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O ¢em se dozvite?

Vyznam — vyskyt, vyuziti, vyzkum ...
Mikrobiologie - zakladni charakteristiky
Biotechnologie - metody

Genetika - metody

Klinické aspekty — patogenni kmeny
Bunécna biologie — bunécna stena ...
Molekularni biologie — bunecny cyklus,
transkripce, chromosomy, evoluce



Rozvrh prednasek

15.09.2021(8-9.30hod  |C02-211  |Doc. Palecek Uvod — historie, vyznam

22.09.2021|10-11.30hod |C02-211  |Doc. Paletek Zakladni charakteristiky kvasinek

29.09.2021[10-11.30hod |C02-211 | Dr. Spirek Mitochondrie, chromosomy

06.10.2021|10-11.30hod |C02-211  |Doc. Paletek Diagnostické a molekularné biologické metody
13.10.2021/10-11.30hod [C02-211  |Doc. Paletek Genetika kvasinkovych organismu

20.10.2021|10-11.30hod |C02-211  |Doc. Palegek Morfologie a bunéény cyklus, parovaci proces,
27.10.2021]|10-11.30hod |C02-211  |Dr. Spirek Protoplasty kvasinek jako modelovy objekt

03.11.2021|10-11.30hod |C02-211  |Dr. Spirek Struktura kvasinkové bunky, sekreéni drahy a endocytéza
10.11.2021[10-11.30hod |C02-211 _ |Dr. Spirek Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
17112021 statni svatek

24.11.2021|10-11.30hod |C02-211  |Doc. Palegek Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy
01.12.2021|10-11.30hod |C02-211  |Doc. Palecek Organizace genomu a evoluce kvasinek

08.12.2021(8-12hod B07-2.17 |Paletek+Spirek [Cvi€eni k pfednaskam

15.12.2021(9-12hod C02-211  |Doc. Paletek test + predtermin zkousky

Pfednasky — PDF na IS po pfednasce

Cviceni — blokové
2-3 terminy zkouSeni
(na ¢em studenti pracuji?)

test a prednaska




Osnova 1. pfednasky

Kvasinky — historie ,
Vyskyt a prenos UvoD
Vztah k lidskému zdravi

Vyznam pro biotechnologie a vyzkum

HustopecCe u Breclavi



Informacni zdroje

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

Hinnebusch & kol: YeastBook (An Encyclopedia of the Reference Eukaryotic Cell,
2012-2016, Genetics: hitp://www.genetics.org/content/yeastbook)

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

... nejnovejsi ¢lanky z casopisu Cell, Nature, Science, PNAS ... vzdy uvedeny na strance

SGD databaze: http://www.yeastogenome.orqg/
http://wiki.yeastgenome.org/index.php/Commonly used strains
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YEAST 2017

Témata symposii a workshopu

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 - omics

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)

August 27 - September 1, 2017
Prague, Czech Republic




... 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 stfedoveéku v Evropé kvasili slad — nazev yeast pochazi z némeckého
Gischt/holandského Gist (nazev pro pénu na povrchu kvasnych produktd —
LAle“ se svrchnim kvasenim - pouzivana pro re-inokulaci nového kvaseni)

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

- roku 1516 v Bavorsku poprvé 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
“Lager“se spodnim kvasenim)

dle NGS

pavodem z Ciny F

3 Lager — Saccharomyces

W X

<

pastorianus
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.
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Monerawela a Bond, Biotech Adv, 2017



trochu (experimentalni) historie

- poprvé kvasinky pozoroval A. van Leeuwenhoek v roce 1680
(nepovazoval je za burnky — bunka popsana az pozdéji)
- L. Pasteur prokazal aktivni uc€ast pfi kvaseni (polovina 19. stoleti) — fesil

problém francouzskych vinaru s ,kazenim vina® — zjistil, ze k fermentaci
dochazi za anaerobnich podminek (Pasteurtv efekt — lepsi rust)

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

- prvni Cisté kultury S. pastorianus izolovany z piva (E.Ch.
a S.c. z vina (Muller-Thorgau) v 80.letech 19. stoleti (cerevi
latiné, pombe = pivo ve swabhili)

