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Gvop

V této préci jsou shrnuty vysledky experimentii, které
byly zaméfeny na ziskéni informaci o zm&n& intracelu-
larni hladiny &tyF kli¢ovych enzymii a celkové intracelu-
larni hladiny proteolytické aktivity, ktera byla induko-
védna nepiitomnosti biotinu nebo thiaminu, nebo sniZe-
nim koncentrace inositolu, Ca-pantothenéatu a pyridoxinu,
v kultivaénim prostFedi kvasinkové buiiky. Volba enzymil
v tomto pifipadé predstavuje jeden z moZnych orientad-
nich pohledd na biochemicky potencidl buiiky, Sledovani
zmény celkové intraceluldrni proteolytické aktivity bylo
zvoleno z toho diidvodu, Ze tato enzymové aktivita uka-
zuje mimo jiné moZné zmény bun&&nych kompartmenti
s biodedgrada&ni funkci. V tomto sméru byla sledovana
zména hladiny kyselych a alkalickych proteas. Jingmi
slovy jde o poznéni diléich zmén biochemické aktivity
jako disledku deficience ristovych faktorfi, které mohou
ovlivnit vyznamné viastnosti kvasinkovych kmeni. V této
souvislosti prdce navazuje na jiZ publikovand sdé&leni
[1—6].

MATERIAL A METODY

Kmen. Saccharomyces cerevisiae 92 — droZdéiska rasa
Union (sbirka pracovist®) — byl uchovédvéan pfi teploté
4°C na Sikmém agaru (Malt Extract Agar, Oxoid), prFi
pravidelném pasadZovani v intervalu 21 dni.

Médium. Kultivace a pfiprava deficientnich populaci
byly provedeny v syntetickém médiu [7] modifikovaném
Giplnym vynechdnim biotinu nebo thiaminu, nebo jednot-
livgym sniZenim koncentrace pyridoxinu, pantothenéatu a
inositolu na 60 % optimdlni koncentrace (v textu dale
oznatovédno jako 40 % deficience). Sledované zdroje C
byly pfitomny v 1% vychozi koncentraci. Vychozi hod-
noty pH média byly v rozmezi 3,8 —4.

Priprava inckula. V experimentech sledujicich diisled-
ky deficience riistovgch faktorii byla jako inokula pouZi-
ta vghradné& buné¢néa populace pozdni exponencidlni féze
ziskand kultivaci v nepfitomnosti biotinu nebo thiaminu

nebo v pritomnosti sniZenych koncentraci inositolu, pan-
tothenatu nebo pyridoxinu. Zpiisob kultivace t&chto kul-
tur se nelisil od kultivaci pouZitych ve vlastnich experi-
mentech.

Kultivace. Objemy 100 ml média byly inokulovany pri
dodrZeni standardni optické density (OD 0,08) a kultivo-
véany za aktivni aerace pfi 30°C na tfepacim stroji (88
kyvii. min—1) kombinovaném s vodni lazni.

Fruktosa-1,6-difosfataldolasa (EC 4.1.2.13). Stanoveni
provedeno podle Brunse a Bergmeyera [8]. Jednotka akti-
vity U byla definovdna podle Brunse [9]. Stanovena akti-
vita byla vyjadfena v U.mg—! bilkovin.

Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (EC 1.1.1.49). Stanovenf
bylo provedeno podle Lohra a Wallera [10]. Aktivita byla
vyjadrena v U.mg—! bilkovin.

Isocitratlyasa (EC 4.1.3.1). Stanoveni bylo provedeno
podle Dixona a Kornberga [11]. Aktivita byla vyjadfena
v U.mg~1 bilkovin.

NADH-dehydrogerasa (EC 1.6.99.3). Stanoveni bylo
provedeno podle Kinga a Howarda [12]. Aktivita byla
vyjddiena v U. mg—1! bilkovin.

Intraceluldrni proteolyticka aktivita. Proteolyticka akti-
vita rozpustné frakce bezbuné&¢nych extraktd s optimem
pH 4,0 a pH 8,0 byla stanovena podle Ansona [13]. Jed-
notka aktivity je definovdna jako mnoZstvi enzymu v 1 ml
rozpustné frakce bezbun&tného extraktu, které za danych
podminek uvolni v intervalu 10 min 0,1 ug tyrosinového
ekvivalentu, Aktivita byla vyjaddfena v jednotkach speci-
fické aktivity (U.mg—! bilkovin).

