Osnova prednasky

« Zakladni charakteristiky kvasinek
— Taxonomie, evoluce
— Podminky rustu, rustové formy, sporulace ...

* Morfologie bunek, kolonii ...
— Amoniak
— Aglutininy, flokulace
— Adhesiny, invasiny
— Killer toxiny




Taxonomie kvasinek

- Kvasinky se radi do domeény (nadrise) Eukaryota, fiSe hub (ackoliv jsou

to mikroskopické jednobunécné organizmy)

Bakterie
Cetnost v lidském 99%
mikrobiomu
Velikost bunky Tum
Bunécéna sténa peptidoglykan, LPS, LTA

pH 6,5-7,5

Teplota 10-80
Rezistence na antibiotika Ne
Prenos genetického Ano

materialu

Jadro Ne

LPS — lipopolysacharid, LTA — lipoteichoova kyselina
PPM - fosfopeptidomannan, PLM - fosfolipomannan

Kvasinka
<1%

10um

chitin, mannan (PPM,
PLM), glukan

4 5-6,5
20-30
Ano

Ne

Ano



Taxonomie kvasinek

- Kvasinky se radi do domeény (nadrise) Eukaryota, fiSe hub (ackoliv jsou
to mikroskopické jednobunécné organizmy)

- netvori zadnou prirozenou taxonomickou skupinu (nemozne je
jednotné definovat)

- roztrouseny ve dvou oddélenich hub: houby vieckovytrusne nebo
stopkovytrusnée (asko-, baS|d|o a deuteromycetes + kvasmkove
mikroorganismy) T F— - eukanole

- 1500 identifikovanych
(odhad o nékolik fradu =
vySSi)

Saccharomyces cerevisiae:
nadrise » Eukaryota

FiSe » Funagi (houby) i e
oddéleni » Ascomycota (vreckovytruse) “:—f‘i"fi“.ir
pododdéleni > Ascomycotina N
trida » (hemi) Ascomycetes _ T el
rad » Saccharomycetales (kvasinkotvare) —
Celed » Saccharomycetaceae

rod » Saccharomyces wikipedic
druh » Saccharomyces cerevisiae

(,laboratorni kmen*) Hedges, Nat Rev Genet, 2002



Kvasinky netvori zadnou prirozenou taxonomickou skupinu - jsou roztrouseny
ve dvou oddelenich hub, bud jako houby vieckovytrusne nebo stopkovytrusne

Sam /45 oA Slapni- fiSe hub:
pododdéleni/tfida:  oddéleni: —=
b : ) =
Pedizomycotha (47000 59) | pccomycota _
ccharomycotina SPP. (47,420 spp.) Euroctiomycetes
Taphrinomycotina (120 spp.) - _|: (a‘ @ﬁﬂagg,ifg] o (plectomycetes) |
Urediniomycetes (8,000 spp.) . .. Peniciium chrysogenurm =
Ustilaginomycetes (1,500 spp.) [?S'S'ggomgsgt)a .mih_fﬂ@sl _ S
Hymenomycetes (20,000 spp.) A Eﬁﬂﬁmﬁmmus} E 3
Glomales (160 spp.) [ 10 Fusarium graminearum  Sordariomycetes | Q
Zygomycetes/Mucorales (700 spp.) _|: (head scab fungus) [P:rrenﬂ:nrcetes} N
Chitridiomycota (900 spp.) Neurospora crassa L
1,000 + (orange bread mouid) )
[ &0 Magnaparthe grisea 8
rice: blast fungus) — >
Yamowia lipolytica Saccharomycotina g
[yarrowia yeast) (Hemiascomycetes) 8
1,140+ r—1 Saccharomyces ceravisiae @©
vyve . , . 80 L 340+ (haker's yeast)
VétSina vyuzivanych kvasinek e s
- s . th [
je z tfidy (hemi)ascomycetes L) e —
; 1.210% [ mmé {ﬁ'ssaon yeast} (Archiascomycetes)
110 .
ﬁmeumr:na fungus) _
Microbofryum vislaceum  Urediniomycetes =
[anther smut fungus)
Ustilago maydis Ustilaginomycetes ©
g?!] ¢ (com smut fungus) °
~ oD Phanerochaele Hymenomycetes °>’,
I_|: chrysosparium (white rot fungus) e
Agaricus bisporus 0
ie
n
Cryptococcus neoformans Tremellomycetes ®
Hedges, Nat Rev Genet, 2002 y G o



