Souhrn 2. prednasky

» Zakladni charakteristiky kvasinek
* Podminky rustu
* Morfologie bunéek a kolonii



Osnova 3. prednasky

* Diagnostické metody
* Analyticke metody
« Kvasinkové modelové organismy



A4 T L A NT I C
Q CE 4 N

a B0
———
Ellamelers

CIS CABS

Kontrola éitoty krhene pro biotechnologické procesy (Saccharomyces
cerevisiae — pivo)



Zpracovani vzorku

- zpracovani vzorku:
— Z pudy: promyvani v destilované vodé — homogenizace — tfepacka ...
— klinické vzorky stérem nebo pomoci lepivé pasky ...

a pak vyseti na Sabourauduv agar nebo YPD médium — kultivace 3-7 dni pfi
teplotach 22-25 °C

- identifikace/analyza:

fenotypové metody — morfologie kolonii, morfologie bunéek, biochemické
vlastnosti (fermentace cukru, asimilace dusikatych substratu...), rust na
chromogennich plotnach (Candida zelena)

- moderni metody
PCR (nested, multiple, RFLP),
sekvenacni (454 technologie),
hmotnostni spektrometrie
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Tab. 1 - Nejcasteji pouzivane metody pro identifikaci kvasinek

Charakter Princlp Zplsob detekce Hodnoceni
Identifikace
orieniacnl selekthvnl a dlagnosticks pldy akiivita ergym(, produkce pigmentu Tuorescence, barevng Zmena
mikromorokogle nathmi preparat KECNI ryty
sérclogie monckionsaini protkatky agutinace
eTymatcks tesny akivia er@ymil DErEVTA ZMEna
podrobng mikromortciogie nathnl preparat chiamydosporny
anraspory
My Celium/pseudomyceium
barveny prepart askospory
pouzdra
blochemis asimiiace inengia zdkail
barevr zmina
lermentace produkce CO,
mokekLiami Diokoghs analjza DNA FISH (luorescenca)
PCH
analyza RNA NASEA
naljza proteind MALDHTOF MS

FISH - uorescencnl wbridizace in gitu, PCR - polymerdzova fetbzova reaxce, NASEA - ampiifikace zaloZend na sekvencich
nutdecve kyseliny, MALDE TOF MS - hmotnosini spakiromelre Mairid-Assistad Laser Desorption lonlzation - Time of Right®

(Hamal a spol. 2010: Postgradualni medicina)

http://zdravi.e15.cz/clanek/postgradualni-medicina-priloha/identifikace-kvasinek-z-klinickeho-materialu-prehled-soucasnych-
moznosti-se-zamerenim-na-fenotypove-metody-a-komercni-produkty-455847
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Sabouraud media Chromogenic Agar plates

Jsou k dispozici komercni soupravy
pokryvajici urcité kvasinkoveé druhy &
ELITex Bicolor albi-dubli
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http://zdravi.e15.cz/clanek/postgradualni-medicina-priloha/identifikace-kvasinek-z-klinickeho-materialu-prehled-soucasnych-
moznosti-se-zamerenim-na-fenotypove-metody-a-komercni-produkty-455847




Orientacni metody

- rozdéleni dle zpUsobu pohlavniho rozmnozovani (asko-viecko,
basidio-stopkovytruseé a deuteromycetes; basidiosporogenni
produkuji ureasu — na moc€oviné s fenolCerveni se barvi Cervene ...)

- Nejstarsi sérologicka souprava - latron Serological Candida Check
Kit (latron Laboratories) - sklickova aglutinace kandid (Kauffmann-
Whiteovo schéma)

Komercni testy: identifikace C. albicans a C. dubliniensis

- Bichro-Latex Albicans (Fumouze Diagnostics) - test kliCnich hyf,
C. albicans pfimo z pozitivnich hemokultur

- ELITex Bicolor albi-dubli (ELITech Group)

Bichro-Dubli - rychla detekce C. dubliniensis (vysSi rezistence k

azolovym antimykotikum), ELITex dubliniensis
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C. albicansor C. dublinfensis?



Podrobne metody

Kombinace (mikromorfologickych, biochemickych ...) parametru:

- Morfologie — rozliSeni jednotlivych druhd. Charakteristika tvaru, velikosti,
povrchu..., asexualni a sexualni struktury,... teplotni studie....

