Univerzita Karlova v Praze
P¥irodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Biologie

Tereza Putalova

Malé signalni molekuly u kvasinek
Small signaling molecules in yeast

Bakal&ska prace

Vedouci zawresné prace/Skolitel: RNDr. Libuse Vachova, CSc.

Praha, 2012



Podckovani
Réada bych patkovala své Skolitelce pani RNDr. LibuSi Vachové cC& jeji nekonmou

trpélivost a vsticnost.

ProhlasSeni:

ProhlaSuiji, Ze jsem z&kecnou praci zpracovala samostamuvedla vSechny pouzité
informatni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatast nebyla fedlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademickeého titulu.

V Praze, 14.5. 2012

Podpis



Seznam PoUZityCh ZKrateK. ... ..o 2
O Y 01 = 1« PR
2 UV oo NPT 4
G T Y 2T o = P 5
3.1. Mechanismus produkce amoniaku.............coveiiiiiieii i e e e e e 6
3.2. DeteKCe SIgNAIU. .. ...t e e e e e e e e O
3.3. Znena burcného metabolismu a diferenciacaigpbena amoniakem..................
4. Alkoholy, estery a EKave KYSeliNy..........co.ve i e e 9
4.1 Farnesol
4.2 DalSi @lKONOIY ... .. i 13
1 (=] Y78 17

A4 KYSEINY ..ot e e e e e 19

B, ZAVRY ..ot e e e e e e e a2 2D

7. SezNam POUZITE lIEIatUNY.. .. ...t e e et e e e e e e e e e 26



Seznam pouzitych zkratek

ATP
CAMP
GFP
MAP
NAD+

NADH
PKA

SPS
TOR

adenosin trifosfat
cyklicky adenosin monofosfat

green fluorescent protein zeleny fluoregnéprotein
mitogen-activated protein kinase

Nicotinamide adenine nikotinamidadenindinukleotid
dinucleotide

redukovany nikotinamidadenindinukleotid
proteinkinaza a

senzor pro aminokyseliny
target of rapamycin proteinkinaza, ktera je cilem inhibitoru
rapamycinu



1. ABSTRAKT

Kvasinky vyliuji do prostedi metabolity, z nichz&které mohou mit signalni funkci.
Mezi malé signalni molekuly patkrome jinych molekul amoniak, alkoholy, estery, kyseliny
a CQ. Tyto latky mohou vznikat jako odpadni produktytatmlismu, nap nékteré alkoholy
pii katabolismu aminokyselin. Po vyléeni ovliviiuji dalSi/okolni biiky vazbou na receptory
nebo fisobi na st cil pitimo v buice a nebo mohou vytigt koncentréni gradient pipadré
gradient pH. Nové poznatky ukazuji, Ze pomoci amdunise mohou kvasinky dorozumivat a
diferenciovat v ramci kolonii. Farnesol, tyrosoldalSi molekuly pouZzivaji kvasinky ke
guorum sensing. Kvasinky ro¥h sekretuji vonné estery a mastné kyseliny. Vysoké
koncentrace C© spoustji piepnuti z kvasinkovych bék na hyfalni formu. Tato prace
shrnuje dosavadni informace o vzniku @s@beni vybranych molekul (amoniak, alkoholy,

estery, kyseliny a C§)v signalizaci kvasinelsaccharomyces cerevisia€andida albicans.

Kli éova slova: Saccharomyces cerevisiae, Candida albi¢aignalizace, amoniak, gqourum

sensing, CQ

1. ABSTRACT

Yeasts excrete metabolitesinto the environmentesomwhich may have a signal
function. The small signalling molecules includenaomia, alcohols, esters, acids and,CO
beside other molecules. These substances may inedoas waste products of metabolism,
such as some alcohols in the catabolism of amirds aéfter exclusion they influence other /
surrounding cells by binding to receptors or th#fga their target in the cell or may form a
concentration gradient or a pH gradient. New figdishow that using ammonia yeasts can
communicate and may diversify within colonies. Faol, tyrosol and other molecules use
the yeasts to quorum sensing. Yeasts also secreteatic esters and fatty acids. High
concentrations of COtrigger switch from yeasts to hypha. This papenmarizes existing
information on the occurrence and impact of setta®lecules (ammonia, alcohols, esters,

acids and Cg) signaling in the yeasaccharomyces cerevisiaadCandida albicans

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Candida albicasgnaling, ammonia, gourum

sensing, CQ



2. UvVOoD

Kvasinky Saccharomycetea dalSi taxony, které tviokvasinkovita stadia, produkuji
mnoZstvi metabolit, z nichZ kkteré jsou sekretované do média a maji signalrideinTato
prace se zadiuje na vybrané malé signalni molekuly, které sekeeinodelovy organismus
kvasinkaSaccharomyces cerevisiagpatogenni kvasinkaandida albicans

Jako malé molekuly jsou ozfwvany organické molekuly s nizkou molekulovou
hmotnosti, nepéttedy mezi & polymerni molekuly. Mezi malé molekuly paextracelularni
signalni molekuly, které jsou detekovany receptdéasto pronikaji membranou, vazi se na
biopolymery a mini tak jejich funkci. Tyto molekulgasto vytvdi dynamicky koncentkani
grandient nebo gradient pH a tak oviliNi buiky nebo bui¢né organely. Nasledkem
pusobeni &chto molekul nize buika znenit svij metabolismus, vyvoj a funkci. Nakonec je
signal odstraén a je ukotiena bugicna odpo¥d.

Bunky kvasinkovych kolonii vyltuji amoniak za €elem komunikace, tato signalni
latka vyvolava zrény, které jsou tlezité pro dlouhodobérpzivani populace bk v kolonii,
pro jejich diferenciaci a odlisSny osud v ramci kol (Palkova et al., 1997; Vachova a
Palkova, 2005; Vachova et al., 2009). Farnesoll& dékoholy jsou kontinuatkhuvoliovany
do média Bhem fistu populace a jejich mnoZstvi j¢ipo unerné burs¢né hustat. Po
piekrateni prahové koncentrace vyvolaji &mi genové exprese, se kterou jecastji
spojena zrena morfologie (Hornby et al., 2001). Kvasinky wyiji také Siroké spektrum
vonnych latek s dosud ne zcela objamu funkci, které jsoutdezité pro chd alkoholickych
napoji (Saerens et al.,, 2010). Vysoka koncentrace, Gfbusti pepnuti z kvasinkovych
burgk na hyfalni formu (Klengel et al., 2005).

Tato prace shrnuje séasné znalosti o signalnich molekulach kvasineketeltanych
do okoli, se zagtenim na nejznaysi signalni molekuly kvasinek — amoniak, alkoholy,

estery, kyseliny a CO

Cile této prace jsou:
A. Zpracovat dostupnou literaturu a informace tykajise vybrannych latek
sekretovanych kvasinkami do priesti, které slouzi k signalizaci.

