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Buneécna sténa kvasinek

1. Chemicka podstata?

2. Ultrastruktura?

3. Funkce?

4. Mechanismus vzniku?

5. Na jakych modelech zkoumat?
6. Jakymi metodikami ?



Modely pouzité ke studiu podstaty a
ultrastruktury bunecne steny kvasinek

Cele bunky
Protoplasty
Isolované bunecne steny kvasinek

Purifikované biopolymery bunecne steny
kvasinek in vitro



Saccharomyces cerevisiae :

1. celé bunky

2. nahé protoplasty

3. isolované stény bunék

4. in vitro assembly
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Metodické pristupy ke studiu
bunécnych stén kvasinek

Svételna mikroskopie

(fazovy kontrast, diferencidlni interferencni kontrast)
Fluorescencni mikroskopie

Elektronova mikroskopie transmisni (TEM)
Elektronova mikroskopie skenovaci SEM)
Rentgenova difrakéni analysa (zahranicni spoluprdce)
Purifikované enzymy (zahranicni spolupradce)
Specifické inhibitory

Mutanty (ziskané ze zahranicni)

Radioisotopy

In vitro assembly




Ultrastruktura bunécné stény kvasinkové bunky
studovana transmisni elektronovou mikroskopii

* 1. za pouziti technik freeze-fracturing

. a freeze-substituce
se jevi bunécna sténajako bezstrukturni.

2. pouziti techniky ultratenkych rezu

ukazalo jen 2 vrstvy stény:
« —vnéjsi vrstva je elektropositivni,

- vnitrni vrstva je elektronegativni.

Zavér: Ultrastruktura bunéc¢né stény kvasinky ziistava

nejasna.



Dalsim modelovym objektem studia
bunécnych sten kvasinek se staly
protoplasty

»Nahé‘“ protoplasty (sténa bun¢k enzymaticky odstranéna)
rostou v tekutych mediich.

Na svem povrchu vytvareji ,,fibrilarni sit€®.
Jaka je jejich podstata?
Jaka je jejich ultrastruktura?

Jakym mechanismem vznikaji?



Vychozi literatura o st€né kvasinky Saccharomyces cerevisiae v Sedesatych letech

Chemické slozeni stény
Phaff HJ (1963) Cell wall

of yeasts.
Ann Rev Microbiol 17: 15-30.

e 3-1,3-glukany
e B-1,6-glukan
® mannan

e chitin

e proteiny

e |lipidy ?

Struktura stény kvasinky:
Houwink AL, Kreger DR (1953)
Observations on the cell wall of
yeasts. An electromicroscope and

X-ray Diffraction study. Antonie van
Leeuwenhoek 19: 1-24.

Nativni sténa kvasinek

e v ELM amorfni (nefibrilarni)
e rtg difrakce: jen difusni difrak¢ni
diagramy— chybi krystalicky polymer

Stény po varu 0.5 N HCI 3 hod:

e objevily se mikrofibrily z
krystalického glukanu
(=hydroglukan)
e krystalicky hydroglukan
e krystalicky chitin

krystalizace hydroglukanu a
chitinu in vitro z uvolnénych
linearnich retézcl




e IStISYP Jena (1965): Kopecka, Ctvrtnicek, Necas: ,,0 podstaté ,,fibrilarnich
siti*, které se tvofi jako prvni stadium biogenese stény u protoplasti
kvasinky Saccharomyces cerevisiae“ .

e PODSTATA FIBRILARNICH SiTi PROTOPLASTu ?
Viastnosti siti:
*  Proteasy -
 Lipasy -
Hlemyzdi

enzymy +
PAS reakce (mannan) -
30% HCI -

(chitin)

3% NaOH

(glukan) +

Zavér:
»Hfibrilarni sité“protoplastu jsou z alkali-solubilniho
glukanu



 PODSTATA FIBRILARNICH SITI PROTOPLAST dale
studovana POMOCI RENTGENOVE DIFRAKCNI
ANALYSY ve srovnani s HCI-sténami (tzv. ,,HCI-stény*=
,HYDROGLUKAN* byl ukdzan na pfednasce - (po 3 hod
varu stén kvasinky Saccharomyces cerevisiae v 0,5 N HCI se
stava rozpustny v alkaliich).

