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O ¢em se dozvite?

e VVyznam — vyskyt, vyuziti, vyzkum ...

* Mikrobiologie - zakladni charakteristiky
* Biotechnologie - metody

* Genetika - metody

» Klinické aspekty — patogenni kmeny
 Bunécna biologie — bunecna sténa ...

* Molekularni biologie — bunécny cyklus,
transkripce, chromosomy, evoluce

Prarez ucivem pro statnice



21.09.201710-11.30hod
28.09.2017
05.10.201710-11.30hod
12.10.201710-11.30hod
19.10.201710-11.30hod
26.10.201710-11.30hod
02.11.201710-11.30hod
09.11.201710-11.30hod
16.11.201710-11.30hod
23.11.201710-11.30hod
30.11.201710-11.30hod
07.12.20178-12hod
14.12.20179-12hod

Pfednasky — PPT budou na IS po prednasce
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A2-2.11
A2-2.11
A2-2.11
A2-2.11
A2-2.11
A2-2.11
A2-2.11
A2-2.11
A2-2.11
A7-2.17
A2-2.11

Cviceni — blokové

2-3 terminy zkousSeni

test a p Fednaska

Rozvrh p rednasek
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Doc.
Doc.
Doc.
Doc.
prof.
prof.
prof.
Doc.
Doc.

Pale¢ek

Palecek
Palecek
Palecek
Palecek
Svoboda
Svoboda
Svoboda
Palecek
Palecek

Uvod — historie, vyznam

volno

Z&kladni charakteristiky kvasinek

Diagnostické a molekularné biologické metody

Genetika kvasinkovych organismu

Morfologie a bunécny cyklus, parovaci proces,

Protoplasty kvasinek jako modelovy objekt

Struktura kvasinkové buriky, sekre¢ni drahy a endocytoza
Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy
Organizace kvasinkového chromatinu a evoluce

Svoboda+Palegek Cviceni k pfednaskam

Doc.

Pale¢ek

test + predtermin zkouSky




Osnova 1. prednasky
Uvod
Kvasinky — historie
Vyskyt a prenos
Vztah k lidskemu zdravi
Vyznam pro biotechnologie a vyzkum
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Informachni zdroje

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

F. Sherman, Getting started with yeast, Methods Enzymol. 350, 3-41 (2002):
http://dbb.urmc.rochester.edu/labs/sherman f/StartedYeast.html

B4

... nejnovéjsi ¢lanky z Casopisu Cell, Nature, Science, PNAS ... vzdy uvedeny na strance

SGD databaze: hitp://www.yeastgenome.org/
http://wiki.yeastgenome.org/index.php/Commonly_used_strains

e Community Information - Windows Internet Explorer g@@
@C:v \'- FEo ) fenie yeastgenome.ong o Conten s <hi y:'] V| W[+ X ‘ ] i [[o]=
© Soubor lpravy  Zobrazt  Oblbené polozky  Néstroje  Népovéda
x Oy pdiiorge | | search {f T POFCreator e eBay @ Amazon | i Options -
- il bibené polozky | 5 [0 tevovane veby @) acer Home b desktop.ini @& Free Hotmall @) Golere ot et Sice = @] Lenove _eska republika £ | Novorozenedkd loutenka I tirtovane weby =
52|~ W Community Information X :;@Ma\:rugenOnhnESEquenclng‘.. & 1-TASSER resuls '_ | f v B U g v Sténka - Zabezpefen~ masvols~ @
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w . site Map | Search Options | Help | Home | Ta® B i

Community Info Submit Data BLAST Primers PatMatch Gene/Seq Resources Advanced Search Community Wiki

» Search Options

Advanced Search, YeastiMine, Full- ty

i Community Info
Search SGD weh pages.

Global Gene Hunter, Search Literature

and more

» Help Resources Search SGD Colleagues

Getting Started. Sitemap. FAQ. and more. Use the ‘Calleague’ Option in the Category Search to search SGD for yeast colleagues
» Analysis & Tools ‘Yeast Laboratories

Links to Pls of yeast laboratories
BLAST. GBrowse, Gene/Seq Resources

YeastMine, Maps, and more Colleague Submission/Update

i Add or update your information in SGD
» Homology & Comparisons

PDB Homologs, Protein Domains/Matifs, Biosci Yeast Archives

Homologs, and more Search the Yeast Biosci Newsgroup
» Function & Expression Community wiki
Protein Info. Pathways: Community-edited information about S. cerevisiae genes. gene products, and resources

