Souhrn 2. prednasky

Kvasinky patfi mezi houby (asco- a
basidiomycety)

Podminky rustu — determinuiji
morfologii/bunecny program
Morfologie bunek a kolonii
Killer toxiny



Killer toxiny

Nékteré kmeny S.cerevisiae produkuiji tzv. killer toxiny (proteiny a
glykoproteiny sekretované do prostrfedi), které jsou letalni pro citlivé
kvasinky i bakterie; ekologicka vyhoda (vyhoda pro vinafe — neprerostou je
cizorodé kmeny)

Poprvé analyzovano v roce 1963 (Makower a Bevan) kvasinky zabiji
podkladovy kmen (K1=Ilaboratorni, K2 a K3=vinarské kvasinky)

Kvasinky ze stejné skupiny se navzajem nezabiji (preprotoxin ...)

Geny jsou kdédovany na dsRNA obalené ve ,virus-like particles® (VLP,
pripominaji savCi dsRNA viry) — koduji obalové, replikacni (ale potrebuiji
buniku k replikaci ...), transkripCni sekvence a toxin

Samotné VLP nejsou infekCni (nejsou uvolnovany z bunék - Ize je pfenést
konjugaci bunék nebo fuzi protoplastu) ani toxické (preprotoxin v ptvodni
bunce interaguje/inaktivuje maturovane/sekretované toxiny)

Toxin je sekretovan a vaze se na bunécné stény (-1,6-glukany) -
zpusobuje perforace/pory v cytoplasmatické membrané — ztrata iontu,
potencialu ... bunka hyne

Kluyveromyces lactis, Pichia membranifaciens — linearni dsDNA (v
cytoplasmé, pGK11), bez kapsidy, toxin se vaze na chitin (chitinasova
aktivita)

Hansenula mrakii ... - geny na chromosomech, toxin inhibuje syntézu 3-1,3-
glukanu (v misté rastu pupenu)



Elektronova mikroskopie

(A)

Snimky z elektronového mikroskopu a) N protein HeV b) N protein NiV

Juozapaitis a kol. (2007): Generation of henipavirus nucleocapsid proteins
in yeast Saccharomyces cerevisiae. Virus Res 124: 95-102.



Osnova 3. prednasky

* Diagnostické metody
* Analyticke metody
« Kvasinkové modelové organismy
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Kontrola éitoty kene pro biotechnologické procesy(Saccharomyces
cerevisiae — pivo)



zpracovani vzorku:
—> z pudy: promyvani v destilované vodé — homogenizace — tfepacka

—> klinické vzorky: telni tekutiny, stér nebo pomoci lepivé pasky ...
a pak vyseti na Sabourauduv agar nebo jiné bohaté médium —
kultivace 2-7 dni pfi teplotach 22-42°C (37°C) o]
3 3 e v

identifikace/analyza:
- fenotypové metody — morfologie kolonii, morfologie bunék (...spor)

- biochemické vlastnosti (fermentace cukru, asimilace uhlikatych nebo
dusikatych substratu ... rast na chromogennich plotnach)

moderni metody
- PCR (nested, multiple, RFLP),
- sekvenacni (454 technologie),
- hmotnostni spektrometrie

C. pérapsﬂosis

C. glabrata 4




vvvvvv

Tab. 1 - Nejcastéji pouzivaneé metody pro identifikaci kvasinek
Charakter Princip Zpusob detekce Hodnoceni
identifikace
orlentatn selektivnl a diagnosticke pldy aktivita enzymd, produkce pigmentu | fluorescence, barevna zména
mikromariologle nativnl preparat KIEN! hyfy
sérologle monokiondin! protiiatky aglutinace
erzymaticks testy aktivita enzymd barevna zmé&na
podrobna mikromorfologle natini preparat chiamydospory
artrospory
mycelium/pseudomycelium
barvery prepardt askospory
pouzdra
blochemie asimliace Intenzita zakalu
barevna zména
fermentace produkce CO,
molekuiami biologie analyza DNA HSH (flucrescence)
PCH
analyza RNA NASBA
analyza proteind MALDI-TOF MS

