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Prednasky — Casy, na IS
Cviceni — blokové (2 skupiny po 10-12)
3 terminy zkouseni (3 skupiny po 6-ti)

* Prednaska cca 15minut + 5 minut diskuse

* Dobry uvod k tematu, vysledky a zavery (pouzita
iteratura)

Odborné ¢lanky (z mezinarodnich ¢asopisu tj.
anglické) zabyvajici se vyzkumem kvasinek a
jejich aplikaci, ne starsi nez Slet

Tématicky blizkeé diplomove praci (nikoli referat o
diplomce!)

Diskuse — vysvétleni detailu, otazky z prednasek




20.9.2012 | 9-10.50hod Doc. Palecek Uvod —historie, vyznam

27.9.2012 | 9-10.50hod Doc. Palecek Metody kultivace, detekce, zpUsoby analyzy

4.10.2012 | 9-10.50hod Doc. Palecek Genetické a molekularné biologické metody
11.10.2012 | 9-10.50hod Doc. Pale¢ek Morfologie a bunécny cyklus, parovaci proces,
18.10.2012 | 9-10.50hod Doc. Pale¢ek Regulace transkripce, lokalizovana exprese , hybridni systémy
25.10.2012 | 9-10.50hod Doc. Pale¢ek Organizace chromatinu a oprava DNA

1.11.2012 | 9-10.50hod prof. Svoboda Sekre¢ni drahy a endocytéza

8.11.2012 | 9-10.50hod prof. Svoboda Protoplasty kvasinek jako modelovy objekt
15.11.2012 | 9-10.50hod prof. Svoboda Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
22.11.2012 | 8-12hod A7 prof. Svoboda+Doc.Palecek - Cvi€eni k pfednasce
29.11.2012 | 8-12hod A7 prof. Svoboda+Doc.Pale¢ek - Cvi€eni k pfednasce

10-11.50hod

6.12.2012 A7 prof. Kopeckéa O podstaté bunéénych stén kvasinek

13.12.2012 | 8-12hod Doc. Palecek Zkouska

Doladit program, otazky?




Osnova prednasek

Vyznam - vyzkum, vyuziti ... vyskyt
Mikrobiologie - zakladni charakteristiky
Metodologie — identifikace

Genetika

Bunecna biologie — sekrece, bunecna
stena

Molekularni biologie — bunecny cyklus,
chromosomy

Klinicke aspekty — patogenni kmeny



Kvasinkari

Brno — prof. Svoboda, Dr. KrejCi, Doc.
Vanacova ...

Praha — Doc. Palkova, Dr. Hasek, Dr.
Valasek ...

Bratislava — prof. Tomaska, prof. Nosek,
Dr. Chovanec ...

Viden — Biocentrum ...
UK — Sussex university ... prof. Nurse
USA - prof. Botstein, Dr. Forsburg ...



Informacni zdroje

Janderova & Bendova: Uvod do biologie kvasinek, nakladatelstvi Karolinum (1999)

nejnoveéjsi ¢lanky z Casopisu Cell, Nature, Science, PNAS

vzdy uvedeny na slide

F. Sherman, Getting started with yeast, Methods Enzymol. 350, 3-41 (2002):

http://dbb.urmc.rochester.edu/labs/sherman f/StartedYeast.html

SGD databaze: http://www.yeastgenome.org/

http://wiki.yeastgenome,
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The Forsburg Lab pombe Pages: .,
Working with fission yeast . e

This part of the Forsburg Lab website contains technical information of use to people who studv 5. pombe. Visit our home page for a directory to this pombe site, or the istof | =
frequently asked questions for fast answers to common questions. If vou want to browse practical information about working with fission veast, vou're in the right place. [ — B

Page contents

On this page:
Commonty used selectable markers.
A note about nomenclamire.
A summary of promoter activity and expression systems
Info on primer design for amplification of open reading frames.
How to construct plasmids for cross-complementation experiements
The almanac of useful constants and numerical values for pombe
adef mutant alleles that may be hanging out in vour strains
The "wildtvpe" 972: where did it come from?
Restriction site usage in . pombe genome. FAEHH
Protocols for pombe, including flow cyvtometry, colony PCR, working with diploids, disruptions and integrations, DAPT staining, and plasmid shuffle. Also includes links to other protocol pages.