B. Na z&klad dostupné literatury popsat jak tyto latky vznikapodili se na signalizaci.



3. Amoniak

Jednou z molekul, které mohou produkovat kvasirikgnkrétreé kolonie fiznych
druhi a rodi, je plynny amoniak (Palkova et al., 1997). Amoniii; je bezbarvy plyn dale
rozpustny ve vo#l Ve vodném roztoku fife gijmout protony podle reakce 'H+ NH; -
NH;" za vzniku amonnych iofnf kde je koncentrace jednotlivych latek v rovnovézato
rovnovaha je popséana rovnici (JNH3])/[NH,]=Kz disocigni konstanta Kal0°% .
Vodny roztok ma proto zasaditou reakci (Palkovaachova., 2003)Amoniak fungujici
mezi koloniemi jako signal na dlouhou vzdalenoskgéoniemi produkovan v pulsech. Tato
signélni latka vyvolava v kolonii zény, které jsou dlezité pro dlouhodobé ipZivani
populace v kolonii, pro diferenciaci b&ékav rdmci kolonie a nestejny osud kn(Palkova et
al., 1997; Vachova a Palkova, 2005; Vachova e@D9). Bhem fstu kolonii na agarovém
meédiu se rani pH okoli kolonie z kyselého na lehce zasaditébeacest (Palkova et al.,
1997). lhned po zakovani kolonii je pozorovan prvni kratky puls araku, ktery je rychle
nasledovan acidifikaci média (prvni acidickou fai#sleduje druhy vyrazny puls amoniaku
provazeny alkalizaci meédia (alkalicka faze), ktgey snérovan k sousednim koloniim.
Amoniakova signalizace vede kgghodné inhibicitstu kolonii na okrajich déhajicich k
sousedni kolonii, coz vede k asymetrickéniistu kolonii do volného prostoru. P@#d
kolonie z&inaji ot rist, produkce amoniaku se postammizi, kolonie naslednvstoupi do
dalSi acidické faze (druhé acidické faze)céqulsi amoniaku zavisi na dostupnosti Zivin.
(Palkova et al., 1997; Palkova et al., 2000). Ml&dlonie v prvni acidické fazi vystavena
amoniaku (produkovanému sousedni kolafiiiz umélého zdroje) reaguje na tento signal
vlastni produkci amoniaku, coZz nakonec vedéepputi celé populace v kolonii vaibém
teritoriu do faze produkce amoniaku (Palkova et 2000). Popsané chovani se zda byt
univerzalni a Siroce rozg&iné mezi odlisSnymi druhy kvasinekKetné rodi Saccharomyces
Candida KluyveromycesHansenula(Palkova et al., 1997).

Kromé popsané signalizace ma amoniak dalSi signalnitndas. Rirodni kmeny
Saccharomyces cerevisiddale jenS. cerevisiae jsou schopny regulovaného dimorfniho
pirechodu z kvasinkové formy na hyfalni formy. Tentéeghod na p&atku vyvoje
mikrokolonie je indukovan plynnym amoniakem (nelasémi plynnymi aminy), coz vyusti
v orientovany st hyf na okraji kolonie a naslednému spojeni fablych mladych
mikrokolonii. Timto z@sobem se vytvd vétSi komunita, ktera ma proti menSim

mikrokoloniim vyhodu (Vopalenska et al., 2010).



3.1. Mechanismus produkce amoniaku

Jako zdroj amoniaku neslouzi amonné ionty &3tho média, ale aminokyseliny
z média (Palkova et al., 1997, Zikdnova et al.,220% ranych fazich produkce amoniaku
jsou uvohovany aminokyseliny iitomné ve vakuolach a jsou metabolizovany jako prvn
zdroj amoniaku. V poziSich fazich produkce amoniaku vnitrokana koncentrace
aminokyselin opt stoupa a aminokyseliny se @phromadi ve vakuolach (Palkova et al.,
2002).

Kolonie SH3 mutant neprodukuji amoniak a nejsowukovany amoniakem
prichazejicim z wild type kolonii (Palkova et al.,919. SH3gen kdduje protein lokalizovany
v endoplasmatickém retikulu, ktery je zodpdmy za spravnou lokalizaci ¢kolika
kvasinkovych permeaz pro aminokyseliny (Ljungdahl a., 1999). Vedle permeaz
specifickych pro jednotlivé aminokyseliny je pragdukci amoniaku @lezita vysokokapacitni
permeaza Gaplp importujici aminokyseliny (Zikan@taal., 2002). Gaplp funguje jako
senzor pro aminokyseliny (Cain et al., 2011). Kdj aminokyselin nedostatek,
ubiquitinované Gaplpgvodns uréené do vakuoly swiuji z multivezikularniho endosomu
zpét na plasmatickou membranu (Roberg et al., 199hidRlexeira et al., 2006). Déle
senzor aminokyselin Sps (ftemy temi proteiny Ssylp-Ptr3p-Ssybw odpowdi na
vnitrobure¢né nebo v@Si aminokyseliny zahaji vnitrob&&né signaly regulujici expresi
gem nékolika enzynii metabolismu aminokyselin a permeaz pro aminokygdlorsberg et
al., 2001). Kolonie defenktni duv Ssyl nebo Ptr3p nemaji v dodruhého pulsu Zzadnou

produkci amoniaku (Zikanova et al. 2002).

Prehled vybranych reakcifigkterych vzniké v btice amoniak, je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: U kvasinek je produkce amoniaku spojéwanychytavanim, degradaci aminokyselin (Palkda. g
1997), v tabulce jsou uvedenykteré reakce, ip kterych mize v buikdch vznikat amoniak nebo amonné ionty.

Rovnice byly pevzaty z internetovych databazi SGD, KEGG.



gen Reakce, ¥ kterych v buiikach vznik& amoniak, jsou katalyzovany | zdroj
enzymy kodovanymi €mito geny. Rovnice reakci:

GCV1 |glycin + tetrahydrofolat + NAD<=> 5,10-methylentetrahydrofolat + Palkova et al.,
NH; + CO, + NADH + H' 2002, KEGG

S-aminomethyldihydrolipoylprotein + tetrahydrofotat>
dihydrolipoylprotein + 5,10-methylentetrahydrofotatNH;

SRY1 (3S)-3-hydroxy-L-aspartat = N+ oxaloacetat ggg(zova etal,
CHA1l |L-serin = pyruvat + NHl Palkova et al.,
L-threonin = 2-oxobutanoat + NH 2002
gDHl' L-glutamat + NAD+ + HO <=> 2-oxoglutarat + Ng+ NADH + H' KEGG
DUR1 |urea-1-carboxylate + 3'"H H,O <=>2 CQ + 2 NH," SGD
DAL3 | (S)-ureidoglycolate + D + 2 H = CO, + glyoxylat + 2 NH* SGD
AMD1 |AMP + H,O <=> IMP + NH KEGG

H ﬂ

outer space PHe

CYTOSOL

S0, PO,> RCOO'

Obr. 1: Model produkce amoniaku v kvasinkovych kiich. Posloupnost krdk vedoucich k uvokni
amoniaku v koloniich. (A) HATPéaza stale exportuje protony zilky, ale sodasny symport protanspolu

s SQ%, PG a RCOO do cytosolu vede k pgatesnimu zvySeni pH (B) Diky postupnému vypnuti Pmalp a
zapnuti NH'/H" antiportu Ato transportéry pHiale stoupa. Vysoké ¥$i pH podporuje uvalovani plynného
NHs. (C) Zvy3ujici se export N vede nakonec kgrpani vnitnich zdroji NH,". PM, plasmaticka
membrana; Pmal, HFATPéaza plasmatické membrany; Ato, datyrNH,/H* antiportéry (Palkova et al., 2002);
AA, aminokyseliny; pH, vngjSi pH. Revzato z Palkovéa a Vachové (2003)

D¢je, které se odehravaji na memigrdkolonii bthem gFechodu z acidické do

alkalické faze, vedou k importu protonlo burgk, a tim k naslednému zvysSeniggiho pH.



