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vplyv energetick6ho stavu mitochondrii na indukovanfi synt6zu
a-n-glukozid-glukohydrol6zy v bunkdch kvasiniek

Sacclnromyces cerevisiae

EDITA DUDIKovA-zUzaNe mSxovA_JI'LIUS SUBIK

Sfhrn. Sledovala sa indukovan6 syntdza c-o-glukozid-glukohydroliry G.C. 3.2.1.20) za podmienok
deficiencie ATP v mitochondri6ch kvasiniek. Zistilo sa, ie deficit ATP v mitochondri6ch dereprimova-
nfch buniek Standardn6ho kmeia a zodpovedajfceho respiraEnodeficitn6ho mutanta Saccharomyes
rerevisiaenezabr6ni synt6ze a-o-glukozid-glukohydrol6ry indukovanej malt6zou. Vfsledky nazradujf,
ie expresia iadrovjch g6nov Specifikujfcich a-o-glukozid-glukohydrol6zu a katabolizmus malt6zy
v kvasink6ch je zrejme nez{visld od riadnej funkcie mitochondri6lneho translok6tora pre adeninov6
nukleotidy a dokonca nevladuje ani pritomnost norm6lnej hladiny ATP v mitochondri6ch kvasiniek.

Jednfm z biochemicklfch parametrov, ktor6 urEujri kvalitu pek6rskeho droZdia, je
kataboliznrus malt6zy. Rfchlost degrad6cie malt6zy a rast kvasiniek Sarcharomyces
cerevisiae na tomto substr6te zivisia od aktivit a-o-glukozid-perme1zy a intracelu-
l6mej a-o-glukozid-glukohydrol6uyll,2]. Synt6zaobidvoch enzfmov jeindukova-
telnd malt6zou [3-6] a aspoi v pripade c-o-glukozid-glukohydrol6zy zahina
transkripciu DNA a de novosynt6zu proteinu. Pri vld5ej koncentr6cii gluk6zy [7] je
synteza d-D-glukozid-Wrrneiq a a-D-glukozid-glukohydroftizy reprimovand [3,6,
8] a naviac prvj enzjm sa rfctrlo inaktivuje [3, 9].

Pre fermentdciu malt6zy kvasinkami je nevyhnutnf pritomnost niektor6ho zo
siedmich nespojitfch MAL g6nov UO-121. Neddvno publikovan6 prdce nazna€ili,
Ze expresia tfchto g6nov sfvisi s funkEnim stavom mitochondrii [13-16]. Aj ked
mitochondri6lne g6ny zjavne nehrajf priamu 6lohu pri determin6cii schopnosti
katabolizovat malt6zu, niektor6 funkcie, ktor6 vykondvajf alebo kontrolujf mito-
chondrie, m6Zu ovplyv[ovat expresiu jadrovfch g6nov alebo ich produktov zodpo-
vednfch za katabolizrnus disacharidu [16].

Ci sa t6to funkcia vztahuje na mitochondridlny ATP, tvorenf bud oxidativnou
fosforyl6ciou, bud transportovanf do mitochondrii z cytozoln, zatial sa neurEi'lo.
Faktom viak ostiiva, Ze intramitochondriilny ATP je potrebnf tak na norm6lnu
replikdciu mitochondririlnych g6nov [17], ako aj pre kontinurilny rast buniek
kvasiniek i na gluk6ze ako substr6te [18, 19].

V tejto prdci sme Studovali rilohu energetick6ho stavu mitochondrii v regul6cii
synt€zy c-o-glukozid-glukohydrol6zy indukovanej malt6zou v kvasink6ch Saeha-



romyces cerevisiae. Zistilo sa, Ze indukovand synt6za o-n-glukozid-glukohydrok{zy
je zjavne nezdvisl6 od funkcie translok6zy pre mitochondri6lne adeninov6nukleoti-
dy a nemoZno jej zabrdnid dokonca ani deficienciou ATP v mitochondridch
dereprimovanfch buniek.

Materiil a met6dy

Bunky prototrofn€ho diploidn6ho Standardn6ho kmeia Saccharomyces cerevi-
siae DT XII a odpovedajriceho neutr6lneho cytoplazmatick6ho respira6nodeficitn6-
ho mutanta DT XII A r6stli v polosyntetickom m6diu obsahujfcom v 1 litri: 5-20 g
gluk6zy, 5 g pept6nu, 5 g kvasnidn6ho extraktu a zmes anorganickych soli U7]. Pri
indukcii boli bunky inkubovan6 aer5bne v m6diu obsahujricom v l litri: 109
malt6zy, 2 g gluk6zy, 1 0 g casamino acids (DIFCO), 50 mmol fosf6tov6ho tlmiv6ho
roztoku pH 6,2 a2x1O11 buniek kvasiniek.

