663.13

Biochemicko-genetické aspckty utilizacie sacharozy
kvasinkami Saccharomyces cerevisiae

Ing. MARGITA OBERNAUEROVA, RNDr. JULIUS SUBIK, CSc., Vyskumny tstav potravinarsky, Bratislava

Klicové slova: kvasinky, Saccharomyces cerevisiae, invertdza, sekrécia, genetika,

aditiva, potraviny

Schopnos{ niektorych kvasiniek vyuzivat sachardzu
ako jediny zdroj uhlika a energie je podmienena pritom-
nostou periplazmaticky lokalizovanej invertazy (5-D-fruk-
tofuranozidazy EC 3.2.1.26), ktora hydrolyzuje sachardzu
na gluk6zu a fruktbézu [1]. Tento enzym hydrolyzuje

koncové neredukujice g-D-fruktofuranozidové zbytky
v f-fruktofuranozidoch za vzniku monosacharidov, ktoré
sa transportuji a dalej metabolizuji uZ vo vnitri bunky
[1, 2].

1. Inveriaza

Invertdza sa v bunkach kvasiniek vyskytuje vo forme
externého glykoproteinu [3, 4], jeho membréanovo viaza-
ného prekurzora [5] a tiez ako cytoplazmaticka naglyko-
zylovana invertaza [6, 7]. Jej podstatna ¢ast — viac ako
95 % — je lokalizovana na vonkajsej strane cytoplazma-
tickej membrany [8]. Externa invertdaza je manoprotein
molekulovej hmotnosti 270000, obsahujici glukozamin
(3 g.100 g—'), manan (50 g.100g—!) a dva pravdepo-
dobne identické polypeptidy molekulovej hmotnosti 60 000
[3, 9, 10]. Kazdy polypeptid obsahuje v priemere
9 neutralnych oligomanozylovych retazcov [10], ktoré
st kovalentne viazané k asparaginovému zvysku jadra
cez Man £1-4 GlcNAc g1 -4 GlcNAc [10]. Sest z nich
maji velkost vnitornych (jadrovych) jednotiek, zatial ¢o
dal3ie tri viazu polymanézové vonkajsie retazce [10].
Manoproteiny obsahuji manozylfosfodiesterové skupiny
[11], na rozdiel od jadra extracelularneho manoproteinu,
ktoré pravdepodobne nie je fosforylované [12]. Elektro-
foréza externej invertdzy na polyakrylamidovom géie
potvrdila vysoky stupen heterogenity enzymu. Tento po-
lymorfizmus invertazy je pravdepodobne spdsobeny rdz-
nym siupfiom fosforylacie manoproteinovych vonkajsich
refazcov [13]. Tento fakt potvrdzuje skutofnosf, Ze mu-
tanty defektné vo fosforylacii tento jav nevykazuja [14].

Michaelisova konStanta invertdzy je relativne vyscka
Km 28 aZ 38 mmol.1-! pre SUC 3, resp. SUC 1 kmen
[15, 16] a jeho pH optimum je 45 [17].

Enzym je termostabilny pri teplote 50—55°C [1, 18].
AKtivita invertazy je inhibovana katiénmi Hg’+, Ag+,
Cu’+ a Cd%+ [17, 18]. Produkt katalyzovanej reakcie —
fruktoza neinhibuje v pritomnosti sachardzy aktivitu in-
vertazy ani v koncentracii 100 mmol.1-! [18]. Jej nere-
dukujici analog 2.5-anhydro-D-manitol je kompeatetivoym
inhibitorom invertazy [18].

2. Genetické pozadie hydrolyzy :-fruktofuranozidov

Schopnost kvasiniek syntetizovaf invertdzu a utilizovat
sacharozu je kontrolovana rodinou jadrovych SUC génov
[19], ktorych expresia najméd v priemyselnych kmeioch
moze byt ovplyvnend mitochondridlnym gen®mom [20].
Medzi rozliénymi kmefmi kvasiniek rodu Saccharomyces
sa rekombinaénou analyzou identifikovalo 6 nealelickych
SUC 16kusov, ktoré sa v genéme haploidnych kmeriov

transldcia, reguldcia, enzgm,

mozu vyskytoval v Ziadnej, jednej alebo vo viacerych
SUC+ alelach umiestnenych na réznych chromozémoch
(SUC 1 — VII, SUC 2 — IX, SUC 3 — 1II, SUC 4 — ne-
zmapovany, SUC 5 — IV, SUC 7 — nezmapovany) [19,
21]. Lckus SUC 6 sa ukazal byt alelou lokusu SUC 4 [21,
£2].