Expressicn Analysis (SPELL). and more
Career Resources

» GO Resources List of various biology related online job sites
GO Tutorial. What is GO? Cérain 0 Nanaten st Nallastians |

Hatova & Internet v B v
74 Start.  [Wamcrosot,. +| @ 3Thundesbrd  » /5 communiby ToF.. | [ 11 Microsoft .., = | B33 Microsoft 0., - MCE-Andrews

A fultext.pdf- 4.,



@ Saccharomyces
GENOME DATABASE

SGD Anslyze -  Sequence -  Functid Table 1. Genomes included in the initial release of the Variant Viewer
Variant Viewer Strain SGD strain page URL
CEN.PK2-1Ca http:/fwww.yeastgenome.org/strain/CENPK/overview
Enter gene name, GO term, or list of gene names D273-10B http:/f'www. yeastgenome.org/strain/D273- 10B/overview
FL100 http:/fwww. yeastgenome.org/strain/FL100Voverview
JK9-3d http:/fwww. yeastgenome.org/strain/JK9-3d/overview
RMII-1A http:/fwww. yeastgenome.org/strain/R M1 1 - la/overview
x U§! E1278b-10569-6B http:/fwww.yeastgenome.org/strain/Sigma | 278b/overview
w 53X - .
Eﬂ PP Y §g SEY6210 hitp:/fwww. yeastgenome.org/strain/SEY62 10/overview
5 § § =88g>- é Roe SK1 http:/fwww. yeastgenome.org/strain/SK loverview
o 1 w303 http://www. yeastgenome.org/strain/W303/overview
VAW;?VU: g X2180-1A http:/f'www. yeastgenome.org/strain/X 2180- | Aloverview
SEO1 Y55 http://www. yeastgenome.org/strain/Y 55/overview
YALD66W
YALO65C [ |
YALOS4W-B
TDAB
XL063CA
Y, X
gso; - ECM33 GPl-anchored protein of unknown function
H
8ort1 $288C Location: Chromosome Il 393123394742
YALO59C-A -
Ecm = it T ? 0 e e
vAwsiNcE: 0 200 400 400 800 1000
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PEX22
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AlM2 6 A T A T G A C
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YALO47W-A mﬁmmmmm : : rﬂr : ; : : g
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¥ i SR PR
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Sheppard et al., NAR, 2016
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Témata symposii a workshop u

Regulation of Gene Expression

RNA processing and regulation

Metabolism and stress response

Organelle dynamics

Cellular strategies of protein quality control
DNA replication, mutation and repair

Cell cycle, cytoskeleton and morphogenesis

Modern yeast biotechnology

New tools in yeast research

Yeast population, comparative and evolutionary genomics
Systems biology and bioinformatics

Proteostasis, ageing and disease models

Yeast pathogens and host interaction

28! International Conference on Yeast Genetics and Molecular Biology (ICYGMB)

s August 27 - September 1, 2017
YEAST 2017 Prague, Czech Republic




Kvasinkari
Brno — prof. Svoboda, ... doc. Pale ¢ek (diplomant)

Praha — prof. Palkova, Dr. Hasek, Dr. Valasek ...
SR - Bratislava — prof. Tomaska, prof. Nosek ...
UK — prof. Nurse, prof. Cairr ...

USA —prof. Schekman, prof. Forsburg ...
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http://www.yeastgenome.org/cache/yeastLabs.html - S. cerevisiae




trochu (pre)historie

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

- ve stfedoveku v Evrope kvasily slad — nazev yeast pochazi z némeckeho
Gischt/holandského Gist (nazev pro pénu na povrchu kvasnych produktt —
LAle® se svrchnim kvasenim - pouzivana pro re-inokulaci nového kvaseni)

- v Cechéch se varilo pivo od 9.stoleti (knize Vaclav zakazal vyvoz chmelu
pod trestem smrti)

- roku 1516 v Bavorsku poprve definovali

co a kdy se smi pouzit pro vareni piva

(jeémen, voda a chmel — v obdobi od 29.9. do 23.4.
kvasinky brali jako vedlejSi produkt)

- v letnim obdobi skladovano v jeskynich na ledu ’
(skladovani a chladné prostredi — kvasinky pro Ale — Saccharomyces
“Lager” se spodnim kvasenim) cerevisiae
e
g; : E‘ Lager — Saccharomyces