VYSLEDKY A DISKUSE

Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa. Zménu hladiny glu-
kosa-6-fcsfatdehydrogenasy podmin&nou deficienci riis-
tovych faktorii v kultivaénim prostfedi riiznych zdroji C
u exponencidlnich a staciondrnich bungk shrnuje tab. 1.

Z této tabulky vyplyva, Ze kultivacni prostiedi s gluko-
sou podmifiuje v pfipad® obou sledovanych riistovych
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Tabulka 1. Zména hladiny glukosa-6-fosjdtdehydrogenasy
indukovand v pritomnosti rizngeh zdroji C
v exponencidlnich (A) a staciondrnich (B}
buiikdch Saccharomyces cerevisiae deficienci
ristovych faktori

Kon- Deficience® [%]
Zdroj C o I A e WS
. ... | Thi- |Inosi- |Panto-| Pyri-
pokus [[“1%2']1 amin | tol [thenat|doxin
(100) | (40) | (40) | (40)
A 4
Glukosa 9,24 | 132 118 149 142 86
Sacharosa 7,36 | 169 168 106 156 79
Maltosa | 5,55 144 | 103 159 | 200 | 113
i
B
Glukosa 13,05 | 363 133 172 201 138
Sacharosa 9,57 | 229 128 109 132 91
Maltosa 9,53 [ 314 114 205 253 134

Hladina glukosa-s-fosfdtdehydrogenasy je vyjadiena v U na

16—-5 g bilkovin

Zména hladiny enzymu v deficientnich buiikdch je vyjadrena
jako % jeho specifické aktivity stanovené v kontrolni bunétné
populaci

Tabulka 2. Zména hladiny fruktosa-1,6-difosfdtaldolasy in-
dukovand v pFitomnosti riiznijch zdrojii C v ex-
ponencidlnich {A) a staciondrnich [ B) buiikdch
Saccharomyces cerevisiae deficienci riistovijch

nim hladiny glukosa-6-fosfatdehydrogenasy [deficience
biotinu, thiaminu a pantothendtu), nebo nevyraznym zvy-
Senim (deficience inositolu) aZ poklesem (deficience py-
ridoxinu) hladiny sledovaného enzymu.

V kultivaénim prostiedi s maltosou indukuji jednotlivé
deficience vyrazné zvySeni hladiny sledovaného enzymu
v obou fazich rhstu. Vyjimkou je deficience thiaminu
(exponenciaini i stacionarni buiiky) a deficience pyri-
doxinu [exponencidlni buiiky), které podmifiuji jen mirné
zv§Seni hladiny enzymu.

Tabulka 3. Zména hladiny isocitrdtlyasy indukovand
v piitomnosti rdznych zdroji C v exponencial-
nich (A) a staciondrnich (B) buiikdch Saccha-
romyces cerevisiae deficienci ristovgch fak-

tord
|
Koo Deficience® [%]
Zaroj C s
B Bio- | Thi- | Ino- |Panto-| Pyri-
P tin | amin | sitol |then&t|doxin
(100) | (100) | [40) | (40) | (40)
: |
Glukosa 14352 | 114 135 143 126 126
Sacharosa | 52,91 64 50 | 114 | 129 71
Maltosa |29,43 100 | 100 | 100 | 109 | 105
B
Glukosa 59,19 26 92 98 95 96
Sacharosa 52,66 25 70 | 188 | 200 | 175
Maltosa i 29,45 35 110 110 | 100 109

a
Hladina isocitratlyasy je vyjddfena v U na mg bilkovin

Zména hladiny enzymu v deficientnich buiikach je vyjadfena
jako % jeho specifické aktivity stanovené v kontrolni buné&éne
populaci

