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SaZetak

Prisutnost glukoze u okolici kvasceve stanice uzrokuje pre-
stanak uporabe drugih izvora uglitka u stanici. Ta pojava na-
staje zbog djelovanja dvaju regulacijskih mehanizama. Prui me-
hanizam, represija glukozom ili katabolicka represija, odvija se
na razini sinteze enzima, tako da glukoza sprecava transkrip-
ciju gena odgovornih za metabolizam drugih izvora ugljika.
Drugi mehanizam, katabolicka inaktivacija, dovodi do inaktiva-
cije enzima u stanici ako nisu potrebni ili bi bili Stetni za sta-
nicu.

Intenzivna istraZivanja posljednjih godina bitno su prosi-
rila znanja o ova dva regulacijska mehanizima upucujuci na nji-
hovu osobitu sloZenost na molekulskoj razini. Stoga ne éudi da
su neki bitni elementi jo§ uvijek nepoznati.

Uvod

Kvasac Saccharomyces cerevisiae poznat je po tome $to
brzo fermentira mnoge ugljikohidrate, a u aerobnim uvje-
tima moZe rasti i na izvorima ugljika koji nisu ugljikohi-
drati (tzv. glukogenim supstratima), kao §to su octena i
mlije¢na kiselina, piruvat, etanol i glicerol (1-3). Odavno
je poznato da dodatak glukoze u kulturu kvasca dovodi
do bitnih promjena u metabolizmu kvai&evih stanica, kao
sto su prestanak uporabe drugih izvora ugljika (4-8), te
razgradnja Secera fermentativnim putem i u aerobnim
uvjetima, tzv. Crabtreejev uéinak (8-11). Sli¢ne pojave uode-
ne su i u bakterijama te stanicama visih organizama (12-14).
Istrazivanja su pokazala da glukoza uzrokuje represiju
sinteze odredenih enzima pa je ova pojava nazvana repre-
sija glukozom ili katabolicka represija (15-18). Osim represije
glukoza izaziva i brzu inaktivaciju nekih enzima i trans-

Kratice: cAMP, cikli¢ki adenozin monofosfat;
2-DOG, 2-deoksi-D-glukoza.
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Summary

The presence of glucose in the surrounding of the yeast cell
blocks the consumption of other carbon sources within the cell.
This paenomenon is a result of an action of the two regulatory
mechanisms. The first mechanism, glucose or catabolite repres-
sion, acts on the level of the enzyme synthesis, so the glucose
prevents transcription of the genes that are responsible for the
metabelism of other carbon sources. The second mechanism, ca-
tabolite inactivation, leads to inactivation of enzymes already
present within the cell if they are not needed or could be
harmful for the cell.

Intensive research in recent years profoundly extended the
knowledge about these fwo regulatory mechanisms indicating
their exceptional complexity on the molecular level. Therefore, if
is not surprising that some essential elements are still not fully
under:food.

portnih proteina, a to se naziva katabolicka inaktivacija (19).
U ovem se radu razmatraju regulacijski mehanizmi koji-
ma se uskladuje koli¢ina aktivnih enzima u stanici, dok se
drugi nacini regulacije metabolizma, posebice oni na razini
alostericke kontrole aktivnosti enzima, mogu naéi drugdje
(20.21).

Osim temeljnog znanstvenog interesa, o kojem nije
polrebno raspravljati jer se radi o evolucijski vrlo starim
mehanizmima regulacije metabolizma, represija gluko-
zom i katabolicka inaktivacija kvasca S. cerevisiae imaju i
praktiino znacenje. Naime, zahvati u regulaciji mikrobne
stanice bilo genetickim metodama ili putem signala iz oko-
lice ¢ine srz biotehnoloske struke. Posebice se to odnosi na
indus'rijske procese u kojima se iskoriStava kvasac S. cere-
visiae, gdje represija glukozom i katabolicka inaktivacija
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utje¢u na tehnoloski iznimno znacajne pojave kao 3to su
preferencija uporabe izvora ugljika u industrijskirm hra-
njivim podlogama kompleksnog sastava (22) te na Crab-
treejev ucinak, pojavu s kojom se bore generacije tehno-
loga u proizvodnji pekarskog kvasca.

Represija glukozom — kataboli¢ka represija

Dodatkom glukoze u kulturu kvasca prestaje sinteza
odredenih proteina, odgovornih za metabolizam crugih
izvora ugljika. Ova pojava naziva se represija glukozom (15-
-18). Kada se potrosi glukoza u podlozi, nastaje obrnuti
proces, lj. derepresija sinteze spomenutih proteina. Represi-
ja glukozom opéi je regulacijski mehanizam u gotovo svih
zivih bica. Sinteza velikog broja proteina (preko 30) pod-
loZna je represiji glukozom, a mogu se svrstati u tri osnov-
ne skupine (17,23).

) enzimi i proteini odgovorni za transport i meta-
bolizam odredenih ugljikohidrata poput maltoze,
saharoze, galaktoze i skroba;

) enzimi glukoneogeneze i glioksilatnog cklusa,
fj. enzimi znacajni za rast na glukogenim ‘zvori-
ma ugljika;

) neki enzimi Krebsovog ciklusa i respiracijskog
lanca.

Represija sinteze navedene tri skupine enzima uzro-

kuje ove fizioloske pojave:

I) prestaje metabolizam drugih Sedera,

I) prestaje metabolizam glukogenih supstrat, a

IlI) pri visim koncentracijama glukoze metabolizam
se odvija fermentativnim putem i u aerobnim
uvjetima (tzv. Crabtreejev ili reverzni Pasteurov
ucinak).