- Buchner pfipravil roku 1897 ,stavu“ z rozdrcenych
kvasnic, prostou bunék (cukr byl touto
,stavou“ zkvasovan — zymaza — zaklady
oboru biochemie) — Nobelova cena (1907)

- Harden zkoumal enzymy ucastnici se
procesu kvaseni a v roce 1906 objevil i
nebilkovinne slozky kozymazy tzv. koenzymy

m”yw
Glucose-6-phosphate
Pgil |
Fructose-6-phosphate
Pfi1/2 l/—ATP
Fructose 1,6-diphosphate
Fab1
Dihydroxyacetone “—" Glyceraldehyde 3-phosphate
phosphate Tpil
NAD*

Tdh1

NADH,< 1,3-diphosphoglycerate

Ethanol
H+ Pgkl }~ ATP
Adh1

3- phosphoglycera[e
Acetaldehyde Pgr'nl

2- phosphog[ycera[e
Pdcl Enc]
Phosphoenol pyruvate

’:’*'-_; Pyt |

gb-' *: Lager — Saccharomyces Pyruva[e
'7<f ’J pastorianus

g %h :

ki ,j( Monerawela a Bond, Biotech Adv, 2017



... trochu (vedecke) historie

- prvni systém pro klasifikaci (patogennich) kvasinek, zalozeny na

morfologii bunék a nékolika fyziologickych testech (fermentace

monosacharidl) vytvofil A. Guilliermond v roce 1912

- v Ceskoslovensku prof. Kratochvilova ...

- v 70. letech 20. stoleti se zacaly kvasinky vyuzivat jako modelovy

eukaryoticky organismus v molekularni biologii (navazoval na vyzkum

bakterii a bakteriofagu)

- nejintenzivnéji studovanou eukaryotni bunkou 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 druha a

stovky kmenu kvasinek)

- v soucasnosti nékolik set laboratofi na svété vyuziva S. pombe ...
NEAE

. e
-
; -
3 e .
3 g

L : i:? '.\' \ L e
Fantes a Hoffman, Genetics, 2016 a‘; '1 i  __¢-‘2,°‘?[
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- savci pili alkoholicky nektar miliony let

- kvasinky Saccharomyces cerevisiae a;.

rostou na substratech bohatych na cukr

- kvasinky fermentuji sladky nektar z
Bertramovy palmy

Wiens et al., PNAS, 2008

- Tana pestroocasa pije fermentovany
nektar z kvétu Bertramovy palmy

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

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




Prirozeny vyskyt

- ve vode (dle &istoty — moFe 10/, 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 znecisténych vodach Candida (Yarrowia) lipolytica, C.
tropicalis, v planktonu v zavislosti na fasach napf. Rhodotorula

o A4
-V pUde (mnohem méné nez bakterii, do 15cm hloubky —

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

- v Antarktidé jsou kvasinky dominantni (méné bakterii)

druhy) - basidiomyceta lIépe adaptovany na chlad
nez ascomycota

Psychrotolerantni pfevazovaly — vétsi flexibilita
nutna k preziti ve fluktuujicich teplotach Antarktidy