&

pastorianus dle NGS
ptivodem z Ciny

\

P
[
‘a
g o & =

s
A
3

Monerawela a Bond, Biotech Adv, 2017



trochu historie

poprveé kvasinky pozoroval A. van Leeuwenhoek v roce 1680
- L. Pasteur prokazal aktivni ucast pfi kvaseni (publikoval 1866, 1876)

- nazev Zuckerpilz (,cukerna houba®) tj. Saccharomyces od roku 1837 (T.
Schwann)

- prvni Cisté kultury S. pastorianus izolovany z piva (E.Ch.Hansen, Carlsberg)
a S.c. z vina (Muller-Thorgau) v 80.letech 19. stoleti (cerevisiae = pivo v
latine, pombe = pivo ve swahili)

- prvni systém pro klasifikaci (patogennich) kvasinek, zalozeny na morfologii
bunék a nékolika fyziologickych testech (fermentace monosachandu)

vytvoril A. Guilliermond v roce 1912
- v Ceskoslovensku prof. Kratochvilova ...

Lager — Saccharomyces
pastorianus

Ale — Saccharomyces
cerevisiae

Monerawela a Bond, Biotech Adv, 2017



trochu historie vyzkumu

- v 70. letech 20. stoleti se zacali kvasinky vyuzivat jako modelovy
eukaryoticky organismus (navazoval na vyzkum bakterii a bakteriofagu)

- nejintenzivnéji studovanou eukaryotni burikou byly kvasinky S.cerevisiae
(USA) a S. pombe (UK, Japonsko)

- Nobelova cena: za vyzkum bunécného cyklu - 2001 — Hartwell , Hunt,
Nurse ; za sekreci — 2013 — Schekman, za autofagii — 2016 — Ohsumi )

- S. cerevisiae prvni kompletné osekvenovany eukaryotni genom (1996)
(S. pombe, 2002; v soucasnosti osekvenovany desitky druhd a stovky
kmenu kvasinek)

-V soucasnostl nékolik set Iaboratorl na svéte Wuzwa S. pombe ..

ey

: ; \"A UL = @Ol
. | e ;:|:.. \,\;._-51 e o J)
Fantes a Hoffman, Genetics, 2016 .‘: £ \ ’-é;iﬂ*‘\. A Qf 1

/€£d (6002) ‘G @1n1eN + T8°d ‘(966T) 2.Z 92UaIdS



- savci pili alkoholicky nektar miliony let

- Tana pestroocasa pije fermentovany
nektar z kvétu Bertramovy palmy

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

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

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

- kvasinky fermentuji sladky nektar z
Bertramovy palmy

Wiens et al., PNAS, 2008




Prirozeny vyskyt

- ve vodeée (dle &istoty — mofe 10/1, jezera 100/I, odpadni az 108/1; v

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

(o] \'¢4
-V pUde (mnohem méné nez bakterii, do 15cm hloubky —

Schwanniomyces, Lipomyces, Pichia, Cryptococcus, schopny hydrolyticky
Stépit celobiosu, lignin nebo produkty bakterialniho metabolismu)

- naproti tomu v Antarktide
jsou dominantni (ménée
bakterii)

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

Conell et al., Microb Ecol 56 (2008)

Figure 1 Sample site locations in South Victora Land, Antarctica Valley are shown in (b) and Taylor Valley in (d). The location of the
(2003-2004). Sites are identified by stars and labels. The entire study area study area on the Antarctic continent 1s indicated with a sfar in (c)
with specific sites 035P24 and 03MD?3 is shown in (a). Siks in Wrght



