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Predmet obJjavu:
Jav spodivajici v tom, Ze Specifickéd rezistencia k mucidinu

u kvasiniek Saccharomyces cerevisiae je kontrolovanéd mitochondridl-

nym génom podielajlicim sa na biogenéze ubichinol-cytochrom c

oxidoreduktazového komplexu.

Biogencze riiochondrii euzaryotickych buniek je nod kontrolou
jadrovych a mitocnondridlnych génov a zaicastruj. sa jej cytoplazmaticky
a mitochondridlny systém syntézy bielkovin. Hitochondridlne gény nesu
informdciu pre jednu mitoribczomdlnu bielkovinu, ribozomdlne a transfé-

rové ribonukleové kyseliny mi tochondridlneho protcosyntetického systému



a Specifikuji naviac Struktiru niektorych bielkovin vnitornej mito-
chondridlnej membrény, ktoré si nevyhnutné pre funkciu takych mito-
chnodridlnych procesov ako si transport elektronov a transformdcia

energie /Schatz, G., Mason, T.L.: Ann. Rev, Biochem., 43,51, 19744

V poslednych rokoch popri biogenéze mitochondrii intenzivna pozornost
sa venuje aj ich genetike. V centre zdujmu je predovietkym identifikédcia
mi tochondridlnych génov, stanovenia ich relativneho zoskupenia na genome
a odhalerie mecha i zaov loutrolujicich icl: expresiu, V 3tudiu biogenézy
a genetiky mitochondrii vyznamni ulohu zohrali mutanty kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae a antibiotikd inhibujice mitochondridlne funkcie.
Pomocou nich boli identifikované nové gény na mitochondridlnej dezoxyribo-
nukleovej kyseline a priradili se im vhodné, dobre definované a fenotypicky
rozlifiteIné genetické znaky, /Subitiy—dwit—Bioloe—listy 43, 144,1978L,
Izoldcia a charakterizdcia poetnych mitochondridlnych mutantov rezistent-
nych k inhibitorom mitochondridlnej proteosyntézy /chloramfenikol,
erytromycin, paromomycin/ a adenozintrifosfét-syntetdzy /oligomycin/
umoznila detailne rozpracovat metodiku genetickej analyzy mitochondridl-
neho genomu a vypracovat na zdklade jej vysledkov vSeobecne platny
model rekombindcie a segregdcie mitochondridlnych génov /Dujon, B.,
Slonimski, P.P., Weill, L.: Genetics 78, 415, 1974/.

Popri zlozkdch mitochondridlneho proteosyntetického systému a
adenozintrifosfat-syntetdzy /ATP-dzy/ i niektoré komponenty respiraéného
retazca ako ubichinol-cytochrom c oxidoreduktdzy a cytochrémoxidézy
sa ukdzuli byt tieZz s ntetizované vo vnitri mitochondrii /Schatz, G.,
Mason, T.L.: Ann. Rev. Biochem., 43, 51, 1974/ Ich genetickd tpecifi-

xdeia aZ do roku zverejnenia podstaty pweddedsndho objavu viak objasnend
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nebola. Rovnako nezodpovedané boli aj otdzky tykajice sa biochemickéhe
a genetického pozadia rezistencie hib proti klinicky pouZivanému antibio-
tiku mucidinu /Mucidermin - SPOFA/

Predmetom objavu je jav spodéivajicli v ;ﬁggené, ze Specifickd rezis-
tencia k mucidinu u eukaryotickych buniek citlivych k tomuto antibiotiku
je kontrolovand génmi lokalizovanymi na mitochondridlnej dezoxyribonukleo-
vej kyseline., Mitochondridlne gény kontrolujiice rezistenciu k muecidinu
sa podielaji na biogenéze mitochondridlnej ubichinol-cytochrom c oxido-
reduktdzy.