Taxonomie
kvasinek

VeétsSina vyuzivanych
kvasinek je z tridy
(hemi)ascomycetes

mezidruhova
vzdalenost

Dujon, TiG, 2006

=

C
=

Hemiascomycetes

~el

Ascomycota

Archiascomycetes

Basidiomycota ----

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces paradoxus
Saccharomyces mikatae
Saccharomyces kudrniavzevii

Saccharomyces bayanus

Saccharomyces exiguus
Saccharomyces servazzii
Saccharomyces castellii

Candida glabrata
Zygosaccharomyces rouxi

Kiuyveromyces thermotolerans
Kiluyveromyces waltii.
Saccharomyces kiuyven

Kiluyveromyces lactis
Kiuyveromyces marxianus

Ashbya gossypii

Pichia angusta
Debaryomyces hansenii

Pichia sorbitophila

Candida guilliermondii

~andid, ==

Candida tropicalis

Candida parapsilosis
Candida albicans

Candida dubliniensis

Yarrowia lipolytica

Schizosaccharomyces pombe

Cryptococcus neoformans

B i s B i s - i . el

Pivo, vino
Chleba

Lidsky
Patogen
Xerotolerant

Vyuziva
laktozu

Rostlinny
Patogen

Halotolerant

Lidsky
Patogen

Vyuziva
alkany

Pivo

rody:

Saccharomyces

Kazachstania

Naumovia
Nakaseomyces

Zygosaccharomyces

Clade 2

Clade 1

Lidsky patogen



o shody sekvence proteinti v taxonech Hemiascomycotina a Chordata
Yarrowia lipolytica —
0»

Debaryomyces —»

Srovnani priimérné.

Vychazi prevazné z analyzy

. L, hansenii <— Ciona intestinalis
rDNA; novéji srovnanim 3,
ry 0 , . . F 60—
rozdilu sekvenci aminokyselin Kluyveromyces lactis -» S,
Candida glabrata —» %

v ortolognich proteinech.
Pres velkou morfologickou
podobnost vykazuji kvasinky
velke rozdily v genomech

Takifugu rubripes
70!~ <+ Tetraodon negrovindis

~<— Gallus gallus $

e

Saccharomyces uvarum-» 807

Genomy (sekvence) kvasinek = &

ze vzdalengjsich vétvi &8 ool
fylogenetického stromuse = §2 o z
, VAR s ~— ViU UsScuiu. .
srovhavajl tézko ? § [Saccharomyces paradoxus—r- B %‘9
‘ T ]
Saccharomyces cerevisiae—i- 100~ ~«—— Homo sapiens
% odliSnost sekvence proteinu: Dujon, TiG, 2006

— S. cerevisiae a C. glabrata ~ Clovék a ryba
— mezi druhy S. sensu stricto ~ mezi fady savcu

— proteiny ¢lovéka a hlodavcu jsou si vice podobné (Ize rekonstruovat
zmeény, jimiz genomy béhem evoluce od spolecného predka prosly) nez
proteiny druhl ze skupiny sensu stricto, mezi nimiz mohou vznikat

Zivotaschopne hybridy! rozdil mezi S.c. a S.p. je cca 300MYA



Potrebuji vodnée prostredi, kyslik a ziviny

volna voda (nikoli chemicky vazana) - Vodni aktivita = volné pristupna
voda/fyziologicky vyuzitelna voda = available water (a,)

a,, = pomeér tlaku vodnich par nad substratem a tlaku par destilované vody

L+#9d
.

