrobidlnych metabolitov do znadnej miery srivisi
s vytvorenim vhodnfch podmienok frakciondcie buniek. Frakcion6cia buniek, ffzia
protoplastov i permeabilita sf probldmy, ktor6 6zko sfvisia so zloZenim a vlastnosfa-
mi membrdn mikrobi6lnych buniek. Vzfah medzi zloZenim a funkciou membr6n sa

dosiat daailnejiie Studoval predov5etkfm v prokaryotickfch bunkdch [1-3].
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komerdn6ho YNB m6dia (Difco, USA), bud podobn6ho pripraven6ho v laborat6riu
(20 g$uk6ry, zmes anorganickfch soli: L0 mg FeCls, 0,5 g KCl, 0,2 gNaNOtl,2E
(NlI+)zSOe, 0,5 g MgSOq x 7HzO,1 g KH2POa a zmes vitaminov; 10 mg inozito-
lu, 1 mg tiamin-HCl, 600 pg pyridoxin-HCl, 600 pg kyseliny nikotinovej, 600 pg
pantotenanu v6penat6ho, 10 pg biotinu a 200 pg riboflavinu v 1 I m6dia, pH 4,5).
Syntetick€ m6di6 sa doplfiovali rastovfmi faktormi auxotrofnfch kmefrovv koncen-
tr6cii 100 Fg . ml-l, ak nie je uveden6 inak.

Bunky sa kultivovali za trepania pri 30 "C v Erlenmeyerov'y'ch flaiiach naplnenlich
do 1/10 objemu rastovych m6diom.

Pevn6 polosyntetick6 a syntetickd rastov6 m6di6 rovnak6ho zlotenia ako tekut6
obsahovali navy3e 20 g, resp. 30 g agaru v 1 l.

Rast buniek sa sledoval poiitanim v Biirkerovej kom6rke. Such6 hmotnost sa

stanovila gravimetricky vysuienim do kon5tantnej hmotnosti pri 105 "C.

3. Stanovenie Zivotaschopnosti buniek

Frakcia mftvych buniek sa stanovila po v.iseve na pevn6 polosyntetick6 rastovd
mddi6 alebo farbenim buniek metyl6novou modrou (0,3 mmol/l) v CaCh (5

mmol/l).

4. Detekcia respira6no-deficitnfch mutantov

Respiradno-deficitn6 mutanty sa detegovali vfswom buniek na pevn6 polosynte-

tick6 rastov6 medie s gluk6zou (1 g . l-t) a glycerolom (30 g . l-1) ako mal6 kol6nie
alebo rnisevom na pevn6 polosyntetick6 m6di6 s gluk6zou (20 g.l-1) ako kol6nie,
ktor6 sa nefarbili trifenyltetraz6liom chloridu.

5. HybridizScia kvasiniek [14]

Haploidn6 bunky mutantn6ho kmeila 7O7-2O A a kmefia DPI-IB opadn6ho

pohlavn6ho typu sa kultivovali oddelene v syntetickom rastovom mddiu doplnenom

aminokyselinami, na ktor€ boli pouiit6 kmene auxotrofn6. Yyrasten6 bunky
opainfch pohlavnfch typov sa zmie5ali v 5 ml kopula6n6ho m6dia (1 x 107 buniek-
. d-l kaideho kmefia). Po 2 h trepania pri 30 "C sa kultivaEn6 zmes odstredila

a nechala stdf 30 min. Supernatant sa zlial, bunky sa resuspendovali v derstvom
kopuladnom m6diu a po dal5ich 4 h trepania sa vysiali na pwn6 syntetick6 m6di6.

Podet prototrofnfch kol6nii, stanoveny po 4 dioch inkub6cie pri 30 oC na Petriho
misk6ch zodpovedal poEtu rygot, ktor6 vznikli splynutim haploidnfch buniek
opadnfch pohlavnfch typov.
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6. Priprava protoplastov

ProtoplastysapripravilipodlaKovridaaspol.[15].Premyt6 bunky(100mgsuchej
hmotnosti) sa inkubovali 5 min v 2ml Tris-thniv6ho roztoku pFi 9,3 (0,1 mol/l),
ktoni obsahoval 2 mg ditioerytritolu, premyli sorbitom (1,35 mol/l) v citriit-fosf6to-
vom tlmivom roztoku pH 5,8 (0,01 mol/l) a vystavili ridinku lyofilizovanej zmesi
hydrolytickfch enzfmov izolovanfch zo ialfdodnej Stavy slimrika zi{hra.dndho
(60 mg. ml-1 roztoku sorbitolu) pri 30 "Cna2 h. Vytvoren6 protoplasty sa 2-krilt
premyli roztokom obsahujricim v I litri 1,35 mol sorbitolu a 1 mmol EDTA, pH 7,0
a resuspendovali v tomto roztoku v mnoZstve 3 x 107 protoplastov . ml-r.