Table 2 Species isolated from Southern Victoria Land soil

Species Site isolated Isolate number GenBank accession Closest match Percent match
Clavispora lusitaniae® 03YB2 CBS 10625 EU149777 AY321475 99
Cryptococcus nyarrowii 03721 CBS 10614 EU149778 AF400697 100
03723 CBS 10632 EU149780
03YB2 CBS 10740 DQ402536
03YB2 ANT 03-028 EU149779
Cryptococcus saitoi 03DJ1 CBS 10631 EU149783 AF444372 99
03Labl CBS 10628 EU149782
03Lab2 CBS 10630 DQ402537
03Lab6 CBS 10618 EU149781
Cryptococcus sp | 03YBI ANT 03-149 EU149784 ABO035045 94
Cryptococcus carnescens 03 G5 CBS 10755 EU149786 AB035050 99
03CW1 CBS 10634 EU149785
Cryptococcus albidosimilis 03Lab8 CBS 10619 EU149787 AF145325 100
Cryptococcus vishniacii 03Lab3 CBS 10616 EU149788 AF145320 100
Debaryomyces hansenii® 03Lab1 CBS 10629 EU149790 EF222227 100
03Lab4 CBS 10751 EU149791
03723 CBS 10686 EU149789
Dioszegia sp 1 03CW2 CBS 10623 EU149792 AB049613 95
03YBI1 ANT 03-101 EU149793
Dioszegia sp 2 03CW2 CBS 10637 EU149798 AF444379 91
Leucosporidium sp 1 03MD3 CBS 10633 EU149802 ATF444520 87
03T14 CBS 10684 EU149803
03T30 CBS 10641 EU149804
Leucosporidium sp 2 03MD3 CBS 10638 EU149805 ATF444520 96
03CW1 CBs 10639 EU149806
Leucosporidium sp 3 03MD3 CBS 10620 EU149807 ATF444529 83
Leucosporidium sp 4 03MD3 CBS 10636 EU149808 ATF444529 a7
03ynB2 CBS 10640 EU149809
Mrakia stokesii 03730 CBS 10622 EU149810 AT 144486 100
Rhodospordium kratochvilovae | 03 Laba CBS 10617 DO402534 ATF444520 100
Fhodotorla Taryngis 03723 CBS 10621 EU149811 ATF444617 a8
Rhodotorula mucilaginosa 03NB335 CBS 10685 DO402533 ATF444635 L
035P24 CBS 10752 EU149812

Representative isolates with JU5 _GepBapk 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 Ascomycola . ) , ) ,
’ * Nové objevené kvasinkové druhy



Puda a kvasinky

Typ vegetace — slozeni pudnich mikrobialnich komunit

Kvasinky jsou kosmopolitni (vétSinou autochtonni, kromé kmen
vyrobnich)

MnozZzstvi a druhové slozeni kvasinek v pidach je nerovnomérné (vice v
asociaci s rostlinami) — ovliviiuje mnoho faktoru

Nejsou primarnimi degradatory tézko rozlozitelnych latek (lignoceluloza),
ale degradatofi meziproduktl rozkladu rostlinného materlalu (aerobnl
rozklad L-arabinozy, D-xylozy, celobidzy)

Transformace zivin
Kolobéhy C, N, S, P v ekosystéemu
Aerobni respirace i fermentace zivin

Nitrifilkace = pfeména amoniaku na dusicnhany (rody Candida,
Geotrichum, Rhodotorula, Saccharomyces, Williopsis)

Sulfurikace = oxidace siry na sirany, thiosirany (rody
Rhodotorula, Saccharomyces, Williopsis)

Rozpousténi tézko rozlozitelnych fosforeCnanu (rody
Rhodotorula a Williopsis) — podporuje rist rostlin

Botha, Soil Biol. Biochem., 2011



Forests; relative abundance

Grasslands: relative abundance

B 7. porosum
M 7 gucitum
M sc. castellii
B s. starkeyvi-henricii

[T mh. giutinis

M . satumus
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Nerovnomérneé (komplexni) rozlozeni kvasinek

Pokryv ptudy ma velky vliv na diverzitu a mnozstvi pudnich kvasinek (lesy
X pastviny), stejné tak i lidska cinnost (oblasti zemédélsky a lesnicky
vyuzivane X prlrozene) Yurkov a spol., Soil Biol. Biochem., 2012
Birkenhofr a spol., PLoS One, 2012



Vandenkoornhuyse a spol, Science, 2002

Rostliny a kvasinky
- na listech rOStIin, kvétech (nektar palmy

Bertramove ... Cervene kvasinky rodu Rhodotorula,
Rhodosporidium, Sporobolomyces, ¢erna Aureobasidium pullulans,)

- na korenech |
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Rostliny a kvasinky

- na kazicich se pIOdeCh (na spadlych plodech

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

——

V
=
]

"
ry

B
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Pocet kvasinek, log

SR 7o) - Sezonni dynamika kvasinek

4.8
4.6
4.4
4.2
4.0

1 — listy
2 — kvéty
3 - hrabanka

Glushakova & Chernov, Microbiology, 2007

4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3
Mésic
Rozpousti nerozpustné fosfore¢nany ... — podpora rustu kofenu
(stimulatory rastu a biohnojiva)
Symbionti nebo paraziti
Interakce s houbami
Exocelularni polymery (glykolipidy, glykoproteiny) s
fungicidnimi a fungistatickymi ucinky
Extracelularni enzymy (glukanazy)
Mykociny (proteiny)