Mucidin je antifungdlne antibiotikum prqdukOVané bgsidiomycétou_
OQudemansiella mucida /Husilek,'v., éerné, Jey §a§ek, Ve, SemerdZieva, M.,
Vondricek, M.: Folia Microbiol, 14, 377, 1969/ inhibujice rast kvasiniek
a vldknitych hibe. Primdrnym déinkok mucidinu je inhibicia dychania na
drovni mitochondridlnej ubi chinol-cytochrom ¢ oxidoreduktdzy /éubik, Jes
Behun, M., §miééﬁ, Psy Husilek, Ve: Biochime Biophys. Acta 343, 363, 1974;
Subik, J., Behi, M., Musilek, Ve: Biochem., Biophys. Res. Commun. 57, 17,
1974/, ktorej biogenéza je pod kontrolou jadrovych a mitochondridlnych
génov, Zdkladné informdcie o povahe vizbovych miest mucidinu na mito-
chondridlnej membrédne, ich genetickom pévode ako aj ich vzfah{%ﬁjm inhi-
bitorom ubichinol-cytochrom e Q:&loreduktézy poskytlo Stidium genetickych
a biochemickych vlasté%ti mutantov kvasiniek rezistentnych k mucidinue.

Mutant kvasiniek rezistentny proti mucidinu, oznadeny Saccharomyces

s, |
cerevisiae 3D /o adel lys2)o+ CSESOSHR/ /Subik, J:7I§G¥; osvedéenie &,
184 089 / sa izoloval z buniek Ztandardného kmeia D 225-5A /ol/jadel lys2
f+ CSESOSMS/ vysiateho na povrch agarovych médii obsahujicich 2% agar,

2% glycerol, 1% kvasniény extrakt, 1% pepton, 0,01% adenin, minerdlne
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soli /Subik, J., Behidd, M., Smigan, P., Musilek, V.: Biochim. Biophys.
Acte 343, 363, 1974/ a 0,25,ug mucidinu/ml. Kolonia mutanta, ktord

sa objavila po 7 dhoch inkubdcie pri 30°C sa izolovala, vydistila klo=
novanim a jej fenotyp sa opdt skontroloval, Rezistencia mutanta k
réznym inhibitorom mitochondridlnych funkcii sa stanovila postupom
podla Ranka a Bech-hansena /Rank, G.H., Bech-Hansen, N.T.: Mol, Gen.
Geneto 126, 93(}973/. Publikované postupy sa pouzili aj pri kriZeni

a tetrddovej analyze kvasiniek / Fowell, R.R.: v Rose, A.H. a Harrison,
Je.S., eds,, The Yeasts, Vol, l., Academic Press, New York 1569, s. 303;
Mortimer, ReK., Hawthorne, De Ce: v Rose, A.H. 2 Harrison, J.S., eds.,
The Yeasts, Vol, l., Academic Press., New York 1969, s, 385/ako aj pri
kvantitativnej analyze diploidov a analyze mdtqtickjch segregantov
/Coen, D., Deutsch, J., Netter, P,, Petrochilo, E,, Slonimski, P.P,:

v Miller, P.L., ad., Control of Organelle Development, Society of
Bxperimental Biology Symposium, Vol. 24, Academic Press, New York 1970,
8e 449; Howell, N., Trembath, M.K., Linnane, A.W., Lukins, He.Be.: Mol,
Gen, Genet, 122, 37, 1973 /. Spotreba kyslika sa merala polarograficky

pri 30°cC.

Mucidin spésoboval inhibiciu rastu kvasiniekzéi ddrevisiae D 225-5A
v koncentrdcii 0,2/ug/ml ak zdrojom uhlikg boli nefermentabilné substraty
glycerol alebo etanols, Rast na glukéze mucidinom ovplyvneny nebol,
Na druhej strane spontanne vzniknuty mutant 3D rezistentny k mucidinu
toleroval az 2/ug mucidinu/ml pevného glycerolového média a podrobil

sa podrobnejSej analyze,
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Stidium kriZovej rezistencie mutanta 3D k antimycinu A, chloram-
fenikolu, erytromycinu, karbonylkyanid-m—chlorfenylhydrazénu a kyseline
bongkrekovej na pevnych glycerolovych médidch ukdzalo, Ze tento kmed

je Specificky rezistentny iba proti mucidinu a nevyznaduje sa zdruZenou

‘rezistencieu k ostatnym testovanym inhibiterom.

