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ABSTRAKT

Patogenni kvasinky rodu Candida a bakterie Pseudomonas aeruginosa jsou
oportunistickymi patogeny, které se ¢asto vyskytuji v lidské mikroflofe jako neSkodni
komenzéalové. Pro zdravého cloveka neptedstavuji hrozbu, avsak pro jedince

s oslabenou imunitou mohou znamenat velké zdravotni riziko.

Cysticka fibroza (CF) je geneticky podminéna, nevylécitelna nemoc, kterd je mimo jiné
pricinou snizené obranyschopnosti pacienta. Velka ¢ast nemocnych cystickou fibrézou
prodélava chronické infekce plic zpusobené bakterii P. aeruginosa. Ta vSak miize byt
doprovazena pravé patogennimi kandidami, které, stejné jako pseudomonada, kolonizuji
dychaci soustavu pacienta nebo rtizné plastové povrchy (napft. katetry). Proto je uzite¢né

sledovat zplisob jejich interakce jak v téle hostitele, tak in vitro.

Kandidy 1 pseudomonada sekretuji celou Skélu proteinovych virulentnich faktort a
stejné tak 1 malé molekuly, které slouzi jako medidtory komunikace mezi
mikroorganismy. Proto jsme se rozhodly testovat moznosti koexistence dvou zéstupcti
rodu Candida (C. albicans, C. parapsilosis) s bakterii P. aeruginosa ve tfech raznych,
chemicky definovanych, kapalnych médiich. Testovaly jsme Zivotaschopnost riznych
druht a analyzovaly jsme proteiny sekretované do média. Mezi proteiny sekretovanymi
pseudomonadou jsme nalezly nékteré hydrolytické enzymy, jako na piiklad
aminopeptidazu, keratindzu nebo elastasu. Pouze jeden znalezenych proteini byl
sekretovan C. albicans v ptitomnosti P. aeruginosa: hypoteticky protein ¢. 8 z genové
rodiny LDG, ktery dosud nebyl charakterizovan. Vysledky nasi studie by v budoucnu
mély slouzit jako zaklad rozsahlejsiho vyzkumu, ktery bude zamétfen na rizné aspekty

interakce mezi P. aeruginosa a C. albicans nebo C. parapsilosis.



ABSTRACT

Pathogenic yeasts of the genus Candida and the bacterium Pseudomonas aeruginosa
are opportunistic pathogens and they often occur in the human micoflora as harmless
commensals. They do not mean a threat for healthy humans but they can represent a

true hazard for a person with supressed immunity.

Cystic fibrosis (CF) is an incurable genetic disease and among others, it causes
supression of immunity. Most of the patients with CF suffer from the chronical lung
infections caused by the bacterium Pseudomonas aeruginosa. The pathogenic yeasts
can coexist with the bacteria both in lungs of the CF patients, and on various surfaces,
e.g. catheters used in hospitals. Therefore it is important to explore the mode of their

interaction in the host body, as well as in vitro.

Both Candida and Pseudomonas secrete a range of proteins that act as virulence
factors, and also small molecules, which mediate the interaction and communication
between microorganisms. We therefore tested cocultivation of two Candida species (C.
albicans and C. parapsilosis) with P. aeruginosa in three different chemically defined
liquid media. We monitored viability and survival of the individual species and
analyzed the proteins secreted to the media. We found that P. aeruginosa secreted
several hydrolytic enzymes, for example aminopeptidase, keratinase or elastase. We
found only one protein secreted by C. albicans in presence of P. aeruginosa:
hypothetical LDG family protein 8, which has not been characterized as yet. This study
will provide a starting point for a more extensive project focused on various aspects of

interactions between P. aeruginosa and either C. albicans or C. parapsilosis.
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Seznam pouzitych zkratek

Als agglutinin-like sequence

Hwp hyphal wall protein

Sap sekretované aspartatové proteinasy

CF cysticka fibroza

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
QS quorum sensing

3(R)-HTDE 3-(R)-hydroxy tetradekanova kyselina

Cap adenylate cyclase-associated protein

3-0x0-C-12-HSL N-3-oxododekanoyl homoserin lakton

C4-HSL N-butanoylhomoserin lakton

PQS Pseudomonas aeruginosa quinolone signal
YNB yeast nitrogen base

YPD yeast extract pepton dextrose

SDS dodecylsulfat sodny

TEMED N, N ,N’",N’- tetramethyl- ethylendiamin
PX peroxidasa

Tris-Cl roztok tris(hydroxymethyl)aminomethanu a koncentrované HCl



1. LITERARNI PREHLED

1.1 UVOD

Ptestoze je v soucasné dobé¢ 1ékarska véda na vysoké irovni, za¢ina se objevovat jeden
vazny problém spojeny s UspéSnou 1écbou vaznych nemoci. Timto problémem je ztrata
piirozené obranyschopnosti jedince. Transplantace, chemoterapie nebo onemocnéni
AIDS jsou pfi¢inou ztraty ptfirozené imunity jedince. Jednotky intenzivni péce tak stale
ve ve&tsi mife poskytuji prostiedi vhodné pro Sifeni oportunisticky patogennich
mikroorganismi, které jsou pro zdravého clovéka neSkodné, avSak napadaji pacienty

s potlaCenou imunitou a ¢asto kon¢i jejich amrtim.

Patogenni kvasinky rodu Candida a bakterie Pseudomonas aeruginosa jsou castou
pricinou téchto infekci. Co se ty€e patogennich kvasinek, omezily jsme se v nasi praci
na C. albicans, kterd je Castym komenzilem a zatim celosvétové nejrozSifené;si
kandidou a na C. parapsilosis, se kterou se pacienti Cast¢ji setkaji v nemocnicich a na
rukou nemocni¢niho persondlu. P. aeruginosa je velkou hrozbou hlavné pro nemocné

cystickou fibrozou a 1 ona je ¢astou pfi¢inou smrti pacienta.

Tyto mikroorganismy jsou uspéSnymi patogeny diky riznym faktorim virulence - je
mozné, ze ty samé latky mohou byt i nastrojem interakce mezi pseudomonadou a
kandidami. Teoretickd Cast této prace se proto zabyva faktory, které je za jistych
podminek Cini tak ispéSnymi patogeny. V experimentalni ¢asti jsme se zamétily hlavné
na vybér vhodnych podminek kultivace patogennich kvasinek rodu Candida spolu
s bakterii Pseudomonas aeruginosa a dale jsme se zabyvaly interakci mezi témito

mikroorganismy.



1.2. Rod Candida

1.2.1. Zarazeni a charakterizace rodu
Taxonomické zarazeni podle National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy).

Nadiise: Eukaryota
Rige: Fungi
Podfise: Dikarya
Phylum: Ascomycota

Subphylum:  Saccharomycotina

Ttida: Saccharomycetes
Rad: Saccharomycetales
Rod: Candida

Rod Candida je rozséhla skupina mikroorganismd, jejiz zastupci se mezi sebou mohou
zasadné lisit. Typickymi vlastnostmi téchto kvasinek je tvorba endospor a mycélii, absence
produkce uredzy a v mnoha ptipadech také schopnost zkvaSovani sacharidi. DalSimi
charakteristikami je silnd bunécna sténa zajist'ujici mechanickou odolnost mikroorganismu

a také dv¢ latky dominujici v jeji struktuie, a to glukan a mannan [1].

Kandidy, stejné¢ jako dalsi druhy kvasinek, jsou nepostradatelnym modelem
experimentalniho vyzkumu eukaryotické buiiky, protoze pouze studium eukaryotnich

organismil muze vést k pochopeni procest jedine¢nych pro vyssi organismy [2].

1.2.2. Morfologie

U rodu Candida popisujeme nefilamentujici formu bunék ktera se vyznacuje kulatymi,
az protahlymi bunikami a nazyva se blastospora. Jeji velikost je pfiblizné¢ 3-5 um. Bunky,
které maji dostatek kysliku, ale malo zivin, se prodluzuji a vytvareji pseudomycelium
(pseudohyfy). Je to zplsob, jak ziskat kyzené latky z tuhého média i ve chvili, kdy je
vyziva v nejbliz§im okoli kolonie jiz chud4. Pseudohyfy vznikaji fetézenim protahlych
blastospor. Na spojeni dvou bun¢k vldkna jsou situovany konstrikce. Vytvareji se tak

fetizky, na jejichz konci rostou blastospory [3].



C. albicans a C. dubliensis se vyznacuji schopnosti tvorby pravého mycelia (pravych
hyf). Pro tyto organismy jsou charakteristick¢ i pseudohyfy a pravé hyfy jsou tak jen

specidlnim ptipadem filamentace [4,5].

Tvorba pravych hyf je spojena s procesem germinace. Pfi ni vznikaji tak zvané
zarodecné kli€ky (germ tubes), jemna vldkenka, které vyrlstaji z blastospor a mohou
z nich vznikat pravé hyfy. Prava hyfa je mnohojaderny utvar, ktery vSak neni rozdélen

pfepazkami (obr. 1) [3.4].
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Obr. 1: Morfologické formy C. albicans, napravo zelené¢ znazornéna konstrikce a modfe
znazornény pohyb jadra [9]

Kandidy tedy méni své morfologické formy (jsou dimorfni) podle potieby a ta se miize
meénit v zavislosti na pfitomnosti chemickych latek v okoli, pH, koncentraci kysliku a
oxidu uhli¢itého, teploté nebo nutri€nich podminkach. Tento zplsob adaptace je fizen
zménami genove exprese [6]. Rozdil mezi témito morfologickymi formami tkvi na ptiklad
ve vyssi permeabilité¢ bunécné stény myceliové formy. Ostatni dimorfni houby se
v infikované tkani vyskytuji vyhradné jako kvasinkovité buiiky, kandidy se vSak pfti infekci
objevuji jak ve formé& kvasinky, tak ve vldknité podobé¢ [3].

Dalsi strukturou pozorovanou u C. albicans jsou chlamydospory, kulovité¢ buiky
s velmi silnou bunécnou sténou, které se vyskytuji na koncich fetézl pseudohyf v prostiedi
s nizkym obsahem glukosy. Maji bohaty obsah lipidovych kapicek, a v ¢ase proménlivy
obsah mitochondrii a ribozoml. Vzhledem k pfitomnosti dalSich struktur v kombinaci
s chlamydosporami je jejich rozbor problematicky, protoze tyto bunky nelze izolovat

jednoduchou separacni technikou [1].



1.2.3. Fermentace

Podle fermenta¢nich vlastnosti mizeme odlisit rtizné druhy v ramci rodu Candida. Pti
identifikaci kvasinek se pouzivaji asimilacni a fermentacni testy, které odliSuji jednotlivé
mikroorganismy. Jsou zalozeny na riizné schopnosti asimilovat nékteré sacharidy nebo jiné
latky — tyto testy se nazyvaji auxanogramy. Jak jiz bylo feCeno, vlastnosti druhli v ramci

rodu Candida se mohou velmi lisit a fermentace je jednoduchy zpusob identifikace [3].

1.2.4. Kvasinkové infekce

Rod Candida zahrnuje druhy nepatogenni a oportunisticky patogenni, nikoli vSak
obligatn¢ patogenni. VétSina osob nosi nékteré¢ druhy kandid ve své piirozené mikroflore
jako neskodné komenzaly bez jakékoli znamky infekce. Oportunisticky patogenni
mikroorganismus napada jedince s oslabenou obranyschopnosti. Vazny problém tak hrozi
az v piipadé¢ vazného urazu nebo nemoci spojené se ztratou piirozenych imunitnich
schopnosti. Takova situace nastava u osob s transplantovanymi organy nebo dlouhodobymi
infuzemi, rakovinou a chorobou AIDS. Rizikovymi faktory pro rozvoj kvasinkové infekce

(obecné mykdzy) jsou také Sirokospektra antibiotika a steroidy nebo 1é¢ba ozatfovanim [7].

V zdsad¢ mykozy rozdélujeme na povrchové a systémové. Nemoci zplsobené
kandidami se nazyvaji kandidézy a existuje jich celd fada. Povrchové kandidozy se
vyskytuji v podobé nepfijemnych, ale relativné neSkodnych koznich probléma a
vagindalnich ¢i oralnich kandidéz. Uvadi se, ze asi tii ¢tvrtiny dospélych, zdravych Zen se
ve svém zivoté setkaly s vaginalni kandid6zou [8]. Ordlni kandidézy jsou pak castou
povrchovou nédkazou pacientil s nemoci AIDS. Pokud se kandida vyskytuje v krevnim
feCisti pacienta, mluvime o kandidémii, kterd mtize pfertist ve vaznou systémovou infekci.
Systémové infekce zptsobené kandidou jsou velkou hrozbou pro jedince, jejichZ imunitni
systém je oslaben opravdu véazné€. Jsou to Zzivot ohrozujici infekce spojené s vysokou

mortalitou, protoze kandida pfi nich napada i vnitini organy [9].

Kandidémie jsou 4. nejcastéjsi nozokomidlni nakazou. Ptivlastek nozokomiadlni
oznaCuje nakazu pacienta, ktera pochazi z nemocni¢niho prostiedi [4]. Vyskyt kandid

v krevnim fecisti pacienta vzdy naznacuje, ze se muze jednat o systémovou nakazu [9].

v

Nejznaméj$im a obecné nejrozsifenéjSim z lidskych patogenti je C. albicans. Je zaroven
nejstudovanéjSim druhem Candida. Dalsimi v potadi jsou C. tropicalis, C. parapsilosis a
C. glabrata. Tyto non-C. albicans druhy se v posledni dobé v populaci zacinaji rozSifovat

a pomérn¢ snadno se roznaseji cestou nozokomidlnich infekci [10]. Jejich vyskyt se lisi
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v zavislosti na geografické lokalité. Ve Finsku byla nejcastéjSim non-albicans patogenem
v prib¢hu let 2004-2007 C. glabrata [11], studie na Slovensku zase odhalily nejvétsi
zastoupeni C. parapsilosis v letech 1989-1998 [12]. V USA je to C. glabrata v roce 1999
[13]. V Evrop¢, Kanadé a Latinské Americe vitézi C. parapsilosis [62]. Nutno podotknout,

Ze tyto Udaje se velmi rychle méni, pravdépodobné i v zavislosti na pouZivani antimykotik.
1.2.5. Blizs8i popis patogennich kvasinek C. albicans a C. parapsilosis

1.2.5.1. Candida albicans

Candida albicans byla prvné objevena jiz roku 1839 u pacienta s tyfovou horec¢kou. Jak
jiz  bylo fecCeno, je nejrozsifenéjSim druhem kandid. BéZn€ se  vyskytuje
v gastrointestinalnim traktu, vaginé a Ustni dutin€ zdravych osob. Jejimu Zivotu na lidskych
sliznicich vyrazné pomadhaji proteolytické enzymy, které mimo jiné naruSuji slizni¢ni

proteiny hostitele [1].