Okrem lokusov nestcich SUC+ alely sa v genfme nie-
kitorych kmefnov kvasiniek moZu prirodzene vyskytovat
i tzv. negativne alely oznaCované sue®, ktoré sa lidia od
negativnych mutécii sue— odvodenych v laboratériu od
aktivneho SUC+ génu [23, 24]. Alely suc® moZu mutovat
(revertovat) na alely SUC+ génu a moOZu tiez rekombi-
novaf s roznymi sue— mutdciami toho istého lokusu za
vzniku aktivneho SUC+ génu [23, 24]. MOZu byt tiez
prazdnymi miestami* neobsahujacimi Ziadne SUC-DNA
sekvencie [21, 23].

Pokusy s klonovanim SUC-génu [22, 24, 25] a 3tidium
vzajomneho vzfahu jednotlivych foriem invertaz [25—29]
viedli k zaveru, Ze kazdy SUC+ lokus obsahuje 3truktir-
ny gén tak pre glykozylovani cytoplazmaticka invertazu,
ako aj pre glykoprotein externej invertazy, pri¢om obe
vznikaji za S3pecifickych podmienok potranskripénej a
potranslacnej upravy |[28—31). Identita SUC 2 lokusu
so Struktdrnym génom invertazy sa definitivne dokéazala
porovnanim nukleotidovej sekvencie SUC 2 génu [22, 28]
s aminotermindlnou sekvenciou aminokyselin izolovanej
invertazy [30}. Pri pouziti klonovanej SUC 2 DNA sondy
sa zistilo, ze vSetky aktivnhe SUC+ gény si homoldgne
v sekvencii DNA a sa pravdepodobne vysledkom pohybu
SUC+* informécie medzi chromozémami v priebehu evo-
liacie Saccharomyces [21].

Mnohi autori sa spotiatku domnievali, Ze jedna forma
invertazy je prekurzorom druhej [6, 32]. Hoci polypepti-
dové casti dvoch foriem invertdzy si koédované jednym
Struktirnym génom, ich syntéza prebieha na rozdielnych
mRNA [29, 30]. mRNA velkosti 1,9 kb obsahuje infor-
méciu pre polypeptid prekurzora extracelularnej inverta-
zy obsahujaci 19 aminokyselinovi N-terminédlnu signdinu
sekvenciu [28]. Mensia 1,8 kb mRNA neobsahuje exo6n
signdlnej sekvencie [28], ktora je zodpovedna za gly-
kozylaciu a sekréciu invertdzy do periplazmatického
priestoru bunky.

C2ly proces sekrécie sa uskutofiiuje mechanizmom,
ktory je podobny sekrécii bielkovin u vy33ich eukaryon-
tov. Pouzitim mutantov kvasiniek defektnych v rdznych
stupnoch sekrefnej drahy [33, 34] sa zistilo, Zze polypep-
tid invertazy je kontranslacne translokovany do endo-
plazmatického retikula, kde je glykozylovany a ziskava
9 jadier oligosacharidov (MangGlcNAc,) spojenych N-gly-
kozidickou vidzbou. Vonkajsi manozylovy retazec sekreto-
vanej invertazy (obsahujici az 150 manozylovych zvys-
kov) sa syntetizuje v Golgiho aparate, kde sa
uskuto¢iuje i parcidlna glykozyldcia manozylového
jadra. Do periplazmy kvasinkovej bunky sa glykozylova-
na invertaza dostava nakoniec prostrednictvom sekrec-
nych vatkov, ktoré maja schopnost splyvat s plaz-
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matickou membranou bunky [33—37]. Pred iniciaciou
translokacie invertazy do endoplazmatického retikula
postatuje prvych 60 aminokyselin zahrnujacich 19 ami-
nokyselin signalnej sekvencie a exportny signédl pre
opustenie endoplazmatického retikula je pritomny v ter-
cidlnej Struktire molekuly invertazy [38, 39].