] - izolovany 2x asco- a 16x basidiomyceta (7x nové
AL
Aoy

8 &h-
VA 3N

Conell et al., Microb Ecol, 2008
Ruisi et al., Rev Envir Sci Biotech, 2007



Table 2 Species isolated from Southern Victoria Land soil

Species Site isolated Isolate number GenBank accession Closest match Percent match
Clavispora lusitaniae® 03YB2
Cryptococcus nyarrowii 03721
037123
03YB2
03YB2
Cryptococcus saitoi 03DJ1
03Lab1
03Lab2
03Lab6
* Cryptococcus sp | 03YBI
Cryptococcus carnescens 03 G5
03CW1
Cryptococcus albidosimilis 03Lab8
Cryptococcus vishniacii 03Lab3
Debaryomyces hansenii® 03Lab1
03 Lab4
037123
% Dioszegia sp | 03CW2
03YBI
Du)x[cgld sp 2 03CW2 Figure 1 Sample site locations in South Victoria Land, Antarctica  Valley are shown in (b) and Taylor Valley in (d). The locaton of the
LCuﬁ‘!S[H‘J‘TidiLLI'[l sp 1 03IMD3 g?ﬂi;ifo?gji&}?ﬁgﬁ:ﬂﬁg:&p‘,?il?:il?;?cc;n,if ?:qu:::;i study area on the Antarctic continent is indicated with a star in (¢)
03T14 CBS 10684 EU149803
03T30 . , - ,
* Leucosporidium sp 2 03MD3 - izolovany 2x asco- a 16x basidiomyceta (7x nové
¥ Leucosporitium sp 3 ol druhy) - basidiomyceta lépe adaptovany na chlad
*  Leucosporidium sp 4 03MD3 nez ascomycota
03ynp2 e e e
Mrakia stokesii 03730 CBS 10622 EU149810 AF144486 100
Rhodosporndium kratochvilovae | 03Lab6 CBS 10617 DO02534 AF444520 100
Rhodotonila Taryngis 037123 CBSs 10621 EU149811 AFa444617 98
Rhodotorula mucilaginosa 3NB35 CBS 10685 DO402533 AFa444635 99
035P24 CBSs 10752 EU149812

Representative isolates with JIS GenBapk accession numbers are listed. Tsolates 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

Conell et al., Microb Ecol, 2008 * Nové objevené kvasinkové druhy



Puda a kvasinky

Typ vegetace — slozeni pudnich mikrobialnich komunit

Kvasinky jsou kosmopolitni (vétSinou autochtonni, kromé kmenu
vyrobnich)

Mnozstvi a druhové slozeni kvasinek v ptidach je nerovhomérné (vice v
asociaci s rostlinami) — ovliviiuje mnoho faktoru

Nejsou primarnimi degradatory tézko rozlozitelnych latek (lignoceluléza),
ale degradatofi meziproduktt rozkladu rostlinného materlalu (aerobnl
rozklad L-arabin6zy, D-xylozy, celobidzy)

Transformace Zivin
Kolobéhy C, N, S, P v ekosystému
Aerobni respirace i fermentace Zivin

Nitrifikace = premé&na amoniaku na dusi¢nany (rody Candida,
Geotrichum, Rhodotorula, Saccharomyces, Williopsis)

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

Rozpousténi tézko rozlozitelnych fosforeCnanua (rody
Rhodotorula a Williopsis) — podporuje rust 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

M K. sencazzii

© © ©°o © o
o N + 8 &
S -
Managed | [ | . .
g RS

= S22 | =9 22| == = 2 [ K. piceae
=25 22| =5 22 235 5 — y
[ = = oy o £ = e S| i L H. wattica
o= = g2 |lE = ZE|l =S 2 B
= E Lk = E LLi = E i [ . pullulans
Schwabische Hainich Schorfheide- [ o, hansenii
Alb Chorin B Cr. terricola

] I I ] [ ] Ll cr terreus
E M cr ramirezgomezianus
o.8 -
M Cr. podzolicus
B Cr. gastricus
0.6 4
Ll cr aesnus
M . varfiovaarae
0.4 -
W s vostinii
0.2 4 M 5. californica
OO

Nerovnomérné (komplexni) rozlozeni kvasinek

Pokryv pudy ma velky vliv na diverzitu a mnozstvi pudnich kvasinek (lesy
X pastviny), stejné tak i lidska Cinnost (oblasti zemédeélsky a lesnicky
vyuzivane x prirozene) Yurkov a spol., Soil Biol. Biochem., 2012
Birkenhofr a spol., PLoS One, 2012



Vandenkoornhuyse a spol, Science, 2002

Rostliny a kvasinky
- na listech rOStIin, kveétech ektar palmy

Bertramové ... Cervené kvasinky rodu Rhodotorula,
Rhodosporidium, Sporobolomyces, erna Aureobasidium pullulans,)
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Rostliny a kvasinky