— 0,95: Pseudomonas, Escherichia,...,vétSina bakterii

— 0,85: kvasinky (Candida, Torulopsis, Hansenula)

— 0,75: vétSina halofilnich mikroorganismu

— 0,65: xerofilni plisné (Aspergillus) ® ) N

— 0,4: potlageni ristu veskeré mikroflory y ;

Debaryomyces hensenii

Bakterie vyzaduji vysSi hodnoty a,, (vic dostupné vody) nez kvasinky a plisné (z
toho duvodu napf. chléb napadaji plisné, nikoliv bakterie)

Aktivitu vody Ize snizit proslazovanim nebo solenim (marmelady, nasolovani
masa ... lze takto potlaCovat i rust bakterii v kvasinkovych izolatech)

Xerotolerantni kvasinky rostou i za zvySeneho osmotickeého tlaku — (a,,=0.69),
rod Zygosaccharomyces (rouxii, bailii, bisporus) — rostou pfednostne v
potravinach s vysokym obsahem cukru €i soli; ostatni (S. pombe,
Debaryomyces hensenii, Hansenula anomala) vys$si osmoticky tlak toleruiji,
ale lépe rostou za standardnich podminek (vice polyold, ATPazové pumpy),

Lipomyces maji pouzdro — pfi zvySené koncentraci soli upravuji jeho slozeni

Test: schopnost ristu na 50-70% glukose (vétSina pouze do 40 %) nebo na 10%
NaCl



Podminky rustu - kyslik

- VétSina kvasinek je obligatorné aerobni (vyzaduji aspon stopova mnozstvi
kysliku nezbytné pro syntézu nékterych esencialnich metabolitu — ergosterol,
nenasycené mastné kyseliny)

- fermentativni typy (Saccharomces c., S. p.) — pro fermentaci jsou vhodnégjsi
anaerobni podminky, ale S.c.iv aerobnich podminkach fermentuji

- respirativni typy — prevlada energeticky vyhodnéjsi respirace nad
fermentaci - nefermentativni typy (nemaji alkoholdehydrogenasu -
neprodukuji ethanol) — rody Lipomyces, Cryptococcus, Saccharomycopsis

- teploty, pfi nichZ mohou kvasinky rust:
- mezofilni (0 — 48 °C) — vétSina druhu
- psychrofilni (-2 — 20 °C) — voda, puda v Antarktidé (nékteré
Leucosporidium, Cryptococcus)

- termofilni (ne méné nez 20 °C) — potencialni patogeny (Candida,
Cyniclomyces)

Maximalni teploty, které (nékteré) kvasinky prezivaiji, se pohybuji kolem 57-59 °C
Laboratorni podminky 25-30 °C (S.c. i S.p. —rostou i pfi 15°C a pfezivaji
kratkodobé 50°C),

teplotné senzitivni mutanty (ts, 37°C), chladové sensitivhi mutanty (cs, 20°C),



Ziviny
* NejCastejSim zdrojem uhliku a energie jsou mono-, di- a
oligosacharidy (nékteré jsou schopny hydrolyzovat i polysacharidy

jako skrob, xylany Ci celulozu ... nebo methanol (Pichia pastoris),
alkany (Y. lipolytica) apod.

» NejpreferovanéjSim cukrem S.c. je glukdza (represe ostatnich)
« Zdrojem dusiku jsou amonné ionty a aminokyseliny

Laboratorni podminky:

YPD/YES - bohaté médium = 10g/| yeast extract, 20g/l pepton, 20g/I
dextrose (2%glukosa)/u S.pombe supplements: A, U, H, L, K

Sabourauduv agar (1892) = 10g/l pepton, 40g/I dextrose (4%glukosa),
20g/l agar, pH 5.6

Syntetické SD médium = 6.7¢g/l yeast nitrogen base w/o amino acids
(@aminokyseliny se pridavaji dle potreby), 209/l dextrose (2%
glukosa) — napr. SD-L,T pro Y2H system

Minimalni agarova puda = 5g/l (NH,),SO,, 1g/| KH,SO,, 0,5g/| MgSO,
x7H,0, 109/l glukosa, 1mI/I chkerhamuv roztoﬁ 209/l agar

chkerhamuv roztok: 0.2mg biotin, 200mg inositol, 20mg riboflavin,
40mg thiamin, 40mg pyridoxin, 20mg kyselina p-aminobenzoové,
40mg kyselina nikotinova, 0,2mg kyselina listova (na 100ml vody)
Forsburg and Rhind, Yeast, 2006



Carbon B
Rich Poor
Yeast Form Growth Colony Morphology

o &

Rich

Pseudohyphal Sporulation

Nitrogen

Sporulace/meiosa

- Ziviny uréuji morfologii/lbun&énou
formu — kvasinkova nebo houbova
(pseudohyfy) nebo sporulace ...