Other pages on our site: follow these links to find

=Frequentlv asked questions about working with pembe

= PombeWeb, including fission veast lab home pages, faculty listings, meetings, genomics, and all the pombe-related lnks we can find.

= Communitv news, including newsbites, committes info, and postdoc ads v
== An index of fission veast plasmids, including general plasmid information, sequences, and maps (the vector database). s
=4 st of useful technical references for fission veast molecular genetics. —
== _Genome project information for fission veast

~Sequence analvsis sites including Sanger, the Blast servers and analvsis tools

~Recipes for fission veast media

=Dmgz= for fission veast, including selection/counterselection and DNA damaging agents

“=Want to know the equivalent S. cersvisiae genes for S. pombe cell cycle genes? Visit our new gene conversion table .
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- savci pili alkoholicky nektar miliony let (PNAS, 2008)

- Tana pestroocasa pije fermentovany
nektar z kvetu Bertramovy palmy

- dlouhodoba konzumace
fermentovanych stav vedla k evolucni
adaptaci tohoto savce — zvySena
exprese alkoholdehydrogenasy

- autori spekuluji o vlivu takovychto
prirodnich alkoholickych napojd na
evoluci ... nastaveni hladiny ADH u
Clovéka ;-)

- kvasinky Saccharomyces cerevisiae aj.
rostou na substratech bohatych na cukr

- kvasinky fermentuji sladky nektar z
Bertramovy palmy




... trochu historie

- pfirozené v prostfedi mohou fermentovat sladké stavy (napf. nektar ...)
- lidé vyrabéli napoje podobné dnesnimu pivu a vinu jiz pfed ~9000 lety
(chleba pfed ~4000 lety)

- poprvé kvasinky pozoroval A. van Leeuwenhoek v roce 1680
- nazev Zuckerpilz (,cukerna houba®) tj. Saccharomyces od roku 1837 (T. Schwann)
- L. Pasteur prokazal aktivni uCast pfi kvaseni (publikoval 1866, 1876)

- prvni Cisté kultury S. cerevisiae izolovany z piva (E.Ch.Hansen) a z vina (Muller-
Thorgau) v 80.letech 19. stoleti (cerevisiae = pivo v latiné, pombe = pivo ve swahili) ...
M. Rees popsal a pojmenoval S. ellipsoideus (fermentuje ovocné stavy)

-prvni systém pro klasifikaci (patogennich) kvasinek, zalozeny na morfologii bunék a
nékolika fyziologickych testech (fermentace monosacharidu.. .) vytvoril A. Guﬂhermond
v roce 1912 . o

- v Ceskoslovensku prof. Kratochvilova ...

- nejintenzivnéji studovana eukaryotni bunika (bunecny cyklus ...)

- S. cerevisiae prvni kompletné osekvenovany eukaryontni genom (1996)
(S. pombe, 2002; v souCasnosti osekvenovanych >35 druhu kvasinek)
Nobelova cena za vyzkum bunécného cyklu (2001 — Nurse, Hartwell, Hunt)

Science 272 (1996), p.481 + Nature 458, (2009), p337


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/de/Ptilocercus_lowii.jpg

Prirozeny vyskyt

- ve vode (dle &istoty — mote 10/1, jezera 100/1, odpadni a2 108/l; v

arktickych vodach Leucosporidium, v odpadnich vodach Candida
parapsilosis, S. exiguus, fekalni znecisténi indikuje Hansenula anomala, C.
albicans, v olejem znecCiStenych vodach Candida (Yarrowia) lipolytica, C.
tropicalis, v planktonu v zavislosti na rasach napr. Rhodotorula

o )4
-V pUde (mnohem méné nez bakterii, do 15cm hloubky —

Schwanniomyces, Lipomyces, Cryptococcus, schopny hydrolyticky stépit
cellobiosu, lignin nebo produkty bakterialniho metabolismu)