Represija glukozom zapravo ¢ini optimalnu strategiju
kada se mikroorganizmi natjecu za razlicite izvore hrane
u okoli$u. Glukoza je Secer koji koriste gotovo sve mikrob-
ne vrste pa je za nju kompeticija najveca. Stanica kcja naj-
prije trodi samo glukozu, a druge izvore ugljika za koje je
kompeticija manja ostavlja za poslije, imat ¢e znacajnu
prednost u usporedbi s vrstama koje sve izvore uglj ka ko-
riste istodobno ili (jo§ gore) obrnutim redoslijedorn (16).
Tako kvasci koji troSe razlicite izvore ugljika uspostavljaju
hijerarhiju u redoslijedu njihove uporabe, sto nujéesce
prati opadajudi intenzitet kompeticije za te izvore ugljika
u prirodnom stanistu. Kvasac S. cerevisiae izvore ugljika
koristi ovim redoslijedom (2):

glukoza - drugi Seeri - glukogeni supstrati

Svaki ¢lan niza uzrokuje represiju sinteze enzima po-
trebnih za metabolizam ¢lanova niza koji se nalaze iza nje-
ga, a njegov metabolizam podloZan je represiji supstrati-
ma u nizu ispred njega. Tako sintezu enzima iz trede
skupine, osim glukoze, potiskuju i drugi Seceri. Veé su Po-
lakis i Bartley (8,9) upozorili da prilikom rasta kvasca na

galaktozi nastaje Crabtreejev ucinak, tj. smanjuje se aktiv-
nost enzima vezanih za iskoristavanje glukogenih sup-
strata kao §to su malat sintaza, izocitrat liaza i malat dehi-
drogenaza. Crabtregjev je ucinak takoder dio uéinkovite
strategije u borbi za opstanak u prirodnom stanistu. Nai-
me, pri velikim koncentracijama secera, stanice kvascaiu
aerobnim uvjetima koriste $ecer energetski nepovoljnijim
fermentativnim putem, ali pri tome vrlo brzo prevode
gecer u etanol — glukogeni supstrat za koji je kompeticija
kudikamo manja.

Represiju glukozom u bakterija Escherichia coli nazvao
je Magasanik (12) katabolickom represijom pretpostavivsi da
je neki od proizvoda katabolizma, a ne glukoza sama, ne-
posredni inicijator represije sinteze odredenih enzima.
Dok je za enterobakterije ova pretpostavka i polvrdena,
represija u stanicama kvasca jos je uvijek nedovoljno ob-
jaSnjena pa mnogi autori daju prednost nazivu represija
glukozom. U daljnjem tekstu nazivi represija glukozom i ka-
tabolicka represija koristit ée se kao sinonimi.

Kod enterobakterija potpuno je dokazana uloga cik-
lickog AMP (cAMP) kao signalne supstancije za katabolié-
ku represiju (24). Ovaj spoj reagira sa specifiénim protei-
nom (Cap protein) stvarajuci cAMP-Cap kompleks, koji se
veze na odgovarajuce mjesto na DNA i destabilizira dvo-
struku uzvojnicu, omogudavajudi tako vezanje RNA poli-
meraze (25). U prisustnosti glukoze niska je razina cAMP
u stanici, pa nije moguéa transkripcija gena koje kontroli-
ra cAMP-Cap kompleks.

Dugo godina prevladavala je pretpostavka da sli¢an
mehanizam djeluje i u stanicama kvasca pa je bilo vise po-
kusaja da se represija glukozom stavi u odnes sa smanjenjem
koncentracije cAMP u stanici (26). Medutim, istraZivanja
su pokazala da je razina cAMP u kvascu od 2 do 3 puta
veda u prisutnosti glukoze (27). IstraZivanja obavljena na
mutantima cyr1* koji nemaju funkcionalnu adenilat cikla-
zu, pa se cAMP mora dodavati u podlogu kao faktor rasta,
potvrdila su da se dodatkom cAMP ne postize oslobadanje
od represije glukozom (28). Nadalje je utvrdeno da prisut-
nost glukoze u okolici aktivira adenilat ciklazu zbog cega
se kratkotrajno povecava koncentracija cAMP u stanici u
obliku karakteristiécnog udara. Sliéno poveéanje koncen-
tracije cAMP susrece se prilikom hormonalne regulacije
metabolizma ugljikohidrata u stanicama vidih eukariota.
Taj udar u kvascu aktivira protein kinazu A koja zatim fos-
forilira mnoge proteine u stanici. Takozvana »fosforilacij-
ska kaskada« proizvodi cijeli niz fizioloskih ucinaka, npr.
stimulaciju sinteze i represiju razgradnje glikogena, kata-
boli¢ku inaktivaciju fruktoza-bisfosfataze i izocitrat liaze,
sudjeluje u regulaciji sporulacije i otpornosti na toplinski
Sok (29,30), a i u kataboli¢koj inaktivaciji transportnih su-
stava za Secere (31). Sva ova opaZanja potvrduju da cAMP
ima znadajnu i sloZzenu ulogu u metabolizmu kvasca, ali
ne djeluje izravno u mehanizmu represije glukozom te je,
prema tome, mehanizam represije glukozom u kvasca bit-
no razli¢it od onog u E. coli.