- limitovani kliCovych zivin spousti
rizné vyvojové odpovédi

- zdroje uhliku a dusiku jsou
monitorovany signalnimi drahami

Mutant
Ph

MAP Kinase

Glucose Nitrogen
(-
g )

Nitrogen
cAMP-PKA  Discrimination

lra2p
o

CCM - complex colony morphology

\ Complex Colony
Morphology ‘J

Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)




Kvasinkova forma - morfologie

- za béznych podminek (bohaté C i N zdroje) prevlada kvasinkova f.

- rotacni elipsoid, kulaté, protahlé — rod Dipodascus az 130 mikrometru
- 3-15 mikrometru (bakterie<kvasinky<savci bunky)

- U jednoho druhu (haploidni<diploidni<polyploidni)

https://vimeo.com/14316828




Kvasinkova forma - morfologie

za béznych podminek (bohaté C i N zdroje) pfevlada kvasinkova f.
rotacni elipsoid, kulaté, protahlé — rod Dipodascus az 130 mikrometru
3-15 mikrometr (bakterie<kvasinky<savci buriky)
u jednoho druhu (haploidni<diploidni<polyploidni)
vegetativni rozmnozovani:

- puceni — monopolarni (rod Malassezia), bipolarni (stfidavé na obou
polech= citronkovity tvar) nebo multipolarni (Saccharomyces, kdekoli, ale
nikdy ne na stejném miste), na sterigmeé (pupen spojen s materskou
burikou uzkou stopkou), zvlastni tvar ma za nékterych kult|vacn|ch
podminek rod Trigonopsis :

- Schizosaccharomces prehradecné déleni

O :

' )  CITRONOVITE

Ry % SO ﬂ (APIKULARNI)
ks

OGIVALNI QO%? A9 5 CYLINDRICKE

&i? TROJUHELNIKOVITE



Kvasinkova forma - morfologie

- Schizosaccharomces prehradecné déleni

haploid

diploid
haploidni<diploidni<...

Hoffmann a spol, Genetics, 2015
http://www.genetics.org/content/suppl/2015/10/02/201.2.403.DCA1




Kvasinkova forma - morfologie

vizualni analyza kvasinek - dele¢ni knihovny ~3500 kmenu (genome-wide)
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Kvasinkova forma - morfologie

visualni analyza kvasinek dele¢ni knihovny ~3500 kmenu (1. genome-wide)

- napr. delece genu regulujicich bunéény cyklus S. pombe zpusobovaly
protazeny tvar bunék (bunky pokracovaly v rustu, prestoze byl bunécény
cyklus/mitoza defektni — v dusledku delece genu x)

- m
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bosomty . (RNA pol, mediator, SAGA)

HP = high penetrance (>30% bunék v populaci)
LP = low penetrance (<30% bunék v populaci)



Kvasinkova forma - morfologie

visualni analyza kvasinek dele¢ni knihovny ~3500 kmenu (1. genome-wide)

- napr. delece genu regulujicich bunéénou polaritu S. pombe zpusobovaly

ovalny tvar bunek
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Nitrogen
Rich

Poor

pseudohypha )
Nd blastspore
Pseudohyphal Sporulation chlamydospore &

Pseudohyty

pfi nedostatku dusiku se diploidni burfiky protahuji a vytvafi pseudohyfy/hyfy
— vrustaji do agaru

unipolarni puceni, matefskeé a dcefiné bunky zustavaji spojené (Uplna
pfepazka, neoddéli se dcefiné bunky x pravé hyfy maji pfepazky pratocné)

chlamydospory — kulaté, silnosténné, na koncich nebo po stranach hyf —
spory nevykazuji tak vysokou odolnost jako u bakterii

na koncich (i mezi burikami) mohou vznikat spory (blastospory), které se dale
mnozi pucenim (odliSeni C. albicans od C. dubliniensis)

Carbon
Rich b0 - yeast—llke ceHs (o et

Candida albicans .




