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ANOTACE

Bakalatska prace se zamétuje na karbonické anhydrazy, jejich strukturu a funkci. Dale je v této
praci struéné popsana struktura kvasinek, jejich vyznam a funkce. Dalsi ¢ast zahrnuje
podrobngjsi charakterizaci jednotlivych vyznamnych rodd kvasinek. Bakalafska prace také
obsahuje detailni popis oxidu uhli¢itého jako signalni molekuly spolu s jeho reverzibilni
hydrataci a dehydrataci. Posledni ¢ast popisuje karbonické anhydrazy tiidy B, jejich strukturu,
funkci a ptiklady konkrétnich B karbonickych anhydraz vyskytujicich se v buinikach kvasinek.

KLICOVA SLOVA

Karbonicka anhydraza; kvasinky; oxid uhliity; signalni molekula; reverzibilni hydratace;

reverzibilni dehydratace; B karbonické anhydrazy



TITLE

Structure and function yeast carbonic anhydrases

ANNOTATION

The bachelor thesis is focused on carbonic anhydrases, their structure and function. Further, it
describes a brief structure of yeast, their importance and function. The next section includes
more detailed characterization of the individual genera of yeasts. The bachelor thesis also
contains detailed description of carbon dioxide as a signaling molecule along with its reversible
hydration and dehydration. The last part describes 3 class carbonic anhydrases, their structure,

function, and specific examples of B carbonic anhydrases occurring in yeast cells.

KEYWORDS
Carbonic anhydrase; yeasts; carbon dioxide; signaling molecule; reversible hydration;

reversible dehydration; B carbonic anhydrases
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity

ATCA - Arabidopsis thaliana f carbonic anhydrase

ATP — adenosintrifosfat

BCG - Candida Bromcresol Green Agar

bZIP - Basic Leucine Zipper

CA — karbonicka anhydraza

CaNCE103 — gen kodujici karbonickou anhydrazu CaNcel03p u Candida albicans
CaNcel03p — karbonicka anhydraza u Candida albicans (genovy produkt CaNCE103)
CAs — karbonické anhydrazy

CAS1 — karbonicka anhydraza ze Sordardia macrospora

CAS2 - karbonicka anhydraza ze Sordardia macrospora

cas3 - karbonicka anhydraza ze Sordardia macrospora

cas4 - karbonicka anhydraza ze Sordardia macrospora

CSF — mozkomi$ni mok, cerebrospinal fluid

Cst6p — transkrip¢ni faktor u Saccharomyces cerevisiae

CT — pocitatova tomografie, computed tomography

CynT — gen karbonické anhydrazy v Escherichia coli

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ECCA - Escherichia coli g carbonic anhydrase

ELISA — enzymoimunoanalyza, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
GMS - Grocott's methenamine silver stain

HCA — human carbonic anhydrase

hCA 1l - human carbonic anhydrase



HICA - Haemophilus influenzae f carbonic anhydrase

HIV - virus lidské imunitni nedostate¢nosti, Human Immunodeficiency Virus
HTCA - Halothiobacillus neapoliatanus f carbonic anhydrase

MLST - multilokusova sekven¢ni typizace, multilocus sequence typing

MRI — magneticka resonance, magnetic resonance imaging

MTCA - Mycobacterium tuberculosis g carbonic anhydrase

Nce - non classical export

Ncel03 — karbonické anhydraza Ncel03

Ncel03AN13 — enzym Ncel03 po odstépeni 13 aminokyselin

Ncel03ANS50 — enzym Ncel03 po odstépeni 50 aminokyselin

PCC6803 — cyanobakterie Synechocystis

PCR - polymerazova fetézova reakce, polymerase chain reaction

PDB - proteinova banka, protein data bank

PPCA - Porphyridium purpureum g carbonic anhydrase

PSCA - Pisum sativum S carbonic anhydrase

Rcalp — transkrip¢ni faktor u Candida albicans

RNA — ribonukleova kyselina

Rv1284 - Mycobacterium tuberculosis Rvi284 f carbonic anhydrase
Rv3588 - Mycobacterium tuberculosis Rv3588 f carbonic anhydrase
SCNCE103 — gen kodujici karbonickou anhydrazu ScNcel03p u Saccharomyces cerevisiae
ScNcel03p — karbonicka anhydraza u Saccharomyces cerevisiae (genovy produkt SCNCE103)
aCA — karbonicka anhydréza ttidy o

BCA — karbonicka anhydraza tiidy 3

A29 CaNcelO3p — enzym CaNcel03p po odstépeni 29 aminokyselin



A48 CaNcel03p - enzym CaNcel03p po odstépeni 48 aminokyselin

A61 _CaNcelO3p - enzym CaNcel03p po odstépeni 61 aminokyselin



UVOD

Karbonické anhydrazy spadaji do skupiny metaloenzymu. Metaloenzymy jsou latky
obsahujici ve své zakladni struktufe iont kovu. Vétsina karbonickych anhydraz obsahuje ve své
molekule zinek umistény v tetrahedralni struktufe slozené ze tii aminokyselinovych zbytkl a
hydroxylového aniontu. Jsou to enzymy Kkatalyzujici konverzi oxidu uhli¢itétho na
hydrogenuhli¢itan, ale také konverzi hydrogenuhliCitanu na oxid uhli¢ity. Optimalni a
dostatecna hladina oxidu uhli¢itého, ale i hydrogenuhli¢itanu, je dtlezitd pro udrzeni spravné
aktivity dal$ich enzymi, které¢ pouzivaji CO2 a HCOs7jako substrat pro své nasledné reakce.
Vnimani koncentrace CO; a rychla adaptace na jeho meénici se koncentraci je pro bunky

kvasinek (nejen kvasinek) velmi podstatna [1, 2, 3, 4, 5].

Kvasinky jsou eukaryotni, heterotrofni organismy, které patii do tise hub. Maji schopnost
fermentovat sacharidy na vodu a oxid uhli¢ity, proto se ¢asto vyskytuji v oblastech s vyssi
koncentraci sacharidi. Mohou se vyskytovat také v ptidé nebo jako soucast symbiotického
souziti s jinym organismem. Jejich vyuziti bylo znamo jiz nékolik tisic let pfed nasim
letopoctem a hojn¢ saha i do dnesni doby. Nejcasteji jsou vyuzivany pii vyrobé nékterych
potravin a alkoholickych ndpoji. Své uplatnéni nasly také naptiklad ve farmacii a v genové
manipulaci eukaryotickych organismil, kde diky svému rychlému riistu pfestavuji vhodny

modelovy organismus [6, 7].

Oxid uhlicity je dilezitou signalni molekulou, kterd u kvasinkovych bunék podnécuje déj
zvany filamentace. Pfi filamentaci dochdzi u kvasinek k vyznamné morfologické proméné.
Bunky se za¢inaji ménit ve vlakna, vytvaii se tedy hyfalni nebo pseudohyfalni usporadani.

Tento d€j vyrazné zvySuje patogenitu i virulenci patogennich zastupcu kvasinek [8, 9, 10, 11].

Karbonické anhydrédzy tfidy B maji v buiikdch kvasinek nenahraditelnou roli. Diky jejich
schopnosti reverzibilni pfemény CO2 na HCOsjsou kvasinky schopny pfezit ménici se
koncentrace oxidu uhli¢itého v okolnim prosttedi. Bez CA tyto organismy defacto nejsou

schopny prezit [2, 12, 13].
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1 KARBONICKE ANHYDRAZY

Karbonické anhydrazy (CA, uhli¢itanové lyazy, uhli¢itanové dehydratazy) patii do velké
skupiny metaloenzymii (enzymii obsahujicich ve své struktute kovovy iont). Ve vétsing piipada
obsahuji ve své molekule zinek umistény v tetraedru slozeném ze tii aminokyselinovych zbytka
a hydroxylového aniontu. Byly vSak popsany i CA obsahujici ve svém aktivnim misté ionty
Cd** nebo Fe?*. Tyto enzymy Xkatalyzuji reverzibilni konverzi oxidu uhli¢itého na
hydrogenuhli¢itan. Vnimani koncentrace CO> a rychla adaptace na jeho ménici se hladiny je

pro bunky nezbytné dulezita [1, 2, 3, 4, 5].

v

Zinek je druhym nejhojnéjsim stopovym prvkem v lidském téle. Je nezbytny pro riist a vyvoj
organismu, ale ma i preventivni a terapeutické u€inky proti infekénim onemocnénim. Zkracuje
také délku nachlazeni ¢lovéka. Nachazi se ve vice nez 300 enzymech, kde ma svou strukturalni

a katalytickou roli. Je také zapojen do procesu transkripce a translace genetické informace [14].

Poprvé byly CA objeveny v cervenych krvinkach, poté také u vsech zvirat, fotoautotrofnich
organismil, ale i u bakterii a archet, které¢ fotosyntézu neprovadi. Podili se na mnoha diilezitych
biologickych procesech, mezi které patii udrzeni pH homeostdzy, fotosyntéza, dychani a
iontovy transport. Pfeména oxidu uhli¢itého na hydrogenuhli¢itan je pomaly déj, karbonické
anhydrazy pak tedy slouzi jako akcelerator reakce. Jedna se o velice dulezity fyziologicky d¢j

[1, 4].

Uhlik sam o sobé je primarni sloZzkou vSech Zivych organismd, slouzi jako zakladni stavebni
kamen pro vznik proteint, lipidii, nukleovych kyselin, sacharidi a CO2, ktery hraje vyznamnou
roli. Je to produkt bunécného dychani eukaryotickych bunék a syntézy ATP v mitochondriich,
ktery je uvoliiovan z organismi ven do okoli. Oxid uhlicity také slouzi jako zakladni substrat
pro fotosyntézu rostlin a sinic, kde je spolu s vodou pfeménén na organické slouceniny
obsahujici uhlik a kyslik (glukozu a jiné energeticky bohaté slouc¢eniny) [5, 15, 16].

