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Methylotrofni kvasinky predstavuji v souCasné dobé&
vysoce perspektivni zdroje Ffady mikrobnich produktii,
nejen mikrobnich bilkovin, nebof pfedstavuji nové a
velmi vykonné expresni systémy heterolognich genili a
jedineény objekt pro objasn&ni mechanismu regulace
biogeneze peroxizomdlnich latek.

Vysledky studii o regulaci metabolismu methanolu
a methylotrofnich kvasinek jsou pomérné nedavného
data a miZeme je rozdélit do dvou skupin. Tykaji se:

1. Regulace syntézy a degradace specifickych enzymil
metabolismu methanolu, tzv. C; specifickych enzymi,

2. Regulace aktivit C; specifickych enzymi pomoci
nizkomolekuldrnich efektori (subsirdtii a produkti) a
stanoveni hlavniho toku uhliku pFi metabolismu
methanolu b&hem riistu bunék. Tento piispévek je za-
méfen na regulaci syntézy C, specifickych enzymi.

Syntéza C; specifickfch enzymil je u methylotrefnich
kvasinek Candida boidinii a Hansenula polymorpha re-
gulovana katabolickou represi, derepresi a indukci spe-
cifickou na methanol. Tato regulace probihd na drovni
transkripce [1, 2]. Navic hladina né&kterych C, specific-
kych enzymii v buiice je ovliviiovdna katabolickou in-
aktivaci vedouci k p¥imé degradaci molekul enzymi [3].
Interakce mezi uvedenymi regulaénimi mechanismy ur-
tuje odpovéd methylotrofnich kvasinek na ménici se
kultivaéni podminky. .

Metodickym pfistupem pii studiu regulace syntézy C,
specifickych enzymi u methylotrofnich kvasinek se sta-
lo studium hladin kli¢ov§ch enzymi pfi riistu bun€k na
smésnfch methanol-viceuhlikatych substratech. prede-
viim na methanol-sacharidovych, jak v jednordzovych
tak v chemostatovfch ku'turdch, a déle studium ultra-
strukturdlnich zmén kvasniéné buiiky.

JelikoZ z literatury vyplyva, Ze jednotlivé methyio-
trofni kmeny mohou vykazovat ur€ité rozdily v edpo-
viédi na ménici se kultiva®ni podminky, studovali jsme
regulaci syntézy methanol-oxidujicich enzymfi u nassho
acidotolerantniho kmene Candida boidiniii 2 [4]. Tento
kmen roste s optimélnimi ristov§ymi parametry v jedno-
razovych i kontinudlnich kultivacich za konstantnich
kultivaénich podminek pfi pH 3,0.

MATERIAL A METODY

Organismus: acidotolerantni kmen kvasinky Candida
boidinii 2 [4]. Kultivace kmene probihaly v laboratornim
3 1 fermentoru za konstantniho pH 3,0 a teploty 30°C
pfi michani 600.min—-! a vzdu$n&ni 0,3a%1,0 1. min.~1,
Koncentrace O, byla 40 a% 50% nasyceni. Methanol
v médiu [5] byl v koncentraci 5 g.1-! nebo ve smési
s manlosou nebo xylosou (pomér 1:1) v koncentraci
g4

Analytické metody: stanoveni suché hmotnosti bunégk,
aktivity alkoholoxidasy a methanolu v médiu je uvedeno
v pifedchozi publikaci [6). Xylosa, manosa a glukosa
byly stanoveny jako redukujici latky [7].