C. albicans vytvaii za béznych podminek kulovité az protdhlé¢ bunky v fetizcich ¢i
shlucich, ale v zavislosti na okolnim prostfedi mtize vytvaret hyfy. Obé formy pfispivaji ke
strategii patogenniho mikroorganismu svym dilem. Kvasinkova forma je pohyblivéjsi a
snadno se $ifi v téle hostitele, kdezto vlaknitad forma je zodpovédnd za samotnou invazivni
ucinnost a penetraci do hostitelské bunky. Zajimavé je, ze zarodecné klicky (zarodky
pravych hyf, viz 2.1.2.) C. albicans jsou metabolicky aktivni utvary a ma-li dojit ke zmén¢

fenotypu, pak nemusi probihat syntéza proteint de novo [1].

C. albicans méa velmi rozvinutou strategii ziskdvani Zeleza. Zelezo je prvek
nepostradatelny pro vSechny mikroorganismy. Jeho ziskdvani v rozpustné formé je
organisml, nemaji vyhrano, nebot’ Zelezo je zde vazano v proteinovych komplexech.
Mechanismus ziskavani takto vadzaného zeleza zahrnuje siderofory, neboli specifické
chelatory, které se u mikroorganismu vyskytuji v dvojim typu. Fenolatové siderofory jsou
vétSinou produkovany bakteriemi a hydroxamatové siderofory jsou produkovany spise
houbami. C. albicans produkuje oba tyto typy, a to ve stejném poméru [1]. Vyhradné
hyfalni forma ma pak na svém povrchu protein Als 3 (viz 1.2.6.1.), ktery ma schopnost

vazat lidsky ferritin a z néj pak ziskavat Zelezo [14].



Genom C. albicans je dobfe prozkouman a je k nalezeni na oficidlnich strankach
genomove databaze C. albicans [62]. Ackoli bylo provedeno jiz mnoho sekvenaci genomu,

jedna se stale o dynamicky se rozvijejici oblast vyzkumu.

1.2.5.2. Candida parapsilosis

Vytvafi elipsoidni az protdhlé bunky vyskytujici se v parech ¢i shlucich. Mize byt
pfitomna i jako kontaminant potravin. Uvadi se, Zze je druhym nejcastéjSim pivodcem
invazivnich kandid6z a byva ptivodcem nemoci u nedonosenych déti [15]. Kromé toho
samoziejme, stejn¢ tak jako ostatni oportunisticky patogenni kandidy, napadd obecné
infekci na jednotkéch intenzivni péce- na rozdil od C. albicans se bézn¢ nevyskytuje jako
soucast lidské mikroflory, takZe kandidozy C. parapsilosis jsou castéji spojeny
s nozokomialnim prenosem [16]. Fungémie zplisobend C. parapsilosis je u pacientl
spojend s pouzivani katetrii a umélé vyzivy a C. parapsilosis je také Casto pfitomna na
rukou nemocni¢niho personalu. Vzicnéji se vyskytuje rovnéz jako komenzal na povrchu

epitelti [10].

Informace o genomu C. parapsilosis byly publikovany v praci Butler et al. [17] a data

jsou kmnalezeni na http://www.sanger.ac.uk/sequencing/Candida/parapsilosis/. Genom

samoziejmé neni prostudovany tak detailné, jako u C. albicans. Hlavnim uskalim je fakt,
ze genom C. parapsilosis dosud neni anotovan, a proto muze byt prace s daty nékdy

problematicka.
1.2.6. Virulentni faktory

1.2.6.1. Adherence

kandidou. Adheze na povrch bunck navic usnadniuje tvorbu biofilmu, ktery je dal$im
virulentnim faktorem. Jednotlivé druhy kandid se ve schopnosti adheze 1i$i, na ptiklad C.
parapsilosis ma ponckud lepsi schopnost adheze na akrylové materialy, nez C. albicans.
Tato skutecnost miize byt dana tendenci C. parapsilosis vytvéaret pii adhezi na povrch

epitelidlnich bunék agregaty [7].

Za schopnost adheze jsou pravdépodobné zodpovédné dvé genové rodiny, ALS a HWP.
Genova rodina ALS (agglutinin-like sequence) C. albicans kéduje osm povrchovych

glykoproteint. Tyto proteiny pak pravdépodobné slouzi jako adheziny. Ztrata schopnosti


http://www.sanger.ac.uk/sequencing/Candida/parapsilosis/

produkovat riizné proteiny Als vice €1 méné ovliviiuje zptsob a miru adheze. Deficit Als4p
na priklad zpisobil snizenou adhezi k endotelidlnim cévnim buitkam. Pfitomnost
podobnych genti je piedpokladana rovnéz u C. dubliniensis, C. tropicalis a C. parapsilosis

[18].

Podobné i1 genova rodina HWP (hyphal wall protein) podporuje adhezi. HWPI koduje

protein vazany na glukan a ten ma oblasti bohaté na serin a threonin, které pravdépodobné

LAY

1.2.6.2. Vratné zmény fenotypu

Dimorfismus kandid je virulentnim faktorem. Je zndmo, zZe mutanti C. albicans, kteii
nejsou schopni morfogeneze z blastospory na hyfu, nejsou virulentni [4]. Kromé toho

vSak zname jeSté proces, ktery se nazyva fenotypické prepinani.

Fenotypické prepinani (switching) je reverzibilni proces, béhem né¢hoz se spontanné
meéni morfologicky a fyziologicky stav kandidy. Pravé spontannost tohoto procesu odliSuje
fenotypické zmény od dimorfismu mezi blastosporou a hyfou- ten je zavisly na vnéjsich
podminkach. Rozdilné izolaty vykazuji razné fenotypické formy [20]. U C. albicans WO-
1 pozorujeme proces nazyvany white-opaque switching — ,,prepinani mezi bilou a Sedou
formou. Obvykle na tuhém médiu nachazime hladké, bilé kolonie C. albicans,
fenotypovou zménou se vSak mohou zménit v protdhlé, méné kompaktni, Sedé kolonie.
Rozdily mezi t€émito dvéma fenotypy se netykaji jenom tvaru burky, ale i schopnosti
interakce s hostitelskou butikou a virulentnich vlastnosti. Obé formy vytvateji hyty, ackoli
Sedd forma pouze za specidlnich podminek. Pokud je tedy Sed4d forma néjak zastoupena
vinvazi do téla hostitele, bude pravdépodobné predstavovat pouze piechodnou
morfologickou strukturu, kterd v okamziku potieby prostiednictvim ,,white-opaque

switching® pfenechava své misto bilé formé [20,21].

Také u C. parapsilosis byl pozorovan podobny jev, ackoli zatim nebyl pfilis
prostudovan. Nalezené fenotypické formy byly popsany jako krepovd, koncentricka,
hladké a kraterovita (crepe, concentric, smooth, crater). Zatimco krepovy a koncentricky
fenotyp C. parapsilosis je spojen s filamentujici pseudohyfalni formou, hladky a
kraterovity fenotyp je pozorovan spiSe u blastospor (obr. 2, str. 8) [10]. Kazdy z téchto
fenotypli je pak charakteristicky ur€itymi vlastnostmi. Koncentrickd forma produkuje

nejvice biofilmu (viz 2.2.3.3.), nejméné ho vytvaii hladka forma. Koncentricka forma se



tak nejsilnéji lepi na rizné povrchy, na piiklad na polystyren. Na druhou stranu, hladka

forma zase vykazuje nejrychlejsi rtst [10].

Obr. 2: Fenotypové formy C. parapsilosis, crepe-Kkrepovy, concentric-koncentricky, smooth-
hladky, crater-kraterovity, ¢isla vyjadfuji frekvenci premény (Laffey)

1.2.6.3. Biofilm

Tvorba biofilmu byva obycejné tizce spojena s dimorfismem kandid. Hyfélni forma C.
albicans obvykle produkuje vice biofilmu, nez kvasinkova forma. Ackoli C. parapsilosis
produkuje kvantitativné mensi mnoZstvi biofilmu, ktery je kvalitativné méné komplexni,
nez u C. albicans, v ptipadé morfogeneze na pseudohyfy se jeho produkce mize zasadné
zvysit [10]. Izolaty C. parapsilosis z riznych vzorki mohou mit ponékud rozdilnou
infektivitu, protoze 1 schopnost vytvaret biofilm se méni piipad od piipadu. Krevni izolaty
C. parapsilosis maji veétsi schopnost produkovat biofilm, nez izolaty té¢hoz druhu
z ostatnich ¢asti téla, tedy na piiklad z kiiZze. Nabizi se tedy moznost sniZeni virulence
hledanim cest inhibice produkce biofilmu. Bylo zjiSténo, Ze mutanti postradajici jednu z
lipas tvofili méné biofilmu a prokazovali niZ§i miru invazivity v tkdnovych kulturach.
Jinou cestou je pfiprava antimykotik cilenych proti aktivit¢ vytvareni biofilmu.
Amphotericin B je klasické antimykotikum, proti némuz je biofilm C. parapsilosis
chranén. Jeho derivaty uz vSak proti biofilmu aktivné zasahuji a také echinokandiny

snizuji metabolickou aktivitu biofilmu (viz 2.2.4.) [7].

Dalsim faktorem, ktery upravuje podminky produkce biofilmu je latka zvana farnesol,

ktera je také dilezitym ¢lankem quorum sensing systému nékterych kandid (viz 1.4.1.1.).



Tvorbu biofilmu a stejné tak hyfalni rGst inhibuje, na rozdil od 3(R)-hydroxy-

.....

podili na quorum sensing mikroorganismu [22].
1.2.6.4. Sekretované hydrolasy

Prokazatelny vliv na infektivitu vykazuji tfi zékladni typy enzymu. Jsou to sekretované

aspartatové proteinasy, fofolipasy a lipasy.

Sekretované aspartatové proteinasy (Sap)

Sap vyrazné zvysuji invazivitu a virulenci mikroorganismu poskozovanim slizni¢nich
membran napadeného jedince. Pouziti inhibitoru aspartatovych proteinas pepstatinu A
zabranuje prvotni penetraci kandidy ptes epitelidlni buiiky [8]. Aktivita Sap tak mize byt
hlavnim virulentnim faktorem v ranych stadiich infekce. Kandidy jsou casto schopny
produkovat vice nez jednu Sap, a proto je zvykem jednotlivé isoenzymy odliSovat
¢islovanim (napft. Saplp C. albicans). Vice je pak 1 genli kddujicich Sap, které dohromady

tvofi genové rodiny SAP a jejich pocet se mezi riznymi druhy kandid 1i8i [8].

Ptes tyto druhové odlisnosti je spolecnym rysem vSech rodin SAP diferencni regulace.
Muzeme ji popsat na asi nejprozkoumanéjsim systému Sap, ktery nalezi C. albicans. SAP2
je na priklad regulovan transkripcnim faktorem Stp 1. Stpl je nepostradatelny pro funkci
degradace extracelularnich proteinli a mutanti, ktefi postradaji stpl, nerostou na médiu
obsahujicim protein jako zdroj dusiku [23]. SAPI a SAP3 a SAP 4-6 jsou exprimovany
v zavislosti na fenotypu. Zatimco SAPI a SAP3 jsou aktivni u blastospor, geny SAP 4-6
jsou exprimovany pouze, je-li C. albicans ve své hyfalni formé. Exprese SAPS je
podminéna teplotou a takto bychom postupné nasli rizné regulacni faktory v ramci celé

genové rodiny [8].

Oproti deseti¢lenné rodiné SAP C. albicans je genova rodina SAPP C. parapsilosis
pomérné mald. Byly prokdzany tii proteinasy. Z toho pouze Sapplp a Sapp2p byly
izolovany a charakterizovany [7]. Sapplp se objevuje pouze v médiich obsahujicich
protein jako exogenni zdroj dusiku. Sekrece Sapp2p neni zavisla na zdroji dusiku, ovSem
vyskytuje se v mensich mnozstvich, z celkové produkce proteinas tvofi jen asi pétinu [24].
Oba enzymy se mohou izolovat soufasné¢ a lze je oddélit na zikladé odliSnych

izoelektrickych bodl chromatofokusaci [24].



O Sapp3p je zatim zndmo pomérné malo. Pokus o jeho izolaci dosud nebyl uspésny. Je
mozné, ze pouze nebylo nalezeno vhodné médium pro jeho izolaci, ale nabizi se také
varianta, Ze tento enzym vilbec neni sekretovan, nebot’ miize byt zakotven v bunééné sténé
[25].

Vliv Sap je obecné vétsi v piipadée lokalizovanych kandid6z (napf. vaginalni infekce), nez

u systémovych infekci [7].

Fofolipasy

Fofolipasy hydrolyzuji esterové vazby v glycerofosfolipidech. Zda se, Ze participuji na
poskozovani bunécnych membran hostitele a tim zvySuji virulenci. Aktivita fosfolipas byla
testovana u C. albicans na riznych modelech a pfitom bylo zjiSténo, Ze tyto enzymy
ovliviiuji adhezi na epitel nebo penetraci do bunck napadené¢ho jedince. Piispévek
fosfolipas k invazivité je vSak nejisty u C. parapsilosis a nemlizZzeme tedy jejich funkci

zobecnovat [7].

Lipasy

Lipasy jsou tepelné stabilni enzymy, které katalyzuji jak hydrolyzu, tak syntézu
triacylglycerolti. Jsou odolné vuci piisobeni organickych rozpoustédel a proteolytickych
enzymu. Pole jejich plisobnosti je opravdu Siroké — zpracovavaji lipidy z divodu vyzivy
kandid, prispivaji k adhezi na hostitelskou buiikku, nebo ovliviiuji imunitni bunky a
zpusobuji tak zanétlivou reakci. Mnohé patogenni bakterie vyuZzivaji lipasy ke zvysSeni
virulence, mezi nimi Pseudomonas aeruginosa nebo Staphylococcus epidermidis [7].
Rovnéz C. albicans ma lipasy k dispozici. Inhibitory lipas snizuji poskozeni tkani u
infekci zptusobenych C. parapsilosis. Byl prokézan také pozitivni dopad lipasové aktivity
na kvalitu a mnozstvi biofilmu a C. parapsilosis postradajici geny pro lipasy byla celkové

ochuzena o invazivni chovani v porovnani s pfirozenou kandidou [7].

1.2.6.5. O-mannan

Sérologické studie odhalily antigenni aktivitu u jednoho z polysacharidi bun&cné
stény, mannanu. Jeho piispévek k patogenité je vyssi, nez u ostatnich polysacharidi. Bylo
dokazano, ze O-mannan je ochrannym faktorem pti interakci C. albicans s bakterii P.
aeruginosa, protoze mutanti C. albicans, kteti méli poskozeny O-mannan v bunécné sténe,

byli napadani a likvidovani bakterii v mnohem vétsi mite [26].
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1.2.7. Antimykotika

Antimykotika rozdélujeme do skupin podle jejich struktury na azoly, polyeny,
sordariny, echinokandiny a jiné typy. Prvnimi pouZivanymi antimykotiky byly Nystatin
(polyen), Amphotericin B (polyen) a Griseofulvin (jiné). Obecné¢ antimykotika plisobi na
bunétnou membranu (Nystatin, Amphotericin B), bunécnou sténu (Nikkomycin) a na

proteosyntézu (derivaty Sordarinu, antimetabolity) [27].