Nicmén¢ oxid uhlicity je také dilezity pro biologické procesy hub, jako naptiklad pro jejich
rast, morfologii, ale také virulenci. Velkou skupinu tvofi houby, které ziji v teplokrevnych
organismech a jsou to bud’ komenzalové nebo mohou byt pro organismus dokonce patogenni.
Tato skupina je vystavena extrémné variabilni koncentraci CO2 v organismu, a to az v rozmezi
od 0,04 % do 5 %. Muze nastat situace, kdy koncentrace oxidu uhli¢itého klesne na velice
nizkou hodnotu, to potom znamena malo substratu pro karboxylacni reakce nebo naopak
koncentrace oxidu uhli¢it¢ho bude velice vysoka az toxickd, coz poté zptsobi inhibici rastu

bunék hub [1, 3].
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Hydrogenuhlic¢itan je vyznamna biologicka molekula podilejici se na syntéze mnoha latek,
napiiklad argininu, mastnych kyselin, uracilu nebo purinu. Tato molekula byla také popsana
jako dtlezity kofaktor pro rizné enzymatické reakce, jako ptiklad miizeme uvést detoxikaci
jedovatého kyanatu nebo tvorbu menachinonu (vitaminu K2) u nékterych bakterii, naptiklad u
Escherichia coli. Hydrogenuhli¢itanovy iont se také vyznamné podili na udrzovani
homeostazy, konkrétnéji na udrzovani pH krve (referen¢ni hodnoty 7,36 — 7,44), jako soucast
tzv. naraznikového hydrogenuhli¢itanového systému krve (pufru), ktery tlumi vykyvy pH krve
pii patologickych stavech, ke kterym by mohlo dojit bud’ pii zvySené nebo snizené produkci
H* protonu pfi hydrataci CO2 na hydrogenuhli¢itan. UdrZeni homeostazy je dilezité pro priubéh

vsech metabolickych dé&ju kazdého zivého organismu [1, 4, 5, 16].

CA muzeme délit do n€kolika zakladnich strukturalnich tfid, které spolu ale evolu¢né
nesouvisi, jsou rozdilné v sekvenci aminokyselin a struktufe: a, B, v, 9, € a { tfida. Nekteré
zdroje uvadi mensi pocet, nékteré vétsi pocet strukturalnich ttid CA. Navzdory jejich rozdilim,
vSechny tyto tiidy katalyzuji podobny dvou-krokovy enzymaticky
mechanismus, a to reverzibilni hydrataci/dehydrataci oxidu uhli¢itého na hydrogenuhli¢itan a
proton. Tento mechanismus mizeme popsat jednoduchou chemickou rovnici CO2 + H.O <

HCOs + H" [1, 5, 16].
Podrobnéjsi popis této reakce je uveden v samostatné kapitole tomu vénované.

Tato reakce miZze v organismu také nastat spontanné i bez CA, a to v piipade,

Ze je koncentrace oxidu uhli¢itého dostatecné vysoka [1, 3].

Vzhledem Kk jejich velkému rozsifeni byly CA zkoumany jen u par vybranych organismu.
Vétsina vyzkumu byla provadéna u bun€k savcl, protoze nékteré izoenzymy CA jsou

pozorovany ve zvysenych hladinach u tumort [1, 5].

Ttida a byla poprvé prostudovana u erytrocyti obratlovced, pozdéji u rostlin, fas a hub. Jejich

vyznam spociva hlavn€ v usnadnéni vymény CO2 v dychacim cyklu [1, 15, 17].

Ttida B byla pak poprvé objevena u chloroplasti jetele lucniho a kapradin, poté prostudovana
u bakterii, fas, prokaryot a vyssich rostlin, kde hraji CA diilezitou roli pii fotosyntéze. Ttida 3
nebyla prokazana u savci. VSechny dosud prostudované CA kvasinek patii do tiidy p [1, 2, 15,
17].

Mezi vyznamné zéastupce hub obsahujici karbonické anhydrazy patii zejména kvasinky,

konkrétné&ji potom rod Candida, Saccharomyces, Sordaria, Cryptococcus a dalsi. Napiiklad
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konkrétn¢ Candida albicans, ktera patii mezi Casté patogenni kvasinky ¢lovéka, mize bujet
Vv prostiedi s riznou koncentraci oxidu uhli¢itého diky své CA oznacované CaNcelO3p. Bez
této konkrétni CA nemiize Candida albicans ptezit v prostiedi vzduchu. Je proto pro jeji pieziti
velmi dilezita [1, 4, 16].

Fakt, ze CA CaNcel03p strukturdlné nesouvisi s CA savcl, miize vést k uplatnéni pro vyvoj
antimykotik. C. albicans miize zpisobit vazny problém v nemocnicich, kde zptsobuji vysokou
mortalitu, zejména u pacienti s oslabenou imunitou. Nozokomialni nakazy jsou zavaznym
problémem, je potfeba je minimalizovat, vyse zminéna CaNcel03p mize pomoci k navrhu a

rozvoji antimykotickych prostiedkt [16, 18].

Rod Candida neobsahuje jen patogenni kvasinky, existuji i nepatogenni druhy rodu
Candida, kter¢ jsou na rozdil od patogennich druhti schopny piezit a bujet ve vice rozmanitém
prostfedi. Patogennim druhtim se pak muze dafit na kizi hostitele, na jeho sliznici nebo v Krvi.
Mohou dokonce piezit v abiotickém prostiedi. Podobnou CA obsahuje také Saccharomyces

cerevisiae, jeji nazev je ScNcelO3p [4, 16, 18].

Ttida y byla poprvé identifikovana u termofilnich Archei Methanosarcina thermophila,

zatimco 6 a { byly nalezeny pouze v diatomech. CA tfidy € u bakterii mohou tvofit karboxysom
[5, 17].
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2 KVASINKY

2.1 Obecny uvod

Kvasinky patii mezi eukaryotni, heterotrofni organismy, fadici se do fiSe hub (Fungi).
Netvoii svou vlastni taxonomickou skupinu. Své pojmenovani ziskaly diky schopnosti
fermentovat nékteré sacharidy (vznika alkohol a COg), tuto schopnost ma vétSina druht.
V piirodé¢ se nejCastéji vyskytuji v mistech s vétsi koncentraci sacharida, dale pak v

symbiotickém souziti s jinymi organismy ¢i v pidnim systému [6].

Kvasinky jsou rezistentni vii¢i antibiotiklim, sulfoamidiim a antibakteridlnim ¢inidlim, tyto

schopnosti jsou geneticky dany od pfirody [19].

2.2 Historie

Historie objeveni a vyuziti kvasinek sahd do doby né¢kolik tisic let pfed zacatek naseho
letopoétu, kdy byly kvasinky pouZivany ve starém Egypté nebo antickém Recku. Lidé je
pouzivali pro vyrobu kynutého peciva, pro vyrobu piva, vina a jinych kvasnych napojl. Jiz na
pocatku devatenactého stoleti byly kvasinky poprvé povazovany za zivy organismus a jejich
moznost fermentovat cukry byla poté prostudovana mnoha biology, ale také chemiky. Jako
prvni pozoroval kvasinky nizozemsky védec Anton van Leeuwenhoek v pivu. O néco pozdéji
ho nasledoval francouzsky biolog, chemik a lékai Louis Pasteur, ktery v roce 1857 pfiSel na
moznost fermentace sacharidi (v prostfedi bez kysliku) pomoci kvasinek na kyselinu uhli¢itou
a alkohol. Na tuto skute¢nost navazal vydanim studii o pivu a vinu. O néco pozdé&ji uz byly
kvasinky fazeny mezi mikroby, byly popsany jejich rizné druhy a byla studovana jejich
podrobnéjsi fyziologie [6, 7].

2.3 Vyuziti kvasinek v sou¢asnosti

Dnes maji kvasinky nenahraditelnou roli v primyslové vyrobé, zejména pak v primyslu
potravinaiském. Pouzivaji se pro vyrobu alkoholickych napojt (pivovarské kvasinky, vinaiské
kvasinky, lihovarské kvasinky), kynutého peciva (pekaiské kvasinky), potravinarskou i krmnou
biomasu. Kromé potravinaistvi maji také vyuziti ve farmacii a technologii pro jejich schopnost
produkce biologicky aktivnich latek a biodegradacni aktivitu. Velky vyznam ma jejich vyuziti
také u genovych manipulaci eukaryot (geneticky modifikované kvasinky), kde slouzi jako
vhodny modelovy organismus, protoze se rychle vyviji, rostou, je snadné je pouzivat pro
klonovani a izolovat jejich zmutované formy. Lze je také vyuzivat pro produkci bilkovin. Pfi
vyctu vSech téchto vyuziti se pouzivaji samoziejmé kvasinky nepatogenni. Ne v§echny druhy
kvasinek mohou byt ale takto pfinosné, existuji také patogenni druhy téchto mikroorganismd,

18



nejcastéji se pak jedna o nékteré zastupce roda Cryptococcus, Candida, Trichosporon apod.
Tito zastupci pak mohou zpisobovat zavazna onemocnéni hlavné u jedinci s oslabenou

imunitou [6].

2.4 Buiika kvasinky

Stavba buniky kvasinek je velice jednoducha, jeji velikost se pohybuje mezi 3—15 um. Jejich
bunécna sténa je pevna a zdrovei elastickd, na rozdil od rostlin je vSak silngj$i a odolnéjsi.
Mizeme si ji piedstavit jako sloZity polymer, jehoz hlavni soucasti tvoii z 90% polysacharidy
(manan, glukan, chitin), proteiny (manoprotein), dale také lipidy, avSak jejich zastoupeni je

pomérné malé, a enzymy (proteazy, fosfatazy apod.) [20, 21].