Interakce s zivocCichy

. Kvasinky a jejich extracelularni polymery a jednoduché
metabolity — zdroj potravy pro jiné organismy

. Predatorské kvasinky Saccharomycopsis fermentans a
Saccharomycopsis javanensis

. Okyselovani prostiedi — regulace poctu nékterych
bezobratlych

Predatorska kvasinka
(Dactylellina candida)
napadajici hlistici
(http://www.uoguelph.ca/~g
barron/2008/dactylel.htm)




Hmyz a kvasinky

- pfenaseny hmyzem (opylovaci) - v€ely, brouci, mouchy

Number of genotypes

Yeast-like symbiont
- of planthopper

Neurospora
Schizosaccharomyces

Trichosporon clade Filobasidiella

Saccharomycetes /
(True yeasts) Ascomycetes \
Basidiomycetes

Suh @ spol.. Mycol Res. 2006



Hmyz a kvasinky

- kvasinky ve streve mouchy Drosophila ...

- askus chrani spory béhem pruchodu travicim traktem, ale
zaroven dochazi k casteCnemu natraveni enzymy, ¢imz se
usnadnUJe kontakt mezi nepfibuznymi gametami

- bylo zjisténo, ze pruchod travicim traktem 10x zvySuje

frekvenci sexualniho rozmnozovani s nepribuznymi
gametami

hypotéza: hmyz slouzi jako vektor umoznujici kvasinkam
osidlovat nova prostredi, pficemz zvySena rekombinace
ZvySuje Sance na preziti a adaptaci na né

Sandhu & Waraich, Microb. Ecol., 1985



Kvasinky a savci

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

- i €lovéku se dostavaji kvasinky do traviciho traktu napf. pfi konzumaci
burcaku, nefiltrované pivo ... neSkodné pro zdraveé jedince (! ale co pro
Imunokompromintované jedince?)

- nejCastéji je z gastrointestinalniho traktu izolovana C. albicans (C. dubliensis)
- kvasinky tvofi jen malou Cast stalé mikroflory ve stfeve - méné nez 0,1 %
mikroflory

- kUze, astni 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)

-Kandidozy (C. albicans, dubliniensis, krusei, tropicalis, parapsilosis,
glabrata, utilis, lipolytica)

-Candida albicans — urogenitalni a krevni infekce (vyskytuje se u
Clovéka prirozene)

| -Cryptococcus neoformans — 8% AIDS pacient — plicni onemocnéni
az do mozku - (pfenasi Svabi a holubi — kreatinin z trusu pouzivaji

| jako zdroj dusiku)

| -Malassezia — poruchy pigmentace kuze a lupy tzv. pityriazy (M.
furfur, globosa, japonica, obtusa, restricta, yamatoensis, dermatis,
looffiae, sympodialis, nana, pachydermatis)

3 druhy Trichosporon (kuze)

Malassezia furfur

pityriasisversicolor

Prof. A. Svoboda
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Genus level Species level

Ascomycetes Basidiomycetes Malassezia

= Arthrodermataceae mmm Cryptococcus N restricta

Aspergillus m \Malassezia mmm globosa mikrobiom
W Candida Rhodotorula mmm sympodialis . 3 S
Chrysosporium - stiago - Onersoecese~ SEKVENACe vzorkd od 10 zdravych jedincu

B Fpicoccum Others (<1%)

mmm Leptosphaerulina

B Penicillium
Phoma
B Saccharomvces

Findley et al, Nature, 2013

mmm Undeterminec
Other genera

- ruce, nos, usi, zada, trisla ... Malassezia
- zatimco na nohou velka diverzita



Vyznam pro zdravi Cloveka

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

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

e T LA
. _7 " b‘
W T

5O A N 58
Probiotics®

Saccharomyces

Boulardii

. . lus Bip-Mos®
Murzyn et al., 2010, FEMS Microbiol Lett. Libpuissd

1 i

- Saccharomyces boulardii — izolovan z Cinske Svesticky
LyCi (1920, Henri Boulard) - pouzivan jako probiotikum
pri stfevnich potizich (Enterol, Salutil) - ochrana proti
patogendm (Salmonella typhimurium, C. albicans) —
moduluji imunitni systém, inhibuji t€inky bakterialnich
toxind a rast hyf ...