Spory

- pfi nedostatku dusiku v kombinaci s ne-fermentovatelnym uhlikatym
zdrojem dochazi k indukci meiosy a sporulace

C. dubliniensis: g ' c%§ 87 7 =4 C. albicans: na del3ich
[ B
nadbytek Ny, 9?0 Q‘%* 0 ) ;/ hyfach & pseudohyfach jen
chlamydosporna | = = @& & 8 | G 8« 8};&’«; 1 jedna terminalni
koncg:hhk;atkych 2 Ja a%p Q?a\ (g “ chlamydospora
pseudohy '3 $ik guif. 29 Y o
www.pgodoy.com : o’do c

- haploidni spory vieckovytrusnych kvasinek vzniklé pri sporulaci diploidnich
bunék (pohlavni rozmnozovani)

Y RHOMBOEDRICKY
I @ & Saccharomyces
: S LINEARNIM ' .
Schizosaccharomyces | jspoRADANIM PYTLOVITY Lipomyces
SPOR

= KLOBOUKOVITY Hanensula
Metschnikowia PROTAHLY % .
S ROZPOLCENOU O  SATURNOVITY

SPOROU
Nematospora VRETENOVITY / / JEHLOVITY



Sporulace

- pfi nedostatku dusiku v kombinaci s ne-fermentovatelnym uhlikatym
zdrojem dochazi k indukci meiosy a sporulace
http://www.genetics.org/content/suppl/2015/10/02/201.2.403.DCA1

Hoffmann a spol, Genetics, 2015



Gluc.

0.58%

2.0%

ade2 (Cervena barva) ukazuje
haploidizaci heterozygotniho diploida
(nékteré hapl. bilé vs Cervené)

Sipky ukazuji viecka se Ctyrmi sporami

Purnapatre a Honigberg, Curr Genet, 2002

Spory - kolonie

- pfi vyCerpani zivin na misce mohou
(krajni) bunky zacit meiotické déleni
(diploidni S. cerevisiae)

- meiosa je indukovana IME1
transkripénim faktorem (v ime1A se
meiosa neindukuje vs. v pIME1
overexprimovanych burnkach je
indukovana meiosa i bez vyCerpani
zivin tj. 2% glukosa)
—“DIFERENCIACE"




Kolonie
- ruzné tvary kolonii:

- hladké i ,fluffy“ kolonie — kulaté a ovalné bunky (S.c.) — neni urcujici faktor
- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia)
- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces)

- obvykle krémova barva —

- Cerveny pigment (Rhodotorula, Sporidiobolus)

- ¢erny pigment (melanin — Aureobasidium)

Carbon
Rich Poor

Rich

Pseudohyphal Sporulation
Growifi

T 2

Nitrogen

Poor

Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)




Kolonie

- ruzné tvary kolonii:

- hladké i ,fluffy“ kolonie — kulaté a ovalné bunky (S.c.) — neni urcujici faktor

- drsné kolonie — protahlé bunky (Pichia)
- slizovité kolonie — pouzdra (Lipomyces)
- obvykle krémova barva —
- Cerveny pigment (Rhodotorula, Sporidiobolus)
- ¢erny pigment (melanin — Aureobasidium)

- vyuziva se napf. pro odliseni C.d. od C.a.
(kultivace na Staibové agaru pfi teplote 37°C)

Carbon

Rich

Rich

Sporulation

op
9@ 3,

Nitrogen

el
K
£

Day of Growth
3 4

5 6

UOIIBUBOUOY) 8S01Xa(]

Granek and Magwene, PLoS Genet (2010)



Morfologie kolonie - Candida

Napf. odliSeni C.d. od C.a.: 24h kultivace na Staibové agaru pfi teploté 37°C
(a) C. dubliniensis (b) C. albicans



- tvrdy agar (4%, + sucha) a UV zareni indukuje ,stopkovani“ (slozena z kvasinkovych
nikoli pseudohyfalnich bunék) — zvySuje Sanci na diseminaci