* Mutacije, geni i proteini oznadeni su standardnom nota-ijom koja se primjenjuje u genetici kvasaca: velikim slovima u kurzivu ozna-
eni su geni i dominantne mutacije u tim genima, malim slovima u kurzivu oznadene su recesivne mutacije, a standardnim slovima, pri
gemu je prvo veliko, oznadeni su proteini, tj. proizvodi odredenih gena. Npr. fbpl je recesivna mutacija u genu FBP1 koji sadrfava

informaciju za enzim Fbp1 (fruktoza-1,6-bisfosfat 1-fosfatazu).
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Osnovni se pristup u prouc¢avanju represije kvasaca
glukozom temeljio na izolaciji mutanata kod kojih je po-
remecena katabolicka represija. Izoliran je veliki broj mu-
tanata i identificirani su mnogi geni ukljuéeni u ovaj pro-
ces (15,16). Ti se mutanti mogu svrstati u dvije osnovne
skupine:

1. nerepresibilni mutanti kod kojih se sinteza jednog ili

viSe proteina ne reprimira glukozom (ovi mutanti
u podlozi koja sadrzi viSe razlicitih Secera uspored-
no trode glukozu i ostale Secere);

2. ne-derepresibilni mutanti koji su izgubili sposobnost
derepresije (ovi mutanti ne mogu koristiti odrede-
ne Secere jer su pod stalnom represijom bez obzira
Sto glukoze nema u podlozi).

Proucavanja ove dvije skupine mutanata pokazala su
da je represija glukozom osobito kompleksan regulacijski
sustav te da u njemu sudjeluje vise od deset regulacijskih
gena (15,32).

Nerepresibilni mutanti kvasca

Jedna od najéeséih metoda za selekciju mutanata koji
su izgubili sposobnost represije glukozom temelji se na
primjeni toksiénih analoga Secera poput 2-deoksi-D-glu-
koze (2-DOG), D-glukozamina i drugih (15). 2-DOG se
prenosi u stanicu pomoéu transmembranskog prijenosni-
ka za glukozu i zatim se fosforilira heksokinazama. Medu-
tim, nastali spoj 2-deoksi-D-glukoza-6-fosfat nije dobar
supstrat za slijedeci enzim glikolize — glukoza-6-fosfat izo-
merazu (33) pa je daljnja razgradnja ovog spoja neznatna
(2). Osnovni je uzrok toksi¢nosti 2-DOG iscrpljivanje
energetskih potencijala stanice, jer se ATP samo trodi za
fosforilaciju, a ne proizvodi u glikolizi. Osim toga, 2-DOG
se nakon fosforilacije ugraduje u trehalozu i glukane sta-
ni¢nog zida (34,35), §to uzrokuje povedanu osjetljivost
stanice na lizu.

Kao apol vrlo sli¢an glukozi, 2-DOG izaziva katabolié-
ku represiju, tj. u njezinoj prisutnosti stanica ne moZe ko-
ristiti druge Secere pa zbog toga inhibira rast kvasca na
drugim izvorima ugljika. Mutanti koji steknu sposobnost
rezistencije na 2-DOG (fj. da mogu rasti na drugim izvo-
rima ugljika u prisutnosti 2-DOG), vrlo Zesto tu sposob-
nost zahvaljuju ¢injenici da su izgubili svojstvo represije
glukozom, dakle postali su nerepresibilni mutanti. Naime,
nerepresibilni mutanti koriste glukozu pa tako i 2-DOG
istodobno s drugim Secerima, pa je zbog uporabe alterna-
tivnog izvora ugljika negativni utjecaj 2-DOG na energe-
tiku stanice kudikamo maniji (15). Vrlo je jednostavna meto-
da selekcije ovih mutanata. Kvasac se nacijepi na podlogu
koja sadrZi represibilni izvor ugljika te 2-DOG u letalnoj
koncentraciji. Izrasle su kolonije spontani mutanti rezi-
stentni na 2-DOG. Frekvencija mutacija mozZe se poveéati
primjenom mutagenih sredstava. Mutanti se zatim bioke-
mijskim testovima provjeravaju da li su izgubili sposob-
nost represije glukozom. Naime, iako su veéina rezisten-
tnih mutanata zapravo nerepresibilni mutanti, postoje i
druge mutacije kojima stanica postize otpornost na 2-DOG.
Tako su, naprimjer, dobro prouceni mutanti s poveéanom
aktivnosti fosfataze koja defosforilira 2-deoksi-D-glukoza-
-6-fosfat (36-38). Ovi mutanti, iako rezistentni na 2-DOG,
i dalje imaju ofuvan mehanizam represije glukozom.

