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Skvasovanie maltézy je ddleZitym taxonomickym zna-
kom kvasiniek a je vfznamné i z pohladu biotechnologic-
kého najmé u pivovarskych a pekarskych kvasiniek [1 aZ
3]. Malt6za je prirodny disacharid (4-0-«-D-glukopyrano-
zyl-D-gluk6za) a k tomu aby bola kvasinkami metaboli-
zovateInd musi sa dostat najprv do buniek a tam roz-
Stiepif na dve molekuly glukézy. Biochemické a genetic-
ké aspekty tychto procesov si predmetom tohto pre-
hladu.

1. Transpo:t maltézy do kvasiniek

Transport maltézy do buniek a jej hydrolyza s prvé
dva kroky v metabolizme maltozy kvasinkami. Malt6za do
buniek moZe byt transporiovana e-glukozid-permeazami,
a to $pecifickou malt6zo-permedzou resp. «-metyl-D-glu-
kozid-permeédzou [4—8] mechanizmom protonového sym-
portu a stechiometrii 1H+/maltézu [9]. Hoci maltéza za

aerobnych podmienok vstupuje do buniek S. cerevisiae
aktivne, jej vstup za anaerébnych podmienok sa zda byt
ulah&enou difaziou [10]. Maltéza sa transportuje i do
buniek, ktoré stratili aktivitu maltazy [6], ako aj do bu-
niek, ktorgch dychanie i glykolyza boli-inhibované anti-
mycinom A, 2-deoxy-D-glukézou a jédacetamidom [11].
Transport maltézy podobne ako transport gluk6zy je ne-
$pecificky inhibovany etanclom a vy33imi alkoholmi, o
pravdepodobne sitvisi s interakciou alkoholov s lipidic-
k¢m okolim prenasaa [12]. Membrénova bielkovina Spe-
cificky viaZGca maltozu, ktorda mdZe byt sagastou tohto
prena$aca, bola uz neddvno izolovand a ¢iastocne cha-
rakterizovana [13].

Transport maltézy a jej vyuZiteInost pre rast kvasi-
niek Gzko stvisia s pritomnostou MAL génom v bunke.
Potvrdzuje to i neddvna izoldcia a mapovanie mutacii
ovplyviiujicich transport maltézy do lokusov MAL1 a
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MALS6 [15]. Okrem tychto génov, o ktor§ch bude podrob-
nejsia zmienka pri a-glukozidéze, sa na regulacii tvorby,
resp. aktivity malt6zo-permedzového systému Specificky
podiela i gén HEX2, Mutdcia v tomto géne spdsobuje
defekt v katabolickej represii, ktory je spojeny naviac
s cytostatickym, nekontrolovanym a nadbytonym vstu-
pom maltézy do bunky [16]. .

U vaésiny kvasiniek je syntéza malt6zo-permeazového
systému induktivnej povahy a je pod kontrolou katabo-
lickej represie [4, 17, 18]. Prirodzenym induktorom je
maltéza alebo e-metyl-D-glukozid. Na rozdiel od labora-
térnych kmefiov vadsina priemyselnyjch kmefiov je
schopna syntetizovat malt6zo-permeazovy systém konsti-
tutivne, t.j. v absencii induktora [19]. Jeho hladina viak
aj u konstitutivnych kmeiiov je silne zniZend represnym
adinkom glukézy [19]. Malt6zo-permedazovy systém kva-
siniek okrem glukézovej represie podlieha aj gluko6zovej
inaktivacii, pri ktorej okrem tGbytku maximdlnej rychlosti
transportu sa zvySuje i Km pre maltézu zo 4 mM na
50 mM [4]. Biologicky polEas malt6zo-permeazy je 1,2h
[8,20] a z-metyl-D-glukozid permeazy 0,8 h [8]. Hladova-
nim na dusik sa biologick§ pol&as malt6zo-permeazy
moZe predlZit aZ na 2,5h [20].