Nasledujici souhrn popisuje vyznamna antimykotika a dal$i metody 1écby podle review

Ostrosky-Zeichnera et al. [28] (viz obr. 3, str. 12).

Azolova antimykotika jsou dosti toxickd. Pisobi mechanismem inhibice lanosterol
14-0-demethylasy, enzymu, ktery katalyzuje pfeménu lanosterolu na ergosterol, coz vede
k poruseni struktury bunéné membrany kvasinky. Ergosterol se nachdzi v membranach
hub a kvasinek, zatimco hlavni sterolovou soucéasti bunéénych membran savci je
cholesterol. Ergosterol je tedy specifickym cilem zdsahu antimykotik [29]. Antimykotika
zakladni strukturu antimykotika. Ta usnadniuje hydrofobni interakce s cilovym proteinem.
Existuje vSak podezieni, ze pouzivanim ptuvodniho fluconazolu bylo zvySeno procento

zastoupeni C. glabrata, ale tento trend mohl byt zplisoben 1 jinymi faktory [11].

Polyenova antimykotika pusobi tak, ze se silné vazou na ergosterol kvasinkovych
membran (napi. Sirokospektré antimykotikum Amphotericin B). Vytvofenim komplexu
antimykotika s membranou vznikaji pory, kterymi pak unikaji intraceluldrni latky
z cytoplazmy do extracelularniho prostoru. Nevyhodou je vysoka nefrotoxicita, ktera je

snizovana navazanim latky do lipidického komplexu [28].

Funkce sordarinovych antimykotik je zalozena na inhibici elonga¢niho faktoru 2
v biosyntéze proteind. Jejich testovani potvrzuje ucinnost na riznych zvirecich modelech
in vivo a jeden z derivatl sordarinu ukazal vyborné vysledky pfi ndkazach vyvolanych C.

albicans [28].

Echinokandiny inhibuji syntézu (1,3)-p-D glukanu v bunééné sténé. Caspofungin,
Anidulafungin a Micafungin jsou echinokandiny vyuZzivané v soucasné¢ dob¢. Jsou
specifické proti vétsiné druhtt Candida spp. Nejnovéjs§im zastupcem je Aminocandin.
Vykazuje pomérné vysokou uc¢innost proti Candida spp. a obecné proti filamentujicim

houbam. Bohuzel byl pozorovan vznik rezistence C. glabrata vici echinokandiniim [29].
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Nikkomycin Z prokazuje svou vyjimecnost mezi antimykotiky vybornymi vysledky na
mysich modelech. Piisobi mechanismem kompetitivni inhibice chitinsynthasy. Dochazi
tak k poruseni kostry bunécné stény kvasinky a vzhledem k tomu, Ze sav¢i buiniky chitin
v bunécné stén¢ nemaji, dosahuje Nikkomycin Z velké specifity zdsahu pii minimalnim

poskozeni lidské tkdné [28].

Derivaty antimykotik obsahujici nanocastice dale snizuji toxicitu léCiva, a to i
v porovnani s lipidickymi derivaty. Derivaty stfibra se v mykologii pouZivaji 1 jako bézné

antiseptické latky [28].

V soucasné¢ dobé probiha vyvoj novych antimykotik v oblasti azold, polyeni a
echinokandinti. Hlavnim problémem ve vyvoji nového 1éku je charakter cilového piisobeni.
Eukaryotické bunky kandid jsou na rozdil od prokaryotickych buné€k bakterii dosti
podobné savéim bunikam, a proto je cilli zdsahu malo a antimykotika byvaji pomérné
toxicka i pro léCeného jedince. Toxicita se obvykle snizuje navdzadnim antimykotika do
lipidického komplexu (Nystatin, Amphotericin B) a Ié€ivo tak miiZe specifi¢téji zasahovat
proti buitkdm kandid [28]. Antimykotika vSak nejsou jedinou formou potlaceni kandidoz.
Vyzkum se zabyva také moznostmi protilatkové 1é¢by (n€které monoklonalni protilatky

pusobi protektivné) a vyvoje vakein [28].

a Echinocandin Cell wall Sordarins

Cell membrane

Proteins %@@‘3
wls-

DNA
synthesis

Antibodies

‘}“'-/L- and vaccines

Flucytosine

Azoles, polyenes
and terbinafine

obr. 3: Cilové struktury zasahu antimykotik [28]
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1.3. Pseudomonas aeruginosa

1.3.1. Zarazeni a charakterizace
Taxonomické zarazeni podle National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy).

Nadfise: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Ttida: Gammaproteobacteria
Rad: Pseudomonadales
Rodina: Pseudomonadaceae

Rod: Pseudomonas

Druh: Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gram-negativni bakterie, ktera diky své vSestrannosti
osidluje Sirokou skalu prostfedi a dokdze zit za rozmanitych zZivotnich podminek. Nachazi
se v pud¢, ptimotskych ptibytcich, v rostlinach a i v télech vyssich organismi [31].

Genom P. aeruginosa PAO1 byl sekvenovan a vysledky byly uvefejnény v Casopise
Nature vroce 2000. Je vyjimecny svou velikosti a neobvyklym rozsahem genu
zodpovédnych za metabolické procesy [63]. P. aeruginosa totiz dokaze metabolizovat
malé molekuly i komplexni organické slouceniny, aby ziskala zdroj uhliku a je schopna Zit
v aerobnim i anaerobim prostiedi. V druhém ptipad¢ vyuziva na piiklad arginin jako
akceptor elektronti. Sekvenaci genomu bylo také zjisténo, ze obsahuje 5570 otevienych
¢tecich ramci, z nichz vyznamna ¢ast ma regulacni funkci. Poctem regulacnich geni P.

aeruginosa prevysuje vétSinu jiz osekvenovanych bakteridlnich genomd [31].

1.3.2. Morfologie a identifikace

P. aeruginosa se morfologicky nijak neodliSuje od béZnych gram-negativnich ty¢inek
(obr. 4, str. 14). N¢kdy muze byt obalena slizovou vrstvou. Prevazna cCast kment
Pseudomonas produkuje pigmenty, na piiklad fluorescein. Vysadou P. aeruginosa je
pyocyanin (modrozeleny methylhydrofenazin, viz 1.4.3.2)). Typickd je produkce

antibiotickych latek, které vznikaji ve starSich bakteridlnich kulturdch a které byly
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dokonce vyuzivany jiz pfed 2. svétovou valkou ceskymi lékafi proti gram-pozitivnim 1
nékterym gram-negativnim bakteriim. Teplotni optimum ristu bakterie je 37°C, ale roste 1

pti pokojové teploté [32].

Obr. 4: Morfologie Pseudomonas aeruginosa [63]

1.3.3. Bakterialni infekce vyvolané piuvodcem P. aeruginosa

Na rozdil od vétSiny nepatogennich zastupct rodu Pseudomonas je P. aeruginosa
oportunistickym patogenem, ktery napadd imunosuprimované osoby. V tomto ohledu
nachazime paralelu mezi touto bakterii a patogennimi kvasinkami rodu Candida. Potlaceni
imunity a nasledné infekce vyvolané P. aeruginosa nastavaji u pacientl s vaznymi
popaleninami a pii chronickych plicnich chorobach, jakou je na ptiklad cysticka fibréza,
ale také v ptipad¢ choroby AIDS [33,34]. U téchto osob se Casto vyskytuji systémové
infekce zpiisobené bakterii — P. aeruginosa napada organy, mize vyvolat jejich selhani a
také byva piitomna v krvi pacienta. Podili se také na chorobach mocovych cest a na
rtiznych dermatitidach, které jsou ale pouze povrchové. Systémové infekce vyvolané touto
bakterii byvaji Casto fatalni. Odolnost bakterie musi byt velkd, nebot’” musi obstat v boji
s imunitnim systémem. Takovy boj obnasi utoky fagocyttl, protilatek a antimikrobialnich

latek produkovanych hostitelskym organismem [34].

P. aeruginosa je Castou pti¢inou nozokomialnich nakaz, nebot” se ve velkém mnozstvi
vyskytuje v nemocnicich na jednotkdch intenzivni péfe a v resuscitacnich a
novorozeneckych oddélenich, kde kontaminuje okolni prostfedi. Obvykle je velmi teézké
vymytit ndkazu zpiisobenou touto bakterii, stejné jako je obtizné zbavit se patogennich

kandid, které nejsou citlivé na pfitomnost antibiotik. Jednou z pfi¢in odolnosti P.
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aeruginosa je moznost této bakterie vybrat si ze Siroké Skaly virulentnich faktortu

takovou kombinaci, ktera ji nejlépe adaptuje na prostiedi [31].

1.3.4. P. aeruginosa a cysticka fibréza (CF)

Cysticka fibroza je geneticky podminéna choroba, kterou vyvolavaji cetné mutace na
genu, ktery koduje protein zvany CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator). Jedna se o chloridovy kanal regulovany cAMP, ktery je umistény v buiikach
epitelu, jehoz funkce je v ptipad¢ cystické fibrozy omezena nebo znemoznéna. ZhorSuje se
tak transport chloridovych iontli, ale protoze ma tento protein i regulacni funkci, dochazi
k selhani funkce nékterych dalSich kanald, na ptiklad sodného. To vede k hyperabsorpci

sodnych iontii v dychacim ustroji a poruseni transportu vody [35].

CFTR protein je sice exprimovan v mnoha organech, ale nemoc se projevuje predevsSim
v respiracnim, gastrointestinalnim a reprodukénim systému. V 90 % ptipada pacient umira

na plicni chorobu [35].

U pacienti s cystickou fibrozou se bakterie postupn¢ adaptuje zménami exprese gent
ve svém genomu a béhem dlouhotrvajici nemoci se neustale pfizptisobuje prostiedi, az je
prakticky nemozné ji vymytit. Tomu pfispivd i vysokd mira rezistence na antibiotika.
V dychacim traktu zdravého Clovéka je pfitomné bakterie navdzana na povrch hlenového
filmu, ktery pokryva povrch respiracnich cest. Bakterie je posléze fasinkami epitelu
posilana vySe, az se dostdva do traviciho traktu a tam je zniCena tradvicimi S$tévami.
Bakterie, které se tomuto procesu ubrdni, jsou posléze fagocytovany, na piiklad

mechanismem opsonizace [33]

Dychaci trakt nemocného ¢loveéka je v disledku genového defektu pokryt hustou,
dehydratovanou latkou, ktera Cisténi sliznice pohybem fasinek znemoziuje. Pacient je
ohrozen nejen dusledky CF, ale k zdvaZznosti stavu také piispivaji pifedchozi prodélané
infekce, které z divodu zanétlivych procesii krok po kroku poskozuji plice (viz obr. 5, str.

16) [33].

Chronické pseudomonadové infekce se tykaji 85% adolescentli s CF. Antibioticka
lécba se vyuzivad k vymyceni bakterii, ale k prodlouzeni délky Zivota CF pacienti se
vyuzivaji 1 jiné metody 1écby, na piiklad vylepSend mukolyticka terapie (mukolytika
meéni vlastnosti slizni¢niho sekretu nebo zasahuji do jeho tvorby), fyzioterapie dychacich

cest nebo nutriéni strategie (pouziti pankreatickych enzymu) [36].
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obr. 5: Model respiracni infekce P. aeruginosa- v prvnim stadiu se pohybliva bakterie dostava do
plic. Pokud neni odstranéna fasinkami epitelu, porusuje svymi exoprodukty ochranny glykokalix
epitelidlnich bunék. K pfichyceni vyuziva bic¢iku a pild. V druhé fézi dochéazi ke stimulaci
hostitelskych interleukind, ve tfeti fazi se choroba stava chronickou [37]

1.3.5. Virulentni faktory

Virulentni faktory rozdélujeme na faktory vazané na bakteridlni buiku (bicik, pily
IV. typu, lipopolysacharidy bunécéné stény, exopolysacharidy) a extracelularni faktory
(proteinasy, exotoxiny, pyocyanin) [32]. Produkce exotoxinii je obvykle nejvyraznéjSim
faktorem spojovanym s infekci. V neposledni fadé vSak k virulenci pfispiva i syntéza

biofilmu [31].

Cetné virulentni faktory vyvolavaji vtéle hostitele také produkci specifickych
protilatek, imunokomplext, neutrofild, ale také serinovych proteinas. VSechny jmenované
latky mohou pii dlouhodobém piisobeni ptispivat k poSkozeni tkané a zejména pak

k postupné dysfunkei plic u pacientti s CF [36].

1.3.5.1. Adherence

P. aeruginosa produkuje nékolik povrchovych adhezinii a adherentnich faktori,
které bakterii umoznuji pfichyceni na epitelialni buniky hositele. Konkrétné pily IV. typu
jsou nejsilngjSim adheznim faktorem mezi bakterii a pneumocyty [38]. Pseudomonady,
které postradaji pily, jsou nejméné virulentni. Dokonce i samotné pily izolované z bakterie
zpuisobuji zanétlivé reakce. Na druhou stranu, mutanti, ktefi vlastni pily, ale postradajici
ostatni virulentni faktory, nejsou pfili§ uspéSnymi patogeny. K silnym adheznim
schopnostem pilit pfispivaji dalsi adheziny. Mohou to byt lipopolysacharidy, vnéjsi
membranové proteiny nebo flagelarni proteiny. Zda se, Zze bakterie mtize také vlastnit

celou fadu piidatnych ligandl a receptort, které pfispivaji k adhezi na rizné povrchy a
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struktury hostitelské buiiky — pfikladem mulze byt receptor pro cholesterol. Tyto pfidatné

mechanismy jsou vSak v procesu adheze zahrnuty az druhotadé [34].

Vprvotni fazi infekce bakterie produkuje exopolysacharid alginat. Bylo
pfedpokladano, ze pfispiva k adhezi na nékteré epitelidlni builky, ale dnes se zda, ze

vvvvvv

hlavni sloZkou biofilmu P. aeruginosa [36].

