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ABSTRAKT

Oportunisticky patogenni druhy kvasinek rodu Candida jsou castym puvodcem
kvasinkovych infekei ¢loveéka. Ackoli se pozornost dnesni mediciny soustfedi spiSe na
vyvoj léku proti rakoving, AIDS nebo Alzheimerové chorob¢, neni mozné opominout ani
hrozbu systémovych kandidéz. Ty predstavuji velké nebezpe¢i pro jedince se snizenou
imunitou a jsou spojeny s vysokou mortalitou, pfi¢emz terapie je finan¢né naroc¢na a ne
vzdy G¢inna. Bakterie Pseudomonas aeruginosa by mohla byt jistou inspiraci v boji proti
patogennim kvasinkam, protoze dokaze inhibovat rist nejrozsifenéjSiho ptivodce rodu
Candida, C. albicans. P. aeruginosa jednak produkuje fadu toxickych nizkomolekularnich
latek a zaroven ne zcela znamym mechanismem interaguje s bunéénou sténou C. albicans
a tak podporuje jeji lyzi. Nicméné, koexistence téchto mikroorganismil je také mozna a
jejich vzadjemny vztah zalezi na riznych faktorech. Tato skuteCnost byla zjiSténa diky
tomu, Ze nékteré nemoci a patologické stavy se vyznacuji koinfekei pacienta vyvolanou jak

puvodcem P. aeruginosa, tak C. albicans.

V této praci jsem studovala mechanismy interakce mezi patogenni kvasinkou C. albicans
a bakterii P. aeruginosa pomoci a) sledovani genové exprese C. albicans v kokultuie C.
albicans + P. aeruginosa b) analyzy filtrovanych médii obou mikroorganismi a jejich

kokultury metodou plynové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii (GC/MS).

Zjistila jsem, Ze v kokultute dochazelo ke zménam Vv expresi 107 gend, které koduji z vEtsi
¢asti proteiny s regulacni funkci v transkripci, translaci a modifikaci proteint, ale exprese
se meénila také u genli zodpovédnych za biosyntézu bunééné stény kvasinky (KRES,
ortolog S.c. MNT2), transport malych molekul (CDR1, ortolog S.c. VBA5) nebo
metabolismus aminokyselin (ARO2, ARO7) a mnoha jinych. Ve shodé s témito vysledky
odhalila analyza médii GC/MS snizenou produkci autoinduktoru fenethylalkoholu
(inhibitor hyfalniho rustu C. albicans) a zaroven ptitomnost neobvyklé oxidované formy
jiného autoinduktoru C. albicans E,E-farnesolu (také inhibitor hyfalniho rastu C. albicans)

Vv kokultute C. albicans + P. aeruginosa.



ABSTRACT

The genus Candida includes several opportunistically pathogenic species which are
common causative agents of the yeast infections in humans. Although current medical
research is focused mostly on cancer, AIDS, or Alzheimer disease, the problem of systemic
candidiases cannot be neglected. These infections represent a real threat to the
immunocompromissed patients, they are connected with a high mortality rate and
expensive medication with poor prognosis. Pseudomonas aeruginosa could be an
inspiration in a way of how to eliminate the pathogenic yeasts. The bacterium can inhibit
growth of the most common yeast species of the genus Candida, C. albicans. This effect is
based on production of toxic substances by the bacterium and on interaction of the
bacterium with the C. albicans cell wall, which leads to the lysis of the yeast cells and
which is not fully understood. Nevertheless, coexistence of these microorganisms is also
possible and their relationship is affected by various factors. Knowledge of these inter-
microbial interactions was obtained from studies of diseases and pathologies, during which

C. albicans + P. aeruginosa coinfections occur.

In this thesis | studied mechanisms of interaction between pathogenic yeast C. albicans and
bacterium P. aeruginosa by a) C. albicans gene expression monitoring in coculture of C.
albicans + P. aeruginosa b) analysis of filtered culture media of both microorganisms and

their cocultures by gass chromatography/mass spectrometry (GC/MS) method.

| found that transcription of 107 genes was changed in the coculture. These genes encode
mainly proteins with regulatory function in transcription, translation or protein
modification but also other genes were influenced — genes responsible for C. albicans cell
wall biosynthesis (KRE5, ortholog S.c. MNT2), small molecule transport (CDRL1, ortholog
S.c. VBADS) or amino acids metabolism (ARO2, ARO7) and many others. In agreement with
the gene expression results, GC/MS analysis revealed decreased production of
autoinductor phenethyl alcohol (inhibitor of C. albicans hyphal growth) and simultaneously
occurrence of unusual oxidized form of another C. albicans autoinductor E,E-farnesol

(inhibitor of hyphal growth, too) in coculture C. albicans + P. aeruginosa. (In Czech)