FISH ~ fluorescentnl hybridizace in situ, PCR - polymerdzova fetézova reakce, NASBA — amplifikace zaloZend na sekvencich
nukieové kyseliny, MALDI-TOF MS - hmomostni spekirometrie Matrix-Assistad Laser Desorption lonkzation — Time of Flight”

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




Postup klinickeho vysetreni

hemobuliura, kver ostatni kKiinicky maleridl

Y

chromogenni agar

Y

predbéaina identifikace
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uircan drufi? —l

doc. P. Hamal, UP Olomouc
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Fenotypove metody

Morfologie —

hyf, spor ... teplotni testy.

rozliSeni jednotlivych druhu dle tvaru, velikosti, kolonii,

- rozdéleni dle zpusobu pohlavniho rozmnozovani (asko-viecko,
basidio-stopkovytrusé a deuteromycetes; basidiosporogenni produkuji
ureasu — na mocoviné s fenolCerveni se barvi Cervene ...)
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nebo kaseinovy agar nebo kukuficny agar

- test klicnich hyf, C. albicans pfimo z pozitivnich hemokultur

C. dubliniensis:

| nadbytek

¢/ chlamydospor na
koncich kratkych
pseudohyf

Agar Basis of differentiation

. albicans

O dubliiensis

Cornmeal-Tween 20
medium; rice agar—Tween
medium; Pal’s medium

Casein medium: Staib
medium

Chlamydospore production

Chlamydospore production Small numbers, occurred
singly and attached
terminally to

pseudohyphae

Chlamydospore absent

Large numbers and
arrangement in contiguous

pairs, triplets or larger
multiples attached to a
single suspensor cell

Chlamydospore abundant
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Mikromorfologie - Kolonie
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C. dubliniensis

Staibuv agar (37°C)
C.albicans
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Sérologicke testy

- souprava latron Serological Candida Check \
Kit (latron Laboratories) nebo Bichro-latex s
Albicans (Fumouze Diagnostics) |

Specifické protilatky proti antigenim bunécné stény (omezené ...)

Latexova aglutinacia
Q AQ{ C. dubliniensis C. albicans

2 - *
2
L
Teplotni test
FPhenotypic criteria C. albicans C. dubliniensis
Obr. 2: 1 - latexové Eastice s navéazanou
specifickou protilétkou na povrchu; 2 - virova Growth at 42 to 45°C + -
éastice; 3 - shluk latexovych &astic s viry, ktery
vytvdfi zdkal ve vzorku
Totéz plati pro kvasinky Growth on hypertonic - -

Sabouraud broth



Biochemicke testy

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

- Tato schopnost se odviji od metabolickych schopnosti daného druhu —
pfitomnosti specifickych enzymu (pfedevsim fosfatazy, 3-glukosidaza,
B-N-acetylhexosaminidazy)

biochemie asimilace Intenzha zakalu
Darevna zmena
fermentace produkce CO,
b Thousands Phenotypic criteria C.oalbicans O dubliniensis
Inside of other
i e enzymes
Substrates
Yiioas are also Growth on glycerol - -
Glucose — Glucose located in . -
s DT i il the cell Growth on p-xylose + -
Glucose-6-phosphale
Fructose PGt

ATP ™ Fructose-G-phosphate

PFE ATP

Fructose 1,6-diphosphate

X Growth on + -
Dihydromyacelone -+ Gyceradahyde 3phosphate methyl-a-p-glucoside
hosphate d
BRSO > Growth on p-trehalose + -
1,3-diphosphoglycerale - a . L €
. ] R (R f-p-glucosidase activity -
H 3-phosphoglycerate
40 PGM
End Acetaldehyde 2-phosphoglycerate
ENO
products . Phosphoenol pyruvale - . . . ’ I H 4 A
% pve fe are (napr. C. dubliniensis neni schopna utilizovat D-xylézu, D-trehal6zu,
COy+—vnn——=C0; Pynuvate

methyl-a-D-glukosid —chybi B-D-glukosidazova aktivita; C. albicans
neni schopna utilizovat glycerol)



