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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

Prufez u€ivem pro statnice



Rozvrh prednasek

08.10.2020|8-9.30hod  |MS Teams |Doc. Paledek Uvod - historie, vyznam

15.10.2020

22.10.2020|8-9.30hod  |MS Teams |Doc. Paleek Zakladni charakteristiky kvasinek

29.10.2020(8-9.30hod _ |[MS Teams |Doc. PaleZek Diagnostické a molekularné biologické metody
05.11.2020(8-9.30hod _ |MS Teams |Doc. Pale&ek Genetika kvasinkovych organismu

12.11.2020|8-9.30hod |MS Teams |Dr. Spirek Mitochondrie

19.11.2020|8-9.30hod  |[MS Teams |[Doc. Palecek Morfologie a bunéény cyklus, parovaci proces,
26.11.2020|8-9.30hod  |MS Teams |Doc. Paleéek Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy
03.12.2020(8-9.30hod  |MS Teams |prof. Svoboda Protoplasty kvasinek jako modelovy objekt

10.12.2020(8-9.30hod  |MS Teams |prof. Svoboda Struktura kvasinkové buriky, sekrecni drahy a endocytéza
17.12.2020(8-9.30hod  |MS Teams |prof. Svoboda Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
07.01.2021(8-9.30hod _ |[MS Teams |Doc. Paletek Organizace genomu a evoluce kvasinek

14.01.2021|8-12hod  |A7-2.17  |Svoboda+Paletek |Cvi€eni k pfednaskam

21.01.2021|9-12hod A2-2 11 Doc. Paleéek test + predtermin zkousky

Pfednasky — nahravat + PDF na IS po prednasce

Cviceni — blokové

2 terminy zkouseni

(na ¢em studenti pracuji?)

test a prednaska




, Osnova 1. prednasky
Uvod

Kvasinky — historie

Vyskyt a prenos

Vztah k lidskému zdravi

Vyznam pro biotechnologie a vyzkum
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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.yeastoenome.orag/
http://wiki.yeastgenome.org/index.php/Commonly used strains
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and more

» Help Resources Search SGD Colleagues
Getting Started. Sitemap. FAQ. and more 1 Use the 'Colleague’ Option in the Category Search to search SGD for yeast colleagues
» Analysis & Tools ‘reast Laboratories

Links to Pls of yeast [aborataries
BLAST. GBrowse, Gens/Seq Resources

YeastMine, Maps. and more Colleague Submission/Update

7 Add or update your information in SGD
» Homology & Comparisons
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Homologs, and more Search the Yeast Biosci Newsgroup

» Function & Expression Community wiki C herry et aI NAR 201 2
Protein Infa, Pathways Community-edited information about S. cersvisiae genes. gene products. and resources =y ]

Expression Analysis (SPELL). and more

Careser Resources



EFZT-6ETT 'ESP 2MIEN "UORN|OSJ IPROIPNU-3|BUIS I8 PRABAINS SWOITUISURI] JROAIEYNT © 4O 24104303 JIWRUAG "(800T) [ J9[yRa ‘[ SU260Y '[D WeMU3d ‘] PEIYPOOD ‘A POOK, J PIQNYSS 'S WEM 'S JIanbiey ‘Lg Wiay|

£89-148 “IST Jf20 *5)ja3 1uadsainb pue Bunesapold Ui S3Ww0a304d pue S3WeILISURI 1SE3A UOISSY JO SiSAlRUR 3ANRIUEND *(ZTOZ) [ J3(4eE "4 PIOSIAgaY M UAYD ‘S UIIPED *y IPILLDS S Jesanbiely

THZ-5ET 'L SONIPUSH JINBN "#QuU0d SS0AW0IEYIDRSOZIYDS 0 Aussealp didAyouayd pue dnweouab 3yl *(ST0Z) (8 33 D SijIeY 'O saJeyeC

v 'LT ABojoIg Jwouan I5esk uoissy Ul wIoqRIAW AGiaus j0 Buiyosd Alojenbas pue [RucdUNY (STOZ) [ J3)4eE ‘DD YUWS N RIAR[ED RRURD ‘D SIIRY ‘W 23d01-ZanbUPOY ‘Y YOIIE ‘i PR3IRH

