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1. Uvod

Kvasinky st huby patriace medzi najjednoduchSie
eukaryotické organizmy na Zemi. Su Casto vyuZzivané ako
model pre Stddium réznych Zivotnych procesov, ktoré
prebiehaju aj u vyssich organizmov. NajcastejSie pouziva-
nym experimentdlnym modelom eukaryotickej bunky je
askomycétna kvasinka Saccharomyces cerevisiae. Tento
jednobunkovy chemoheterotrofny organizmus sa pouZziva
aj na Stadium biogenézy a funkcie eukaryotickych organel.

Bunkova stena je najvrchnejSia organela kvasinkovej
bunky, udava jej tvar a tvori obal chraniaci bunku pred
nepriaznivymi vplyvmi Zivotného prostredia. Z jej umies-
tnenia a zloZenia vyplyvaji mnohé dolezité ulohy. Jednou
z hlavnych funkcii okrem udrziavania tvaru bunky je jej
nevyhnutnost pri rozmnozovani, kedZe sféroplasty
(kvasinky s Ciastocne odstranenou bunkovou stenou) nie
st schopné pucat’ a delit’ sa. Bunkova stena je nositelom
somatickych antigénov a medidtorom interakcii bunky
s okolim a inymi bunkami rovnakého druhu, resp. s bunka-
mi hostitel’a.

Poznanie zlozenia a biosyntézy fungélnej bunkovej
steny je dolezité z hl'adiska boja proti najCastejSie sa vy-
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skytujicim patogénom, akymi s napr. Candida albicans,
Cryptococcus neoformans a Aspergilus fumigatus. Je do-
kazané, Ze biosyntéza -1,3-glukénu a chitinu su esencial-
ne exocelularne enzymové pochody a ked’ze sa ani jedna
z tychto zloZziek nenachadza v bunkéch cicavcov a rastlin,
su unikatnym terCom pre vyskum a vyvoj novych antimy-
kotik. Nové Specifické lieciva by mohli byt z tohto dovo-
du menej toxické pre cicavéi a rastlinny organizmus.
V poslednej dobe sa rapidne zvysil poc¢et imunokompromi-
tovanych pacientov, ¢i uz HIV-pozitivnych, po transplan-
tacii organov, alebo po dlhotrvajiicej liecbe antibiotikami,
ktori potrebuju liecbu antimykotikami. Beznymi kvasinko-
vymi ochoreniami, ktoré trapia populdciu, s povrchové
a systémové infekcie. Vznikaji na vlhkych miestach ako
napriklad medzi prstami néh (atletické chodidlo). Tazsi
priebeh s ohrozenim Zivota maju invazivne fungalne ocho-
renia vnutornych organov.

Stadiom bunkovej steny kvasiniek mézeme ziskat
cenné znalosti o jej presnejSom zloZeni, biosyntéze
a funkciach. V poslednych desatrociach sa ziskalo mnoho
poznatkov o enzymoch a mechanizmoch biosyntézy poly-
mérnych prekurzorov fungalnych bunkovych stien. Naj-
viac poznatkov o zlozeni a biosyntéze bunkovej steny hub
je znamych u Saccharomyces cerevisiae a I'udskych pato-
génov Candida albicans a Aspergillus fumigatus.

Tieto znalosti sa zuroCili a na trhu pre pouzitie
v humannej medicine sa uz objavil prvy Specificky anti-
fungalny prostriedok Candidas inhibujlici biosyntézu
polysacharidu p-1,3-glukéanu.

2. Vlastnosti a zloZenie bunkovej steny
kvasiniek

Bunkova stena hib vratane kvasiniek je masivna po-
vrchova Struktira, ktora poskytuje fyzikalnu a osmoticku
ochranu bunky. Hré tieZ Glohu pri sexudlnom rozpoznani
medzi bunkami opacného parovacieho typu, flokulacii,
sporulécii, odpovedi na stres a je sprostredkovatelom
kontaktu medzi patogénnou hubou a hostitel'skym orga-
nizmom. Z celkovej hmotnosti bunky zabera priblizne
25 %. Je esencidlna pre rozmnozovanie buniek; bunky
zbavené bunkovej steny uz nie sit schopné konjugacie, ani
cytokinézy. Bunkova stena je komplexom makromolekul,
ktoré obalujii bunku z vonkajSej strany az k plazmaticke;j
membréne, teda zahffia i periplazmaticky priestor'. Bunko-
va stena kvasinky Saccharomyces cerevisiae pozostiva
hlavne z B-1,3-glukanu, B-1,6-glukanu, chitinu a glykozy-
lovanych proteinov. Na obr. 1 st znizornené jednotlivé
komponenty bunkovej steny a ich vzajomné vizby.

