Osnova 3. prednasky

* Diagnostické metody
* Analytické metody
» Kvasinkové modelové organismy
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Kontrola éitoty kmene pro biotechnologické procesy (Saccharomyces
cerevisiae — pivo)



zpracovani vzorku:
—> 7z pudy: promyvani v destilované vodé — homogenizace — tfepacka

—> klinické vzorky: télni tekutiny, ster nebo pomoci lepivé pasky ..
a pak vyseti na Sabourauduv agar nebo jiné bohate med|um —>
kultivace 2-7 dni pfi teplotach 22-42°C (37°C) s

Lékarska mykologie — Bi3390

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, multiplex, RFLP),
- sekvenacni (NGS technologie),

- hmotnostni spektrometrie C. parapsilosis
C. glabrata
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Tab. 1 - Nejcastéji pouzZivané metody

pro identifikaci kvasinek

Charakter Princip Zpusob detekce Hodnoceni
identifikace
orlentatni selektivnl a diagnosticke pldy aktivita enzymd, produkce pigmentu fluorescence, barevna zména
mikromorfologle nativnl preparat KIS hyty
sérologle monokionain protiiatky agiutinace
erzymaticke testy akiviia enzymu barevna zména
podrobna mikromorfologle nativnl preparat chiamydospory
arrospory
mycellum/pseudomyceium
barveny preparat askospory
pouzdra
biochemie asimiiace Intenzita zakalu
barevna zmena
fermentace produkce CO,
molekulami biologle analjza DNA FISH (fluorescence)
PCR
analyza RNA NASBA
analyza proteini MALDI-TOF MS

FISH - fluorescentnl hybridizace in situ, PCR - polymerazova fetézova reakce, NASBA - amplifikace zaloZena na sekvencich
nukleové kyseliny, MALDI-TOF MS - hmotnostni spekirometrie Matrix-Assisted Laser Desorption lonkzation - Time of Hight*

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

doc. P. Hamal, UP Olomouc




Postup klinickeho vysetreni
ostatni kiinicky material

predbafna identifikace

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

doc. P. Hamal, UP Olomouc



ostatnl kiinicky material

C. albicans: na delSich
hyfach Ci pseudohyfach
jen jedna terminalni
chlamydospora

C. dubliniensis:

| nadbytek
chlamydospor na
-| koncich kratkych

pseudohyf
- test klicnich hyf, C. albicans pfimo z pozitivnich hemokultur na
kaseinovy agar nebo kukufiény agar (rtzny vysledek)
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

soseas|( |elO ‘G500z “|e 18 eyuedwe)



Mikromorfologie - Kolonie
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Seérologicke testy

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

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

1 Latexova aglutinace
C. dubliniensis C. albicans
+ |
\ \ _ i

D 4
* /
' : \
Teplotni test
Phenotypic criteria C. albicans  C. dubliniensis
Obr. 2: 1 - latexova éastice s navézanou
specifickou protilatkou na povrchy; 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



Chromogenni testy

= test enzymovych aktivit - chromogenni substraty — napr. tetrazoliové sol

m Zlaty standard” — plda vyvinutd 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.

tetrazoliova sul

Q N electron donor (eg NADH) l
| \>~\_.© Succmate dehydrogenase
N:\_N
©/ redukce @’ *@

TPH (White color) TPF (Red Color)

Caal Catr
- 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; p-N-acetylgalactosa- or blue green colonies
M-Tech Diagnostics Ltd, minidase activity
Cheshire, UK)
Candida ID (BioMérieux, Colony color determined by  Blue-green colonies Dark-bluish green colonies
Marcy I'Etoile, France) hexosaminidase activity
and other chromogenic
substrate