- bunky v jamkach jsou chranény pred UV,
zatimco ty na povrchu jsou zabity

Engelberg a spol, J Bacter, 1998

S. cerevisiae



A B c

kolonie

mitochon

-vetsi buniky (4um)
-malé mitochondrie a
vakuoly

-vice lipidovych vacku

-

vacuoles

U cells

lipid droplets rozdily jsou patrné i na

L cells expresni urovnli protelnu

mitochondria

L cells

-mensSi bunky (3um)
-velké mitochondrie |
vakuoly (aktivnejsi
respirace a vice ROS)

vacuoles

’ M lipid droplets

D vertical transversal colony section )




rozdily jsou patrné i na expresnl urovni proteinu

I 1 memiles I T ~Aaslles

Vertical colony

secin Ato3p Pox1p Ole1p Met17p

20um 154

vertical transversal colony section

Cap et al., Mol Cell, 2012




Differenciace S.cerevisiae v kolonii

Cap et al., Mol Cell, 2012

U (upper) bunky - aktivni
glutaminem-indukovanou TOR
drahu, snizenou respiraci (malo
mitochondrii), AMK-sensing
systém (Gcn4) a vysSi
Jdurnover AMK (souvisi s
produkci amoniaku), produkuji
amoniak pro komunikaci kolonii
- vyuzivaji ziviny uvolnéné z L
bunék (autofagie)

- jsou odolng&jSi vuci stresu —
déle preziji

- schopné proliferovat (po 10
dnech)

L (lower) bunky — podléhaji vice
stresu, hladovi (prestoze jsou
blize mediu), aktivuji
degradacni mechanismy
(zasobuji U buriky)



Komunikace kolonii

Kvasinkové kolonie spolu ,komunikuji“ (i bez dotyku) pomoci amoniaku — inhibuje
rust sousedni kolonie (kolonie S. cerevisiae produkuji amoniak po 10 dnech ristu)

o E

Lid

134 h

Aktivni inhibice rdstu ———
sousedni kolonie nikoli i i e i
(pasivni) dusledek
spotrebovani ziviny

kolonie pfresmérovava rust
sousedni kolonie —
nekompetuji o Ziviny -

29%em -

Palkova et al., Nature 390 (1997)



rizné vyvojové programy (formy) vedou k

mnoho-bun&&nym strukturam (...hyfy) W" %
- tvorba biofilmu na pevném podkladu se ‘ " 5
snizenym mnozstvim agaru (malo glukozy) BlOfl I m

matrix

e c-sesiese-s]
surface

- tvofen EC matrix s mikrokoloniemi
kvasinek, hyfami a pseudohyfami
(komplexni struktura)
- vice rezistentni nez planktonické bunky
- vyznamneé prispiva k rozvoji a odolnosti
kandidoz (rezistentni k antimykotickym
latkam)
- ECM a adhesiny/flokuliny FLO1, FLO11
jsou potrebné pro tvorbu biofilmu
- vazi napf. peptidy na povrchu hostitelské
bunky (C. albicans =ALS2, 3, 6, 7, 9
exprimovany pfi vaginalni infekci zatimco
ALS1, 2, 3, 4, 5, 9 exprimovany pfi oralni
infekci)




wild type Aflo11

Flo11p-GFP

- morfologie kolonie zavisi na ECM
(extracellular matrix tj. glykoproteiny)
- ECM zachycuje vodu a chrani kolonii pred

vyschnutim Stovicek et al, Fungal Gen Biol (2010)
- bunécna adhese je dilezita pro vSechny , _ , )
specifické morfologie (... biofilm, flokulace) Laboratorni kmeny jsou hladke (napf.
- zavisi na FLO11 (adhesin — glykoprotein — S288C - Genotyp: MATa SUC2 gal2
faktor duleZity pro flokulaci, biofilm, mal mel flo1 flo8-1 hap1)

pseudohyfy)



S.c. kmen £1278b

B i B  Pseudohyphal Growth
Invasivni rist

Colony Before Wash After Wash

Ca_fio8A/
Ca_flo8A

Cg_m!gf1? t.; Phenotypic Score
i & B
-7 0 10

- bunécna adhese je dulezita pro vSechny

specifické morfologie (invasivni rust, Invasion
pseudohyfy, biofilm, flokulace)