Pozorovanim pod elektronovym mikroskopom bola
uréena hriibka vnutornej elektronovo transparentnej vrst-
vy, ktord je priblizne 70-100 nm. Jej hribka zavisi od
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B-1,3-glukan

Obr. 1. Schématické znazornenie zloZenia bunkovej steny kvasiniek s vyznacenim vzajomnych kovalentnych vizieb; GPI-CWP —
proteiny bunkovej steny kovalentne zakotvené v bunkovej stene cez glykozyl-fosfatidylinozitolovy zvySok, PIR-CWP — kovalentne via-
zané proteiny bunkovej steny obsahujiice vnutorné opakujtice sa Giseky aminokyselin, ASL-CWP — kovalentne viazané proteiny cez alka-
licky citliva vézbu. Disulfidové vazby medzi proteinmi nie st znazornené

rastovych podmienok a genetického vybavenia bunky’.
Vnutorna vrstva zabezpecuje mechanicki odolnost’ steny.
Pozostava hlavne z [-1,3-glukdnovej siete a chitinu,
a reprezentuje priblizne 50-60 % suchej hmotnosti steny
(tab. I). Pozorovala sa aj vonkajsia elektronovo husta vrst-
va. Obsahuje viacndsobne glykozylované manoproteiny
vyc¢nievajuce z povrchu bunky, ktoré maju okrem mno-
hych inych funkcii i tlohu v rozpozndvani bunky inou
bunkou. Vonkajsia vrstva obmedzuje priepustnost’ cudzich
enzymov, akymi si napriklad obranné enzymy
v rastlinnych tkanivach schopné degradovat bunkovu
stenu’. Sacharidové bo&né retazce povrchovych proteinov
obsahujii viacndsobné fosfodiesterové mostiky, ktoré
s vol'nymi karboxylovymi skupinami proteinov prispieva-
ju k poCetnym negativnym nabojom na bunkovom povrchu
pri fyziologickej hodnote pH (cit.*). Tieto boéné mananové

Tabulka I
Zlozenie bunkovej steny v Saccharomyces cerevisiae®

retazce st zodpovedné za hydrofilné vlastnosti steny
a mohli by sa zacastiiovat’ pri zadrZiavani vody a ochrane
pred vysychanim. Vonkajsia proteinova vrstva zabera oko-
lo 1/3 zo suchej hmotnosti bunkovej steny. Proteiny bun-
kovej steny su kovalentne viazané k f-1,3-glukan
— chitinovej sieti bud’ priamo cez alkalicky citlivii vazbu —
ASL (alkali sensitive linkage) proteiny, alebo nepriamo
cez B-1,6-glukan glykozylfosfatidylinozitolovi (GPI) kot-
vu.

Navyse proteiny bunkovej steny mézu byt navzajom
kovalentne viazané disulfidovymi mostikmi. Okrem toho
niektoré proteiny su zadrziavané v bunkovej stene i6novy-
mi a neiénovymi interakciami’.

Po preneseni kvasiniek do hypertonického prostredia
modzu bunky stratit’ az 60 % ich povodného objemu. Tento
proces je vratny. Pruznost’ bunkovej steny je pravdepodob-

Makromolekula Hmotnost’ susiny Miesto syntézy Zakladna forma

[%] SP vetvenie
Manoproteiny 35-40 Sekrecna cesta 200" vysoké
B-1,6-Glukan 5-10 (PM)? 140 vysoké
B-1,3-Glukéan 50-55 1500 stredné
Chitin 1-2 190° linearny