Cacr Cagl



Chromogenni testy

VySe uvedené metody se pouzivaji bézné v
klinickych laboratofich
Jsou k dispozici kompletni sady souprav

ostatni kiinicky material

Tab. 2 - Selektivné diagnostické pudy pro predbéznou identifikaci kvasinek
Registrovany nazev Typ Vyrobce Detekované druhy
CHROMagar Candida chromogenni CHROMagar Microblology | GAAL, CATR, CAKR, CAGL
CandlSelect 4 chromogenni Bio-Rad Laboratories CAAL, CATR, CAKR, CAGL
HardyCHROM Candida chromogenni Hardy Diagnostics CAAL, CATR, CAKR, CAGL
Brillance Candida Agar chromogenni Oxoid CAAL, CATR, CAKR,
{skupina CAGL, CAPA, CALU, CAKE)
Candida Chromogenic Agar chromogenni Laboratorios Conda CAAL, CATR, CAKR (CAPA, CALL)
BBL Chromagar Candida chromogenni BD Diagnostlcs CAAL, CATR, CAKR
[ Candida D 2 chromogenni bloMérieix CAAL (skupina CATR, CALU, CAGU, CAKE) |
Candichrom Il chromogenni ELITech Group CAAL
Flucroplate Candida flucrogenni Merck Chemicals CAAL
CAAL - Candida albicans, CATR - Candda tropicalis, CAKR - Candida krusel, CAGL - Candda glabrata, CAPA - Candida parapsi-
losis, CALU - Candida lusitaniae, CAKE - Candida kefyr, CAGU - Candda guiiermondi

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

doc. P. Hamal, UP Olomouc




Priklad analyzy:

O

e CANDIchrom — chromogenni metoda
24H 24H-48H (enzymaticka pfeména tetrazoliové
soli) 1-2 dny
ELITex Bicolor albldlbl
@ s % *ELITex — latexové aglutinaéni metody
L) _, L) . .
/ W W (protilatky) 5 minut
+
, o , — biochemicky test (
C. albicans or C. dubliniensis? C. albicans or C. dubliniensis? ) 2 O minu t
Y == ee 'Y ELIchromFUNGI — biochemickeé testy
1-2 dny
* - * - N X % -

C dubliniensis C. albicans C.glabrata C. krusel C. dubliniensis C albicans

| +24 to 72H | J—
Candida, Saccharomyces, Rhodotorula, Cryptococcus, Trichosporon, o e
Geotrichum, Kloeckera, Pichia > g’ e e

ce VAG PRO  ACT mMOG

FUNGIFAST® or FUNGIFAST*® AFG

+24to2H s




Biochemicke testy

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

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

biochemie asimiiace Intenzita zakalu
barevna zmena
fermentace produkce CO,,
Outside houndres . g o ey ; ” g
___________ Phenotypic criteria C. albicans C. dubliniensis
Inside of other
feppiesnid enzymes
Substrates
Flevoss are also Growth on glycerol -
Glucose Glucose located in ;
e B i g the cell Growth on p-xylose + -

Glucose-6-phosphale
Fructose Pat

ATP oo™ Fructose-6-phosphate
PFK ATP

Fructose 1,6-diphosphale

) Growth on 4 -
Dihydrasxy - G dehyde 3-phosphate mcth}[-‘.!-D—gluCOSidC
phosphate Ul
, o Growth on p-trehalose + -
NAD 1,3-diphosphoglycerate 3 M T T—
- eivaney N R R p-p-glucosidase activity -
s 3-pn§:ihoglycera:e
End Acetaldehyde 2-phosphoglycerate
prOduCts Phcs:hh‘:‘:nol pyruvale - . . . , . , ,
oS v fos e (napr. C. dubliniensis neni schopna utilizovat D-xyl6zu, D-trehal6zu,
CO; #—n—CO0; ruvate . ’ . e y . .
K methyl-a-D-glukosid —chybi B-D-glukosidazova aktivita; C. albicans

neni schopna utilizovat glycerol)



BiOLOG

Yeast Identification Test Panel

YT MicroPlate™

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

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12
Succinic Acid ;

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

Ci <2 <3 c4 <5 <6 c7 <8 cs cic Cii ciz

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

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- B- 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 G9 G10 G11 G12

Maltitol D-Mannitol D-Sorbitol Adonitol D-Arabitol Xylitol i-Erythritol Glycerol Tween 80 L-Arabinose 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