Agar Basis of differentiation C. albicans C. dubliniensis
Cornmeal-Tween 80 Chlamydospore production Small numbers, occurred Large numbers and
medium; rice agar—Tween singly and attached arrangement in contiguous
medium; Pal’s medium terminally to pairs, triplets or larger
pseudohyphae multiples attached to a
single suspensor cell
Casein medium; Staib Chlamydospore production Chlamydospore absent Chlamydospore abundant
medium
Phenotypic criteria C.oalbicans O dubliniensis

Growth at 42 to 45°C + - Campanha et al., 2005, Oral DIseases

Growth on hypertonic + -
Sabouraud broth

C. albicans: na delsich [ 565 ot "% | C. dubliniensis:

hyfach i pseudohyfach e e 741 % .| nadbytek

jen jedna terminalni “” - &Q | ¢| chlamydospor na

chlamydospora 3 e 2| koncich kratkych
ACH e "do | pseudohyf




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



Biochemické testy

- Biochemické parametry — zalozeny na schopnosti utilizace uhlikatych
latek (cukru), utilizace dusikatych latek (hydrolyza mocoviny),

(napF. C. dubliniensis neni schopna utilizovat D-xyl6zu, D-trehalézu, methyl-a-D-glukosid —chybi
B-D-glukosidazova aktivita; C. albicans neni schopna utilizovat glycerol)

chromogeni substraty

ATCC 10231(C. albicans) at 48 h. ATCC 13803 (C. tropicalis) at 48 h.
FPhenotvpic criteria C. albicans O dubliniensis
Growth on glycerol - -
Growth on p-xylose - -
Growth on - -
methyl-a-p-glucoside
Growth on p-trehalose - -
f-p-glucosidase activity + -
Agar Basis of differentiation C. albicans C. dubliniensis
Tetrazolium salt médium Colony color determined by  Pale pink to whitish Red to maroon colonies
the ability to reduce the colonies
tetrazolium salt
Chromagar Candida Colony color determined by Light green, light-blue Dark green colonies
(Chromagar, Paris, France; f-N-acetylgalactosa- or blue green colonies
M-Tech Diagnostics Lid, minidase activity
Cheshire, UK)
Candida 1D (BioMeérieux, Colony color determined by | Blue-green colonies Dark-bluish green colonies
Marcy I'Etoile, France) hexosaminidase activity

and other chromogenic
substrate



Selektivné diagnostické kultivacni pudy

=, Zlaty standard” — pida vyvinutda Rambachem - CHROMagar Candida
(CHROMagar Microbiology, v CR Colorex Candida od Trios)
= predbéina identifikace ¢tyfr druhti kandid:

C. albicans C. tropicalis

C. crusei C. glabrata
Agar Basis of differentiation C. albicans C. dubliniensis
Tetrazolium salt médium Colony color determined by  Pale pink to whitish Red to maroon colonies
the ability to reduce the colonies
tetrazolium salt
Chromagar Candida Colony color determined by | Light green, light-blue Dark green colonies
(Chromagar, Paris, France; f-N-acetylgalactosa- or blue green colonies
M-Tech Diagnostics Lid, minidase activity
Cheshire, UK)
Candida 1D (BioMeérieux, Colony color determined by  Blue-green colonies Dark-bluish green colonies
Marcy I'Etoile, France) hexosaminidase activity

and other chromogenic
substrate



Molekularni taxonomie

-konvencni taxonomie je problematicka :

- morfologie kvasinek neni stabilni— roztér a narast trva nékolik
dni (prodluzuje se vCasna diagnoza ...)

- Vétsinu fyziologickych, enzymatickych ... charakteristik 1ze zvratit
mutaci (v jediném genu)

molekularni taxonomie (komercni ucely - odlisit kmeny S.c.)
- pulsni gelova elektroforéza (PFGE), FISH (karyotyp)

- PCR, restrikCni polymorfismus (odliSeni druhu)

- nejnoveji MALDI-TOF (taxonomie)



|dentifikace zalozena na odlisnosti typickych
sekvenci DNA

- obtiZzna izolace DNA, proteinu ... z kvasinek

- je tfeba nejdFive narusit silnou bunénou sténu ... pomoci enzymu nebo
mechanicky

- poté PFGE nebo dale extrahovat DNA (napf. fenol-chloroform, poté srazeni
etanolem)