Obsah

Seznam pouzitych zkratek
1. LITERARN{ PREHLED
1.1.1. Patogenita
1.1.1.1. Candida albicans
1.1.2. Virulenéni faktory
1.1.2.1. Morfologie a vratné¢ zmény fenotypu
1.1.2.2. Ostatni virulentni faktory
1.2. Interakce kvasinek rodu Candida s lidskym imunitnim systémem
1.2.1. Systémové kandidozy
1.2.1.1. Nespecifické imunitni reakce
1.2.1.2. Unikové mechanismy kandid
1.2.1.3. Specifické imunitni reakce
1.2.2. Povrchové kandidozy
1.2.2.1. Vaginalni kandidozy
1.2.2.2. Oréalni kandidozy
1.3. Interakce kvasinek rodu Candida a bakterie Pseudomonas aeruginosa
1.3.1. Pseudomonas aeruginosa a cysticka fibroza
1.3.2. Interakce mikroorganismii in vivo a in vitro
1.4. Genom patogennich kvasinek rodu Candida
1.4.1. Uvod do problematiky genetického vyzkumu kvasinek rodu Candida
1.4.2. Prvni poznatky o genomu kvasinek rodu Candida
1.4.3. Pohlavni rozmnozovani kvasinek rodu Candida (,,mating®)
1.4.4. Karyotyp kvasinek rodu Candida
1.4.5. Genové manipulace patogennich kvasinek rodu Candida
1.4.5.1. Nahodna mutageneze
1.4.5.2. Cilend mutageneze
1.4.6. Sekvenace a mapovani genomu C. albicans
1.4.6.1. Geneticky model C. albicans — porovnani s ostatnimi modely
1.4.7. Geny a genové rodiny kvasinek rodu Candida
1.4.7.1. Hyfaln¢ specifické geny
1.4.7.2. Geny specifické pro produkci biofilmu

1.4.7.3. Genova regulace vratné zmény fenotypu — ,,white-opaque switching

(WOS)“
1.4.7.4. Geny zprosttedkujici ziskavani zeleza
1.4.7.5. Genové rodiny spojené s virulenci C. albicans
1.5. DNA ¢ipy — princip metody
2. MATERIAL A METODY
2.1. Chemikalie a pfistroje
2.1.1. Bézné chemikalie
2.1.2. Specialni chemikalie
2.1.3. Sady
2.1.4. Buné¢ny material
2.1.5. Pristroje
2.1.6. Ostatni material
2.2. CIL PRACE
2.3. Metodika
2.3.1. Kultivace mikroorganismu

O O O NN~NO O Ol



2.3.2. Rustova kiivka
2.3.3. DNA ¢ipy
2.3.3.1. Izolace celkové RNA
2.3.3.2. Kvantitativni a kvalitativni analyza vzorkid RNA
2.3.3.3. Izolace mRNA pomoci sady ,,Micro Fast Track (MFT) 2.0
2.3.3.4. Syntéza cDNA a znaceni

2.3.3.5. Srazeni a purifikace cDNA s pouzitim sady ,,QlAquick PCR Purification

Kit*
2.3.3.6. Hybridizace na DNA ¢ip C. albicans
2.3.3.8. Skenovani DNA ¢ipu
2.3.3.9. Vyhodnoceni dat
2.3.3.10. Statistické vyhodnoceni dat
2.3.4. Kultivace C. albicans v ptitomnosti P. aeruginosa a fluconazolu
2.3.4.1. Semikvantitativni test preZiti
2.3.4.2. Analyza kultivacnich médii metodou plynové chromatografie spojené
s hmotnostni spektrometrii (GC/MS)
3. VYSLEDKY
3.1. Ristova kitivka
3.2. Kvalitativni a kvantitativni analyza vzorkiit RNA
3.3. Zmény na urovni genové exprese C. albicans v kokultufe
C. albicans + P. aeruginosa
3.3.1. Bunécna sténa
3.3.2. Cytoplasmatickd membrana
3.3.3. Cytoskeleton
3.3.4. Metabolismus mastnych kyselin a lipida
3.3.5. Transport proteint
3.3.6. Transport malych molekul
3.3.7. Metabolismus aminokyselin a peptida
3.3.8. Metabolismus sacharidii
3.3.9. Energie
3.3.10. Pohlavni rozmnozovani (,,mating*‘), white-opaque switching, signalizace
3.3.11. Mitoza
3.3.12. Chromatin a struktura chromozomu
3.3.13. Replikace a metabolismus nukleotid
3.3.14. Transkripce a proteosyntéza
3.3.15. Modifikace a degradace proteinti
3.3.16. Metabolismus koenzym a kofaktort
3.3.17. Geny s neznamou funkci
3.4. Kultivace C. albicans v pfitomnosti P. aeruginosa a fluconazolu

36
36
37
37
38
39

40
40
41
41
43
43
44
44
44
46
46
46
48
48
52
53
54
54
54
54
55
55
55
56
57
57
57
57
57
58
58
58

3.5. Analyza kultivacnich médii metodou plynové chromatografie spojené s hmotnostni

spektrometrii (GC/MS)
4. DISKUSE
5. SOUHRN
SEZNAM LITERATURY

62
66
70
71



Seznam pouZitych zkratek
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1. LITERARNI PREHLED

1.1. Rod Candida, Candida albicans

1.1.1. Patogenita

Zname piiblizné 200 druhi kvasinek rodu Candida a asi desetina z nich jsou oportunistické
patogeny, které mohou ohrozovat jedince s oslabenou imunitou [1].

Neékteré druhy se Casto vyskytuji jako soucast prirozené lidské mikroflory a nechovaji se
invazivné. Az ve chvili, kdy dojde k uré¢ité dysfunkci imunitni odpovédi jedince, se tento
neskodny eukaryotni mikroorganismus proméni ve skutecny patogen. Ten je pivodcem

infekei, které se zasadn¢ liSi svou zavaznosti.