VYSLEDKY A DISKUSE

B&hem riistu na methanolu syntetizuje C. boidinii 2
vysokou hladinu alkoholoxidasy a katalasy, px"vnIch
oxida¢nich enzymi zahajujicich utilizaci methanolu. Al-
koholoxidasa, téZ zvand methanoloxidasa (ddle jen
AOX), oxiduje methanol na formaldehyd a peroxid vo-
diku. Katalasa paroxid vodiku ihned rozklddd na Kkyslik
a vodu a pravdépodobné se podili i na peroxidasové
oxidaci methanolu. Oba enzymy jsou v Kvasni¢né bui-
ce lokalizovany v mikrotéliscich, v tzv. peroxizomech.
Téchto peroxizomii vytvafi buiika pfi n&kterych pcdmin-
kach kultivace, jako pfi limitaci riistu bunék methano-
lem, ke které dochéazi pfi prechodu bunék z logaritmic-
ké faze ristu do faze staciondrni nebo pFi nizkych
zfedovacich rychlostech v chemostatu, velkd mnoZstvi.
SouCasné za téchto kul!tivadnich podminek objem pero-
xizomli zna&né roste, aZ zaplni prevdZnou &ast objemu
bufiky. Enzym AOX vytvari v peroxizomu krystaloid.
PFi zfedovaci rychlosti D = 0,03 h-! v chemostatu pfFi
limitaci rstu bun&k C. boidinii 2 methanolem se tvoii
krystaloidy, které ovlivni tvar peroxizomi (obr. 1).

Peroxizomy jsou obaleny jednoduchou membranou.
Nové peroxizomy vznikaji odSt&povanim ze starych zra-
Iych peroxizomii. Do bun&&nych pupenii se dostavaji pFi
déleni buné&k spolu s 4sti materidlu matefské buiiky.
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snimek Frezu kvasinkou C.
diniii 2 rostouct na methanolu

Obr. 1. Elektronopticky

Peroxizomy (p), vakuola (v) a mitochondrie [m). Fixace
KMnQ,, zaliti do Vestopalu W, krdajeni na uliramikrotomu
LKB Ultrotom I, kontrastovani uranylacetdtem a citratem
olova. Elektronovy mikroskop JEOL JEM 100 B. Usecka
odpovida 0,5 pm.

Na médiu s glukosou nebo manosou vétSinou kvasniéné
buitky peroxizomy bud postradaji, nebo nalézame oje-
dinéle jen mald okrouhla teéliska, ktera po pfreneseni
bunék do média s methanolem se vyvinou v normalni
velké peroxizomy.

Lze konstatovat, Ze kmen C. boidinii 2 rostouci pfi pH
3,0, vykazuje obdobnou strukturu a vlastnosti peroxizo-
mi jako jiné methylotrofni kvasnitné kmeny kultivova-
né pfi pH 4,0 aZ 5,5 [8, 9].

Pri pfenosu kvasni¢nych bunék C. boidinii 2 vyrost-
lIych na médiu s methanolem do média, kde methanol
je nahrazen manosou, pozorujeme prudky pokles hla-
din aktivit obou peroxizomalnich enzymi. B&hem 2 aZ
4 h kultivace klesne hladina AOX v buiikdch (stanove-
na in situ) aZ na jednu desetinu vychozi hladiny (obr.
2A). Tento jev, ktery byl popsdn pii prenosu kvasnic-
nych buné&k Hansenula polymorpha do média s glukosou
[3], neni vysledkem jen represe syntézy peroxizomal-
nich enzymi, ale i katabolické inaktivace. Dochazi jak
k destrukci molekul enzymi, tak i celych peroxizomd.
Autofagni zplisob degradace peroxizoml pomoci vakuo-
larniho systému buiiky podrobné popsali u kvasinek H.
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Ridst bunfk C. boidinii 2 a aktivita AOX na mé-
diu s A: manosou, B: xylosou

(1) specifickd aktivita methanoloxidasy (AO0X) in situ,
[2) hmotnost suchych bunék, (3) zbytkovy sacharid v me-
diu,

Obr. 2.

polymorpha prenesenych z methanolového média do mé-
dia s glukosou Veenhuis et. al. [10].

Degradac¢ni proces zacina vyvojem elektron-densnich
membrdn okolo peroxizomi. Tyto membriny, Kkteré se
nové tvori (sloZené z nékolika vrstev), jsme pozarovali
u peroxizomQ v buiikdch C. boidinii 2 prenesenych do

Obr. 3. Degradace peroxizomi (p) pri rdstu kvasinky C.
boidinii 2 na médiu s manosou
Bilé Sipky oznacuji vyvijejici se elektron-densni membréany
okolo peroxizomil, (n) jadro, (m) mitochondrie. Usecka
odpovida 0,5 um.

meédia s manosou po 1 h kultivace [obr. 3). Membrany
postupné obklopuji cely peroxizom. Po 4 h kultivace bu-
nek na meédiu s manosou velké peroxizomy z bunék
zmizi. V bunkach nalézime jen 1 aZ 2 velmi malé pero-
Xizomy a vyrazné zvétSené mitochondrie (obr. 4).
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Obr. 4. Ultratenky Frez kvasinkou C. boidinii 2 po 4ho-
dinové kultivaci na médiu s manosou

Peraxizomy (p), mitochondrie (m), jadro (n), tsecka od-
povida 0,5 pm.