7. Osmotickrl stabilita protoplastov

Osmotickil stabilita protoplastov sa merala dvoma sp6sobmi:
1. Met6dou Alterthuma a Roseho [16]:0,1 ml suspenzie obsahujfcej 3 x 107

protoplastov . ml-r sa pridalo k 2 ml sorbitolu v citr6tovo-fosf6tovom tlmivom
roztoku, (5 mmolil) pH 7,0. Zmes sa nechala stet' 10 min pri izbovej teplote, potom
sa zmerala jej turbidita ako absorbancia pri 600 nm.

2. Meranim mnoistva materi6lu absorbujriceho v UV oblasti pri 260 nm, ktor;i sa

uvolnil z protoplastov do supematantu po centrifugdcii uvedenej zmesi 10 min pri
1500 g.

8. Inkorpor6cia znatenfch prekurzorov do rnakromolekiil

Inkorpor6cia r6dioaktivnych prekurzorov do bielkovirr a nukleovjch kyselin sa

uskutodnila podla met5dy Hartwella [17]. Synt6za nukieor".ich kyselin sa merala
stanovenim r6dioaktivity vo frakcii nerozpustnej v kyseline trichl6roctovej v kultri-
rach buniek, ktor6 r6stli v_pritomnosti [u-t4c]adeninu (74 MBq a 87 pmol v 1 litri).
0,5 ml vzorky odobratej z kontinudlne znaienej kultriry sa zmielalo s rovnakfm
mnoZstvom vychladnutej kyseliny trichl6roctovej (100 g . l-t) a nechalo stiit' mini-
m6lne t h pri 0 "C. Synt6za DNA sa stanovila ako f rakcia r6dioaktivity stabiln6 proti
alkalickej hydrolyze. V prisluinjch dasorr,.fch intervaloch sa odoberali vzorky do
rovnak6ho mnoZstva ,,zastavovacej zmesi" (40 g NaOFI, 40 g sarkozyl, 50 mg
DNA, 25 mg hovddzieho sdrumalbuminu v 1 l) a nechali stdt minimdlne 15 h pri
laborat6mej teplote. Pred dal5im spracovanim sa vzorky inkubovali 15 rnin pri
80 "C na vodnom kfpeli avyzrdiali s kyselinou trichl6roctovou.

Synt6za bielkovin sa merala stanovenim r6dioaktivity vo frakcii nerczpustnej
v kyseline trichl6roctovej v kultrirach, ktor6 r6stli v pritomnosti l-[U-ttc]-ieucinu
(37 MBq a 82 pmol v I litri). V pravidelnfch dasovlich intervaloch sa odoberalo
0,5 ml vzorky kontinurilne znaienej kultriry do rovnak6ho mnoZstv'a vychladnutej
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kyseliny trichl6roctovej (100 g . l-') a nechaio st6t minimdlne t h pri 0'c. pred
dalSim spracovanim sa vzorky obsahujrice rddioaktivny leucin inkubovali 15 min pri
90 oC na vodnom kripeli.

Odobrat6 vzorky sa niekolkon6sobne premyli kyselinou trichl6roctovou
(50 g . l-1) na membriinov'.ich filtroch (0,6 pm) a nakoniec 96 7o etanolom. R6dio-
aktivita vysu5enfch filtrov zaliatych scintilainou kvapalinou SLS 31 sa merala na
scintilainom poditaii Packard Tri-Carb.

9. Analfza lipidov

Premyt6 bunky savyzriialikyselinou trichl6roctovou (50 g . l-1), premyli kyseli-
nou trichl6roctovou (50 g .-t) a vodou a extrahovali kombinovanou met6dou podla
Lettersa [18] a Bligha a Dyera [19]. Celkov6lipidy sa stanovili gravimetricky po
vysuSeni lipidickdho extraktu vo v6kuovom exik6tore nad paletou KOH. MnoZstvo
fosfolipidov sa stanovilo kolorimetrickou analfzou anorganick6ho fosfdtu [20].