2. Intracelularna hydrolyza maltozy

Druhy krok katabolizmu maltézy je katalyzovany a-
-glukozidazami (e-D-glukozid-glukohydroldzami, EC 3.2.
1.20). Sa to intraceluldrne enzymy kvasiniek katalyzuju-
ce hydrolyzu termindlneho neredukujiceho «-1,4 viaza-
ného gluk6zového zbytku v réznych substrdatoch za uvol-
nenia a-D-glukézy [21]. e-Glukozidazy maji okrem
hydrolyzujtcej aktivity i transferdzovd aktivitu, pri kto-
rej dochddza k prenosu «-D-glukozylového zbytku malto-
zy alebo «-D-glukozidu na vhodny akcepter [22]):

Kvasinkové «-glukoziddzy majd Sirokd aglykonovid spe-
cifitu [23, 24]. Dobre hydrolyzuji maltézu, maltotriézu,
sachar6zu a aryl-e-glukozidy, aviak vel'mi slabo pdsobia na
alkylglukozidy [24, 25, 26]. Z «-glukoziddz kvasiniek sa
podrobnejSie charakterizovala a-metyl-D-glukoziddza a
maltdza. Prv§ enz§m hydrolyzoval preferentne a-metyl-
glukozid, izomalt6zu a sachar6zu; druhy maltézu, malto-
triozu a sachar6zu [26, 27). Charakterizdciou purifikova-
nej a-glukoziddzy sa zistilo, Ze kvasinkovy enzym izolo-
van§ z MAL6 kmeiia je monomér o molekulovej
hmotnosti 63 000. Jeho pH optimum je 6,8, Km a Vmax pre
maltézu je 16,6 mM a 44,8 ymol/min/mg bielkoviny [26].
Aktivita enzgmu je citlivd k inhibi¢nému G€inku akarbb-
zy [28] a latok 3pecificky reagujucich s SH skupinami
[25].

Syntéza maltazy podobne ako malt6zo-permeézy je in-
dukovana pridavkom maltozy alebo e-metyl-D-glukozidu
do rastového média [17, 29]. V nepritomnosti induktora
bunky obsahuji iba zékladnd hladinu kaZdého enzymu.
Ich tvorba je zrejme kontrolovana regulafnou bielkovi-
nou [17, 30, 31]. V kontrole expresii MAL génov u niekto-
rych kmefiov sa podiela i funk&ny stav mitochondrii, na-
kolko po zavedeni mitochondridlnej mutéacie takéto kme-
ne stratili schopnost skvasovat maltézu [32, 33].

Indukovand syntéza maltazy zahriiuje transkripciu DNA
na 17S mRNA [34] s poi¢asom 23 min a de novo syntézu
enzymu [35]. Kinetika indukcie syntézy maltazy je
ovplyvniteInd génovou d6zou MAL lokusov [36]. Kmene
nestice rozne MAL l6kusy produkovali rozne hladiny mal-
tazy (MAL2 > MAL6 ~ MAL1) [36, 37] a r¢chlost jej induk-
cie bola tie¥ odlind (MALZ2 > MAL6 > MAL1) [38]. Na
rozdiel od laboratérnych kmefiov mnohé priemyselné
kmene kvasiniek st schopné syntetizovat a-glukozidazu
kongtitutivne [39]. Syntéza e-glukoziddzy podlieha sil-
nej gluk6zovej represii [39, 40, 41, 42], uplatiiujicej sa
na drovni transkripcie Struktdrneho génu pre e-glukozi-
dazu [41]. Na rozdiel od maltézo-permeazy a-glukozida-

z4 nepodlieha katabolickej inaktivacii [39]. Popri konsti-
tutivnom fenotype [40, 43 44] existuji i rozne vidcSinou
pleiotropné mutanty rezistentné ku katabolickej represii
v syntéze a-glukozidazy [40, 45—51]. Mnohé z tychto mu-
tacii maja vztah k reguldcii syntézy hexokindzy PII, kte-
rd sa istym spdsobom podiela na mechanizme katabolic-
kej represie v eukaryotickych kvasinkach [52—55].

