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Predmetom objavu je zistenie tykajlice sa nutnosti kontinudlnej pri-
tomnosti adenozintrifosfétu /ATP/ vo vnitri mitochondrii rasticich
eukaryotickych buniek ako pre normélnu replikdciu mitochondridlnej dezoxy=-
ribonukleovej kyseliny /DNK/ tak aj pre funkcie mitochondrii podmiefujiice
bunkové delenie., Na zdklade tohto javu v aerobnej kultire rastdeich
kvasiniek Saccharomyces cerevisiae dochddza k hromadnej tvorbe respiraéne
deficitnych mutantov ak sidasne je syntéza adenozintrifosfdtu v mitochon-
dridch znemoZnenad inhibiciou dychania a ak vstup adenozintrifosfdtu z
cytosolu do mitochondrii je blokd?ani s kyselinou bongkrekovau, Naviac
v komplexnom glukozovom médiu multiplikdcia buniek respiradne deficitnfch mu-
tantov kvasiniek alebo pétit negativnych kvasiniek rasticich v pritomnosti
antimycinu A sa ilinkom kyseliny bongkrekovej zastavi,

Mitochondrie si vSeobecne povaZované za bunkové organely Specializované
pre tvorbu adenozintrifosfdtu. Ak by vSak toto bola ich jedind esencidlna
funkcia, potom fakultativne anaerobne organizmy ako kvasinky by mohli
postrddat mitochondrie., Hoci si zndme mnohé mutdcie ovplyviiujice Struktiru
a funkciu mitochondrii kvasiniek /KovdE& L.: Biochim, Biophys. Acta 346,

101 /1974/ /, predsa se nenaSli Ziadne mutanty kvasiniek, ktoré by nemali

mi tochondrie, Mitochondridlne Struktiry si zachované i u kvasiniek rasticich
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za anaerobnych podmienok /Plattner H., Schatz Ge: Biochemistry 8, 339 /1969//.
NavySe existencia Specifickfch mitochondridlnych mutécii naznaduje, Ze
mitochondrie v eukaryotickych bunkdch by mohli mat vitdlnu funkciu i v
nedychajicich bunkédche
Podstatou objavu je jav spolivajici v zisteni nevyhnutnej potreby
intramitochondridlneho adenozintrifosfdtu pre zachovanie normdlnej replikdcie
mitochondridlnej dezoxyribonukleovej kyseliny a delenie eukaryotickych bunieke.
Obr. 1 udava vplyv kyseliny bongkrekovej na dychanie a kvasenie
aerobne vyrastenych buniek divého kmefia kvasiniek S, cerevisiae DT XII.
Obre 2 udédva rastové vytazky buniek kvasiniek S cerevisiae DT XII v
zdvislosti na koncentrdcii kyseliny bongkrekovej. Obre 3 uddva rastové
krivky a kinetiku tvorby respiracne deficitnjch mutantov kvasiniek v pri-
tomnosti kyseliny bongkrekovej a antimycinu Ae
V priebehu experimentov kvasinky rdstli pri 30°C v semisyntetickom
médiu /Kovaé L., Bedndrovd He, Greksdk Me.: Biochim, Biophyse Acta 153,
32 /1968// s 0,5 a¥ 2 % glukozou ako'substrétom. Rast bol sledovany
poéitanim buniek v Burkerovej komdrkees Respiradne deficitné mutanty boli
detekované podla velkosti kolonii a schopnosti farbenia sa s trifenyl-
tetrazolium chloridom po raste na pevnych médidch obsahujdcich glukozu
a glycerol /Ogur M., St. John R., Nagai S.: Science 125, 928 /1957//.
Kvasenie a dychanie bolo merané konvencnou manometrickou technikoue.
Cytochromové spektrum bolo merané na spektrofotometri Hitachi-Perkin
Elmer 356, Izoldcia mitochondrii a stanovenie ich vlastnosti sa previedlo
postupmi Kovdla a spol. /Kovaé L., Bedndrovd H., Greksdk M.: Biochim,
Biophys. Acta 153, 32 /1968//. Podobne, publikované postupy a techniky
sa pou?ili i pri experimentoch s vldknitfmi hubami /Subik Je, Behuii M,:

Arch, Microbiol, 97, 81 /1974//.