Lipidy sa rozdelili na jednotliv6 frakcie chromatografiou na tenkej vntve.
Neutr6lne lipidy sa delili chromatografiou v jednom rozmere na platniach, ktor6 sa

pripravili zo silikag6lu G pouiitim zmesi rozpri5tadiel petrol6ter-etyldter-kyselina
octov6 (75:25:1). Dvojrozmern| chromatografia fosfolipidov sa uskutodnila na
platniach zo silikag6lu DS pouZitirn zmesi chloroform-metanol-28 7o amoniak
(60 : 40 : 5) v prvom rozmere a zmesi chloroform-metanol-kyselina octov6-voda
(25: 8:4: 1) v druhom rozmere. Zirovei sa fosfolipidy rozdelili v jednom rozmere
pouZitim zmesi chloroform-metanol-kyselina octov6-voda (28 : 4: a: 1) 12Ll.
Aminofosfolipidy sa detegovali nasrriekanim platni ninhydrfnov,.im reag€nsom
a ostatn6 fosfolipidy vystavenim platni par6m j6du.

10. Ch emikr{li e

P6vod komerdnfch zltidenin je uveden;f v z6tvork6ch: ol-serin (Reachim ZSSR),
Standardy fosfolipidov (Koch-Light Laboratories, Velk6 Brit6nia), silikag6l G (Ser-
va, NSR), silikag6l DC (Woelm, NSR), r--[U-laCJ-leucin, [U-t4c]-aOenin (IIWR,
CSSn;, scintilaEn6 kvapalina SLS 31 (Spolana, CSSn;. Monometyletanolamin
a dimetyletanolamin sa ziskali z Katedry organickej synt6zy SVST, Bratislava.
Zdr ojom ostatnli-ch pouZitf ch chemikdlii bola Lachema. CSSR.

Vfsledky a diskusia

Charakteristika rastu

V polosyntetickej p6de s gluk6zou QAg.l-t) sa mutant auxotrofn;f na cholin
spr6val ako Standardnf kmefr. Rfchlost rastu a koneEnf rastovli vftaiok mutanta sa
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v tomto m6diu dali porovnat' s r,.fchlostou rastu a rastor"-irn vft'aZkom Standardn6ho
kmda. Glycerol, etanol alebo laktrit boli schopn6 nahradit gluk6zu vo funkcii zdroja
uhlika, na zi{klade doho sa predpokladalo, ie mutant je schopnf vyuZit' i neskvasitef-
n6 substr6ty pre svoj rast. Bunky mutanta dfchali, obsahovali vietky cytochr6rny
a neposkytovali zr4i5en6 mnoZstvo cytoplazmatickfch respiradno-deficitnlfch mu-
tantov. V syntetickfch p6dach (YNIB alebo podobn6, pripravenii v laborat6riu)
prejavoval rnutant auxotrofiu na lyzin a cholin. Ak nebol lyzin v p6de pritomnf,
mutant nebol schopnf r6st' vdbec, v jeho pritomnosti ri4stol iba obmedzenf podet
gener6cii (1, aZ 3\. V syntetickfch p6dach obsahujfcich lyzin (100 mg .ml-t)
a cholin (1 mmol/l) rdstol s dobou zdvojenia asi 2 h a konednlirn rastov.fm r4it'aZkom
60_70 x 106 buniek . rnl-l. Rovnako r6stol aj v pripade, ked sa namiesto cholinu
pouZili v syntetickej p6de s lyzinom monometyletanolamin, dimetyletanolamin
alebo etanolamin v koncentr6cii 1 mmol/I. Ukrizalo sa, ie cholin moZno nahradit
v syntetickej pode i serinom. Na dosiahnutie rovnak€ho rastovdho r"ft'aZku ako pri
pouiiti cholinu, resp. ostatnfch uvedenfch zlfdenin, bolo potrebnd zly'5if koncentr6-
ciu serinu aZ 100-n6sobne (obr. 1).

cholin qmmol^/l )

; $.5

serin ( nmoi./r)
Ob r. 1. Rastoqi vitaiok buniek mutanta ako funkcia koncentrdcie prekurzorov biosyntdzy fosfolipidov.
Diploidnj kmei mutanta restol 24 h v polosyntetickej p6de. Prernyt6 bunky sa zaodkovali do syntetickej
p6dy s lyzinom na poEiatodnri koncentr6ciu 1 x 106 buniek/m!. Synteticki p6da s lyzinom obsahovala
bud cholin chlorid (A) alebo D,L-serin (B) v koncentrdci6ch uvedenych na abscise. Rastorrf vftadok,