- pfedevsim na kazicich se plodech

(na spadlych rozkladajicich se plodech ... schopny hydrolyticky
stépit celobiosu, lignin nebo produkty bakterialniho metabolismu -
zahnivajici kaktusy => pektolytické bakterie => kvasinky Pichia
cactophila, P. opuntiae => pfenos a vyziva drosofila)
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Pocet kvasinek, log 4 4 - -
6QFU/9) Sezonnil dynamika kvasinek
4.8
4.6
4.4 1 — listy
4.2 v
4.0 L 2 — kvety
» . 3 - hrabanka
3.4 l
3.2 1 Glushakova & Chernov, Microbiology, 2007
3[} | | ] | ] ] ] | | | | ]
4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3

Mésic
Rozpousti nerozpustné fosfore¢nany ... — podpora ristu 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 prostfedi — regulace poctu nékterych
bezobratlych

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




Hmyz a kvasinky

prenaseny hmyzem (opylovadi) - v€ely, brouci, mouchy

S

o

S

(7

0

pocet kvasinkovych druhu

druhy émelaku

Suh a spol., Mycol Res, 2006



Hmyz a kvasinky

- kvasinky ve stfeve mouchy Drosophila ...

- askus chrani spory behem pruchodu 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: hmyz slouzi jako vektor umoznujici kvasinkam
osidlovat nova prostredi, pficemz zvysena rekombinace
Zvysuje sance na preziti a adaptaci na né

s
Sandhu & Waraich, Microb. Ecol., 1985 ke



Kvasinky a savcl

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

- i Clovéku se dostavaji kvasinky do traviciho traktu napf. pfi konzumaci
burcaku, nefiltrované pivo ... neskodné pro zdravé jedince (! ale co pro
imunokompromintované jedince?)

- nejCastéji je z gastrointestinalniho traktu izolovana C. albicans (C. dubliensis)
- kvasinky tvofi jen malou ¢ast stalé mikrofléry ve stfevé - méné nez 0,1 %
mikrofléry

- kGize, Ustni dutina, sputum, vaginalni sekrety, vytéry zvukovodl, mog, stolice ...



Patogenni kvasinky

- ccal5 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 pacientl — 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,
slooffiae, sympodialis, nana, pachydermatis)

- 3 druhy Trichosporon (kuze)

Malassezia furfur

pityriasis versicolor
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N e — Findley et al, Nature, 2013




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 system (neutrofily) a zvysuji tak obranyschopnost organismu

R T AR e
L i Ty o Ly
{ 'b‘_ —

5O A N 58
Probiotics®

Saccharomyces

Bnui_ard'fi _
Murzyn et al., 2010, FEMS Microbiol Lett. bt

1 i

- Saccharomyces boulardii —izolovan z Cinské Svesticky
LyCi (1920, Henri Boulard) - pouzivan jako probiotikum
pfi stfevnich potizich (Enterol, Salutil) - ochrana proti
patogenum (Salmonella typhimurium, C. albicans) —
moduluji imunitni systém, inhibuji U€inky bakterialnich
toxinG a rust hyf ...

- exprese proteind - pfiprava ,hepatitis B core” antigenu, insulin (S. cerevisiae), anti-
thrombin proti srazeni krve (Pichia pastoris)
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* - exprese proteind - pfiprava ,hepatitis B core* antigenu, anti-thrombin proti srazeni
krve (Pichia pastoris) — farmaceuticky primysl (20% produktt v kvasinkach)




Prumyslovy vyznam

- vyroba piva, vina, etanolu a pekarfského drozdi (S.c.), rdzné
kmeny pro spodni (S. bayanus) a svrchni kvaseni, vinafskeé a
lihovarské (hybridni kmeny napft. S.c. + S.kudriavzevii)

- krmna biomasa (Candida utilis), priprava mlécnych vyrobka
(Candida kefyr, Klyuveromyces lactis), ziskavani ergosterolu
(prekurzor vitaminu D), zdroj komplexu vitamint skupiny B .