3. Vzfah metabolizmu maltézy k biosyntéze trehalbozy

UtilizovateInost maltozy kvasinkami ma vztah i k bio-
syntéze zdsobného cukru trehal6zy («-D-glukopyranozyl-
-(1-1)-a-D-glukopyranozidu). Kmene, ktoré maji konsti-
tutivnu alelu MAL génov, akumuluji viac trehal6zy pocas
rastu na gluk6ze ako kmene majice inducibilné MAL
gény. Mutaciou konititutivnej alely MAL génu na nefer-
mentabilni mal alelu sa tento fenotyp aktivnej akumula-
cie trehalézy strdca [56]. Biosyntéza trehalézy v kvasin-
kdch sa takto moéZe uskuto&nif dvomi nezdvislymi
anabolickymi drdhami. Prva je katalyzovana trehaldza-6-
-fosfat syntetdzou [UDP-glukéza-glukoza-6-fosfat-gluko-
zyltransferdza, EC 2.4.1.15), ktora je pravdepodobne
génovym produktom l6kusu SST1 [57]. Druhd draha ne-
vyZaduje produkt defektného SST1 génu. Za nerastovych
podmienok trehal6za z glukézy tymto systémom nevzni-
ka [57, 58].

4. Genetick4 a fyzikdina charakterizacia MAL lokusov

Maltdzovy systém je atraktivnym modelom i pre Sta-
dium génovej reguldcie u rodu Saccharomyces. Systém
je induktivnej povahy, podlieha katabolickej represii a
pripravili sa i mutanty so zmenenou reguldciou. Napriek
tomu jeho podrobnd genetickd analyza doneddvna po-
strddala zdkladny tGdaj, ktorym bol pocet a poloha Struk-
tirnych génov pre maltdzu v genéme bunky.

Skvasovanie maltézy kvasinkami rodu Saccharomyces
je podmienené pritomnostou hociktorého z piatich domi-
nantnych a nespojitfch MAL génov lokalizovanych na
roznych chromozémoch (MAL1, VII; MAL2, III; MAL3, II;
MAL4, XI; MALS, nezmapovany) [17, 59]. Hoci gény st
funk&ne ekvivalentné, ich povaha a vzdajomné vztahy nie
s celkom vyjasnené. Podla dnes$nych predstav kaZdy
z t§chto MAL lékusov tvori komplex génov pozostdavajici
minimédlne z jedného regulaného génu, jedného Struk-
tarneho génu pre maltizu a jedného Struktirneho génu
pre maltézo-permedzu, teda minimédlne z troch génov
podmieiiujdcich fermentaciu maltézy, ktord pri kriZeni
s malt6zo-negativnym kmefiom segreguje ako jediny gén.

Existencia regulac¢nej bielkoviny kontrolujicej hladinu
maltazy vyplyvala z faktu, Ze doneddvna napriek roz-
siahlej mutanej analyze sa nepodarilo identifikovat
Ziadnu mutédciu v Struktirnom géne maltazy alebo malt6-
zo-permedzy. Bazdlne hladiny maltdzovej aktivity boli
vZidy pritomné vo vSetkych laboratérnych kmeifioch
skvasujicich alebo neskvasujicich maltézu po segregécii
alebo mutaénom zasahu [31, 60]. Naviac mutanty syn-
tetizujdce maltdzu konStitutivne alebo so zniZenym efek-
tom gluk6zovej represie sa mapovali do oblasti zndmych
lokusov MAL2, MAL4 a MAL6 [31, 40, 43, 44]. Termosen-
zitivne mutanty alelické s 16kusom MAL6 vSak neovplyv-
flovali fyzikalne ani chemické vlastnosti maltazy [31, 44].

MozZnost, Ze MAL gény kéduji viac neZ regulaénd biel-
kovinu, naznadcili uZ klasické genetické prace [61—863]
a ich predpoklad sa potvrdil po klonovani Sruktirneho
génu pre maltazu [34]. Précou s prirodnymi izoldtmi sa
totiZ zistilo, Ze geneticky funkény MAL systém zahriiuje
dve komplementacné skupiny zvané MALp a MALg, péso-
biace i v polohe trans. Ak sa dva kmene neskvasujice
maltézu z dvoch komplementacnych skupin skriZili,
potom diploid bol schopny skvasovat malt6zu bez ohladu
na to, ¢i prisludny gén p alebo g sa mapoval v tom istom
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MAL lékuse [62, 63]. Takto v8etky Standardné zbierkové
MAL kmene modZu popri definovanom MAL lékuse obsa-
hovat i iné nespojité kryptické MALg gény a preto ich
geneticka definovanost je zatial iba parcidlna. V sivis-
losti so skvasovanim maltézy zo 3Standardnych kmeiiov
zatial iba u niektorych je stanoveny ich aplny genotyp.
Sd to napriklad kmene CB11 s genotypom MALS, MALlg,
MAL3g, 4059 s genotypom MAL1, MAL3g, a 1412-4D s ge-
notypom MAL3, MALlg [64].