- FLO11 = adhesin (glykoprotein — faktor
dulezity pro uchyceni

- Flo8, Mfg1 jsou TF aktivujici transkripci Flo11

- Flo11, Flo8, Mfg1 faktory jsou konzervovany ...
a podili se na invasivnich vlastnostech
(virulenci) patogennich kvasinek C. albicans
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Ryan et al, Science (2012) Biofilm
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adhesin

- Flo8, Mfg1 jsou TF aktivujici transkripci Flo11

- Dig1 je represor transkripce Flo11 ’”“””"‘n.
- FLO11 = adhesin (glykoprotein — faktor dilezity — amioia n.
pro uchyceni - bunééna adhese je dulezita pro _— D.
vSechny specifické morfologie (... biofilm

flokulace) e u.
u®
Ryan et al, Science (2012) m




Flokulace

- reverzibilni schopnost kvasinek shlukovat se, tvorit vetsi celky
(vloCky, floky); odpoved na stres

- flokulace je vyznamna vlastnost vyuzivana napf. pfi produkci piva

(snizuje naklady na filtraci piva) o o o
flo1” Flort -ovlivnéno slozenim média,

genetickou vybavou kmene
(skupina FLO genu),
teplotou, stavbou a
morfologii bunky ...

- Flo1p vaze manany na
povrchu bunék stejného
druhu (S.c.) => agregace
- NewFlo vaze manosu i
glukosu => glukosa v
mediu inhibuje agregaci —
teprve po pfeméné cukrd
na etanol se vaze na
bunécnou sténu ostatnich
bunék a dochazi k
vioCkovani

Smukalla a kol., 2008, Cell
Verstrepen, 2006, Mol. Microbiol




NH>

Protein
of interest

Cell wall matrix

- His-His-His-His-His-His
(chelatuje Ni, Cu, Co
kovy)

-GTS1 transkripCni faktor
spoustejici aglutinaci pod )
CUP1 promotorem  GPHSpCGl - GPuHepNCo)
(dalsi prednasky)

- biosorbce & e enelet

sedimentace TN

- hybrid Aga2 (aglutininy nebo Flo1 ...) s testovanym

proteinem

- exprese eukaryotnich proteinu v kvasince (podobné
mechanismy ... posttranslacni modifikace) — knihovny
lidskych cDNA (i protilatek z pacientu)

- vyuziti i pro biotechnologie — vychytavani tézkych kovu
(dekontaminace)

Kuroda et al, Appl Microbiol Biotechnol (2002)
Pepper et al, CCHTS (2008)




YSD - testy antigen/protilatka

Gene library >

Yeast expression host Surface displayed library
Expand Sort by
sorted cells MACS
: + Fluorescent

+ Ag-labeled
magnetic beads

antigen

Expand
sorted cells

—

Sort by FACS

mnozenim se nabohati
- zopakovat sorting

- v kvasince je exprimovana knihovna (napf. IgG klont) — na kuli¢kach je navazan
antigen — opakovanim vychytavani dojde k nabohaceni (i slabSich interakci)

Boder et al, Arch Bioch Biphys (2012)



Pseudohyfy, adhesiny ... a candidalysin

Kvasinky C. albicans jsou schopny se pfichytit k epitelialnim burfikam hostitele
(pomoci adhesinti — Hwp1) — invasiny (Als3 a Ssa3 mohou interagovat s
receptory) se podili na vnoreni pseudohyfy do bunééné membrany hostitele — Ece1
je rozstéepen Kex2/Kex1 proteasami na peptidy (Golgi), které jsou sekretovany a
vytvari (peptid Ill) pory v cytoplasmatické membrané (jako bakterialni toxiny)

8 =)
o | ®
Candidalysin

Epithelial cell

Invasion pocket

Mitchell, Nature, 2016; Moyes et al., Nature, 2016; Los et al, MMBR, 2013



Killer toxiny

Nékteré kmeny S.cerevisiae produkuiji tzv. killer toxiny (proteiny a
glykoproteiny sekretované do prostredi), které jsou letalni pro citlivé
kvasinky i bakterie; ekologicka vyhoda (vyhoda pro vinafe — neprerostou je
cizorodé kmeny)

Poprvé analyzovano v roce 1963 (Makower a Bevan) kvasinky zabiji
podkladovy kmen (K1=Ilaboratorni, K2 a K3=vinarské kvasinky)

Kvasinky ze stejné skupiny se navzajem nezabiji (preprotoxin ...)