1.3.5.2. Biofilm

V nekterych zivotnich staddiich se méni struktura asociace jednotlivych bakteridlnich
bun¢k a bakterie produkuje biofilm. Bakterie v biofilmu jsou siln¢ rezistentni proti
antibiotikiim a je pro né tedy velmi vyhodné vytvafet agregity bunck propojené
biofilmem pfi invazi na buiiky hostitele, ale 1 v pribéhu chronickych nemoci. Biofilm je

produkovan nejcastéji v téchto ptipadech:

» transport bakterie na povrch bunky
» pocatecni prichyceni na povrch bunky

> tvorba mikrokolonii bakterie

V souvislosti s adhezi bakterie na povrch hostitelské buniky bylo feeno, Zze hlavni
slozkou biofilmu je exopolysacharid alginat. Bakterie produkujici alginat a tedy biofilm je
nazyvana mukeidni. Mukoidni bakterie je zvyhodnéna rezistenci na antibiotika a odolnosti
vuci fagocytliim, ale byva nepohybliva a pottebuje k Zivotu nutricné bohaté, anaerobni
prostfedi [36]. Syntéza biofilmu neni pfimo zavisld na bi¢iku nebo fimbriich (specidlnim
pfipadem fimbrie jsou pily), ale mutanti postradajici tato komponenta vytvareji biofilm
s odliSnou strukturou. Bylo zjisténo, Ze pohyb fizeny bi¢ikem je zodpovédny za produkei
biofilmu P. aeruginosa PA14 a pily IV. typu odpovidaji za tvorbu mikrokolonii timto

mikroorganismem [39].

1.3.5.3. Extracelularni virulentni faktory

Velka ¢ast produkce extracelularnich virulentnich faktort je u bakterie fizena quorum-
sensing systémem (viz 1.4.3.) [31]. VétSina izolath P. aeruginosa produkuje Ctyfi
extracelularni virulentni faktory. Témi jsou elastasa, fosfolipasa C, toxin A a exoenzym
S. Nejvice elastasy a fofolipasy C produkuji izolaty z pradusek, mocovych cest a
z povrchovych poranéni. Toxin A se vyskytuje spiSe v kulturach izolati z povrchovych

ran. Jednoduse se da fici, Ze elastasa a fosfolipasa C jsou dilezitymi virulenénimi faktory
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ve vSech typech infekce bakterii, kdezto toxin A a exoenzym S jsou zasadni spiSe pro
povrchové infekce. Chronické infekce pseudomonadou jsou doprovazeny postupné se

zvySujici produkci exoenzymu S [40].

produkovanych P. aeruginosa. Zpusobuje ADP-ribosylaci elongacniho faktoru 2
v eukaryotickych bunkach a zastavuje tak proteosyntézu [41]. Elongaéni faktor 2 je
kovalentné modifikovan a inaktivovan pouze v piipadé, ze ma toxin k dispozici endogenni
zdroj NAD' [42]. Produkce toxinu A zvySuje virulenci v prabéhu chronickych
onemocnéni plic, ale béhem akutnich zadnéti nemd jako virulentni faktor pfili§ velkou

vahu [41]. Mechanismem ptisobeni je podobny A-fragmentu difterického toxinu [42].

Exoenzym S je také ADP-ribosyl transferasa, ale ma odlisnou strukturu a aktivitu. Neni

neutralizovan protilatkami proti toxinu A a je stabilnéjsi pri vysokych teplotach [43].

Elastasa je metaloproteasa, kterd $tépi elastin a kolagen, ale také inaktivuje lidsky

imunoglobulin G [43].

Fosfolipasa C je hydrolyticky enzym ze skupiny fosfolipas, ktery §tépi fosfolipidy
eukaryotické bunécné stény a také dokdze pozmeénovat metabolismus bunék zivého
organismu [40]. Experimenty na mySich na piiklad potvrdily, Ze expozice fosfolipasou C
muze vést k agregaci krevnich desti¢ek in vitro 1 in vivo, k otokim koncetin, vyssi

propustnosti cév, paralyze a aZ ke smrti [44].

1.3.5.4. Lipopolysacharidy
Lipopolysacharidy jsou jiz ve své podstaté silné toxické. Jejich nebezpeci vsak tkvi také
v rezistenci na lidské sérum. Navic bylo prokazano, ze protilatky proti lipopolysacharidiim

vyrazné prispivaji k preziti infikovaného experimentalniho modelu [41].
1.3.6. Antibiotika

1.3.6.1. Rezistence P. aeruginosa na antibiotika

P. aeruginosa je rezistentni na Ampicilin, nebot’ pomoci enzymu AmpC B-laktamasy
ucinn¢ likviduje B-laktamovy cyklus antibiotika. Navic vlastni také effluxové pumpy,
které antibiotikiim znemoziuji prostoupit skrze bunécnou sténu a membranu. Tim padem
je rezistentni 1 vic¢i nékterym dalS$im B-laktamiim, chloramphenicolu, fluorochinolinlim a

novobiocinu [31]. Vhodné mutovana bakterie si dokonce dokéze vytvofit rezistenci 1 proti

18



antibiotikiim, kterd jsou jinak vici P. aeruginosa 0UCinnd, a to na piiklad proti
aminoglykosidiim a Colistinu [31]. S velkym rizikem vzniku rezistence na antibiotika
jsou spojeny mnohonasobné terapie pacientl s cystickou fibrézou. Obecné jsou bakterie
rezistentnéj$i vici antibiotiklim, kterd byla diive frekventované pouZzivana, nez proti nové

vyvinutym lékiim [36].

1.3.6.2. Antibiotika u¢inna proti P. aeruginosa

Aminoglykosidicka antibiotika maji molekuly sloZené ze sacharidi modifikovanych
aminoskupinou. Aminoglykosidy se dokadzou se navdzat na 30 S podjednotku
interagovat s opravnymi mechanismy vznikajicich proteinli, a ty pak obsahuji mnoho
chyb. Tyto proteiny jsou pak na piiklad zabudovany do struktury bunééné membrany a ta
mé odliSnou permeabilitu, takze mize dochazet k porucham transportu. Do bakteridlni
builky se aminoglykosidy dostdvaji poruSenim struktury lipopolysacharidli vnéjsi
membrany [45]. Aminogylokosidy jsou potencialné toxické pro ledvinovy systém a oblast
vnitiniho ucha, coZz je zplGsobeno akumulaci antibiotika v buitkach a jeho vdzanim na
ribozomy. Uskali podavani aminoglykosidii pacientim s CF mize spo¢ivat v chemickém
sloZeni bakterialnich biofilmu- ty obsahuji zdporné nabité glykoproteiny a DNA. Kladné
nabité aminoglykosidy se tak na né mohou navazat a piestat G¢inkovat tim spravnym
mechanismem. Z toho divodu by pfed podavanim téchto antibiotik mélo probehnout
pfedchozi vycisténi dychacich cest pacienta od hustych bakteridlnich povlaki, aby

antibiotikum mohlo pln¢€ rozvinout své tcinky [36].

Cefalosporiny III. generace jsou latky p-laktamového charakteru. Stejné jako
vSechny latky této struktury tak ucinkuji mechanismem inhibice syntézy bunétné stény,
sténa sldbne a v jistém okamziku dochdzi k lyzi. Ceftazidim a Cefaperazon mohou byt
pouzivany i1 v monoterapii, ale jakékoli jiné antibiotikum této tfidy musi byt poddvano
v kombinaci s aminoglykosidem nebo Sirokospektrym penicilinovym antibiotikem (viz

Kombinovana lécba nize) [46].

Monobaktamy jsou také latky B-laktamové struktury, p-laktamovy kruh je zde vSak
otevieny- neni napojen na dal$i cyklus. Azthreonam je jediny komercné dostupny
monobaktam. Je odolny proti plisobeni B-laktamazy a jeho aktivita proti P. aeruginosa je
srovnatelna s cefalosporiny tfeti generace. Stejné€ jako peniciliny a cefalosporiny pisobi

mechanismem inhibice syntézy bunécné stény [47].
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Mechanismus ucinku Sirokospektrych penicilinovych antibiotik zde opét odpovida
charakteru B-laktamového kruhu, dochazi tedy k inhibici syntézy bunécné stény. Proti
peniciliniim vSak Casto vznikaji alergie. Dfive byl Siroce pouzivan Carbenicillin, Azlocilin

a Mezlocilin jsou vSak mén¢ toxické pfi intravenéznim podéni [36].

Fluorochinolony jsou synteticka Sirokospektra antibiotika. Mechanismem jejich G¢inku
je zabrana rozvolnéni bakteridlni DNA- nemiiZze dochéazet k replikaci. Fluorochinolony
se Casto podavaji v kombinaci s B-laktamovymi antibiotiky (viz Kombinovana 1écba nize).
Ciprofloxacin byl UspéSné¢ pouzivan k1écbé pacientt s CF, ktefi byli nakazeni
multirezistentni pseudomonadou. V mensim nez inhibi¢nim mnozstvi potlacuje produkci
exotoxinll P. aeruginosa a tim padem eliminuje zanétlivé procesy [36]. Pomér ucinnosti
antibiotika proti P. aeruginosa a velikosti davky je velmi vysoky, a proto je kombinovana

1é¢ba ciprofloxacinem Casté [48].

Polypeptidova antibiotika vykazuji vysokou uc¢innost vii¢i gram-negativnim ty¢inkam.
Colistin je kationtovy detergent, ktery je finny 1 pifi multirezistentnich
pseudomonadovych infekcich. Pisobi na fosfolipidy bunééné membrany bakterie P.
aeruginosa. Ta se stavd permeabilnéj$i a pseudomondda postupné umird. Colistin je
nefrotoxicky a neurotoxicky pii intravenéznim podéavani, radé&ji se tedy pouZziva pfi
lokalni 1é¢be. Vyhodou je, ze je velmi u€inny a bakterie si na né&j nevytvari rezistenci.
Pouzivé se jako inhala¢ni 1é€ivo nejen u pacientll s CF, ale také u HIV pozitivnich jako

podptirna terapie [49].
Kombinovana lé¢ba

Monoterapie mize byt faktorem vzniku rezistence na antibiotika, protoZe na jedno
antibiotikum vznikne rezistence snadnéji, nez pfi pouziti smési antibiotik pfi kombinované
terapii. Zakladem kombinované terapie je pouziti dvou a vice antibiotik s riznymi
mechanismy tcinku - velkou vyhodou je synergisticky uc¢inek 1é¢iv pii pouziti vhodné
kombinace antibiotik. Na ptiklad B-laktamova antibiotika, ktera zasahuji do mechanismu
biosyntézy bunécné stény, miuzeme kombinovat s Novobiocinem a chinolony, které
inhibuji syntézu DNA, anebo s antibiotiky inhibujicimi ribozomélni enzymy nebo

proteosyntézu navazanim na bakterialni ribozomalni podjednotky [36].
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1.4. Systém quorum sensing

Quorum sensing (QS) je zplGsob komunikace mezi mikroorganismy. Vyména
informaci je zivotné diilezitd a bez QS by se mikroorganismy nedokazaly chovat jako
koordinovana skupina. U bakterii je pomérné dobfe prostudovan a je zprostfedkovan
syntézou autoinduktord, coz jsou malé, snadno difundujici molekuly, které pfi jisté
prahové koncentraci ovlivituji genovou expresi [50]. Toto chovani trochu pfipominé rysy
chovani vys$Sich organismil, kde roli autoinduktori sehrdvaji hormony. Klicové QS
soucasti zahrnuji synthasu, receptor a signalni molekulu. QS mize ovliviiovat tvorbu
biofilmli, morfogenezi, virulenci, symbidézu nebo pohyb mikroorganismt [51,52].
Kvasinky maji ovSem také systém QS — ackoli, jejich autoinduktory se zasadné lisi od
téch bakteridlnich. V této kapitole uvadim nejprve izolované systémy QS C. albicans, C.
parapsilosis a P. aeruginosa a déale se zabyvam interakci systému autoinduktort C.

albicans a P. aeruginosa [52].
1.4.1. Systém Quorum sensing C. albicans

1.4.1.1. E,E-farnesol a tyrosol

E,E-farnesol a tyrosol (obr. 6) maji funkci autoinduktortt C. albicans a zarovein jsou
vzajemnymi antagonisty. Ob¢ tyto latky jsou dilezitymi faktory ovliviiujicimi morfologii
kandid, ptedevs§im pak slouzi jako ,,pFepinace® mezi formou blastospory a hyfy. E,E-
farnesol sice nezastavuje prodluZovani jiz existujici hyfy, ale je-1i vylu¢ovan, nové hyty
JiZ nevznikaji. Navic potlacuje produkci biofilmu. Biosyntéza farnesolu je pravdépodobné
spjata s biosyntézou ergosterolu, nebot’ pouziti azolovych antimykotik soucasné podnécuje
produkci farnesolu [50]. Tyrosol naopak zahajuje rust hyf vraném stadiu stavby

biofilmu. Tyto d€je maji zaklad ve zméné genové exprese [53].

farnesol
CH3 CH3 H,C

X
HaC \ \ OH

OH tyrosol

HO

obr. 6: Autoinduktory C. albicans, farnesol a tyrosol
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E,E-farnesol je vyluCovan piedev§im C. albicans a C. dubliensis. Je to virulentni
faktor, ktery usnadnuje adhezi na razné povrchy a jeho produkce se v piritomnosti

krevniho séra az ztrojnasobuje [53].

1.4.1.2. 3(R)-hydroxy-tetradekanova kyselina a linolova kyselina

Dalsi z rodiny autoinduktorid C.albicans je 3(R)-hydroxy-tetradekanova kyselina (3(R)-
HTDE). Jednd se o produkt metabolismu linolové kyseliny (obr. 7) a obé tyto latky
prokazatelné plsobi jako faktory urychlujici pfeménu kvasinkovych forem na zdrodecné
E,E-farnesolu. Nigam a spol. zkouSeli vystavit C. albicans pusobeni obou téchto
antagonisti soucasné¢ a dosli k nasledujicimu zavéru. Ve smési téchto latek se biofilm
tvotil, protoze uinky farnesolu byly tlumeny pomoci 3(R)-HTDE. V té samé studii bylo
zjisténo, ze 3(R)-HTDE plisobi na dirovni genové exprese tak, ze spousti novou syntézu
proteinit zodpovédnych za morfogenezi. 3(R)-HTDE tak ovliviiuje dva geny zodpovédné
za tuto morfogenezi: HWPI (viz 1.2.6.1.) a CAPI (adenylate cyclase-associated protein),
které podporuji nartst samotné hyfy, pficemz gen CAPI je zahrnut ve formaci hyfalni

cepicky. [22].

linolova kyselina o

H3C\/\/\/\/\/\/\/\)koH

obr. 7: Linolova kyselina, jeden z autoinduktort C. albicans

Odbouravani 3(R)-HTDE v aerobnim prosttedi probiha mechanismem f-oxidace. Tento
metabolicky krok davéa vzniknout dvéma riznym metabolitim. Neni vylouceno, ze i tyto
latky jsou n&jakym zplsobem zahrnuty v mechanismu pfemény morfologie z kvasinkové

formy na hyfu [22].

1.4.2. Quorum sensing C. parapsilosis

QS systém C. parapsilosis neni piili§ dobfe prostudovan. Dosavadni studie neprokazaly,
ze by C. parapsilosis produkovala E, E-farnesol. Tato molekula vSak piisobi i na ty druhy
kvasinek, které ji samy neprodukuji. C. parapsilosis mize byt ovlivnéna E, E-farnesolem,

co se tyce rustu, tento vliv je vSak zavisly na vnéjSich podminkéch a teploté [53].