uvedenf na ordin6te sa stanovil po 30. h rastu

Anal!za fosfolipidov

PredbeZn6 anal!,za zlo1enia fosfolipidov v haploidnlich bunk6ch rrrutanta auxo-
trofn6ho na cholin (S. cererisiaeTOT-20 A) viedla k zistenilr, Ze v porovndvani
s odpovedajfcirn revertantom sa u mutanta znriuje obsah fosfatidylserinu, resp" sa
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tento 6plne str6ca [22]. Podrobnou analyzou obsahu a zloLenia fosfolipidov za

rdznych podmienok rastu sa zaoberal vo svojom laborat6riu Kovdd [23]. Obsah

a zloienie fosfolipidov v bunk6ch mutanta rastficeho v syntetickej p6de s lyzinom
a cholinom boli porovnatefnE s obsahom a zloienim fosfolipidov buniek mutanta,
ktorf nistol v polosyntetickej pode (tab. 1). Ak sa v5ak zo syntetick6ho m6dia

Tabulka l.ZloZeniefosfolipidov.Bunky,pouiitdakoinokulumr6stli24hodinvpolosyntetickejp6de.
Premytd bunky sa pouZili na zaoikovanie syntetickej p6dy obsahujfcej lyzin (50 pg/ml) a kde je vyznade-
n6 i cholin chlorid (20pglml). Podiatoinri koncentr6cia buniek bola | - 2 x l0n buniek/ml, okrem kul-

tfry, ktord riistlal pdde bez cholinu, kde bola podiatoinii koncentrdcia 2 x 10/ buniek/ml.
Doba kultivricie: 24 hodin; hodnoty uveden6 v tabulke sri priemerom 2 nez6visl;ich experimentov

Kmei
Kultivdcia

v pritomnosti
Celkov€ fosfo-
lipidy (pmol/g
suchej hmot.)

Fosfolipidy % celkovlich
In6

LPCH PCH PI PS PE

Revertant
707 20A,",
Hapl. mutant
707 20A
Hapl. mutant
707 201l
lvlutant
EB 20
Mutant
EB 20
Mutant
EB20

cholin (20pglml)

cholin

etanolamin (50pg,/ml)

3l

t2

30

l5

3l

30

0

3,9

0

t3,l

12,5

2,8

47,O

61,5

61,5

54,7

57,3

6t.7

16,5

27,5

t7,2

19,2

14,9

21 ,6

4,0

0,9

3,9

0,5

1,9

0,5

23,3

J,)

r0,8

1,5

10,3

12,0

o,

3,7

6,6

8,0

3,1

t,4

vynechal cholin, celkovf obsah fosfolipidov v bunkdch mutanta klesol na poloviEnf
hodnotu p6vodn6ho mnoZstva. Obsah fosfatidyletanolamfnu bol za tfchto podmie-
nok nii5i ako 1/5 hodnoty zistenej v bunk6ch revertanta a fosfatidylserin bol
prakticky nedetegovatelnf. Pritomnost nepatmich mnoistiev fosfatidylserinu sa

v bunkdch mutanta podarilo dokrizat po kyslej hydrolfze izolovanfch fosfolipidov,
po oddeleni vo vode rozpustnich produktov s pozitivnou reakciou na ninhydrin a ich
identifik6eiou porovnanim so Standardmi serinu a etanolaminu.

Charakteristika rastu a zloZenie fosfolipidov viedli k predpokladu, Ze u mutanta
bola mutdciou zasiahnutd sk6r syntdza fosfatidyletanolaminu a fosfatidylserinu ako
fosfatidylcholinu. Pritomnost cholinu v syntetickej podesposobiladiastoEnf norma-
liz6ciu zloLenia fosfolipidov v bunkdch mutanta, k 6pln6mu odstr6neniu pozorova-
nej deficiencie fosfatidyletanolaminu a fosfatidylserinu v5ak nedo6lo. Ani rast
mutanta v syntetick6j p6de s etanolaminom uvedend deficienciu neodstrdnil (tab. 1).
Na a{klade anal6gie s mutantmi plesne Neurosporacrassaauxotrofnfmi nacholin sa