Tabulka 4. Zména hladiny NADH-dehydrogenasy induko-
vané v pritomnosti riznych zdroji C v expo-
nencidlnich [A) a staciondrnich [B] buitkdch
Saccharomyces cerevisiae deficienct ristovgch

faktorit
Rons Deficience® [%]
Zdroj C oo
Al Thi- |Inosi- |Panto-| Pyri-
pokus ?'1%%? amin | tol |thenat|doxin
(100) | (40) | (40) | (40)
A
Glukosa 917 110 154 S0 68 169
Sacharosa 4,93 62 28 102 108 19
Maltosa 3,05 136 48 148 183 242
B
Glukosa 8,13 114 176 78 43 190
Sacharosa 3,68 70 25 111 106 15
Maltosa 3,52 136 43 146 159 247
a
Hladina fruktosa-15-di‘osfétaldolasy je vyadrena v U na mg
b:lkovin
Zména hladiny enzymu v deficientnich buifikdch je vyjddfena
jako]“o.iChD specifické aktivily stanovené v kontroini buné&éné
populaci

fazi vyrazné zvyseni hladiny zmin&ného enzymu. V§jim-
kou jsou pouze exponencidlni buifiky kultivované za ne-
pritomnosti thiaminu, kde hladina enzymu je zvy3ena jen
nevyrazné, a deficience pyridoxinu, kterd za téchto pod-
minek indukuje dokonce nepfili§ vyrazny pokles hladiny
enzymu.

Exponencialni i staciondrni bufiky kultivované v pro-
stiedi sacharosy jsou charakterizovdny vyrazn¥m zvyse-

faktord
Kin: Deficience® [%]
Zdroj C t;‘;;'
.| Thi- | Ino- |Panto-| Pyri-
pokus ?jl%g? amin | sitol |thenat|doxin
(100) | (40) | (40) | (40)
A
Glukosa 1,84 200 112 130 97 99
Sacharosa 2,95 | 146 98 108 94 95
Maltosa 2.22 % 197 102 81 93 92
|
B
Glukosa 153 222 109 126 93 93
Sacharosa 2,73 152 101 110 95 93
Maltosa 2,11 176 103 83 92 93

a
Hladina NADH-dehyrogenasy je vy ddfena v U na mg bllkovin

Zména hladiny enzymu v deficientnich buikdch je vyjadfena
jako % jeho specifické aktivity stanovené v kontrolni bunééné
populaci
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Fruktosa-16-difosfataldolasa. Vliv s edovanych defi-
cienci na hladinu fruktosa-1,6-difosfataldolasy v prostfe-
di tFi sledovanych zdroji C u exponencidlnich a stacio-
nérnich bunék je zachycen v tabulce 2.

Je zfejmé, Ze kultivaéni prostiedi glukosy indukuje
v pFipadé obou raznych fazi obdobné zmeény, a to vyraz-
né zvySeni hladiny enzymu (deficience thiaminu a pyri-
doxinu) a vyrazné sniZeni této hladiny (deficience panto-
thendtu).

Hladina sledovaného enzymu v piipadé kultivace na
pozadi sacharosy rovn&Z neni ovlivnéna fazi rlstu. Zde
se hladina bud vyrazné sniZuje (deficience biotinu, thi-
aminu, inositolu), nebo zlstava témér beze zmén.

Kultivace v prosttedi maltosy vyvolava v piipadé obou
ristovych fazi jednak vyrazné zvyseni hladiny sledova-
ného enzymu (deficience biotinu, inositolu, pantothenatu
a pyridoxinu) a jednak vyrazné sniZeni této hladiny (de-
ficience thiaminu).

Isocitratlyasa. Tabulka 3 shrnuje zmény hladiny iso-
citratlyasy, ke kterym dochazi pri deficienci ristovych
faktori béhem kultivace v prostiedi glukosy, sacharosy
a maltosy u exponencidlnich a staciondrnich bunek.

Prostiedi glukosy indukuje u exponencidlnich bungk
méné vyrazné aZ vyrazné zvyseni (deficience inositolu)
hladiny isocitratlyasy, na rozdil od staciondarnich buneék,
které jsou charakterizovidny nevyraznym aZ vyraznym
(deficience biotinu) sniZenim této hladiny.

Kultivace v prostiedi sacharosy indukujé u exponencidl-
nich bunék vyrazné sniZeni (deficience biotinu, thiami-
nu, pyridoxinu) nebo nevyrazné zvysSeni [ostatni defi-
cience] hladiny sledovaného enzymu. U staciondarnich
bunék je hladina enzymu op&t vyrazné zvy3ena [defi-
cience inositolu, pantothenétu, pyridoxinu) nebo vyrazné
sniZena (deficience biotinu, thiaminu}.