Oxidation Tests

D Assimilation Tests
narust kvasinek




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 nejdrive 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 primeruU je druhové specificka (mené konzervovany usek DNA) -
separace gelovou elektroforézou (barveni ethidium bromidem, UV
transiluminator)

h

e

« po PCR muze nasledovat $tépeni restrikéni endonukleasou a odliSeni druht
na zakladé odlisné délky stépnych produktd (tzv. RFLP — restriction
fragment length polymorfism)

Cl C2 3 C4 C3 o C7
M A H E A H A HE A H A H A H A H




Nested (,zahnizdéna“) PCR

amplifikace probiha dvoufazoveée

v 1. fazi je pomoci jedné sady primera (kvasinkova) namnozena delSi
sekvence nukleoveé kyseliny

takto ziskané amplikony jsou pak pfeneseny do jiné amplifikacni zkumavky
obsahujici druhou dvoijici primeru (druhova), 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 seeciesi

First PCR for each Malassezia species
M. dermatis

M. furfur

M. globosa

M. japonica

M. obtusa

M. restricta

M. slooffiae

M. sympodialis

M. yamatoensis

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

57

44

60

55

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. sympadialis.




Multiplex PCR

« amplifikace se smési primeru (jeden univerzalni, druhy specificky)

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

Candida bracarensis

univerzalni 223bp
primer (konzervativni oblast 5.8S rDNA)

CILTY -
HHHbp i 8

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 zméné sméru 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 blocku (minimalizace
nahodnych zlomu velkych molekul DNA)

/ N
N
N

/
/

7\
N\ /




Karyotypizace

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

Pramyslové kvasinky jsou vétSinou polyploidni — homologni chromosomy
maji odlisné velikosti

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

Ur€eni pribuznosti izolatl jednoho druhu pro epidemiologické ucely napf.
kmeny z riznych mist od jednoho pacienta, kmeny od 2 riznych pacientd,
kmeny od zdravotniho personalu a pacientu

l

(A) Nekompletni nastépeni RE

(B) Degradace nukleazy

(C) Oprava pfidanim 75 mM thiourey do
pufru

R R

— —
—
—_
— —
a8 ==
—
———
—-




Studie populaci S. cerevisiae a S. paradoxus

« Sekvenace (+ hybridizace na Cipech) > 100 kmenu z riznych koutu

svéta (pfedevsSim vinné kmeny)
e S. paradoxus — linie izolované podle lokalit

S. paradoxus

a0
70
&0
S0
%8 YoM78g
20 SGD e
10 W03 {5288 273014 1017 €5
378604X YS9 3221345
European Far Eastern American Hw
DBVPG6040
Il I o r " " NCYC361 BC187 &
« S.cerevisiae - 3-4 puvodni linie, I % &
V4 r A4 A4 rwvwns %” " ) / ?
h & A RM11_1A
které se diky Cloveéku krizily ... psoo erey U A mm
, YPS128 C, YJM978
b - D, YJMO75
100 S. cerevisiae E. DBVPG1373
gg yi2, Sake F, DBVPG1106
70 Er DBVPG1853 || paypG1788
60 I, L-1374
50 K11 UWOPS82-787.3 J L-1528
40 S — e Europe
30 ® Americas
20 Asia
10 Oceania
SK1 ® Africa
Malaysian Sake NA WA Mosaics Wine/European UWOPS03-4614 §UWOPS05-217.3 S
B . . N@ElagREVPeo0d4 Laboratory
i ; st West African Wild
« ukazuji na geografickou zavislost Fermantation
m“ﬂ'l 0.001 Clinical
—_—