Kyselina bongkrekovd ako vysoko G&inny inhibitor tranzlokdcie adenino-
vych nukleotidov v izolovanych mitochondridch uéinkovala na divy kmeii
kvasiniek S. cerevisiae nasledovnym spdésobom: a/ zabrdnila rastu buniek
na nefermentabilnfch substrdtoch a zniZila aerobne rastové vytaZlky na glukoze
na anaerobnu drovefi; b/ inhibovala dfchanie buniek na glukoze na 65%;
¢/ inhibicia dychania bola uvolnend s odpojovacmi oxidativnej fosforylécie;
d/ zvysila rychlost aerobnej glykolyzy na anaerobnu uroveri, ¢im Uplne inhi-
bovala Pasteurov efekt., Nemala v3ak vplyv na anaercobnu glykoljzu. Uvedeny
vplyv kyseliny bongkrekowej na metabolicku aktivitu buniek kvasiniek je
znazorneny na obre l. Tento obrdzok uddva Casovi zdavbslost spotreby kyslika
a tvorby kysliénika uhlic¢itého kde na ose x t je Cas v minutdch a na ose y
v je objem plynu v /ul. Hlavny priestor Warburgovej baniCky obsahoval v
objeme 2,5 ml: 80 mM citrat-fosfat pH 4,3, 50 mii glukozu, inhibitor a
kvasinky /0,88 mg suSiny/. l-spotreba kyslika v pritomnosti 4,2/uM kyseliny
bonggrekovej; pri Sipke SO/uM 2,4=dinitrofenol bol pridany z boCného ramena;
2-ako 1, ale tvorba CO,3 2-spotreba kyslika bez inhibitora; pri Sipke
bola pridand 4,2/uM kyselina bongkrekova z bofného ramena; 4-ako 3,
ale tvorba CO,e

VSetky tieto efekty si v sihlase s predpokladom, Ze kyselina bongkre-
kovd u intaktnych buniek kvasiniek Specificky tnhibuje tranzlokdciu adeni-
novych nukleotidov cez mitochondridlnu membrdnu bez vplyvu na iné procesy,
Tento fakt podporuje i slutolnost, Ze ako inhibitor bola kyselina bongkrekova
u intaktnych buniek 4Cinnd uZ v tek nizkych koncentrdcidch /obre. 2/ ako
tomu bolo u intaktnych mitochondrii /Henderson PeJeFe, Lardy HeAe: J. Biol.
Chems 245, 1319 /1970/, Klingenberg li., Grebe Ko, Heldt He Wo: Biochem,
Biophyse Res. Commune 39, 344 /1970//. Obres 2. udéva rastovy vytaZok buniek

kvasiniek na glukoze ako funkciu koncentracie kyseliny bongkrekovej, kde



na ose X ¢ je koncentrdcia antibiotika v /uH a na ose y z je polet buniek
v 1 ml rastového média, Bunky rdstli aercbne 60 hod v médiu obsahujicom
0,5 % glukézu ako zdroj nhlika a kyselinu bongkrekovi v koncentrdcidch
udanych na obrdzku. Rastovy vitaZok buniek rasticich anaerobne bez inhibi-
tora bol 4 x 107 buniek/ml.

Bunky kvasiniek S. cerevisiae vyrastené na glukoze /2 %/ ako substrdte
v pritomnosti 22/uM kyseliny bongkrekovej boli schopné dychat s QOZ- 1T:7
v porovnani s hodnotou QOZ- 97,2 nameranou pre kontrolné bunky a mali vSetky
cytochromy aj ked mnoZstvo cytochromu a bolo podstatne zniZené v porovnani
k cytochromom b ac.

Na rozdiel od S, cerevisiae, ktoré su fakultativne anaeréby, kvasinky
Zygosaccharomyces fermentati, Cendida parapsilosis a Schizosaccharomyces pombe
si striktné aerdby, neschopné rdst v nepritormosti molekulového kyslika.