- naproti tomu v Antarktide
jsou dominantni (méné
bakterii)

- vyzkum v letech 2003-4:
|zolovany 2x asco- a 16x
basidiomyceta (7x noveé druhy)

Conell et al., Microb Ecol 56 (2008)

Figure 1 Sample site locations in South Victornia Land, Antarctica Valley are shown in (b) and Taylor Valley i (d). The location of the
(2003-2004). Sites are identified by stars and labels. The entire study area study arca on the Antarctic continent is indicated with a star in (c)
with specific sites 035P24 and 03MD3 is shown in (a). Sites in Wright



Table 2 Species isolated from Southern Victoria Land soil

Species Site isolated Isolate number GenBank accession Closest match Percent match
Clavispora lusitaniae® 03ynp2 CBS 10625 EU149777 AY321475 99
Cryplococcus nyarmowi 037121 CBS 10614 EU149778 AFA006Y7T 100
03723 CBS 10632 EU149780
03ynp2 CBS 10740 DO402536
3ynp2 ANT 03-028 EU149779
Cryplococcus saitol 03Dn CBS 10631 EU149783 AF444372 99
(3 Lab1 CBS 10628 EU149782
(13 Lab2 CBS 10630 DO402537
(13 Labé6 CBS 10618 EU149781
Cryptococcus sp 1 13YB1 ANT 03-149 EU149784 ABO35045 94
Cryplococcus carmescens 03 G5 CBS 10755 EU149786 ABO35050 oo
13CW1 CBS 10634 EU149785
Cryptococcus albidosimilis (13 Lab8 CBS 10619 EU149787 AF145325 100
Cryptococcus vishniaci (3 Lab3 CBS 10616 EU149788 AF145320 100
Diebaryomyces hansenii® (13 Lab1 CBS 10629 EU149790 EF222227 100
(13 Lab4 CBS 10751 EU149791
(03723 CBS 10686 EU149789
Dioszegia sp 1 13CW2 CBS 10623 EU149792 ABO49613 95
13YBI1 ANT 03-101 EU149793
Dioszegia sp 203CW2 CBS 10637 EU149798 AF444379 91
Leucosporidium sp 1 03MD3 CBS 10633 ELT49802 AF444529 87
03714 CBS 10684 ELUT49803
03730 CBS 10641 EUT49804
Leucosporidium sp 2 03MD3 CBS 10638 ELUT49805 AF444529 96
03CW1 CBs 10639 EL49806
Leucosporidium sp 3 03MD3 CBS 10620 EU149807 AF444529 85
Leucosporidium sp 4 03MD3 CBS 10636 EU149808 AF444529 97
03YB2 CBS 10640 EU149809
Mrakia stokesii 03730 CBS 10622 EU149810 AF144486 100
Rhodospordium kratochvilovae | 03Lab6 CBS 10617 DO402534 AF444520 100
Fhodotonla Taryngis 03723 CBS 10621 EU149811 AF444617 08
Rhodotorula mucilaginosa 03NB35 CBS 10685 DO402533 AF444635 99
035P24 CBS 10752 EU149812
Representative isolates with JT5 _CepBapk accession numbers are listed. Isolates currently in the CBS collection are noted using the CBS

accession number. The accession number of the closest match to described species listed in GenBank are shown
*Members of Ascomycota



Prirozeny vyskyt

- na kazicich se plodech (na spadiych piodech ...

schopny hydrolyticky Stepit cellobiosu, lignin nebo produkty bakterialniho
metabolismu - zahnivajici kaktusy => pektolytické bakterie => kvasinky
Pichia cactophila, P. opuntiae => pfenos a vyziva drosofila)