PFi kultivaci na pozadi maltosy zistavd hladina iso
citratlyasy témé&r nezménéna nebo je jen nevyrazne zvj-
Sena, a to v obou riistovych fazich. V¢jimkou jsou pouze
staciondrni buiiky v prostfedi neobsahujicim biotin, kde
dochazi k silnému sniZeni hladiny sledovaného enzymu.

NADH-dehydrogenasa, Viiv deficience rastovych fak-
torli na pozadi riiznych zdrojii C na hladinu NADH-dehyd-
rogenasy u exponencidlnich a staciondrnich bun&k shrnu-
je tab. 4.

Je ziejmé, Ze i v tomto pripad& se priliS neprojevuje
vliv riistové faze. Kultivace v prostiedi glukosy indukuje
méné vyrazné (deficience thiaminu, inositolu) aZ vyrazné
(deficience biotinu) zvygeni hladiny sledovaného enzymu,
popf. tuto hladinu neovliviiuje (ostatni deficience].

Prostiedi sacharosy‘ v plipadé sledovanych deficienci
vyvoldva jen velmi nevyrazné zmény v hladina& NADH-
dehydrogenasy, pouze za nepiitomnosti biotinu je hladi-
na tohoto enzymu vyrazné zvysena.

Kultiva¢ni prostiedi obsahujici maltosu podmiiiuje od-
povidajici zmény jako v piipad& kultivace se sacharosou,
a to pouze s tim rozdilem, Ze deficience inositolu indu-
kuje pokles hladiny sledovaného enzymu.

Intraceluldrni kysela proteclyticki aktivita. Zmény zmi-
néné proteolytické aktivity indukované v pfitomnosti riiz-
nych zdrojii C v exponencidlnich a stacionarnich buiikédch
deficienci riistov§ch faktorli jsou zahrnuty v tab. 5.

Kultiva¢ni prostiedi glukosy indukuje v pFipad® obou
rlistovych faktorll vyrazné sniZeni hladiny proteolytické
aktivity u v3ech sledovanych deficienci s v§jimkou sta-
ciondarnich bunék kultivovanych v nepfitomnosti thiami-
nu, které jsou charakterizovdny zvysenim hladiny kyse.
1ych proteolytick§ch enzymil.

Piitomnost sacharosy v kultivaénim prostfedi podmi-
fiuje u exponencidlnich bunék nevyrazné (deficience

Tabulka 5. Zména infraceluldrni proteolytické aktivity
{PpH 4) indukovand v piitomnosti riznijch zdro-
jit C v exponencidlnich (A) a staciondrnich
(B) bunkdch Saccharomyces cerevisiae defi-
cienci ristovijch faktori

one ! Deficience® [%]
Zdroj C t;?;!' IR, S N Sl
io¢s | Thi- | Ino- |Panto-| Pyri-
pokus ?'l%t&? amin | sitol |thenéat|doxin
(100) | (40) | (40) | (40)
|
A i
Glukosa 445 | 22 ‘ 59 | 75 57 41
Sacharosa 2,49 : 108 | 168 | 118 | 178 | 120
Maltosa 2,09 | 202 1 88 | 115 | 122 | 67
| | |
: | "
B |
Glukosa 830 | 67 | 123 | 53 | 64 | 87
Sacharosa 6,05 | 121 ‘ 75 39 49 60
Maltosa 7,23 | 103 | 108 | 108 45 | 163

Proteclytickd aktivita je vyjddiena v U na mg b lkovin
b

Zméra hladiny kyselych-proteas v deflicientnich bufikdch je vy-
iadfena ‘ako % specifické proteolytické aktivity stanovené
v kontrolai bunééné populaci

Tabulka 6. Zména initraceluldrni proteolytické aktivity
(pH 8] indukcvand v pritomnosti riznijch zdro-
ji C v exponencidinich (A) a staciondrnich
{B) buitkdch Saccharcmiyces cerevisiae defi-
cienci ristovych faktori

|

| Kon- | Deficience® [%]
Zdroj C 3 t;?l fic T

' o Thi- | Ino- |Panto-| Pyri-

!DOKUS ﬁ%g? amin | sitol |thenat| doxin

(100) | (40) | (40) |(4o)