K obdobné katabolické represi a inaktivaci peroxizo-
méalnich enzymi AOX a katalasy dochédzi po pfreneseni
bunék vyrostlych na methanolu do média se smdsi met-
hanol-manosa nebo methanol-glukosa (obr. 5 AB). Po
vycerpdni sacharidu z média, ktery je kvasinkou utili-
zovdn prednostné pred methanolem, dojde k derepresi
a de novo syntéze obou peroxizomdalnich enzymi, pFi-
CemZ katalasa je dereorimcvédna rychleji nez AOX. Ta-
ké na médiu s methanol-manosovou smési dochézl
k rychlejsi derepresi obou enzym neZ n& methangi-
glukosové smési. Vysledkem je diauxicky riist bunZa.
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Zcela odlisné se chovd na3 kmen pFi pfenosu bungk
vyrostlyjch na médiu s methanolem do média s xylo-
SOou.

Na médiu se samotnou xylosou dochézi jen k represi
peroxizomdlnich enzymt (obr. 2B). Hladina AOX v pri-
b&hu 20 h ristu bunék klesne maximéln& na 40 % vy-
chozi hladiny. Po vyCerpéni pirevaZného mnoZstvi xylo-
sy z média hladina AOX v buifikdch opét vzroste o 10 aZ
15 %. Doché&zi, na rozdil od manosy a glukosy, k de-
represi syntézy AOX i v nepfitomnosti methanolu. V pfi-
tomnosti methanolu, tj. pfi ristu bunék na methanol-
xylosovych smésich, zaznamendme jen mirny pokies
hladiny AOX v buiikdch b&hem lag faze (obr. 5C], kte-
ry je zcela identicky jako pokles AOX v bufikdch pfe-
nesenych do nového média se samotnym methanolem.
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Obr. 5. Rist bunék C. boidinii 2 a aktivita AOX na mé-
diich se smésemi methanol-sacharid 1:1, A. met-
hanol-manosa, B: methanol-glukosa, C: methanol-
xylosa.

(1) specifickd aktivita AOX, (2) hmotnost suchych bunék,
(3) methanol, (4) sacharid.

V tomto pfipad& jde pravdépodobné& o pokles aktivity
AOX v diisledku plsobeni vy38i koncentrace substrdtu
na enzym na polatku kultivace. K represi syntézy pe-
roxizomdlnich enzymi v3Sak nedochéazi, nebof oba sub-
straty ze smdsi jsou vyuZivany buiikou soulasné. Vy-
sledkem je riist bunék bez diauxie a aditivni pFiriistek
bun&k z obou substrati b&hem celé kultivace.

Toto odliné chovéni acidotolerantniho kmene C. boi-
dinii 2 viéi riznym sacharidiim je zajimavé nejen z teo-
retického hlediska, ale i z hlediska aplikace. Methanol-
xylosov§ch smési lze s vyhodou pouZit k produkci C;
specifickych produktd [11].
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Volfova, 0. - Ziika, Z. - Kyslikovd, E. - Michalsky, M.:
Regulace enzymii oxidujicich methanol u acidotolerantni-
ho kmene Candida boidinii 2. Kvas. prim., 34, 1988, ¢.
12, s. 360—362.

Buiiky kmene Candida boidinii 2 pfi rlstu na médiu
s methanolem vykazuji vysokou hladinu peroxizomal-
nich enzymii alkoholoxidasy a katalasy. Po pFenosu
bunék do média s manosou nebo se sm&si methanol-ma-
nosa dochdzi jak ke katabolické represi syntézy, tak
i ke katabolické inaktivaci obou peroxizomalnich enzy-
mi. Studium ultrastruktury bun&k prokazalo autofagni
zpisob degradace peroxizomfl. Naopak na xyloso-metha-
nolovych smé&sich nedochéazi ani k represi ani k inakti-
vaci enzymil. Xylosa a methanol jsou utilizovany soucas-
né&, builky nerostou diauxicky a piiriistek biomasy v prii-
b&hu ristu je aditivni.