* Sité protoplastu po odstranéni

chitinu davaji vznik diagramu shodnému s
linearnim B-1,3-glukanem paramylonem

o Zavér: sité obsahuji linearni p-1,3-glukan.



Publikace o podstaté fibrilarnich siti protoplastu

Kopecka, M., Ctvrtnigek, O., Ne&as, O. 1967.
Formation and properties of the fibrillar network formed in yeast protoplasts as the first step of

biosynthesis of the cell wall. In: “SYMPOSIUM ON YEAST PROTOPLASTS". Jena 21.-
24.9.1965. R. Muller (ed.). Akademie Verlag Berlin (1967), pp.73-75, 343-344.
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Z ¢eho jsou vystaveny mikrofibrily -
z glukanu nebo chitinu?

Metodicky pristup:
(1) U¢inek purifikované chitinasy na sité protoplastti

(ii) Uéinek purifikované endo-B-1,3 glukanasy ze Schizosacch.japonicus na sit&
protoplastU

Vysledky:
Purifikovana chitinasa nedegraduje mikrofibrily
fibrilarnich siti

zatim co purifikovana B-1,3-glukanasa degraduje
mikrofibrily.

Zaveér: mikrofibrily protoplastu S. cerevisiae jsou z
B-1,3-glukanu.




MECHANISMUS VZNIKU MIKROFIBRIL?
2 mozné mechanismy vzniku mikrofibril §-1,3-glukanu: -
autoorganisaci ?

- wénzyme-directed“ assembly?
VlIhke vzorky(m)

Suché vzorky(d)

A. In vitro dialysa
C.In vitro neutral. 4°C

B. In vitro neutralisace 69°C

D.Nativni sité protopl.

Vysledky studia mechanismu vzniku mikrofibril jsou v publikaci:

Kopecka, M., Kreger, D.R. 1986. Assembly of microfibrils in vivo and in vitro from 1,3-B-D-glucan
synthesized by protoplasts of Saccharomyces cerevisiae. Arch. Microbiol. 143:387-395.




In vivo vytvorené mikrofibrily jsou z triple-helixi $ifky 15. 3 nm,
v ELM se jevi jako elementarni fibrily Sirky 1. 6 nm.
In vitro vytvorené mikrofibrily jsou z triple-helixu Sifky 17. 2 nm,

V ELM se jevi jako elementarni fibrily Sirky 1. 7 nm.
[Kopecké a Kreger (1986) Arch Microbiol 143:387-395]

Tabulka XB.1a=0br.48,50 ,a= 2a/ {3 )

Sample A C B D
Moist 18.25 17.9 18.45 15.8

Sitky triple-helixd z rtg analysy

in vivo a in vitro vzorkd mikrofibril

ovérovany v ELM pfi zvéts. 300 000x

In vivo: triple-helix 15.3 nm, v ELM 1.6 nm
a8 In vitro: triple helix 17.2 nm, v ELM 1.7 nm

Nativni mikrofibrily vznikaji mechanismem ,,enzyme-directed

assembly*“



* In vivo vytvorené mikrofibrily jsou z triple-
helixtl Sirky 15. 3 nm, které se v ELM se jevi
jako elementarni fibrily sirky 1. 6 nm.