A
Glukosa 3,94 | 103 161 89 | 147 120
Sacharosa 2,95 24 | 82 76 74 | 61
Maltosa 1,97 40 111 126 | 122 | 32
B
Glukosa 9,13 53 102 52 33 69
Sacharosa 6,97 | 122 68 55 48 61
Maltosa 7,14 82 87 89 42 116

a
Proteolytickd aktivita je vyjadiena v U

b
Zména hladiny alkalick§ch proteas v deficientnich buiikdch je
vy, adrena jako % specifické proteolytické aklivity stanovené
v kontrolni bunééné populaci

na mg bilkovin

biotinu, inositolu, pyridoxinu) aZ vyrazné (deficience
thiaminu, pantothenéatu) zvySeni hladiny téchto enzymi.
U staciondarnich buné&k ve zminéném kultivaénim prostie-
di dochézi pak s v§jimkcu deficience biotinu k vyrazné-
mu potlaceni zminéné enzymové aktivity.

Exponencidlni buiiky kultivované v pritomnosti malto-
sy jsou charakterizovany jednak potlacenim (deficience
pyridoxinu, thiaminu) jednak mnevyraznym (deficience
inositolu, pantothanatu) aZ vyraznym (deficience bioti-
nu) zvysenim uvedené enzymové aktivity.
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Sledované deficience staciondrnich bunék kultivova-
nych v pfitomnosti maltosy hladinu kyselych proteas vét-
sinou neovliviiuji. Vyjimku tvofi pouze deficience panto-
thendtu, kterd za téchto podminek indukuje vyrazné sni-
Zeni této enzymové aktivity, a deficience pyridoxinu, kte-
ra naopak vyvolava jeji vyrazné zvySeni.

Intraceluldrni alkalicka proteolyticka aktivita. Vysled-
ky tohoto experimentu jsou shrnuty v tab. 6. Je zfejmé,
Ze kultivace na pozadi glukosy vyvoldva u exponencial-
nich bunék vyrazné&jdi zmény pri deficienci thiaminu,
pantothendtu a pyridoxinu, kdy se zvy3uji hladiny alka-
lickych proteas. Jednotlivé deficience s vyjimkou thiami-
nu indukuji pak v pfipadé stacionarnich bunék vyrazné
sniZeni enzymové aktivity.

Obraz zmén, indukovanych na pozadi sacharosy u de
ficientnich exponencidlnich a stacionarnich bunék, je
jednotny, v tomto pfipadé se projevuje vyrazné potlaceni
hladiny alkalickych proteas. Vyjimku tvoii pouze stacio-
nérni bufiky kultivované v nepfitomnosti biotinu, u kte-
rych je tato enzymova aktivita nevyrazné zvy3ena.

Prostfedi maltosy se u experimentalnich buné&k proje-
vuje bud vyraznym sniZenim (deficience biotinu, pyrido-
Xxinu), nebo nevyraznym zvy3enim (ostatni sledované
deficience) hladiny alkalickych proteas. K vyraznéjSimu
ovlivnéni hladiny téchto enzymi u stacionarni populace,
a to sniZeni, nastdvd pouze v p’ipadé deficience panto-
thenatu.

Zjist&né disledky deficienci lze v tomto pfipadé kon-
frontovat se skutefnosti, Ze sledované enzymy funguji
v primarnim metabolismu.

Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa je prvnim enzymem
pii 3tépeni glukosy drahou pentosového cyklu, pricemZ
zmin&ny enzym katalyzuje Warburgovu oxidaci glukosy.
Enzym je allostericky inhibovan redukovanou formou
NAD a ATP.

Fruktosa-1,6-difosfataldolasa je druhym kli¢ovym enzy-
mem glykolytické drahy katalyzujicim $tépeni vzniklého
fruktosa-1,6-difosfatu na dvé triosy. Tento enzym je rov-
né% vyznamnym enzymem v neoglukogenesi.