* N — viazané; ° chitin zo zarodoénej jazvy; bunkové stena znameho patogéna Candida albicans méa podobné zloZenie;
SP — stupeni polymerizacie, PM — plazmatickd membrana; miesto syntézy B-1,6-glukanu nie je dostatocne preukazané,
udaje tu prezentované sa mozu lisit’ v zavislosti na rastovych podmienkach
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ne vysledkom vlastnosti f-1,3-glukanovych retazcov.
Pruznostou steny sa vysvetluje, preco je stena zivych bu-
niek omnoho viac priepustna ako izolované bunkové ste-
ny, ktoré st priepustné pre molekuly do 720 kDa. Permea-
bilita steny zivych buniek je omnoho vyssia pre molekuly
s vicSou molekulovou hmotnost'ou hlavne za hypotonic-
kych podmienok a tiez zavisi od rastovych podmienok’.

2.1. B-1,3-Glukan

Hlavnou zlozkou vnutornej vrstvy bunkovej steny je
B-1,3-glukan, ktory formuje mikrofibrilarnu kostru, cez
ktort su naviazané ostatné zlozky. Je zodpovedny za me-
chanickl pevnost’” bunkovej steny a najCastejSie sa farbi
$pecificky s anilinovou modrou. B-1,3-Glukan patri do
takzvanej ,,rodiny dutej zavitnice”, inymi slovami ma tvar
porovnatel'ny s pruzinou, ktord moze existovat’ v roznych
stavoch prediZenia. V bunkach zo stacionarnej fazy rastu
B-1,3-glukan obsahuje okolo 1500 gluk6zovych jednotiek
aje vo vode nerozpustny. Urenie stupfia polymerizacie
zavisi do velkej miery od typu kyseliny pouzitej na jeho
extrakciu. VSeobecne stupenn polymerizacie sa meni od
podmienok prostredia, od rastovej fazy a zdroja uhlika®.
V stacionarnej faze rastu bunky je -1,3-glukdn mierne
rozvetveny a obsahuje okolo 3—-4 % [-1,6-viazanych glu-
koézovych zvyskov. Aj pocet vetvenych B-1,6-glukanovych
zvySkov zavisi od rastovych podmienok.

Mierny stupen vetvenia v 3-1,3-glukanovych moleku-
lach kvasiniek zo stacionarnej fazy predchadza rozsiahlej
krystalizécii, ktora bola pozorovana na povrchu regeneru-
jucich sa protoplastov. Udaje z rontgenovej analyzy izolo-
vanych bunkovych stien potvrdili nizku Groven vetvenia
krystalického B-1,3-glukanu. Molekuly B-1,3-glukanu st
navzajom spevnené mnozstvom slabych vodikovych vé-
zieb, ktoré umoznuju stabilnt Struktiru zavitnic i trojroz-
merne;j siete. Fibrily B-1,3-glukédnu v izolovanych bunko-
vych stenach uz nie su schopné sa prediZit, kym pory
v glukanovej vrstve zivej bunky st schopné sa rozsirit, ¢o
umoziuje priepustnost’ vnutornej vrstvy i pre mensie mo-
lekuly proteinov.

V kvasinkach sa nasli dva f-1,3-glukansyntazové
komplexy, ktoré obsahuju bud Fkslp alebo Gsc2/Fks2p
katalytickli podjednotku v zdvislosti od rastove] fazy
a podmienok prostredia a regulaént podjednotku Rholp,
ktory viaze GTP. Sucasnd delécia oboch f-1,3-glukdn
syntaz je letdlna. Tieto proteiny s viacnasobnymi trans-
membranovymi doménami su preto nepostrddatelné pre
syntézu f-1,3-glukanu. Zodpovedné gény su dobre konzer-
vované vo vietkych hubach®. Je vieobecne zname, Ze
Fks1p a Gsc2/Fks2p reprezentuju katalytické podjednotky,
hoci im chyba typické UDP-Glc viazuce miesto (K/
RXGG) najdené v glykogénsyntaze av o-1,3-glukan-
syntaze u Schizosaccharomyces pombe.