Prukaz elementarnich fibril elektronovou
mikroskopii je v publikaci:

« Kopecka, M., Gabriel, M. 1992. The influence of
Congo red on the cell wall and 1,3-3-D-glucan
microfibril biogenesis in Saccharomyces
cerevisiae.

http://www.springerlink.com/content/n2n66763n
7213404/
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Jsou mikrofibrily také v bunécneé stné kvasinek?
Purifikované enzymy uzite k selektivni degradaci biopolymertu stény
kvasinek Saccharomyces cerevisiae (poskytnuté H. J. Phaffem)

STAVEBN| PRVKY:

GLYKOPROTEINY: PURIFIK.ENZYMY: ZDROJ
’ ! N4
d=~MANNOPROTEINY PRONASA PLISEN

POLYSACHARIDY: |
\ ENDU-B-43-CLUKANASA  BAKTERIE
B-GLUKAN(Y)  ENpop4z-clUKANASA  BAKTERIE

) EX0-8-13-GLUKANAZA  KVASINKY
B-GLUKAN(Y)  £Npos-1s-GLUKANAZA  KVASINKY

CHITIN CHITINASA PLISEN




Utinkem Pronasy doslo k ¢asteénému odstranéni vnéjsi amorfni sténové
komponenty -mannoproteinove vrstvy- pod ni je jemna fibrilarni textura,
zatmelend amorfnimi glukany (viz dale)

Purifikovana bakterialni endo-B-1,6-glukanasa a endo-$-1,3

glukanasa z Bacillus circulans odstranuji ze stén kvasinky

Sacch.cerevisiae amorfni komponentu, ale mikrofibrilarni skelet stény

(,,exoskelet*) neni degradovan a dal uchovava ptivodni tvar bunky

Purifikovana endo-f-1.3-glukanasa ze Schizosaccharomyces
Jjaponicus degradovala mikrofibrily stény 1 amorfni glukan,
resistentni byly jen jizvy po puceni a agregaty amorfniho
mannoproteinu.

[Kopecks, Phaff a Fleet (1974) J. Cell Biol. 62, 66-76].



Mikrofibrily jsou i ve sténé celvch bunék
kvasinkovych mutant
1. [Kopecka, Gabriel et al. (1991) J.Gen. Mcrobiol. 137: 1263-1270;

2. Gabriel a Kopecka (1995), Microbiology 141,891-899 ]
1 po uCinku Konzské cCerveni

[Kopecka a Gabriel (1992) Arch Microbiol. 158:115-126]



Ultrastruktura bunécénych stén kvasinky Schizosaccharomyces pombe
byla take studovana po ucinku purifikovanych enzymii elektronovou mikroskopii:

Purifikovana endo-f-1,3-glukanasa z Bacillus circulans odstranila
amorfni komponentu z bunééne stény Schizosaccharomyces pombe a
obnazila mikrofibrily uvnitf stény, které byly resistentni k u¢inku enzymu.
Podobny uc¢inek méla i endo-f3-1,6-glukanasa.

Purifikovand endo-fB-1,3-glukanasa kvasinky
Schizosaccharomyces japonicus odstranila longitudinalné orientované
mikrofibrily ze stén, ale ve sténach zustava fibrosni textura s p¥iénou
orientaci. Amorfni material pretrvaval v oblasti jizev.

Stény byly ztraveny az kombinovanym ucinkem endO-B-1,3-

glukanasy ze Schiz. japonicus + a-1,3-glukanasy Z Bacillus
circulans. Nalezeny pouze zbytky neztravenych stén (jizvy)

[Kopecké, Fleet a Phaff (1995) J. Ultrastruct Res 114:140-152 ]



Bunecne steny kvasinky
Schizosaccharomyces pombe
obsahuji mikrofibrily

Z beta-1,3-glukanu

a z alfa-1,3-glukanu



« Jakym mechanismem vznika
* bunecna sténa kvasinek?

« Zkoumani mechanismu autoorganisace
sténovych polymeru in vitro



In vitro assembly purifikovanych sténovych
polymeru:

B-1,3-glukanové mikrofibrily vznikaji mechanismem
self-assembly in vitro z purifikovaného g-1,3-glukanu siti protoplastti

Purifikovany mannan a purifikovany (-1,6-glukan maji amorfni charakter.