- §tépeni Skrobu amylolytickymi enzymy (Saccharmycopsis
fibuligera, Schwanniomyces occidentalis)

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

- odbouravani ropnych produktl ( Yarrowia lipolytica),

- sorpce tézkych kovul (odstranéni znecisténi)

Kov | Biosorpcni kapacita (mg kovu/g suché hmotnosti biomasy)

|Zn i H.nndnsum (25.8)= F. chrysogenum = (19.2)= F. vesicuiosus (17.3)= aktivovany kal(9,7)= 5. imosus (8.63)= 5. cersvisias (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 (4.89)
Mi** |F. vesiculosus (2.65)= 5 rimosus (1.63)= 5. cerevizize (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 (158 2)= Streptomyces clavuigerus (140.2)

ICd* |Protonovane biomasy: Bacilus lentus (= 30)= Aspergillus oryzse = 5. cersvisias (<5)

ICu® |Rostouct bunky: 5. cerevisiae (7.11)= K. Maniianus (6.44)= Candida sp. (4.80)= 5. pombe (1.27).




- kvasinky byly po tisicileti mikroorganismem mnoha ,biotechnologii”

- v poloviné 20. stoleti nastup bakterialnich technologii

- kvasinky (diky detailnimu poznani ...) opét nabyvaji na vyznamu: produkce
metabolitl, produkce rekombinantnich proteinu, 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® substratu a metabolismtl

velmi odolné vidi stresu | A‘ ﬁ?ﬁ
| A ;

- butanol (lepsi nez etanol), kysellna % \\
mlécna, isoprenoidy (Artemisinin N
_ ant|ma|ar|kum) platform strain®

sekvence genomd mnoha kvasinek Ny p
(vhled do jejich metabolismu — mozndst g D#\—/DH
vyuziti heterolognich metabolickych d}ah

Mattanovich et al, Microbiol Cell Factories, 2014 1 *




- kvasinky byly po tisicileti mikroorganismem mnoha ,biotechnologii”
- v poloviné 20. stoleti nastup bakterialnich technologii

- kvasinky (diky detailnimu poznani .

..) opét nabyvaji na vyznamu: produkce

metabolitu, produkce rekombinantnich proteinu, 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“ substratu a metabolism
velmi odolné vuci stresu

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

Mattanovich et al, Microbiol Cell Factories, 2014

———
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|
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Vyuziti S. cerevisae pro vyrobu biopaliv

* Nemaji pfirozenou metabolickou drahu pro odbourani celobiosy a xylozy

« Vlozeny geny XYL1 and XYL2kodujici xylozovou reduktazu (XR) a xylitolovou
dehydrogenazu (XDH) z kvasinky Pichia stipitis

» Pfednostni vyuzivani glukozy (glukozova represe v dalsich prednaskach)

« Transport celobiosy do bunky (cat-1 integrovan do genomu) a jeho preména na
glukozu uvnitf bunky (gh1-1 z Neurospora crassa na ,multicopy“ plazmidu)

Cellulosic biomass E
l, X
== i
l }uflfse E T}
Cellulose ® g \
— 1 Time
wyloss
| XYLT ard mX¥LEY C
Cellobiose @B 8 — @ i =
Cellodextrin ransps e l Xyio é
fodt-1) Xylulosa =
‘ | E-gluccsidass | xKsi -4 =
fghd-1) FEE ]
l #
— Gilucose @ = @—- # — Glywdysis ——= || -_E \ Ty
| L -
DAZA16ETE 8 K

Time

Ha et al, 2011, PNAS



Priprava monomeru pro vyrobu plastu
— vyuziti Candida tropicalis

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

« mutantni kmen (P450: APOX4 ...) neni schopen [3-oxidace a pfeménuje 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 bt 0 genetice
w-hydroxymastné kyseliny, které mﬁdﬂﬁ;ﬂ/ ) _ Poxidation

|ze pouzit pro vyrobu bio-polymeru .
(plastt podobnych polyetylentm, CHy-{CH,),-COOH X
bio-odbouratelné na bio-palivo) CXRRA N i A,
« dalSi modifikace kmene HO-CH,-(CH,),-COOH |
(integrace gent pro lipdsy)  biockunknown enzymes .
by umoznilo p“rl'mé odbouravani R L, pr— [—
odpadnich oleju ... l ' CH(CH, ). -CO-CH,-CO-5-CoA