Infekce, které jsou vyvolany kandidami, obecné nazyvame kandiddézy. Mezi relativné
neskodné kandidozy fadime povrchové infekee, tedy koZni a slizni€ni onemocnéni, jakymi
jsou naptiklad vaginalni ¢i oralni kandidézy. Tyto infekce jsou sice nepiijemné, ale
obvykle neznamenaji velkou hrozbu pro pacienta a nezanechavaji trvalé nasledky. Dochazi
k nim Casto po 1é¢bé antibiotiky [2], anebo zméni-li se charakter slizni¢niho ¢i kozniho
prostiedi organismu, typicky pH. Kandidy jsou na pH vné&jsiho prostiedi citlivé uz proto, Ze
ma vliv na regulaci jejich genové exprese [3]. Jinym rizikovym faktorem je onemocnéni
diabetes mellitus (cukrovka) [4]. Piedevs$im pacienti, Ktefi nedodrzuji piedepsanou lé¢bu
cukrovky a maji tak v krvi pfili§ vysokou hladinu glucosy (hyperglykémie), jsou nachylni
ke kandidozdm. Kvasinka vyuzivd krevni cukr jako vyzivu a zaroven je chranéna pied

imunitnim systémem, ktery v hyperglykemickém prosttedi nepracuje tak, jak by mél [5].

Opravdu zavazné jsou vSak systémové infekce, které maji za nasledek vysokou imrtnost
napadenych pacientll. Jednim z projevi systémovych kandidoz je stav zvany kandidémie,
neboli pfitomnost kandidy v krevnim ob&hu. Pokud se kandida dostane do krevniho ob&éhu
pacienta se zdravym imunitnim systémem, pravdépodobné u n¢j k systémové infekci
nedojde a kandidémie sama odezni. V opacném piipadé mize kandida zacit napadat vnitini
organy a systémova infekce bohuzel ¢asto vede az k septickému Soku a smrti pacienta [6].
Ptic¢inou systémovych infekci je vazné potlaceni nebo celkovy kolaps imunitniho systému.
Dochazi k nim tedy pfedev§im po transplantacich (lé€ba imunosupresivy), pii lécbé

leukémie a jinych forem rakoviny (chemoterapie), u pacientti s nemoci AIDS [7], anebo



vV pfipadé¢ jinych onemocnéni, mezi jejichz privodni znaky patii ztrita piirozené
obranyschopnosti. Rizikova je také lé¢ba Sirokospektrymi antibiotiky [1].

Rizné druhy kvasinek rodu Candida se lisi v mnoha ohledech, ale z medicinalniho
hlediska je asi nejzasadné&jsi, ze kazda z nich pfednostné vyvolava rizné druhy infekci u

ruznych typi pacientii a rozdil je také ve zptisobu pfenosu infekce.

1.1.1.1. Candida albicans

C. albicans je modelovou kvasinkou mezi kandidami, protoze je stale nej¢astéj$im a proto i
nejstudovanéjsim piivodcem infekci v ramcei rodu Candida. Tyto infekce vSak nejsou nutné
vazany na néjaky vnéjsi zdroj, protoze C. albicans se typicky vyskytuje v piirozené lidské
mikroflofe vétSiny jedincl a prenasi se jiz v okamziku narozeni z matky na potomka
(endogenni pienos) [8], ¢imZz se odliSuje od vétsiny ostatnich druhti kvasinek rodu
Candida. Ke zmén¢ komenzalniho souziti v infekci tak staci jiz zminé€na porucha imunity.
C. albicans je stale nejcastéji izolovanou kandidou z ustni sliznice a traviciho traktu [9]. Je
také typickym plivodcem vagindlnich kandid6z, ackoli je zde Casto doprovazena i jinymi
druhy, naptiklad C. glabrata, C. tropicalis aj. [10]. Nicméné, C. albicans stale drzi
prvenstvi i jako ptvodce systémovych kandidoz, ackoli vyskyt tak zvanych non-C.
albicans druhti se zvySuje, a to ziejm¢ i pod vlivem 1é¢by azolovymi antimykotiky [9].
Zacatek 21. stoleti znamenal velky nartst vyskytu téchto non-C. albicans druht, ale az na

vyjimky je C. albicans stale celosvétoveé nejrozsifenéjsi patogenni kvasinkou [11].

1.1.2. Virulenéni faktory

1.1.2.1. Morfologie a vratné zmény fenotypu

Morfologické znaky se i v ramci rodu Candida mohou lisit a rizné morfologické formy
jsou vyznamnou podminkou pro UspéSny vznik a vyvoj infekce. Patogenni kvasinky jsou
Vv z&vislosti na okolnim prostfedi schopny pfechazet z jednoho morfologického typu na
druhy. V prib&hu invaze mikroorganismu se podminky neustdle méni, a proto jsou rizné
faze infekce spojeny s riznymi morfologickymi znaky kandid. Neni tedy nijak pfekvapivé,
7e schopnost morfogeneze je jednim z dilezitych virulentnich faktori téchto kvasinek.
Mezi zékladni morfologické formy fadime kvasinkovou buiku (blastospora) a vlaknité

formy, jakymi jsou hyfa nebo pseudohyfa (viz obr. 1, str. 8) [12]



obr. 1: Morfologické formy patogennich kvasinek rodu Candida.
Mikroskopické snimky byly potizeny ze vzorkd kultur C. albicans (fotografie poskytla Ing. Vaclava
Bauerova, UOCHB AV CR, v.v.i.)

Morfologie C. albicans
C. albicans kromé typické blastospory vytvaii i hyfy a pseudohyfy. Testy na mySich

odhalily, Ze v pocatecni fazi infekce hraje hlavni roli kvasinkova forma C. albicans a ze



mutanti, jejichz fenotyp je vdzan pouze na vldknitou formu, byvaji prokazatelné¢ méné
virulentni [13]. Vlaknita forma je nicméné nepostradatelna v dalsich stadiich infekce, takze
kvasinka, ktera je odkazana pouze na fenotyp blastospory, také ztraci na své virulenci.
S timto faktem tzce souvisi také jev zvany vratnd zména fenotypu, ktery se vyznacuje
spontanni pifeménou fenotypu kolonii kvasinek nezavislou na zménach prostiedi.
Nejznaméjsi je takzvany ,,white-opaque switching* (WOS) u kmenu WO-1 C. albicans,
ktery zplisobuje nepfili§ Casté pfemény mezi buiikami formujicimi bilé a hladké kolonie a
témi, které tvofi kolonie Sedé a ploché. Fenotyp je obvykle dédicny a buinky rtznych
fenotypt se 1i§i v mnoha ohledech. Zajimavé je, ze u bilého fenotypu je zcela bézna tvorba
hyf, kdezto Sedy fenotyp je spojen S vlaknitou formou spiSe vzacné [14]. Tomu odpovida i
pozorovani, podle kterého kvasinky Sedého fenotypu oproti bilym uspésné kolonizuji

povrch pokozky, ale pfi systémovych infekcich je vice virulentni fenotyp bily [15].