Purifikovany 3-1,3-glukan siti protoplastll + mannan + B-1,6-glukan stén mohou vytvaret nadmolekularni
komplexy in vitro.

Purifik.p-1,3 glukan siti protopl.+ mannan + B-1,6-glukan stén+ (3-1,3 glukan stén kvasinek mohou
vytvaret nadmolekularni komplexy in vitro.

Purifik. B-1,3 glukan siti protopl. + mannan + B-1,6-glukan stén + 3-1,3 glukan stén kvasinek A2
+ glykogen mohou vytvaret nadmolekularni komplexy in vitro.

Zaver: Pri vzniku bunéecné steny kvasinek se
muze uplatnovat autoorganisace sténovych
polymeru do nadmolekularnich struktur




Zavery ad protoplasty Saccharomyces cerevisiae

1+ Sité syntetizované protoplasty Saccharomyces cerevisiae v tekutych
médiich jsou z nerozpustnych polysacharidu

B-1,3-glukanu a chitinu (90% glukanu a 10% chitinu);
mikrofibrily sité jsou z (3-1,3-glukanu.

2+ Protoplasty Saccharomyces cerevisiae syntetizuji v tekutych meédiich
linearni retézce (3-1,3-glukanu.
B-1,3 glukan ,vétvici“ enzym, ktery ,prihackovava“ ve sténé kvasinek k
Imearmm Fetézcum bocni vétve, ziFejmé u rostoucich protoplastu \'/
tekutém mediu chybi (byl tekutym médiem z protoplastiu odstranén).

3+ Sité protoplastii nejsou zatmeleny, protoze polymery amorfni matrix
jsou rozpustné ve vode.

4+ Rozdily v SiiFce triple-helixu zjisténé rtg difrakci a ELM svédci pro to, ze
nativni mikrofibrily in vivo nevznikaji self-assembly, ale ,, enzyme-
directed assembly“.

5« Zakladni stavebni jednotkou nativnich mikrofibril siti protoplastu je
elementarni fibrila Sifrky 1.6 nm; jeji podstatou je triple-helix Sirky 1.53 nm
(d) a 1.58 nm (m).




Zaveéry ad sténa Saccharomyces cerevisiae:

1V nativni bunééneé sténé kvasinky Saccharomyces cerevisiae
jsou mikrofibrily 3-1,3-glukanu, které tvoii ,,exoskeleton‘ stény.

2+ Tyto mikrofibrily jsou ve sténé zatmeleny amorfnimi glukany s (3-
1,3- a (3-1,6 vazbami, na které se vazi vnéjSi mannoproteiny
stény.

3¢ Pii vzniku stény kvasinek se miiZe uplatilovat autoorganisace
biopolymert stény.

Zaveéry ad protoplasty a sténa Schizosaccharomyces

pombe
1+ Mikrofibrily siti protoplastlii Schizosaccharom. pombe obsahuji
3-1,3-glukan a o-1,3-glukan. V sitich po reagregaci in vitro jsou 2
typy mikrofibril.

2+ Sténa kvasinky Schizosaccharomyces pombe obsahuje
mikrofibrilarni kostru (exoskelet), ktera je z 3-1,3-glukanovych a
z a-1,3-glukanovych mikrofibril.Fibrilarni skelet je maskovan
amorfnimi glukany s (-1,3- a -1,6-vazbami.