Nedavno sa v plazmide pMAL9-26 podarilo klonovat
segment DNA z MAL6 kmeiia, ktory obsahoval Struktirny
gén pre maltdzu a jej blizke okolie [34]. Pomocou tohto
klonovaného fragmentu sa hybridizaciou selektovala
mRNA izolovand z maltézo-indukovanych buniek. V bez-
bunkovom translainom systéme tato mRNA posldZila
k syntéze produktu, ktory bol imunoprecipitovatelny
s protilatkou pripravenou proti purifikovanej maltaze
[34]. Plazmid obsahujdci $truktirny gén pre malt6zu bol
schopny geneticky transformovat malt6zo-neskvasujici
kmeii genotypu MALp na malt6zo-skvasujici [34], Co
znamend, Ze nesie informéciu pre MALg aktivitu odpove-
dajiacu Struktirnemu génu pre maltdzu [30, 34].

Klonovanie MAL6 l6kusu resp. subklonovanie fragmen-
tu MALS Struktdrneho génu a jeho vyuZitie ako DNA
sondy otvorilo cestu k identifikacii a fyzikadlnej charak-
terizdcii funk&nych MAL lékusov rdznych kmeiiov ako
charakteristické fragmenty genémovej DNA, vyStepované
restrikénymi endonukledzami BamH,, resp. HindIII, ktoré
obsahovali sekvencie §truktirneho génu pre maltazu [30,
64, 65].

Takto analyza BamH, Stiepnych produktov genémovej
DNA hybridizdciou metédou Sutherna ukéazala, Ze i) kaZ-
dy z piatich MAL lokusov obsahuje minimélne jednu
sekvenciu homolégnu so Struktirnym génom maltazy
kmeiia MALS, ii) kmene, ktoré nemaji funkény MAL 16-
kus, moZu ale i nemusia obsahovat odpovedajicu sekven-
ciu maltazového Struktirneho génu, iii) sekvencia Struk-
tirneho génu maltazy MAL1 lokusu alebo jeho alel je
detekovateIna vo v3etkych zatial testovanych laborator-
nych kmefioch, iv) kazdy MAL lékus je identifikovateIny
ako charakteristicky BamH, fragment genémovej DNA
obsahujiici maltazovy $truktirny gén [65]. Na rozdiel od
BamH, fragmentov v pripade Hindlll genémovych frag-
mentov sa vysoky stupeil sekvenénej homol6gie pozoro-
val iba pre 16kusy MAL1, MAL3 a MAL6 [30, 64].

V¢sledky genetickej a fyzikdlnej analyzy definovanych
MAL kmeiiov takto ukazujd, Ze podobne ako polymérne
SUC gény &pecifikujiice invertdzu [66, 67] aj MAL gény
mozu maf svoj spoloény pdvod (pravdepodobne v sek-
vencii MAL1 l6kusu), umozZiiujaci transpoziciou v priebe-
hu v§voja vznik kmeiiov s réznym poftom a s rdznou
polohou képii tychto génov na chromozémoch (64, 65].

Lektoroval dr. V. Jirkii, CSc.
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Subik, J. - Obernauerova, M.: Biochemické vlastnosti ge-
neticka Specifikdcia enzymovych systémov utilizacie mal-
tozy kvasinkami. Kvas. priim. 31, 1985, &. 6, s. 135—138.