Doteraz nie je dostatocne preukazané, ¢i rast p-1,3-
-glukdnovych retazcov v kvasinkach prebieha na ich redu-
kujicom, alebo neredukujicom konci. U huby Sclerotium
rolfsii bolo zistené, Ze -1,3-glukédn sa predlZuje na nere-
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dukujicom konci. Ten isty predpoklad je tiez u bakterial-
nej celuldzy, chitinu zrias a galakturonanu z rastlin.
Z toho vyplyva, Ze redukujuci koniec predlzujuceho sa
retazca by mohol byt ihned’ dostupny pre spojenie
s d’alsimi zlozkami bunkovej steny.

Dalsie enzymy potencialne zapojené v syntéze B-1,3-
-glukanovej siete st Gaslp endotransglykozidaza, ktora
Stiepi a znovuprestavuje B-1,3-glukanové retazce’, Bgl2p,
endotransglykozidaza, ktora Stiepi p-1,3-glukan a zavadza
vo vnutri retazca B-1,6-vizby'®, apodobnu funkciu by
mohli mat’ tiez enzym Crhlp (cit.11) a niektoré enzymy
z rodiny SUN (cit.'?).

Pouzitie inhibitorov B-glukansyntaz vedie k morfolo-
gickému poSkodeniu bunkovej steny. NajznadmejSie inhibi-
tory su glykolipid papulakandin a lipopeptidy echinokan-
din a pneumokandin nekompetitivne inhibujuce B-1,3-
-glukansyntazu". Z tejto triedy presiel vetkymi klinicky-
mi skuSkami derivat echinokandinu By, ktory firma Merck
pontika pod obchodnym nazvom Candidas®. Je uéinny
hlavne tam, kde sa uz vycCerpali vSetky moznosti lieCby
klasickymi antimykotikami a jeho pouzitie je sprevadzané
iba s minimalnym vplyvom neZziaducich G¢inkov na pa-
cienta v porovnani s klasickymi antimykotikami.

2.2. B-1,6-Glukan

B-1,6-Glukan je znacne vetveny, vo vode rozpustny
polymér, ktory obsahuje priemerne okolo 130-150 glukézo-
vych jednotiek. Nie je zname, ¢i B-1,6-glukan je syntetizova-
ny ako vo vode nerozpustny polymér podobne ako [-1,3-
-glukan, alebo vo vode rozpustna vetvena molekula B-1,3- /
B-1,6-glukénu ako u Sclerotium rolfsii. Povazuje sa za kltico-
vy komponent, pretoze navzajom viaze ostatné zlozky bunko-
vej steny. V bunkovej stene sluzi na spajanie GPI viazanych
proteinov s B-1,3-glukdnom a chitinom. V stresovych pod-
mienkach vystavby bunkovej steny, kedy prebieha zvysena
syntéza chitinu, sluzi ako akceptorové miesto pre novo vzni-
kajici chitin'®. Bolo objavenych niekolko génov, ktoré
ovplyviiuj hladinu B-1,6-glukanu'®. R6zne proteiny lokalizo-
vané v endoplazmatickom retikule, Golgiho aparate a na po-
vrchu steny silne ovplyviiuji obsah 3-1,6-glukanu v bunkovej
stene.

Montijn a spol. (1999)'° neobjavili Ziadny intracelu-
larny B-1,6-glukén pouzitim protilatok oznacenych koloid-
nym zlatom, naopak vezikuly plazmatickej membrany
a izolovana bunkova stena reagovali vel'mi silno. Toto
zistenie bolo neddvno potvrdené, pretoze sa prvy krat
uspesne stanovila enzymova aktivita pB-1,6-glukédnsyntazy
in vitro v kvasinke Saccharomyces cerevisiae'. Jednotlivé
kroky biosyntézy B-1,6-glukanu nie st doteraz vyrieSené,
preto stale nepozname odpoved’, aky je enzymovy mecha-
nizmus jeho tvorby.