Na povrchu bunééné stény se po procesu puceni vytvaii trvalé jizvy. Sténa ma velky vyznam
pii buné¢né komunikaci (s jinymi kvasinkami nebo s hostitelem v ptipadé souziti), transportu
latek, seskupovéani bunc¢k atd. Kromé bunécéné stény se buitka skladd z cytoplazmatické
membrany (na rozdil od cholesterolu, ktery je obsazen v cytoplazmatické membrané lidskych
bunck, obsahuje cytoplazmatickd membréana kvasinek ergosterol), jadra, mitochondrii, vakuol,

endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu a cytoplazmy [6, 22].

Nejveétsi podil na slozeni buitky ma voda tvofici 65-80% obsahu, dale zde nalezneme
dusikaté latky, sacharidy, lipidy, specifické bilkoviny, aminokyseliny, nukleové kyseliny,

mineraly a vitaminy [6].

Kvasinky mohou existovat bud’ samostatné jako jednobunééné organismy zaujimajici tvar
elipsy nebo mohou tvofit dlouhd vlakna propojenych kvasinek, jinym slovem pseudomycelia.
Nékteré rody jsou schopné tvofit prava mycelia (napf. Candida). Tvar je ovlivnén nékolika

vn&jSimi vlivy, ale i zplisobem rozmnoZzovani a miize se ménit v prub&hu jejich vyvoje [6].

Shluknuté kvasinky vytvaii kolonie, které mohou byt dle svého povrchu oznacovany bud’
jako hladké, drsné nebo slizovité. Zalezi také na druhu a rodové specifité, kultivaci ¢i na padé,
na které mikroorganismus Zije. Kolonie miiZzeme také povazovat za jakysi mezistupen mezi
samostatnou nechranénou buiikou a biofilmem (seskupeni malych organismt, které je pevné

spojeno s povrchem, tvorba biofilmu je typicka zejména pro rody Candida a Cryptococcus) [6].

2.5 Schopnost tvorit pouzdra

Nekteré rody kvasinek jsou schopny vytvaret odolnd pouzdra chranici je pted Skodlivymi
vlivy. Mezi takové rody patii napiiklad Cryptococcus. Slozkami takového pouzdra jsou pak

zejména polysacharidy, které tvoii mikrofibrily vystupujici z bunééné stény. Pouzdro hraje
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velky vyznam jako faktor virulence zejména u patogennich druhd. Shluky takovych

opouzdienych kvasinek jsou pak slizovitého charakteru [6].

2.6 Metabolismus kvasinek

Jako hlavni zdroj energie a uhliku slouzi kvasinkam sacharidy, zejména pak monosacharidy
a disacharidy. Uhlik vSak nemusi Cerpat jen ze sacharidt, nybrz i jinych latek, naptiklad
z alkohold (methanol, ethanol, glycerol), z laktatu a nékterych alkant. Tyto latky, ze kterych
vétsina kvasinek Cerpa, jsou poté zpracovany aerobni cestou navazujicimi procesy glykolyzy a
Krebsova cyklu. Neni to vSak jediny zplsob, u kvasinek, které jsou schopny fermentace, se
energie vytvaii pfi kvaSeni. Mezi latky vznikajici metabolismem téchto mikroorganismu patii

napiiklad ethanol, CO, H", acetat, sukcinat a glycerol [6].

2.7 Rozmnozovani kvasinek

2.7.1 Pohlavni rozmnoZovani

Protoze buiiky kvasinek patii mezi eukaryota, mohou se samoziejmé rozmnozovat pohlavng.
Pfi tomto typu rozmnozovani se vytvaii pohlavni spory, probéhne spajeni dvou gamet, které
jsou vSak haploidni. Po spajeni vznikne bunka diploidni (zygota), v niZ se jadro rozdéli
procesem meidzy za vzniku Ctyt identickych bunck, znovu haploidnich. Z téch se pozdéji
vytvaii pohlavni spory. Pohlavni rozmnozovani je typické pro Saccharomyces cerevisiae a

nékteré zastupce rodu Candida [23].

2.7.2 Nepohlavni rozmnoZovani

Nepohlavni rozmnozovani, jinak nazvané puceni, je proces, kdy z jedné matetské bunky
vznikaji bunky dcefiné, které jsou z hlediska genetiky shodné s matefskymi. Pii tomto dé&ji
vznikaji pupeny na protéjSich polech sférickych bunék. Vyvinuté dcefiné buiiky maji mensi
primér nez bunky, ze kterych vznikly, a teprve po dosazeni jisté velikosti startuje samotny
proces déleni, jinak nazvany cytokineze. Bunky dcefiné se u nékterych rodu (napt. Candida)

po puceni neoddéluji od bunék matetskych a tvoii pak spolecné vlakna, tzv. pseudohyfy [24].
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3 ROD Saccharomyces
3.1 Obecné

Pojmenovani tohoto rodu kvasinek vychazi z latinskych slov Saccharo (cukr, sacharid) a
myces (houba). Patfi mezi jednobunécné eukaryotické saprofytické houby, které jsou casto
vyuzivany pii vyrobé potravin a napoji. Rychle rostou, jsou jednoduché a odolné, jsou schopny
fermentovat sacharidy, naopak nejsou schopny vyuzivat dusi¢nany. Jejich kolonie jsou ploché,
na povrchu hladké, lesklé ¢i matné a maji krémovou barvu. Jejich primér je 2-8 um a délka 3-
25 pum. Jednotlivé buiikky maji elipsoidni nebo kulovity tvar. V momenté, kdy je buika
vystavena zhorSenym zivotnim podminkam, je schopna vytvaret spory. Pfi pouziti Gramova
barveni se samostatné bunky jevi jako grampozitivni, zatimco bunky ve stadiu spory jako

gramnegativni. Rozmnozuji se puéenim [25].

V piirodé jsou velice rozsifené, lze je najit v rostlindch, ovoci, zelenin€ a v padé. Nejsou
omezeny na jedno konkrétni stanovisté. Jsou schopny rast v prostfedi s variabilni koncentraci

uhliku a dusiku [26].

3.2 Zastupci

Nejznaméjsim zastupcem rodu Sacchcaromyces je S. cerevisiae. Je to taktéz jednobunécna
houba, obecn¢ znama jako pivovarskd nebo pekaiska kvasinka, kterda ma rozsahlou historii,
jelikoz byla pouzivana uz od dob starovéku. Muze tvorit pseudomycelia. Mnozi se pucenim.
Jeji schopnost fermentovat cukry je vyuZita pii zdkladni klinické identifikaci, ke které se
vyuzivaji komer¢ni diagnostické soupravy. S. cerevisiae ma piibuzné druhy (pramysloveé
vyznamné), které nejsou pro ¢lovéka patogenni, a to Saccharomyces bayanus, Saccharomyces
pasteurianus a Saccharomyces paradoxus [19].

Dalsim vyznamnym zastupcem je poddruh druhu S. cerevisiae, S. boulardii, ktery je schopen
vazat se na enteropatogeny, ¢imz brani adherenci a rozSifeni v builkach stfevniho epitelu.

Redukuji tak bakterialni infekci stfev a maji protizanétlivé ucinky [26].

Dalsimi zastupci jsou Saccharomyces arboricola, Saccharomyces cariocanus,
Saccharomyces chevalieri, Saccharomyces ellipsoideus, Saccharomyces jurei , Saccharomyces

kudriavzevii, Saccharomyces norbensis, Saccharomyces uvarum a mnoho dalsich [27].

Pocet identifikovanych druhi se rychle zvysuje diky soucasné védé a vyvoji [28].
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3.3 Taxonomie

S. cerevisiae se fadi do domény Eukaryota, fiSe Fungi (houby). Diky zptisobu rozmnozovani
(puceni) spadaji do oddéleni Ascomycota - vieckovytrusné houby, pododdé€leni
Saccharomycotina, tad Saccharomycetales, tfida Saccharomycetaceae, rod Saccharomyces a

druh Saccharomyces cerevisiae [27].

3.4 Morfologie a struktura

Buriky S. cerevisiae obsahuji vSechny bézné organely, jako bufiky zivocisné. Typické je
mnohostranné puceni. Hlavni sloZkou bunééné stény je glukan a manoprotein. Kolonie rostou
velice rychle (proto je mozné na nékterych bunkach pozorovat pupeny), vétsinou narostou do
tii dnt. Buniky jsou heterotrofni, energii ziskavaji ze sacharidi (glukozy, sachardzy, rafindzy,
melibidzy, proménlivé také z galaktézy nebo maltozy), ale i z polysacharidd (Skrob). Pro sviij
metabolismus pouZivaji fermentaci i1 dychani. Téméf 98% glukdzy je metabolizovano béhem
fermentace, zbyla 2 % jsou zménéna na bunéény material. Pfi anaerobnim procesu je vSak
ziskano vice energie, az 10% glukdézy muze byt pfeménéno na bunéény material. Tento

fenomén je znam jako Pasteurtv efekt [19, 29].

Saccharomycety maji gluk6zovy transportni systém, diky némuz dochézi ke zpracovani
glukozy procesem glykolytické drahy. Tato draha je vyuzivana v piipade, Ze je glukoza
pfitomna v nizké koncentraci. Pokud tomu tak neni, drdha neni vyuZita. Pfi vysoké koncentraci
vstupuje gluk6éza do buiiky pomoci usnadnéné difize, mize dojit k potlaceni dychani ve

prospéch fermentace, i kdyz je dostupny kyslik. Tento efekt je zndm pod nazvem Crabtree [19].

3.5 Genomova struktura
Genom S. cerevisiae byl prvnim kompletnim eukaryotickym sekvenovanym genomem
vibec. Chromozomy tohoto druhu obsahuji DNA, ktera obsahuje nékolik opakujicich se

sekvenci, coz je zpusobeno kédovanim ribozomalni RNA [19].

