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Vplyv energetického stava mitochondrii na indukovani syntézu
o-D-glukozid-glukohydrolazy v bunkach kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae

EDITA DUDIKOVA—ZUZANA LESKOVA—JULIUS SUBIK

Sdhrn. Sledovala sa indukovana syntéza a-D-glukozid-glukohydrolazy (E.C. 3.2.1.20) za podmienok
deficiencie ATP v mitochondridch kvasiniek. Zistilo sa, Ze deficit ATP v mitochondridch dereprimova-
nych buniek Standardného kmena a zodpovedajiceho respiracnodeficitného mutanta Saccharomyces
cerevisiae nezabrani syntéze a-D-glukozid-glukohydroldzy indukovanej maltézou. Vysledky naznacujq,
Ze expresia jadrovych génov Specifikujicich a-D-glukozid-glukohydroldzu a katabolizmus malt6zy
v kvasinkach je zrejme nezavisla od riadnej funkcie mitochondrialneho translokatora pre adeninové
nukleotidy a dokonca nevyZzaduje ani pritomnost normalnej hladiny ATP v mitochondridch kvasiniek.

Jednym z biochemickych parametrov, ktoré urcuju kvalitu pekarskeho drozdia, je
katabolizmus maltézy. Rychlost degradacie maltézy arastkvasiniek Saccharomyces
cerevisiae na tomto substrate zdvisia od aktivit a-D-glukozid-permedazy a intracelu-
larnej a-p-glukozid-glukohydrolazy [1, 2]. Syntéza obidvoch enzymov je indukova-
telnd maltézou [3—6] a aspon v pripade a-D-glukozid-glukohydroldzy zahina
transkripciu DNA a de novo syntézu proteinu. Pri vy$Sej koncentracii glukézy [7] je
syntéza a-D-glukozid-permedzy a a-pD-glukozid-glukohydroldzy reprimovana [3, 6,
8] a naviac prvy enzym sa rychlo inaktivuje [3, 9].

Pre fermentaciu maltézy kvasinkami je nevyhnutnd pritomnost niektorého zo
siedmich nespojitych MAL génov [10—12]. Neddvno publikované prace naznadili,
Ze expresia tychto génov suvisi s funkénym stavom mitochondrii [13—16]. Aj ked
mitochondridlne gény zjavne nehraji priamu dlohu pri determindcii schopnosti
katabolizovat maltézu, niektoré funkcie, ktoré vykonavaji alebo kontroluji mito-
chondrie, m6zu ovplyviiovat expresiu jadrovych génov alebo ich produktov zodpo-
vednych za katabolizmus disacharidu [16].

Ci sa tato funkcia vztahuje na mitochondridlny ATP, tvoreny bud oxidativnou
fosforylaciou, bud transportovany do mitochondrii z cytozolu, zatial sa neur¢ilo.
Faktom vSak ostdva, Ze intramitochondridlny ATP je potrebny tak na normélnu
replikdciu mitochondridlnych génov [17], ako aj pre kontinudlny rast buniek
kvasiniek i na glukéze ako substrate [18, 19].

V tejto praci sme Studovali ilohu energetického stavu mitochondrii v regulacii
syntézy a-D-glukozid-glukohydroldzy indukovanej maltézou v kvasinkach Saccha-
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romyces cerevisiae. Zistilo sa, Ze indukovana syntéza a-pD-glukozid-glukohydrolazy
je zjavne nezavisla od funkcie translokdzy pre mitochondridlne adeninové nukleoti-
dy a nemozZno jej zabranif dokonca ani deficienciou ATP v mitochondridch
dereprimovanych buniek.

Material a metédy

Bunky prototrofného diploidného Standardného kmena Saccharomyces cerevi-
siae DT XII a odpovedajiceho neutrdlneho cytoplazmatického respiracnodeficitné-
ho mutanta DT XII A rastli v polosyntetickom médiu obsahujacom v 1 litri: 5—20 g
glukézy, 5 g peptonu, 5 g kvasni¢ného extraktu a zmes anorganickych soli [17]. Pri
indukcii boli bunky inkubované aerébne v médiu obsahujicom v 1 litri: 10 g
maltézy, 2 g glukdzy, 10 g casamino acids (DIFCO), 50 mmol fosfatového timivého
roztoku pH 6,2 a 2 x 10" buniek kvasiniek.