- exprese proteind - pfiprava ,hepatitis B core” antigenu, insulin (S. cerevisiae), anti-
thrombin proti srazeni krve (Pichia pastoris)
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Prumyslovy vyznam

- vyroba piva, vina, etanolu a pekafského drozdi (S.c.), rizné
kmeny pro spodni (S. bayanus) a svrchni kvaSeni, vinarske a
lihovarské (hybridni kmeny napf. S.c. + S.kudriavzevii)

- krmndé biomasa (Candida utilis), pfiprava mléénych vyrobk
(Candida kefyr, Klyuveromyces lactis), ziskavani ergosterolu
(prekurzor vitaminu D), zdroj komplexu vitamint 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 produktd (Yarrowia lipolytica),

- sorpce tézkych kovu (odstranéni znecisténi)

Biosorpéni kapacita (mg kovu/g suché hmotnosti biomasy)

7n* |Anodosum (25.8)= P chrysogenum = (19.2)= F. vesicuiosus (17.3)= aktivovany kal(9,7)= 5. rimosus (8.83)> 5 cersvisize (3.45)
Cu* |5 rimosus (9.07)= P chrysogenum (8.62)= F. vesiculosus (7.37)= Aktivni sluge (5.54)= 5. cerevizize (4.93)= A. nodosum (4.99)
|Ni : |F. vesiculosus (2.85)= 5. rimosus (1.63)= 5. cerevizizs (1.47)= A nodosum (1.11)
Pb?* |Phanerochaete chrysosporium (419 ,4)= R. nigricans (403 2)> M. purpurea (279.5)= 5 cersvizize (211 2)= A terreus (201 1)=

M. inyoensis (158 2)= Streptomyces clavuigerus (140.2)
ICd*  |Protonovane biomasy: Bacilus lentus (= 30)= Aspergillus oryzae = S cersvisias (<5)
Cu?* |Rostouci bunky: S cersvizize (7.11)= K Marianus (6.44)= Candida sp. (4.80)= 5. pombe (1.27).

- téZ v pFisti pfednasce



- kvasinky byly po tisicileti hlavnim mikroorganismem ,biotechnologii*

- v poloviné 20. stoleti nastup bakterialnich technologii

- kvasinky (diky detailnimu poznani ...) opét nabyvaji na vyznamu: produkce
metabolitu, produkce rekombinantnich proteind, in vivo biotransformace

- S. cerevisiae — hlavni metabolismus glukosy vede k produkci etanolu (jiné
druhy nejsou tak efektivni a uzivaji i jiné metabolické drahy ... v pfirodé neni
bézna vysoka konc. glukozy)

——

vyhody kvasinek: vysoka rychlost
,pohlcovani“ substratl a metabolismu

velmi odolné vudi stresu } A %

- butanol (lepsi nez etanol), kyselina

mlécn4, isoprenoidy (Artemisinin '
|
|
1
l

— antimalarikum) .platform stram“

//\OH
E =

l O,{ DH’

sekvence genomu mnoha kvasinek
(moznost vyuziti heterolognich

|
metabolickych drah) | A~Ay

Mattanovich et al, Microbiol Cell Factories, 2014




- kvasinky byly po tisicileti hlavnim mikroorganismem ,biotechnologii*

- v poloviné 20. stoleti nastup bakterialnich technologii

- kvasinky (diky detailnimu poznani ...) opét nabyvaji na vyznamu: produkce
metabolitu, produkce rekombinantnich proteind, in vivo biotransformace

- S. cerevisiae — hlavni metabolismus glukosy vede k produkci etanolu (jiné
druhy nejsou tak efektivni a uzivaji i jiné metabolické drahy ... v pfirodé neni
bézna vysoka konc. glukozy)

Pichia pastoris (syn. Komagataella
pastoris), Hansenula polymorpha A
(syn. Ogataea parapolymorpha), |
Yarrowia lipolytica, Pichia stipitis |
(syn. Scheffersomyces stipitis),
Kluyveromyces marxianus

,platform strain

~Noy &
1‘ E >,

Ok

| Ao~A
Mattanovich et al, Microbiol Cell Factories, 2014 1 *




Vyuziti S. cerevisae pro vyrobu biopaliv

dehydrogenazu (XDH) z kvasinky Pichia stipitis
e Prfednostni vyuzivani glukézy (glukozova represe v dalSich pfednaskach)