- specifické sekvence lze identifikovat pomoci Southern blotu nebo PCR
- izolace DNA a stepeni restrikCni endonukleazou -> agarozovy gel ->
presati na membranu -> sonda znacCena digoxigeninem (vétSinou se
vyuziva sekvenci rDNA)



Polymerazova retézova reakce (PCR)

2.krok 54°C 3. krok 74°C A
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denaturace  nasedani prodluzovani =Re———— S
95 C, 30s primeru fetézce
55 C, 30s 72 C, 1min/kb
1. eyvklus 2. cyklus

25-35 cyklu v termocykleru




1. sada primeru je universalni kvasinkova (pozitivni kontrola, vysSi prouzky)
a 2. sada primeru je druhové specificka (mené konzervovany usek DNA) -
separace gelovou elektroforézou (barveni ethidium bromidem, UV

transiluminator)

po PCR muze nasledovat stépeni restrikéni endonukleasou a odliSeni druhu
na zakladé odlisné délky stépnych produktd (tzv. RFLP — restriction
fragment length polymorfism)
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Nested (,zahnizdéna“) PCR

amplifikace probiha dvoufazové

v 1. fazi je pomoci jedné sady primerl namnozena delSi sekvence nukleové
kyseliny

takto ziskané amplikony jsou pak pfeneseny do jiné amplifikaCni zkumavky

obsahujicich druhou dvojici primeru, specifickych k vnitfni oblasti useku
amplikonu

konzervovana intergenova oblast rDNA
detekce gelovou elektroforézou
eventualné sekvenace




« 2 sady primeru, intergenova oblast rDNA

Species and primers used

Sequence (5'U 39

Annealing temperature (°C)

First PCR for six Malassezia species’

First PCR for three Malassezia seecie:-;1

First PCR for each Malassezia species
M. dermatis

M. furfur

M. globosa

M. japonica

M. obtusa

M. restricta

M. slooffiae

M. sympodialis

M. yvamatoensis

Forward
Reverse

Forward
Reverse

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

ATCCTTTGCAGACGACTTGA
TGCTTAACTTCGCAGATCGG

ACCTGCAGAAGGATCATTAGTGA
TCCTCCGCTTATTGATATG

CGCACCTTGCGCTCCATGGT
AGCCTGGTTTCCCAGGCAGCGG
TGTGTACCATAGGCACCCAC
CACGGTGATAAAGGGATGCA
TCGAGTGCATACCACACTCGAG
TACGGTGCTTTCACGGTTCT
CGTATGTGGATCTTATCCTAT
TGACTAGTGTCGTAGGCACGGTA
CATGGTCCATCTCCCACACA
AGAGAGTGCGTGGCGCATGGT
CGACCTAGTCGACTACATCCTACT
TTCGGAGATACAAGCCTCCAT
ACGCACGCTAACACAACGTG
TGTGCGATTCGAAGCGCACA
CGCACCTTGCGCTCCATGGT
GGTACAATCCCCAGGCAGVAA
CGATCAAACTTCTCTGTGTCCAG
TGTGTGGGAGGTAGAAGAGGCA

55

56

58

58

a7

44

60

60

58

59

TCommon primers for M. furfur, M. globosa, M. japonica, M. obtusa, M. restricta and M. yamatoensis. *Common primers for M. dermatis, M. slooffiae,

M. sympodialis.




Multiplex PCR

— D — Candida glabrata
397bp
— G
Candida nivariensis
293bp
—

Candida bracarensis

univerzalni 223bp
primer (konzervativni oblast 5.8S rDNA)

IIIHII;I];I—F

200 bp i

Romeo et al., J. Microbiol Met 79 (2009)




PFGE

Klasicka elektroforéza dokaze rozlisit fragmenty pouze do velikosti 40-50kb
(vétSi molekuly se pohybuji stejnou rychlosti nezavisle na velikosti)

PFGE = pulse field gel electrophoresis (elektroforéza s ménicim se elektrickym
polem, pfi zméne smeru elektrického pole trva vétsim molekulam DNA déle,
nez se preorientuji - umoznuje separovat molekuly velké nékolik Mb )

» contoured clamped homogeneous electric field (CHEF)

» gel obsahuje vzorky DNA uvnitf agarézovych blo¢kd (minimalizace
nahodnych zlomu velkych molekul DNA)

/ N
N
N

/
/
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Karyotypizace

« S.c. kmeny maji podobny karyotyp — vétSinou se liSi délkou chromosomu
XII (podle poctu rDNA genu)