Praca je struénym prehladom biochemickych vlastnosti
a genetickej 3pecifikacie enzymovych systémov kvasi-
niek podielajicich sa na transporte a hydrolyze malt6zy.
Popisuje regulaciu maltézo-permeazového systému induk-
ciou, katabolickou represiou a katabolickou inaktivdaciou
podobne ako aj reguldciu a-glukozidédzy indukciou a glu-
k6zovou represiou. V prdci sa diskutuje organizdcia ge-
neticky funk&éného MAL systému ako aj izoldcia a klono-
vanie Struktarneho génu pre maltdzu. Popisuje sa tieZ
geneticka a fyzikalna analyza definovanych MAL kmeiiov
a diskutuje sa moZny evolutny pdvod jednotlivfch MAL
génov.

Wy6uk, 10., Obepuayeposa, M.: BHoxumuueckHe cBoiCTBa
W reHeTHYecKas creuW(HKauMs 3SH3HMHBLIX CHCTEM HCNOJb-
30BaHMsl MaabTO3bl Apoxikamu. Ksac. mpym. 31, 1985. Ne 6,
ctp. 135—138.

Pabora sBasercsi KpaTkiM 0630poM 10 GHOXHMHYECKHM
CBOHCTBAM H TeHETHYECKOH cneun(nKaunn SH3HMHBIX CHC-
TeM JAPOXKeH, yyacTBYIOWHX B mepeaaye H THIPOJaH3e
MaabTo3bl. OnuceiBaeTcst PeryJaHpoBaHHe MaJabTO3HO-Nep-
Mea3Hol cHCTeMbl HHIYKIHeH, KaTaGoJaHYeckoil penpeccHei
H KaTaGoJHyecKOl HHAKTHBALHEH H TaKKe peryJanpopaHye
«-TJAOKO3HAa3bl HHAYKUHe H TII0Ko3HO# penpeccheii. [a-
Jdee obcyKaaeTcss OPraHH3auUMs TeHeTHYecKH (YHKIHOHAJb-
Hoit MAJI cHucTeMbl M Takke M H30JASAUHA H KJOHHPOBAHHS
CTPYKTYPHOro reHa 14s maabraspl. OnHcan Takwxke reHeTH-

veckuit H du3ngecknii ananu3 onpeaeaenHolx MAJI wram-
MOB H paccMaTPHBAETCH BO3MOXKHOE 3BOJIONHOHHOE MPOHC-
xoxaenne oraeabHHpix MAJI renos.

Subik, J. - Obernauerovd, M.: Biochemical Proper.ies and
Genetic Specification of Enzyme Systems for Maltose
Utilization in Yeasts. Kvas. priim. 31, 1985, No. 6, pp.
135—138.

A brief review of biochemical properties and genetic
spacification of enzyme systems that are responsible for
a transport and hydrolyzes of maltose in yeasts is made.
A control of the maltose-permease system by induction,
catabolite repression and catabolite inactivation as well
as control of e«-glucosidase by induction and glucose
repression is described. A discussion of the genetic MAL
system and the isolation and clonning of the structural
gene for maltase is made, A genetic and physical ana-
lysis of defined MAL strains and a possible evolutional
origin of the individual MAL genes is described.

Subik, ]. - Ohernauerova, M.: Biochemische Eigenschaften
und genetische Spezifikation der Enzymsysteme der
Ausniitzung der Maltose durch Hefen. Kvas. priim. 31,
1985, Nr. 6, S. 135—138.

Die Arbeit enthilt einen zusammenfassenden Ubersicht
der biochemischen Eigenschaften und der genetischen
Spezifikation der Enzymsysteme bei Hefen, die sich an
dem Transport und der Hydrolyse der Maltoce beiei.igen.
Beschrieben wird die Regulation des Maltose-Permease-
-Systems durch Induktion, katabolische Repression und
katabolische Inaktivation sowie auch die Regulation der
«-Glukosidase durch Induktion und Repression mittels
Glukose. In der Arbeit wird die Organisation der gene-
tischen Funktion des MAL-Systems sow'e auch die Iso-
lierung und Ziichtung des Strukturgens fiir Ma:itose
diskutiert. In dem Artikel wird weiter auch die genetische
und physikalische Analyse der definierten MAL-Stimme
beschrieben und die mdogliche Evolutionshe:kunft der
einzelnen MAL-Gene diskutiert.