Hlavnimi efekty farnesolu na C. albicans jsou inhibice produkce biofilmu a pfemény

blastospory na hyfalni formu. Rast vSak farnesolem ovlivnén neni. C. parapsilosis ale
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neumi vytvaret pravé hyfy a farnesol mé na ni ponckud jiné Gcinky. Farnesol pfidany do
kultury C. parapsilosis prokazatelné piispiva k omezeni rastu této kvasinky. Snizuje se i
tvorba biofilmu. Vyssi koncentrace farnesolu zcela zastavuji rist C. parapsilosis, jedna se

ovSem o reverzibilni proces a po jisté dob¢ se riist obnovuje [54].
1.4.3. Quorum sensing P. aeruginosa

1.4.3.1. N-acylhomoserin laktony, PQS

Ptiblizné 10% genomu P. aeruginosa mé regulaéni funkei a tento podil zahrnuje také
regulaci QS systému [51]. P. aeruginosa vlastni n€kolik genti, které jsou pro QS stézejni.
Témi jsou na ptiklad las R/I a rhl R/I. Tyto geny koduji synthasy, jejichz funkci je syntéza
dvou hlavnich autoinduktori bakterie — N-3-oxododekanoyl homoserin laktonu
(transkripéni faktor Las) a N-butanoylhomoserin laktonu (transkripéni faktor Rsa) (obr.

8) [52].

Acyl homoserin laktony kazdopadné prispivaji k virulenci P. aeruginosa. Exprese
genll zodpovédnych za jejich produkci je vSak zévisld na wvnéjSich podminkach.
V minimalnich médiich a ve zfedénych bohatych médiich probiha exprese ve vétsi mifte,

nez v médiich hustych a bohatych. Dopad na expresi téchto genti ma také nedostatek

zeleza ¢i kysliku [51].

3-0x0-C12-HSL

obr. 8: Struktura autoinduktort P. aeruginosa: N-3-oxododekanoyl homoserin lakton (3-oxo-C-12-
HSL) a N-butanoylhomoserin lakton (C4-HSL)

Systém acylhomoserin laktoni je provazan s dalSim regulacnim systémem, jehoz
autoinduktorem je sloucenina 2-heptyl-3-hydroxy-4-chinolon, neboli PQS (Pseudomonas
aeruginosa quinolone signal, obr. 9, str. 24). Jeho funkci je naptiklad regulace genil

sideroforické biosyntézy a vyplavovani Zeleza z bunky. Muze tedy slouzit jako chelator.
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Pti nadprodukci PQS také dochazi k ovlivnénéni bunécného ristu a ptipadné k jeho
zastavé a lyzy v pripad¢ stradani. PQS je také silny antioxidant. Existuje také spojeni
mezi produkci PQS a pyocyaninu, barviva s virulentnimi vlastnostmi, které ale zaroven

zastava velmi dilezitou funkci v redoxnim systému bakterie (1.4.3.2.) [51].

| OH PQS

N CH
H 3

obr. 9: 2-heptyl-3-hydroxy-4-chinolon (PQS)

1.4.3.2. Pyocyanin

Strukturné se jedna o latku fenazinového charakteru (obr. 10). Bylo zjisténo, Ze je
Clankem v systému redoxni homeostize — dokdze sniZzovat hladinu redukovaného
koenzymu NADH. Redukce pyocyaninu nejspiS napomaha udrZovat redoxni rovnovahu
za nepfitomnosti jinych elektronovych akceptorti [56]. Pomér oxidované a redukované
formy koenzymu NADH/NAD" nam dava kli¢ k identifikaci dané bakterie. P. aeruginosa
ma pomér NADH/NAD" stale stabilné vétsi, nez jedna, coZ ji odliduje od fady dalgich
bakterii. P. aeruginosa totiz vyuziva ke svému ristu respiracni drahu za vétSiny podminek,
a tak se v prostiedi, kde je limitovan prijem kysliku, mize hromadit NADH. V takovém

piipadé se pyocyanin redukuje a zaroven oxiduje koenzym [56].

CH,
| Pyocyanin

0]

obr. 10: Pyocyanin, jeden z autoinduktord P. aeruginosa, virulenéni faktor a ¢lanek redoxni
homeostaze

K hromadéni NADH vs$ak opét diky pyocyaninu nemusi viibec dochazet. Pokud by se
n&jak podatilo blokovat pieménu pyruvatu na acetyl-CoA, redukce koenzymu NAD" na
NADH by viibec neprobéhla. Samotny pyocyanin takovou funkci nemd, ale diky své
redoxni aktivit¢ pfispiva k produkci reaktivnich superoxidia (superoxidy pfispivaji k
oxidativnimu stresu, pro pseudomonadu vSak nejsou toxické, protoze vlastni vEtsi

mnozstvi superoxidovych dismutas). Superoxid dokaze zastavit pfeménu pyruvatu tak, ze
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katalyzuje redukci sulthydrylovych skupin lipoamidového kofaktoru
pyruvatdehydrogenasového komplexu a tim padem inaktivuje cely enzymaticky
komplex. Nedochazi tak ke vzniku acetyl-CoA, ktery by dale vstupoval do citratového
cyklu a redukoval NAD'. Pyruvat je misto toho vylu¢ovan do okolniho prostiedi. Nachazi-
li se bakterie v extrémnich podminkach, miZe to pro ni byt velka vyhoda - kdyz nemuize
pyruvat okamzité zpracovat, schovava si jej do zasoby. Pidni bakterie jsou obklopeny
velkym mnozstvim jinych mikroorganismi, které by mohly vylouceny pyruvat samy
vyuzit. U pseudomonad vyskytujicich se na plicich pacientd je ale tato strategie velmi
vyhodna. Bez ohledu na to, Ze je pyocyanin toxicky, mize akumulace pyruvatu

zpusobovat chronické kolonizace a problematické 1é¢eni pacientt [56].

1.4.4. QS interakce mezi C. albicans a P. aeruginosa

Ackoli jsou systémy QS u kandid a bakterii zcela rozdilné, zda se, Ze existuje né€kolik
drah, ve kterych se mohou navzajem ovliviiovat. Neni to nic piekvapivého, uvédomime-li
si, Ze infikovany jedinec je také ovliviilovan produkty mikroorganismil. Zajimavé je, Ze
rizné latky mohou mit afinitu k tomu samému receptoru a mohou tak zahdjit proces

genové exprese [52].

Jak bylo jiz vySe feCeno, QS systém P. aeruginosa, zahrnuje geny las R/I a rhl R/
Jedna se o kaskadu, v niz prvni skupina genl spousti expresi druhé skupiny. PQS je
meziclanek regulace Las a Rhl systétmu. Oba QS systémy vyvolavaji expresi genil
zodpovédnych za stavbu a stav biofilmu nebo naptiklad za expresi virulentnich faktori

a jsou nezbytné 1 pro interakci s C. albicans [51].

Farnesol, jakozto molekula zodpovédna za ukoné€eni filamentace kandidy, je dalSim
dilezitym c¢lankem v interakci mezi bakterii a kandidou. P. aeruginosa ma totiz
mechanismy, kterymi dokéze utocit na C. albicans, ovsem pouze v jeji hyfalni podobé.
Tim vSak role farnesolu nekon¢i. Bylo zjisténo, Ze také inhibuje produkci PQS
prostiednictvim operonu pgs [55]. Farnesol pfidany do kultury pseudomonady vede ke
sniZeni produkce PQS a pyocyaninu, ackoli kinetika ristu bakterie neni poznamenéna [55].
Farnesol ziejm¢ neefektivné interaguje s promotorem pgs A, takZe nedochazi
k transkripéni aktivaci operonu pgs A-E a tedy ani k produkci PQS a nésledné pyocyaninu.
Blokace produkce PQS/pyocyaninu je aktualni téma, nebot’ poskytuje potencial pro sniZeni

virulence P. aeruginosa pti kolonizaci pacienta [55].
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3-0x0-C12-HSL je autoinduktor P. aeruginosa zminény v odstavci 1.4.3.1.. Tato latka
blokuje pteménu C. albicans z kvasinkové formy na hyfalni. JednoduSe lze fict, Ze

produkce této latky znemoziuje utok pseudomonady na C. albicans [52].

Za jistych podminek tak mize nastat situace, kdy C. albicans produkuje farnesol
(diky farnesolu neni produkovan toxicky pyocyanin) a P. aeruginosa produkuje 3-oxo-
C12-HSL. Jen za téchto podminek, je nastolena moznost koexistence C. albicans a

bakterie (obr. 11) [52].

Filamentous
C. albicans

e i p ‘/“\_«""\\/I‘\/ e

C. albicans yeast

obr. 11: Interakce QS systémt C. albicans a P. aeruginosa. Farnesol (C. albicans) i 3-ox0-C12-
HSL (P. aeruginosa) potlacuji tvorbu hyf kandidy, farnesol soucasné zastavuje produkci PQS (P.
aeruginosa). Diky tomu mohou oba mikroorganismy pieZit.

1.5. DalSi faktory hrajici roli v interakci C. albicans a P. aeruginosa
Jeden z moznych mechanismi, jakym C. albicans podléha bakterii pouze ve své hyfalni
formé, by mohla byt pritomnost glykosylovych skupin na povrchu bunky a proteina

specifickych pouze pro hyfu [26].

Brand a spol. [26] zkouSeli kultivovat C. albicans a P. aeruginosa v médiu RPMI-1640,
na kterém roste C. albicans vyhradné ve své hyfilni formé. Vedle smésné kultury
kultivovali také kontrolni kulturu C. albicans. Vysledny pocet piezivSich bunc¢k C.
albicans byl ur¢en pocitanim kolonii z kultur rozetfenych na povrch agaru s obsahem

antibiotik. Samotnd C. albicans dosahovala vysokych bunéénych hustot a tvofila agregaty.
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Proteiny specifické pro hyfy tedy ziejmé slouzi i k adhezi a agregaci. Ve smésné kultufe

s P. aeruginosa byla bunécné hustota nizké a agregace byla zcela zastavena [26].

Bylo zjisténo, Ze riznd mannanova komponenta jsou urcena k adhezi C. albicans na
rizné typy bunék. Nabizejici se moznosti bylo otestovat mutanty postradajici tato
komponenta ohledné jejich citlivosti na vliv pseudomonady, nebot’ je mozné, ze bakterie
napadd praveé tyto struktury. Z vysledkit vSak nevyplynulo, Ze by tito mutanti byli
odoln¢jsi. Naopak se ukazalo, ze piitomnost jednoho z mannanii je protektivnim

faktorem C. albicans [26].

Vzijemna interakce mezi patogennimi kvasinkami rodu Candida zacala byt studovéana
teprve v poslednich letech a lze predpokladat, ze dalsi faktory zahrnuté v této interakci se

jesté v pristich letech objevi.

27



2. MATERIAL A METODY
2. 1. Chemikalie a pristroje

2.1.1. Komer¢ni chemikalie
Bio-Rad: Coomassie Brilliant Blue- Bio Safe Coomassie, standardy molekulovych

hmotnosti Kaleidoscope Standards

Difco: YNB médium (YNB w/o0 Amino Acids and Ammonium Sulfate)
Fluka: akrylamid, glycerol, TEMED

HiMedia: agar

Lachema: CaCl,, KH,PO4 ,MgSO4, NH4Cl

Penta: D-glukosa, kyselina citronova, NaCl, Na,HPO4

Pierce: Supersignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate pro vizualizaci WB

(Western blot)

Sigma: D-(+)-galaktosa, Gentamicin Sulfate Salt, LB médium, SDS, Tetracykline
hydrochloride, YPD médium

2.1.2. Protilatky
kralici polyklonalni protilatky proti Sapplp, Sapp2p, Sapp3p a proti vSem isoenzymiim
Sapp celkové, Ing. J. Dostal (UOCHB AV CR)

sekundarni protilatky SwAR - prase¢i imunoglobuliny proti krali¢cim znafené PX

(Sevapharma)

2.1.3. Bunéény material

Candida albicans HE 169 (z mykologické sbirky FN Olomouc)
Candida parapsilosis P 69 (z mykologické sbirky FN Olomouc)

Pseudomonas aeruginosa PAK (ze sbirky Ustavu lékaiské mikrobiologie, 2. lékatské

fakulty a Fakultni nemocnice Motol)
veskeré bunécné materidly jsou skladovany v mrazicim boxu pfi teploté -70°C
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2.1.4. Ostatni materialy
blotovaci filtraéni papiry Extra Thick Blot Paper (Bio-Rad)

filtry Amicon Ultra 0,5 ml 10 K Membrane (Millipore)

kryci sklicka (Hirschmann Laborgeréte)

mikrofiltry Premium Syringe Filters, 0,2 um (Agilent Technologies)
podlozni sklicka Objekttriager (Knittelglass)

PVDF membrana- Immobilion Transfer Membranes (Millipore)

2.1.5. Pristroje
analytické vahy AE 163 (Mettler)

autoklav Tuttnauer Systec 5075 (EL)
blotovaci zatizeni Trans-Blot (Bio-Rad)
CCD kamera LAS-3000 (Fujifilm)
centrifuga - Eppendorf Minispin Plus
- Multifuge 3 S-R Heraeus
inkubator (Merck)
mikroskop (Olympus IX) s kamerou (Olympus DP 70)
pH metr (Orion Model 420)
predvazky Setra 2000 S (EL)
rotaéni tfepacka Innova 4300 (New Brunswick Scientific)
spektrofotometr HEIAOS a (UNICAM)
svarecka folii (Eta)

vertikalni elektroforéza (Bio-Rad)
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2. 2. Cil experimentu

Nasim cilem bylo kultivovat bakterii Pseudomonas aeruginosa a kvasinky rodu
Candida (C. albicans a C. parapsilosis) ve smésnych kulturdch a pozorovat jejich
vzajemné vztahy riznymi metodami. Protoze pro nas bylo toto téma zcela nové, mély jsme
na zacatku prace jeden zasadni cil — vybér vhodného a chemicky jasn¢ definovaného
kultivacniho prostfedi, které by zajistilo konstantni podminky studia téchto
mikroorganismii. Proto jsme planovaly kultivovat mikroorganismy v riznych médiich a
pfitom sledovat sekreci proteinti, morfologii bun¢k a Zivotnost rliznych mikroorganismt ve
smésnych kulturdch v riznych Casovych bodech kultivace. Ziskané tidaje by pak mély

slouzit jako vychozi bod rozsahlejsiho projektu.
2. 3. Metodika

2.3.1. Kultivace mikroorganismi

Jednotlivé kmeny (C. albicans HE 169, C. parapsilosis P 69, P. aeruginosa PAK) byly
ockovany z kultur uskladnénych v mrazicim boxu (-70°C) na agar obsahujici YPD. Po
jejich inkubaci v inkubatoru pii 37°C byly pouzity na ptipravu inokula. Do prvnich 5 ml
média YPD bylo pfipraveno inokulum C. albicans HE 169 a do dalSich 5 ml shodného
média bylo pfipraveno inokulum C. parapsilosis P69. Do 5 ml média LB byl zaockovéan
kmen bakterie P. aeruginosa PAK. Buinky byly kultivovany pies noc a poté bylo
provedeno pieockovani do sterilnich Erlenmayerovych banék uzavienych buni¢inovym
uzavérem, které obsahovaly jedno ze tfi testovanych médii- pufrované YNB médium
s glukosou (YNB-glu) nebo galaktosou (YNB-gal), nebo minimalni (M9) médium. Behem
pteockovani bylo pipetovano vzdy 50 pl inokula do 250 ml Erlenmayerovych banék, které

obsahovaly 50 ml daného média podle obr. 12 (str. 31).