Nature 458, (2009), p337 a

Baking



Studie populaci S. cerevisiae

* NGS sekvenace > 100 kmenu z rdznych koutu svéta a rlznych
biotechnologii

* (SNPs) ukazuji na geografickou zavislost

Mixed Wine Beer 2 Asia Mosaic NS

Belgium/
Germany

Britain us

pivni linie ve VB, US, Belgii ... a o
dalsi linie €.2 -

Laboratory

sake v Asii (i bioetanol v Cing) -
Lineage

Wiseer 1
[l Britain

mixed 4

. , . , . , Belgium/Germany
- specificke silné belgické ales Myred
[Beer2

(refermentace v lahvich) M o

= Chleba [CINorth America (NA)

Cmalaysia (M)

@ Mosaic

Gallone et al, Cell, 2016




Mosaikové kmeny @ '_ Gallone et al, Cell, 2016

2"9"‘ spirits — netvori
eer . . s
Wine jednu linii
Spirits v 7 .y
sake (nepouzivaji se
I v ’
Bio-ethanol opakované — neni
Eaboraﬁory Se|ektlvnl' tlak -
i moderni
e technologie)
[l Beer 1
B Britain —
— g S. paradoxus
[0 Belgium/Germany outgrou
[ Mixed 9 P
H Wine
[IBeer2
M West Africa (WA)
B Asia
] North America (NA)
] Malaysia (M)
@ Mosaic

americkeé pivo ma
korfeny v Britanii

0.005

*pivo 1 a 2 - nové pivni linie (evolu¢né izolované — 2 domestikacni udalosti - linie 2
domestikace s vinnymi kmeny) - (genes involved in nitrogen and carbon metabolism,
ion transport, and flocculation are most heavily influenced by CNVs (Table S3)



analyza genomu a fenomu:
prumyslové-specificka selekce na toleranci ke stresu (vySSi obsah etanolu
7-15%), vyuziti cukru, specifické aroma, nizSi schopnost reprodukce

vnik

Domestication of industrial yeasts

klasternich
pivovaru ~1600AD

~1650 AD

Beer

Mixed

.I
\ Strong domestication

Off-flavors 4
Maltotriose utilization 1
Survival in nature ¥
Sexual reproduction §
Genome decay t

/ Aneuploidy & CNV 1

Beer 2

Wine/ Wine stress resistance 1

Wild ~—gy

Limited domestication
Maltotriose utilization §

Survival in nature 1
Sexual reproduction 1

No domestication

Survival in nature ¢
Sexual reproduction 1

,<echnologie® piva ~3000 BC

Gallone et al, Cell, 2016

,oCkovanim® predchozich pivnich
kultur do novych kvasnych procesu
(ztrata kontaktu s prirodnim
prostredim - ~75 000 generaci) —
napr. ztrata schopnosti sporulovat
(stale bohaté médium), rychlejsi
evoluce ... nebo naopak zvyseni
resistence vudi sulfatum
(pfidavanym kvuli konzervaci)

mutace a duplikace v MAL genech
— zlepSeni schopnosti utilizace
maltosy

- nonsense mutace PAD1 a FDC1
(snizeni produkce 4-vinyl
guaiacolu odpovidajiciho za
neprijemné aroma piva) ...



analyza genomu

Origin
Beer
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MAL genech (IMA2, IMA3, MAL31, MAL33, MAL32) u

pivnich kvasinek (rostou na maltose), zatimco ve vinnych kmenech doslo k
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deleci nez amplifikaci (v genomech analyzovanych kvasinek)

4

r

em maos

mnoha delecim téchto genu (ve vinn

Gallone et al, Cell, 2016



Environmental stress

analyza fenomu
vmo

pivo

il “I H'...ﬂ hﬂ.":- I
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Sorbitol (48%)

hierarchické ¢lenéni vysledkl analyzy fenotypu (fenomu) — urcita korelace s
genomem ... - pivni linie (beer1) nejsou pfilis odolné vuci stresu (nejsou mu
vystaveny v pivovarech), zatimco vinné kvasinky jsou velice odolné (kvasné
prostfedi je bohaté na cukry a vysSi koncentrace alkoholu — hladina cukru

liSi ... mimo sezonu prezivaji v ,pfirodnim® prostredi
— musi byt adaptabilngjsi nez pivni)