Genom ma asi 12 156 677 part bazi, 6 275 genti organizovanych do 16 chromozomt. V roce
1988 americky genetik Ira Herskowitz odhadl, ze kvasinky maji az 31% genti shodnych
s ¢lovékem. V dnesni dobé¢, kdy je znam a prostudovan také genom cloveka, vime, Ze byl tento
odhad spravny. Mimo jiné, diky své jedine¢né struktufe jsou vyuzivany kvasinky S. cerevisiae

jako modelovy organismus pro vyzkum ribozomu [19, 30].
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3.6 Vyuziti

Kromé potravinaistvi jsou kvasinky vyuzivany pii vyrobé makromolekularnich latek,
zahrnujicich lipidy, proteiny, enzymy a vitaminy. Nové se S. cerevisiae zacala pouzivat jako
aditivum v krmivu pro zvifata, napt. pro piezvykavce. Pouzivaji se také pii vyrobé biopaliv.
Pro komer¢ni vyuziti byly vytvotfeny produkty z mrtvych i zivych bunék, kdy mrtvé slouzi jako
slozka stravovacich doplitkki pro masny skot, mlé¢ny skot a koné (naptiklad kultury Yea-sacc
od Alltech Inc., Diamond V Yeast culture od Diamond V, Mills Inc, a Levucell SC-20 od
Lallemand Animal Nutrition podporuji stravitelnost, vyuziti zivin, udrzuji vysokou produkci
mléka, podporuji té€lesnou kondici zvifat ¢i  brdni nadmérnym vykyvam pH,
které omezuji traveni vlakniny a snizuji pfijem potravy) a zivé jako kvasinky pro vyrobu napoju
a peciva. Vyuziti také nalezly pii vyrobé 1éCiv. Jejich vyznam v biotechnologiich stile roste

[19, 28].

Pokud jsou podany v optimalni mife, mohou S. cerevisiae slouzit svému hostiteli jako
probiotika. Jsou odolné vuci kyselin¢ chlorovodikové v zaludku a vici zluCovym kyselinam,
tudiz jsou schopny bez problému projit travicim traktem, kolonizovat ho a pomoci od
zazivacich potiZi. Jejich G€innost zvySuje fakt, Ze jsou odolné vici antibiotikim. Mohou byt
také vyuzivany jako doplnék stravy, diky farmaceutickym firmam, které vyuzily moznosti

izolace S. cerevisiae z ovoce Litchi [26, 31].

V lékarnach je také mozné zakoupit upravené pivovarské kvasnice (ptfikladem je vyrobek
Pangamin), které obsahuji komplex vitaminG skupiny B, minerdlni latky, stopové prvky,
enzymy, aminokyseliny a bilkoviny. Tento doplnék stravy je doporucen u Siroké Skaly
onemocnéni, naptiklad pii 1é€be cukrovky, srdecnich a cévnich onemocnéni, pasovych opart,
migrén, Zloutenky a chfipky. Je vhodné ho pouZivat i v obdobi rekonvalescence. Je hojné

vyuzivan i sportovci [32].
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4 ROD Candida
4.1 Obecné

Puvod slova Candida pochazi z latinského candidus, coz znamena bily. Rod Candida se fadi
mezi kvasinky, které velmi Casto zpuisobuji infekce u lidi i zvifat po celém svéte. Mnoho druhti
je neSkodnych, ziji v organismech jako komenzalové ¢i v symbiotickém vztahu se svym
hostitelem. Nejcastéji se vyskytuji na povrchu sliznic, hlavné v gastrointestinalnim traktu,
zenském genitalnim traktu, v dychacich cestach a na kazi. Jejich vztah s hostitelem neni pro
hostitele nijak nebezpec¢ny. Pokud ovsem dojde k poruseni slizni¢niho povrchu hostitelského
organismu, maze dojit k oportunnimu onemocnéni (onemocnéni, které doprovazi jiné primarni
onemocnéni, vyvolavaji ho organismy, které nejsou za normdlnich podminek patogenni). Na
kvasinkové infekce jsou nachylni hlavné lidé s oslabenou imunitou (nemocni trpici HIV ¢i
diabetem), ale také lidé, kteti dlouhodobé uzivaji antibiotika. Riziko je stejné jak u muzi, tak i

u zen [33, 34, 35].

Pro rychlé rozliSeni riznych druht Candida kvasinek podle zabarveni jejich kolonii se
pouziva agar s ndzvem CHROMagar™ Candida, dale také Sabouraudiv agar, agar podle
Nickersona nebo Candida BCG Agar Base [36, 37, 38, 39].

4.2 Zastupci

Mezi nejznaméjsi zastupce patii Candida albicans. Je to oportunni patogen nachazejici se
nejcastéji v gastrointestinalnim traktu ¢loveka. Je to bézny komenzal, ktery se stava patogennim
Vv pfipadé imunosuprimovanych jedinct. Jako jeden z mala druhl tohoto rodu zpisobuje

onemocnéni zvané kandidéza. Casto se pouzivéa jako modelovy organismus v biologii [40].

Oznacuje se jako polymorfni houba. Roste ve dvou formach, jako klasickd kulovita
kvasinka, ale také jako dlouhd vlédknitd buiitka houby. Tyto dvé formy miZze stfidat, a to
Vv zéavislosti na ménici se podminky prostiedi, jako naptiklad na rliznou dostupnost Zivin, zménu
teploty, pH a koncentraci CO». Tato flexibilita je dulezitym faktorem virulence, diky ni se

kvasinka snadnéji $ifi v epitelu hostitele. C. albicans mtze vytvaret biofilm [40].

Dalsim vyznamnym zastupce je C. auris, ktera byla poprvé identifikovana v roce 2009.
Stejné jako diive zminéna C. albicans je jako jedna z mala schopna zptisobit onemocnéni zvané
kandidoza. Vytvafii lesklé, hladké, Sed¢, viskozni kolonie. Je velice invazivni, mize pronikat
do krevniho fecisté hostitele, centralni nervové soustavy, ledvin, jater, kosti, svald, sleziny a

o¢i. Postizeni touto kvasinkou se na prvni pohled projevi jako sou¢ast jiného onemocnéni, jako
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je napiiklad diabetes, onemocnéni plic, ledvin nebo sepse. Je rezistentni k mnoha 1ékiim [41,

42, 43].

Patogennimi zastupci rodu Candida jsou kromé C. albicans a C. auris dale C. glabrata (také
zpusobuje kandidézy, ovliviiuje urogenitalni trakt a muze zpisobit systémovou infekci
zpusobenou vstupem patogenu do krevniho fecist¢ hlavné u imunosuprimovanych jedincti), C.
parapsilosis (bézny lidsky komenzal, vyskytuje se ¢asto na rukou, zptsobuje zavazné sepse a
infekce ran u imunosuprimovanych jedinci, neni obligatnim lidskym patogenem), C. tropicalis
(vyskytuje se u lidi s neutropenii, velice virulentni, produkuje nejvice biofilmu), C. krusei
(patogen pacientil s hematologickymi malignitami a pfijemcu transplantovanych organi, vyssi

umrtnost, nez u C. albicans) [27, 44, 45, 46, 47].

Mezi dalsi zastupce patii C. antarctica, C. auris, C. bracarensis, C. dubliniensis, C. humilis,

C. rugosa nebo C. utilis [48].

V ramci rodu Candida bylo popsano vice jak 200 druht [49].

4.3 Taxonomie
Druh Candida albicans se fadi do domény Eukaryota, fiSe Fungi (houby). Spada do kmenu
Ascomycota, podkmenu Ascomycotina, tfidy Ascomycetes, fadu Saccharomycetales, celedi

Saccharomycetaceae, rodu Candida [48].

4.4 Morfologie a struktura

Candida albicans ma velké, kulaté, bilé az krémové kolonie vyznacujici se kvasni¢nym
zapachem. Bunécna sténa obsahuje dvojvrstvu slouzenou z vnéjsiho fibrilarniho manoproteinu
a vnitiniho B glukanu a chitinu (ten ma protizanétlivé ucinky a pomaha zmirnit napiiklad
zanétlivé onemocnéni stiev). Dale bunika C. albicans obsahuje fimbrie (na povrchu bunécné
stény), plazmatickou membranu, mitochondrie, vakuoly, Golgiho aparat, endoplazmatické
retikulum, ribosomy, jadro, jadérko, peroxisomy a pupen na okraji builky, ktery slouzi

k rozmnozovani (puceni) [40, 50, 51].

Energii ziskava C. albicans pomoci fermentace sacharidi, jako je glukdza, galaktdza,
maltdza, sachardza (tu vSak fermentuje velice pomalu), nebo taktéz zpracovanim glukozy,

aminokyselin, organickych kyselin a alkoholt (ethanolu) [52, 53, 54].

Jeji pripadnd patogenita je zéavisla na nékolika faktorech virulence, jako naptiklad na
schopnosti adherence na hostitele, na schopnosti tvofit biofilm nebo vylu¢ovat hydrolytické

enzymy (napf. proteazy, fosfolipazy, lipazy, esterazy, hemolyziny) [55].
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V priubéhu infekce muze C. albicans ovliviiovat imunitni systémem hostitelského organismu
tim, ze méni strukturu své bunécéné stény, meéni svijj tvar a vylucuje latky pasobici jako faktory
virulence. Zmény ve struktuie a slozeni stény buiiky zavisi na prostiedi hostitelského organismu
a Casto vznikaji jako reakce na pusobeni antimykotik. C. albicans muze inhibovat aktivaci
komplementu hostitele, inaktivovat antimikrobialni peptidy a inhibovat dal$i funkce imunitnich

bungk, ¢imz oslabuje obranyschopnost hostitele [40].

4.5 Genomova struktura

C. albicans se ¢asto pouziva jako modelovy organismus. Je to diploidni organismus, jehoz
genom obsahuje 30 000 000 pari bazi — 10krat vice nez u bakterii. Tyto baze jsou rozprostieny
na 8 chromozomech obsahujicich piiblizné 6 200 genti. Struktura populace C. albicans byla
odhalena pomoci metody MLST (multilokusova sekvenéni typizace, z anglického multilocus
strain typing), ktera ma uplatnéni v molekularni epidemiologii a pouziva se také pro

taxonomické zatazeni organismu [56, 57].