Geneticka analyza popri objasiovani vzdjomnych vztahov medzi jadrom
a cytoplazmou pri biogenéze mitochondrii, umoZiuje rozliSenim medzi
jadrovou a mimojadrovou dedi&nostou definovat aj miesto mutdcie,
Genetickd analyza mutanta 3D, vysledky ktorej si zhrnuté v Tabe. 1 ukdzala, i;
ze mutdcia podmienujuica rezistenciu k mucidinu podlieha zdkonitostiam
cytoplazmatickej dediénosti a spliuje vSetky kritérid nutné k jej
umiestneniu do mitochondridlnej dequyribonukleovej kyseliny /Coen, D.,
Deutsch, J., Netter, P,, Petrochilo, E., Slonimski, P.Pe.: v Miller, P,L.,
ed., Control of Organelle Developmqnt, Society of Experimental Biology
Symposium, Vole. 24, Academic Press, New York 1970, s. 449/.

Tabe, l. Genetickd charakterizdcia mutanta 3D, Diploidy z kriZeni
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vyznadenych v tabulke sa testovali na mitoticki segregaciu replikovym
vysevom na médid obsahujice glycerol a na médid obsahujice glycerol a
prislusné antibiotikd /mucidin: O,S/ug/ml, chloramfenikol: 4 mg/ml,

erytromycin: 2 mg/ml, oligomycinz lo/ug/ml/. Testery: Saccharomyces
+ ,5.5.85.8 + CR ER

cerevisiae 26-4 /a leul thr2-l Y CE"0"M"/, 1L 8-8D /a ural f 3215514
8.8 + 5.5 # a8 R 5
0°¥°/, I1 126-1¢ /a ural @ c’;zlxg?_lo M/, 55R5-3C/1 /a urel p* CEO)N/

Vyznaené petity /€_/ /pravdepodobne go/ sa izolovali po 24 hodinovej
mutagenéze s etidium bromidom /25/uE/. CR/CS, ER/ES, OR/OS, HR/ES :
rezistentndé a senzitivne alely mutaénych miest determinujuicich citlivost

k chloramfenikolu, erytromycinu, oligomycinu & mucidinu,
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bi totickd segregacia lﬁ/ls medzi diploidmi po krizeni
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’o+HR x jo"'lls kno /32-69 % M‘R/
f-z R x ),,+,,5 Nie [vietky K>/

f*lR x ‘ﬁ-z W Nie /vietky i/

lieiotickd segregdcia v tetrddach UR/HS
Z diploidov rezistentnych k mucidinu 4:0 /3:0/
Z diploidov citlivych k mucidinu 0:4

Rekombindcia medzi padrmi znakov

C-M Kno
E-M ino
0-NM Ano

V mucidin rezistentnych mutantoch kvasiniek rezistencia mitochondridl-
neho elektronového transportu k mucidinu in vivo méZe byt désledkom bud
zniZenej priepustposti plazmatickej membrédny pre mucidin alebo doésledkom
zmen v samotnej mitochondridlnej membréane., Inym avSak menej pravdepo-
dobnym mechanizmom mdéZe byt detoxifikdcia, K objasneniu biochemického
pozadia rezistencie prestudoval sa vplyv mucidinu na dycheanie intaktnych
buniek a izolovanjc@_m%t:iﬁgyisbi. Vplyv mucidinu na dychanie izolovanych

mi tochondrii udéava kde na ose x c¢ je koncentracia mucidinu v

/ug/mg bielkovin a na ose y p je spotreba kyslika vyjadrend ako percento
kontroly /bez mucidinu/. Polarografické nddobka obsahovala v 2 ml:
0.é6 Mmanitol, 20 mM KCl, 1,5 mM EDTA, 10 mM Tris-maledt, 10 mM KH,PO,,

10 mM citrat, 0,48 % etanol, 0,25 mM adenozindifosfdt, mitochondrie



/1,16 = 3,18 mg bielkovin/ a inhibitor ako je udané. Mitochondrie sa
pripravili z protoplastov postupom Kovaéa a spol. /Kovéd&, L., Groot, G.S.P.,
Racker, E,: Biochim, Biophys. Acta 256, 55, 1972/. A -Standardny kmen
D 225-5A, B -~ mutant 3D.