2.3. Chitin

Chitin sa vyskytuje vo forme linearnych retazcov
v chitinovom kruhu okolo krcku pukov, v okoli zarodo¢nej
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jazvy i v primarnom septe. Priblizne 10 % z jeho celkové-
ho mnozstva je rovhomerne rozptylené po celom obvode
steny bunky'®. Chitin izolovany zo zarodo&nych jaziev
obsahuje priblizne 200 N-acetylglukézaminovych mono-
mérov viazanych B-1,4-glykozidovou vézbou, ale nie je
zname, ¢i tento pocet plati i pre chitin v obvodovej stene.
Calcofluor white je fluorescentné anionové farbivo, ktoré
sa prednostne viaze na [-1,4-glukopyrandézové retazce,
nachadzajuce sa v chitine, chitosane a celuldoze. V mensej
miere sa viaze aj na P-1,3-glukdny. V Saccharomyces ce-
revisiae sa Casto pouziva na vizualizaciu chitinu. Chitin
primarneho septa sa vyskytuje predovsetkym v krysta-
lickej forme, zatial o amorfny podiel je viazany
v komplexe s glukdnom a proteinmi v obvodovej stene.

Za normalnych podmienok dochadza k rozloZeniu
chitinu v obvodovej stene po cytokinéze s vysledny obsa-
hom 0,1-0,2 % v obvodovej stene a 1-2 % v jazvickach.
V bunkach s geneticky zoslabnutou stenou alebo ako od-
poved’ bunky na posSkodenie vonkaj$imi vplyvmi st chitin-
syntazy zapojené v zachrannom mechanizme a obsah chiti-
nu moZze presiahnut’ az 20 % zo suchej hmotnosti steny'?.
ZvySeny obsah chitinu ma aj aberantnd bunkova stena
vytvorena pocas regeneracie kvasinkovych protoplastov.

Syntéza chitinu prebieha pomocou viacerych chitin-
syntaz. Najlepsie prestudované su Chslp, Chs2p a Chs3p,
ktoré st prisne regulované'®. Rychlost’ syntézy nie je rov-
naka v priebehu bunkového cyklu. Je najvysSia v Stadiu
tesne pred pucanim a pocas tvorby primarneho septa. Chi-
tinsyntdzy hub s procesné enzymy s rozpoznivacou ob-
lastou D,D,D,QRRRW (cit."”). U riasy rozsievky chitin-
syntaza predlzuje rastici chitinovy ret’azec na neredukuju-
com konci pouzitim UDP-GIcNAc ako substrat. Za pred-
pokladu, Ze sa fungalne chitinsyntazy spravaji podobne,
redukujuci koniec chitinového retazca je priamo
k dispozicii pre spojenie na akceptorové miesta [-1,3-
a B-1,6-glukanov, ked’ prejdu cez pory plazmatickej mem-
brany.

Najznamejsie kompetitivne inhibitory chitinsyntaz su
nikkomycin a polyoxin, ktoré sa zatial’' v klinickej medici-

ne nepouzivaji®.

2.4. Glykoproteiny

Glykozylované manoproteiny tvoria vonkajsiu vrstvu
bunkovej steny. Biotinylacia neporusenych buniek s pouzi-
tim sulfatovanych derivatov biotinu, ktory neprechadza
cez plazmatickll membranu, je vhodnym néstrojom pre
rozliSenie medzi autentickymi stenovymi a cudzorodymi
proteinmi®'. Manoproteinova vrstva je omnoho menej prie-
pustna pre makromolekuly ako vnuatorna fibrilarna vrstva.
Je to prevazne zapriCinené pritomnost'ou dlhych a velmi
vetvenych boénych sacharidovych retazcov, ktoré su via-
zané N-glykozidovou vidzbou na asparaginovy zvySok
proteinu a pocetnymi disulfidovymi mostikmi v protei-
noch. Serinové a treoninové zvysky proteinu mozu niest’
kratke O-glykozidovou vdzbou viazané oligomanozylové
retazce. Vd’aka fosfodiesterovym mostikom v oboch N-
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protein

B-1,6-glukan
B-1,3-glukan

Obr. 2. Schématické znazornenie vizby GPI proteinu na glu-
kanovy matrix

a O-viazanych manozylovanych bo¢nych retazcoch ma
bunkovy povrch kvasinick mnozstvo negativnych
nabojov*. Citlivost’ kvasiniek na antifungalny rastlinny
protein osmotin, ktory ma vysoky izoelektricky bod, takze
je pozitivne nabity pri fyziologickom pH, zavisi od pritom-
nosti manozylovych fosfatovych skupin na bunkovom
povrchu®. Fosfodiesterové skupiny mozu byt zviditelnené
pouzitim farbiva Alcian Blue.