U tychto kvasiniek kyselina bongkrekova inhibovala aerobne rastové vytaiky
na glukoze ako substrdte na Groveii inhibicie s antimycinom A /tabe 1/,

Tabe 1. Kvasenie, djchanie a rast striktne aerobnych petit-negativnych kvasiniek.

Ohavakiaat St i Zygosaccharomyces Candida Schizosaccharo=-
fermentati parapsilosis myces pombe
Anaerdbny rast o ¥ -

Aerébny rast
Rastovy vytaZok /106 buniek/ml/
v staciondrnej fdze na 0,5 %
glukdze v pritomnbsti niZiie
uvedenych inhibitorov:

Bez inhibitora 190 400 36
Antimycin A /2/ug/ml/ 46 240 28
Kyselina bongkrekova /B,S/uM/ 48 130 16

Rast na 2% etanole alebo

glycerole + i i



/pokralovanie tab, 1/

Kvasenie //ul/hod/mg susiny/

%] 66 46 402
2
Dy chanie //ul/hod/mg sufiny/
Q 66 138 10
0
2
Qcoz 102 202 404
Inhibicia /%/ s :
Antimycinom A /2/ug/m1/ 100 27 100
Kyselinou bongkrekovou /18/uM/ 29 82 71

+ znamend rastie; - zmamend nerastie

Tieto vysledky ukazuji, Ze u vyEsie uvedenych kvasiniek mdéZe glykolyza
poskytoval dostatok energie pre aerébny raste. Neschopnost rastu za anaerébnych
podmienok nemoZno teda vysveilit nedostatoénou kapacitou glykolyzy ani nejakou
komplexnou nutriénou poZiadavkou, kedZe obohatenie rastového média s kvasniénym
extraktom, sterolrmi alebo nenasytenymi masinymi kyselinami nezmenilo rastovi

charakteristiku.
Podobne ako striktne aerobne kvasinky tak aj mnohé vldknité huby boli
neschopné rést v nepritomnosti kyslika. V tomto pripade vSak uZ inhibicia

oxidativnej fosforyldcie alebo samotnej tranzlokdcie adeninovych nukleotidov

cez mitochondridlnu membrdnu s kyselinou bongkrekovou mala za nésledok
Gplnd inhibiciu aerobneho rastu testovanych plesni na glukéze ako subs-
trdte /tab. 2/, Tab. 2. Priemerné priemery inhibi&nych zon kyseliny

bongkrekovej /12,5/ug/ na povrchu pevného semisyntetického média obsa-

hujiceho spory plesni /106/m1/ po dvoch tyZdnoch inkubdcie pri 30° c.

Plesen Priemer zony inhibicie /mm/
Aspergillus niger 25
Penicillium italicum 40
Rhizopus nigricans 30
Wucor mucedo 29
Botrytis cinerea 25
Chaetomium globosum 20

Paecilomyces varioti 22




Z tychto vysledkov vypljve, Ze vdcSina vldknitych hib pre svoj rast
nutne vyuZiva adenozintrifosfdt syntetizovany v mitochondridch. Na rozdiel
od striktne aerdobnych kvasiniek glykoljza v bunkdch vi&%iny plesni nie je

schopnd vytvorit dostatodne vysoky fosforylaény potencidl v cytoplazme,
v ddsledku &oho sa rast plesni za vysSSie uvedenych podmienok zastavi,

U kvasiniek S. cerevisiae je rychlost spontdnnej tvorby respiraclne
deficitnych mutantov mensfia ako 1%. Kyselina bongkrekovd ani samotné
inhibitory dfchgnia nezvySovali tvorbu mutantov u buniek rasticich aercbne
na glukoze ako substrdte. AvEak ked kyselina bongkrekovd bole pridand do
rastového média spolu s inhibitormi dychania, s antimycinom A alebo s

kyanidom, doSlo k hromadnej tvorbe respiraéne deficitnych buniek,

Obre. 3 uddva Casovi zdvislost rastového vytaZku a tvorby respiracéne
deficitnych mutantov kvasiniek S, cerevisiae, kde na ose x t je as v ho-
dindch inkubdcie a na osiach y z je pofet buniek v 1 ml rastového média
a f je percento respiralne deficitnych buniek medzi nimi, V priebehu tohto
typického experimentu bunky rdstli aercbne v médiu obsahujdicom 2 % glukézu
z podiatodnej koncentrdcie 106 buniek/mle l-s 22/uM kyselinou bongkrekovou;
2=-s 22/ul kyselinou bongkrekovou a s 2/ug antimycinu A/ml, Podobné krivky
sa ziskali ak antimycin A bol nahradeny s 1 mM KCN.