S61T 'vZ VNY "ISR3A UoISSY Ul IyNy
IPoY ‘L¥a Lo ‘.S JRsAnbiRl ‘L HS UOSUNY

pue ‘aseapnuoxa JwseidolAd ‘awosoxa Jeapnu Aq Bunabie) pue anouadal yNY Buipoouou Buo (8T10Z)  J3|yes 4 pueydeg ‘r el P3N ‘D [Bqe3eD Y- ARwaT ‘D siey zadgn-zan

£€£ '0TZ $ON2UAD 5|30 15834 UCISSy Buibe Jo 5{00d PAsSOIDIaUI WOy S3[3j|e AYA3GUOC| [eImeu BuLaAcIUN *(2T0Z) [ J3|YEG ‘DQ S3IBYHAL ‘W PP3BN D SI|j9Y ‘I 23d07-23nBUPOY ‘A USUOISNY ‘v SI||3
02263 '91 ABOJOIg SW3ISAS 1830 *3IURISIS3S $53.1S Pue YImest ‘uone|nbas 133 Ul sabuey

siwayshs BuusBBLy WsI0qeaw ABIaUs SweiBoidss 15834 UBISSI J0 JUBLIZA SSRUN SNBATUA ‘(DZ0Z) [ JAYSE ‘I J3SIRY ‘Y J3A3E ‘Y MO3id ‘D psacuelols ‘A M3jjacdes ‘|4 J9Pa|ini ‘[S PUSSUMOL ' 23d0T-2anBUPOY /[ YDRGSSOIS 'S peiwey

:suonesqnd pa3332s

10B3U0D
s@2inosay
) . ) A ovbid suonedlIgnd

133U01d MM YDIB3S3Y J3DUBD B PUE ‘SJUBID 133[01d DYSEE ‘PIEMY 101eBNSIAUT JOIUSS ISNIL SWOD|SA B AQ PAPUNY AJUIBLW SI I IR3S3) INQ *ABOJOIg JRINI3[0} PUER [R4NIONIIS JO IMNSUT 3U) pUE ‘SINISUT SINBUID
120 243 ‘SIMPSUT 420ULD TON BY] YIIM PIJEIDOSSE OS[E 38 3A) “JUBLLLOIIAUT B UOHINIOAT ‘S1BURD jo Juaunledaq Yd4easay 3yl jo Buraby AYljeaH Jo a1mnsuT 34) U} uopuo a63jj0) AJSIDAIUN 18 3Je 3p yoieasay
UBLWIUOLIAUS pue adAjouayd ‘adAlouab usamiaq sdiysuonejal pue ‘sassadoid pajeposse-Guabe xajdwod ‘S3wouab Jo UONNJOA2 pue ucnenba. ay) asAjeue aidoad
01 S3yde0dde [aA3]-SWAISAS PUB “IBIN|[3D “IN3USH 3SIAAID Ajdde 3M "SWISAS [3POW S8 YSUI||DY 3SIonbink pue 15eak uoissy Buisn uonauNy yYNY Bulpod-uou Buo| pue Buiabe ‘33ua3sainb Jejn|[3) S31pnls Alojeioqe] Jajyeg aylL woH

W0} ¢ uoRe|NBaY SWOUSH qEHRIYE ( JUIWLOIAUT PUE UDINIOAT ‘SINIURD) JO Juslledag YIRSy « AWOH 1IN 5 = %

uoije|nbay awouan

qe|
uoissy uob 19N qUIOH

wm.u—nvmum ﬁﬁ!. E.Euﬂudho UMU—.—OU
ayswio(] piwe(] pue Bur(]

WIS

BILIOJE) UIAINOG
JOANSIATUN) IS %

. 2 st £8 Juiod-1 jiom/1auaquuiod /Npasasn-ayisuiop i g o N
BQY 9241 ‘B 9.0} az1s Jonpoid 9Z0'POVLOVdS aloneweyskg  °dfieueud el sibus
jueuodwod Jejn|jed 09
Buipoo uisyoid ad/A) ainjeay GOWS Jungns ased |y dooj-4 DINS xa|dwoo g-gows 1onpo.d
ssaooud |eaibojoiq 09
paysignd  snjejs uonesialoeieyd GOWwsS  aweu piepuels suss