Tyto d&je zahrnuji postupnou represi exprese g&MAL kddujiciho membranovou “H
ATPazu (Palkova et al., 2002) a sniZeni jeji altifPalkova et al., 2009), coz vede ke
sniZzeni exportu proténz buiky a zvySeni v&Siho pH. Takovéto sniZzeni protonového
gradientu mZe veést kast&né depolarizaci membrany. P@fdgsou aktivovany 3 homologni
proteiny Atolp, Ato2p, Ato3p, které zdji§i export amonnych ioatz buiky u kolonii
kvasinky S. cerevisiae Skut&nost, ze produkce NFINH;3 je zavisla na w&Sim pH,
naznauje, Zze Ato proteiny mohou fungovat jako NHH" antiportéry. Aktivace Ato protein

a export NH', vede tedy k dal$imu zvy3ovani extracelularning kgeré pak dovoli &innou
preménu NH;" na nenabity plynny Nk ktery se & do okoli (Palkova et al., 2002). Exprese
ATOgeni je indukovana amoniakerRigicova et al., 2007). Lokalizace a shlukovani Atelp
membranach zavisi na pHRigicova et al., 2007). #idd obdobim, kdy je detekovatelna
produkce NH, jsou indukovany &které geny koédujici transportéry pro sulfan, fasfat
karboxylové kyseliny a jejich indukce pokrge kthem faze produkce NHPalkova et al.,
2002).

Zmeny provazejici produkci amoniaku jsou znazogna Obr. 1.

3.2. Detekce signalu

Amoniak vytv&i dynamicky koncentkai gradient a gradient pH. Amoniak neni
pravdépodobré detekovan prosednictvim buic¢ného receptoru na plasmatické membyan
ale spiSe nenabita molekula pJKtera pronika difuziimo do bukk, ovliviiuje vnitni drahy
(vnitroburé¢né receptory a bwiné kompartmenty). Diky vysoké hodagiKa (9,25) je za
vétSiny fyziologickych podminek hlavni formou NH Pokud v3ak dojde k akumulaci vysoké
koncentrace NEINH,4" ve vodni vrstwice na povrchu busk, maze dojit k péiniku NHz do
buiky. MnoZstvi NH, které pronikne, zalezi na extracelularnim i iogtalarnim pH, které se
projevi v ponéru NHz/NH4" na obou stranach membrany (Palkova a Vachova 2003)

3.3. Zmeéna bunééného metabolismu a diferenciace aisobena amoniakem

Produkce NH je doprovazena vyraznymi Zmami genové exprese (Palkova et al.,
2002), etnt metabolického ifeprogramovani, které zahrnuje represi mitochonurial
oxidativni fosforylace aasti Krebsova cyklu, dale aktivaci metabolismu askyselin a
nukleotidh a rekterych malo znamychéwi Krebsova cyklu (nap genyICL2, CIT3, FPH)),
aktivaci transportér (geny ATO1, ATO2, ATO3, JEN1Souwasré behem vyvoje kolonie
klesa exprese gérspojenych se stresenietné obrannych enzyfproti oxidativnimu stresu
(Cap, Vachova a Palkova, 2010).



Signalizace amoniakem gobuje u starnoucich kolonii metabolicke ényy které
vedou k bua¢né diferenciaci v ramci kolonie a které&igpbi, Zze programovana bitna smrt
podobna apoptdze prétine pouze v centru kolonie (Vachovéa a Palkova, 2005

Podobr je specificky lokalizovana i produkce Atolp, exggou amonnych ioft
jehoz produkce souvisi s amoniakovou signalizagijig bylo zmigno. Toto bylo zji&no na
zaklad pozorovani umisghi burek produkujicich Atolp ozr@ny GFP (viz Obr. 2). Jeho
produkce je zapmta, kdyz kolonie fepinaji do alkalické vyvojové faze, a to synchronn
pouze ve v§§Si povrchoveé vrs& v celé mikrokolonii, to znamena, Ze je regulovaadle
piresného umishi burgék v kolonii. Tato vrstva ma jednotnou tlak$i po celém povrchu

kolonie nezavisle na pméru kolonie (u kolonii 650-10QAm) (Vachova et al., 2009).

Obr. 2: Struktura Atolp-GFP vrstev #znych skupinach mikrokolonii. Pohled ze spodu napsiu kolonii
starych 4 dny, objective 10 xi¢¥zato z Vachova et al., (2009)

Podob®g se mezi bitkami na okraji nebo veistdu kolonie liSi se i expresekterych
dalSich gef (ICL2 ,CIT3, CTT1, PEX11l, ATO2, ATPJak bylo zjiséno pomoci zrmn
koncentrace a aktivity proteirkbdovanych &mito geny. Chronologicky starnouci iy ve
stredu kolonie si udrzuji vyssi hladintznych obrannych enzyiproti stresu (Vachova et al.
2009).

4. Alkoholy, estery a Ekavé kyseliny

DalSimi latkami, které jsou schopny kvasinky prcakat, jsou §izné alkoholy a od
nich odvozené slaeniny. Ri vyrobé alkoholickych napdj je prevazie produkovan ethanol,
z aminokyselin, které ovliwji vini a cha alkoholickych napdi, jsou dalsi alkoholy a s nimi
asociované estery agkiave kyseliny (Styger et al., 2011). Vice nez dJdikaté alkoholy
mohou vznikat z aminokyselin Ehrlichovou drahou @br. 3. V této drazes. cerevisia
vyuZiva jako zdroj uhliku &tvené aminokyseliny (valin, leucin, isoleucin) esomatické
aminokyseliny (tyrosin, tryptofan, fenylalanin) -ejich degradaci vznikaji odpovidajici

alkoholy (,fusel alcohol”): isobutanol, isoamyl alkol (=isopentanol), 2-methyl butanol,



tyrosol, tryptofol, fenylethanol (Dickinson et aRP00; Saccharomyces genome database).
Ehrlichova drdha se sklada #e kroka: 1. deaminace aminokyseliny na ketokyselinu. 2.
dekarboxylace ketokyseliny na aldehyd. 3. redukdehydu na odpovidajici ,fusel” alkohol
(Dickinson et al., 2000).