Primjenom rezistencije na 2-DOG kao metodom se-
lekcije izoliran je i karakteriziran veliki broj nerepresibil-
nih mutanata kvasca (39-43), $to je bilo od velikog znade-
nja za istraZivanje fenomena represije glukozom. Prve
mutarte izolirali su Zimmermann i Scheel (39). U velikom
broju mutanata, koji su pokazivali gubitak neprem]e jed-
nog ili vise strukturnih gena, uocene su promjene u ak-
tivriosti enzima odgovornih za fosforilaciju glukoze. Jedna
skupira mutanata, oznacena s hex1, imala je smanjenu fos-
forilacijsku aktivnost, a druga skupina, hex2, imala je po-
vecanu fosforilacijsku aktivnost pri rastu na glukozi, ali ne
i pri rastu na glukogenim supstratima (44). Mutaciju hex2
karakterizirala je izrazita inhibicija rasta maltozom. Toksié-
no djelovanje maltoze objas$njeno je nekontroliranim tran-
sportom maltoze i enormnim povecanjem intracelularne
koncentracije glukoze (45). Tre¢a skupina mutanata, naz-
vana caf 80, imala je normalnu fosforilacijsku aktivnost
(46). Ubrzo se pokazalo da hex] mutanti nemaju heksoki-
nazu Pl (47,48) te da je ova mutacija u istom genu kao i
mutacija hxk2 u strukturnom genu za heksokinazu PII ko-
ju su izolirali Lobo i Maitra (49). Ovi nalazi upuéivali su
na moguénost da je heksokinaza PII zapravo bifunkcijski
protein koji obavlja i enzimsku i regulacijsku funkciju.
Ova pretpostavka potvrdena je kasnije izolacijom retro-
mutanata hex? R kO]l su povratili normalnu aktivnost hek-
sokinaze PII, ali ne i sposobnost represije glukozom. Ova
je ujecno bila i potvrda da promjena brzine fosforilacije
nije uzrok katabolickoj represiji (kako su neki pretpostav-
ljali), veé posljedica mutacije gena za heksokinazu PII ko-
ja, osiim fosforilacijske aktivnosti, obavlja i regulacijsku
funkciiu (50). Kada se mutant koji nema ni jednu od hek-
sokinaza transformira plazmidom koji sadrzava gen HXK1
s informacijom za heksokinazu PI, dolazi do obnavljanja
fosforilacijske aktivnosti, ali ne i sposobnosti represije glu-
kozom (51). Transformacijom istog mutanta s plazmidom
koji nosi gen HXK2 s informacijom za heksokinazu PII us-
postavljena je i represija glukozom (52). Time je bila u pot-
purosfi potvrdena dvostruka uloga heksokinaze PII kao
fosforilacijskog enzima i regulacijskog proteina potrebnog
za represiju glukozom. Gen HXK2 nosi informaciju za
profein sastavljen od 484 aminokiseline, $to ima relativnu
molekulsku masu od 53 600 (52). Gen ima veliku speci-
fi¢nost kodona (82,5 %), ali kudikamo manju od gena za
enzime glikolize gdje je specificnost kodona najcesée oko
95 %. Biokemijska i fizioloska istraZivanja heksokinaze PII
pokazela su da ovaj enzim djeluje i kao protein kinaza cija
aktivnost ovisi o koncentraciji glukoze u okolici i intrace-
lularnoj koncentraciji cAMP (53). Takoder je utvrdeno da
heksokinaza PII podlijeze autofosforilaciji (54) te da se pri-
likom derepresije ne provodi proteoliza heksokinaze PII
(55). Novija istraZivanja sve vise potvrduju da je heksoki-
naza Pll jedan od kljuénih regulacijskih proteina i da dje-
luje keo »okidad« represije glukozom. C-terminalni kraj
molzkule enzima odgovoran je za regulacijsku funkciju
(17). Sinteza heksokinaze PII pod kontrolom je gena HEX2
i CAT80. Mutacije u ovim genima uzrokuju izostanak re-
presije glukozom i povecavaju aktivnost heksokinaze PII,
koja je kod hex2 mutanata udvostrucena, a kod cat80 mu-
tanata je veca za 40 % (17). Nedavno je kloniran i gen
HEX2 (56). Ovaj gen nosi informaciju za protein relativne
molekulske mase od 62 833 s izrazito velikim udjelom se-

rina (15,7 %).
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Tablica 1. Pregled nerepresibilnih mutacija (15,16)
Table 1. Review of non-repressible mutations (15,16)

Mutacija Enzimi pod utjecajem mutacije
Mutation Enzymes affected by mutation
maltaza invertaza citokromi izocitrat liaza galaktokinaza
maltase invertase cytocromes  isocitrate lyase galactokinase
hex1=glr1=hxk2 + + +/- - +
hex2 + + +/~ - nt
cat80 £ + nt - nt
cyed =ssnb + + g + nt
cycd=flk1=tupl i + + + nt
grrl + + +/- nt +
regl - + nt nt +
CCR80 nt +/— nt +/~ nt
CCR91 - nt + nt nt

(+) ima utjecaja na ekspresiju gena (gubitak represije}

(+) affected gene expression (loss of repression)

(-) nema utjecaja na ekspresiju gena (represija normalna)

{(-) no effect on gene expression (repression normal)
(+/-) djelomi¢an utjecaj

(+/-) partial effect

(nt) nije testirano

(nt) not tested

Osim tri spomenute mutacije (hex1, hex2 i cat80) izoli-
ran je jos prili¢an broj ne-represibilnih mutacija, ali mno-
ge od njih nisu dobro proucene ni fizioloski ni geneticki.
Mnoge od njih su istovrsne vec opisanim mutacijama, sa-
mo su im drugi autori dali druga imena. Vrijedan je bio
trud Juane Gancedo (15,16) da sistematizira nalazz mno-
gih laboratorija koji se bave ovom problematikom, a rezul-
tatje pregled ne-represibilnih mutanata prikazan u tablici 1.
Veéina mutanata u tablici 1 pokazuje pleiotropni ucinak, .
mutacija djeluje na veliki broj enzima u stanici. Osim
ovih, izolirani su i mutanti kod kojih je represije oslobo-
den samo jedan enzim ili biokemijski put. Tako je napri-
mjer kod dominantnog ADR3 mutanta izoenzim alkohol
dehidrogenaza Il oslobodena katabolicke represije, kod re-
cesivnog cgrl mutanta oslobodena je katalaza T, a kod do-
minantnih mutanata GAL 82 i GAL 83 galaktokinaza, a
vjerojatno su i ostali enzimi za metabolizam galaktoze
oslobodeni katabolicke represije (16). Od mutacija s pleio-
tropnim ucinkom (tablica 1), hex1 (hxk2), hex2 i cat 50 utje-
¢u na ekspresiju maltaze i invertaze, utjecaj na citokrome
je promjenljiv, a ne utjecu na izocitrat liazu. Sli¢no djelo-
vanje ima i mutacija grr1. Mutante u genu GRR1 zolirali
su Bailey i Woodword (57) na temelju sposobnosti rasta na
galaktozi u prisutnosti 2-DOG. Nedavno je kloniran gen
GRR1 (58). Gen sadrzava informaciju za protein relativne
molekulske mase od 135 000 koji se sintetizira konstitutiv-
no u malim koli¢inama. Proteinski lanac sadrzava 12 po-
novljenih sekvencija bogatih leucinom, karakteristinih
za proteine koji ulaze u interakcije s drugim protzinima.
Pokusi lokalizacije ovog proteina u stanici pomocu speci-
fiénih antitijela pokazali su da se Grrl protein nalezi u ci-
toplazmi, ali ne u frakciji topljivih citoplazminih proteina.
Buduéi da je imunoloska detekcija proteina bila moguca
tek nakon denaturacije ureom, a mutanti pokazuju i mor-
folosku promjenu (»kobasi¢asti« oblik stanica i pupova),
autori pretpostavljaju da je Grrl protein u stanic: vezan
na subcelularni matriks. Delecijska (null) mutacija poka-
zuje jod neke neobi¢ne znadajke kao, naprimjer, osjetlji-
vost na prototrofiju aromatskim aminokiselinama te pro-