Respiraine deficitné mutanty sa tvorili zvySienou rychlostou aj ked
kyselina bongkrekovd bola pridand k anaerobne rasticim bunkdm S. cerevisiae
alebo k aercbne resticim bunkdm cytochrom a deficitného mutanta kvasiniek,

Tvorba mutantov si vyZadovala aktivny rast buniek, Respiradne deficitné
bunky nevznikali ak rast bol inhiboveny s cykloheximidom alebo ak bunky boli
suspendované v pufre a inkubované s oboma inhibitormi po dobu 50 hodin,

NakoIko glykolyza je jedinym zdrojom adenozintrifosfdtu u respiradne
deficitnych mutantov kvasiniek dalo by sa odakdvat, Ze rastové vytaZky
mutanta nebudi ovplyvnené pritomnostou kyseliny bongkrekovej. Zistilo sa

viak, %e respiradne deficitné mutanty neboli schopné rdst na glukoze



v pritomnosti kyseliny bongkrekovej /4,4 aZ 44,0/uM/ viac ako tri generédcie.
Bunky aj ked neboli schopné-sa delit predsgneboli mrtvé: nefarbili sa s
metylénovou modrbu, kvasili glukézu normdlnou rychlostou a obnovili rast
po premyti a prenose do rastového média neobsahujiceho kyselinu bongkrekovi.
Z takychto buniek boli mitochondrie izolované v rovnakych vytaZkoch
ako z kontrolnych buniek rasticich v nepritomnosti inhibitora a mali
adenozintrifosfatdzovd aktivitu i cytochrom ¢ ako koritrolné mitochondrie.
Rast mutantov¥médiu obsahujicom kyselinu bongkrekovi nebolo moZné
obnovit pridanim niektorych nizkomolekulovych zlifenin ako aminokyselin
a nukleotidov, alebo obohatenim rastového média s kvasniénym extraktom
a kazeinovym hydrolyzdtom,
Neschopnost petite mutantov S. cerevisiae rdst viac neZ 3-4 generdcie
ak adenozintrifosfdt nie je kontinudlne pritomny vo vnitri mitochondrii
dalo moZnost predpokladat, Ze petit negativne kvasinky, ktoré nie si
schopné tvorit Zivotaschopné cytoplazmatické respirane deficitné mutanty,
sa rovnako prestani delit v pritomnosti kyseliny bongkrekovej a inhibitora
dfchania = antimycinu A. Experimenty tento predpoklad potvrdili: kvasinka
Schizosaccharomyces pombe molila rdst na glukéze v pritomnosti oboch
inhibitorov iba 3-4 generédcie a potom sa jej rast.ﬁplne zastavil., Kvasinky
Zagosaccharomyces fermentati a Candida parapsilosis v priebehu 48 hodin
vytvorili len 3-4 generacie, i ked rast pokrafoval s extrémne nizkou
rastovou rychlostou, takZe po dalSich 48 hodindch dodatolne eSte dve
generdcie sa vytvorili, Na druhej strane rast kvasinky Schizosaccharomyces
versatilis bol dplne inhibovany uZ pritomnostou samotnej kyseliny bongkre-
kovej. Tdto kvasinka vSak neobsahovala cytochrémy a, b, ¢, nedjchala, rdstla
aerobne i anaerdbne na glukéze ako substrdte a mala aktivitu mitochondridlnej