Transaminace aminokyselina
q ) AROS
2-oxoghitarat ARCIY
BATYTWT2
chitamét BATI/TWTI
a-ketokyselina
) B ARQID
Dekarbozxvlace PDCT
Co. PDCS
o PDCE
Redukce Jfusel* aldehyd Oxidace
ADHI, ADH2,
ALDI ADH3, ADH4,
ALD2  NADH. H' NAD ADHS, ADHS,
ALD3 SFAL AAD3,
ALDA NAD* NADH, H*  44Dd4, A4D6,
ALDS AADIN, A4DI4,
ALDG AADIS, AADIG,
YCRIOSW,
YPLOSSW

rrﬁ1561:. k}-’SE]jﬂﬂ ___.leSEI:' alkohol
M ATP

PDRI2
ADP

fusel” kyselina vne

Obr. 3: Ehrlichova dradha. Katabolismugtwenych aminokyselin (leucin, valin, a isoleucigyomatickych
aminokyselin (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) a iawkyselin obsahujicich siru (methionin) vede kenika
tekavych kyselin (,fusel acids") a alkohol,fusel alcohols"). Geny kddujici enzymy jednoflah kroki jsou

vyznaeny. Revzato Hazelwood et al., 2008

Misto redukce aldehydu na alkoholy z@t@mnosti NADH niize byt aldehyd
oxidovan NAD-dependentni reakci za vznikikavych karboxylovych kyselin (Vuralhan et
al., 2003). Ekavé mastné kyseliny se ftotaké z acetyl-CoA ip biosyntéze mastnych
kyselin. (Nykanin et al., 1986 -igvzato z Styger et al., 2011). VSechny alkoholyikegici
Ehrlichovou drahou v nizké koncentraci vyvolavajorbu hyf nebo pseudohyf uiznych
druhi kvasinek (Dickinson, 1996). Ke skupitétek popisovanych v této kapitole pat

signalni molekuly znamé z quorum sensing: tyrasgbtofol, fenylethanol.
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Quorum sensing je regulace genové exprese v matiisha hust@ populace.
Mikroorganismy uvaiuji chemické latky - quorum sensing molekuly, ktejgou
syntetizované ve fixnim mnozstvi, které je &n@& koncentraci mikroorganismv tekuté
kulture. Po dosazeni prahové koncentrace tyto autotmiukolekuly aktivuji nebo reprimuji
urcité geny (Fuqua et al., 1994; Miller a Bassler, PO0coZz ma za nasledek indukci
komplexni zmény chovani jako je ndjklad morfologické pepnuti z kvasinkovité na
filamentarni formu buwk (Hornby et al., 2001). U kvasinek se mluvi o gquorsensing
vétSinou ve spojeni se zmami morfologie buék (Chen et al., 2004; Hornby et al., 2001,
Chen a Fink, 2006),fgemz signalni drahy jsou malo znamé. Richard e(18196) popsal
acetaldehyd, ktery slouzi jako signalni molekufavysokych koncentracich bék Hornby
et al. (2001) a Chen et al. (2004) popsaCandidy albicangdale jenC. albican$ quorum
sensing molekuly farnesol a tyrosol. DalSi quoremsing molekul\C. albicansjsou MARS
(Morphogenic autoregulatory substance — dosud néftkevana latka) (Hazen et al., 1983) a
farnesolova kyselina (Oh et al., 2001).9J cerevisiadyly jako quorum sensing molekuly,
které spousti zemu morfologie buik pii vysokych hustotach populace, identifikovany

aromatické alkoholy fenylethanol a tryptofol (Chefink, 2006).

4.1 Farnesol

Seskviterpenicky alkohol farnesol vznika z acetyGergosterolovou biosyntetickou
drdhou (Hornby et al., 2003) (viz Obr. 4). Farnegolnejlépe charakterizovanou quorum
sensing molekulou €. albicans.Je kontinuala uvoliovan do médiadhem Kistu populace a
piimo umérny buré¢né hustat. Je znamo, Zeipvysokych hustotach bék v populaci

blokuje gepnuti buk z kvasinkovité na filamentarni formu (Hornby &f 2001).
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Acetyl-coa
Protein
farnesylation

v Geranylgeranylated
Mevalonate-5-phosphate proteins

L )
Farnesyl pyrophosphate » Dolichol
ERGH [5qua1enewnthase

ualene

ERG1
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Obr. 4: Biosynteticka draha ergosterolu. Cile mtubitory zaragozovou kyseliny EERGY a azoly ERG11)),
pfi jejich pasobeni vzroste produkce farnesolie\2ato z Kruppa et al., 2009.

Han et al. (2011) fiedpokladd, Ze po dosaZentitg koncentrace v médiu farnesol
pronikd gimo do bugk pasivni difuzi a ovlisiuje expresi gein nebo aktivuje specifické
enzymy @astnici se v morfogenezi. ©. albicansby mohl jako senzor pro farnesol fungovat
protein Chklp (homolog histidin kinazy) (Kruppaaét 2004).

Farnesol #jm¢ inhibuje morfogeneziC. albicanspotlatenim jak MAP kinazové
drahy (Sato et al., 2004) tak cAMP-PKA drahy (BaMianna et al., 2008) a indukci exprese
geni potlaujicich tvorbu hyf jakoTUP1 (Kebaara et al., 2008; Cao et al., 2005). Farnesol
ziejme piimo inhibuje adenylatcyklazu Cyrlp vazbou na kdiekpu domeénu, coz vyvolava
pokles cytoplasmatického cAMP (Hall et al. 2011) @br. 5. Inaktivace cAMP-PKA drahy
vede krom jiného i k inhibici degradace DNA vazetm@roteinu Nrglp, a tim ke stabilizaci
jeho funkce jako inhibitoru tvorby hyf (Lu et al021).

Zmeény metabolismu zjsobené farnesolem vedou k tvérthlamydospor (Martin et
al., 2005), zvySuje seig@pis gell spojeny s obranou proti oxi¢leimu stresu (Westwater et
al., 2005). Vysoka koncentrace farnesolu inhibogvoj mycelia a kvasinkové formy se lépe
Siti do okoli (Alem et al., 2006).
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Obr. 5: Schematické znazorneni jak quorum-sensioighuly ovliviiuji C. albicans cAMP/PKA-dependentni
signélni kaskadu. gevzatoz Hall et al., 2011)

—

4.2 DalSi alkoholy

DalSi jev spojeny s qourum sensing je prodlouZegi faze po #dni kultury
cerstvym meédiem. Biky zanou fist exponenciakhaz po dosazeni dostate koncentrace
autostimulani latky. Chen et al. (2004) @andidy albicangjistili, Ze toto zpoZé&hi ristu po
naredEni nenastane, kdyZz se figd kondicionované médium. Aktivni latkou
v kondicionovaném médiu je tyrosol, uitolany do meédia @bézrné behem Kstu.
V naredénych kulturach tyrosol urychluje tvorbu &tiich hyf za podminekifznivych pro
vlaknity rist. Tyrosol je 2-(4-hydroxyfenyl)ethanol odvozenyymsinu (Narayanan et al.,
1976) pomoci Ehrlichovy drahy (viz Obr. 6).

; L | . . tie et vig' AROID
pyrrate L-alanine . 411

E Y
L =tyrozine p-hydrozoyphenylpyrvrate —— #=p-hydroxyphenylacetaldehyde
L -

w-kKetoghiarate L-glirdamate

+ADH

=pan’
v

tyroaol
Obr. 6: Schéma vzniku tyrosoludi albicans pievzato z internetové databaze Candida genome databa
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Chen et al. (2004) identifikovali mMRNA, jejichz misivi se sniZzovalo po fexkni
kultury, ale nesniZzovalo se ¥ipadt, kdy byl sodastrg pridan tyrosol. Mezi tyto mRNA
patily mRNA kédujici proteiny Gastnici se syntézy DNA a regulace &ného cyklu.