* Pramyslové kvasinky jsou vétSinou polyploidni — homologni chromosomy
maji odliSné velikosti

« Srovnani kmenu pro fylogenetické ucely (intaktni nebo RE nastépené
chromosomy)

« Urceni pfibuznosti izolatd jednoho druhu pro epidemiologické ucely napf.
kmeny z ruznych mist od jednoho pacienta, kmeny od 2 riznych pacientu,

kmeny od zdravotniho personalu a pacientu (A) Nekompletni nastépeni RE
(B) Degradace nukleazy
(A) B) «© C) |Oprava pfidanim 75 mM
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Sekvenovani

10 20 30 10 o . .
CGATIG A TIHRGCGGBCOGCE AATICGCCCTTTCTC TADG ACG ATG ATTTACACGCATG TGC TG AAAMGTTGGCGG
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Nova generace sekvenovani
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300 000 jamek kazda s jednou kuliCkou obsahujici jedno namnozené viakno ssDNA

Technologie 454 od firmy Roche



Nova generace sekvenovani

Dojde k emisi svétla vzdy pfi zainkorporovani komplementarniho nukleotidu
- nukleotid zainkorporovan jako pfi PCR prodluzovani fetézce avSak
vzdy je k dispozici pouze jeden nukleotid (4x opakovat—AC G T)

luciferim

Light + oxy luciferin

Technologie 454 od firmy Roche



2. Snimek kaZdé jamky se

sklada do sekvence

DestiCka se

Jfoti“ v Case

po kaZdém

kroku

Mumlber of Basas Mumiber of Bases ws. Flow

odpovida
poétu zainkorporovanych

nukleotidfl

2147

ACGT s

AGCTATG...



Studie populaci S. cerevisiae a S. paradoxus

« Sekvenace (+ hybridizace na €ipech) > 100 kmenu z rdznych koutu
sveta

 S. paradoxus — linie izolované podle lokalit
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MALDI-TOF

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem (matrix- aSS|sted laser
desorption/ionization time-of-flight mas: neer e

Umoznuje odpareni a ionizaci netekz
pevné faze primo do plynné

Lager

Timne-0f-flight
Mass spet

Vzorek je smichan s tzv. matrici
(v molarnim poméru radové 1:10-4)

Smés se nanese na specialni kovovou ™
destiCku a necha zaschnout -~

oo e S g i e W s e ] e e VR g St ]|

Desticka se vlozi do iontoveho
zdroje a ve vakuu je ozarena pulsnim
laserem (UV)

Energii laserového pulsu absorbuje matrice a pfeda ji molekulam
analytu — odpari se
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reflektor limegrmi
(iontové zroeadio) detekior
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pUmpy

ion vstupuje do vakua v trubici detektoru - z jeho pohybu vakuovanym
prostorem Ize vypocitat pomeér jeho hmotnosti a naboje (z doby letu Castice)



« MALDI-TOF hmotnostni  spektrum je  zobrazenim  Cetnosti
ionizovatelnych Castic bunecného proteomu

« Charakter spektra zavisi na krystalizaci a ionizaCnich vlastnostech
vzorku - vyska piku je rovna relativni koncentraci proteinu v misté
lonizace

 Pfi srovnavani spekter druht wuvnitf rodu se hledaji rodove
charakteristické signaly piku

« Identifikace na uroven kmenU mozna diky detekci charakteristickych

proteinl a peptidd
100 G014
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Anal Bioanal Chem 392, (2008), p. 439 000 6200 8400 | Q0N | 2800



Fluorescencni metody

amine-phalloidin DAFPI oic
(F-actin I} (nucleic acids) {contrast image)

* Techniky barveni
— DNA/jadro — DAPI
— aktinovy — phaloidin B
— bunécna sténa — calcofluor
— Endocytoza ->vakuoly — FM4-64
— Mitochondrie, ER - DIOCy

(3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide)

10 min

— proteiny tagovaneé GFP (in vivo)



Elektronova mikroskopie

Wei, et al., BioTechniques, 2012

TEM FIB - SEM

- studium bunécné steny
... organel (sekrece ...)
vice prof. Svoboda

- Sipky ukazuji na jaderne
pory

- vzorek ,prosaknut®
epoxypryskyrici a osmiem
- ,focused-ion beam
scanning” po 3nm




Table 1. Quantitative Analysis of Cellular Components.