uolouny Jenasiow Q9

Aewwins gows

S|ieyep 920 vO¥LOVdS / GoWsS

1seak uoISSY 10} 82IN0SAI JYNUSIOS BY |

auaby/bioasequiod mmm//sdny Q >




+ woolY% - 5 UL

Jzquizl Aliwe) 434 JsL3oue ‘dZeas yum Juepunpad Ajleuonaun) idTT40d pUE dsgxaly UYaim SUoRIeIauUL 5]
[=1=3=p] ein Duisszo0ad pus awid-g Lam Jodxz yNYW 2|dnod o} pesodoud 1sn2enu 243 wol yNYW +(y)Ajod jo podxa Joj paanbag wzjoad Duipuig ¥y

ral - TT3HS ‘m1scyads | TVHA

y3bus| suso|=] 5|043u0d JELT Aemuied
1=33p] dT|BL 43 Ul PRAJDALL 0USIUl JEB|DNU S43 YJim x3[diod siod JEBPNU BLUY S308UU0D ‘BdojeAUs JE3INU SLY UM PSIEID0SSE WS304d SHI-WIS0A

(a8 26+TTIA | TdTH
= ndyBnody | Mo {£00Z) 4 edasnbious, 119" .Du_..umuz JnEuAs
= ndyBnosy ] Mo hmoc.mv 4% Ess JIH o Ch L 0ADJOH
a - ndybnoay | Mo {£002) g u=ais 11va i
= ndybnaJy| moq (200T) Sl u=xsed LIH/LTYE diuo) pajnysucoIay
= ndyBnosy) mog (200T) d¥ Jueis liva ﬁ!ﬂ._ A
| - ndyBnosy] mog ﬁmu.mmu. [ 2s=308 1rwg ]
= ndyBnoayL Mo (&00Z) & eaimnbious 1IH nEuﬁuib._:ﬁmu Apuipgy
= ndyBnady] maq [£002) WG u=sls 1iva
jndyBnoiy) GBiH (800E) [ 35316 ATva YN -Sanaden Ay
ndyBnoy ) 4BiH (010Z) ¥5 Apollies live FyBH-24mden Ay

ndybnosyy UOJEDIGNg Bpo) sJUSPiaAg [Ejuswsadxg

dpp1dey spuiq 20Usnbas UOEZIEI0| JES[NU |SANWUL UELWNY 0] PRIl {s|2az| YNyYW sa3enbaiojne (did)w
uiziodd aiod Jesjnu spulg {joauod pbuz| [1e] (y)Ajod pue Jodxa YNHW JE3INU Joj pauinbal wajoid Bulpuig-yNy paiejiuspedlod Jespnn

ozz119A | CEYN

<|

si0310e191Ul Bnbiun e101 TOT Dukedsig

b

. alonsey  « Uspadzagqez o« BURNS . G [ s ) . [ QIO | AJEUWING UORIEISIUL (AMSE0HAA] TdT ...cu-”

<< = =

[@ v eyuano” eydauazouosop (@ eygndad eysa osoua [ @ . o) o [@ pewjoyesuy (@ urdogyssp Anu witd u ez nuipoy nsebioig weibo.g ﬂ L Ayzopd susqugo 4L

£ e

eposnde)  slonsey  Aqzood suagiqo JERsqoz  AsRad) doqnog

.m.;o._u:mo_n_mr_u_....

13101dx] 19usau| smopuipy - qiyoolg | Arewwung uonoesatu) (MGEOUNA) LdTW o/
FT TR e SRS, ST S~ LGRS e |

- A14O0!Y

00 -8 . ATHEOI | AJLWUING UORIEISIUT (MEE0HAAY ::_}_m.“.u

« al0igsen o« UsgadzageEr o« BYURAIS .
% b !
[@ ' eyuaqnof” eypauazodosoy [ esgndad eysa” onoua] [ o

oo (@ peuwgod saug (@ wrdogysap Anu - u **eZ nuipay nsejbodd we b4 ﬂ L0 Ayzopod suagqygo L

epasoder)  alogser  Ayzood guaqqo  EEsqoz  AsRadr) Jognog
9 e

Jeol| | x| [ [H]| " 5774 /Bio pUBAIGE |

Jai01dx] 13U31U] SMOpUL - iyDolg | Arewwing uolioeiaiu| (MGEOUMA) LdTW 2/




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




Kvasinkar
Brno — prof. Svoboda, ... doc. PalecCek
Praha — prof. Palkova, Dr. Hasek, Dr. Valasek ...
SR - Bratislava — prof. Tomaska, prof. Nosek ...
UK — prof. Nurse, Dr. Bahler, prof. Carr ...
USA —prof. Schekman, prof. Forsburg ...
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... 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 stfedovéku v Evropé kvasily slad — nazev yeast pochazi z némeckeho
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 %