1.1.2.2. Ostatni virulentni faktory

Dulezity je uzky vztah mezi morfologii kvasinek a dal§imi virulentnimi faktory, jakymi
jsou tvorba biofilmu (typicky hyfalni a pseudohyfalni formy) [16] nebo rizné adhezni a
biofilm, sekretované hydrolasy) a 1é¢by kandidoz (antimykotika) odkazuji na svou
bakalatskou praci Interakce mezi patogennimi kvasinkami rodu Candida a bakterii

Pseudomonas aeruginosa [17].

1.2. Interakce kvasinek rodu Candida s lidskym imunitnim systémem

1.2.1. Systémové kandidozy

Lécba systémovych kandidoz je velmi obtizna, jednak proto, Ze si kandidy vytvéaieji
rezistenci na antimykotika a déale diky obrannym strategiim, které jim zarucuji ochranu
pfed imunitnim systémem. Vztah mezi imunitnim systémem cloveéka a infekci ptivodcem
Candida je velmi problematicky, a ackoli lidské B-lymfocyty produkuji specifické
protilatky proti antigenim kandid, jejich potencial zlepsit stav pacienta je zatim sporny,
protoze vysledky studii terapeutického ucinku specifickych protilatek jsou casto

protichiidné [18, 19].



V nésledujicich odstavcich uvadim mechanismy piirozené (vrozené) a adaptivni (ziskané)
imunity, které umoziuji rozpoznat a nasledné¢ eliminovat kvasinky rodu Candida a ochranit

tak pacienta v ramci systémové odpovédi organismu.

1.2.1.1. Nespecifické imunitni reakce

Zakladnim obrannym faktorem nespecifické imunity je fagocytoza cizorodych castic. Pti
infekcich vyvolanych puvodci rodu Candida je zaroven nejzasadnéj$im imunitnim
mechanismem obrany vubec. Fagocytozy se ucastni makrofigy a neutrofily a velmi
dalezitym prostfednikem prezentace kvasinkového antigenu jsou dendritické buiiky, které
maji i vyhodnou lokaci, nebot’ se nachazeji na povrchu sliznic, v kazi i v tkanich [20].
Nezrald dendritickd bunka nejprve fagocytuje kandidu prostfednictvim mannosového
receptoru (rozeznava N-mannosylové zbytky kvasinky) a receptoru toll-like 4 (rozeznava
O-mannosylové zbytky kvasinky). Poté prezentuje kvasinkové antigeny a dale stimuluje
zrani T-lymfocytt [21].

1.2.1.2. Unikové mechanismy kandid

Fagocytdza je bezesporu zivotné dulezita, ale kandidy si bohuZzel vyvinuly fadu strategii,
které jim umoziiuji tento obranny mechanismus obejit. Nékteré z nich dokazou zabijet
bunky makrofagii a neutrofild a konkrétné C. albicans je vué¢i fagocytujicim bunikam
mnohem agresivnéjsi, nez jakykoli jiny druh kvasinky rodu Candida [22]. Pokud je C.
albicans fagocytovana, zahajuje rist hyf, které prorustaji makrofagem. Makrofag umira a
kvasinka unika ven, kde se muze dale délit [23]. C. albicans zabiji i neutrofily ve vétsi
mife, neZ ostatni patogenni kvasinky rodu Candida [22].

Candida glabrata je sice striktné vazana na morfologii blastospory, ale pfesto dokaze
fagocytujici buniku zahubit. Je-li C. glabrata pohlcena, pteziva, a mnozi se nepozorovana
uvniti makrofaga tak dlouho, dokud makrofag nepraskne [22, 24].

C. lusitaniae vytvaii pseudohyfy a nékdy produkuje krat$i fetizky bunék, které jsou
makrofdgem Spatn€ rozpoznavany a které se tak mohou opét nepozorované mnozit uvnitt

fagocytujici bunky [22].
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1.2.1.3. Specifické imunitni reakce

Soucasti specifické (adaptivni) bunécné imunity jsou T-lymfocyty, B-lymfocyty a
plazmatické bunky. Humorélni slozkou jsou protilatky a cytokiny.

T-lymfocyty se déli na dva zakladni typy, a to pomocné (Th) a cytotoxické (Tc) T-
lymfocyty. Pomocné T-lymfocyty jsou dale dvojiho hlavniho typu, Thl a Th2. Tyto
imunitni buiiky hraji dilezitou roli ve vztahu ke kvasinkovym infekcim a predevsim maji
zcela odliSny mechanismus u¢inku. T-lymfocyty produkuji cytokiny (rozpustné signalni
molekuly) které ovliviiuji celou fadu imunitnich procesti, véetné¢ fagocytdzy. Produkce
cytokini ma velmi zdsadni vyznam pro to, zda bude kandida invazivni, anebo bude zit
s ¢lovékem v komensalnim vztahu [25]. Cytokiny produkované lymfocyty Thl fagocytézu
podporuji, kdezto cytokiny lymfocytti Th2 ji potlacuji. Cytokiny jednoho typu T-lymfocytt
pusobi proti zrani druhého typu, takze pokud jsou produkovéany predevsim cytokiny Th2,
systém ochranného uc¢inku lymfocyt Thl pied kvasinkovou infekci kolabuje [26].