U S. cerevisia€Chen and Fink (2006) identifikovali jako quorum siexy molekuly -
aromatické alkoholy fenylethanol, tryptofol, tyrdskteré stimuluji morfogenetickérgpnuti
(prechod busk z kvasinkovité na filamentarni formu) jako odpdvna nedostatek dusiku.
Fenylethanol je odvozeny z fenylalaninu a tryptafolryptofanu (Sentheshanmuganathan a
Elsden, 1958, Dickinson et al. 2003) viz Obr. 7 pofrEhrlichovy drahy, viz Obr. 3.

f
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v
indole-J-ethanol

Obr. 7: Syntéza fenylethanolu a tryptofoliie¥zato z internetové databaze Saccharomyces gedatalease.

Do burek se aromatické aminokyseliny dostavaji pfedhictvim permeazy pro
aminokyseliny Gaplp a inducibilni permeazy pro akyseliny s Sirokou substratovou
specifitou Waplp (Ycl025p) (Iraqui et al.,, 1999)io8/ntéza aromatickych alkotiolse
zvySuje za anaerobnich podminek (Ghosh et al., )20@&dukce tyrosolu je zvySena

v biofilmech ve srovnani stekutou kulturou (Alent al., 2006). Produkce éthto
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autostimulanich alkohol zavisi na obsahu dusiku v médiu (viz Obr. 8):i jeHisiku
piebytek, je potléena exprese ganARO9 ARO10 G¢astnicich se syntézy aromatickych
alkoholi. Podob# je za vysoké koncentrace amoniaku reprimovanAfR@®8 Za nedostatku
dusiku je produkce autostimdfdch alkoholh aktivovana. Vysoka hustota hiknstimuluje
produkci aromatickych alkohblzvySenim expres@RO9aARO10 ExpreseARO9 ARO10je
regulovana pomoci transktipiho faktoru Aro80p. #dani tryptofolu, ale ne tyrosolu a
fenylethanolu, dramaticky indukuje expréddRO9 ARO10pokud je funkni Aro80p. Timto
zpasobem je produkce alkohiokontrolovana pozitivni zftnou vazbou. Aromatické alkoholy
ovliviuji transkripcirady geii (Chen and Fink, 2006).

Alkaline pH

Pre-Rim101p

Rim101p-
independent

v -
= -
UAS UAS
—22| AROg | —=ae{ ARO10]—

Aro80p l
A
Alcohol
OR Aro10p Dehydrogenase

» a-Keto-acid ————» Aldehyde ———— > Fusel oil

Iy

Aromatic <
Amino acids

NHa Low oS(ygen

Obr. 8: Schéma regulace produkce aromatickych alkoftryptofol, fenylethanol a tyrosol) z aromatickych
aminokyselin (tryptofan, fenylalanin a tyrosin k¢azdroj dusiku) uC. albicans. Tvorba alkohal (,fusel”
alkoholi) zavisi na podminkach prosti, Wetné dostupnosti aromatickych aminokyselidiitpmnosti amoniaku
a kysliku a na zasaditém pH (oZemo gFeruSovanowarou). Aromatické aminokyseliny stimuluji Aro80p,
transkrigni aktivator gefi ARO8 a ARO9 (kédujici aminotransferazy aromatickych aminokiygeh ARO10
(k6dujici dekarboxylazu aromatickych séemin). UAS, upstream aktivai sekvence — regulai sekvence ifed.
Schéma vytviili Ghosh et al., (2008) s vyuzitim poznatgro S. cerevisiagBoer et al., 2007; Dickinson et al.,
2003; Ehrlich, 1907; Iraqui et al., 1999Caalbicans(Davis et al., 2003; Davis et al., 2000; Ramoalgt1999).
Prevzato z Ghosh et al. 2008.

Fenylethanol a tryptofol podporuji pseudohyfalristr u diploidnich kmein S.

cerevisiae Fenylethanol row¥ zvySuje invazivni irst haploidnich kmeah S. cerevisiae

jestlize je pidan spolén¢ s tryptofolem. HEdani samotného tryptofolu invazivniist
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nevyvolava (Chen and Fink, 2006). Aromatické alkghoyptofol a fenylethanol zsobuji
zménu morfologie budk zvySenim expreseFLO11l (Flollp je kvasinkovy adhesin
lokalizovany na bu&ném povrchu, ktery je nezbytny pro vlaknifist) (Chen a Fink, 2006;
Rupp et al.,, 1999). Pro indukci expre6€O11 je dilezity protein Tpk2p, katalytick&
podjednotka signalni drahy PKA esencialni pro vigknist S. cerevisiadRobertson a Fink
1998, Pan a Heitman 1999) a transkmipfaktor Flo8p (Pan a Heitman, 2002).

Wuster et al. (2010)ipdpokladaji, ze zamy exprese genvyvolané aromatickymi
alkoholy zprostedkovava pouzeéholik transkrignich faktofi. K diive uvadgnym Flo8p a
Aro80p (Chen a Fink, 2006) identifikovali dalSinskripini faktory Msn2p, Miglp, Rgmlp,
Sip4p a Cat8p, které reguluji geny, jejichz expresawni po gidani fenylethanolu. Cat8p
reguluje geny glukoneogeneze &sinu enzyn glyoxylatového cyklu (Biddick et al., 2008).
Miglp reguluje enzymy, které seastni odpo¥di na gluk6zovou represi (Sdbr 2003).

Alkoholy (nag. isoamyl alkohol - 3-methyl-1-butanol) ttemé Ehrlichovou drahou se
hromadi za nedostatku zivin a indukuji tvorbu hyfsgudohyf u kvasinek (Dickinson, 1996).
V pokusech Dickinson (1996) zjistil, ze tyto alkdhovedly ktvorkE hyf i u burgk S.
cerevisiaerostoucich na bohatych komplexnich médiich. \Biwamyl alkoholu na tvorbu hyf
a pseudohyf byl zkouman u diuhS. cerevisiaeBrettanomyces anomalus, C. albicans,
Candida  boidinii,  Schizosaccharomyces pombe, Tepdea  delbreukii a
Zygosaccharomyces kombuchaengiBickinson, 2008). Kdyz kvasinky vgrpaji své
preferované zdroje dusiku (amoniak, glutamin, asgiaj, z&nou katabolizovat &tvené
aminokyseliny (leucine, isoleucine, valine) nebmnaatické aminokyseliny (fenylalanin,
tryptofan a tyrosin). Kongym produktem jejich katabolismu jsou alkoholy, rkt@asleda
slouzi kvasinkdm jako signalni molekuly, které wajo dalSi zmény metabolismu
(Dickinson, 1996; Chen a Fin, 2006). Tyto &m provazi zvySeni aktivity sukcinat
dehydrogenéazy a obsahu chitinu (Kern et al., 200xi geny, jejichZ exprese se zvysuje po
pridani 3-methyl-1-butanolu, pagenyDLD3, GRE2, PDRJHauser et al., 2007). Dickinson
(2008) uvédi, Ze 3-methyl-1-butanolime slouzi jako indikator rychlostiistu a rychlosti
metabolismu, nehbbje syntetizovan uginé s rychlosti metabolismu a tka se tak raze
rozhodnout, kdy dojde Kk jejimu reprogramovani. iskn (2008) to uvadi v souladu
S pozorovanim, Ze inhibicéistu burgk pomoci hydroxykarbamidu vedla k hyfalnimistu
(Jiang a Kang, 2003). 3-methyl-1-butanol (a propase vaze na protein Gedlp, (kteryitvo
¢ast transléniho inicianiho faktoru elF2B), a tak zabrani nebo omezi yn{@oteird tim,
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Ze zmsobi rozpad polysoin(Ashe et al,. 2001), coz vede ke zpomaldsiu (Martinez-
Anaya et al., 2003; Kern et al., 2004).