mjenu u regulaciji SUC2 gena (jednog od strukturnih ge-
na za invertazu) koji mutacijom prelazi iz glukoza-repre-
sibilnog u glukoza-inducibilni oblik (58).

Mutacija regl razlikuje se od dosada spomenutih po
tome $to ne utjece na maltazu, a na kromosomskoj mapi na-
lazi se vrlo blizu hex2 (59). Ovdje treba spomenuti da regl
mutacija, kao i grr1 i hex1, djeluju i na galaktokinazu (15).
Kod ostalih mutanata, nazalost, nije istraZzen utjecaj mu-
tacije na enzime metabolizma galaktoze. Pretpostavlja se
da mutacije cyc8 i cyc9 imaju Siri spektar djelovanja nego
Sto je to prikazano u tablici 1 (60). Posljednja dva mutanta
u tablici 1 razlikuju se od ostalih jer se ovdje radi o domi-
nantnim mutacijama. Medusobno se razlikuju po tome §to
CCR80 ne moZe rasti na glukozi, dok CCR91 moze. Do da-
nas nije otkrivena mutacija koja oslobada od represije sve
represibilne enzime, §to pokazuje da ne postoji vrhovni
gen za katabolicku represiju ve¢ da se tu najvjerojatnije
radi o nekoliko nezavisnih regulacijskih sustava (15,16).

Ne-derepresibilni mutanti kvasca

Ne-derepresibilni mutanti pokazuju ucinak represije
i kad glukoze nema u okolici, tj. kod njih je represija nekih
enzima izraZena konstitutivno. Najcesce se izoliraju prema
nesposobnosti rasta na glicerolu ili maltozi (61), odnosno
saharozi (62), te kao retromutanti ne-represibilnih muta-
nata (63). Takoder se mogu izolirati iz mutanata koji sadr-
zavaju samo glukogenu alkohol dehidrogenazu $to je pod
kontrolom katabolicke represije (Adhll). Ako se ovi mu-
tanti podvrgnu djelovanju mutagena, dobiju se sojevi ko-
ji stvaraju vrlo male kolonije na podlozi koja sadrzi etanol
i04 % glukoze. Ove kolonije rastu slabo jer ne mogu de-
reprimirati alkohol dehidrogenazu nakon sto potrose glu-
kozu u podlozi (64). Navedenim metodama izolirano je vi-
ge ne-derepresibilnih mutanata koji pokazuju pleiotropne
defekte pri rastu na razlic¢itim izvorima ugljika, jer je sin-
teza potrebnih enzima pod represijom (tablica 2).

Mutanti u genima CAT1 i CAT3 ne mogu rasti na mal-
tozi 1 glukogenim supstratima (61,65). Tzv. snf mutacije
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(od sucrose non-fermenting), redom od snfl do snfé fiziolos-
ki su karakterizirane kao gubitak sposobnosti fermentaci-
je saharoze zbog pogreske u derepresiji invertaze. Nak-
nadno je utvrdeno da gen SNF3 sadrzava informaciju za
jednu od komponenti sustava za transport glukoze i fruk-
toze (66,67). Nadalje, mutanti snf1, snf2, snf4 i snf5 ne mo-
gu rasti na maltozi, galaktozi i glicerolu (62,68). Do sada
su bolje karakterizirane mutacije snfl i snf4, za koje se po-
uzdano zna da nisu u istom genu. Mutacija snfl je u istom
genu kao i cat1 te ccrl. Alelizam ovih mutacija utvrden je
testovima komplementacije i usporedbom restrikcijskih
mapa kloniranih gena (26,63). Daljnjom bickemijskom ka-
rakterizacijom utvrdeno je da SNF1 gen sadrzava infor-
maciju za ATP-ovisnu protein kinazu (69). Nedavno je
kloniran gen CAT3 koji sadrzava informaciju za protein
relativne molekulske mase od 36 400 (71). Frakcioniranjem
stanica utvrdeno je da je protein Cat3 lokaliziran u jezgri
(71), za razliku od protein kinaze Snfl (Catl) koja je jed-
noliko razdijeljena po stanici (69). Mutacija snf4, pored in-
vertaze, blokira derepresiju enzima potrebnih za rast na
glicerolu i galaktozi (16). Mutanti snf2 i snf5 imaju znatno
smanjenu derepresiju invertaze i vrlo malu razinu aktiv-
nosti ovog enzima, $to pokazuje da su ova dva gena po-
trebna za punu derepresiju (70). Skupina mutacija ccr (64)
onemogucava derepresiju alkohol dehidrogenaze Adhll
Mutanti ecr2, cer3 i cer4 takoder pokazuju pleiotropni udi-
nak i medusobno su sli¢ni, pri é¢emu ccr2 i cer3 nisu aleli
istog gena, dok bi ccr4 mogao biti alel jednog od ova dva
gena. Mutante hap2 i hap3 karakterizira nesposobnost de-
represije gena za sintezu citokroma (72). Pretpostavlja se
da oba imaju pleiotropni uéinak, ali utjecaj mutacija na
druge enzime jos nije istrazen (16).