3 Lager — Saccharomyces

‘if/

pastorianus
o 4

— A

e

Monerawela a Bond, Biotech Adv, 2017



trochu (experimentalni) historie

- poprvé kvasinky pozoroval A. van Leeuwenhoek v roce 1680

- L. Pasteur prokazal aktivni ucast pfi kvaseni (polovina 19. stoleti) Mre_sn'
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.Hansen, C
a S.c. z vina (Muller-Thorgau) v 80.letech 19. stoleti (cerevisigé=piv
latine, pombe = pivo ve swahili) T
- 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

., Glucose

“are |
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-phosphoglycerate
Acetaldehyde Pgr‘nlI

2-phosphoglycerate
Pdcl Encl I
Phosphoenol pyruvate
COQ Pykl I
Pyruvate

":“'-_; 2 CO,
gb-' : *: Lager — Saccharomyces

'7<f ’J pastorianus

T

L MonerawelaaBond, Biotech Ady, 2017 Ale~Saccharomyces

cerevisiae



... 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 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 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 bakterialniho metabolismu)

- naproti tomu v Antarktidé
jsou dominantni (méné
bakterii)

- vyzkum v letech 2003-4:
|zolovany 2x asco- a 16x
basidiomyceta (7x nové 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
037123 CBS 10632 EU149780
03YB2 CBS 10740 DQ402536
03YB2 ANT 03-028 EU149779
Cryptococcus saitoi 03DIJ1 CBS 10631 EU149783 AF444372 99
03Lab1 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
03 Lab4 CBS 10751 EU149791
037123 CBS 10686 EU149789
Dioszegia sp | 03CW2 CBS 10623 EU149792 AB049613 95
03YBI ANT 03-101 EU149793
* Dioszegia sp 2 03CW2 CBS 10637 EU149798 AF444379 91
Leucosporidium sp 1 03MD3 CBS 10633 EU149802 AF444529 87
03T14 CBS 10684 EU149803
03T30 CBS 10641 EU149804
Leucosporidium sp 2 03MD3 CBS 10638 EU149803 AF444529 96
03CW1 CBs 10639 EU149806
Leucosporidium sp 3 03MD3 CBS 10620 EU149807 AF444529 85
Leucosporidium sp 4 03MD3 CBS 10636 EU149808 AF444529 a7
03ynp2 CBS 10640 EU149809
Mrakia stokesii 03730 CBS 10622 EU149810 AF144486 100
Rhodosporndium kratochvilovae | 03Lab6 CBS 10617 DO02534 AF444520 100
Rhodotorula Taryngis 037123 CBSs 10621 EU149811 AFa444617 98
Rhodotorula mucilaginosa 3NB35 CBS 10685 DO402533 AFa444635 99
035P24 CBSs 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

*hZembers of Ascomycota . . , \ ,
’ * 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
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M Cr. podzolicus
B Cr. gastricus
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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

- predevsim 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)



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 streve mouchy Drosophila ..

- askus chrani spory béhem pruchodu traV|C|m 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 nepfibuznymi
gametami

-hypotéza: hmyz slouzi jako vektor umoznujici kvasinkam
osidlovat nova prostfedi, pficemz zvysena rekombinace
zvysuje sance na preziti a adaptaci na né

Sandhu & Waraich, Microb. Ecol., 1985 ; g
L e «9‘& e



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 pacientt — 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

Prof. A. Svoboda
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Ascomycetes Basidiomycetes Malassezia . .

mmm Arthrodermataceae  mmmm Cryptococcus NN restricta mikrobiom

Aspergilius Malassezia ° v . 1 °
gy e e :‘;’;‘:n";’osjm - sekvenace \Cz_orlfu od v1, 0 zdravych Jedln.cu
S m— Ustilago R ——— - ruce, nos, usi, zada, tfisla ... Malassezia
Epicoccum Others (<1%)

mmm Leptosphaerulina

. Penicillium
Phoma

BN Saccharomvces

mmm Undeterminec
Other genera

Findley et al, Nature, 2013

- 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 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)



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).