Kultury v Erlenmayerovych banikach byly kultivovany pti 37°C v rotacni tiepacce.
V pritbéhu kultivace byla méfena opticka denzita vzorkli (absorbance pii 600 nm) a

z téchto tdajl byla posléze konstruovana riistova kiivka.

YNB-glu: 0,7 % YNB, 2 % glukosa, 20 mM Kkyselina citronovd, pH upraveno 4 M
roztokem NaOH na 5

YNB-gal: 0,7 % YNB, 2 % galaktéza, 20 mM kyselina citronové, pH upraveno 4 M
roztokem NaOH na 5
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Minimalni médium M9: roztok 16,8 mM Na,HPO,, 22 mM KH,PO,4, 5 mM NaCl, 49
mM NH4Cl, sterilizace v autoklavu, ptres 0,22 pum filtr pfidan roztok 2 mM MgSQOy, 0,1
mM CaCl, a 0,2 % glukosa

HE 169 / P:sg\ /i
PAK + HE& PAK + P 69

obr. 12: Pfeockovani kultur, zelené¢ znazornéné kontrolni kultury, modfe znazornéné smesné
kultury

2.3.2. Mikroskopické snimky

V prabehu kultivace byly pravidelné odebirany vzorky na piipravu mikroskopickych
preparati. 3 pl kultury byly vzdy pipetovany na podlozni sklicko a vzorek byl pirekryt
krycim sklickem. Nebylo vyuZzivdno zZadného barveni ani fluorescence. Takto pfipravené
preparaty byly pozorovéany pod celkovym zvétSenim 100 krat a pribézné byly potizovany

fotografické snimky preparatt.

2.3.3. Semikvantitativni vyhodnoceni preziti kandid v kulturach s
pseudomonadou

Pro ucely sledovani Zivotnosti kandid v pribéhu kultivace byly nandSeny smésné
vzorky na mikrobiologické misky s agarem obsahujicim YPD a antibiotika tetracyklin
(60 ug/ml) a gentamicin (30 pg/ml) podle Brand et al. [26] — na tomto agaru by mély
nartstat pouze kolonie kandid, nikoli kolonie pseudomonad. V urcenych cCasovych
bodech (volenych dle pfedpokladaného pribéhu ristové kiivky) byly odebirany vzorky
kultur, které byly fedény sterilni destilovanou vodou v zavislosti na ptredpokladané
bunécné hustoté- bylo pouzito fedéni 100 krat a 1000 krat pro médium YNB-glu a M9 a
1000 krat a 2000 krat pro médium YNB-gal. Z nafedénych kultur bylo pipetovano vzdy
100 pl vzorku, ktery byl diikladné rozetifen na povrch agaru. Misky byly inkubovany pfi
37°C po dobu 24-48 hodin (podle nartistu kolonii). Poté byly kolonie spocitany a jejich
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pocet v zavislosti na ¢ase byl vynesen do sloupcového grafu. Vysledky byly porovnany

s hodnotami optické denzity v téch samych ¢asovych bodech.

2.3.4. Ukonceni kultivace, filtrace a zahus§t’ovani média

Kultivace byla ukoncena centrifugaci kultur na centrifuze Multifuge 3 S-R Heraeus pii
3500 g, teploté 4°C a po dobu 10 min. K odstranéni zbytkovych bunck byla posléze
provedena flitrace supernatantti pies 0,2 pm mikrofiltry pomoci injekéni stiikacky.
V téchto vzorcich bylo méfeno pH, aby bylo zjiSténo, zda béhem kultivace doslo k jeho
zméné. V dal§im kroku bylo provedeno zahusténi supernatant za pomoci filtri Amicon
Ultra-0,5, které¢ dokazou zadrzet molekuly o minimdlni molekulové hmotnosti 10 kDa
(Millipore). Zahusténi bylo provedeno v centrifuze Eppendorf Minispin Plus. 400 pl
supernatantl bylo pipetovano do filtraéni nadobky a zahustovano pii 10 000 g po dobu 5
minut. Po zahus$téni byla cela operace opakovana, celkové bylo 5 x 400 pl supernatantt
zahusténo na pfiblizné¢ 35 az 40 pl koncentrovaného vzorku (v zavislosti na daném

supernatantu). Bylo tedy provedeno pfiblizn€ 50-ti ndsobné zahusténi supernatantu.

2.3.5. SDS-PAGE

Filtrované a zahu$téné médium bylo analyzovano pomoci polyakrylamidové gelové
elektroforézy (SDS-PAGE). Po zahusténi byl ke vzorkiim ptidan vzorkovy pufr (30-35 pl
podle objemu zahusténé¢ho vzorku). Vzorky byly poté kritce povaieny a naneseny do
jamek gelu (5% zaosttovaci a 15% separacni polyakrylamidovy gel). Jako elektroforeticky
roztok byl pouzit Tris-glycinovy pufr. Elektroforéza probihala pii konstantnim napéti
200 V. Jako standard byl pouzit komer¢ni standard molekulovych hmotnosti Kaleidoscope
Standards. Po ukonceni elektroforézy byl gel obarven stiibrem (pro vizuédlni kontrolu
pritomnych proteinti) [64], nebo byl proveden prfenos proteini na PVDF membranu (viz

2.3.6.)

Vzorkovy pufr: 3 ml 0,5 M Tris-Cl (pH 6,8), 2 ml 80 % glycerolu, 1 ml
mercaptoethanolu, 4 ml 10 % dodecyl sulfatu sodného (SDS), 4 ml 0,1 % bromfenolové
modfi v 0,5 M Tris-Cl (pH 6,8)

pufr Tris-Glycin: na 1 litr 30,2 g Tris-Cl, 188 g glycinu, 100 ml 10 % SDS, doplnit

vodou, fedéni 10x
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2.3.6. Pirenos proteinii na membranu, N-koncova sekvenace

Po ukonceni elektroforézy byl ziskany gel ponofen na 20 min do transferového pufru
spolu s komerénimi filtraénimi papiry. PVDF membrana byla omyta nejprve methanolem a
posléze vodou, nakonec byla také ponofena do transferového pufru. Na plochu
prenosového zatizeni byly skladany vrstvy v potadi filtratni papir, membrana, gel a opét
filtra¢ni papir. Pfenos probihal po dobu 20 min pod napétim 20 V. Membrana byla poté
barvena roztokem Coomassie Brilliant Blue po dobu 10 min. Nakonec bylo piebytecné
barvivo odstranéno odbarvovacim roztokem a membrédna byla promyta vodou. Pokud byla
barvenim zjiSt€na pritomnost unikatniho proteinu ve vzorku smésné kultury, byla
membrana piedana sekvenatnimu servisu UOCHB (Ing. Zdendk Voburka), kde byla
provedena N-koncova sekvenace. Ze ziskané sekvence jsme se pokusili o identifikaci

proteinu [60].

Transferovy pufr: vodny roztok 390 mM glycin, 480 mM Tris-Cl, 0,37 % SDS, fedéni
10x

Odbarvovaci roztok: 500 ml methanolu, 120 ml kyseliny octové, 380 ml vody

3.3.7. Western blot- identifikace sekretovanych aspartatovych proteinas
Metodou Western blot byla zjiStovana pfitomnost sekretovanych aspartdtovych
proteinas C. parapsilosis ve vzorcich kontroly C. parapsilosis a smésné kultury C.
parapsilosis + P. aeruginosa. Po pfenosu proteini (viz 3.3.6.) byla membrana
promyvana 5% roztokem nizkotu¢ného mléka v pufru TBS po dobu 1 hodiny. Poté byla
membrana premisténa do polyethylenového sacku, ktery byl naplnén 2% roztokem
nizkotuéného mléka v TBS, do né&jz byl pipetovan 1 pl primarnich kralic¢ich polyklonalnich
protilatek anti-Sapp interagujicich se tfemi isoenzymy Sapp. Po zataveni byl sacek
ponechan ptfes noc v chladové mistnosti pii 4°C. Druhy den byl sacek rozstiizen a
membrana byla 3x promyvana pufrem TBS po dobu 10 min. Posléze byla membrana
umisténa do sacku s 2% roztokem nizkotuéného mléka a 1 pl sekundarnich protilatek
SwAR (swine anti rabbit, protilatky zna¢ené peroxidazou). Sacek byl opét zataven. Po 2
hodinach byl sacek rozstiizen a membrana byla opét 3x promyvana pufrem TBS po dobu
10 min. Pro vizualizaci byl pouzZit komeréni luminiscenéni substrat a vysledek byl

zaznamenan pomoci CCD kamery.

pufr TBS: na 1 litr vody 121 g Tris-Cl (pH 7,5), 87,6 g NaCl, 10 ml Triton X-100, fedéni
10x
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3. VYSLEDKY

3.1. Vybér vhodnych médii

Hledaly jsme takova média, na kterych by bylo mozno kultivovat kvasinky 1 bakterie a
to jak jednotlive, tak 1 ve smésnych kulturach. Zasadnim faktorem pro vybér kultiva¢niho
média byl pozadavek jasné definovaného chemického prostredi rlistu mikroorganismi.
Z tohoto divodu bylo zvoleno médium YNB, jehoz chemické slozeni je definovano
mnohem piesnéji, nezli chemické slozeni médii YPD nebo LB - tato média totiz obsahuji
nejasné chemicky urcené slozky jako pepton nebo kvasnicovy extrakt. YNB médium
muselo byt pufrovano, nebot’ pii rtiznych kultivacich dochazelo v médiich ke zméné pH a
my jsme potiebovaly eliminovat tuto proménnou, protoZe nasim cilem bylo sledovat jiné

parametry kultivace.

Glukosa byla zvolena jako klasicky zdroj uhliku. Galaktosové médium YNB bylo
testovano z diivodu budouciho mozného vyuziti plasmidi s galaktézovym promotorem pro
expresi nékterych proteintt v C. parapsilosis. Minimalni médium je vyuzivano k rastu P.
aeruginosa a jeho chemické slozeni je také velmi dobfe definovano. Vyhodou tohoto
média je také fakt, Ze je bezbarvé a barviva vyloucena mikroorganismy jsou tak dobie

viditelna pouhym okem.
3.2. Mikroskopické fotografie

3.2.1. YNB-glu

Na obr. 13 (str. 35) je fotografie smésné kultury C. albicans s P. aeruginosa a kontrolni
kultury C. albicans. Na médiu YNB-glu C. albicans v ptitomnosti P. aeruginosa ptezivala
a rostla, ackoli ke konci kultivace jiz zacala vytvaret hyfy. Plivod zrnitého povlaku okolo
bunék, ktery je viditelny na prvni fotografii (oznaCeni Sipkou), nebyl objasnén, ale
objevoval se ve smésnych kulturdch casto a ve vétsi mife byl pozorovan u C. parapsilosis.

Na fotografii kontroly C. albicans tento povlak nepozorujeme.

Z obr. 14 (str. 35) je jasné patrné, ze C. parapsilosis na médiu prezivala s obtizemi. Na
tomto obrazku jsou dobfte viditelné pseudomonady, které v médiu rostly bez problém a na
obrazku jsou oznaceny Sipkou, jako mensi buiikky na pozadi. V kontrolni kultufe rostla C.

parapsilosis standardné.
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obr. 13: smésna kultura C. albicans a P. aeruginosa a kontrolni kultura C. albicans sledované
v ¢ase 19 hodin na médiu YNB-glu, Sipka oznacuje shluky neznamého ptivodu

obr. 14: smésna kultura C. parapsilosis a P. aeruginosa a kontrolni kultura C. parapsilosis
sledované v ¢ase 19 hodin na médiu YNB-glu, Sipka oznacuje bakterie na pozadi

3.2.2. YNB-gal

Ve smésné kultuie C. albicans a P. aeruginosa na médiu YNB-gal se zacaly u C.
albicans v ¢ase 43 hodin tvofit hyfy (viz obr. 15, str. 36). Vzhledem k tomu, Ze
pseudomonady mayji schopnost napadat C. albicans v jeji hyfalni podobé¢, je mozné, Ze

po vytvoreni vlaknité formy klesla obranné schopnost kandid.
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obr. 15: smésna kultura C. albicans a P. aeruginosa sledovand v ¢ase a) 17 a b) 43 hodin a c)
kontrolni kultura C. albicans sledovana v ¢ase 43 hodin na médiu YNB-gal

C. parapsilosis vytvérela na tomto médiu v pfitomnosti pseudomonddy shluky, které
nebyly patrné v kontrolni kultufe (obr. 16). Jednotlivé bunky zde nemaji ostré

ohrani¢eni — je mozné, Ze kandidy jiz v téchto kulturach nebyly Zivotaschopné.

obr. 16: smésna kultura C. parapsilosis a P. aeruginosa a kontrolni kultura C. parapsilosis
sledované v ¢ase 24 hodin na médiu YNB-gal

3.2.3. Minimalni médium- M9
Ve smésné kultufe na minimalnim médiu pozorujeme dlouhd a pocetnd hyfalni
uskupeni C. albicans. Optickd denzita v téchto kulturach dosahuje obecné velmi

nizkych hodnot. Na obr. 17 (str. 37) z pozdni stacionarni faze kultivace opét pozorujeme
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neostie ohrani¢ené shluky kolem hyf (oznaceni Sipkou), které v kontrolni kultuie

nepozorujeme. Domnivame se, ze by se mohlo jednat o pozustatky bunék, ale nemame

proto zadné dikazy.

obr. 17: smésna kultura C. albicans a P. aeruginosa a kontrolni kultura C. albicans sledované
v ¢ase 17 hodin na M9 médiu, Sipka oznacuje shluky neznamého ptivodu

Ve smésné kultute C. parapsilosis a P. aeruginosa nachazime jiz v exponencialni fazi
rustu misto obvyklych bun¢k kulovitého tvaru béznych v kontrolni kultufe jen malé

mnozstvi deformovanych bunék kandid (viz obr. 18).

obr. ¢. 18: smésna kultura C. parapsilosis a P. aeruginosa a kontrolni kultura C. parapsilosis

sledované v ¢ase 17 hodin na M9 médiu

3.3. Test preziti kandid v kulturach
Abychom mohly alesponn semikvantitativné urcit, kolik bun€k kandid ptezilo ve

smésnych kulturach na jednotlivych médiich, roztiraly jsme na povrch agaru s obsahem



antibiotik vzorky kultur a po inkubaci jsme pocitaly poc¢et CFU (colony forming unit) na

agaru.