4.3. Estery

Teékaveé estery, které maji aromatickotiny vytvaeji kvasinky pouze v stopovém
mnoZstvi. Mnohé z nich vytviazadouci buket vin. Esteryjipmné v kvasSenych napojich,
muzeme rozdlit do dvou hlavnich skupin (Saerens et al., 2010):
a) estery kyseliny octové
Mezi estery kyseliny octové géat ethyl-ethanoéat (ethyl-acetat), 3-methylbut-letthanoat
(isoamyl-acetét), 2-methylpropyl-ethanoat a ferhyetcetat. Nejzasadjsi pro aroma piv a
vin a tSiny sakeé je isoamyl-acetat s nezaitelnou bananovouini.
b) ethyl estery monokarboxylovych kyselin
-OH skupina monokarboxylové kyseliny séesire dlouhymrietézcem je nahrazena —OGH
zbytkem ethanolu. Do této skupiny flaethyl hexanoat (anyz, jalilee aroma) a ethyl
octanoat (kyselé jablko) (Saerens et al., 2010).
Estery jsou tvieny reakcemi katalyzovanymi acyl transferazami nelter synthazami
(Nordstrém et al., 1962 —g¢vzato ze Saerens et al., 2010). Md®ise udrZuje rovnovaha
mezi syntézou a hydrolyzou esiektera uéuje rychlost hromathi estett (Fukuda et al.,
1998).

Ethyl estery monokarboxylovych kyselin seifveakci: acylCoA + ethanol <=> ester
+ Coenzyme A. Tvorba&Siny €chto esteil je v kvasinkach katalyzovana acyl-coA: ethanol
O-acyltransferasami (AEAT), a to Eeblp a Ehtlp (8ae et al., 2006). Energii pro reakci
poskytuje Stpeni thioesterové vazby acyl-CoA. Odisrd Eeblp, Ehtl hraje pouze minoritni
roli v syntéze ethyl estér Rychlost jejich tvorby zavisi na koncentraci dudtd a celkové
aktivit¢ enzymi syntézy a hydrolyzy. Limitujici je hlagndostupnost prekurzorsyntézy
(Saerens et al., 2008). Syntézu dstkyseliny octové (acetyl-CoA + alkohol <=> ester
kyseliny octové + CoA) katalyzujifpdevsim alkohol acetyl tranferazy 1 a 2 kodovamég/ ge
ATF1aATF2 (Vestrepen et al., 2003). Estery diky rozpustnosticich mohou pronikatips
cytoplasmatickou membranu do média (Suomalaine®i 39¥evzato z Fredlund, 2004).
Saerens et al., (2010) shrndjgii mozné biologické funkcethto estei:
a) Regenerace volného CoA: syntéza ésterze byt pro biiky jednou z cest pro regeneraci
CoA bez uvolgni vysokych (toxickych) koncentraci kyseliny octowénastnych kyselin se
stredre dlouhymretézcem.
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b) Estery jako analogy nenasycenych mastnych kysgticast&éném vyerpani kysliku, tedy
pii semi-anaerobni fermentaci séegtanou syntetizovat nenasycené mastné kyselinye kt
jsou soudasti fosfolipich a sfingolipidi v membranach. Aby nedoSlo k omezeni fluidity
membran, mohou se estery s del$g®zcem vyuzit misto nenasycenych mastnych kyselin
(Mason a Dufour, 2000).

c) Detoxifikatni mechanismus: Ethyl estery jsou pronkw mérg toxické nez jim
odpovidajici kyseliny. Mohou opustit ftku difuzi, a tak pedejit hromaehi kyselin

ve Skodlivé koncentraci (Nordstrom, 1964 teyrato z Saerens et al., 2010). Tvorba ethyl
acetatu je také alternativni moznosti, jak sekaumize zbavit acetatu jinou cestou nez za
spoteby ATP, jehoZ ma v semianaerobnim prest nedostatek (Fredlund, 2004).

d) Tekavé vonné estery mohou mit ekologickou funkcititapuji hmyz. Nap na kvasici
ovoce jsou vonnymi estery naldkabyosophily. Drosophilampak kvasinky ulpi nacte a
rozSkuji se v pirodé (Asahina et al., 2009; Saerens et al., 2010).

DalSim esterem, ktery Dumlao et al. (2008) popgo autoindu&ni molekulu u
kvasinek, je 3-isopropylmalat methyl ester (mezilild biosyntézy leucinu), ktery vznikdip
nedostatku aminokyselin a vede kegmnrastu. Methylace 3-isopropylmalatu funguje jako
extracelularni signal — po jehdgobeni z&nou haploidni vegetativni By S. cerevisiagust
invazivre. Methylaci katalyzuje u této kvasinky methyltragrsiza kodovana geneiMT1.
Po methylaci je 3-isopropylmalatmethyl ester sekréh do média. Tmtlp methyltransferaza
je indukovana P nedostatku aminokyselin. Nej$i indukce byla pozorovana, kdyz se
z média odstranil leucin. Reakci na stresisgieny nedostatkem aminokyselin kontroluje
transkrigni aktivator Gen4p, ktery reguluje také expr@T1l (Dumlao et al., 2008).
Schéma syntézy 3-isopropylmalat methyl esteru alaeg jeho syntézy je znazéma na
Obr. 9.
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Obr. 9: Biosyntéza 3-lIsopropylmalat methyl esteruleacinu a regulace Baccharomyces cerevisiae
Isoketovalerat je igmEnén na leucin ve 4 krocich katalyzovanych Leudp/LeuSpulp, Leu2p, a Batlp/Bat2p
(Kohlhaw et al., 2003). Meziprodukt 3-isopropyldiaje esterifikovan v pozici 1 enzymem Tmtlp a kini
methylester je sekretovan do média. Leucin trariepgany do buik z média inhibuje aktivitu Leudp snizenim
koncentrace 2-isopropylmalatu, positivniho reguiattranskrigniho korepresoru/aktivatorueu3p (Kohlhaw
et al., 2003). V neffitomnosti 2-isopropylmalatu Leu3p reprimuje tramsér geni biosyntézyLEUL, LEU2,
LEU4 (Kohlhaw et al., 2003). Dumlao ve své praci delkdzZe exprese gendMT1 je kontrolovana
transkrignim aktivatorem Gcn4p v odpé&di  na nedostatek aminokyselin.étdina kvasinkovych kmein
defektnich v genlLEU2 (tedy auxotrofnich na leucin) akumulovala 3-isoptopalat - substrat pro Tmtlp.
Prevzato z Dumlao et al., 2008.

4.4. Kyseliny

Pri produkci alkoholickych nap@j a potravin byla pozorovana hlavrprodukce
tekavych mastnych kyselin a kyseliny octové (Stygemle 2011). Mezi kyseliny (,fusel
acid“) pati: kyselina isomaselnd (= kyselina 2-methylpropanovznikajici z valinu),
kyselina 3-methylbutanova (= kyselina isovalerowgnikd z leucinu), kyselina 2-
methylbutanova (vznikéa z isoleucinu) viz Obr. 3.1$Danastné kyseliny s aromatickouany
jsou kyselina propionova (vznikd z threoninu), Kyse hexanova (kyselina kapronova),
kyselina oktanova (kyselina kaprylova), kyselinkateva (kyselina kaprinova) (Jain et al.,
2012).