Boasposa, 0. — )Kuxkka, 3. — Kucaukosa, E. — Muxaa-

ckH, M.: PeryaupoBanHe 3H3HMOB, OKHCJASIOWMKX MeTaHOJ

B CJyyde auMAOTOJNEPAHTHOTO MeTHAOTpodHOro mTaMMa

ggndida2 boidinii 2. Ksac. npym., 34, 1988, Ne 12, cTp.
0—362.

Kaetkn mramma Candida boidinii 2 npu pasmHoxeHun

B Cpejle ¢ MeTaHOJIOM MOKa3blBAalOT BHICOKHI ypOBEHb ne-
POKCH30MaJIbHBIX 3H3HMOB AaJKOrOJOKCHAa3bl H KAaTaJasbl.
[Ipu neperoce KJMETOK B CPely ¢ MaHO30f WAH €O CMEChio
METaHOJ-MaHO3a NPOHCXOAHT KaK KaTtaGoJHueckas penpec-
CHSI CHHTe3a, Tak M KaTabo.HYecKasi HHaKTHBaIlHsi 060OHX ne-
POKCH30MaJbHbIX 3H3UMOB. MccnenoBantie yasTpacTpyKTyphl
KJ€TOK /10Ka3ano aBTO(arHblii cnoco6 jerpajaldi nepoKcH-
30m0B. HaoGopoT, Ha KCHA030-MeTaHONBHLIX CMECAX He npo-
HCXOAHT HH penpeccHsi, HH MHAKTHBAaUHA 3H3UMOB. Kcuaosa
H METaHOJ YTHAH3YIOTCH OJHOBPeMEHHO, KJIETKH He pac-
TYT AHayKCHYeCKH W NPHPOCT GHOMacchl B TEYeHHe pPOCTa
ABJAAETCA aAAHTHBHBIM,
Volfova, 0. - Zi¥ka, Z. - Kyslikovd, E. - Michalsky, M.:
Regulation of Methane! Oxidizing Enzymes in Acidotc-
lerant Methylotrophic Strain Candida boidinii 2. Kvas.
priim., 34, 1988, No. 12, pp. 360—362.

The cells of Candida boidinii 2 have a high level of
alcohol oxidase and catalase in peroxisomes during the
growth in presence of methanol. After the cells are
transferred into the medium with mannose or with a
mixture of methanol-mannose the catabolic repression of
the synthesis and the catabolic inactivation of both the
peroxisomal enzymes start to affect. The autophage
manner of peroxisome degradation has been proved by
the ultrastructure study. On the other hand, with xylose-
methanol mixtures no repression as well as no inactiva-
tion of the enzymes occurred. Xylose and methanol are
simultaneously utilized, no diauxie occurs and overall
growth yield is additive.

Volfova, O. - Zizka, Z. - Kyslikova, E. - Michalsky, M.:
Reguiation der Methanol-oxidierenden Enzyme bei dem
sduretoleranten methyiotrophen Stamm Candida boidinii
2. Kvas. priim., 34, 1988, Nr. 12, S. 360—362.

Die Zellen des Stammes Candida boidinii 2 weisen
beim Wachstum auf Methanol-haltigem Medium ein ho-
hes Niveau der peroxisomalen Enzyme Alkoholoxidase
und Katalase auf. Bei der Ubertragung der Zellen in ein
Medium mit Manose oder mit dem Gemisch Methanol-Ma-
nose erfolgt nicht nur die katabolische Repression der
Synthese, sondern auch die katabolische Inaktivation

beider peroxisomaler Enzyme. Das Studium der Zellen-

Ultrastruktur bestdtigte den Autophag-Charakter der
Degradation der Peroxisome. Dagegen wurde auf Ge-
mischen Xylose-Methanol weder die Repression noch die
Inaktivation der Enzyme festgestellt. Xylose und Metha-
nol werden zugleich utilisiert, die Zellen wachsen nicht
diauxisch und der Biomassezuwachs im Verlauf des
Wachstums ist additiv.
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