Aktivita c-o-glukozid-glukohydrol6zy sa stanovila v bezbunkovom extrakte po
mechanickom rozbiti buniek: 2xl}8 buniek sa odcentrifugovalo, 2x premylo
vychladenou destilovanou vodou, k sedimentu buniek sa pridal lO-nr{sobnf objem
balotiny (priemer guf6Eok ca 0,5 mm) a tolko vychladen6ho K-fosf6tov6ho tlmiv6-
ho roztoku (0,01 mol/l) pH 6,8, aby vietka balotina bola zm66an6. T6to anes sa

trepala na vibrairrej trepadke Mikrotechna, Praha, typ VT pri maximdlnej frekvencii
vibr6cii. Suspenzia dezintegrovanfch buniek sa odsala kapil6rou, guf6dky sa premyli
3x0,2 ml K-fosf6tov6ho tlmiv6ho roztoku pH 6,8 a objem sa doplnil na I ml. Po
odcentrifugovani 10 minft pri 2000 g sa supernatant pouZil na stanovenie aktivity
a-o-glukozid-glukohydrol6zy, resp. bielkovin. Premytie a dezintegri4cia buniek
prebiehali pri teplote (H oC. Aktivita c-o-glukozid-glukohydrol6zy sa stanovila
v reakEnej zmesi, ktord obsahovala 0,5 mg pnitrofenyl-cl-o-glukozidu (PNPG)
v 0,5 ml fosf6tov6ho tlmiv6ho roztoku (0,05 mol/l) pH 7,0 a 0,2 ml bezbunkov6ho
extraktu. Reakcia sa zastavila pridanim 1 ml NazCOz (40 g/l). Vzniknut6 modr6
sfarbenie sa meralo spektrofotometricky pri 410 nm. Aktivita c-o-glukozid-gluko-
hydroldzy sa vyjadrila ako mnoZstvo PNPG (nmol) rozloZen6ho za 1 minftu
v prepoEte na 1 mg bielkovin [20]. Bielkoviny sa stanovili mikrobiuretovou met6dou

[21]. Ako Standard bielkovin sa pouZil hovii&i s6rumalbumin.

Vfsledky a diskusia

Bnnky Standardn6ho kmeia kvasiniek Saccharomyces cerevisiae vyrasten6 na
gluk6ze ako substr6te mali nizku aktivitu intracelul6rnej a-o-glukozid-glukohydro-
l6vy, ktofi sa viak podstatne zvf3ila v priebehu n6slednej inkub6cie buniek
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s malt6zou. Ked sa indukcia c-o-glukozid-glukohydrolizy uskutoEnila v pritomnosti
kyseliny bongkrekovej, ktor6 fEinne blokuje translok6ciu adeninovychnukleotidov
cez mitochondridlnu membr6nu [18], bol priebeh synt6z] c-o-glukozid-glukohyd-
roldzy indukovanej malt6zou velmi podobnf priebehu pozorovandmu v kontrolnom
experimente bez inhib(tora. V oboch pripadoch indukovan6 syntdza a-o-glukozid-
glukohydrol6zy bola citliv6 na inhibi€nf fEinok inhibitora cytoplazrnatickej proteo-
synt6zy - cykloheximid, Eo potwdilo, Ze ide o synt6zu bielkoviny enzfmu de novo
(obr. 1). Ak synt6za ATP v mitochondri6ch dereprimovanfch buniek bola zastavend
inhibiciou dfchania kyanidom alebo naviac sa zabrdnilo pristupu glykolyticky
tvoren€ho ATP do mitochondrii kyselinou bongkrekovou, pozorovalasaibamiema
inhibicia syntezy indukovanej c-o-glukozid-glukohydroft6zy (tab. 1).Tietovfsledky

Obr. 1. UEinok kyseliny bongkrekovej nainduko-
vanf synt€zu c-o-glukozid-glukohydroLizy v bun-
k6ch Standardn€ho kmeila kvasiniek Sacclrarornyces

ereisiae DT )(II, vyrastenfch 24 h v m6diu
s gluk6zou Q0 gll). FO kontrola, O-{ kpelina
bongkrekov6 (10 pglrnl), x-x cykloheximid