BiOLOG Yeast Identification Test Panel
YT MicroPlate™

A1l A2 A3 A4 A5 A6 AT A8 A9 A10 A11 A12
Succinic Acid i

Water Acetic Formic Propionic Succinic Mono-Methyl L-Aspartic L-Glutamic L- Proline D-_Gluconlc Dextrin Inulin
Acid Acid Acid Acid Ester Acid Acid Acid

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12

D-Cellobiose Gentiobiose Maltose Maltotriose D-Melezitose D-Melibiose Palatinose D-Raffinose Stachyose Sucrose D-Trehalose Turanose

c1 c2 c3 c4 c5 cé c7 c8 c9 ci0 c11 c12

N-Acetyl- a-D-Glucose | D-Galactose | D-Psicose L-Sorbose Salicin D-Mannitol D-Sorbitol D-Arabitol Xylitol Glycerol Tween 80

D-Glucosamine

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

Succinic Acid | Bromo- y-Amino- a-Keto- 2- Keto-

Water Fumaric L-Malic Mono-Methyl Succinic L-Glutamic Butyric Glutaric D-Gluconic D-Gluconic Dextrin Inulin
Acid Acid Ester Acid Acid Acid Acid Acid Acid

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12

D-Cellobiose Gentiobiose Maltose Maltotriose D-Melezitose D-Melibiose Palatinose D-Raffinose Stachyose Sucrose D-Trehalose Turanose

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

a-Methyl- - Methyl-

N-Acetyl- D-Glucosamine | a-D-Glucose D-Galactose D-Psicose L-Rhamnose L-Sorbose D-Glucoside D-Glucoside Amygdalin Arbutin Salicin

D-Glucosamine

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 Go G10 G111 G12

Maltitol D-Mannitol D-Sorbital Adonitol D-Arabitol Kylital i-Erythritol Glycerol Tween 80 L-Arabinase D-Arabinose D-Ribose

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Succinic Acid N-Acetyl- 1,2-

D-Xylose Mono-Methyl L-Glutamic Quinic Acid D-Glucuronic Dextrin a-D-Lactose D-Melibiose D-Galactose m-Inositol Propanediol Acetoin
Ester plus Acid plus plus Acid plus plus plus plus plus plus plus plus
D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose D-Xylose

FIGURE 1. Carbon Sources in YT MicroPlate

D Oxidation Tests D Assimilation Tests

Je mozné urcit az 267 druhu kvasinek z 53 rodu (ale pouze 50% spolehlivost)



Chromogenni testy

= test enzymovych aktivit - chromogeni substraty — napr. tetrazoliove soli

m  Zlaty standard” — puda vyvinuta Rambachem - CHROMagar Candida
(CHROMagar Microbiology, v CR Colorex Candida od Trios)

ATCC 10231(C. albicans) at 48 h. ATCC 13803 (C. tropicalis) at 48 h.
Caal _ Catr
Cacr Cagl
a
&
-t =
5 LS Agar Basis of differentiation C. albicans C. dubliniensis
2 Tetrazolium salt médium Colony color determined by  Pale pink to whitish Red to maroon colonies
o the ability to reduce the colonies
?T tetrazolium salt
3 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
ke Cheshire, UK
g o Im—,_ir Candida 1D (BioMérienx, Colony color determined by  Blue-green colonies Dark-bluish green colonies
§ ﬁ | Marcy I'Etoile, France) hexosaminidase activity
b Z-.\f-z and other chromogenic
substrate