Aktivita a-D-glukozid-glukohydroladzy sa stanovila v bezbunkovom extrakte po
mechanickom rozbiti buniek: 2 x 10° buniek sa odcentrifugovalo, 2 X premylo
vychladenou destilovanou vodou, k sedimentu buniek sa pridal 10-nasobny objem
balotiny (priemer gul6¢ok ca 0,5 mm) a tolko vychladeného K-fosfatového tlmivé-
ho roztoku (0,01 mol/1) pH 6,8, aby vSetka balotina bola zmacand. Tato zmes sa
trepala na vibracnej trepacke Mikrotechna, Praha, typ VT pri maximélnej frekvencii
vibrécii. Suspenzia dezintegrovanych buniek sa odsala kapilarou, gul6cky sa premyli
3 x 0,2 ml K-fosfatového tlmivého roztoku pH 6,8 a objem sa doplnil na 1 ml. Po
odcentrifugovani 10 minut pri 2000 g sa supernatant pouzil na stanovenie aktivity
a-D-glukozid-glukohydrolazy, resp. bielkovin. Premytie a dezintegracia buniek
prebiehali pri teplote 0—4 °C. Aktivita a-D-glukozid-glukohydrolazy sa stanovila
v reakénej zmesi, ktord obsahovala 0,5 mg p-nitrofenyl-a-p-glukozidu (PNPG)
v 0,5 ml fosfatového tlmivého roztoku (0,05 mol/1) pH 7,0 a 0,2 ml bezbunkového
extraktu. Reakcia sa zastavila pridanim 1 mi Na,COs (40 g/1). Vzniknuté modré
sfarbenie sa meralo spektrofotometricky pri 410 nm. Aktivita a-pD-glukozid-gluko-
hydroldzy sa vyjadrila ako mnozstvo PNPG (nmol) rozlozeného za 1 miniitu
v prepocte na 1 mgbielkovin [20]. Bielkoviny sa stanovili mikrobiuretovou metédou
[21]. Ako Standard bielkovin sa pouzil hovidzi sérumalbumin.

Vysledky a diskusia

Bunky Standardného kmefia kvasiniek Saccharomyces cerevisiae vyrastené na
glukoze ako substrate mali nizku aktivitu intracelularnej a-p-glukozid-glukohydro-
lazy, ktord sa vSak podstatne zvySila v priebehu naslednej inkubdcie buniek
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s maltézou. Ked sa indukcia a-p-glukozid-glukohydrolazy uskutocnila v pritomnosti
kyseliny bongkrekovej, ktora ucinne blokuje translokdciu adeninovych nukleotidov
cez mitochondridlnu membranu [18], bol priebeh syntézy a-p-glukozid-glukohyd-
roldzy indukovanej maltézou velmi podobny priebehu pozorovanému v kontrolnom
experimente bez inhibitora. V oboch pripadoch indukovana syntéza a-p-glukozid-
glukohydrolazy bola citlivd na inhibi¢ny t¢inok inhibitora cytoplazmatickej proteo-
syntézy — cykloheximid, ¢o potvrdilo, Ze ide o syntézu bielkoviny enzymu de novo
(obr. 1). Ak syntéza ATP v mitochondridch dereprimovanych buniek bola zastavena
inhibiciou dychania kyanidom alebo naviac sa zabrédnilo pristupu glykolyticky
tvoreného ATP do mitochondrii kyselinou bongkrekovou, pozorovalasaibamierna
inhibicia syntézy indukovanej a-D-glukozid-glukohydroldzy (tab. 1). Tieto vysledky
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Obr. 1. Uéinok kyseliny bongkrekovej na induko-
vani syntézu a-D-glukozid-glukohydroldzy v bun-
kéch Standardného kmenia kvasiniek Saccharomyces
cerevisiae DT XII, vyrastenych 24h v médiu
s gluk6zou (20 g/1). O—O kontrola, ®—® kyselina

bongkrekovd (10 pug/ml), x—=x cykloheximid —
(200 pg/ml). 0 1
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Tabulka 1. Syntéza inukovanej o-D-glukozid-glukohydrolizy pri Standardnom kmeni kvasiniek

Saccharomyces cerevisiae DT X1 v pritomnosti KCN a kyseliny bongkrekovej. Aktivity a-D-glukozid-

glukohydrolézy v bunkach vyrastenych 24 h v médiu s glukézou (20 g/1) boli stanovené po 4 h indukcie
v pritomnosti a nepritomnosti uvedenych inhibitorov