adenozintrifosfatdzy inhibovatelni s oligomycinom,



Zévery plynice z experimentov:
1/ Inhibicia vimeny adeninovych nukleotidov cez mitochondridlnu membrénu
v aerobne rasticich bunkdch S. cerevisiae nezabrédni tvorbe novych komplet-
nych mitochondrii. Biogenéza mitochondrii je podmienend aktivitami
intramitochondridlneho a extramltochondridlneho proteosyntetického systému,
vyuzivajic adenozintrifosfdt tvoreny v mitochondridch alebo cytosole,
Spojenie medzi tymito dvomi energetickymi fondami zrejmk nie je potrebné,
Cytosolicky adenozintrifosfdt mdZe kryt celkovi energeticki poZiadavku potrebni
pre genézu mitochondrii avSak v tomto pripade tranzlokadny systém musi byt
asponi Ciastoéne funkény aby umoZnil vyuZitelnost cytosolického adenozin-
trifosfdtu vo vnitri mitochondrii, ZniZend tvorba cytochromu g v bunkéch
rasticich aerobne v pritomnosti kyseliny bdngkrekovej méZe byt vysvetlend
zvy Senou kataboli ckou represiou, ktord je spojend s inhibiciou Pasteurov}jo
efektu.
2/ Kontinudlna pritomnost adenozintrifosfdtu vo vnitri mitochondrii je nutnd
pre normdlnu replikdciu mitochondridlnej dezoxyribonukleovej kyseliny v
rasticich bunkdch S, cerevisiae, Samotnj adénozintrifosfdt méZe byt posky-
tovany alebo oxidativnou fosforyldciou alebo glykolyzou cestou mitochondridl-
neho translokadného systému, Ked u kvasiniek S, cerevisiae adenozintrifosfit
nie je dodédvany do mitochondrii ani jednou z tyehto ciest, mitochondridlna
dezoxyribonukleovad kyselina sa mdéZe prestat replikovat alebo sa replikuje
zmenenym sposobom, Co md za ndsledok premenu buniek na respiradéne deficitné
mutanty.
34 Ak celkovd energetickd po’iadavka aerobneho rastu nemdie byt krytéd
glykolyticky tvorenym adenozintrifosfdtom potom pre rast eukaryotickych
buniek East intramitochondridlneh tvoreného adenozintrifosfatu musi byt nutne
vyuzitelnd v cytosole, Takto viéSina vldknitych hib a pravdepodobne i

ZivoéisSnych buniek sa prestane delit za podmienok ked mitochondridlny
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tranzlokaénj systém pre adeninové nukleotidy sa stane nefunkinye.
4/ Bukaryotické bunky sa nemdZu delit ked adenozintrifosfdt nie je konti-
nudlne pritommy vo vnitri mitochondrii i za podmienok ked celkovd energe-
tickd poZiadavka mdZe byt krytd glykolyticky tvorenym adenozintrifosfédtom.
Zd4 sa, Ze potreba intramitochondridlneho adenozintrifosfdtu nemdéZe byt
jednoducho vysvetlend s jej potrebou pre syntézu niektorej nizkomolekulovej
zlG&eniny v mitochondridche. Adenozintrifosfdt mdéZe byt vyZadovany pre
syntézu bunkovej zlozZky, ktorej zriedenie v priebehu troch bunkovych
generdcii ddva bunke moZnost prezivat ale nie delit sa. Takto bunkové
delenie mdZe zdvisiet na komponente tvorenej a pravdepodobne i lokalizovane]
vo vnitri mitochondrii,

Predmet predloZeného objavu sa stal v zdkladnom vyskume podkladom
pre dalSie experimentdlne prdce zamerané hlavne na Stddium reguladénych
mechanizmov delenia eukaryotickjch buniek s cielom vyuzit tieto poznatky
v terapii zhubnych nddorov a v boji proti polnohospoddrskym a potravi-
ndrskym Zkodcoms PredloZeny objav odhalujici vlastnosti a zdkonitosti
materidlneho sveta prispel aj k rozvoju aplikovaného vyskumu, Poznatky
vypljvajice z tohto objavu na3li svoju transformiciu vo vyndleze
/Autorské osvedlenie &. 159 807/ zameranom na pripravu a aplikdciu

biocidnych ld4tok v hubeni S5kodcov.
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Obre 3