p6vodne oEak6valo, ie mutdcia zasiahne niektorf z metyltransf.eriz, ktor6 sa

zfiiastilujri na transform6cii fosfatidyletanolaminu na fosfatidylcholin 124-261.
SkutoEnost, Ze cholin moZno v rastovom m6diu nahradif bezprostrednfmi prekur-
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zormi j eho biosyrrt6zy - dimetyletanolaminom, monometyletanolaminom alebo
etanolaminom, poukdzala viak na pritomnost funkdnfch metyltransfer'6z.Zlotenie
fosfolipidov v bunk6ch mutanta, ktorf bol kultivovanf v nepritomnosti cholinu
dokonca naznaEilo, 2e eruymy metylujrice fosfatidyletanolarnin na fosfatidylcholin
sf v bunk6ch mutanta aktivnejlie. Zistenf zloZenie fosfolipidov v bunk6ch mutanta
vylddilo i moZnosd, Ze mut6cia modiiikovala enzfm fosfatidylserindekarboxyliizu,
ktor'.i sa uplatiuje pri premene fosfatidylserinu na fosfatidyletanolamin. Mutanty
bakt€rie E. colis defektom v dekarboxylize fosfatidylserinu akumulovali fosfatidyl-
serin [27]. V spektre fosfolipidov Studovan6ho mutanta vlak chlibal fosfatidylserin
prakticky 6plne, na zdklade doho sa predpokladalo, Ze mutdciou vznikla porucha
v synt€ze fosf atidylserinu. Fosf atidylserin syntetdza (EC 2.7.8.8) katalyzuje de novo
synt6zu fosfatidylserinu z CDP - diglyceridu a serinu. Pri vy35ich eukaryontoch sa

enz'fm spravidla nenach6dza a fosf atidylserin sa tvori vfmennou reakciou rroldmych
dasti fosfolipidov (napr. za ridasti l-serinu a fosfatidyletanolaminu). Detailn6
biochemickr{ anal;iza ukiizaia. Ze syst6m syntetizujfci fosfatidylserin zo serinu m6
v bunkdch mutanta vyrazne zniienit afinitu k serinu. Trlto by mohla byt d6sledkom
5trukt(rmej modifik6ci e synt et6zy f osf atidyls erinu [23].

Podobn6 mutanty bakt6rie E. coli oznaden6 ,,pss" [1.] mali zmenen€ zlolenie
fosfolipidov (v'.irazne zniLen!,obsah fosfatidyletanolaminu) a ich rast bol citlir"y' na
teplotu. Pri nepermisivnej teplote ner6stli, fosfatidyletanolamin bol nevyhnutnf na
zabezpedenie rastu bakt6rii rovnako ako fosf atidylserin, ktor,i slfiil ako jedinf zdroj
fosfatidyletanolaminu v tfchto bunkrich [28]. Podobne ako ,,pss" mutantbakt9rli E.
coli mal i mutant kvasiniek auxotrofny na cholin, kultivovanf v m6diu bez cholinu,
zmenen6 zloL.enie fosfolipidov (zniieny obsah fosfatidylserinu a fosfatidyl-
etanolaminu). KedZe fosf atidyletanolarnin sa tvori dekarboxyl6ciou fosf atidylserinu
a jeho postupnou metyliiciou vznik| fosiatidylcholin, odakdval sa i pokles mnoistva
fosfatidylcholinu. Tento sa viak nepozoroval, do viedlo k predpokladu, Ze mutant
kvasiniek rastie dovtedy, kym sa merZe tvorif fosfatidylcholin na rikor zniZujiiceho sa

riloZstva fosfatidyletanolaminu a fosfatidylserinu. Obsah fosfatidylinozitolu sa

v bunk6ch mutanta qiznamnej5ie nemenil pravdepodobne preto, Ze sa syntetizuje
nezdvislou dr6hou.

V syntetickfcb m6di6ch s cholinom rdstol mutant ako Standardnf kmei. Obsaho-
val normilne mnoistvo fosf atidylcholinu a mieme znii.en| mnoZstv6 fosfatidylsednu
a fosfatidyletanolaminu. KeCLe bol cholin v pdde pritomnf, fcsfatidylcholin sa

syntetizoval prevaZne CDP - cholinovou drrihou [29, 30]. Za tychto podmienok
zabezpeEovala defektn6 svntetdza fosfatidylserinu potrebnd nmoZstvii fosfatidylseri-
nu a z neho ndslednou dekarboxyliiciou fosfatidyletanolaminu.

Na zriklade uvedenych zisteni sa konltatovalo, Le rast buniek kvasiniek nie je
striktne zrivislf od normdlneho obsahu fosfatidylserinu a fosfatidyletanolaminu.

MnoZstvo oboch fosfoiipidov mdZe klesai, nie v5ak viac ako na 4 ol" p6vodndho

obsahu pre fosfatidyletanolarnin, resp. 2 o/<: pre fosfatidylserin. Bunky na rast
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potrebujf fosfatidylcholin rovnako ako fosfatidylinozitol, ktor'.i viak nie je schopnf
fosfatidylcholin nahradit'. Hoci je pritomnost' fosfatidylcholinu potrebnd na to, aby
mohli bunky rdst, zastavenie jeho synt6zy a akumul6cie sa neprejavilo stratou
iivotaschopnosti. Naproti tomu, bunky kvasiniek auxotrofn6 na inozitol str6cali
Zivotaschopnost' vyderpanim inozitolu z rastovdho m6dia 112,73,311.