Kataboli¢ka inaktivacija

Pored represije sinteze mnogih enzima, dodatak gluko-
ze u podlogu uzrokuje i brzu inaktivaciju nekih enzima i
transportnih proteina. Naime, represija samo blokira de no-
o sintezu odredenog proteina, koji se zatim »razrjeduje«
rastom i razmnoZavanjem stanica. Medutim, na neke pro-
mjene u okolici stanica mora odgovoriti iznimno brzo i ta-
da je potrebno inaktivirati postojeéi enzim &ija bi reakcija
u novonastalim uvjetima mogla biti Stetna. Ovu su poja-
vu prvi opazili Spiegelman i Reiner (4) koji izvje$tavaju o
brzom nestajanju aktivnosti »galaktozimaze« nakon do-
datka glukoze u kulturu kvasca koja je rasla na galaktozi.
S vremenom su otkriveni novi enzimi podlozni brzoj
inaktivaciji nakon dodatka glukoze u podlogu, kao napri-
mjer malat dehidrogenaza (73), fruktoza-bisfosfataza (74)
i fosfoenolpiruvat karboksikinaza (75). Ovu je pojavu na-
zvao Holzer (19) katabolicka inaktivacija.

Najbolje je istraZena katabolicka inaktivacija enzima
glukoneogeneze fruktoza-bisfosfataze, to¢nije fruktoza-
1,6-bisfosfat 1-fosfataze (Fbp1). Prilikom rasta na glukoge-
nom supstratu (poput etanola, acetata, piruvata i sl.) ak-
tivnost ovog enzima je iznimno velika (20,21). Pojavom
glukoze u okolici stanice prekida se glukoneogeneza i me-
tabolicki put se preusmjerava u glikolizu. Pri tome je pri-
jeko potrebna vrlo brza inaktivacija Fbp1, jer bi istodobno
djelovanje ovog enzima i fosfofruktokinaze dovelo do
energetskog »kratkog spoja« Sto bi bilo kobno za stanicu.
Inaktivacija Fbp1 odvija se u dvije faze: u prvoj koja traje
do tri minute od dodatka glukoze izgubi se oko 60 % po-

Tablica 2. Pregled ne-derepresibilnih mutacija (15,16)
Table 2. Review of non-derepressible mutations (15,16)

Mutacija Enzimi pod utjecajem mutacije
Mutation Enzymes affected by mutation
maltaza invertaza citokromi izocitrat
liaza
maltase  invertase cytocromes isocitrate
lyase
catl =ccrl=snfl + + - +
cat3 + - - +
cer? - nt +/= +
cor3 - nt +/- +
cerd nt nt nt +/-
snfd nt + nt nt
hap2 nt nt + nt
hap3 mt nt + nt

(+) ima utjecaja na ekspresiju gena (gubitak derepresije)
(+) affected gene expression (loss of derepression)

(-) nema utjecaja na ekspresiju gena (derepresija normalna)
(-) no effect on gene expression (derepression normal)
(+/-) djelomian utjecaj

(+/=) purtial effect

(nt) nije testirano

(nt) not tested

getne zktivnosti, a u drugoj se ostatak aktivnosti izgubi
gotovo u potpunosti za otprilike 60 minuta (76,77). Reak-
tivacija nakon produljene inaktivacije u potpunosti se in-
hibira cikloheksimidom §to pokazuje da je u ovom sluéaju
potrebna sinteza proteina de novo (74). Nasuprot tome,
ako inektivacija traje do 3 minute, reaktivacija je neosjet-
ljiva na cikloheksimid (76). Nadalje, pokusi sa specifi¢nim
antitijelima pokazali su da iako aktivnost enzima veé na-
kon nekoliko minuta opadne oko 60 %, koli¢ina se speci-
ficnog antigenog materijala prakticki ne mijenja u prvih
30 minuta, nakon ¢ega smanjenje antigenog materijala tece
gotovo usporedno s padom aktivnosti (77). Ova opazZanja
upucivala su na pretpostavku da u prvoj fazi katabolicke
inaktivacije dolazi do reverzibilne kovalentne modifikaci-
je, koja uzrokuje djelomi¢nu inaktivaciju i vjerojatno »oz-
nacava« molekulu enzima za proteolizu Sto se odvija tije-
kom druge faze. Kemizam ove kovalentne modifikacije
odreden je pracenjem ugradnje radioaktivnog fosfora u
specificni antigeni materijal. Utvrdeno je da se ovdje radi
o fosforilaciji serinskih ostataka u molekuli Fbp1 (78-80).
Prva faza inaktivacije zahtijeva prisutnost adenilat ciklaze
$to upuéuje na to da u fosforilaciji sudjeluje i cAMP kao
efektor (81). Osim fosforilacije, smanjenju aktivnosti Fbpl
u prvoj fazi doprinosi i alostericka inhibicija fruktoza-2,6-
-bisfosiatom (20,21).