(200 pglml).

das [h]

Tabulka 1. Synt€za inukovanej a-o-glukozid-glukohydrokizy pri Standardnom kmeni kvasiniek

Saebaromyces cereraisiaeDT XII v pritomnosti KCN a kyseliny bongkrekovej. Aktivity a-n-glukozid-
glukohydrol6zy v bunk6ch vyrastenfch 24 h v m6diu s gluk6zou (20 gil) boli stanoven6 po 4 h indukcie
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v pritomnosti a nepritomnosti uvedenjch inhibitorov

Inhibitor
a-o-glukozid-glukohydrol6za

(% kontroly)

KCN (2 pmol/ml)
Kyselina bongkrekov6 (10 g/rnl)
KCN (2 pmol/ml)+kyselina bongkrekov6 (10 F.g/rnl)

84
95
13



nama6uj6, ie u kvasiniek Saccharomyces cerevisiaepre synt6zu a-o-glukozid-glu-
kohydrolday indukovanej malt6zou nie je potrebnd ani spojenie hladin ATP medzi
mitochondriami a cytozolom ani norm5lna hladina intramitochondri6lneho AlP.

Tento z6ver potwdilo aj Stfdium synt6zy c-o-glukozid-glukohydrokizy vneutr6l-
nom cytoplazmatickom respirainodeficitnom mutante Saccharomyces cerevisiae,
ktor6mu chfba mitochondrir{lny gen6m a nie je schopny syntetizovaf bielkoviny

4 das [h]

Obr. 2. Ui'inok kyseliny bongkrekovej na induko-
vanf synt6zu a-o-glukozid-glukohydrokizy v bun-
krich respira&ro-deficitn6ho mutanta kvasiniek Sac-

charomyces cerevisiae DT XII A, vyrasten jch 24 h
v m6diu s gluk6zou (5 g/l). G_o kontrola, ]-O
kyselina bongkrekovd (10 pglrnl), x-x ryklohexi-
mid (200 pglml), t1-tr gluk6za (20 mgi ml) pridan6

v dase oznaienom Sipkou.

vnftri mitochondrii [22]. Tento mutant v5ak bol schopnf syntetizovat c-o-glukozid-
glukohydrolizu indukovanri malt6zou obdobne ako Standardnf kmeil. V derepri-
movanich bunk6ch vyrastenich do stacion6rnejt1zyvm1diusgluk6zou (5-2O gll)
pritomnost kyseliny bongkrekovej v indukdnom m6diu nezabr6nila synt6ze c-o-glu-
kozid-glukohydrokizy. Synt6za c-o-glukozid-glukohydroldrzy bola v5ak velmi citliv6
na gluk6zovri represiu (gluk6za pridan6 v 2. hodine), pridom bola 6plne inhibovan6
inhibitorom transldcie - cykloheximidom (obr. 2). Na druhej strane v bunk6ch
zobratfch z exponenciillnej fLzy rastu v m6diu obsahujfcom vySSie koncentr6cie
gluk6zy (20-50 g/l) bola indukovan6 synt6za c-o-glukozid-glukohydrol6zy v pri-
tomnosti kyseliny bongkrekovej ovela niXia (obr. 3). Naviac citlivost proti inhibiE-
n6mu 6i:inku sa zvy5ila, pridom bola ovela vy55ia v prvych dvoch hodin6ch indukcie
ako po pridani kyseliny bongkrekovej v druhej hodine. Tento rozdielny 66inok
kyseliny bongkrekovej sa m6ie pripisovat zv,.fSen6mu stupiu katabolickej represie

[18], 6o sa viac prejavilo v bunk6ch vyrasteny'ch v m6diu s gluk6zou (50 g/l).
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Ak sa bunky respiraEnodeficitn6ho mutanta, predrastend v m6diu obsahujicom
gluk6zu (5-2O g/l), preniesli do rovnak6ho m6dia obsahujfceho namiesto gluk6zy

ako zdroja uhlfka malt6zu (2O g/l), pozoroval sa norm6lny rast buniek na disachari-
de. Pridavok kyseliny bongkrekovej do malt6zov6ho m6dia nezabrrinil utilizicii
malt6zy, aj ked roannoZovanie buniek v tomto pripade sa obmedzilo iba na 2-3
gener6cie, ako sa dalo predpokladat podla ned6vnych zisteni pre gluk6zu [18, 19].