VySe uvedené metody se pouzivaji bezné v O
klinickych laboratofich

Jsou k dispozici kompletni sady souprav 24H 24H-48H
ELITex Bicolor albi-dubl]
Registrovany nazev Typ Vyrobce ©9 / e )
CHROMagar Candida chromogenni CHROMagar Microblology + '
CandiSelect 4 chromogenni Blo-Rad Laboratories 0
HardyCHROM Candida chromogenni Hardy Diagnostics C. albicansor C. dubliniensis? €. albicans or €. dubliniensis?
Brilllance Candida Agar chromogennl Oxold
Candida Chromogenic Agar chromogenni Laboratorios Conda . . Yok o® . .
BBL Chromagar Candida chromogenni BD Diagnostics
Candida ID 2 chromogenni bioMérieLx * - * 7 ~ X * -
Candichrom Il chromogenni ELITech Group C dublinlensis . albicans C. glabrata n C.lrusel €. dubliniensis C albicans
Fluoroplate Candida flucrogenn Merck Chemicals

CAAL - Candida albicans, CATR - Candda tropicalis, CAKR - Candida kruser, Gf
fosis, CALU - Candida lusitaniae, CAKE — Candida kefyr, CAGU - Candda guiien

ELlchrom FUNGI or FUNGIFAST*

+24to72H

FUNGIFAST® or FUNGIFAST® AFG

+24to72H

http://zdravi.e15.cz/clanek/postgradualni-medicina-priloha/identifikace-kvasinek-z-klinickeho-materialu-prehled-soucasnych-
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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

- obtizna izolace DNA, proteinu ... z kvasinek

- je tfeba nejdfive narusit silnou bunécnou 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 stépeni restrikCni endonukleazou -> agarozovy
gel -> pfesati na membranu -> sonda znacCena digoxigeninem (vétSinou
se vyuziva sekvenci rDNA)




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 produktl (tzv. RFLP — restriction
fragment length polymorfism)

1 2 3 C4 C3 o C7
M A HE A H A HE A H A H A H A H

H.‘:I-.-ll.

1

500-




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 agar6zovych blo¢ku (minimalizace
nahodnych zlomu velkych molekul DNA)

/ N
N
N

/
/

N
N/




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 odlisneé velikosti

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

Ur€eni pribuznosti izolatd jednoho druhu pro epidemiologické ucéely napf.
kmeny z ruznych mist od jednoho pacienta, kmeny od 2 riznych pacientu,
kmeny od zdravotniho personalu a pacientu

(A) (C)

1
AN
LI

(A) Nekompletni nastépeni RE

(B) Degradace nukleazy

(C) Oprava pfidanim 75 mM thiourey do
pufru

— D com—
T W com—
C—_

— p—
— — —
‘--

— —
.
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Studie populaci S. cerevisiae a S. paradoxus

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

 S. paradoxus — linie izolované podle lokalit

d
100 S. paradoxus
20
20
70
&0
50
%g UL
20 SGD N
W303, % S2880
10 N a3 MNe17_Es
3221345
European Far Eastern American Hw
DEVPGE040 ocil
: ° TP NCYC361 3
» S.cerevisiae - 3-4 puvodni linie, o e g’
r r A4 A4 N r\va %ﬂ ) . F -. -_|
které se diky ¢lovéku kFizily ... My & n o
b ' rPS128 C. YJM978
- D, YJMS75
100 S. cerevisiae E, DBVPG1373
gg yqa_ Sake F, DBVPG1106
G, DBVPGE765
70 i DBVPG1853 ' ppypG1788
&0 ' I, L-1374
20 K1 uwopsea 7873 J; L-1528
40 55 s Europe
20 ® Americas
20 Asia
10 Oceania
5 SK1 * Africa
Malaysian Sake NA WA Mosaics Wine/European UWOPSg3-4614 EUWOPS05-217.3 DEVPGE044 * Unknown
UWOPS05-227.2 NCYC110 Laboratory
West African ‘-F'V”d -
ermantaton
Malaysdm 0.001 Clinical
Nature 458, (2009), p337 B o001, Cinie



MALDI-TOF

* hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem (matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry— MALDI-TOF)