Pozndme dve hlavné skupiny proteinov, ktoré st ko-
valentne viazané na polysacharidy bunkovych stien. GPI-
CWP (glycosylphosphatidylinositol-anchored covalently
linked cell wall protein) su proteiny kovalentne nepriamo
viazané na (-1,3-glukén cez f-1,6-glukdnovy bocny reta-
zec glykozylfosfatidylinozitolovou (GPI) kotvou, ako je
znazornené na obr. 2. Druhou skupinou su ASL-CWP
(alkali sensitive linkage).

V gendéme Saccharomyces cerevisiae bolo identifiko-
vanych priblizne 60-70 GPI-proteinov?*.  Priblizne
40 z nich maji miesto urcenia plazmaticki membranu,
kym ostatné po odstiepeni z plazmatickej membrany sa
cez ich cukorny zvysok stanu kovalentne viazané na B-1,6-
-glukan®. Tieto proteiny &asto obsahujii opakujiice sa ob-
lasti bohaté¢ na serin atreonin asu vysoko O- a N-
glykozylované. NajlepSie prestudovanym GPI-CWP je
Saglp, ktory je zapojeny v sexudlnom rozmnoZzovani’’.
Dozreté proteiny maji iba Cast’ z pévodnej GPI-kotvy,
ktora je ukotvena v plazmatickej membrane a cela Strukti-
ra pozostava z: NH,-Protein-CO-NH-(CH,),-P;-6Mana.1-
-2Mana1-6Mana1-4GleNao1-6myo-Inozitol-P;-Glycerol-
acyly mastnych kyselin. Zakladné jadro tohto zvysku je
tvorené etanolamin-P;-(Man)s- a je pravdepodobne substi-
tuovany pridanim etanolamin fosfatovych skupin®’. Zistilo
sa, ze B-1,6-glukan po extrakcii horticou kyselinou octo-
vou moze obsahovat’ nepatrné mnozstvo galaktozy. Jej
pritomnost’ v bunkovej stene Saccharomyces cerevisiae je
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vsulade sdokazom UDP-galaktézového transportéra
v drozdi*®. Niektoré GPI-proteiny sa tieZ uvolfiuju pouZi-
tim slabych zasad. Z toho vyplyva, ze by sa mohli viazat
priamo na f3-1,3-glukan cez alkalicky citlivi vézbu.

ASL-CWP (alkali sensitive linkage) st proteiny ko-
valentne viazané na glukdnovu siet’ cez doteraz neidentifi-
kovanu ,,alkalicky citliva vizbu®, pretoze sa izoluji pouzi-
tim miernych alkalii.

Hlavnou skupinou st PIR-CWP (Proteins with inter-
nal repeats covalently linked cell wall proteins) proteiny
pravdepodobne priamo viazané na -1,3-glukan. Typ véz-
by mozme hypoteticky predpokladat, ked’ze PIR proteiny
sa uvolfiuju z bunkovej steny pésobenim miernych alka-
lickych roztokov, st vysoko O-glykozylované a podla
spdsobu izolacie sa meni ich stupen glykozylacie. PIR
proteiny maju vo svojej aminokyselinovej sekvencii pravi-
delne sa opakujlice oblasti s vysokym zastupenim glutami-
nu, podl’a ¢oho je odvodeni i ich nazov.

U S. cerevisiae bola objavena rodina Styroch takychto
proteinov: Pirlp, Pir2/Hsp150p, Pir3p a Pir4/Cis3p (cit.”").
Ich aminokyselinova sekvencia je podobne organizovana.
Hlavné charakteristiky proteinov Pir si: a) syntéza ako
pre-pro peptidy a ich pro usek proteinu je odstiepeny seri-
novou proteazou v Golgiho aparate, b) ich aminokyselino-
véa sekvencia obsahuje signalny peptid, Kex2 miesto, na-
sleduji  opakujlice sa regiony obsahujuce glutamin
a vysoko konzervovany karboxy-koniec so Styrmi cystei-
novymi zvySkami, ktoré sa oznacuji ako cysteinova
doména®. Tieto proteiny boli lokalizované v bunkovej
stene imunologicky™.