S

3. Regulacia syntézy invertazy

Syntéza invertazy v kvasinkach nevyzaduje induktor.
Hladina enzymu a jeho aktivita v rozliénych kmeifoch je
odliSnd a popri genotype zavisi aj od fyziologického
stava bunky [40, 41]. Syntéza invertazy je citlivo regu-
lovana koncentraciou glukézy (fruktdzy, manozy) v kul-
tivatnom meédiu [41].

Regulacia expresie SUC génov gluk6zovou represiou
u kvasiniek Saccharomyces cerevisiae je sprostredkova-
na viacerymi génmi. Mutanty kvasiniek defektné v skva-
sovani sacharOzy alebo rafin6zy m6Zu mat popri muta-
ciach v Struktirnom géne pre invertazu i mutécie
ovplyviiujice reguldciu syntézy invertazy glukozovou
represiou. Tieto mutacie spadaju do 6 komplementaénych
skupin oznacovanych snf 1, snf 2 az snf 6 (sachar6zo
nefermentujice) [42]. Defekt v syntéze invertazy lezi
pravdepodobne na transkripénej Grovni, nakolko u snf 1
mutantov sa stabilna 1,9 kb mRNA nesyntetizovala [25].
Gén SNF 1 je potrebny tak pre derepresiu expresie
invertdzy ako aj inych gluk6ézo-represibilnych génov.
Gén SNF 1 bol klonovany a geneticky zmapovany na od-
IahlejSom konci znaku rna 3 na chromozéme IV [43].
Gén ko6duje 2,4 kb polyadenylovani mRNA, ktora je pri-
tomna tak v glukdzo-reprimovanych, ako aj dereprimo-
vanych bunkéch [44].

Popri sacharfzo-nefermentujicich mutantoch sa izo-
lovali i mutanty s konS$titutivhou syntézou sekretovanej
invertazy, ktora bola necitlivdi k represnému ucinku
glukobzy.

Mutécie ssn 6 sa izolovali ako supresory snf 1 mutécie,
ktoré obnovili schopnost rastu na sacharoze, ale nie na
‘galaktOze alebo glycerole [45]. Tieto mutédcie spZsobu-
jace rezistenciu proti gluk6zovej represii si pleiotropnej
povahy a si alelické s eye 8 mutaciou zapri¢inujticou
nadprodukciu izo-2-cytochrému e [46]. Z analyzy inter-
akcii snf a ssn 6 mutacii vyplynulo, Ze produkty SNF
génov poOsobia ako pozitivne regulacné faktory priamo
na expresiu SUC 2 génu. Nblast regulaéného vplyvu je
pribliZzne 400—500 bp na 5'konci SUC 2 ko6dovacej oblasti
[47]. Na druhej strane pre produkt SSN 6 génu sa upred-
nostiiuje jeho nepriamy regulaény vplyv na expresiu
SUC 2 génu [47]. MoZnost. e SSN 6 produkt interaguje
priamo s pozitivhym reguldtorom, je analogicky modelu,
ktory bol navrhnuty pre reguldciu génov utilizdcie galak-
thzv. fosfatazovich génov (48] a pre v3szobecnid amino-
kyselinova kontrolu v kvasinkach [49].

Kaftabo'icka represiu invertdzy kontroluia viaceré gény
[15. 50—52] a je modulovana i prostrednictvom izoen-
zymu. hexokindza II [53—56], ktora ma katalyticka a
regu'aéni funkciu. Mutacie hxk 2 v Struktiirnom géne
hexokindzy P II (alebo B) spdsobuji glukfzo necitlivi
syntézu sekretovanej invertazy a predpokladd sa, Ze
tento efekt nie je vylu€ne iba ddsledkom zniZenej rych-
losti metabolizmu glukbzy [53, 55. 56]. KonS$titutivnu
tvorbu sekretovanej invertazy vyvolavaja i mutacie reg 1
[57]. hex 2 a cat 80 [58]. Prvé dva sa mapuji v blizkosti
génu trp 1 [59].