Jako signalni latka pro mezibidmou signalizaci je znamy prekurzor acetatu

acetaldehyd (Richard et al., 1996). Acetaldehyd ckganizuje kolisani glykolyzysS.

19



HAD

ethanol

cerevisiaev populacichkdy pravidel# kolisa koncentrace metabdlipti neménném gisunu
cukni (Richard et al., 1996).

V piirock je casto ve vysokych koncentracich acetat v tlejicicstlinnych
materidlech, dikyinnosti hub a bakterii (n&pAcetobacter spp (Pretorius, 2000; Steels et
al., 2002). Slabé organické kyseliny mohou pouZidtroorganismy jako zdroj uhliku, ve
vysokych koncentracich inhibujiist (Piper et al., 2001; Mollapour a Piper, 2006ustoet
al., 1998).

Syntéza acetatu z produktu glykolyzy je zobrazen®hbr. 10.
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Obr. 10: Schéma vzniku acetatu a jeliengny na acetyl- CoA. ievzato z internetové databaze Saccharomyces
genome database.

Acetat mize uS. cerevisiaasznikat i nasledujici reakci: acyl-CoA + acetaacyl + acetyl-
CoA.

acetyl-CoA + HO = acetat + CoA + H kterd je katalyzovana acetyl-CoA hydrolazou
kédovanou generACHL1 (Buu et al., 2003; SGD)

Kyselina octova je slaba kyselina (pKd,75). Ve vod disociuje na acetatovy iont
(octanovy aniont)

CH3COOH + HO «» CH;COO + H;O".

Kyselina octova je nedisociovana v pH 4,5 adékompletrg disociuje v pH 6,8.

Nedisociovana, nenabita kyselina octova pronikaziliffes membranu bwk na rozdil od

nabitého acetatu. V kige v disledku znény pH disociuje a nabité ionty sdifle dostavaji
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ven, hromadi se v llge, mohou ovlivnit produkci volnych radikéPiper et al., 2001).
Burtner et al. (2009)iedpoklada, Ze zvySené mnozstvi kyseliny octové dima snizeni pH
média ve stacionarni fazi gigich kvasinkovych kultur iZe byt primarnim mechanismem
chronologického starnuti kvasinek. Hromiad kyseliny octové v stacionarni fazi indukuje
oxidativni stres a zvySsi frekvenci, se kterou séklgupo vstupu do stacionarni faze zastavi
v G, fazi (Burhans a Weinberger, 2009).

Z. baili a S. cerevisiaemohou podstoupit programovanou B&mou smrt

(apoptdzu), kdyz jsou vystaveny smrtelné davce lkysectové v médiu (Ludovico et al.,
2001, 2003).

s

Mnozstvi mikroorganisiin Zijicich v asociaci s rostlinami produkuje rostinhormon
auxin — kyselinu indol-3-octovou (Rao et al., 2Q1A)xin je syntetizovan zacasti aldehyd
dehydrogenazy z tryptofanu (Trp)lustilago maydigReneke et al. 1988). Jeho produkce byla
pospana také u kvasingkaccharomyces uvaru(Baccharomyces carlsbergens{Shin et
al., 1991) &5. cerevisiae— Jeho syntéza je znazéma na Obr. 11 (Rao et al., 2010).

Mutantni kvasinky S. cerevisiae s deletovanymi ALD geny nebyly schopné
pieménovat radioaktivd znaeny tryptofan na auxin, fpsto produkovaly auxin i
Vv negitomnosti vigjSiho tryptofanu a v hodnotach vysSich nézqani kmen. Tyto kvasinky

maji tedy patré dalSi drahu pro syntézu auxinu, nezavislou naafgpu (Rao et al., 2010).
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Obr. 11: Draha biosyntézy kyseliny indole-3-octavéS. cerevisiaea analogicka drahb). maydis(vpravo, podtrzeno).
Prevzato z Rao et al., 2010.

Saccharomyces cerevisiaepovida na ifitomnost auxinu tvorbou pseudohyf (Prusty
et al. 2004). Rao et al. (2010) popsali, Ze auxwolava tvorbu hyf i u lidského patogenu
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Candida albicansTento sekundarni metabolitizre tedy fungovat jako signal, ktery reguluje
nekteré znaky virulence,ijpmeénu v hyfy u patogennich hub. Tvorba hyf navozendarsaam u

C. albicangie nezavisla na Efglp a Cphlp (Rao et al., 2010).

5.CO,
Jako dalSi signalni molekula tire fungovat i CQ CO, vznikd jako produkt

burg¢ného metabolismu, fpdevsim @i riznych dekarboxyknich reakcich a v Krebsév
cyklu. Koncentrace COve vzduchu v atmosifé je 0,03%, prostdi hostitele obsahuje 4,5%
az 30% CQ (Stenni et al., 2001, Levitt et al., 1970; Caeaial., 2002; Guyton et al., 2000 —
pievzato Huang 2008). GQ okoli pronika do butk difuzi. Buika CQ hydratuje na HC®
enzymem anhydrazou kyseliny ufiié, a tak ho udrzuje v lige (Klengel et al., 2005).

Patogenni kvasink&andida albicansmtze nenit svij vzhled. Jednim ze signdl
ktery reguluje tuto z#mu, je CQ (Sims, 1986, Klengel et al., 2005). Vedle kvasinkah
jednoburcnych forem, které se dod Sfi vzduchem a kolonizuji nova prosti, mize
vytvorit vliaknité pseudohyfy nebo hyfy, které snaze pkajii tkartmi hostitele. Tato
schopnost kvasinek gnit morfologii burgk je dilezita pro virulenci kvasinek (Cutler et al.,
1991. Kromé hodnoty CQ v okoli maji na zrnu vzhledu bugk vliv jeSt teplota &la
hostitele, pH progedi, sérum, hladina kysliku v okoli (Klengel et, &005; Buffo et al.,
1984).

Increased Enhanced Invasion

biomass

adhesion \iﬁ
Cell ~ accumulates el
level p= co, % X _ Systemic

=== = W ) @ " Disease
Epithelium

Colony g =
level '

Obr. 12: Signalizace metabolicky vyteaym CQ u patogennich hub. Jak seiiky kvasinky mnoZzi na povrchu

epitelu, vytvdi se ve spodniasti biomasy kvasinky ohniska s vySSi koncentra@j. ®vasinkové biiky, které
se ocitnou v rostouci koncentraci £Qmeni morfologii, z&nou tvadit hyfy, a tim zvysi adhezi k epitelu.
Prortstajici hyfy jsou vystaveny sigridth z hostitelského pragtdi jako sérum, pH a dalSi hat CQ, které je&t

vice posili vyvoj hyf a tak zvysifezitost k invazi tkaniPfevzato z Hall et al., 2010.