1.2.2. Povrchové kandidozy

U povrchovych kandid6z je funkce imunitniho systému ¢lovéka velmi spornd. Uplatiiuje se
zde nejen systémova, ale i slizni¢ni imunita a také fakt, ze n¢které kandidy jsou piirozenou

soucasti lidské mikroflory [27].

1.2.2.1. Vaginalni kandidozy

Jednim z Castych problému jsou vaginalni mykozy. Udava se, ze 75 % zen se v prib&hu
zivota setkalo s vaginalni kandid6zou minimaln¢ jednou. Na zakladé experimenti na
ruznych zvifecich modelech bylo zjisténo, ze v pribéhu vaginalni infekce kandidou
dochazi k potlaceni systémovych imunitnich reakci prostiedim vaginalni sliznice. Potlaceni
bunééné imunity je pravdépodobné disledkem snahy o eliminaci zanétlivych reakci
v reproduk¢énim traktu a také prostfedkem k zachovani komenzalniho vztahu clovéka a
kvasinky. Bohuzel vS8ak mohou byt také pti¢inou chronickych infekci, a to pokud se
komenzalni souziti zméni ze strany kandidy v invazivni. V takové situaci se ukazuje
nedokonalost imunoregulacniho systému, tedy pfili§ mirnd imunitni odpovéd’ na infekci
kandidou. SloZitd imunoregulace bohuZel zatim brani vyvoji vakciny, ktera by dokéazala

vaginalnim kandid6zdm zabranit [27, 28].
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1.2.2.2. Oralni kandid6zy

Oralni kandiddzy jsou castou infekei, kterd postihuje pacienty s onemocnénim AIDS. HIV
pozitivni pacienti maji nedostatek lymfocytd Thl a na jejich ukor se u nich prosazuje
bunéénéd imunita zprosttedkovand lymfocyty Th2. Takové prostiedi je vhodné pro vyvoj
infekce, protoze buniky Th2 nepodporuji fagocytozu kandid [29]. Nepostradatelnou soucasti
obrany proti ordlnim kandid6zam jsou samotné epitelidlni bunky ustni sliznice. Dokézou
totiz inhibovat rust n€kolika druhi kvasinek rodu Candida prostfednictvim ptimého
kontaktu s blastosporami i hyfami [30]. Epitelialni bunky rozpoznavaji buné¢nou sténu
kandid (konkrétni struktury zapojené do této interakce nejsou znamy). Infekce aktivuje
jednu z MAP kinasovych drah, ktera podnécuje zanétlivé reakce a systém dokaze rozlisit
mezi komenzalismem a infekci C. albicans, ziejmé na zakladé pievazujici morfologické
formy kvasinky [31]. I kdyz je podobny jev pozorovan i u epitelialnich bunék vaginalni
sliznice, v ptipadé oralnich kandidéz hraje vyznamnéjsi roli, protoze oralni epitelialni

bunky maji az dvakrat vyssi i¢innost inhibice rustu kvasinek [27].

1.3. Interakce kvasinek rodu Candida a bakterie Pseudomonas aeruginosa

1.3.1. Pseudomonas aeruginosa a cysticka fibréza

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni bakterie, ktera je stejné jako nékteré kvasinky
rodu Candida oportunistickym patogenem (viz bakalaiskou praci [17]). P. aeruginosa je
puvodcem raznych, pievazné plicnich infekci, které vazné komplikuji zivot osobam $
diagn6zou nemoci cystické fibrosy (CF). Jedna se o zdvazné geneticky podminéné
onemocnéni, které ovliviiuje prakticky vSechny organové soustavy, pfedevsim pak dychaci
a travici. Je zpusobeno mutaci na genu pro proteinovy kanal CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), ktery je zodpovédny za ptenos chloridovych iontl
a je lokalizovan na buiikach epitelu. Tato mutace zpiisobuje iontovou nerovnovahu, jejimz
projevem je naptiiklad slany pot (malym pacientim se tika ,slané déti®), ale predevsim
velice viskozni slizniéni hlen, ktery zplsobuje mnoho komplikaci pfedev§im v rdmci
dychaci soustavy [17, 32].

Husty hlen znemoZiuje pfirozenou ocistu plic a ty jsou pak nachylngjsi k infekcim. Kromé
P. aeruginosa je jejich astym pivodce také bakterie Burkholderia cepacia [33], ale spolu

S témito bakteriemi jsou z plic pacientd izolovany i patogenni kvasinky rodu Candida.

12



Studium interakce mezi ptitomnymi ptivodci infekce by nam tak mohlo pomoci porozumét
vztahu mezi mikroorganismy a pfinést nové metody 1écby plicnich infekci pacientl

s cystickou fibrosou.

1.3.2. Interakce mikroorganismii in vivo a in vitro

Prvni znamky ovlivnéni ristu kvasinek rodu Candida bakterii P. aeruginosa byly
pozorovany u pacientti, ktefi onemocnéli plicni infekci po operacnim zakroku. Dokud byly
plice kolonizovany obéma druhy mikroorganismu, rust kandid byl potlacen na tkor infekce
pseudomonadou. Nicméné, v okamziku vymyceni bakterie antibiotiky se invazivni rist
kandidy obnovuje a né¢kdy je obtizné ji eliminovat i pfi pouziti antimykotik. Tento princip

funguje in vivo i in vitro [34].