cytoplasmaticka
Endoplasmic reticulum 0.420643 31.403 membrana s
Nuclear envelope 0.227859 1.2% 11.416 - i_nvagir)aé'emi -
Heterochromatin 0.577432 3.0% 24.441 . o A
Euchromatin 0.459362 2.4% 20.716
Golgi 0.022677 0.1% 1.291
Mitochondria 0.299339 1.6% 6.949
Lipid droplets 0.139214 0.7% 2.692
Vesicles 0.000256 0.0% 0.025
Vacuoles 1.480174 7.8% 27.164
Cell Wall 3.017192 15.9% 67.115

http://www.biotechniques.com/multimedia/archive/00182/Cyzmmek_Supplementa_182027a.mpg



Saccharomyces cerevisiae

-ovalné, mnozi se pucenim — >diploidni i haploidni bunk
- (rostou) vétsinou v G1 fazi (zatimco pombe je v G2 fazi)
-Genom 12 Mbp na 16-ti chromosomech

-Kratké centromery a ARS (100bp)

-Kéduje cca 6 275 genu (5 800 je funkenich)

-120 kopii rRNA, 262 tRNA

-Geny reprezentuji 75% celkové sekvence (kompaktni)
-<5% genu obsahuje introny (0.5% genomu), 3% transposony (46% u c¢lovéka)

Schizosaccharomyces pombe

-podlouhlé, mnozi se délenim - vétsinou haploidni bunky
-Pouze 3 kondenzované chromozomy (13 Mbp)

-Velké repetitivni centromery (40-100kb) a 1kb podatky replikace |
-Ma geny pro heterochromatin (S.c. nema)

-Asi 4800 kodujicich genu (nejmené u eukaryot)
-z nichz 43% ma introny

-50 gent ma homologie s geny lidskych nemoci
http://www.yeastgenome.org/
http://www.sanger.ac.uk/modelorgs/yeast.shtml
http://www-bcf.usc.edu/~forsburg/



http://www.yeastgenome.org/
http://www.yeastgenome.org/
http://www.sanger.ac.uk/modelorgs/yeast.shtml
http://www-bcf.usc.edu/~forsburg/
http://www-bcf.usc.edu/~forsburg/
http://www-bcf.usc.edu/~forsburg/

Pichia pastoris

Metylotrofni kvasinka (schopna rust na metanolu jako jediném zdroji uhliku)
Metanol je odbouravan v 1.kroku alkohol oxidazou (AOX1)
Paox1Je silny promotor (5% celkové RNA) — represe glukozou a indukce

Podobné geny jako Saccharomyces cerevisiae (stejna nomenklatura,
schopnost komplmentace)

10-100x vySSi exprese heterolognich proteint (az 30% celkového proteinu)
Vytvari kratSi glyko fetézce (8-14 manosovych zbytku — podbné vysSSim
eukarytum; S.c. 50-150 manosovych zbytku - vice imunogenni)



=>toxiny v plotnach — HU, MMS ...)

(lidské geny testovany v kvasinkach - nemoci, metabolismus,

Vyhody kvasinkoveho modelu

Rychle se mnozici EUKARYOTNI mikroorganismy (90 min/déleni, 25-30°C)

Vytvafi kolonie na plotnach - mikrobiologické metody (otiskovani ploten, kapkovac ¢
test

Stabilni haploidni i diploidni formy

Haploidni bunky Ize kfizit na diploidni (heterozygotni mutanty)
Diploidni bunky Ize sporulovat a vyuzit pro genetickou analyzu (tetradova analyza
Lze transformovat DNA (plasmidy i linearni)
Centromerické a multicopy plasmidy

Vysoka frekvence homologni rekombinace (linearni DNA)
Lze pfipravovat dele€ni a mutantni kmeny

Vydrzi v >15% glycerolu na -70°C ,indefinitely”

N

Techniky barveni (napf. aktinovy cytoskelet = phaloidin, bunééna stena = calcotluor
+ GFP in vivo)

Techniky synchronizace bunék WT
S.c. ma kompaktni genom — knihovny s genomovou DNA (ne cDNA)
Kompletné osekvenovany genom (genomoveé aplikace)

EuroFan projekt — delece vSech S.c. genu (+GFP, +2-hybrid)
MikroCipy - expresni profily za riznych podminek

Rada Zivotnich d&ji mé analogii v procesech v savéich bufikach

regulacni mechanismy)