0 1 2 3 4 Easlhl

Obr. 3. IJtinok kyseliny bongkrekovej na indukovanf synt6zu a-o-glukozid-glukohydroldzy v bunk6ch
respiraEnodeficitn6homutantakvasiarekSaeharomyeserevisiaeUllfll A, vyrastenfch 18 h v m6diu
obaahujfcom r6zne koncentr6cie gluk6zy : 20 g/l(O) a 50 g/l (A). G-O kontrola pre bunky predrasten€
s gluk6zou (20 gll), A-A kontrola pre bunky predrasten6 s gluk6zou (50 g/l), O{ k}selina
bongkrekov6 (10 pglml), O4-ttt'sclina bongkrekov6 (10 pgml) pridan6 v Ease ozraEenom Slpkou,

A-A kyselina bongkrekov6 (10 trgnl).

Tieto poznatky naznaduji, Le aj za rastovych podmienok, ked ie poZiadavka na
glykolyticky tvorenf ATP vySSia, kvasinky deficitn6 na infiarnitochon&i6lny ATP
sf st6le schopn6 syntetizovat tr-o-glukozid-glukohydrol6zu umoZilujfc kataboliz-
mus malt6zy v bunkdch.

Vfsledky tejto price demon5tnrjf, Ze dereprimovan6 bunky kvasiniek Saeharo-
myeserevisiaev podmienkach deficiencie intramitochondridlneho ATPsf schop-
nd syntetizovat c-o-glukozid-glukohydrolfuu, indukovanf malt6zou, priEom sa

ukazuje, ie schopnost kvasiniek utilizovat malt6zu nemusi zivisiet od energetick6ho
pozadia mitochondrii.
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Tabulka 2. Rast respiraEnodeficitn6ho mutanta kvasiniek Sac-charomyces cerevisiae DT XII A na

malt6ze v pritomnosti a nepritomnosti kyseliny bongkrekovej. Bunky predrasten| 24 h v polosyntetic-

kjch m6di6ch obsahujtcich uveden6 zdroje uhlika boli inokulovan€ do m€dia obsahujfceho malt6zu na

zaiiatoEnf koncentr6ciu 2.106 buniek/ml.Po24 h rastu pri 30oC sa koncentrdcia buniek v kulture

stanovila poiitanim v Biirkerovej kom6rke a po 48 h sa opiit prekontrolovala
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BJrxcuf,e enepnerrrccxoro cocrof,f,f,f, MuroxosApd Ea f,qro/qf,poBaxmfr
cf,HTe3 d-D-mx)Ko3ng-riloKorrrAponasbr B xJrerKax Saccharomyces cerevisiae

Pegroue

lltyuwrcz rrHlyqupoBalrHrrfi crnrreg a-D-ilrroKo3l{n-rJrroxonrqponasu (E.C. 3.2.1.20).8 ycnoBrrn(
HeAosrarKa AT@ s Muroxougprrn( Apo)xefi. Bruro o6napyxeno, sro geQnrplr AT@ u runroxoHnpns(

AepeflpeccfipoBaHr$D( KrreroK crau[aprHoro rrrraMMa r coortsercrByroqero pecrmparsroruo neQqm-
Horo MyraHTa Saeharomyccs cerevisiae He BocfiperrrrcrBoBuur cIrHTe3y c-D-nrroKo3r{A-flloKorfiApo-
Jra3br, rrlrAyl[rpoaaHHoMy uansrogofi. Pesyruraru yKa3brBaK]T Ha ro, rrro gKcnpeccn.l reuoB rgpa,
cne$rQrilg{pFbulrrx d-D-HnoKo3s[-rnKtKoruApoJra3br n Kara6orugu ua.nrro3br B Apo)roKa;(, orreBnAno,

He 3aBscrrr or perylepuofi rpynxrpnr MuroxoHlpuanbloro rpaucrroKaropa Anr agerilHoBbD( FyriJteorn-

[oB u AilKe ne rpe6yer nannqut HopMarbHoro ypoBnc AT(D g Mnroxongpurx gpoxxeft.

Ihe influence of mitochondria enerry strte on induced synthesis
of d-D-glucoside-glucohydrolose in Sauharomyce cerensiae cells

Summary

An induced synthesis of c-o-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
Saeharunyes oerevisiae did not prevent synthesis of a-o-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 Dudikov6, prom. chem. Zvzana Lrikov6, RNDr. Jilius Subik, CSc., Vfskumnf 6stav

potravin6nky, TrenEianska 53, 825 09 Bratislava.
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