- na listech rOStIin, kvétech (nektar palmy Bertramové

... cervené kvasinky rodu Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces,
cerna Aureobasidium pullulans,)

- p‘fenééeny hmyzem (v zazivacim traktu mugek

Drosophila z potravy, izolovana Metschnikowia orientalis nalezena v
kvétech a pfenasena Cmelaky na Cookovych ostrovech, Int J Syst and Evol
Microbiology, 2006) -




« Kvasinky nalezeny ve stfevé mouchy Drosophila

* Askus chrani spory béhem prichodu travicim traktem, ale zaroven dochazi
k CasteCnému natraveni enzymy, ¢imz se usnadnuje kontakt mezi
nepfibuznymi gametami

 Bylo zjisténo, Ze pruchod travicim traktem 10x zvySuje frekvenci sexualniho
rozmnozovani s nepfribuznymi gametami

* Hypotéza, ze hmyz slouzi jako vektor umoznujici kvasinkam osidlovat nova
prostredi, pricemz zvysena rekombinace zvysuje Sance na preziti a
adaptaci na né

Kvasinky a savci

- Tana pestroocasa pije fermentovany nektar z kvétu Bertramovy palmy ...

i Clovéku se dostavaji kvasinky do traviciho traktu napf. pfi konzumaci burcaku ;-))
- kvasinky tvofri jen malou ¢ast stalé mikroflory ve stfevé - méné nez 0,1 %
mikroflory

-nejcastéji je z gastrointestinalniho traktu
izolovana C. albicans (C. dubliensis)

- klze, ustni dutina, sputum, vaginalni sekrety,
vytéry zvukovodu, mog, stolice ...




Patogenni kvasinky

-15 druhu je potencialnimi lidskymi patogeny (vyvolavaji onemocnéni u
oslabeného organismu — imunosupresiva, cukrovka ... vyznamnym faktorem
virulence je schopnost tvorby biofilmu - antibiotika na eukaryota nezabiraji) —
vice prof. Svoboda

-Kandidozy (C. albicans, dubliniensis, krusei, tropicalis, parapsilosis,
_ glabrata, utilis, lipolytica)
. -Candida albicans — urogenitalni a krevni infekce (vyskytuje se u
Clovéka pfirozené)
' -Cryptococcus neoformans — 8% AIDS pacientll — plicni onemocnéni
az do mozku - (pfenasi Svabi a holubi — kreatinin z trusu pouzivaji

B% -Malassezia — poruchy pigmentace kuze a lupy tzv. pityriazy (M.
@ furfur, globosa, japonica, obtusa, restricta, yamatoensis, dermatis,
—\ slooffiae, sympodialis,.nana, pachydermatis)

-3 druhy Trichosporon (kuze)

Malassezia furfur

pityriasis versicolor

Prof. A. Svoboda



Vyznam pro zdravi Cloveka

- exprese proteinu - pfiprava ,hepatitis B core” antigenu, anti-thrombin proti
srazeni krve (Pichia pastoris)

-Pangamin — kvasinkové lyzaty — vitaminy, nenasycené mastné kyseliny,
mineraly ...

- ImmiFlex — obsahuje beta 1-3,1-6 glukany z bunéénych stén kvasinek S.c. —
aktivuji imunitni systém (neutrofily) a zvySuji tak obranyschopnost organismu

Prr:: hIDtEES

2 Saccharomyces
< Q . : Boulardil

plus Bin-NMos’

- Saccharomyces boulardii — izolovan z ¢inské $
LyCi (1920, Henri Boulard) - pouzivan jako probiotikum
pri strevnich potizich (Enterol, Salutil) - ochrana proti
patogenum (Salmonella typhimurium, C. albicans) —
moduluji imunitni systém, inhibuji uCinky bakterialnich
toxina a rust hyf ...

Murzyn et al., 2010, FEMS Microbiol Lett.