Pored kljuénih enzima glukogeneze i glioksilatnog ci-
klusa, potrebnih za rast na glukogenim supstratima, kata-
bolickej inaktivaciji podloZni su i transportni proteini koji
prenose odredene Secere u stanicu. Tako dodatak glukoze
u podlogu, koja sadrzava neki drugi Secer; dovodi do brze
inaktivacije transportnog sustava za taj Secer Na taj se
nacin gotovo trenutacno sprecava iskoriStavanje drugih
Sefera u prisutnosti glukoze. Katabolicka inaktivacija do-
kazana je za transport galaktoze (82) i maltoze (5,83). Za-
nimljivo je da se pritom ne inaktiviraju i enzimi potrebni
za metabolizam ovih Secera. Ovi su enzimi pod kontrolom
represije glukozom i gube se »razrjedivanjem« zbog rasta
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i razmnoZavanja stanica. Dodatkom glukoze u podlogu s
maltozom dolazi do gotovo potpune inaktivacije trenspor-
tnog sustava za maltozu tijekom 90 minuta (5,6). Ponov-
nim prebacivanjem stanica u podlogu koja sadrzava samo
maltozu, dolazi do brze regeneracije transportnog sustava
za maltozu (za otprilike jedan sat). Regeneracija trenspor-
tnog sustava za maltozu, nakon prenoSenja stanica u uv-
jete koji dovode do derepresije, zahtijeva sintezu proteina
de novo (5,83). Dodatak glukoze u kulturu stanica koje ra-
stu na galaktozi takoder uzrokuje brzu i ireverzibilnu, ali
ne i potpunu inaktivaciju transportnog sustava za galak-
tozu (82). Uklanjanjem glukoze, transportni se sustav za
galaktozu potpuno reaktivira za otprilike 3 sata, za §lo je
potrebna sinteza proteina de novo. Nedavno je utvrdeno
da se kataboli¢ka inaktivacija transporta galaktoze odvija
fosforilacijom proteina pomo¢u cAMP ovisne protein ki-
naze (31) pa je, po svemu sudedi, katabolicka inaktivacija
transportnih proteina za razli¢ite Secere samo jedna od po-
sljedica »fosforilacijske kaskade« koja zapocinje aktivaci-
jom protein kinaze A (29-31).

Do katabolicke inaktivacije transportnih sustava dola-
zi i pri inhibiciji sinteze proteina, bilo dodatkom inhibitora
bilo iscrpljivanjem podloge na izvoru dusika (84,85). Na-
suprot tome, vedina enzima u stanici S. cerevisige vrlo su
stabilni i njihova se aktivnost u razli¢itim uvjetima ne mi-
jenja dulje vrijeme (85,86). Sustavi za transport glukoze i
maltoze brzo se inaktiviraju u navedenim uvjetima. Za
inaktivaciju je potrebna aktivnost glikolize, tako da do
inaktivacije nece doéi ako se glikoliza sprijeci na jedan od
navedenih naéina: a) ako u mediju nema izvora ugljika;
b) ako se izvor ugljika zamijeni nefermentabilnim supstra-
tom poput 2-DOG; ¢) ako je izvor ugljika glukogeni sup-
strat poput etanola; d) ako se u pedlogu s fermentabilnim
supstratom dodaju inhibitori glikolize poput jodcacetata
ili arsenata (83,85,87). | transportni sustav za galaktozu br-
zo se inaktivira inhibicijom sinteze proteina (88). Iraktiva-
cija se odvija kinetikom reakcije prvoga reda a o¢'tuje se
u smanjenju broja transportnih proteina po stanici te gu-
bitku afiniteta prema galaktozi. Vrijeme poluZivota prote-
ina za transport galaktoze u ovim uvjetima iznosi oko 1,3
sata. Inaktivacija zahtijeva prisutnost energetskog sups-
trata. Za razliku od transportnih sustava za glukoz: i mal-
tozu, do inaktivacije sustava za transport galaktoze dolazi,
iako u manjoj mjeri, i kada se fermentabilni supstrat zami-
jeni glukogenim supstratom poput etanola (88). I ova se
inaktivacija po svemu sudeéi odvija »fosforilacijskom ka-
skadom« (29-31).

Zakljudak

Represija glukozom i katabolicka inaktivacija dva su
regulacijska mehanizma koji odreduju redoslijed kojim
kvasac S. cerevisige trosi razlicite izvore ugljika. Veliki broj
mutanata s poremeéenom represijom ili derepresijom po-
kazao je da je represija glukozom iznimno slozen regula-
cijski sustav te da u njemu sudjeluje vise od deset regula-
cijskih gena (15,32). SloZenost ovog regulacijskog sustava
razumljiva je ako se ima u vidu da cjelokupni sustav zah-
tijeva senzorne i signalne mehanizme za otkrivanje glu-
koze u okolici te regulacijske proteine za mnostvo razlicitih
strukturnih gena koji su pod kontrolom represije gluko-
zom. Nadalje, do danas jo$ nije otkrivena mutacija koja
oslobada sve represibilne enzime od represije, sto svjedodi

da ne postoji vrhovni gen za katabolicku represiju ve¢ da
se tu najvjerojatnije radi o nekoliko nezavisnih regulacij-
skih sustava (15-17). Katabolicka inaktivacija takoder je
slozen mehanizam koji se aktivira »fosforilacijskom kaska-
dome« §to zapoéinje aktivacijom protein kinaze A (29-31).
Ovaj se enzim aktivira »udarom« cAMP kao prijenosni-
kom signala koji »dojavljuje« prisutnost glukoze u okolici
stanice, Nazalost, mnogi elementi u oba mehanizma jos su
nepoznati.