4.6 Vyuziti
Lyzaty kvasinek C. albicans Ize vyuzit k 1é¢bé kvasinkovych infekei [58].
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5 ROD Cryptococcus
5.1 Obecné

Poprvé byl rod Cryptococcus popsan v roce 1894 patologem Otto Bussem a chirurgem

Abrahamem Buschkem, a to pfi izolaci z kostni infekce u mladé zeny [59].

Zastupci rodu Cryptococcus jsou invazivni patogenni houby, které zplsobuji zévazna
infekéni onemocnéni zvana kryptokokozy zejména u imunosuprimovanych jedinct trpicich
zvlasté pak na AIDS, diabetes, chronicka onemocnéni ledvin, chronickd onemocnéni jater,
anebo u pacientd, kteti podstoupili transplantaci organu. Kryptokokozy se také mohou objevit
u lidi, kteti dlouhodobé uzivaji steroidy, u lidi s vrozenymi imunologickymi problémy a
hematologickymi poruchami. U zdravych jedinct jsou onemocnéni zpiisobena touto kvasinkou

vzéacna [60, 61].

Pocatek infekce Casto zaCina inhalaci bazidiospor z okoli (velké 1-2 pm), usazenim Vv
alveolach a poté se §ifi krevnim feciSt€ém imunosuprimované osoby. Spory vSak nemusi byt
hned aktivni v momenté¢, kdy se dostanou do hostitele, v ptipad€ zdravych jedincit mohou zlstat
v neaktivni form¢ a az po nékolika letech se reaktivovat poté, co se jedinec stane
imunosuprimovanym. Navzdory tomu, Ze jsou plice nejcastéjSim mistem vstupu patogenu do
téla, je nejCastéjSim klinickym projevem infekce meningoencefalitida, ktera se projevi
horeckou, bolesti hlavy, malatnosti, nevolnosti a zvracenim. K potvrzeni diagnézy se vyuzivaji
laboratorni testy mozkomisniho moku (CSF z anglického cerebrospinal fluid), ktery se odebira
lumbalni punkci, dale pak mohou byt pouzity imunologické techniky ke stanoveni koncentrace
antigentl a protilatek, jako ELISA (z anglického Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) nebo
latexova aglutinace. Tyto kvasinky mohou také zptisobovat kozni problémy, znamé jako

dermatografismus (z¢ervenani, koptivka, vyrazka) [60, 61, 62].

Rod Cryptococcus mize byt identifikovan také mikrobiologicky, a to pomoci inkoustovych
ptipravki India-ink nebo pomoci barveni GMS (z anglického Grocott's methenamine silver
stain). Vyuziva se také vySetieni pomoci CT (z anglického Computed tomography) nebo MRI

(z anglického Magnetic resonance imaging) [61, 62].

Cryptococcus je rozSifen pouze v uréitych cCastech svéta a vyskytuje se v pade,
VvV rozpadajicim se dfevu, v dutinach stromli nebo je roznaSen pomoci ptaciho trusu béznych

druht, ¢asto holubt [60].
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Roc¢né je hlasen zhruba 1 milion novych piipadi kryptokokozy, v disledku toho umira az
625 000 lidi. Vyskyt infekci u jedinct trpicich AIDS spojenych s rodem Cryptococcus vyrazné
pokles v poslednich dvou desetiletich diky pokroktim v antiretroviralni terapii (1é¢ba infekci
zpusobenych retroviry, spo¢iva ve vhodné kombinaci 1ékt a také v pravidelnych kontrolach

anamnestickych a laboratornich hodnot pacienta a viru) [60, 63].

I pies pokles onemocnéni zpisobenych rodem Cryptococcus existuji stale ve svété oblasti,
které se potykaji s vysokou incidenci. Naptiklad v subsaharské Africe patii kryptokokova
meningitida k nejbéznéj$im meningitidam vibec a zabije az pal milionu lidi ro¢né, coz je vetsi

pocet nez napiiklad u imrti zptisobenych tuberkul6zou [62].

5.2 Zastupci

V ramci rodu Cryptococcus rozeznavame asi 50 jednotlivych druhd, vétSina z nich Zzije

Vv pidé a neni nijak skodliva pro ¢lovéka [61].

Dva nejznaméjsi zastupci zpusobujici infekéni onemocnéni jsou Cryptococcus neoformans
(spojeny s imunosuprimovanymi  pacienty) a  Cryptococcus  gatti  (spojeny

s imunokompetentnimi a zdravymi pacienty) [60, 62].

C. neoformans je bézny zvifeci i lidsky patogen vyskytujici se v tlejicim drevu. Je
endemicky v oblasti Spojenych statli podél pobtezi Pacifiku, oblast vyskytu sahd az do Kanady,
objevuje se také v Brazilii a v mistech mirného klimatu po celém svété. Tento druh Ize rozdélit

na C. neoformans a na C. deneoformans [61, 62, 64, 65].

C. gatti byl naposledy hlasen v severni Kalifornii a na ostrové Vancouver v Kanad¢ a je
endemicky v Papui, Nové Guineji a v severni Australii. Vyskytuje se Casto v jehlicnatych
stromech, které maji voskovou kutikulu (napt. u Pseudotsuga menziesii — Douglaska tisolista).
Tento druh lze také dale rozdélit, a to na C. gattii, Cryptococcus bacillisporus, Cryptococcus

deuterogattii, Cryptococcus tetragattii a Cryptococcus decagattii [62, 65].

Mezi velmi bézné zastupce patii C. laurentii a C. albidus, jsou v8ak znamy piipady, kdy i

tyto druhy mohou zpiisobit zavazné onemocnéni [64].

5.3 Taxonomie
Rod Cryptococcus se fadi do domény Eukaryota, fiSe Fungi (houby). Spada do kmenu
Basidiomycota, podkmenu Agaricomycotina, tiidy Tremellomycetes, fadu Tremellales,

¢eledi Cryptococcaceae [48].
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5.4 Morfologie a struktura

Rod Cryptococcus roste dobie na kultiva¢nich bakterialnich ¢i houbovych médiich zhruba
48-72 hodin. Pfi péstovani na agarech tvofi bilé¢, mukoidni kolonie. Specifickym agarem pro
péstovani v laboratofi je agar s anglickym nazvem canavanin-glycine-bromo methyl blue [60,
62].

Jedna se o fakultativng intracelularni parazity, ktefi se vyskytuji ve stadiu pohlavnim (jako
teleomorfy, podléhaji cyklu meidzy) a nepohlavnim (jako kvasinky, které se mnozi puc¢enim a
jsou velké 3-6 um). Jsou oportunnimi patogeny. Jejich buiiky jsou zapouzdiené, hlavnimi
slozkami jejich pouzdra jsou polysacharidy glukuronoxylomannan (sklada se z kyseliny
glukuronové, xylozy a manozy) a glukuronoxylomannogalaktan, které jsou hlavnimi faktory
ptispivajici k virulenci tohoto organismu. Mezi dalsi faktory virulence patii napiiklad produkce
melaninu (typickd hnéda barva pro kolonie) nebo riist pti vysokych teplotich (nepatogenni

druhy vsak pfi vysokych teplotach nerostou) [60, 61, 62].

5.5 Genomova struktura
Genom C. neoformans se obvykle sklada ze 14 chromozomd, je vSak popsana heterogenita
u poctu a velikosti chromozomt tohoto druhu. Genom koduje zhruba 6 500 gent, kazdy gen

prumérné obsahuje 5,3 intronu a asi 50-70 nukleotidi [59].

Dostupnost sekvence kryptokokového genomu pak také umoznila rozsahlé studie genové

exprese, mutageneze a genetickych interakci [59].

5.6 Vyuziti

V dnesni dobé se pouziva C. neoformans ve vyzkumu a rozvoji mnoha oblasti biologie,
slouzi jako modelovy systém naptiklad v oblastech sexudlni reprodukce, v oblastech syntézy
polysacharidii ¢i u zkoumani pienost ¢asti genetické informace pomoci transdukce (pienos pies
bakteriofaga). Témito detailnimi studiemi muzeme rozvijet znalosti v oblasti fyziologie a

patogeneze kvasinek [59].
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6 OXID UHLICITY JAKO SIGNALNI MOLEKULA KVASINEK

Oxid uhli¢ity vzniké v organismech pii metabolickém déji zvaném Krebstv cyklus procesem
dekarboxylace. Do bunék se dostava procesem difuze a uvniti se poté méni ze pomoci enzymu
karbonické anhydrazy na HCOgs". Pfili§ vysoka koncentrace CO2 muze mit na kvasinky
negativni az cytotoxicky vliv. Miize ovliviiovat fluiditu membrany bunky kvasinek, inhibici
nékterych dulezitych enzymu a acidifikaci vnitfniho prostfedi. Oxidu uhli¢itého se ale také
vyuziva v souvislosti s uchovavanim potravin a napoji v ochranné atmosféfe tohoto plynu,

ktery zabranuje rychlému nic¢eni potravin mikroby [8, 9, 10, 11].

V atmosféte se vyskytuje pouze 0,033% COz, u savcu pak od 0,033% do 5% (5% obsazeno
v krvi). Diky tomu jsou kvasinky, vyskytujici se uvnitf zivych organismt, vystaveny
dramaticky se ménici koncentraci tohoto plynu. Buiky kvasinek mohou reagovat na zménu
CO2 zménou svého vzhledu. Zminéna 5% koncentrace CO2 podnécuje u nékterych druht
kvasinek filamentaci (piechod z kvasinkové formy do vlaknitého rdstu) hlavné ve formé
pseudohyf nebo hyf. Tyto pseudohyfy/hyfy pak usnadnuji adhezi k epitelu, vznik biofilmu a
prinik do bunék tkani hostitele. Moznost ménit svoji morfologii je velice duilezitym faktorem
virulence. Proces ptechodu z kvasinkové formy na vlaknitou formu je reverzibilni. Na
morfologii bunék nema vliv jen mnozstvi CO>, ale také sérum hostitele, pH prostiedi (u savci

7,4), okolni teplota (u savct 37°C) a koncentrace kysliku [8, 9, 10].