« Transport celobiosy do bunky (cdt-1 integrovan do genomu) a jeho pfeména na
glukdzu uvnitf buriky (gh1-1 z Neurospora crassa na ,multicopy” plazmidu)

obesla represi

- Vice v dalSich
pfednaskach

Ha et al, 2011, PNAS

&

Cellulosic biomass
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Nemaji pfirozenou metabolickou drahu pro odbourani celobiosy a xylozy
Vlozeny geny XYL1 and XYL2 kdédujici xylozovou reduktazu (XR) a xylitolovou
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Priprava monomeru pro vyrobu plastu
— vyuziti Candida tropicalis

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

 mutantni kmen (P450: APOX4 ...) neni schopen [(3-oxidace a pfeménuije je
oxidaci na di-karboxylové kyseliny (Picataggio et al, Biotechnology, 1992)

o dalsi mutagenezi (pomoci flp rekombinasy — viz genetika) odstranili geny dalSich oxidas
(alkohol oxidasy) a dehydrogenas (alkohol dehydrogenas) aby eliminovali

w-oxidaci Prednaska
* novy kmen je schopen produkovat i 0 genetice
w-hydroxymastne kyseliny, které mﬁdﬂﬁ;ﬂ/ ) _ Poxidation
|ze pouzit pro vyrobu bio-polymeru :

o , ° . CHACH, )L -OO0H
(plastt podobnych polyetylentim, CHy-{CH,),-COOH X
bio-odbouratelné na bio-palivo) CHERATS mi——

« , . e L H(UHa), +CH=CH-CO-5-{ oA
» dalSi modifikace kmene HO-CH~CH,),-COOH N
(integrace genu pro lipasy)  biosk unknown enzymes N ERT :
by umoznilo pfimé odbouravani .

) » OHC-(CH,),-COOH | Delydrogenas
odpadnich oleju ... l ' CH{CHy ), -CO-CH,-CO-S-CoA
Lu et al., JACS (2010) PECEERLCORR. St Sy O o

Dikarboxylové kyseliny
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o - ° CHACH.),-CO0OH
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Vyzkum

- Je tfeba kvasinkam rozumeét (na molekularni trovni), aby bylo mozné je
vyuZzit napf. pro biotechnologie, vyzkum (od jednoduchych zakladnich

A &l

mechanismu ke studiu slozitéjSich ... az k objasfhovani lidskych nemoci)
- S. cerevisiae a S.pombe jsou modelovymi organismy
- jednoducha eukaryontni burika (zakladni procesy jako u vyssich eukar.)

- 1. osekvenovany eukaryontni genom, 1. synteticky eukar. chromosom
(cca 3000 z 5000 genu jsou konservovany v eukaryotech)

- bunécny cyklus (sir P. Nurse)

- sekrece, endocytdza, bunécna sténa (prof. A. Svoboda)

- chromosomy a evoluce (napf. projekt syntetickeho chromosomu)

- mechanismy opravy poskozené DNA (nadorové syndromy — tabulka)

Human homologs
Yeast Human Cancer syndrome
MEC1/TEL1 ATR/ATM Ataxia telangiectasia
MRE11 MRE11 Ataxia telangiectasia-like disorder
XRS2 MBS Mijmegen breakage syndrome
RADS3/DUN1  hCHK2 Li-Fraumeni syndrome
SGS1 BLMMWRN/RTS  Bloom, Werner & Rothmund=

Thomson syndromes

Srovnani 250 sekvenci lidskych gend, jejichz mutace vedou
ke vzniku onemocnéni — cca 90 genu ma S.c. homology

- Metody vyuzivajici kvasinek (napf. 2-H, reporterove systemy)

Y4

- Vice v dalSich prfednaskach



Vyzkum

- bunécny cyklus, ... mechanismy opravy poskozené DNA

Table 4 Schizosaccharomyces pombe genes related to human cancer genes

Score*

Human cancer gene

Xeroderma pigmentosum D; XPD R
Xeroderma pigmentosum B; ERCC3 e
Hereditary non-polyposis colorectal cancer (HNPCC); MSH2 R
Xeroderma pigmentosum F; XPF e
Immunodeficiency; DNA ligase 1 et
HNPCC; PMS2 L4+
HNPCC; MSH6 ++++
HNPCC; MSH3 +4++
HNPCC; MLH1 444
Haematological Chediak—Higashi syndrome; CHS7 R
Darier-White disease; SERCA ++++
Bloom syndrome; BLM e
Ataxia telangiectasia; ATM ++++
Xeroderma pigmentosum G; XPG RS
Tuberous sclerosis 2; TSC2 +++
Immune bare lymphocyte; ABCB3 EERS
Downregulated in adenoma; DRA +++
Diamond-Blackfan anaemia; RPS19 ot
Cockayne syndrome |; CKN'1 RS
RAS o+
Cyclin-dependent kinase 4; CDK4 R
CHK2 protein kinase 4+