Pri fyziologickom pH majri molekuly fosf atidylserinu a fosf atidylinozitolu zfipomy
nr{boj, fosfatidyletanolamin je ti elmientezitporne nabity, kymzwitteri6n fosfatidyl-
cholinu je neutrdlny 132,331. SkutoEnosf, ie v membri{nach je v prevaZnej miere
zastripenf fosfatidylcholin a nemoino ho nahradit' infmi nabitfmi fosfolipidmi
naznaEuje, ie membr6na netoleruje vdi5ie zmeny v celkovom ndboji. Na existenciu
kompenzaEnfch mechanizrnov, ktor6 udriiavajti konltantny n6boj fosfolipidov
v membr6ne, pouk6zali i Stridid rnutantov Neurosporacras-caauxotrofnfchnachol(n
a inozitol [34], ako aj kvasiniek aurotrofnjch na inozitol [31]. U bakt6rii E. colisa
pozorovala urditd flexibilita nribojov membrdny, ktorej sa pripisuje reguladnd
funkcia v aktivite niektonich iosfatidyltransferaz [1].

Biochemicke vlastnosti mutanta

Rast mutanta v syntetickej p6de bez cholinu bol limitovan! ; za tfchto podmienok
r6stli bunky maxim6lne 3 generrlcie (asi 6 h), potorn sa ich rast zastavil. Zloi.enie
fosfolipidov charakterizoval nizky obsah fosf atidylserinu aznrien9 mnoistvo fosfati-
dyletanolaminu. Napriek tomu boli viak bunky mutanta v syntetickej p6de bez
cholinu pomeme dlho Zivotaschopn€. V 7. hodine rastu bez cholinu bolo 6G-80 %
buniek popul6cie schopnfch tvorit' kol6nie, v 24. hodine 30 "/" a v 48. hodine
kultiv6cie ostalo 10 7u buniek popul6cie schopnfch tvorif kol6nie po premyti
a vyseve na pevn6 polosyntetick6 m6di6.

Schopnosf buniek mutanta inkorporovat rddioaktivne prekurzory do bielkovin
a nukleoqich kyselin zfvisela od pritomnosti cholinu v rastovom mddiu. Ak rdstli
bunky mutanta v syntetickom m6diu s cholinom, boli schopn6 inkorporovat
rddioaktivny leucin do bielkovin, resp. r6dioaktivny adenin do nukleovych kyselin
bez ohfadu na to, di Eerstv6 m6dium obsahovalo alebo neobsahovalo cholin. Ak v3ak
boli bunky kultivovan6 v m6diu bez choiinu, v derstvom m6diu, ktord neobsahovalo
cholin, neboli schopn6 inkorpor6cie v6bec. Ak sa dostali do derstv6ho m6dia
s cholinom, ich schopnost' inkorporiicie sa diastodne obnovila (obr. 2). Zdd sa, i,e
pomer bielkovin a lipidov v membrdnach sa rozhodujfcou mierou zidastfiuje na
zabezpdeni normiilnych funkcii eukaryotickej bunky. Nie je v5ak vyl66en€, Le

pozorovand znii,end schopnost' inkorpor6cie je za tlichto podmienok d6sledkom
straty Zivotaschopnosti znaEnej dasti populdcie.

V bunkdch kvasiniek auxotrofnfch na inozitol sa pozorovala pokradujfca synt6za
makromolekril i po zastaveni mnoienia v d6sledku karencie na inozitol 112,13,3t,
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Obr.2. lnkorpordcia [rnCj-r--leucinu do bielkovin a [tnC]adeninu do nukleoqich kyselin v bunkiich
mutanta auxotrofn6ho na cholin. Bunky rristli v lyzin-obsahujfcej syntetickej pdde s cholinom (O O)
alebo bez (A A) cholinu 24 h. Premyt6 bunky sa zaoikovali na podiatodnri koncentrdciu 5 - 10 x 106

buniek/mi do lyzin obsahujrlcej syntetickej p6dy s cholinom (O A) alebo bez cholinu (O A) a oznaiili
pouiitim [U-'1cj-L-leucinu (82 nmo! a 37 kBq/ml) alebo [U-14C]adeninu (8? nmol a ?4 kBq/ml).
Bunky sa kultivovali po dobu uvedenri na abscise a v pravidelnyich intervaloch sa odoberali vzorky na

stanovenie rddioaktivity inkorporovanej do bielkovin (A), RNA (B) a DNA (C)

46
.as ( h)

351. Nerovnov6ha medzi inhibovanim rastom membr6n a pokradujficou synt6zou
makromolekdl v bunke sa pokladala za pridinu straty Zivotaschopnosti buniek
v d6sledku karencie na inozitol. Strata Zivotaschopnosti buniek v5ak mohla byt
i d6sledkom aktivdcie proteolyticklfch en4imov v bunk6ch, ktord mali karenciu na
inozitol [35-38].