Kvasinky samoziejmé potiebuji CO2 také pro svij metabolismus, az pfi piekroceni
kritického prahu metabolické poptavky se CO: stava inicidtorem filamentace a povrchové

invaze patogenu [9, 66].

Pokud hostitel nebo obecné prostiedi, ve kterém kvasinka pieziva, neposkytuje dostatek
oxidu uhli¢itého, nabyvaji na vyznamu karbonické anhydrazy. Projevy CA tedy souvisi
s koncentraci COz. Jejich poslanim je vytvorit CO2 z piitomného hydrogenuhli¢itanu a vodného
roztoku vyskytujicich se uvnitt buiiky a podnécovat tak rast i virulenci kvasinky. Tento d¢j
mize také nastat pti kontaktu kvasinky s fagocyty hostitele. Exprese karbonické anhydrazy
zavisi na transkripénim faktoru bZIP, konkrétné Rcalp u C. albicans a Cstép u S. cerevisiae
[67].

Zavislost exprese karbonické anhydrazy na koncentraci oxidu uhli¢itého byla kromé C.

albicans a S. cerevisiae popsana také u S. macrospora, A. fumigatus a A. nidulans [68].
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Vysoka koncentrace CO2 u C. albicans nepodnécuje pouze filamentaci, ale také zménu
buné¢k z formy white (kvasinkové buiiky) na formu opaque (opacitni neprihledné prodlouzené
bunky schopné parovat se), nezbytnou pro pareni bun¢k. Vniméni koncentrace CO2 pomoci CA
je tedy dulezité pro sexualni reprodukci fungalnich patogent. Pii nizkych koncentracich CO2
naopak prevladaji buiky formy white. Piepindni téchto dvou forem také zavisi na CA,

transkripcnich faktorech a adenylatcyklaze [69].
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7 REVERZIBILNI HYDRATACE/DEHYDRATACE OXIDU
UHLICITEHO

Pochopeni této reakce neni dilezité pouze ve spojeni s CAs, ale také s navrhem chemickych
procest spojenych s redukci emisi CO2 a transformaci CO2 kvili jevu, ktery je znam jako
sklenikovy efekt. Oxid uhli¢ity je stejné jako naptiklad oxid dusny, methan, ozon nebo freon
sklenikovym plynem. Sklenikovy efekt zptisobuje nadmérné zahtati zemského povrchu a také
vyznamné klimatické zmény (atmosféra sice propusti slune¢ni zafeni na povrch zemé, ale
tepelné zafeni z povrchu zemé absorbuje a zabranuje jeho zpétnému uniku). Tento plyn
muzeme transformovat naptiklad na kyselinu mravenci, kterd ma vyznam v mnoha odvétvich
primyslu, napfiklad v potravindistvi, zemédélstvi, kozedélném primyslu a gumarenském

pramyslu [70].
Reverzibilni hydrataci/dehydrataci CO; Ize shrnout reakénim schématem [71, 72]:
CO2 + H20 <> HCOs + H*
nebo také CO; + H20 <> HoCO3 <> HCO3™ + H'.

Tato reakce je katalyzovana pravé karbonickymi anhydrdzami. Je to reakce s rychlym
reakénim obratem. CA je jednim z nejrychlejsich enzymi v pfirod€ vibec s rychlosti reakce
zda je produktem této reakce kyselina uhli¢ita H2COs nebo pouze hydrogenuhli¢itan HCOs',

jelikoz mezi témito dvéma latkami probiha rychla ionizace [71, 72, 73].

Kinetické 1 katalytické mechanismy CA byly studovany za pomoci hCA II (z anglického
human carbonic anhydrase) jako modelu. HCA jsou izoenzymy CA u lidi, které se nachazi
Vv cytosolu vSech bunék. Nicméné bylo pozdéji zjisténo, ze vSechny CA vykazuji stejné obecné
reakéni schéma dvou-krokového mechanismu, a to sice deprotonaci molekuly vody vazané na
zinek, nukleofilni atak CO2 zbyvajicim hydroxidem zineC¢natym (ten je koordinovan tiemi

histidinovymi ligandy) za vzniku hydrogenuhli¢itanu v prvnim kroku [73, 74, 75]:
E-2Zn*-0H +CO; — E - Zn* - HCOgs’
E — Zn?" - HCO3 + H20 — E — Zn?" - H,0 + HCO3’

a regeneraci aktivniho mista enzymu pomoci molekuly vody navézané na zinek a uvolnénim
hydrogenuhli¢itanového iontu do roztoku spolu s odstranénim protonu z aktivniho mista ve

druhém kroku [73, 75]:
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E-2Zn?"-H,0 - H-E-2Zn*-HO

H-E-2Zn?**-HO+B — E - Zn?" - OH + BH".
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8 KARBONICKE ANHYDRAZY TRIiDY g
8.1 Objev a historie

Prvni karbonickd anhydréza tfidy B byla nevédomky objevena v roce 1939 jako soucast
rostlinnych chloroplastii. AvSak nebyly povazovany za samotné CA, k jejich definitivnimu
odliSeni doslo az o 50 let pozdéji, a to diky technologii DNA sekvenace. Od roku 1990 bylo
objeveno mnoho druhit BCA nejen v organismech provozujicich fotosyntézu, ale také
Vv bakteriich, kvasinkach a archeich. V tomtéz roce bylo také prokdzano, ze tyto rostlinné CA

nejsou homologni k zivo¢isnym aCA [2].

Mezi zastupci rostlin byly nejprve podrobné&ji popsany BCA u Spenatu setého (Spinacea
oleracea), hrachu setého (Pisium sativum) a husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana). Prvni

bakterialni BCA byla popsana pomoci genu CynT u Escherichia coli [2].

8.2 Vyskyt

V dnesni dobé je zastoupeni BCA Vv bakteriich znamé, vyskytuji se u béZnych patogennich
bakterii, jako je Mycobacterium tuberculosis, and Salmonella typhimurium. MiZeme je najit
také u archei (Methanobacterium thermoautotrophicum), kvasinek, cyanobakterii
(Synechocystis PCC6803), v karboxysomech chemoautotrofnich bakterii (bakterii, které
ziskavaji energii oxidaci anorganické latky, napt. Halothiobacillus neapolitanus) a u zelenych
(Chlamydomonas reinhardtii) a ¢ervenych tas (Porphyridium purpureum). CA u Helicobacter
pyroli existuji dokonce ve dvou tiidach, krom¢ intracelularni BCA se zde také vyskytuje

periplazmaticka aCA. BCA se nevyskytuji u savci [2].

8.3 Rozdéleni

Existuji dvé strukturalni tiidy BCA, a to BCA typu I a BCA typu II. Do typu I patii PSCA
(Pisum sativum B carbonic anhydrase), ATCA (Arabidopsis thaliana  carbonic anhydrase),
MTCA (Mycobacterium tuberculosis B carbonic anhydrase), Rv1284 (Mycobacterium
tuberculosis Rv1284 B carbonic anhydrase) a HTCA (Halothiobacillus neapoliatanus f
carbonic anhydrase). Do typu II patii HICA (Haemophilus influenzae 3 carbonic anhydrase) a
ECCA (Escherichia coli B carbonic anhydrase), PPCA (Porphyridium purpureum B carbonic
anhydrase) a Rv3588 (Mycobacterium tuberculosis Rv3588 B carbonic anhydrase). Tyto tfidy
se od sebe odlisuji polohou aktivniho mista enzymu, organizaci a orientaci okolnich zbytka

kolem iontu zinku. Jako zbytek mtize byt navazan cystein, histidin, molekula vody nebo aspartat

2]
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Obrazek 1 — tzv. ribbon diagrams zakladnich strukturnich dimerd BCA. Struktury jsou oznaceny
svymi pfistupovymi PDB (z anglického protein data bank) kody, jejich ndzev je pak uveden v zévorce.
Zdroj: [2].

8.4 Struktura

Detailni struktura karbonickych anhydraz typu B byla objevena za pomoci rentgenové
difrakce, a to konkrétné poprvé u Cervené tfasy (Porphyridium purpureum) v roce 2000.
Nasledovaly detailni studie rostlin, bakterii, archei a dalSich zastupct. Zakladni struktura BCA

se jevi jako homodimer nebo vyssi oligomer formovany témito homodimery, naptiklad

tetramer, oktamer [2, 12].

Kazdé podjednotka BCA se sklada ze tii ¢asti, z N-terminalniho ramene (slozeno ze dvou
nebo tii vystupujicich Sroubovic a, které jsou navazany na dalsi molekulu v asymetrické
jednotce), z jadra vazajiciho zinek (sklada se z jednotek a-f-a) a z C-terminalni koncové

domény obsahujici pfevazné a helixy, které smétuji k povrchu jadra [2, 13].

N-terminalni rameno jedné podjednotky zprostfedkovava kontakt s N-terminalnim ramenem
jiné podjednotky prostfednictvim vymény domén. Zinek je vazan pomoci zbytkl, které se lisi
podle tiidy CA. Konkrétné u BCA jsou to dva zbytky aminokyseliny cysteinu, jeden zbytek
aminokyseliny histidinu a dale molekula vody, aspartatu, kyseliny octové nebo iont acetatu [2,
12, 13].