Co se tyce C. albicans, P. aeruginosa je zarucené invazivni vici jeji hyfalni formé [35].
Charakter plicnich infekci tak ptreduréuje C. albicans k omezeni rustu, nebot’
mikroorganismy produkuji pfi povrchovych infekcich biofilm a ten je spjat praveé
s vyskytem vlaknité formy C. albicans. Zda se, Ze pro tuto interakci je nutny pfimy kontakt
obou mikroorganismu, ktery vyvolava lokalni lyzi kvasinky. Citlivost C. albicans na
piitomnost P. aeruginosa je pravdépodobné ovlivnéna i nékterymi jejimi povrchovymi
glykoproteiny — O-mannanové glykoproteiny jsou ziejmé dulezitym protektivnim faktorem
hyfalni formy kvasinky. Mutanti s defektem v tvorbé O-mannosyla¢nich proteintit Mntlp a
Mnt2p méli totiz Vv pfitomnosti P. aeruginosa jesté niz$i Zivotnost) [35] a Vjiném
experimentu byla navic pozorovana i jejich snizena virulence [36]. Typicky hyfalné
specifické glykoproteiny (Hyrlp, Hwplp a Als3p, viz kap. 1.4.7.1.) vSak ziejmé pfii
interakci s bakterii nehraji roli [35].

Ukazalo se ovsem, ze rust C. albicans je inhibovan i v ptitomnosti prostého filtratu z média
P. aeruginosa. Je to zptsobeno produkci toxickych latek (pyocyanin, fosfolipasa C) a také
Cetnych virulentnich faktort bakterie. Samostatnou kapitolou by byla produkce malych
molekul komunika¢niho systému quorum sensing, které produkuji jak kvasinky, tak
bakterie, ov§em jejich chemicka povaha je u obou mikroorganismti odli$na. Jedna z takto
sekretovanych molekul P. aeruginosa nicméné dokaze ovlivnit komunikaéni systém

kandidy a zpisobuje pfechod z jeji hyfalni formy na kvasinkovou. (viz obr. 2, str. 14)
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Problematika systému quorum sensing je podrobné popsana v mé bakalaiské praci a proto

se ji zde dale nezabyvam [17, 35, 37].

farnesol tyrosol
L
1 < -
e @O

P. aeruginosa
[ HYFA J — HYFA

3-0x0-C12 HSL *® Y *® Y

P. aeruginosa

[BLASTOSPORA J - [BLASTOSPORA J

obr. 2: Interakce C. albicans a P. aeruginosa

Farnesol a tyrosol jsou autoinduktory komunikaéniho systému quorum sensing (QS) C. albicans. Farnesol je
negativni regulator hyfalniho ristu a tyrosol naopak hyfalni rust indukuje. 3-ox0-C12 HSL (3-oxo
dodekanoylhomoserinlakton) je autoinduktorem P. aeruginosa, ale zasahuje i do regulaéni drah C. albicans a
zpusobuje obdobné jako farnesol inhibici hyfalniho rastu.

P. aeruginosa ptiseda na hyfu prostiednictvim adhezivnich faktorti a zptsobuje lokalni poskozeni hyfy a
inhibici jejiho rustu. Bakterie napada pouze hyfalni formu C. albicans, protoze kvasinkova forma
(blastospora) ma ziejmé na svém povrchu odlisné glykoproteiny, které ji jsou protektivnim faktorem

(upraveno podle [37]).

1.4. Genom patogennich kvasinek rodu Candida

1.4.1. Uvod do problematiky genetického vyzkumu kvasinek rodu Candida

Vzrustajici pocet infekei, jejichz ptivodcem jsou patogenni kvasinky rodu Candida,
zasadné zvysil zajem o studium téchto mikroorganismi. Ve snaze pochopit mechanismus
promény neskodné kvasinky v nebezpecny patogen byly odhalovany a izolovany dulezité
geny, které n&jakym zplUsobem pfispivaji k patogenité [38] nebo jsou dilezité pro
metabolické pochody [39] ¢i pohlavni cyklus patogennich kvasinek rodu Candida [40].
Vzniklo také mnoho praci, které se zabyvaji studiem gent, které souviseji s rezistenci na

antimykotika [41].
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1.4.2. Prvni poznatky o0 genomu kvasinek rodu Candida

Pocatky vyzkumu genomu patogennich kvasinek rodu Candida sahaji do devadesatych let.
Nejprve byla pozornost vénovana hlavné nahodné mutagenezi a izolaci ji vytvofenych
auxotrofnich kment. V roce 1980 Whelan a spol. potvrdili domnénku, ze C. albicans je
dipoidni a heterezygotni z hlediska genu pro syntézu methioninu (syntéza methioninu
vyZaduje ob¢ alely tohoto genu). Vyuzili metodu pusobeni slabého UV zafeni, které mize
zpusobit, ze se pfi mitose Spatné oddéli alely daného genu. Jedna z dcefinnych bunék pak
obsahuje pouze jednu alelu, ktera vSak nemize zajistit uspe€snou syntézu daného metabolitu
a to se projevi auxotrofnim fenotypem — kvasinka nedokaze sama syntetizovat methionin a
roste pouze v piipadé, ze jej ptidame do rustového média [42]. Pozdéji bylo prokazano, zZe
heterozygocie je u C. albicans mnohem frekventovanéj$im jevem [43].