Pri priprave protoplastov sa zistilo, Ze bunky mutanta kultivovan6 v syntetickom
m6diu bez cholinu boli rgzistentnej5ie proti riiinku hydrolytickfch enzymov izolova-
nych zo Zahidodnej Stavy slim6ka zrihradn6ho ako bunky, ktor6 rdstli v p6dach
obsahujricich cholin. KedZe funkcia tfchto en?imov pri priprave protoplastov
spo6iva v hydrolfze polysacharidov bunkovej steny, predpokladalo sa, Ze synteza
polysacharidov v bunk6ch mutanta pokraduje urditf das aj po zastaveni rastu.

Protcplasty sa z buniek mutanta podarilo pripravit' at vtedy, ked sa mnoZstvo
gluk6zy v syntetickom m6diu zniiilo 220 g. l-1 (beinepouZivan6) na2,5 g. l-1, dim
sa zabr6nilo rozsiahlejSej synt6ze stenor".ich polysacharidov. Osmotick6 vlastnosti
protoplastov ziiviseli od toho, di bunky, z ktor'.ich boli pripraven6, r6stli v pritomnosti
alebo nepritomnosti cholinu. Protoplasty, pripraven6 z buniek mutanta, ktord boli
kultivovand v p6de bez cholinu, boli rezistentnejiie proti napuEiavaniu a lyze
v hypotonickfch roztokoch sorbitolu ako protoplasty pripravend z buniek rastricich
v p6dach s choiinom (obr. 3). Jepravdepodobn6, Zetieto pozorovanias[ ddsledkom
rozdielnych vlastnosti plazmatickej membr6ny v tfchto dvoch druhoch vzoriek.

S poklesom mnoZstva fosfatidyletanolaminu a fosf atidylserinu v membriine klesol
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Obr.3. Osmotickri stabilita protoplastov pripravenfch z buniek mutanta auxotrofn6ho na cholin.
Protoplastv sa pripravili z buniek, ktor6 rSstli 24 h v syntetickej p6de s lyzinorn a gluk6zou (2,5 g/l liter
m6dia) v pritomnosti (l) alebo nepritomnosti (O) cholinu. 0,1 ml suspenzie protoplastov sa pridalo
k 2 ml sorbitolu rozpustendmu v 5 mM citri4t-fosfdtovom tlmivom roztoku pH 7,0, ktor6ho koncentrdcia
je uvedenr4 na abscise. Po 10 min. stdtia pri laborat6mej teplote sa zmerala turbidita zmci ako
absorbancia pri 600 nm (A). Mnoistvo materidlu, ktor'.i sa uvolnil z protoplastov do supernatantu sa

zmeralo po odcentifugovani zmesi (10 min, 1500 g) pri 260 nm (B). Nameran6 hodnoty sa normalizovali
vzhladorn na extrdmne hodnoty absorbancie zisten6 pri kcncentr6cii sorbitolu 0 resp. 1,6 mol/l-r.

1.9 1.6 0 C3

konc. sorbirolu (mol t t )

aj podet vz6jomne sa odpudzujricich ziporn!,ch n6bojov. V ddsledku toho sa

fosfolipidy mohli v membr6ne protoplastov usporiadaf kompaktnej5ie, do san6sled-
ne prejavilo zrnf5enou rezistenciou proti osmotick6mu stresu.

Zdvislost osmotichich vlastnosti membr6n od distribficie fosfolipidov opisali
i dal5i autori, Vyuiitim zistenia, Ze obsah fosfatidylcholinu a fosfatidyletanolaminu
v plazmatickej membr6ne kvasiniek moZno zv'-i5it' rastom buniek v definovanfch
m6dirich obohatenfch cholinom alebo etanolaminom, Hossack a spol. ukir.ali, te
protoplasty, plazmatickd membr6na ktor'.fch obsahovala viac fosfatidyletanolaminu,
boli osmoticky stabilnej5ie ako tie, ktoqich membr6na obsahovala viac fosfatidyl-
cholinu [391. Aj Zivotaschopnosf buniek kvasiniek suspendovanfch do tlmirnfch
roztokov obsahujfcich SDS srivisela so zloienim fosfolipidov ich membrdn [a0].
Tieto ridaje poukazujf na komplexnosf javu a vyznam asymetrickej distribricie
fosfolipidov pre vlastnosti membr6n.