se v ruznych sezdénach

Gallone et al, Cell, 2016



Environmental stress

analyza fenomu
vino pivo
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(nejsou mu vystaveny v pivovarech), zatimco : @
vinné kvasinky jsou velice odolné ... zvySeni * ;,63
resistence vuci sulfatim (pfidavanym kvuli

konzervaci)
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Gallone et al, Cell, 2016
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4-VG divoke typy chrani pred rostlinnymi toxiny
4-vGr - v . . -
- pri peceni chleba jsou tyto latky zniCeny
- pivni kmeny - nonsense mutace PAD1 a FDC1
50% - , . . ’ vr s
(snizeni produkce 4-vinyl guaiacolu odpovidajiciho za
25% nezadouci aroma piva)
BEO27
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Gallone et al, Cell, 2016
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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)
Umozniuje 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 iontového zdroje a ve vakuu je ozarena
pulsnim laserem (UV)

Energii laserového pulsu absorbuje matrice a preda ji molekulam
analytu — odpari se

lon vstupuje do vakua v trubici detektoru - z jeho pohybu
vakuovanym prostorem lze vypocitat pomér jeho hmotnosti a naboje
(z doby letu Castice)

Lag
raflektorowy e

detektor (iontove zreadio)  detektor

Time-of-flight
MAss Spet
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MALDI-TOF

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

Pfi srovnavani spekter druhd uvnitf rodu se hledaji rodové
charakteristické signaly piku

|dentifikace na udroven kmenu mozna diky detekci charakteristickych
proteinu a peptidu
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OFFGEL ~ MS/MS
fractionation i analysis beer
— - proteome
exploration
narrow-pH-range
o Proteiny v pivu
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39
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GI no.

protein name

Saccharomyces species

gil6321968
gil10383781
gil48428723
gil6323964
gil6321718
gil6320249
gil6321648

gil6321721
gill71455
gil46395590
gil219564313

gil219564301
gil6322409
gil3730
gil349747

gil6323331
gil6322303
gil968906

gil6321973
gil6325103
gil6319673
gil6324696
gil6322382
gil6322697

gil6323138
2il6319638

2-phosphoglycerate dehydratase
3-phosphoglycerate kinase
acyl-CoA-binding protein 2
cell wall protein, Scw10p
cell wall protein, Scw4p
coproporphyrinogen III oxidase
cytoplasmic thioredoxin
isoenzyme

endo-f-1,3-glucanase
enolase
glucan 1,3-f-glucosidase

glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, isozyme 1

glycolipid-anchored surface
protein

heat shock protein of HSP70
family

major exo-1,3-f-glucanase
mannose-containing glycoprotein
NCA3

Oye2p

Pep4dp

Pgilp

profilin

Prylp

tetrameric phosphoglycerate
mutase

thioredoxin peroxidase

Toslp

Konecna a spol, JAFC, 2012
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MALDI-TOF

Vygenerovani referenéni ,mass-spectrometric® mapy pro kvasinkovy proteom
Tak jako se sekvenoval kvasinkovy genom (prvni eukar.), tak se ,sekvenuje” proteom
— slouzi ke sledovani exprese/pfitomnosti proteinu v kvasinkové burice za rlznych

podminek/situaci (napf. zmény proteomu v prubéhu bunééného cyklu, zmény
metabolismu na riznych substratech)
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Picotti et al., Nature, 2013



... metody studia — fluorescencni ...

rhodamine-phallgidin DARI Dic
(F-actin) (nucleic acids) (contrast image)

« Techniky barveni
— FISH — lokalizace spec. sondy

— DNA/jadro — DAPI

— aktinovy — phaloidin
— bunécna sténa — calcofluor

— Endocytdza ->vakuoly — FM4-64
— Mitochondrie, ER - DiOCg4

(3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide)

0 min

— proteiny tagované GFP (in vivo)
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This study/Yeast study