AKT2

et

*Scores are: ++++, <1x107'%: 44+, 1x10*t0 1x 107,

Wood et al, Nature, 2002

radi5, rhp3
rad25
msh2
rad16, rad10, rad20, swi9

cdc17

pms1

msh6

swi4

mih1

pgak
hus2, rgh1, radi12
tell
rad13

ms19
steb, rasi

cdc2

cdsi

pck2, sts6, pkci

S. pombe gene/product
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Vyzkum

- Bunécné mechanismy ...

Table 5 Schizosaccharomyces pombe genes related to human disease genes

Human disease gene

Wilson disease; ATP7B

Non-insulin-dependent diabetes; PCSK1
Hyperinsulinism; ABCC8

GB6PD deficiency; G6PD

Citrullinaemia type |; ASS
Wemicke—Korsakoff syndrome; TKT
Variegate porphyria; PPOX

Maturity-onset diabetes of the young (MODY2); GCK
Gitelman’s syndrome; SLC12A3

Cystinuria type 1; SLC3A1

Cystic fibrosis; ABCC7

Bartter's syndrome; SLC12A1

Menkes syndrome; ATP7A

Deafness, hereditary; MYO15

Zellweger syndrome; PEXT

Thomsen disease; CLCN1

Spinocerebellar ataxia type 6 (SCAB); CACNA1A
Myotonic dystrophy; DM1

McCune-Albright syndrome; GNAS1
Lowe’s oculocerebrorenal syndrome; OCRL
Dents; CLCN5

Coffin—Lowry; RPS6KA3

Angelman; UBE3A

Amyotrophic lateral sclerosis; SOD1

Oguchi type 2; RHKIN

Familial cardiac myopathy; MYH7

Renal tubular acidosis; ATP6B1

Disease

Metabolic
Metabolic
Metabolic
Metabolic
Metabolic
Metabolic
Metabolic
Metabolic
Metabolic
Metabolic
Metabolic
Metabolic
Neurological
Neurological
Neurological
Neurological
Neurological
Neurological
Neurological
Neurological
Neurological
Neurological
Neurological
Neurological
Neurological
Cardiac

Renal

*Scores are: ++++, <1x107'%: 44+, 1x10*°t0 1x 107'%,

Wood et al, Nature, 2002

Score*

e
e
444+
e
G
4+
+++
+++
ot
++4
+++
ot
4
bt
4+
RS
Rt
o
RS
4+
4t
R
RS
+++
RS
bt

b

P-type copper ATPase
krp1, kinesin related
ABC transporter
zwf1 GP6 dehydrogenase
Argininosuccinate synthase
Transketolase
Protoporphyrinogen oxidase
hxk1, hexokinase
CCC Na-K-Cl transporter
a-glucosidase
ABC transporter
CCC Na-K-Cl transporter
P-type copper ATPase
myo51 class V myosin
AAA-family ATPase
CIC chloride channel
VIC sodium channel
orb6 Ser/Thr protein kinase
gpal guanine nucleotide binding

PIP phosphatase
CIC chloride channel
Ser/Thr protein kinase
Ubiquitin-protein ligase
sod1, superoxide dismutase
Ser/Thr protein kinase
myo2, myosin |l

V-type ATPase

S. pombe gene/product
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Analyza polyQ (glutaminoveé repetice) v kvasinkach

- polyglutaminové repetice (CAG triplet slipage) v proteinech (huntingtin - Ht) zpusobuji
zavazné neurodegenrativni onemocnéni (Huntigtonovu nemoc)
- Ht-GFP (s rtzné dlouhymi polyQ) byly exprimovany v S. cerevisiae a sledovan
vznik agregati/nerozpustnych proteint — zavislost na chaperonech (delece
o Hspl04 snizovala agregaci a zvysovala rozpustnost)
[ |
\

Q 25-103  huntingtin

Ahspl04

o
o
o
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supernatant pellet supernatant p 2
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Souhrn 1. prednasky
« Kvasinky — historie vyuziti a vyzkumu
o Kde vsude a jak kvasinky rostou?
o Vztahy k lidskemu zdravi

» Priklady biotechnologii a vyzkumu

HustopecCe u Breclavi