Spolu s otazkou ploidie (standardni pocet sad chromozomii) se neustale objevovala snaha o
objasnéni pohlavniho cyklu C. albicans, protoze se zdalo, ze se rozmnozuje vyhradné
délenim. Poulter a spol. uméle spojili sféroplasty (bunéény utvar s porusenou bunéénou
sténou) auxotrofnich diploidnich bunék, ¢imz uméle simulovali pohlavni splynuti a

vytvofili tak tetreploidni buniky C. albicans [44].
1.4.3. Pohlavni rozmnozovani kvasinek rodu Candida (,,mating*)
Candida albicans
I E Candida dubliniensis
Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida : Lodderomyces elongisporus
Candida guilliermondii
_r‘— Debaryomyces hansenii Haploid
Candida lusitaniae

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces paradoxus
Saccharomyces mikatae
-— Saccharomyces bayanus

Candida glabrata

Diploid

Saccharomyces Saccharomyces castellii

Kiluyveromyces lactis

| I Ashbya gossypii
Kluyveromyces waltii

Yarrowia lipolytica

obr. 3: Fylogeneticky strom rodu Candida a Saccharomyces [45]
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Pohlavni rozmnoZovani je u kvasinek rodu Candida piekvapive riznorodé a souvisi s jejich
ploidii (viz obr. 3, str. 15). Sacharomyces cerevisie, nepatogenni pekatska kvasinka, ktera
je vyznamnym modelem pro vyzkum ostatnich kvasinek, je naptiklad typicky haploidni (1
sada chromozomul) a pohlavni rozmnozovani je u ni béZzné. Naopak C. albicans je témét
vyhradné diploidni (2 sady chromozomt) a po dlouhou dobu byla povazovana za striktné

nepohlavné se rozmnozujici kvasinku s vyjimkou umélého splyvani sféroplastt [44, 45].

V poslednich letech se vSak zjistilo, ze za jistych podminek u C. albicans dochazi
k takzvanému parapohlavnimu cyklu. Skutecnost, ze oblast DNA C. albicans na patém
chromosomu, ktera je oznacovana jako MTL (mating type-like locus) se velmi podoba
dobie charakterizovanému lokusu MAT S. cerevisiae (ur¢uje pohlavni typ kvasinky a nebo
a), spustila vlnu zajmu o vyzkum pohlavniho rozmnozovani C. albicans [46]. S urCitou
frekvenci totiz dochazi ke ztraté patého chromozomu C. albicans (napi. roste-li na
sorbose), splyvani diploidnich bun¢k na tetraploidni a nasledné mitotické déleni spojené se
ztratou chromozomi, ktera vede ke vzniku diploidnich bunék [47, 48]. Toto takzvané
parapohlavni chovani je zaroven spjato s fenotypickym piepinanim ,white-opaque
switching®, protoze pouze bunky Sedého fenotypu vytvaieji tetraploidni generaci (viz obr.
4, str. 17). Vyznam parapohlavniho chovani je nejasny, ale nadhodné ztraty tseki DNA
mezi alelami a a a na patém chromosomu spolu s pohlavnim rozmnozovanim kandid
mohou zvySovat jejich diverzitu pifi infekcich, nehledé na mozny vliv regulace white-

opaque switching prostiednictvim lokusu MTL [46].

Non-C. albicans druhy se pak dale lisi ve svém pohlavnim rozmnozovani jeden od
druhého. Diploidni kvasinky C. parapsilosis nebo C. tropicalis se ziejmé rozmnozuji
striktné nepohlavné, kdezto haploidni C. guilliermondii a C. lusitiniae maji pohlavni cyklus
kompletni. Diploidni kandidy schopné pohlavniho rozmnoZovani vSak podstupuji meiosu
prostfednictvim alternativnich drah, anebo musi operovat s meiotickym aparatem

redukovanym oproti tomu, ktery vyuziva S. cerevisiae [45].
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obr. 4: Pohlavni cyklus S. cerevisiae a parapohlavni cyklus C. albicans

a) Haploidni buiika S. cerevisiae (1n) pohlavniho typu a se paruje s haploidni butikou pohlavniho typu o na
diploidni buriku (2n). Pohlavni typ je dan geny na lokusu MAT. V prostfedi s nedostatkem dusiku a uhliku
dochazi k meiose - diploidni buiiky se regeneruji na haploidni.

b) Diploidni buitky C. albicans, typicky heterozygotni, mohou Vuréitém prostfedi ztracet 1 kopii
chromosomu 5 (ztrata heterozygocie). S uréitou frekvenci dochazi u bun¢k s fenotypem a nebo a k masivnim
zménam v expresi, které vyuasti ve vratnou fenotypickou zménu bilych bunék na Sedé. Pouze Sedé bunky se
mohou parovat na tetraploidni potomky. Ty Vv zavislosti na prostiedi bud’ zustavaji tetraploidni, nebo cilené

ztraci chromozomy a stavaji se diploidnimi [46].

1.4.4. Karyotyp kvasinek rodu Candida

Po odhaleni parapohlavniho rozmnozovani C. albicans a zejména jejiho diploidniho
charakteru vzrostl zajem o studium karyotypu (soubor vSech chromozomui v jadie buriky).
Stanovit charakter a poc¢et chromozomu ale bylo dosti obtizné, protoze bylo nutné pouzit
metodu, ktera by umoznovala separaci molekul DNA vétsich, nez 50 kb. Tou se stala
pulzni gelova elektroforéza, kterd je vyuzitelnd i pro zafazeni znamych genti na konkrétni

chromozom (Southerniiv pfenos), nebo k uréeni chromozomalni polymorfie [49].