Isocitratlyasa je prvnim enzymem kontrolujicim funkci
glyoxalatového cyklu. Vy§znam této metabolické drahy
u kvasinkovych bunék rostoucich v prostiedi s glukosou
byl prokdzdn u kmene Candida tropicalis [14]. V tomto
pFipadé bylo zarovei zjisténo, Ze deficience biotinu pod-
minuje zvy3eni hladiny isocitratlyasy. Se stejnymi di-
sledky je popsdana deficience thiaminu u kmene Candida
lipolytica [15].

NADH-dehydrogenasa katalyzuje dehydrogenacni reakci
podmiiiujici oxidaci redukované formy NAD.

Zjistény pohyb v intraceluldrni hladin& kyselych a al-
kalickych proteas ukazuje na vliv sledovanych deficienci
na biodegradatni potencial intraceluldrniho prostiedi
(bunéénych kompartmentd). Tyto zmény mohou ovlivnit
biochemickou aktivitu buiiky, jeji stabilitu i regulaéni
mechanismy.

Je zfejmé, Ze zjisténé zmény v hladindch sledovanych
enzymi mochou byt interpretovdny jako diikaz toho, Ze
metabolismus deficientni kvasinkové builky mtZe mit
v diléim neto i celkovém aspektu odli$ny charakter, kte-
ry nemusi byt nutnd provdzen zménou jeji rlistové cha-
rakteristiky. I v tomto pfipadé jde tedy o skryté zmény
biochemické aktivity kvasinkové buinky, jejichZ poten-
cidlni nebezpeci je pfedeviim aktudlni pFi pouZiti pfiro-

zenych substratii se zna&né variabilni hladinou ristovych
faktori.
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Jirkii V., Cejkova A.: Vliv deficience ristov§ch faktori
na intracelularni h’adinu enzymii. Kvas. prim., 31, 1985,
€. 5, s 111—114.

Interakce deficience riistovych faktori s intracelu-
larni hladinou fruktesa-1,6-difosfataldolasy, glukosa-6-
-fosfatdehydrogenasy, isocitratlyasy, NADH-dehydrogena-
sy a hladinou proteolytické aktivity byla potvrzena, a to
ve vztahu k G&inku ristu fdze a riznym zdrojim uhliku.

Hupky, B., YeiikoBa, A.: Bausnue aedpuumenunn daxro-
POB pOCTa HA WHTPAUEANIOASIPHBIA ypoBeHb 3H3WMoOB. Ksac.
npym. 31, 1985, Ne 5, crp. 111—114.

BaaumoneiictBne neduuneHunn (akTopoB pocta H ¢ HH-
TpaueJMaspHbIM  ypoBHeM  ¢pykTo3a-1,6-andocdaranno-
Jasbl. TJOKO03a-6-ocharaernaporeHassl, H3OUHTPATIHA3HI,
NADH-zeruaporesassl H YpOBHEM TNPOTEOJHTHYECKOH aK-
THBHOCTH GblJI0 MOATBEPKIA€HO, H TO B OTHOIIEHHH K 1ef-
CTBHIO (ha3bl pocTa M pasHbIM HCTOYHHKAM Yriaepoja.

Jirkii V., Cejkova A.: Effect of growth factor deficiency
on intracellular level of enzymes, Kvas. prim., 31, 1985,
No. 5, pp. 111—114.

The interaction of growth factor deficiency with in-
tracellular level of fructose-1,6-bisphosphate aldolase,
glucose-6-phosphate dehydrogenase and intracellular le-
vel of proteolytic activity was studied. The effect of
growth phase and different carbon sources.

Jirkd,, V. - Cejkové, A.: Einfluf der Defizienz der Wach-
stumsfaktoren auf das intrazellulare Niveau der Enzyme.
Kvas. priim. 31, 1985, Nr. 5, S. 111—114.

Die Interaktion der Defizienz der Wachstumsfaktoren
mit dem intrazellularen Niveau der Fruktose-1,6-Dipho-
sphataldolase, Glukose-6-Phosphatdehydrogenase, Isozi-
tratlyase, NADH-Dehydrogenase und dem Niveau der
proteolytischen Aktivitit wurde bestédtigt, und zwar in
der Beziehung zu der Wirkung der Wachstumsphase und
verschiedenen Kohlenstoffquellen.