Molekuldrny mechanizmus reguldcie syntézy inverta-
zy gluk6zou v kvasinkovych mikroorganizmoch nie je
zatial celkom jasny. Mohol by v¥ak spolivaf v regulacii
na trovni transkripcie DNA [25, 28], na tGrovni transla-
cie [€0], na drovni potranslaéného dozrievania prekur-
zora enzymu 3pecifickym proteolytickvm systémom [60],
ako aj na drovni glykozylacie polypeptidu a jeho
transportu do periplazmatického priestoru [41, 61, 62].

Principidlne poznatky o reguldcii génovej expresie a
sekrécie invertdzy v bhunkdch kvasiniek sa ziskali po-
uZitim met6d génovei fizie [38, 63]. Flziou Struktirneho
génu MF 1. ktory kiduie 165 aminokyselinovy prekurzor
kvasinkového pohlavného horménu. «-faktora, s fragmen-
tom Struktirnebo eénu invertdzy [SUC 2], ktory neob-
sahoval svoju 5'prilahld oblast ani kAdujicu informéciu
pre prvé 4 aminokyseliny svojej cigndlnej sekvencie, sa

zistilo, ze chimérny gén MF, 1-SUC 2 je schopny riadit
syntézu aktivnej invertazy, ktora je glykozylovang a
efektivne sekretovana do periplazmatického priestoru
bunky [63]. Expresia tohto hybridného génu bola pod
kontrolou MAT« 1ékusu a na rozdiel od expresie samot-
ného SUC 2 génu nebola ovplyvnena koncentraciou glu-
koézy [63].

Faziou génu lac Z z E. coli s kvasinkovym 3truktdrnym
génom SUC 2 sa zasa ziskal hybridny protein so sekven-
ciou invertdzy na —NH, konci a s funk&nou g-galaktozida-
zovou sekvenciu na —COOH konci. Sledovanim sekrenéné-
ho procesu a expresie g-galaktozidazy sa zistilo, Ze SUC 2
— lac Z gén riadi syntézu stabilného neglykozylovaného
i glykozylovaného hybridného proteinu, Kktory v3ak na
rozdiel od invertazy sekretovany nebol [38].

4. Invertdza ako potravinarske aditivum

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae — okrem svojho
uplatnenia v pekarskom priemysle pri kysnuti cesta,
tvorbe senzorickych a chufovych vlastnosti pekarskych
vyrobkov — s vhodnym materidlom aj pre zabezpecenie
mikrobidinej produkcie enzymov, koenzymov, vitaminov
ckupiny B a po vhodnej tiprave m6Zu s!aZif dokonca ako
zdroj poiravinarsky nezivadnej bielkoviny .[64—66].

Invertdza je tieZ jednym z enzymov, ktoré biologicky
aktivne droZdie obsahuje v znafnom mnoZstve [17,
65—67]. Po mechanickom, enzymatickom, pripadne auto-
lytickom rozrudeni bunkovej steny invertdza sa uvolni
z buniek do prostredia, z ktorého sa vhodnym separac-
nym postupom moéZu pripravif tak tekuté, ako aj pevné
enzymové koncentraty. Pre priprava takychto kon-
centrdtov s najvhodnejSie kmene kvasiniek, ktoré
produkuji zvySené mnoZstvo invertdzy. Ich pouZitie
nielen ekonomicky zefektivni postup pripravy, ale naviac
umozni ziskat koncentraty o vy3Sej $pecifickej aktivite
[65, 66].

MoZnost uplatnenia tuhého alebo tekutého koncentratu
invertazy ako potravinarskeho aditiva v réznych odvet-
viach potravinarskeho priemyslu je velké [65, 68]. Po-
vZitie invertazy pri vyrobe cukroviniek, najmi fondano-
vych a Cokolddovych vyrobkov s mikkou néapliiou, ale
i pri vyrobe dZemov, jemného sladkého pe€iva, ndpojov
razitivne ovplyviiuie kvalitu a stdlost virobkov v priebehu
skladovania. nakolko invertny cukor hor3ie krystalizuje
a v dosledku toho je pri vy3fich koncentrécidch, resp.
riZ¥ich teplotdach stabilneidi ako sachar6zové sirupy. Ne-
dochadza ani k rekry$ta'izécii sachar6zy. Nie zanedba-
teTnou vlastnosfou invertného cukru je aj jeho vyssia
sladiaca schopnost ako u sachardzovych sirupov [2, 65,
68].
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