VSechna jadra BCA maji stejny konstrukéni prvek, ktery je sloZzeny z paralelniho f listu, ten
je dale slozen ze Ctyi vlaken P2-B1l-f3-B4 a jednoho antiparalelniho fetézce B5 v kazdém

monomeru nebo pseudo-monomeru. S vyjimkou HTCA je kazdy monomer a pseudo-monomer

sloZen z paralelnich B listl sloZzenych antiparalelné tak, ze spole¢né vytvaii rozsitené P jadro
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karbonické anhydrazy. Toto jadro ma 8 az 10 stran a rozprostira se pies celou strukturni
jednotku CA [2,13].

Na jadro B jsou piipojeny a Sroubovice, spole¢né s f vlakny tvofi dohromady zakladni
strukturu dimeru a pseudo-dimeru, ty jsou velice pevné propleteny. Téméf vSechny PCA
obsahuji jeden iont zinku na jeden monomer nebo pseudo-monomer pseudo-tetraedralni
struktury. Umisténi iontu zinku je onim aktivnim mistem tohoto enzymu, toto aktivni misto je
umisténo na rozhrani dvou podjednotek, vypada jako uzky tunel a zinek je lokalizovan na jeho

dné [2, 12, 13].

V ptipadé PSCA, ECCA, HICA, Rv1284, Rv3588 a MTCA je zékladni dimer slozen ze dvou
identickych proteinovych fetézci, v piipadé PPCA a HTCA je zakladni strukturni jednotkou
pseudo-dimer, ktery vznikl genovou duplikaci monomeru. Tento monomer se poté spojil v fetéz

za vzniku onoho pseudo-dimeru s dvojnasobnou symetrii [2].

BCA se vyskytuji ve form¢ tetramera (HICA, ECCA, Rv1284) nebo pseudo-tetramera
(PPCA, HTCA) slozenych ze dvou pseudo-dimert, dale se vSak mohou vyskytovat také
struktury oktamera (PSCA) a dimeri (MTCA, Rv3588) [2].

Obrazek 2 — oligomerni struktury BCA. (A) Dimer Rv 3588, rozhrani dimerizace je horizontalni,
rozhrani tetramerizace je pravostranné. (B) Tetramer HICA, jeden zakladni dimer je zeleny a oranzovy,
druhy je Zluty a azurovy. Rozhrani dimerizace je horizontalni, rozhrani tetramerizace je vertikalni. (C)
Oktamer PSCA, zakladni dimery jsou oranzovo-zelené, svétle-modro-razové, ¢erveno-Sedé a azurovo-
zluté, rozhrani tetramerizace je podle horizontalni osy, rozhrani oktamerizace je podle vertikalni osy.
Zdroj: [2].
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8.5 Vybrané BCA kvasinek

U kvasinek jsou az na jednu vyjimku zndmy pouze CA tfidy B. Jedinou vyjimkou je pak CA

tiidy o u Aspergillus oryzae [76].

Kvasinky reaguji na rizné podnéty z okoli, jako je naptiklad pfivod zivin nebo teplota. Ke
vnimani okolnich podnéti jim slouzi signalni molekuly. Specidlnim piikladem signalni
molekuly je jiz vySe zminény CO2, ktery navozuje pfeménu z kvasinkové formy na formu
vlaknitou. Bylo prokézano, ze tento proces nezbytny pro virulenci a patogenezi je navozen
pravé BCA ataké kvasinkovou adenylatcyklazou. VSechny zndmé fungéalni CA patii povétSinou

do t¥idy B, nékteré do tfidy a [1, 15].

Kvasinkové BCA byly dosud funkéné popsany jen u né€kolika malo zastupct (zejména u
patogennich zastupctl). Jednim znich je Candida albicans, dale Candida glabrata,
Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Sordaria macrospora, Malassezia

globosa a nékteti zastupci Penicilium a Pichia stipitis [1, 77].
V této bakalatské praci jsou detailn€ popsany CA pouze tii z t€chto zastupct.

8.5.1 ScNcel03p

Prvni rozpoznanou BCA byla vroce 1996 CA u S. cerevisiae. SCNCE103 (karbonicka
anhydraza S. cerevisiae, zkratka Nce z anglického non classical export) byla poprvé
identifikovana jako kodujici sekvence pro proteiny vyskytujici se v extracelularnim prostoru,
tiebaze postrada klasicky signalni peptid. Pozdéji objeveny genovy produkt ScNcelO3p
odvozeny od SCNCE103 prokazal svoji aktivitu karbonické anhydrazy a nezbytnost pro bunky
kvasinek v prostfedi s nizkou koncentraci CO2. Ukazalo se, ze kvasinka bez genu ScNcel03p

neni schopna piezit na vzduchu, delece tohoto genu pak vyzaduje riist jen ve vyssi koncentraci

(5%) oxidu uhli¢itého [1, 12].

ScNcel03p je homodimer ptipominajici sedlo a jeji aktivni misto je umisténo mezi dvéma
monomery. Podobné jako u jinych BCA se tento monomer skladd ze tii zakladnich casti
zminénych v obecném tuvodu struktury PCA (z N-termindlniho ramene nezbytného pro
enzymatickou aktivitu této CA — interaguje s povrchovou drazkou umisténou na vrcholu
aktivniho mista sousedniho monomeru uvnitt dimeru, jadra a C-terminalni subdomény). lont
zinku je vtomto aktivnim misté koordinovan tfemi rtznymi zbytky, konkrétn¢ dvéma
cysteinovymi, jednim histidinovym a jednou molekulou vody. Stabilizace iontu zinku pomoci

zbytk je zprostfedkovana ¢etnymi vodikovymi vazbami [13].
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ScNcelO3p je také dulezita pro homeostazu, udrzeni fyziologického pH kvasinky. Hlavni
ulohou vsak stale zlistava vyroba hydrogenuhli¢itanu, na kterém jsou zavislé dalsi metabolické
pochody  zprostiedkované  pyruvatkarboxyldzou,  acetyl = Co-Akarboxylazou a

karbamoylfosfatsyntetazou pii nizkych koncentracich oxidu uhli¢itého [1, 15].

Pro vyzkum ScNcelO3p byla pouzita amplifikace (vytvofeni poctu kopii urcitého tseku
DNA pro nasledné vySetfeni) DNA z genomu S. cerevisiae metodou PCR (polymerazova
fetézova reakce, z anglického polymerase chain reaction, rychld a jednoducha metoda
pomnozeni konkrétniho Gseku DNA), dale purifikace proteinu (proces pro zjisténi detailni
struktury bilkovin, tento proces zahrnuje zpravidla tfi Kroky — za pouziti afinitnich znacek je
protein v prvnim kroku zachycen na matrici chromatografické kolony, nasleduje druhy krok,
coZ je promyti proteinu, na zavér se z kolony vylouci zcela ¢isty protein). Tento proces detailni
charakterizace je pouzit také u zkoumani aktivity CaNcel103p (CA u Candida albicans). Byly
zkoumany enzymy a jejich aktivity: enzym s plnou délkou, dale enzym po odstépeni 13
aminokyselin - Ncel03AN13 (u této CA byla stanovena také krystalova struktura, bylo
prokazano, ze Ncel03 ANI13 vykazuje stejnou aktivitu, jako enzym pIné délky) a enzym po
odstépeni 50 aminokyselin - Nce103ANS50 (aktivita byla narusena, prvnich 50 aminokyselin je
nezbytnych pro jeji stabilitu a aktivitu) [13, 78].

Strukturné je ScNcelO3p podobna rostlinnym BCA nalezenym u P. sativum, dale pCA
nalezenym u Porphyridium purpureum, E. coli, H. influenzae, M. tuberculosis Rv3588c a C.

neoformans [13].

A B
Subunit A Subunit B

Lys221

Asnl7

Obrazek 3 — organizace a struktura ScNce103p. (A) Homodimer ScNcel03p, molekuly zinku jsou
znazornény jako Sedivé kulicky, podjednotky A a B jsou zbarveny azurové a Cervené. (B) Monomer
ScNcel03p. Jadro o/f a C-terminalni subdoména jsou zbarveny zluté, zelené a cervené. Zdroj: [13].
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8.5.2 CaNcelO3p

Candida albicans, obsahujici CaNcel103p, je béhem svého zivotniho cyklu (kdy zptsobuje
rizné infekce) vystavena drasticky se ménicim okolnim podminkam (koncentrace COz v krvi
je 150krat vyssi, nez v atmosféte). Hlavni tilohou CA u Candida albicans je tedy zvyseni
virulence a patogenity pomoci procesu filamentace. Bez funkéni CaNcelO3p C. albicans

nemuze piezit na vzduchu, postradatelnost CaNcel03p je pfipustna pouze u vyssi koncentrace

CO, (5%) [1, 12].

Jeji fyziologicka role je podobna ScNcelO3p v pekatskych kvasinkach S. cerevisiae, ale
strukturou se vice podoba karbonické anhydraze CAS1 nalezené u saprofytické houby Sordaria
macrospora, ktera je také tetramerni. Je také podobna struktuie BCA u Cervenych fas a u fady

bakterii (Escherichia coli, Vibrio cholerae a Haemophilus influenzae) [12].

CaNcel03p byla piipravena pomoci rekombinantniho expresniho systému v E. coli a ma
strukturu homotetrameru slozeného ze dvou homodimert. N-terminalni konec obsahuje dvé na
sebe kolmé a Sroubovice, pomoci nich jsou pak spojeny jednotlivé podjednotky. Kazdy
monomer obsahuje vice nez 90 zbytka, které¢ zprosttedkovavaji kontakt s druhym monomerem,
spolecné pak vytvaii dimer. Jadro CaNcel03p je uspofadano stejné, jako u jinych BCA (Ctyti
paralelni B vlakna a jeden antiparalelni fetézec B, spolecné vytvaii B list po obou stranach

lemovany a helixem). C-terminalni ¢ast sousedici s doménou f listu je vétsinou helikalni [12].