Experimenty s pouiitim umelfch lipidickfch membr6n viedli k zisteniu, Ze

fosfatidylserin a fosfatidyletanolamin majf rnfunamnri 6lohu v membr6nach schop-
nfch ffzie 147, 421. Vzhladom na to, Ze u Studovan6ho mutanta sa zistil znii,en!
obsah pr6ve fosfatidylserinu a fosfatidyletanolaminu, predpokladalo sa, Ze schop-
nost jeho bunkovej membr6ny podliehat' fuzii sazmeni. Kdi.ettniajenevyhnutnfm
predpokladom toho, aby haploidn6 bunky opadn6ho pohlavia vy$orili zygotu, bol
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Tabulka 2. Hybridizain6 schopnost. Haploidnd bunky rnutanta 7A7 2OA a bunky opainiho pohlav-
neho typu DPI- 18 boli kultivovand oddelene v pCrdach a po dobu ako je uveden6 v tabulkc, Syntetick6
pddy obsahovali aminokyseliny, na ktore boli pouiit6 kmene auxotrofnd. Kde je vyznaden6, b<ii do p6dy
pridanf cholin chlorid (lmM). Bunky oboch pohlavnych typov sa zmieiali v hybridizadnom m6diu
( I x l0' bunieki ml kaid6ho kmeia) a dalej spracovali ako je uveden€ v iasti Materiiil a mel6dy. Pcrcento
zygot je vyjadren6 vzhladom na celkov'j podet buniek pritomnjch v hybridizainej zmesi, takie teoretickd
maximum z-vgot je 50 9/". Zivotaschopnost buniek sa stanovila na podiatku experirnentu farbenim

Podmienky kultivdcie

l6 hod. v polosyntetickom m6diu
16 hod. v syntetickom mediu s cholinom

16 hod. v syntetickom rn6diu s cholinom

8 hod. v syntetickDm m6diu s cholinom

i 6 hod. v syntetickom m6diu bez cholinu
16 hod. v syntetickom mddiu bez cholinu
E hod. v syntetickom m6diu bez cholinu

Hybridizai'n6
mddium

Polosyntetick6
Polosynteti<:kd

Syntetick6
Synteticke
Polosynteticke
Syntetickd
Syntetick6

2ivotaschopnost
(%,

100

8{}

80

9"7

ia
tv
9L)

Zygoty
(%)

40
3l
14

17

3

no5
0,9

I

I

opr6vneni pre dpokiad, Ze u mutanta so zmenenym zloZenim fosfolipidov sa zmeni aj

schopnosf hybridiz6cie. Pri sledovani hybridizadnej schopnosti haploidnych buniek
mutanta, ktor6 vyr6stli v p6dach obsahujfcich, r€sp. neobsahujricich cholin- skuto6-
ne sa zistilo, Le t{to schopnost' bolavlrazne nriSia u buniek kultivovanfch v syntetic-
kej p6de bez cholinu (tab. 2). Zivotaschopnost buniek bcla podas cel6ho experimen-
tu prakticky rovnak6. Nie je vSak vyhiden1, ie pozorovan6 znii.en6 hybridizaEn6
schopnosf buniek mutanta s nizkym obsahomfosfatidylserinu afosfatidyletanolami-
nu je d6sledkom zmenen'ich vlastnosti bunkovej steny. Kone6nd rozhodnutie tohto
probl6mu vyZaduje dal5ie experiment6lne Stridium s pouzitim izolovanfch proto-
plastov.

Z v.isledkov pr6ce vypl;iva, ie existuje re'5lna moZnost' modifikovat fosfolipidick6
zlaienie buniek a ich membrin. Zmena v zloi.eni membr6n sa odrazi v zmene ich
funkcii, io charakteristicky ovplyvni Zivotnd prejavy a vlastnosti buniek kvasiniek.
Bunky s cielene zmenenou Struktrirou biologickfch membrdn moZno uplatnit' pri
optimalizricii postupov frakciondcie mikrobirilnej biomasy, resp. prihladani efektiv-
nej5ich postupov fiizie izolovanfch protoplastov pri geneticklch manipulSci6ch
s eukaryotickfmi mikroorganizmami.
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