" a-D-glukozid-glukohydroldza
Ankiben: (% kontroly)
KCN (2 pmol/ml) 84
Kyselina bongkrekova (10 pg/ml) 95
KCN (2 pmol/ml) +kyselina bongkrekova (10 pg/ml) 73

41



naznacuji, Ze u kvasiniek Saccharomyces cerevisiae pre syntézu a-p-glukozid-glu-
kohydrolazy indukovanej maltézou nie je potrebné ani spojenie hladin ATP medzi
mitochondriami a cytozolom ani normélna hladina intramitochondridlneho ATP.
Tento zéver potvrdilo aj Stidium syntézy a-p-glukozid-glukohydrolazy v neutral-
nom cytoplazmatickom respiranodeficitnom mutante Saccharomyces cerevisiae,
ktorému chyba mitochondridlny geném a nie je schopny syntetizovat bielkoviny
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l vanid syntézu a-D-glukozid-glukohydroldzy v bun-
kéch respira¢no-deficitného mutanta kvasiniek Sac-
charomyces cerevisiae DT XII A, vyrastenych 24 h
v médiu s glukézou (5 g/1). O—O kontrola, ®—@
kyselina bongkrekova (10 pg/ml), x—x cyklohexi-
mid (200 pg/ml), O—0 glukéza (20 mg/ml) pridana
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vnitri mitochondrii [22]. Tento mutant viak bol schopny syntetizovat a-p-glukozid-
glukohydrol4dzu indukovanii maltézou obdobne ako $tandardny kmei. V derepri-
movanych bunkéch vyrastenych do staciondrnej fazy v médiu s glukézou (5—20 g/1)
pritomnost kyseliny bongkrekovej vindukénom médiu nezabrénila syntéze a-p-glu-
kozid-glukohydroldzy. Syntéza a-pD-glukozid-glukohydrolazy bola viak velmi citlivd
na glukézowi represiu (glukoza pridand v 2. hodine), pri¢om bola tiplne inhibovana
inhibitorom transldcie — cykloheximidom (obr. 2). Na druhej strane v bunkich
zobratych z exponencidlnej fazy rastu v médiu obsahujicom vysSie koncentracie
glukézy (20—50 g/1) bola indukovana syntéza a-p-glukozid-glukohydrolazy v pri-
tomnosti kyseliny bongkrekovej ovela nizSia (obr. 3). Naviac citlivost proti inhibi¢-
nému cinku sa zvysila, priCom bola ovela vyssia v prvych dvoch hodinach indukcie
ako po pridani kyseliny bongkrekovej v druhej hodine. Tento rozdielny G¢inok
kyseliny bongkrekovej sa mdze pripisovat zvySenému stupiiu katabolickej represie
[18], €o sa viac prejavilo v bunkach vyrastenych v médiu s glukézou (50 g/1).
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Ak sa bunky respiraénodeficitného mutanta, predrastené v médiu obsahujticom
gluk6zu (5—20 g/1), preniesli do rovnakého média obsahujiiceho namiesto glukézy
ako zdroja uhlika malt6zu (20 g/1), pozoroval sa normalny rast buniek na disachari-
de. Pridavok kyseliny bongkrekovej do maltézového média nezabranil utilizacii
maltézy, aj ked rozmnozovanie buniek v tomto pripade sa obmedzilo iba na 2—3
generdcie, ako sa dalo predpokladat podla nedavnych zisteni pre glukézu [18, 19].
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Obr. 3. Uginok kyseliny bongkrekovej na indukovant syntézu a-D-glukozid-glukohydroldzy v bunkach

respiraénodeficitného mutanta kvasiniek Saccharomyces cerevisiae DT X1I A, vyrastenych 18 h v médiu

obsahujicom rdzne koncentrécie glukézy: 20 g/1(O)a 50 g/1 (A). O—O kontrola pre bunky predrastené

s gluk6zou (20g/1), A—A kontrola pre bunky predrastené s glukdzou (50 g/1), ®—@ Kkyselina

bongkrekova (10 pg/ml), ®—®@kyselina bongkrekova (10 pug/ml) pridanéd v Ease oznatenom Sipkou,
A—A kyselina bongkrekova (10 pgml).

Tieto poznatky naznacujid, Ze aj za rastovych podmienok, ked je poziadavka na
glykolyticky tvoreny ATP vysSia, kvasinky deficitné na intramitochondridlny ATP
st stale schopné syntetizovat o-D-glukozid-glukohydroldzu umoziujic kataboliz-
mus maltdzy v bunkéch.