Kvasinky maji schopnost rozpoznat gradienty mdiakyp vytvareného CQv okoli a
nasledg na ré reagovat, coz jetdezité hlavié na z&atku choroby fi povrchoveé infekci, kdy

je koncentrace COv prostedi nizka (Hall et al., 2010). V okoli expandujisiasinkové
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biomasy se postugrhromadi CQ vytvarené metabolismem kvasinky. Za nizké koncentrace
CO, pouze plni metabolickou poptavku, ale az,(&esahne kritickou hodnotu, @gobi
piremenu burgk kvasinkovitého tvaru na hyfy a pseudohyfy a ndi®leumozni povrchovou
invazi, pnik epitelem (Hall et al., 2010). Model gihu osidleni epitelu kvasinkou je
znazorgn na Obr. 12.

Na zneéné buniéné morfologie kvasinky se podileji nasledujici sigin drahy pimo
ovlivnéné gitomnosti CQ. Prvni popsany senzor GQi hub je adenylatcyklaza Cyrlp,
enzym odpowdny za tvorbu cCAMP.

CO,/ HCO;5 aktivuje C-terminalni katalytickou podjednotku Cgr (Klengel et al.,
2005). Receptorové misto pro vazbuLBCO; je lysinovy zbytek 1373 (Hall et al., 2010).
Nanist hladiny cAMP spusti odpovidajici signalni draktgré ovliviuji zménu vzhleduC.
albicans(Klengel et al., 2005) viz Obr. 5.

CO, muze ovliviovat tvorbu hyf i jinym zpsobem.Stichternoth et al(2011) popsali,
Ze kindza Sch9p specificky reprimuje tvorbu hyf g@maa podminek vysoké koncentrace,CO
a hypoxie (viz Obr. 13). Na zimu morfologie ma vliv protein Czflp. Czflp interggu
s Efglp. Efglp m& negativni vliv na tvorbu hyf afffz funguje jako jeho protihtda
podporuje filamentaci (Giusani et al., 2002). Podoke dophuji i v regulaci pemeny burék
z white na opaque — zvySena exprese Czflp vederkpé na opaque hiky (Vinces a
Kumamoto, 2007).

C.
A o] > [ow Eﬁ

v ¥
'?j_lszl :}"-":szl @ ........ { Czfl

Ace2

fev:rrhyphae many hyphae fe w*hyphae
Obr. 13: Schéma regulace viaknitéfiistu pomoci Sch9p. (A) Biky kmene prostého genetickych manipulaci
vystavené hypoxii a vysoké koncentraci L& hypoxii Efglp brani vlidknitémutstu (Giusani et al., 2002,
Setiadi et al., 2006, Sonneborn et al., 1999)Cafdp omezuje jeho aktivitu jako represoru (Browralk, 1999,
Giusani et al., 2002).rPvysoké koncentraci CQsou aktivovany d¥ izoformy PKA (katalytické podjednotky
PKA: Tpklp a Tpk2p), pravghodobré pomoci uhktitanemiizené adenylat cyklazy (Klengel et al., 2005). Je
navrhovano, ze PKA je ovlivovana vigjSimi podminkami (povrchovyist, 37°C) pomoci Torl-Sch9 drahy, aby
se gedeSlo tvorb hyf. Je stale nejasné zda Sch9p zvysi aktivitvesspu Efglp aktivaci Czflp, jak je ukdzéno
nebo jinak - nap zabragnim aktivity PKA. Ace2p je dlezity pro vlaknity fist za hypoxie (Mulhern et al.,
2006) z nezndméhaidodu.
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(B) Nefunkéni Sch9p nebo Torlp za hypoxie a vysoké koncent@@e nedokazi tlumit ndist aktivity PKA
fizené CQ, coz vede k abnormaiviaknitému fistu.

(C) Stedni urova aktivity represoru Efglp za hypoxie a nizké koriame CQ posté&uje k zabra#ni tvorby
vldken i nizké aktivie PKA. Prevzato z Stichternoth et al. 2011.

CO, ovliviuje kront vySe popsané signalizace i anhydrazu kyseliny ¢itdli
V zavislosti na dostupnosti G@e regulovana exprese gepro anhydrazu kyseliny ukilté
pomoci bZIP transkrimiho faktoru Rcalp. Rcalp zvysil expresi anhydtameliny uhltité
béhem kontaktu se sa&mi fagocyty, nebo za nizkych hodnot €@ okoli. Pro signalizaci
prostednictvim CQ je klicovy serinovy zbytek 124 proteinu Rcalp. Rcalp skewvda
promotor anhydrazy kyseliny ubiié a dalSich 84 gén(Cottier et al.,, 2012). Regulace
exprese anhydrazy kyseliny utité pomoci CQ byla popsana kro#&u C. albicanstaké uS.
cerevisiae, S. macrospora, A. fumiga&us. nidulans(Elleuche et al., 2009; Han et al., 2010;
Aguilera et al., 2005; Amoroso et al., 2005).

U patogenni kvasinkg. albicansvysoké hladiny C@fidi nejen vidknity ist, ale i
zmeénu z white na opaque tkly nezbytnou pro parovani (Huang et al., 2009; gé&ret al.,
2005). Ri nanistu obsahu CPna 5% koncentraci GOve vzduchu se zvysil podil opaque
burgk (prodlouzené hiky schopné parovani) oproti white (kvasinkovéily). Také se
zmenila genova exprese, byly vice exprimované geny gpaque fenotyP4 a WORL1
(TOS9 a zanedbatetnexprimované geny specifické pro whit8\H11a EFG1.V prostedi
s 0,03% CQtomu bylo obracef byly vysoce exprimované geny white na rozdil pdague.
CO, ovliviuje grepnuti na opaque bky ziejmé stejnym mechanismemciaku jako je
popsan vyse uippnuti z kvasinkové formy na hyfalni formu: prigepnuti na opaque bky
zpasobené CQv celkoveé koncentraci 1% jsou nezbytné anhydrgsaliny uhltité, adenylat
cyklaza a Raslp a transkdip faktor Czfl viz Obr. 13 (Huang et al., 2009).

CO2 vylwovany kvasinkami podmuje sporulaci a meiosu kvasini8accharomyces
cerevisiaejeho mnoZstvi koreluje s hustotou popul@&kuni et al., 1998).
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6. ZAVER

Tato prace poskytujesghled malych signalnich molekul vglwvanych kvasinkami do
okoli a nastiuje zpisob fenosu signalu a vlivwehto molekul na biky.

Védcei stale objevuji nové molekuly hrajici roli v nilmanécné signalizaci u
mikroorgamisni (vcetrg kvasinek) nebo u mnohobtimych organism (véetne savd).
Funkce i molekularni mechanismyigobeni &hto molekul Astavaji mnohdy neznadmé.
Pritom nekteré signélnich molekuly hraji vyznamné role v med. Prikladem jsou skteré
signalnich molekuly kvasinkfandidy albicanskteré jsou obeenvice prozkoumané nez
signalni molekuly kvasinelSaccharomyces cerevisiadMezi malo prozkoumané signalni
molekuly pati nag¥. estery a organické kyseliny.

Detailni studium vzniku a funkce malych signalnialolekul by mohlo v budoucnu
pomoci @@ vyhledavani moznych & proti onemocini patogennimi druhy kvasinek.
Rovrez by mohlo pispét k vylepSeni pimyslovych kmef kvasinek pro vyrobu piva a
vina s vysokou produkci latek svonnym aroma. 4dikla pochopeni z&kladnich
biologickych proces pak mize gispét k pochopeni vzniku mnohobésmosti a
metabolickych pochaduvniti burgk.
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