U niektorych d’alSich proteinov, ako napriklad Paulp
a jeho homologov a Sps100p sa predpoklada, ze prispieva-
ju k dozretiu steny dcérskej bunky, rovnako ako protein
Ygp, ktory je indukovany pri nedostatku zivin.

Expresia génov PIR je zvySend v podmienkach stresu
bunkovej steny, ¢o by mohlo znamenat’, Ze moézu byt’ za-
pojené v procese spevnenia bunkovej steny. Vystiepenie
vsetkych Styroch génov PIR1, PIR2, PIR3 a PIR4 sposobi-
lo zoslabnutie bunkovej steny, kvasinky mali zvdcSeny
objem a rastli o nieo pomalSie. Tiez boli viac citlivé na
farbiva Calcofluor white a Congo red, ¢o naznacuje, Ze
bunkova stena bola skutoéne zoslabnuta®'. Je pozoruhod-
né, Ze pri nadexprimovani génu PIR2 st bunky viac odol-
né na rastlinny antifungalny protein osmotin, pricom ak
bunkdm sucasne chybaji gény PIR1, PIR2 a PIR3, tak su
na tento protein viac citlivé. Rozdielna odolnost’ na osmo-
tin sa pozorovala iba na bunkach s neporuSenou bunkovou
stenou, pretoze po vytvoreni sféroplastov boli vSetky rov-
nako citlivé. Preto sa predpokladd, ze Pir-CWP sposobuji
mensiu priepustnost’ osmotinu a inych proteinov.

Dalsou skupinou patriacou do tejto triedy su proteiny,
ktoré sa sice uvolnuji v mierne alkalickom prostredi, ale
nemaju opakujlice sa aminokyselinové sekvencie charakte-
ristické pre proteiny PIR. V tejto skupine sa doteraz identi-
fikovali tieto stenové proteiny: Scw4p-b-1,3-glukanaza,
Scw10p-b-1,3-glukanéza (rodina glukozylhydrolaz 17) a Tos1p.

Stenové proteiny, ako napriklad Barl proteaza,
Aga2p aktivna podjednotka sexudlneho aglutininového
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Tabulka II
Zname a zaujimavé vlastnosti proteinov bunkovej steny®

Funkcia Gény

Pritomnost mananovych CCW12, YDR134C

retazcov
Priepustnost’ bunkovej steny

Zadrziavanie vody

Adhézia

Parenie SAGI1, AGA1, AGA2, FIG2

Flokulacia FLOI1, FLOS, FLO9,
FLO10

Invazivny pseudohyfalny FLO11

rast

Tvorba biofilmu FLOI11

Procesy v bunkovej stene

CRH1, CRH2,CRR1, FIG2
(Spekulativne), BGL2
EGT2, PRY3, CTS1, DSE2,
DSE4, SCW11

CWPI, PIR1, PIR2/
HSP150, PIR3, PIR4/CIS3

Prestavba glukanu
Bunkova separacia

Zpevnenie bunkovej steny

Izotropicky rast PIR1, PIR2/HSP150, PIR3,
PIR4/CIS3

Rastoveé podmienky

Sporulacia SPO1

Stacionarna faza SEDI1, SPI1

Anaerobicky rast DANI1, DAN4, TIP1,
TIR1-4

Nizka teplota TIP1, TIR1, TIR2, TIR4

Metabolizmus

Esteraza TIP1

Absorbcia zeleza FIT1, FIT2, FIT3

komplexu v MAT, bunkach, Pir4/Cis3p a niektoré poten-
cidlne zndme glykandzy bunkovej steny ako napriklad
San4/Scw3p, mozu byt ziskané z intaknych buniek pouzi-
tim redukujucich ¢inidiel. To nas vedie k predpokladu, ze
by mohli byt disulfidovo viazané na iné proteiny bunkove;j
steny. Redukujucimi cinidlami by sa mohli uvolnovat
i rozpustné intermediatne formy GPI-CWP.