- 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
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 *




Vyuziti S. cerevisae pro vyrobu biopaliv

« Vlozeny g

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
glukézu uvnitf bunky (gh7-1z Neurospora crassa na ,multicopy” plazmidu)

obesla represi

- Vice v dalSich
prednaskach

Ha et al, 2011, PNAS
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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 enzyme3 .
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



Fatty alcohol BE 1.2 m— H5343
P450 alcohol  dehydrogenase 8d
. . . . = oxidase e 21
S5 3538 <es8z:3s3:88;: K€
5588582328385 3585358%8
m 3
»DPI74 @ © @ @ .23
P23 @ @ @ 0 0 00 00 35
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* novy kmen je schopen produkovat P 0 genetice
, . , atty
w-hydroxymastné kyseliny, ktere Mm‘y . froxidation
|ze pouzit pro vyrobu bio-polymeru .
o , ° CHACH.),-CO0OH
(plastti podobnych polyetylentm, CHy(CH,),-COOH 'X_
bio-odbouratelné na bio-palivo) CHATGS - o
v, e CHy(CH,),, - CH=CH-CO-5-CoA
« dalSi modifikace kmene HO-CH,-(CH,),-COOH
(integrace genu pro lipasy) block unknown enzy CH-(CHy), - CHOH-CH,-C0-S-CoA
by umo%nllo prime odbouravani R L, pr— [—
OdpadHICh Oleju ' ' CH{(CHy), -CO-CH-CO-5-CoA
Lu et aI.,JACS (2010) HOOCH{CH,),-COOH CH{ CH,)y -CO-5-CoA + CH-CO-5-CoA

Dikarboxylové kyseliny



Vyzkum

- Je tfeba kvasinkam rozumét (na molekularni drovni), aby bylo mozné je
vyuzit napf. pro biotechnologie, vyzkum (od jednoduchych zakladnich

vvvvvv

mechanismu ke studiu slozitéjsich ... az k objasnovani lidskych nemaoci)
- S. cerevisiae a S.pombe jsou modelovymi organismy
- jednoducha eukaryontni bunka (zakladni procesy jako u vyssich eukar.)

- 1. osekvenovany eukaryontni genom, 1. synteticky eukar. chromosom
(cca 2300 z 6000 gent ma ortology v genomu ¢loveka)

- Y2 z 550 esencialnich genu 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



Vyzkum
- bunécny cyklus (sir P. Nurse)

- podobné geny (ortology) ... podobné mechanismy
- exprese lidskych genu v kvasinkach ... 1. RAS (viz Y2H)

- celé drahy

@ Assays relevant to human disease

@ Heterologous expression of human genes

; ATCCGAG WX
NTAGGCTC X

H. sapiens  ATCCGAG
S. cerevisiae ATCAGAG

~| ® F@
‘.@i@@ @Humanizing full pathways

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, prof. A. Svoboda)
- mechanismy opravy poskozené DNA (nadorové syndromy)

Human homologs

Yeast Human Cancer syndrome

MEC1/TEL1 ATR/ATM Ataxia telangiectasia

MRE11 MRE11 Ataxia telangiectasia-like disorder
XR52 NBS1 Mijmegen breakage syndrome
RADS3/DUN1  hCHEZ Li=Fraumeni syndrome

SGS1 BLM/WRN/RTS  Bloom, Werner & Rothmunid=

Thomson syndromes

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

- Metody vyuzivajici kvasinek (napf. 2-H, reporterové systémy — RAS systém)
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Vyzkum

- bunécny cyklus, ... mechanismy opravy poskozené DNA

Table 4 Schizosaccharomyces pombe genes related to human cancer genes

Human cancer gene S. pombe gene/product
Xeroderma pigmentosum D; XPD rad15, rhp3
Xeroderma pigmentosum B; ERCC3 rad25
Hereditary non-polyposis colorectal cancer (HNPCC); MSH2 msh2
Xeroderma pigmentosum F; XPF rad16, rad10, rad20, swi9
Immunodeficiency; DNA ligase 1 cdel17
HNPCC; PMS2 pmsT

HNPCC; MSH6 msh6
HNPCC; MSH3 swid

HNPCC; MLH1 mih1
Haematological Chediak—Higashi syndrome; CHS7 -
Darier—-White disease; SERCA pgak