Extended Abstract

The yeast Saccharomyces cerevisiae is well known for its
ability to use various carbon sources (1-3). The presence
of glucose in the surrounding of the yeast cell will block
the consumption of other carbon sources within the cell.
This phenomenon is a result of an action of the two regu-
latory mechanisms. The first mechanism, glucose or catabo-
lite repression, acts on the level of the enzyme synthesis, so
the glucose prevents transcription of the genes that are
responsible for the metabolism of other carbon sources (4-
-18). The second mechanism, catabolite inactivation, leads to
inactivation of enzymes already present within the cell if
they are not needed or could be harmful for the cell (19).

Glucose repression is a global regulatory mechanism
common to almost every heterotrophic species. Intensive
research has detected more than 30 yeast enzymes that are
subject to glucose repression (4-11,15-17,23). Studies of
the molecular mechanism of glucose repression in yeast
(26-28) proved that it differs to a great extent from that
proposed for enterobacteria (12,24,25). The main tool for
studying the glucose repression was the isolation of two
classes of repression mutants: the non-repressible mutants
(Table 1) in which some of the repressible functions are
released from glucose repression, and the non-derepressible
mutants (Table 2) which are not able to derepress some of
the repressible functions even when glucose is not pre-
sent in the environment of the cell (15,16). Non-repressi-
ble mutants were mainly isolated as colonies that are resi-
stant to 2-deoxy-D-glucose or some other non-metabolizable
glucose analogue (2,15,16, 33-43). A number of genes have
been detected which are involved in the repression me-
chanism (Table 1). One of the most important is the HEXT.
This gene was found to be allelic to the HXK2 gene which
codes the hexokinase isoenzyme PII (39,47-52). Thus the
hexokinase PII was proven to be the bifunctional protein
which carries the catalytic and regulatory functions. It can
act as a protein kinase (53), and could be subjected to auto-
phosphorylation (54). The C-terminal end of the hexoki-
nase PIl molecule is responsible for the regulatory functi-
on (17). The level of the hexokinase Pl is regulated by the
action of the genes HEX2 and CAT80. Mutations in these
genes produce derepressed mutants with increased hexo-
kinase PII activity (17). The gene GRR1 codes the protein
that is bound to subcellular matrix (57,58). Mutation regl
maps close to the hex2 (59) but allelism between the two
is obscure. The mutations cyc8 and cyc 9 seem to act on a
broader scale than shown in Table 1 (60), and a peculiarity
of the CCR80 and CCR91 mutations is that they are of a
dominant type (15, 16). The non-derepressible mutants were
usually selected by the criterion of inability to grow on
maltose or glucogenic substrates (61,64), sucrose and rafi-
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nose (62), or as revertants of non-repressible mutants (63).
The most significant are cat1 and cat3 (61,65), and a class
of snf mutants (62,65-70). The snfl mutation is allelic with
catl and ccr1 (26,63). The SNF1 gene codes the ATP-depen-
dent protein kinase which is uniformly distributed in the
yeast cell (69). The gene CAT3 codes the regulatory prote-
in which is localized in the nucleus (71). Characterization
of other mutations presented in the Table 2 are still in pro-
gress.

The catabolite inactivation is a regulatory mechanism
named by Holzer (19) who defined it as inactivation of the
enzymes and other proteins present in the cell when they
are not needed or could be harmful. Key enzymes of glu-
coneogenesis and glyoxylate cycle such as malate dehy-
drogenase (73), fructose-1,6-bisphosphatase (74), phospho-
enolpyruvate carboxykinase (75), as well as some sugar
transporters (5,82,83) are subject to catabolite inactivation.
Studies on fructose-1,6-bisphosphatase (74,76-80) proved
that inactivation proceeds in two phases. In the first phase,
which lasts about 3 minutes, reversible loss of 60 % of ini-
tial activity occurs. In this phase two parallel processes take
place: i) a synthesis and accumulation of the fructose-2,6-
-bisphosphate which acts as an inhibitor of the fructose-
1,6-bisphosphatase (20,21); and ii) a phosphorylation of
the serine residues of the enzyme (78-80) by an action of
the cAMP-dependent protein kinase (81). So in the first
phase alosteric control and a covalent modification of the
enzyme occur simultaneously. In the second phase residual
activity is lost in 60-90 minutes, and reactivation requires
a de novo protein synthesis (74,76,77) indicating that the
phosphorylated enzyme becomes a target of a proteolytic
attack.

Sugar transporters of yeast are also subject to catabo-
lite repression when glucose is added into the medium. In
that way the yeast cell almost immediately stops the up-
take of other sugars when glucose is present in the envi-
ronment. The full inactivation of the maltose transporters
in about 90 minutes was reported (5,6), and the reactiva-
tion required a de novo protein synthesis (5,83). Similar ob-
servations were reported for inactivation of the galactose
transport (82), for which a protein phosphorylation by
means of the cAMP-dependent protein kinase was sug-
gested as a molecular mechanism (31). Thus there is grow-
ing body of evidence that catabolite inactivation of many
sugar transporters and cytosolic enzymes is a result of the
so called »phosphorylation cascade« triggered by the cAMP
pulse which activates one or more protein kinases in the
yeast cell (29-31).

Intensive research in recent years profoundly exten-
ded the knowledge about the glucose repression and cat-
abolite inactivation bringing the picture of exceptional
complexity of these two mechanisms on the molecular lev-
el. Therefore, it is not surprising that some important ele-
ments are still not well understood.

Abbreviations:

c¢AMP, cyclic adenosine monophosphate;
2-DOG, 2-deoxy-D-glucose.
Mutations, genes, and proteins are designated by

standard notation from yeast genetics: recessive mutations
are written in italics, genes and dominant mutations in

italic capitals, and protein gene products in normal letters
(first one in capitals). Eg. fop1 is a recessive mutation of the
gene FBP1 which codes the enzyme Fbp1 (fructose-1,6-bis-
phosphate 1-phosphatase).
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