Prumyslovy vyznam

- vyroba piva, vina, etanolu a pekarského drozdi (S.c.), ruzné
kmeny pro spodni (S. bayanus) a svrchni kvaseni, vinarskeé a
lihovarské (hybridni kmeny napf. S.c. + S.kudriavzevii)

- krmna biomasa (Candida utilis), pfiprava mléénych vyrobkdu
(Candida kefyr, Klyuveromyces lactis), ziskavani ergosterolu
(prekurzor vitaminu D), zdroj komplexu vitaminUu skupiny B ...

- Stépeni skrobu amylolytickymi enzymy (Saccharmycopsis
fibuligera, Schwanniomyces occidentalis)

- Stépeni dfevni hmoty — Stépi xylozu pfimo na etanol za
aerobnich podminek(Aureobasidium, Candida utilis, Pachysolen
tannophilus, Candida shehatae a Pichia stipitis)

- odbouravani ropnych produktu ( Yarrowia lipolytica),

- sorpce tézkych kovu (odstranéni znecisténi)

‘ Kov | Biosorpéni kapacita (mg kovu/g suché hmotnosti biomasy)
|Zr| = H.nndusum (25.6)= P. chrysogenum = (19.2)= F. vesiculosus (17 .3)= aktivovany kal(2 7)= 5. rimosus (6.63)= 5. cerevizizs (3.45)
|Eu = |S. rimosus (9.07)= P chrysogenum (8.62)= F. vesiculosus (7.37)= Aktivni sluge (5.54)= 5. cerevisize (4.93)= A. nodosum (4.69)
|Ni o |F. vesiculosus (2.658)= 5. imosus (1.63)= 5. cersvizize (1.47)= A nodosum (1.11)
Pb** |Phanerochaete chrysosporium (419,4)= R. nigricans (403, 2)= M. purpures (279 5)= 5. cerevizize (211,2)= A. terreus (201,1)=
M. inyoensis (155 2)= Streptomyces clavuigerus (140.2)
Cd* |Protonovane biomasy: Bacilus lentus (= 30)= Aspergillus oryzae = 5. cerevisizs (<b)
Cu?* |Rostouc bunky: 5. cersvisize (7.11)= K Marxianus (6.44)= Candida sp. (4.80)= 5. pombe (1.27).

- GMO napf. pfiprava bioplastu (Lu et al. JACS, 2010)



Priprava monomeru pro vyrobu plastu
— vyuziti Candida tropicalis

« Candida tropicalis je schopna vyuzit mastné kyseliny jako zdroj uhliku
(acetyl-CoA)

« mutantni kmen (APOX4, APOXS5) neni schopen p-oxidace a preménuje je
oxidaci na di-karboxylové kyseliny (Picataggio et al, Biotechnology, 1992)

o dalSi mutagenezi (pomoci flp rekombinasy — viz genetika) odstranili geny dalSich oxidas
(4 alkohol oxidasy) a dehydrogenas (6 alkohol dehydrogenas) aby
eliminovali o-oxidaci

* novy kmen je schopen produkovat

, : , Fatty acid

o-hydroxymastné kyseliny, ktere mH]_,mﬁ;\n/ ~_ Boxidation
Ize pouzit pro vyrobu bio-polymert -

o , ° CH+(CH,) -COOH
(plastti podobnych polyetylentim, CHy(CH,),-COOH >'(

. , . . vl CoA oxiclase

bio-odbouratelné na bio-palivo) CYPSA Pasts oM IO

v, . CH:-{CH,), ~CH=CH-CO-5-CoA
« dalSi modifikace kmene HO-CH,-(CH,), -COOH
(integrace genu pro lipasy)  biock unknown enzymes CH,(CHL), ,-CHOH.CH,-COS-CoA

moznilo primé ravani
by u o’ o) plo € odbourava OHC-(H.).-COOH [P
odpadnich oleju ... l ' CHo-(CH, ). »-CO-CH,-CO-5-CoA
HOOC-(CH,),-COOH  CH- (¢ |[-:-,,-:UT.*-L--\ CH3-CO-5-CoA

Lu et al., JACS (2010)