Metodu jsme musely postupné optimalizovat- roztirani koncentrovanégjSich kultur na
povrch agaru vétsinou koncilo pfili§ hustym narastem kolonii. I v pfipad¢, ze bylo mozné
tyto kolonie spocitat, byly vysledky v porovnani s méné koncentrovanymi vzorky téze
kultury ¢asto dosti odlisné. Rozhodly jsme se tedy pracovat radéji s daty ziskanymi vyS$im
fedénim kultur, protoZe jsme braly v uvahu 1 fakt, Ze kandidy mohou byt v hustych

nartstech limitovany nedostatkem Zivin.

Obr. 19 (str. 39-40) ukazuje casovou zavislost poctu kandid v 1 ul kultury. Porovnanim
s rastovou kiivkou pro konkrétni kultivace 1ze vyvodit konkrétni zavéry. V prvni fadé lze
s uritosti fict, ze C. albicans preziva ve smésnych Kkulturiach s pseudomonadou
mnohem lépe, nez C. parapsilosis. Pribéh Casové zavislosti zivotnosti C. albicans ve
smésné kultute s P. aeruginosa se da v podstaté povazovat za o¢ekavany- nejvyssi hodnoty
nachazime v exponencialni fazi a zavislost v zdsad¢ odpovida rustoveé kiivce. Naproti
tomu, ve smésné kultufe pseudomonady a C. parapsilosis, v médiich YNB-gal a M9,
mizeme sledovat minimalni podil kvasinky na ristové kiivce. To znamend, Ze za
vyslednou optickou denzitu, kterou jsme v médiu naméfily, zodpovidaji hlavné bunky P.
parapsilosis. Béhem kultivace dochazi k fluktuacim poctu bun¢k kandid, coZ jsme zatim
nedokazaly uspokojivé vysvétlit. V exponencidlni fazi je nalezenych kolonii spiSe méné a

na konci kultivace dochézi €asto k prudkému nartistu (viz tab. 1, str. 41).

Je samoziejm¢é mozné i to, ze tyto nejasnosti jsou zptisobeny chybou metody. Tento
experiment byl pro kazdé médium proveden jednou v plném rozsahu a poté byla provedena
jesté dvé dalsi méfeni, pfi nichz byly vyhodnoceny pouze vzorky prvniho a posledniho
casového bodu kultivace. Porovnani ukazuje, Ze tento experiment je zatizen velkou chybou
(viz tab. 1, str. 41). Spocitaly jsme pro vSechny kultivace procentualni zménu
(prirastek/ubytek) poc€tu kolonii mezi prvnim a poslednim ¢asovym bodem experimentu.
Pti kultivaci C. albicans a P. aeruginosa dosahuji vzdy alesponi dva ze tii takto spoctenych
ptiriistki podobnych hodnot. Na médiu YNB-glu je dokonce redlné spocitat primernou
hodnotu pfirastku, kterd ¢ini 108 = 14 % (s, = 6 %). Pro smésné kultury P. aeruginosa
s C. albicans ndm tedy tato metoda poskytuje urcitou piedstavu o moznostech preziti

kvasinky vedle bakterie. Na ptiklad na médiu YNB-gal vidime pokles poctu kolonii v ¢ase
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43 hodin a mikroskopické snimky ndm zéaroven ukazaly, Zze vtomto cCase doSlo
k morfologické zméné C. albicans z kvasinkové formy na hyfalni . Vzhledem k tomu, Ze
hytalni forma narozdil od kvasinkové je pseudomonadou napadana, je ubytek poc¢tu kolonii
C. albicans v ¢ase 43 hodin zcela logicky a dobfe koresponduje s mikroskopickym

pozorovanim.

vvvvvv

ptiriistku se 1 ve srovnatelnych kultivacich 1i8i az o n¢kolik fadd. Zatim jsme nedokazaly
vysvétlit, pro¢ tomu tak je. I kdyz predpokladdme, Ze se nemusi jednat pouze o chybu
metody, jsme si védomy fady faktord, které piesnost provedeni a vyhodnoceni
experimentu vyrazné snizuji. Jednd se na piiklad o buné¢nou hustotu inokula (pocet
kolonii bude jiny jiz na samém pocatku kultivace), kvalitu agaru s obsahem antibiotik,
pritomnost vlaknit¢ formy kandidy v kultufe (chuchvalce hyf se Spatné pipetuji),

pfitomnost kontaminantu rezistentniho na tato antibiotika a jiné faktory.
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obr. 19 — graf (a,b,c): Preziti kandid ve smésnych kulturach v médiu a) YNB-glu b) YNB-gal c)
M9. V horni ¢asti panelu je vzdy ¢asova zavislost poctu kolonii v 1ul smésné kultury pfi kultivaci,
v dolni €asti porovnani poctu kolonii kandid s ristovymi kfivkami smésnych kultur. Modra barva

znaci smesné kultury P. aeruginosa a C. albicans, ¢ervena pak smésné kultury P. aeruginosa a
C. parapsilosis.

40



CFU/ul
% narust (+)/

YNB glu série/¢as 12 h 40 h ubytek (-)

C. a.+ PAK 1. kultivace 15290 30600 100
2. kultivace 22540 47600 111
3. kultivace 18600 38600 108

C. p.+ PAK 1. kultivace 17170 10320 -40
2. kultivace 1440 16210 1026
3. kultivace 5850 40000 584

YNB gal série/¢as 14 h 45 h

C. a.+ PAK 1. kultivace 22980 24000 4,4
2. kultivace 36640 124000 238
3. kultivace 26920 122000 353

C. p.+ PAK 1. kultivace 520 1140 119
2. kultivace 3020 101400 3258
3. kultivace 5240 64800 1137

M9 série/cas 14 h 62h

C. a.+ PAK 1. kultivace 200 260 30
2. kultivace 2150 1170 -45
3. kultivace 2140 230 -89

C. p.+ PAK 1. kultivace 180 0 -100
2. kultivace 2750 3400 24
3. kultivace 3840 5610 46

tab. 1: Pocet CFU (colony-forming unit) kandid v 1 pl smésné kultury v daném ¢asovém bodé.
C. albicans + P. aeruginosa, C.a. + PAK; C. parapsilosis + P. aeruginosa, C.p. + PAK. Procento
urcuje prirastek/tbytek poctu kolonii v druhém casovém bodé.

3.4. Barva supernatanti

ProtoZe pfedmétem nasi prace bylo vytvofit podminky pro zahdjeni rozséhlejsiho
vyzkumu interakci kandid s pseudomonadou, zaznamendvaly jsme i rlizna empiricka
pozorovani, jako na ptiklad zabarveni médii béhem kultivace. Barva se odvijela od typu
pouzitého média a stala se tak jednim z poznévacich znakt kultur, stejné jako na ptiklad
specificka vané. V pribéhu kultivace méla média rliznou barvu, nékteré kultury
obsahujici P. aeruginosa mély az zelenomodré zbarveni (neuvedend data) zplisobené
s nejvétsi pravdépodobnosti sekretovanym barvivem pyocyaninem (viz 1.4.3.2.).
Kone¢né zbarveni supernatantti po ukonceni kultivace je popsdno v tab. 2. (str. 42)

Z tabulky vyplyva, Ze v nasledujicich experimentech by bylo pfinosné stanovit barvivo
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pyocyanin ve smésnych kulturdch kandid a P. aeruginosa, na ptiklad podle

Brand et al. [26].

metody

KULTURA YNB-glu YNB-gal M9

C. albicans sv.zluta sv.zlutd bezb.

C. parapsilosis Zluta zluta bezb.

P. aeruginosa (PAK) oranzova |sv.zlutd nazloutla
C.albicans + PAK zlutd oranzova |nazloutld
C.parapsilosis + PAK oranzova |[sv.oranzova|nazloutla

tab. 2: Barva médii po odstranéni bunécného materialu

3.5. Sapp v médiich

Test na pfitomnost sekretovanych aspartatovych proteinas C. parapsilosis metodou
Western blot byl proveden diky tomu, Ze Sapp jsou dlouholetym ptedmétem vyzkumu v
na8i laboratofi, a tak jsme mély k dispozici krali¢i polyklonalni protilatky proti tfem
isoenzymilm Sapp. Analyzovaly jsme zahu$téné vzorky médii po ukonceni jednotlivych
kultivaci (2.3.4.). Uvadim pouze vysledky pro média YNB-glu a M9, protoze vysledky
analyzy média YNB-gal nebyly jednoznaéné.

3.5.1. YNB-glu

Na obr. 20 (str. 43) vidime Western blot médii kontrolni C. parapsilosis a smé&sné
kultury C. parapsilosis a P. aeruginosa, analyzované pomoci protilatek proti celé
molekule Sapplp, které reaguji i s isoenzymy Sapp2p a Sapp3p. Kontrolni kultura C.
parapsilosis sekretuje nékterou z proteas Sapplp az Sapp3p, zatimco ve smesné kultuie
jsme zadnou z téchto molekul nedetekovaly. Podle mikroskopickych snimkt rostla C.
parapsilosis ve smésné kulture velmi Spatné. Tomu odpovida i vysledek SDS-PAGE -
pokud C. parapsilosis sekretovala néjaké enzymy, pak v pfili§ malé mife na to,
abychom byly schopny je detekovat a vSechny proteiny nalezené SDS-PAGE ve smésné
kultute C. parapsilosis a P. aeruginosa byly shodné s proteiny v kontrolni kultufe P.

aeruginosa (viz 3.6.1., obr. 22).

Vzhledem k tomu, ze jsme ve smésné kultufe nepozorovaly zaddné proteinasy,

netestovaly jsme vzorky dale na pfitomnost jednotlivych isoenzymu Sapp.
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obr. 20: vysledek Western blotu s vyuZzitim polyklonalnich krali¢ich protilatek proti vSem
isoenzymiim Sapp- vzorky z média YNB-glu
1- C. parapsilosis kontrola, 2- C. parapsilosis +P. aeruginosa

3.5.2. Minimalni médium- M9

Naopak, na minimalnim médiu M9 jsme zaznamenaly proteinasy ve smésnych
kulturach, proto jsme zjiStovaly, které konkrétni isoenzymy jsou v médiich pfitomny.
Na obr. 21 (str. 44) je vidét, ze ve smésnych kulturach se vyskytuji proteinasy Sapplp a
Sapp3p, zatimco v kontrolnich kulturach jsme jejich pfitomnost nezaznamenaly. Test na
pritomnost Sapp2p byl negativni pro vSechny vzorky minimalniho média (neuvedena
data). Co se ty€e isoenzymu Sapp3p, existuje piedpoklad, ze ve skuteCnosti neni
kandidou sekretovan. Pokud by pseudomonada byla pfi¢inou mensi Zivotnosti C.
parapsilosis, bylo by mozné, Ze se enzym snadné&ji uvolni z posSkozené buitky do média.
Ptitomnost isoenzymu Sapplp ve smésné kultufe je pozoruhodnd, a to ze dvou divodu.
Jednak C. parapsilosis na M9 roste velmi malo, a proto by bylo mozné o¢ekavat, ze 1
sekrece proteinas bude velmi omezend, podobné jako je tomu na médiu YNB-glu
v pfitomnosti P. aeruginosa. Za druhé, je zndmo, Ze produkce isoenzymu Sapplp je
indukovana pfitomnosti exogenniho proteinu v kultufe a tento pifedpoklad
v minimalnim médiu naplnén nebyl. Proto bude vhodné vénovat v budoucnu pozornost
praveé indukci Sapp v C. parapsilosis v ptitomnosti P. aeruginosa pravé v minimalnich

médiich.
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Std 1 Z 3 <

obr. 21: vysledek Western blotu s vyuzitim kralicich polyklonalnich protilatek proti Sapplp a
Sapp3p- vzorky z minimalniho média M9

Std- standard Kaleidoscope, 1- C. parapsilosis kontrola (1. kultivace), 2- C. parapsilosis +PAK
(1. kultivace), 3- C. parapsilosis kontrola (2. kultivace), 4.- C. parapsilosis +PAK (2. kultivace)

3.6. Vysledky stanoveni N-terminalni sekvence proteinii sekretovanych
do médii

Z Siroké Skaly proteinti nalezenych v rtiznych vzorcich zahusténych supernatantl ze
tii médii byly pfednostné analyzovany ty, které se nachazely pouze ve smésnych
kulturach a u kterych lze predpoklédat, Ze souviseji se vzdjemnou interakci bakterie a
kvasinky. Zde je vycet nalezenych proteinli z riznych kultivaci — na nasledujicich
obrazcich jsou zobrazeny vysledky SDS-PAGE, proteiny jsou obarveny stiibrem [64].
Aminokyselinové sekvence byly porovnany s genomovymi databidzemi kandid a

pseudomonady a s databazi NCBI (National Center for Biotechnology Information).

3.6.1. YNB-glu
Kultivace v tomto médiu byla nékolikrat opakovana a vysledky SDS-PAGE se pro

jednotlivé kultivace v médiu YNB-glu velmi lisi. Pfi¢ina tohoto jevu ndm neni znadma.

Na obr. 22 (str. 45) vidime vysledky prvni kultivace. Ve smésné kultute C. albicans
a pseudomonddy byl nalezen protein, ktery se nenachédzel v Zadném z kontrolnich
vzorkl. Bylo zjiSténo, Ze se jedna o hypoteticky protein €. 8 z rodiny LDG z C. albicans
(viz tab. 3, str. 49). Kompletni proteinova sekvence obsahuje o 20 aminokyselin vice,
nez protein nalezeny v naSem vzorku. Tento Usek je lokalizovan na N-konci proteinu a
je pravdépodobné, ze se jednd o signdlni peptid (v tab. 3, str. 49 jsou uvedeny N-
koncové sekvence, které byly ziskdny sekvenaci a porovnavany s genomovymi

databazemi). Podle literatury byl protein LDGS jiz dfive identifikovan v sekretovanych
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materidlech C. albicans- v biofilmu a klasickych kulturach [57], jinak o ném vSak neni

mnoho znamo.

HE168+PAK

— —

3
=
i
I
(=1

——

v L ! hypotetical

atata LOG family
E/ protein &

15 L‘DE: F_5 — (HE168)

I |
PAK PEZ+PAK

std 2 3 4 5 J

obr. 22: SDS PAGE vzorkt z YNB-glukdzového média (1).

std- standard Kaleidoscope, 1- C. albicans (HE 169) kontrola, 2- C. parapsilosis (P 69)
kontrola, 3- P. aeruginosa (PAK) kontrola, 4- smesna kultura C. albicans +PAK, 5-smésnd
kultura C. parapsilosis +PAK

Proteiny nalezené v kultivaénim médiu smésné kultury pseudomonady a C.
parapsilosis byly totozné s proteiny kontrolni kultury bakterie, C. parapsilosis tak
ziejme nesekretovala Zadné proteiny detekovatelné metodou SDS-PAGE ve sledovaném

rozsahu molekulovych hmotnosti (viz 3.5.1.).

