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(57) RieSenie sa tyka spbsobu ziskava-

nia mutantov kvasiniek defektnych v mnoZ-
stve, aktivite alebo vlastnostiagh enzy-
mov citrétového cyklu ako aj kmenov kvasi-
ntk S. cerevisiae CCY 22-15-15 a S. cere-~
visiae 22-15-16 vyznadujlcich sa deficien-
ciou v aktivite komplexu 2-oxoglutaréat-
dehydrogendzy. Selekcia takychto mutantov
je zalozenad na neschopnosti ich buniek
rast’ na nefermentovatelnych zdrojoch uhli-
ka a energie s vynimkou etanolu ako i na
zvySenej schopnosti ich koldonii zniZovat!
pH okolitého prostredia v ddsledku nad-
produkcie organickych kyselin.
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Vynélez sa tyka mutantov kvasiniek defektnych v citrétovom cykle a spOsobu ich
ne kvasiniek Saccharomyces cerevisiae GCY 22~15-15

ziskavania. Jeho predmetom sG i kme
oxagluta-

a CCY 22-15-16 vyznaBujfice sa deficienciou v aktivite enzymového komplexu 2-
rétdehydrogenézy.

Cyklus trikarboxylovych kyselin kvasiniek a inych eukaryotickych organizmov je lo-
kalizovany v mitochondriéch. Jeho cyklicky sled reakeif je katalyzovany sériou enzymov

nou funkciou je odbdranie acetylkoenzymu A na oxid uhlidity a vodu. Potas

a jeho primér
vé a dikarboxylové

tohto procesu ako reakEné medziprodukty vznikajd rozne trikarboxylo
kyselina citronové, izocitrbnové, 2-oxoglutérovéd,-jantérova, fuma-
rov4, jabl&nd a oxaloctové. Hoci existuje pomerne ¥iroké 8kédla mutantov deficitnych

v rbznych mitochondridlnych funkciéch, mutanty kvasiniek s poruchou v citrétovom cykle
st zriedkavé a na rozdiel napriklad od respiraéne deficitnych sd relatfvne tazko selek-.

tovateIné, resp. identifikovatelné.

Mutanty kvasiniek, najma fakultativne anaerobnych S. cerevisiae, s poruchou v citré-

é postupom podla tohto vynélezu. Jeho podstata spoéiva v tom,

tovom cykle sG pripravitell
se haploidné bunky kvasiniek S. cerevisiae sa podrobia G¥inku fyzikélneho alebo chemic-

kého mutagénu, napr. UV Ziarenia, dusitanov alebo etylmeténsulfondtu a z populdcie pre-
#ivajticich buniek sa selektujG klony schopné dychat a rést’ na pevnych pddach obsahujl-
cich ako zdroj uhlika‘a energie etanol, priom tieto klony s nerastGce na inych ne-
skvasiteInych zdrojoch uhlika ako sd glycerol, pyruvét,rlaktét alebo acetédt. Takéto
klony v désledku svojej metabolickej poruchy st schopné vyluovat do okolitého prostre-
dia organické kyseliny a preto s jdentifikovatelné aj ako kolonie, ktoré podas rastu
na pevnfch glukdzovych pddach v ddsledku poklesu pH v okoli kolénie menia farbu indika-
tora pH napr. bromkrezolovej purpure z purpurovej do Zlta. Analyzou enzymovych aktivit
citratového cyklu v bezbunkovych prepardtoch, resp. v izolovanych mitochondriéch vybra-
ného mutanta, napr. stanovenim aktivity 2-oxoglutaratdehydrogendzy sa presne identifi-
kuje defekt v metabolizme selektovanych mutantov. Z takto pripravenych mutantov je moZ-
né 7iadant mutdciu dalej preniest i do inych kmehiov kvasiniek s odliZnym genetickym
pozadim a to konjugdciou buniek alebo fhziou protoplastov mutanta a vybraného sester-
ského kmena, na o po sporuldcii vzniknutych buniek heterozygotnych v MAT géne sa vy-
bert klony so Ziadanym rekombinovanym gendmom obsahujlice i mutédciu v citrétovom cykle.

Takymito spdsobmi sa pripravili mutanty kvasiniek S. cerevisiae GCY 22-15-15

(TS 20-10A genotypu MAT a adel lys2) a CCY 22-15-16 (3s10-3C genotypu MATcLadel leuZ)
neschopné oxidovat! 2-oxoglutarét, v dbsledku &oho sa samotny 2-oxoglutarét, jeho pre-
kurzory alebo produkty jeho metabolizmu (napr. kyselina glutamové) hromadia v bunke,

resp. sfi z nej vo zvySenej miere vyludované do okolitého prostredia. Bunky tychto mu-

tantov sG schopné rést na glukdze i za anaerdbnych podmienok v pritomnosti ergosterolu
aktat, acetdt ani

a nenasytenych mastnych kyselin. Nie sl schopné asimilovat pyruvét, 1
glycerol. V porovnani so Standardnymi kmenmi ich aerdbne rastové vytazky na glukdze

kyseliny, ako napr.

i etanole s zniZené. )
Vynalez je moZné uskuto&novat! podla nasledovnych prikladov bez toho, aby sa iba
na ne vylutne obmedzoval.