Geny jsou kdédovany na dsRNA obalené ve ,virus-like particles® (VLP,
pripominaji savCi dsRNA viry) — kdduji obalové, replikaCni proteiny (ale
potfebuji bunku k replikaci ...), transkripCni sekvence a toxin

Samotné VLP nejsou infekEni (nejsou uvoliovany z bunék - Ize je prenést
konjugaci bunék nebo fuzi protoplastu) ani toxické (preprotoxin v plvodni
bunce interaguje/inaktivuje maturovane/sekretované toxiny)

Toxin je sekretovan a vaze se na bunécné stény ($-1,6-glukany) -
zpusobuje perforace/péry v cytoplasmatické membrané — ztrata iontd,
potencialu ... bunka hyne

Kluyveromyces lactis, Pichia membranifaciens — linearni dsDNA (v
cytoplasmé, pGK11), bez kapsidy, toxin se vaze na chitin (chitinasova
aktivita)

Hansenula mrakii ... - geny na chromosomech, toxin inhibuje syntézu 3-1,3-
glukanu (v misté rustu pupenu)



Table 2. Killer activity of P. membranifaciens CYC 1086 and CYC 1106 against yeasts and fungi of biotechnological interest

Sensitive strain Killer activity Sensitive strain Killer activity Sensitive strain Killer activity
1086 1106 1086 1106 1086 1106
S. cerevisiae SGV - - B. bruxellensis 1D007 3+ - Pichia anomala 1114" - -
S. cerevisiae CEG - - B. bruxellensis D013 1+ - Pichia membranifaciens CYC 1070 2+ -
S. cerevisiae VRB - 3+ B. bruxellensis D014 1+ - Aspergillus spp. 27 - -
S. cerevisiae NEM - - B. bruxellensis D015 1+ - A. carbonarius B MUM - -
S. cerevisiae 2056 - 2+ B. bruxellensis D017 24 - A. orchraceus - -
S. cerevisiae BM45 | - 3+ B. bruxellensis D018 1+ - A. oryzae - -
S. cerevisiae 2323 - - B. bruxellensis D019 1+ - A. tubingensis - -
S. cerevisiae ALB = 3+ B. bruxellensis D027 1+ - Fusarium culmorum - -
S. cerevisiae SLO - 4+ B. bruxellensis D028 1+ - F. graminearum NRRL 28525 - -
S. cerevisiae VN - - B. bruxellensis D029 2+ - F. graminearum NRRL 29020 - -
S. cerevisiae 71B - 4+ B. bruxellensis D031 1+ - F. pone - -
S. cerevisiae CS2 - 1+ B. bruxellensis D032 1+ - F. proliferatum MM 1-2 2+ -
S. cerevisiae CM - E B. bruxellensis D033 1+ - F. proliferatum MM 3-1 24 -
S. cerevisiae HAY - - B. bruxellensis D035 24 - F. proliferatum MM 6-2 - -
S. cerevisiae FS - 3+ B. bruxellensis D036 1+ - F. reticulloides MM 6-3 - -
S. cerevisiae 16 - - B. bruxellensis D038 1+ - F. reticulloides MM 7-3 - -
S. cerevisiae 17 - 3+ Debaryomyces hansemii 1021 | - - F. sporotrichoides ITEM 550 - -
S. cerevisiae 18 - 3+ D. hansenii 1244 - - Botrytis cinerea 20003 - 3+
S. cerevisiae 19 - - D. hansenii 10388 - - B. cinerea 20004 - 14
S. cerevisiae SC1 - 4+ D. hansenii 10386 - - B. cinerea 20005 - 2+

r

- Kontaminace vinnych kultur kmenem Brettanomyces bruxellensis mize byt
potlaCena Pichii membranifaciens

- Vyznam pfi ochrané prumyslovych kmenu (proti kontaminaci —
toxinu a zabiji kontaminanty)

- \(/:Iec)be (nékteré S.c. killer kmeny zabiji kmeny C.a., C. podzolicus zabiji
.n.

0 v

odolné vudi

Santos et al., 2009, Microbiology