Na obr. 23 (str. 46) je oznaCen protein, ktery se vyskytoval pouze ve smésné kultute
C. parapsilosis a P. aeruginosa béhem 2. kultivace na médiu YNB-glu. Sekvenace zde
byla provedena, ale pfisluSny protein bohuzel nebyl nasledné nalezen v databazi. Na
médiu YNB-glu z riznych kultivaci se nalezené proteiny liSily- protein 8 z rodiny LDG
byl na ptiklad nalezen ve vzorku z prvni kultivace, ve vzorku z druhé¢ ani tteti kultivace

se ale jiz nenachazel.
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obr. 23: SDS PAGE vzorkii z YNB-gluk6zového média (2)

standard Kaleidoscope, 1- C. albicans (HE 169) kontrola, 2- C. parapsilosis (P 69) kontrola, 3-
P. aeruginosa (PAK) kontrola, 4- smésna kultura C. albicans +PAK, 5- smésna kultura C.
parapsilosis +PAK (po 49 h kultivace), 6- C. parapsilosis +PAK (po 23 hod kultivace)

Ve vzorcich ze tieti kultivace bylo nalezeno hned nékolik enzymii P. aeruginosa ve
smésné kultute s C albicans (obr. 24, str. 47). Jednalo se na ptiklad o ,,putative phage
tail sheath protein* (P. aeruginosa 39016) (viz tab. 3, str. 49), ktery je strukturné
pfibuzny s proteiny, které nachdzime na bakteriofdzich- podobné proteiny u gram-
negativnich bakterii slouzi k transportu proteint pies bunécnou sténu a nékdy také do
hostitelské bunky [58].

»Heme acquisition protein HasAp*“ (P. aeruginosa PAT) (viz tab. 3, str. 49) je
sekretovany protein, ktery ma specifickou oblast se schopnosti vazat hem. Bakterie ho
vyuziva predevSim v situacich, kdy postrada zelezo a to je pfitomno v okoli praveé
v podobé hemu [59].

Thioredoxin (P. aeruginosa PAT) (viz tab. 3, str. 49) byl nalezen ve smésné
kultute bakterie a C. parapsilosis. Je to vyznamny antioxidant, je tedy sekretovan v
odpovédi na oxidativni stres — ten muze byt vyvolan na piiklad ptitomnosti tézkych

o

kova.
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obr. 24: SDS PAGE vzorkii z YNB-gluk6zového média (3)

std- standard Kaleidoscope, 1- C. albicans (HE 169) kontrola, 2- C. parapsilosis (P 69)
kontrola, 3- P. aeruginosa (PAK) kontrola, 4- smeésna kultura C. albicans +PAK, 5-
smesnd kultura C. parapsilosis +PAK

3.6.2. YNB-gal

Na médiu YNB-gal se vysledky mezi jednotlivymi kultivacemi také lisily. Na obr. 25
(str. 48) je vysledek druhé kultivace, prvni kultivace nepfinesla zadné dulezité vysledky.
Dva proteiny nalezené ve smésné kultufe C. albicans a pseudomonady na tomto
obrazku se ve vysledcich prvni kultivace v tomto médiu vitbec nenachazely nebo byla

jejich ptitomnost nepriikazna.

Jeden zproteinii byl zpocatku povazovan za LDG family protein, bohuzel N-
koncova sekvence aminokyselin tomu neodpovidala a protein nebyl nalezen v databazi.

Dal$im z nalezenych enzymt je bakterialni keratinasa KP1 (P. aeruginosa strain KS-
1). P. aeruginosa dokaze degradovat riizné substraty jako P-keratin, zelatinu nebo
fibrin. Substraty keratinas jsou obecné struktury typu vlasii, pefi a jinych kozZnich
derivati a to fadi keratinasy do specidlni tfidy proteas. O dalSim nalezeném
hypotetickém proteinu PA2G 05851 (P. aeruginosa 2192) nebyly zjistény zadné blizsi
informace (obr 25, str. 48).
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obr. 25: SDS PAGE vzorktl z YNB-galakt6zového média (2)
std- standard Kaleidoscope, 1- C. albicans (HE 169) kontrola, 2- C. parapsilosis (P 69)
kontrola, 3- P. aeruginosa (PAK) kontrola, 4- smésna kultura C. albicans +PAK, 5- smésnd

kultura C. parapsilosis +PAK

3.6.3. Minimalni médium- M9

Pfi kultivacich na minimdlnim médiu byla sekrece proteinit pomérné konstantni a
vysledky vSech kultivaci byly téméetf shodné. Smésné kultury ovSem obsahovaly pouze
proteiny totozné s proteiny v kontrolnim vzorku P. aeruginosa (viz obr. 26). Pomoci
Western blotu jsme sice nalezly v téchto smésnych kulturach isoenzymy Sapp, coz
naznacuje, ze v médiu mohou byt pfitomny proteiny sekretované kvasinkou C.

parapsilosis. Jejich koncentrace je vSak natolik nizka, ze b&Znou SDS-PAGE je

nezachytime.
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obr. 26: SDS PAGE vzorkli z minimalniho média
std- standard Kaleidoscope, 1- C. albicans (HE 169) kontrola, 2- C. parapsilosis (P 69)
kontrola, 3- P. aeruginosa (PAK) kontrola, 4- C. albicans +PAK, 5- C. parapsilosis +PAK
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Pravdépodobnou pticinou vysokého zastoupeni bakteridlnich proteinli ve vzorcich

minimalniho média je fakt, Ze kandidy rostou na M9 pomérn¢ Spatné.

Dominantnimi enzymy vyskytujicimi se ve vétSiné kontrolnich kultur P. aeruginosa

a také v nékolika smésnych kulturach je aminopeptidasa (P. aeruginosa 39016) a

elastasa (Zn metaloproteasa, P. aeruginosa strain K). V tab. 3 si mizeme povSimnout,

ze N-koncova sekvence aminopeptidasy je totozna se sekvenci keratinasy. Neni zcela

jasné, zda se ve skutecnosti nejedna o totozné proteiny, protoze jsou si dost podobné 1

svymi molekulovymi hmotnostmi. Jedna se vSak o enzymy s podobnou funkci, nebot i

keratinasa patii mezi predpokladané aminopeptidasy [60]. Elastasa je jednim z faktori

virulence bakterie (1.3.5.3.). OvSem, vzhledem k tomu, Ze se oba enzymy nachazeji i

v kontrole, nelze ptedpokladdat, Ze by konkrétné¢ jejich sekrece byla vyvolana

pritomnosti kandidy.

pocet molekulova
Nazev proteinu/ORF N-koncova sekvence | aminokyselin | hmotnost[kDa]
hypoteticky protein ¢. 8 z rodiny
LDG/Ca019.3499 LRTVTLKTFGYPPPQ 167 18,33
putative phage tail sheath
protein/PA39016 004010029 SFFHQVTVTNVD 386 41,18
heme acquisition protein
HasAp/PSPA7 1721 SISISYSTTYSG 205 20,85
thioredoxin/PSPA7 5983 SEHIVNVTD 108 11,81
hypoteticky protein /PA2G 05851 GTYLFQYAQDKDY 152 16,81
keratinase KP1/KS-1 FWTPQKPNPSI 531 56,94
organic solvent tolerant elastase/K AEAGGPGGNQKIG 498 53,54
putative
aminopeptidase/PA39016 001300010 | FWTPQKPNPSI 536 57,54

tab. 3: Proteiny nalezené sekvenaci N-koncového peptidu

Pro sjednoceni kultivacnich podminek a eliminaci chyb zpisobenych riznymi

vn¢jSimi faktory byla provedena jesté jedna kultivace. Zaockovany byly pouze smésné

kultury, a to do vSech tii médii. Z této kultivace bylo ziskano 6 vzorki, jejichZ charakter

mutizeme posoudit na obr. 27 (str. 50).
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obr. 27: SDS PAGE smésnych vzorki ze vSech médii

std- standard Kaleidoscope, 1- C. albicans +PAK (YNB-glu), 2- C. albicans +PAK (YNB-gal),
3- C. albicans + PAK (M9), 4- C. parapsilosis +PAK (YNB-glu) 4- C. parapsilosis +PAK
(YNB-gal) 4- C. parapsilosis +PAK (M9)

Z tohoto obrazku lze vycist, Ze enzym elastasa se v mnohem v¢étsi mife vyskytuje
v kulturach C. parapsilosis. Jedinou vyjimkou je médium YNB-glu, kde tento enzym

viibec nepozorujeme.
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4. DISKUZE

Smyslem ptedkladané prace bylo nalezeni praktickych podminek pro zahajeni projektu
zabyvajiciho se studiem interakci dvou druhti patogennich kandid s bakterii P. aeruginosa.
Testovani metodickych postupll polozilo zéklad pro nové téma a nyni zn¢j mlZeme
odvijet dal$i experimentalni ¢innost. Na ptiklad, v pfipadé¢ mikroskopickych snimkil jsme
si udélaly hruby obraz zejména o kvalitativni strance pieziti mikroorganismi ve smésnych
kulturach. V ptipadé€ vyskytu hyfalni formy C. albicans ve smésné kultute s P. aeruginosa
jsme pozorovaly podobné struktury jako Brand a spol., jejichZ mikroskopické snimky jasné
zobrazovaly adhezi pseudomonddy na povrch C. albicans [26]. Protoze ale mame tadu
nejasnosti ohledné ptivodu nékterych pozorovanych struktur a shlukii, mohly bychom
v mikroskopii vyuzit metody, které by umoznily piesnéji identifikovat pfedmét naseho

zajmu, na ptiklad barveni za G¢elem zjiSténi ne¢kterého z typti bunééné smrti kvasinek.

Stejné tak, diky semikvantitativni analyze poctu kolonii kandid ve smésnych kulturach,
mame jistou predstavu o rozdilu v Zivotnosti mezi C. albicans a C. parapsilosis, ale
zaroven nezname piicinu toho, pro€ se C. albicans dokaze pseudomonad¢ ubranit Iépe, nez
C. parapsilosis. Metody této analyzy jsme pievzaly od Brand a spol. [26], ktefi takto
zkoumaly rozdilnou Zivotaschopnost hyfalni a kvasinkové formy C. albicans v ptitomnosti
P. aeruginosa. PouZzivali dva typy médii, z nichZ prvni indukovalo rist kandidy v podobé&
blastospory a druhé bylo vhodné k riistu hyfalni formy. My jsme ale také objevily riizné
morfologické formy na nadmi testovanych médiich — pfi kultivaci na médiich YNB jsme
pozorovaly blastospory, na minimalnim médiu zase hyfy C. albicans, a to jak ve smésnych
kulturach s P. aeruginosa, tak 1 v kontrolnich kulturdch C. albicans. Porovname-li
vysledky Brand a spol. a naSe vysledky, mizeme potvrdit, ze zivotnost C. albicans je ve
smésné kultufe v minimélnim médiu o pozndni nizsi, nez v médiich YNB, ackoli nase
kultivace probihaly v uz§im casovém horizontu. Je to jediné médium, na kterém jsme
zaznamenaly Ubytek Zivotaschopnych bunck v koncovém bodu kultivace (ve dvou ze tfi

méfeni).

Hypoteticky protein 8 z genové rodiny LDG, ktery jsme analyzovaly ve smésné kultute P.

aeruginosa a C. albicans a ktery je sekretovan C. albicans, by nam mohl pomoci odhalit

vvvvv

parapsilosis. Dalsi postupy by tak mohly zahrnovat expresi genu LDG 8 v C. parapsilosis

s vyuzitim plazmidu s galaktézovym promotorem. Na druhou stranu nas vSak limituje fakt,
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Ze tento protein byl ndmi zatim nalezen pouze v jediné kultivaci a navic nezndme jeho
funkci. Je zasadni nalézt vhodné kultivaéni podminky, abychom mohly protein opét
identifikovat a 1épe mu porozumét. Thomas a spol. se ve své praci jiz s timto proteinem
setkali, mozna by tedy bylo uzitecné zvolit podobné kultivaéni podminky a dalsi

metodické postupy vyuzité v jejich experimentu [57].

Pro tento typ vyzkumu se také nabizi moznost vyuziti DNA ¢ipi ke sledovani genové
exprese kandid ovlivnéné piitomnosti bakterie. Tato metoda by vyrazné pomohla najit
rozdil v genové expresi ve smésnych a kontrolnich kulturach a usnadnila by tak odhaleni
faktorti odpovédnych za obranu pted pseudomonadou. Problém sledovani exprese by se
vSak mohl vyskytnout, pokud bychom nebyly schopny odd¢lit bakteridlni buiiky od bunék
kandid. Tuto situaci bychom mohly obejit, pokud by se nam podatilo udrzet bunky kandid
a bakterie odd€lené¢ vhodnou membranou jiz béhem kultivace. Pokud by se vSak ukazalo,
ze vyznamnou roli v interakci obou kandid s P. aeruginosa hraje ptimy kontakt bun€k a
adheze bakterie na povrchové struktury kandid, pak by tato metoda nebyla vhodnd ke
sledovani genové exprese. Jinou moznosti je izolace bunck C. albicans v
klicovém okamziku kultivace, kdy dochdzi k vymizeni pseudomonady v kultufe nebo
vyuziti gradientové centrifugace, ktera by zarucila oddéleni bun€k pseudomonady a

kandid.
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5. ZAVER

V ramci naSeho sledovani interakce P. aeruginosa s C. albicans a C. parapsilosis
jsme testovaly tfi rizna kultivaéni média a zjistily, Ze vSechna tfi jsou vhodna pro

studium vzajemnych interakci obou mikroorganismi.

Mikroskopické snimky, konstrukce rastové kiivky a test preziti kandid ukazuje, ze
zivotnost C. albicans je v pfitomnosti P. aeruginosa vyS$$i, nez Zzivotnost
C. parapsilosis. Potvrdily jsme ovSem zvySenou citlivost hyfalni formy C. albicans

na pritomnost pseudomonady.

Odhalily jsme mnohé sekretované enzymy vcetné izoenzymu sekretovanych
aspartatovych proteinas C. parapsilosis (Sapp) a enzymu bakterie P. aeruginosa,

které jsou, nebo by mohly byt potencialnimi virulenénimi faktory (elastasa).

Nalezly jsme a identifikovaly jediny protein, ktery byl sekretovan do média
kandidou (C. albicans) pouze ve smésnych kulturdch s P. aeruginosa. Tento
protein je hypotetickym proteinem €. 8 z genové rodiny LDG a jeho funkce je

prozatim neznama.
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