Vysledky tejto prace demonstruji, Ze dereprimované bunky kvasiniek Saccharo-
myces cerevisiae v podmienkach deficiencie intramitochondridlneho ATP st schop-
né syntetizovat a-D-glukozid-glukohydroldzu, indukovanii maltézou, priCom sa
ukazuje, Ze schopnost kvasiniek utilizovat maltézu nemusi zavisiet od energetick€ho
pozadia mitochondrii.
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Tabufka 2. Rast respiratnodeficitného mutanta kvasiniek Saccharomyces cerevisiae DT XII A na

maltéze v pritomnosti a nepritomnosti kyseliny bongkrekovej. Bunky predrastené 24 h v polosyntetic-

kych médiach obsahujiicich uvedené zdroje uhlika boli inokulované do média obsahujiceho maltézu na

zaGiatoéni koncentraciu 2.10° buniek/ml. Po 24 h rastu pri 30 °C sa koncentracia buniek v kultire
stanovila po&itanim v Biirkerovej komorke a po 48 h sa opit prekontrolovala

Rastovy vytazok v médiu s maltézou (20 g/1)
Bunky predrastené (10° buniek/ml)
v médidch obsahu-
jucich bez inhibitora kyselina bongkrekova
(5 pg/mi)
glukozu (5 g/1) 220 32
glukozu (20 g/1) 216 36
maltézu (20 g/1) 206 43
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Biusnme eHepreTHYECKOro COCTOSHMS MUTOXOHXPHIA Ha HAYIHP0Ba HHBIH
cHHTe3 a-D-IIICKO3HI-ITIIOKOIWIpoIa3bl B Kierkax Saccharomyces cerevisiae

Pe3wome

W3yyancs WHIYLMPOBaHHBIN CHHTE? Q-D-TiitoKo3up-rmokoruaponassl (E.C. 3.2.1.20).B ycioBusix
Hepocratka AT® B MUTOXOHIPHMSIX Apoxokel. Beino obHapyxeHo, uTo feduimt AT® B MUTOXOHAPHSIX
AepenpeccHPOBAHHbIX KIIETOK CTAHIAPTHOTO IITaMMa ¥ COOTBETCTBYIOIIETO PECTTUPAITMOHHO ReHLMT-
HOro MyTaHTa Saccharomyces cerevisiae He BOCIPENSTCTBOBAJI CHHTE3y O-D-IMIFOKO3W/-TIIOKOTHEPO-
na3bl, WHAYLHPOBaHHOMY ManbTO30M. Pe3ynbTaThl yKa3bIBalOT Ha TO, YTO 3KCIPECCUs TeHOB sifpa,
CelM@UUMPYIONIKX @-D-IIIFOKO3MA-IIOKOTHAPONa3kl ¥ KaTaboMN3M MalIbTO3bI B JPOXIKAX, OYEBHHO,
He 3aBUCHT OT PeryisipHO# (PyHKIMH MUTOXOHJIPHAIBHOTO TPAHCIOKATOPA 7Sl ale HWHOBBIX HYKJIEOTH-
HOB U faxe He TpebyeT HalMuust HOpMaNbHOTO YpoBHS AT® B MUTOXOHIPHSIX JPOXOKEN.

The influence of mitochondria energy state on induced synthesis
of a-pD-glucoside-glucohydrolase in Saccharomyce cerevisiae cells

Summary

An induced synthesis of a-D-glucoside-glucohydrolase (E.C. 3.2.1.20) has been studied under the
conditions of ATP deficiency in yeast mitochondria. It was found, that the ATP deficiency in
mitochondria of derepressed cells of a standard strain and corresponding respiratory deficient mutant
Saccharomyces cerevisiae did not prevent synthesis of a-D-glucoside-glucohydrolase induced by maltose.
Results indicate that the expression of nuclear genes specifying a-D-glucoside-glucohydrolase and
maltose catabolism in yeast is evidently independent of regular function of mitochondrial translocator for
adenine nucleotides and it even does not require the presence of normal ATP level in yeast mitochondria.

Ing. Edita Dudikova, prom. chem. Zuzana Le$kova, RNDr. Jilius Subik, CSc., Vyskumny dstav
potravindrsky, Trencianska 53, 825 09 Bratislava.
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