Priklad 1

Bunky (107 buniek/ml 0,05 M citrédt-fosfétového pufru o pH 4,0) haploidného kmena
kvasiniek 5. cerevisiae TS 20 (MAT a adel lys2) sa vystavili G&inku NaNO; (3 mg/ml) na
dobu 20 min. Po premyti a zriedeni sa bunky vysiali na pevné glukdzové pddy (glukdza
20 g/1, pepton 20 g/1, kvasni&ny autolyz&t 10 g/1, agar 20 g/1) a vyrastené kolonie
(50-150 kol6nii/Pet;iho miska) po troch dnoch rastu pri 30 % sa replikou preniesli
na pevné glycerolové pody (glycerol 20 g/1, pepton 10 g/1, kvasni&ny autolyzét 10 g/1,
agar 20 g/1) a pevné etanolové pddy (etanol 20 g/1, pepton 10 g/1, kvasni&ny autolyzét
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10 g/1, agar 20 g/1). Po siedmych dnoch inkub&cie pri 30 % sa vybral klon nerastlci na
glycerole ale slabo rast(ci na atanole., U tohto klonu sa potvrdila neschopnost jeho bu-
niek rést na acetéte, laktate a pyruvate. V izolovanych mitochondri&ch sa zistila ne-
schopnost’ oxidovat 2-oxoglutarét tak v polarografickych ako aj spektrofotometrickych
analyzach.

Priklad 2

Bunky (107 buniek/ml 0,05 M fosfatového pufru o pH 7,0) haploidného kmena kvasi-
niek S. cerevisiae TS 20 (MAT a adel lys2) sa vystavili G&inku etylmetansulfonatu
(15 mg/ml) po dobu dvoch hodin. Bunky sa premyli, zriedili a vysiali v koncentrécii
50-150 koloniu tvoriacich buniek/Petriho miska na pevné glukdzové pddy s bromkrezolo-
vou purpurou ako indikétorom pH (glukdza 20 g/1, pepton 10 g/1, kvasniény autolyzét
10 g/1, agar 20 g/1, bromkrezolové purpur 30 mg/ml, pH 7,0). Po 3 dnoch rastu pri 30 %
sa vyrastené koldnie replikou preniesli na glycerolové pevné médi& a etanolové pevné
média zloZenia ako v priklade 1. Klony, ktorych koldonie v svojom okoli odfarbovali pur-
purov( farbu glukdzovych agarovych pdd do #1ta a po replike nerastli na glycerole av3ak
slabo réstli na etanole sa preklonovali a po potvrdeni Fenotypu sa podrobili analyze
aktivity 2-oxoglutarédtdehydrogenézy v izolovanych mitochondriéch. Bunky dychajlcich
klonov neschopnych oxidovat! 2-oxoglutar4t sa vybrali a skriZili so sesterskym kmenom
S. cerevisiae GRF18 (MAT o leu2 his3) opa&ného pérovacieho typu a komplementérnych ge~
netickych znakov. Ich prototrofne selektované diploidné potouwstvo sa podrobilo sporu-
lécii a tetrédovej analyze., Selektovali sa klony Ziadaného genotypu schopné tvorit’ ko-
lonie na pevnych etanolovych médidch za sG¥asnej neschopnosti rastu na pevnych glycero-
lovych pédach,

Mutanty kvasiniek s poruchou v citrétovom cykle st pouzitelné pri $tddiu funkcie
a biogenézy enzymov citratového cyklu ako aj pri izol4cii a klonovani génov ¥pecifiku-
jacich odpovedajlce enzymové systémy. Naviac st pouZitelné i pri fermentadnej priprave
karboxylovych kyselin, resp. ktoré takéto mutanty v porovnani so §tandardnym kmenom do
Zivného prostredia vylutujG vo zvyZenej miere.

PREDMET VYNALEZU

1. Mutanty kvasiniek rodu S. cerevisiae, defektné v citratovom cykle, obzvl&st v reakcii
2-oxoglutardtdehydrogenédzy.

2, Mutant kmena kvasinky S. cerevisiae CCY 22-15-15,
3. Mutant kmena kvasinky S. cerevisiae CCY 22-15-16.

4, Spdsob vyroby podla bodu 1, vyznadujGci sa tym, ¥e po mutagenéze s fyzikalnymi alebo
chemickymi mutagénmi sa z populécii kvasiniek selektujG dychajGce klony, ktoré pri
analyzovanej teplote rastl( na etanole ale postradajG schopnost r&st’' na inych ne-
skvasitelnych zdrojoch uhlika a energie, a a/alebo ktoré z metabolizovatelnych zdro-
jov uhlika produkujd va&sie mnoZstvo kyselin, a/alebo ktoré na zéklade vysledkov bio-
chemickych analyz sG zmenené v mnoZstve, aktivite alebo vlastnosticha enzymov mito-
chondriélneho citrétového cyklu, napriklad v aktivite komplexu 2-oxoglutarétdehydro-
genézy.
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