Cytosolcytoplasm
Nucleus
Cytoplasmic do¥punciate
Mitochondrion
ER
Periphery
Septunybud neck
Nuclear dot
Goigi
Nucleolus
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Cell tip
Nuclear envelope/nuclear pariphery
Microtubule
Ambiguous
Vacuole membrane
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Endosome
No apparent signal
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Microtubule
Spac24bi1.07c

MNuclear dot Periphery

Ght2

Mitochondrion Vacuole membrane

Nature Biotech, 2006

Matsuyama et al.:



Generation of strains HTP fluorescence microscopy

Computational assessment of protein abundance and localization

+!§\ib\

RFF call marker ORF-GFP collection

L 1R 1]

CoP - ortical paiches

CP - cell penphery

Cyto - cyioplasm

Endo- endosome

Mto - Meochondna

NP =nudear penphery

Pex - Peroxisome

SP —spinde pole

SP1D - spndie pole 1 dot
SP20C - spndie po'e 2 dols close
SP2DF -spindie pole 2 dots far
Vac-Vacudle
Vac-Memb - vacuolarmembrane

Coio ) (o) Chigeows) (5910 ) (9 ) [ Vaohactiemd )

OINCIACIS

SP20C-Wo
SP20C-NP
SP20F -Nucladlus

Chong et al., Cell, 2015
Koh et al., G3, 2015

http://cyclops.ccbr.utoronto.ca/
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Elektronova mikroskopie

FIB - SEM

Wei, et al., BioTechniques, 2012
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1 - studium bunécéné stény

... 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.

Cellular component m Volume Pen:entage Surface Area (pm?)

cytoplasmaticka

Endoplasmic reticulum 0.420643 31.403 membrana s

Nuclear envelope 0.227859 1.2% 11.416 invaginademi 7
Heterochromatin 0.577432 3.0% 24.441 X
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

— -~ -—“\"
mitochondrie
-
d"

Wei, et al., BioTechniques, 2012
http://www.biotechniques.com/multimedia/archive/00182/Cyzmmek_Supplementa_182027a.mpg



Vyhody kvasinkoveho modelu

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

» Vytvafi kolonie na plotnach - mikrobiologické metody (otiskovani ploten, kapkovacis
test => toxiny v plotnach — HU, MMS ...) -

« Stabilni haploidni i diploidni formy

« Haploidni bunky Ize kfizit na diploidni (heterozygotni mutanty)

» Diploidni buriky |ze sporulovat a vyuZzit pro genetickou analyzu (tetra
* Lze transformovat DNA (plasmidy i linearni)

« Centromerické a multicopy plasmidy

» Vysoka frekvence homologni rekombinace (linearni DNA)

* Lze prfipravovat deleCni a mutantni kmeny

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

« Techniky barveni (napf. aktinovy cytoskelet = phaloidin, bunééna sténa = calcofluor
+ GFP in vivo)

« Techniky synchronizace bunék

« S.c. ma kompaktni genom — knihovny s genomovou DNA (ne cDNA)

« Kompletné osekvenovany genom (genomové aplikace)

« EuroFan projekt — delece vsech S.c. genu (+GFP, +2-hybrid)

» MikroCipy - expresni profily za riznych podminek

« 6. FP - ,3D Repertoire“ konsorcium (http://www.3drepertoire.orqg) -strukturu
vSech 800 komplexu S. cerevisiae

« Rada Zivotnich d&ji ma analogii v procesech v savé&ich burikach

(lidské geny testovany v kvasinkach - nemoci, metabolismus,

regulaéni mechanismy)




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 (chr XlI), 262 tRNA

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

Schizosaccharomyces pombe

-podlouhlé, mnozi se delenim - vetSinou haploidni bunky
-ma bliz k vy§§im eukaryotim (metazoa)

-pouze 3 kondenzované chromozomy (13 Mbp)

-velké repetitivni centromery (40-100kb) a 1kb pocatky replikace [
-tvorba spindlu az v mitéze

-asi 4800 kodujicich genu (nejmené u eukaryot)

-z nichz 43% ma introny

-ma geny pro heterochromatin, RNA interferenci (S.c. nema)
-50 gent ma homologie s geny lidskych nemoci