Lipke a Ovale (2002) J. Bacteriol 180: 3735-3740. (Saccharomyces cerevisiae)
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Souhrn prednasky
l. STRUKTURA BUNECNE STENY KVASINEK
e 1. Bunécna sténa kvasinek je lokalizovana na povrchu bunék.

e 2.Jevystavéna z biopolymeru: z polysacharidl a z glykoproteind.

e 3. Biopolymery zahrnuji B-1,3-glukany, B-1,6-glukan,
mannoproteiny a chitin.

e 4, Chitin je akumulovan v jizvach po puceni, ale cast molekul
chitinu je také dispergovana v lateralni sténé, kde asociuje s
dalSimi biopolymery.

e 5.B-1,3-glukan asociuje do mikrofibril. Mikrofibrily tvori rigidni
skelet bunécné stény. Ostatni biopolymery tvori amorfni matrix,
ktera zatmeluje mikrofibrilarni glukanovou komponentu.



Il. PROTOPLASTY KVASINEK JAKO MODELY KE STUDIU
BIOGENESE NOVE BUNECNE STENY

1. Protoplasty Saccharomyces cerevisiae vytvareji v tekutém zivném
médiu tzv. ,fibrilarni sité”. Jsou vystavény z mikrofibril B-1,3-glukanu
(90%) a obsahuji také chitin (10%).

2. ,Fibrilarni sité protoplastu ,,obsahuji linedrni B-1,3-glukan, rozpustny
v NaOH, jehoz rentgenovy difrakcni diagram odpovida linearnimu
polysacharidu paramylonu (zasobni polymer Euglenophyt).

3. ,Fibrilarni sité protoplastu ,, obsahuji také rozvétveny B-1,3-glukan,

jehoz rentgenovy difrakcni diagram odpovida rozvétvenému
glukanu bunécnych stén kvasinek, ktery je v komplexu s chitinem, a
tento komplex je nerozpustny v alkaliich.

4. Protoplasty kvasinek, které vytvori v tekutém mediu jen ,fibrilarni
sité”, nejsou schopné se deélit, a prezivaji asi 24 hod.

5. Protoplasty kvasinek jsou vSak schopné sporulovat. Spory jsou
zivotaschopné a schopné prezivat a dat vznik vegetativnim bunkam.



11l. FUNKCE BUNECNE STENY KVASINEK

1. Bunécna sténa kvasinek je lokalizovana na povrchu bunék,
a proto poskytuje kvasinkové bunice mechanickou ochranu.

2. Bunécna sténa kvasinek je nezbytna pro vyvoj geneticky
podminéného tvaru bunky (cylindrického, ovoidniho atp.).

3. Bunky, které jsou zbaveny bunécné stény, zaujimaji tvar
koule (,,protoplasty”).

4. Buniky zbavené bunécné stény (,,protoplasty”) nejsou
schopné se délit — nemohou realisovat cytokinesi, ale jaderné
déleni (mitosa) probihat muUze; tak muze vzniknout

vicejaderny kvasinkovy utvar, ktery vsak neni schopen bez
bunécné stény prezivat ani se délit, a Casem umira.

5. Bunécna sténa je nutna ke konjugaci kvasinek.
6. Bunécna sténa obsahuje enzymy a antigeny.



IV. BIOGENESE BUNECNE STENY KVASINEK

e 1.B-1,3-glukan po rozpusténi muze asociovat do
nadmolekularnich komplexu in vitro na principu
autoorganisace.

e 2.B-1,3-glukan asociuje in vitro autoorganisaci do
mikrofibril.

e 3. Biopolymery stény mohou asociovat do nadmolekularnich
komplexUt na principu autoorganisace molekul in vitro bez
Ucasti enzymu, bez dodani energie, bez pritomnosti
templatovych struktur.

e 4. Tyto nadmolekuldrni komplexy sténovych biopolymert
vzniklé in vitro na principu autoorganisace molekul obsahuiji
mikrofibrily i amorfni matrix a pripominaji texturu bunécné
steny.



Dékuji za pozornost.

Seznam publikaci, tykajicich se vyzkumu bunécné
stény kvasinek v obdobi 1965 - 2011
|ze nalézt na adrese:

http://www.med.muni.cz/~mkopecka/
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