Zinek vazany v aktivnim misté enzymu je v tomto pfipadé¢ koordinovan dvéma zbytky
cysteinu, jednim histidinovym a molekulou B-merkaptoethanolu (slou¢enina odvozena od
ethylenglykolu, ¢ird, bezbarva kapalina s neptijemnym zapachem, misitelna s vodou, jedna jeji
skupina -OH je nahrazena thiolovou skupinou -SH, pouZziva se v molekularni biologii jako
slozka pufru, ma schopnost redukce disulfidickych mustki, je nezbytna pro udrzeni proteinu v
rozpustném stavu béhem purifikaéniho procesu, ktery charakterizuje detailni strukturu
proteinu). Kazdy monomer obsahuje jeden iont Zn?* umistény v aktivnim misté na dné tunelu,

podobné jako u ScNcel03p [12].

CaNcel03p lze déle rozdélit podle poctu odstépenych aminokyselin, ¢ehoz se vyuziva pii
procesu purifikace a zkoumani aktivity enzymu. Pro vyzkum a izolaci DNA byl vyuzit genom
C. albicans, ktery byl nasledné amfiplikovan pomoci metody PCR. Déleni je nasledujici:
A29 CaNcelO3p, A48 _CaNcelO3p, A61_CaNcelO3p (zkraceni o 29, 48 a 61 aminokyselin).

Zkraceni o 29 aminokyselin a 48 aminokyselin nezptisobilo zménu v celkové aktivité¢ enzymu,
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zkraceni o 61 aminokyselin vSak ano. Na poctu odstépenych aminokyselin pak zavisi finalni

prostorové usporadani, mize to byt monomer, dimer, tetramer nebo jen srazenina [12].

N-term of A29_CaNce103p
(chain D)

C-term of A29_CaNce103p
(chain D)

Obrazek 4 — detailni krystalova struktura karbonické anhydrazy A29 CaNcel03p. (A) Tetramerni
sestaveni karbonické anhydrazy A29 CaNcelO3p. Tetramer je znazornén fetézci A, B, C (Cervena,
modra, $eda) a D (zelend). (B) A29 CaNcel03p monomer. Jsou zde znazornény N-terminalni konec a
C-terminalni konec. lonty Zn?* jsou oznaceny jako &ervené kulicky. Koordinujici zbytky histidinu,
cysteinu a B-merkaptoethanolu (modré ty¢inky) jsou zde znazornény jen pro fetézec D. Zdroj: [12].

Nepostradatelnost a zaroven fakt, ze CaNcel03p neni nijak piibuzny s CA savcl, stavi
CaNcel03p do role slibné budoucnosti v oblasti antimykotické 1é€by. Inhibitory NcelO3p
nemohou hrat roli v oblasti systémovych mykoéz, jelikoz krev obsahuje 5% CO: a tato
koncentrace aktivitu Ncel03p potlacuje. Tyto inhibitory by v§ak mohli byt pouzity jako slozky
masti pro lokalni 1écbu nebo slozky povrchovych dezinfekénich prostfedkit v nemocni¢nim
prostiedi (koncentrace CO2 ve vzduchu je 150krat mensi, nez v krvi ¢lovéka). Popsané
struktury CaNcelO3p by mohly byt tedy vyuzity pii navrhovdni a vyvoji fungicidnich

sloucenin, v soucasné dob¢ vSak nevykazuji dostate¢nou selektivitu [12].

VyuZitelnost CA je také zkoumana ve spojitosti se sekvestraci uhliku, coz znamena, Ze je
oxid uhli¢ity pfeménén na stabilni uhlikatou slouc¢eninu a ulozen v rostlin¢ nebo ptadé. Vyvoj
sekvestracnich systémli méa velky vyznam pfi zmirnéni stile se zvySujiciho obsahu oxidu

uhlicitého v atmosféte [12].
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8.5.3 CAS], CAS2

Jedna se o zkratky karbonickych anhydraz saprofytické houby Sordaria macrospora. Jeji
genom koduje celkem ¢tyii CA, CAS1, CAS 2, cas3 a cas4. Posledni dvé zminéné nejsou tolik
vyznamné pro rozmnozovani. Tento redundantni systém obsahujici vice CA je schopen
jednotlivé CA mezi sebou navzajem v piipadé potfeby nahradit (oproti tomu vétsina kvasinek
a bakterii musi pfisun hydrogenuhli¢itanu zajistovat jen jednou CA). Oligomerni struktura
CASL1i CAS 2 je tetramerni a je pfibuzna s rostlinnymi BCA. Ob¢é CA se vyznamné podileji na
pohlavnim vyvoji Sordaria macrospora. K jejich vyzkumu byl taktéz pouzit proces purifikace

jako u ptredchozich dvou karbonickych anhydraz [79].

CAS1 a CAS2 se staly prvnim piikladem tetramernich struktur fCA Vv iSi hub. Celkova
struktura kazdého monomeru obsazené¢ho v tetramerni struktufe se skladd z N-terminalniho
konce tvofeného dvéma na sebe navzijem kolmymi o helixy, které interaguji se sousedni
podjednotkou a napoméhaji tak ke tvorbé dimeru. Jadro je konstruovano stejné jako u jinych
BCA (smiSeny B list z péti vldken 1 — B5), to znamena ze Etyt B vldken uspotadanych paralelné
(B2 — B1 — B3 — p4) a patého antiparalelniho fetézce B5. C-terminalni subdoménu tvoii a helixy
ze jedné strany pfiléhajici k B listu, z druhé strany se tyto helixy podili na tvorbé dimera a
homotetramertl. U obou enzym@ CAS1 i CAS2 je iont Zn?* koordinovén tetrahedralné, rozdil

je vSak v odlisnosti ¢tvrtého koordinujiciho zbytku [79].

V ptipadé CAS1 je iont Zn?* koordinovan pomoci dvou zbytkl cysteinu, jednoho zbytku
histidinu a molekuly vody. CAS1 je cytoplazmaticky enzym slozeny z 234 aminokyselin [79].

V ptipadé¢ CAS2 je koordinace zprostitedkovana dvéma zbytky cysteinu, jednim zbytkem
histidinu a jednim zbytkem kyseliny asparagové (jinak nazyvané aspartat). CAS2 se projevuje

jako signalni polypeptid pro translokaci v mitochondriich a je slozen z 284 aminokyselin [79].
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Obrazek 5 — krystalové struktury karbonickych anhydraz CAS1 a CAS2. (A) CASI. (B) CAS2. (Al,
B1) Monomery CAS1 a CAS2 (duhové zbarveni). (A2, B2) Kvartérni struktura CAS1 a CAS2,
vV duhovém zbarveni jsou zobrazeny monomery v doplnéni dalSich monomert tvofici dohromady
tetramerni sestaveni. (A3, B3) Tetramer (A2) a (B2) oto¢eny o 90 °. Tonty Zn 2+ jsou zobrazeny jako
Sedivé kulicky. Boéni fetézce zbytkl koordinujicich ionty Zn 2+ v CAS1 a CAS2 jsou znazornény jako
zelené tyCinky. Zdroj: [79].

Obé CA nachazejici se u S. macrospora byly zkoumany pomoci rekombinantniho
expresniho systému v E. coli. Pro zjisténi detailniho strukturniho uspofadani a funk¢nosti bylo
provedeno klonovani, exprese a purifikace proteinu, a dale také krystalizace téchto enzymd.
Bylo také prokazano, Ze jsou tyto dvé CA ze S. macrospora schopny obnovit rist Nce103 u S.
cerevisiae nebo jej dokonce funk¢éné nahradit, pokud kvasinka tuto karbonickou anhydrazu
postrada. Sordaria macrospora je také doposud jedina znama saprofyticka houba, ktera je
schopna prezit na atmosférickém vzduchu pii absenci funkéni karbonické anhydrazy. Pro jeji

normalni fungovani ji totiz staci pouze jedna ze ¢tyf CA, delece ostatnich tfi ji nijak nelimituje.
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Delece CA u ostatnich organismti obsahujicich tyto enzymy ovSem vede k uplné neschopnosti

ristu v aerobnich podminkach (obsahuji jen jednu CA) [12, 79].

V posledni dob¢ roste zajem o vyuziti CA ve spojeni s primyslovou sekvestraci oxidu
uhli¢itého. Karbonické anhydrazy vyuzivané v primyslovém odvétvi by v§ak neodolali drsnym
podminkam, jako je naptiklad vysoka koncentrace oxidi dusiku NOx a oxidl siry SOx.
Pfitomnost oxidli ve spalinach by inhibovala aktivitu téchto enzymi. Vyuziti CA je také

diskutovano ve spojeni s vyrobou biopaliv [77, 79].
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ZAVER
Tato bakalafska prace byla zamétena na studium karbonickych anhydraz. Bylo vysvétleno,

co vubec karbonické anhydrazy jsou, kde se vyskytuji, jaka je jejich funkce a struktura.

Byla zminéna zékladni podstatna fakta o kvasinkach, o jejich historii, soucasnosti a jejich
vyuziti. Byla detailn¢ popsana struktura kvasinkové bunky spolu s jejich schopnosti tvofit

pouzdra. Déle byl popsan jejich metabolismus a rozmnozovani.

V této bakalaiské praci byly také detailné popsany nckteré vyznamné rody kvasinek,
konkrétné rod Saccharomyces, Candida a Cryptococcus. U kazdého rodu byl zminén obecny

vvvvvv

struktura a vyuziti.

V dalsi casti prace byla detailn¢ popsana funkce oxidu uhli¢itého jako signalni molekuly
nasledovand rozborem reakéniho mechanismu reverzibilni hydratace/dehydratace oxidu
uhlicitého.

Posledni ¢ast byla vénovana karbonickym anhydrazam ttidy . Byl popsan jejich objev spolu
s historii, jejich vyskyt, rozdéleni a detailni struktura. Celou praci zavrsila ¢ast vybranych BCA
vyskytujicich se u S. cerevisiae, C. albicans a S. macrospora. Pro lepsi popis a pochopeni

struktury BCA byly do préace vloZeny pfislusné obrazky.
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