Okrem vysSie spomenutych metod sa na izolaciu ste-
novych proteinov pouziva extrakcia s SDS, pri ktorej sa
uvolni mnozstvo proteinov. AvSak iba dva proteiny trans-
glukozidaza Bgl2p a chitindza Cts1p izolované touto meto-
dou su pravé stenové proteiny. ZvySok proteinov nacha-
dzajucich sa v extrakte st kontaminanty z membranovych
fragmentov>.

Proteiny rodiny Hsp (heat shock protein), pocetné
glykolytické enzymy ako Tdh1-3p, sa ¢asto nachadzaju na
povrchu stien. Daju sa extrahovat s merkaptoetanolom
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v slabo alkalickom roztoku. Z toho vyplyva, ze su bud
zachytené vo vnutri stien, alebo i6novo viazané na protei-
ny bunkového povrchu. Pravdepodobne pochadzaji
z lyzovanych buniek, alebo ako sa Casto tvrdi, st exporto-
vané nekonvenénym sekreénym mechanizmom®®. Hsp boli
tieZ najdené v médiu regenerujucich sa sféroplastov.

Proteiny bunkovej steny moézu mat’ rozne funkcie,
ktoré su zhrnuté v tabulke II. V mnohych pripadoch ich
presna funkcia nie je znama.

3. Zaver

Napriek novym publikovanym vysledkom o povahe
a tvorbe bunkovej steny, stdle ostdva vela nevyrieSenych
otazok. Medzi ne patri: i) identifikdcia Struktary
a jednotlivych vidzieb medzi zlozkami bunkovej steny;
ii) stanovenie, izolacia a analyza Struktiry enzymov, ktoré
sa zOCastiuju poslednych krokov biosyntézy bunkovej
steny t.j. enzymov, ktoré katalyzuju tvorbu vézieb medzi
jednotlivymi ,,stavebnymi blokmi“ z vonkajSej strany plaz-
maticke] membrany; iii) zistenie, ako su jednotlivé gény
zapojené do tvorby bunkovej steny, ako sa vzdjomne
ovplyviiuju a ako je ich expresia koordinovana posobenim
Specifickych kultivaénych podmienok.

Zatial', ¢o existujuce antimykotika boli objavené viac
menej nahodne, antimykotika novej generacie budi navr-
hované na zaklade poznania §truktiry enzymov podiel’aju-
cich sa na biosyntéze bunkovej steny. Sucasné metddy
proteomiky umoziuju izolovat’ jednotlivé enzymy, expri-
movat’ ich v dostatoénom mnozstve a vyriesit' Struktiru
ich aktivnych centier. Pomocou kvantovo-chemickych
vypoctov sa na zéklade trojrozmerne;j Struktiry komplexov
enzymov so substratom navrhni mimetika tranzitnych
stavov, ktoré by mohli uc¢inkovat’ ako ireverzibilné inhibi-
tory enzymov. Je teda mozné in silico projektovat’ Strukta-
ry latok schopnych nevratne interagovat’ s aktivnym cen-
trom prislusného enzymu a vyradit’ ho z ¢innosti.

Novou metddou je i analyza génovej expresie hib po
vystaveni G¢inku antimykotik, ktora by mohla byt klI'aiCom
k najdeniu Uc¢innych a selektivnych inhibitorov procesov
biosyntézy bunkovej steny. Rovnako je dolezité prihliadat’
i na mozny vznik rezistencie na inhibitory neskor vyuziva-
né ako antimykotikd v huméannej medicine.
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M. Mazai®, K. Mazaiiova®, and V. Farka§®
(“ Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences,
Bratislava, " Institute of Biochemistry and Genetics of
Animals, Slovak Academy of Sciences, Ivanka pri Dunaji,
Slovakia): Fungal Cell Wall — Challenge for the Search
of New Antimycotics

The microorganism cell wall is a solid but dynamic
structure, which is essential for the life of cells in a chang-
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ing environment. Chemical composition of the fungal cell
wall differs from those of surface structures of mammalian
cells and plant cell walls; hence, the fungal cell wall is
an ideal target organelle for a new generation of more effi-
cient and less toxic antimycotics. For that reason it is im-
portant to know the composition of fungal cell wall, how
its components are synthesized and how their biosynthesis
is regulated. The review summarizes the present state of
knowledge of the yeast cell wall and its biosynthesis.