Bloom syndrome; BLM hus2, rgh1, rad12
Ataxia telangiectasia; ATM tel
Xeroderma pigmentosum G; XPG rad13

Tuberous sclerosis 2; TSC2 .
Immune bare lymphocyte; ABCB3 =
Downregulated in adenoma; DRA =

Diamond-Blackfan anaemia; RPS19 msi19
Cockayne syndrome |; CKN1 -
RAS steb, ras1
Cyclin-dependent kinase 4; CDK4 cdc2
CHK2 protein kinase cds1

AKT2 pck2, sts6, pke

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

Wood et al, Nature, 2002

Systematic name

SPACID4.12

SPAC17A5.06
SPBC24C6.12C
SPCC970.01
SPAC57A10.13C
SPAC19G12.02C
SPCC285.16C
SPAC8F11.03
SPBC1703.04
SPBC28E12.06C
SPBC31E1.02C
SPAC2G11.12
SPCC23B6.03C
SPBC3E7.08C
SPAC630.13C
SPBC9B6.09C
SPACB869.05C
SPBC649.02
SPBC577.09
SPAC17H9.09C
SPBC11B10.09
SPCC18B5.11C

SPBC12D12.04C



Vyzkum

- Bunécné mechanismy ..

Table 5 Schizosaccharomyces pombe genes related to human disease genes

Human dlsease gene Dlsease Score” S pombe gene/product
Wllson dlsease ATP?B Metabollc et P -type copper ATPase
Non-insulin-dependent diabetes; PCSK1 Metabolic ++++ krp1, kinesin related
Hyperinsulinism; ABCC8 Metabolic +44+ ABC transporter
G6PD deficiency; G6PD Metabolic ++4+ zwf1 GP6 dehydrogenase
Citrullinaemia type |; ASS Metabolic b Argininosuccinate synthase
Wernicke—Korsakoff syndrome; TKT Metabolic bt Transketolase
Variegate porphyria; PPOX Metabolic EERS Protoporphyrinogen oxidase
Maturity-onset diabetes of the young (MODY2); GCK Metabolic 4 hxk1, hexokinase
Gitelman’s syndrome; SLC12A3 Metabolic R CCC Na-K-Cl transporter
Cystinuria type 1; SLC3A1 Metabolic +++ a-glucosidase

Cystic fibrosis; ABCC7 Metabolic e ABC transporter
Bartter's syndrome; SLC12A1 Metabolic Gt CCC Na-K-Cl transporter
Menkes syndrome; ATP7A Neurological R P-type copper ATPase
Deafness, hereditary; MYO15 Neurological b myo51 class V myosin
Zellweger syndrome; PEX1 Neurological e AAA-family ATPase
Thomsen disease; CLCN1 Neurological +4+4 CIC chloride channel
Spinocerebellar ataxia type 6 (SCAB); CACNATA Neurological 4+ VIC sodium channel
Myotonic dystrophy; DM1 Neurological b orb6 Ser/Thr protein kinase
McCune-Albright syndrome; GNAS1 Neurological ERE gpal guanine nucleotide binding
Lowe’s oculocerebrorenal syndrome; OCRL Neurological Ry PIP phosphatase
Dents; CLCN5 Neurological +++ CIC chloride channel
Coffin—Lowry; RPS6KA3 Neurological bt Ser/Thr protein kinase
Angelman; UBE3A Neurological RS Ubiquitin-protein ligase
Amyotrophic lateral sclerosis; SOD1 Neurological et sod1, superoxide dismutase
Oguchi type 2; RHKIN Neurological Gt Ser/Thr protein kinase
Familial cardiac myopathy; MYH7 Cardiac e myo2, myosin |l

Renal tubular acndosns ATPSBT Renal

‘Soores are: ++++, <1x10 100, - epdi, 1>-<1O'40 to1x10"1°°

Wood et al, Nature, 2002

e

V-type ATPase



Analyza polyQ (glutaminove 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 proteinu — zavislost na chaperonech (delece
o Hsp104 snizovala agregaci a zvySovala rozpustnost)
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Souhrn 1. prednasky
« Kvasinky — historie vyuziti a vyzkumu
« Kde vSude a jak kvasinky rostou?
 Vztahy k lidskému zdravi

 Priklady biotechnologii a vyzkumu

HustopecCe u Breclavi