CHACH. L -OOHH

5 FSIL 5 DY 5 B B Sl

Lu et al., JACS (2010) HOOC-{CH,)-COOH CH:{ CH,), +CO-5-CoA + CH-CO-5-CoA

Dikarboxylové kyseliny



Vyzkum

- Je tfeba kvasinkam rozumeét (na molekularni urovni), aby bylo mozné je vyuzit
napf. pro biotechnologie, vyzkum (od jednoduchych zakladnich mechanismu ke

vvvvvv

studiu slozitéjSich ... az k objasfiovani 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
2300 z 6000 genu ma ortology v genomu ¢lovéka)

- Y2 2 550 esencialnich genul je komplementovana lidskymi ortology

- @ Assays relevant to human disease

@ Heterologous expression of human genes

@ Humanizing specific sites

H. sapiens  ATCCGAG
S. cerevisiae ATCAGAG

Kim et al., d Microb, 2020
Laurent et al, Brief in Funct Genomics, 2016

V4

v 7

- Vice v dalSich prednaskach
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Vyzkum

- sekrece, endocytdza, bunécna sténa (prof. Schekman ...)
- mechanismy opravy poskozené DNA (nadorové syndromy)
- metody vyuzivajici kvasinek (napf. 2-H, reporteroveé systémy ...

Human homologs

Yeast Human

MEC1/TEL1 ATR/ATM

MRE11 MRE11

XRS2 NBST

RADS3/DUN1  hCHK2

SG51 BLM/WRN/RTS
Human

-

Fruit fly

Cancer syndrome

Ataxia telangiectasia

Ataxia telangiectasia-like disorder
Nijmegen breakage syndrome
L-Fraumeni syndrome

Bloom, Wermer & Rothmund=
Thomson syndromes

A

Nematode

Table 4 Schizosaccharomyces pombe genes related to h

Human cancer gene S. pombe gene/product

rad15, rhp3

Xeroderma pigmentosum D; XPD

Xeroderma pigmentosum B; ERCC3 rad25
Hereditary non-polyposis colorectal ¢ msh2
Xeroderma pigmentosum F; XPF rad16, rad10, rad20, swi9
Immunodeficiency; DNA ligase 1 cdc17
HNPCC; PMS2 pms1
HNPCC; MSH6 msh6
HNPCC; MSH3 swid
HNPCC; MLH1 mih1
Haematological Chediak—Higashi syr -
Darier—-White disease; SERCA pgak

Bloom syndrome; BLM hus2, rgh1, rad12
Ataxia telangiectasia; ATM tel1

Xeroderma pigmentosum G; XPG rad13
Tuberous sclerosis 2; TSC2 =
Immune bare lymphocyte; ABCB3 -
Downregulated in adenoma; DRA -
Diamond-Blackfan anaemia; RPS19 msi19
Cockayne syndrome |I; CKN1 -
RAS steb, rast
Cyclin-dependent kinase 4; CDK4 cdc2
CHK2 protein kinase cds1

AKT2 pck2, sts6, pkct
*Scores are: ++++, <1x107'%: +4+, 1 x107*t0 1x 107",

Wood et al, Nature, 2002



Priony — epigeneticka informace kvasinek

Adhesivni vlastnosti mohou byt ovlivnény pfitomnosti prionu [PSI*] kddovanych
Sup35 genem - jeho PrD doména spousti tvorbu amyloidovych agregata)
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i === Y PD controls
- Original isolate
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Sup35 je translacni terminaéni faktor (zastavuje translaci na STOP kodonu) — pokud
agreguje/nefunguje, dochazi k read-through genu tj. vznikaji proteiny s delSi sekvenci
a novymi vlastnostmi (zalezi na genomu dané kvasinky jaké) — mohou dat kvasince
nove vyhody (napf. zvysenou rezistenci k fluconazolu)

Halfmann a kol., 2012, Nature



Analyza polyQ (glutaminove repetice) v kvasinkach

- polyglutaminové repetice (CAG triplet slipage) v proteinech (huntingtin - Ht) zpusobuji
zavazné neurodegenerativni onemocnéni (Huntigtonovu nemoc)
- Ht-GFP (s rtzné dlouhymi polyQ) byly exprimovany v S. cerevisiae a sledovan
vznik agregati/nerozpustnych proteinu — zavislost na chaperonech (delece
o Hsp104 snizovala agregaci a zvysSovala rozpustnost)
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