« Umoznuje odpareni a ionizaci netékavych biologickych vzorku z
pevné faze primo do plynné

« Vzorek je smichan s tzv. matrici

« Smés se nanese na specialni kovovou destiCku a necha zaschnout

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

* Energii laserového pulsu absorbuje matrice a preda ji molekulam
analytu — odpari se
* ion vstupuje do vakua v trubici detektoru - z jeho pohybu

vakuovanym prostorem lze vypocitat pomer jeho hmotnosti a naboje
(z doby letu Castice)
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« 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
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Vygenerovani referenCni ,mass-spectrometric® mapy pro kvasinkovy proteom
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Fluorescencni metody

ine-phalloidin DAFPI oic
(F-actin) (nucleic acids) {contrast image)

« Techniky barveni
— FISH — lokalizace spec. sondy

— DNA/jadro — DAPI

— aktinovy — phaloidin
— bunécna stena — calcofluor

— Endocytoza ->vakuoly — FM4-64
— Mitochondrie, ER - DiOCg

(3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide)

0 min 5 min 10 min 20 min

— proteiny tagované GFP (in vivo)



Forsburg, NRG, 2001

Figura 2 | Examples of mutant phenotypes in studies of cell-cycle and chromosome
dynamics. a-¢, e-g | Saccharomyoas pombe; d | Saccharomyoes carevisias. a | Abnommal
mitosis in fizsion yeast. The top two wild-type calls show a normal mitofic spindle {anti-tubuin,
red) and propar segregating anaphasse nucla [DAP], which stains DNA, blus). The bottom two
mutant calls show a fragmentation phenotypse of imegulary segregating DA akong the spindle.
b | Calls entering meiosis from the haploid state in a parl mutant. DAP is false-coloured
graan. Mota the thres or four imegularty sagregating nucle per call body, after a lethal attampt
to go through M1 and Ml divisions. © | ce division cycle 2 [cdc2, which encodes a cyclin-
dopondent kinase (CDK)) mutants elongate without dividing. Comiposito image of difarantizl
interference conirast {DIC) and flucrescence (DAP). d | cdc28 {CDK) mutants amast without
budding. e—f | Normal yeast cels (smaller cells) are shown next o re-replication mutants in
yeast that overaxpress cdc] 8. Mutants undergo several rounds of DMA replication in the
absenca of mitosis {8, phase contrast; f, propidium iodide-stained DMNA In red). g | Calls
delated for tip 1, with mispositioned growth sites. h | Overexpression of an unknown gana that
affects cytokinesis, as well as the size, number and positioning of growth sites. (Panals aF
courtesy of Hideo Nishitani, Japan; pancls g-h courtesy of Damian Brunner, EMEL, Germarny)



Wei, et al., BioTechniques, 2012

Elektronova mikroskopie

-

TEM FIB - SEM

1 - studium bunéc¢né stény
... organel (sekrece ...)

vice prof. Kopecka a 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
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30.10.2014 12-13.50hod
6.11.2014 12-13.50hod
13.11.2014 12-13.50hod
20.11.2014 12-13.50hod
27.11.2014 12-13.50hod
4.12.2014 12-13.50hod
11.12.2014 8-12hod
18.12.2014 9-11hod
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Uvod — historie, vyznam

Zakladni charakteristiky kvasinek

Genetické a molekularné biologické metody

O podstaté bunécnych stén kvasinek

Morfologie a bunéény cyklus, parovaci proces,

Protoplasty kvasinek jako modelovy objekt

Struktura kvasinkové buriky, sekrecni drahy a endocyt6za
Patogenni kvasinky, morfologicka charakteristika, medicinské aspekty
Regulace transkripce, 1-2-3 hybridni systémy, reporter systémy
Vyuziti kvasinek pro studium procesu opravy DNA

Organizce kvasinkového chromatinu

Kvasinky a biotechnologie

Cviceni k prednaskam

ZkouSka