Zistilo sa, Ze k mucidinu si rezistentné nielen celé bunky ale aj
izolované mitochondrie. Napriek tejto skutodénosti vSak mutant 3D
nevykazoval Ziadnu vyznamni amenu v citlivosti k antimycinu A merami
tak in vivo ako aj in vitro /Tab. 2/. Znamend to, Ze v désledku mito-
chondridlnej mutdcie doSlo k ;Q;;E_;ézbovych resp, inhibicénych miest
mucidinu na mitochondridlnej membrdane,,pricom tieto miesta sa zdaju
byt 0dlisné od odpovedajicich miest pre antimycin A,

Tabe 2+ Inhibicia dychania celych buniek a izolovanych mitochondrii
s mucidinom a antimycinom A. Polarografickd nddobka obsahovala v 2 ml:
50 mM glutardt draselnj, 10 mM KH,PO,, 10 m¥ KC1,0,25% glukozu, C,48%
etanol, inhibitor a bunky kvasiniek /1,5 - 4,5 mg suSiny/ vyrastené
do staciondrnej fédzy v semisyntetickom médiu obsahujicom 0,5 % glukozu

ako zdroj uhlika., Spotreba kyslika }zolovanjch mi tochondrii sa stanovila

postupom uvedenym v o Pred zmeranim respiracnej aktivity bunky

L~
&

alebo mitochondrie sa predbnkubovali s antimycinom A na dobu 7 minut.

Hodnoty I su definované ako mnozstvo inhibitora potrebného k inhibiecii

50
dychania na 50 % maxima kontrolnej aktivity bez inhibitora.

Kmen L 50 :
Mucidin Antimycin A
Bunky Mitochondrie Bunky Mitochondrie
/ug/ml /ug/mg bielkovin /ug/ml /ug/mg bielkovin
D 225-5A 0,016 0,015 0,0045 0,035

3D 2,4 1,5 0,0050 0,042
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Mutant 3D je prvym mitochondridlnym mutantom kvasiniek Saccharomjces
cerevisiae s funkénou oxidativnou fosforyldciou, ktory je rezistentiny k
Specifickém inhibitoru mitochondridl+-neho dychacieho retazca. Rezistencie
k mucidinu u tohto mutanta je demonStrovatalnd s rasticimi bunkami podobne éiﬁq
s izolovanymi mitochondriami. Rezistencia k mucidinu u mutanta 3D je
vysledkom mutdcie lokalizovanej v mitochondridlnej dezoxyribonukleovej
kyseline, Novo identifikovany mitochondridlny lokus podTa mucidinu
dostal oznadenie MUCl, Skutodnost, Ze mucidin inhibuje mitochondridlny
transport elektronov v mieste medzi cytochrémami b a ¢ viedla k zdveru,
ze rezistencia k mucidinu v mutante 3D je sﬁojené so Specifickou
modifikdciou membrénovo viazaného polypeptidu mitochondridlneho cytochrom
ggl komplexu respira&ného retazca, ktorj je kodovany mitochondridlnou
dezoxyribonukleovou kyselinou a pravdepodobne syntetizovany vo vmitri
mitochondrii., NajpravdepodobnejSim kandiddtom mitochondridlne syntetizo-
vaného polypeptidu ubichinol-cytochréqg reduktdzy, ktory je génovym
produktom mitochondridlnej dezoxyribonukleovej kyseliny v useku zahrauju-
com lokus MUCl, je samotny cytochrém b /Weiss, He: Biochim, Biophys. Acta
456, 296, 19763 Subik, J.: Biol, listy, 43, 144, 1978/.

Predmet predleiensho objavu vyznamne prispel k objasneniu zd§ladnych
biochemi ckych a genetickych mechanizmov neZiadicej rezistencie hib
proti klinicky pouZivanému &ése« antibiotiku micidinu /Mucidefmin- SPOFA/.
Viedol k identifikécii novych, Struktiru ubichinol-cytochrom ¢ reduktézy
kéduj&cich génov mi tochondrialnej dezoxyribonukleovej-kyseliny a
sicasne otvoril novy smer vo vyskume biogenézy a genetiky mitochondrii:
dal podnet k hladaniu novych ndstrojov vyskumu vo forme mitochondridlnych

mutantov rezistentnych k inhibitorom respiraéného retazca - mucidinu,
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antimycinu A, diuronu, funiculozinu,/

ktoré sa s Uspechom vyuiivaji v bddatelskom vyskume pri prehlbovani zdkladnych
poznatkov o Struktire, funkcii, biogenéze a genetike energiu tranformujicich

organel eukaryotickych bunieks.
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