Tato metoda ukazala velké rozdily vrozloZzeni chromozomi mezi Saccharomyces
cerevisiae a rodem Candida. Kandidy disponuji spiSe vét§imi chromozomy, vyjimkou je
vsak C. glabrata, jejiz karyotyp obsahuje spise chromozomy mensi, podobné jako je tomu
u S. cerevisiae. Zaroven je jasné, ze mezi riznymi klinickymi izolaty C. albicans jsou

velké rozdily na genetické trovni [50]. Pulzni elektroforéza odhalila 8 chromozomu C.
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albicans [49] a u ostatnich kvasinek rodu Candida jsou vysledky vice ¢i méné rozdilné
[50].

1.4.5. Genové manipulace patogennich kvasinek rodu Candida

Genové manipulace, které bézné pouzivame pii praci s bakteriemi, nelze automaticky
aplikovat na eukaryotni mikroorganismy. Neexistuje dokonce ani zddna univerzalni metoda

vyuzitelna pro rizné druhy kandid ¢i dokonce kvasinky obecné, a to protoze

a) nékteré kvasinky jsou typicky haploidni a jiné diploidni

b) kandidy se 1i§i ve schopnosti pohlavniho rozmnozovani [51]

C. albicans je diploidni a zaroven se rozmnozuje nepohlavné. Metody genetického
vyzkumu modelové kvasinky S. cerevisiae tak nejsou beze zbytku vyuzitelné i pro vyzkum

C. albicans a je zadouci hledat jejich alternativy.

1.4.5.1. Nahodna mutageneze

Nahodna mutageneze je jedna z upln¢ prvnich metod vyzkumu genomu C. albicans.
Oblibenymi prostfedky mutageneze bylo UV zafeni a chemické mutageny, ale také

naptiklad transposonalni sekvence. Nahodna mutageneze je velmi vitanou metodou pfi

vyzkumu:

. esencidlnich gent

. gent, které koduji multifunkéni proteiny

. gent, jejichz exprese nastava az po mutaci jiného, dulezitéjsiho genu [46].

Pusobeni slabého UV zafeni na buiky C. albicans nakonec vedlo i k potvrzeni jejiho

diploidniho a heterozygotniho charakteru [52].

1.4.5.2. Cilena mutageneze

Dnes se vSak stala nenahraditelnou metodou hlavné cilena mutageneze, ktera dala vznik

genetickym knihovndm mutantli, z nichz kazdy m4 mutovany pravé jeden gen. VyuZiti
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takovych knihoven je obrovské, a proto se nize zabyvam zakladnimi metodami cilené

mutageneze.

Selekéni faktory pro cilené mutace

Nezbytnou soucasti genetického vyzkumu a ptipravy mutantt je spravny vybér selekéniho
faktoru (SF). Diky SF dokazeme identifikovat jedince, u nichz dochazi k expresi uré¢itého
genu, ktery muze byt obsazen bud pifimo Vv genomu kvasinky nebo napiiklad
v transforma¢nim plasmidu. Pro genové manipulace C. albicans jsou vyuzivany stejné SF,
jako v ptipadé S. cerevisiae a jedna se pievazné o geny pro biosyntézu vyznamnych
metabolickych latek. Velmi vyuzivané jsou selekéni faktory URA3 (syntéza uracilu -
orotidine-5'-fosfat dekarboxylasa) a LYS2 (syntéza lysinu — a-aminoadipat reduktasa).
Selekce je umoznéna po piidani toxickych sloucenin, které jsou metabolizovany pouze
kvasinkami s funkénim URA3 nebo LYS2. Takova kvasinka nepieziva narozdil od
kvasinky, ktera syntézy uracilu (lysinu) neni schopna [51, 53]. Dale se jako selekéni
faktory vyuzivaji ADE1l (koduje fosforibosylaminoimidazol sukcinokarboxamid
synthetasu) a ADE2 (koéduje fosforibosylaminoimidazole karboxylasu), které se tcastni
biosyntetické drahy adeninu. Mutanti postradajici tyto geny maji odlisny fenotyp, protoze u
nich dochazi k polymerizaci hromadicich se intermediatii na Cervené zbarvenou slou¢eninu.
Kolonie takovych kvasinek pak maji Cervenou barvu [54]. Jako SF lze pouzit také

promotory GAL1 anebo lacZ [53].

Metody cilené mutageneze

Zakladni komplikaci, ktera doprovazi ptipravu cilenych mutantti diploidni C. albicans, je
podminka homozygocie pro mutovanou alelu. Mutace se totiz projevi pouze v piipadé, ze
bude dominantni, takze nesta¢i mutovat jen jednu alelu genu. Ve vysledku to znamena
nejprve provést mutaci jedné alely (muZeme pouzit napiiklad né€kterou z metod uréenou
pro S. cerevisiae) a nasledné mutaci rozsifit i na alelu druhou. To lze provést pusobenim
slabého UV zafeni, které podporuje mitotickou rekombinaci [52] nebo postupnou mutaci
jednotlivych alel, coz je ovSem postup, ktery vyzaduje vice selek¢nich faktor. Jedna
z velmi efektivnich metod vyuziva selekéniho faktoru URA3, ktery ma tu vyhodu, Ze s jeho
pomoci lze provadét pozitivni 1 negativni selekci. Podminkou pro tento postup je
dostupnost auxotrofniho kmenu kvasinky, jehoZ ob¢ alely jsou mutantni pro gen URA3

[46]. Toto je postup:
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o vytvoreni linearniho vektoru, ktery obsahuje gen URA3 a sekvence hisG na

jeho koncich a konce tohoto vektoru jsou homologni s konci cilového genu (viz
obr. 5)

o homologni rekombinace tohoto vektoru s cilovym genem lokalizovanym na

1. alele chromozomu kvasinky, ktera postrada gen URA3 (viz obr. 6)

hisG hisG

\ \
_| | | URA3 | | I— linearni vektor

cilovy gen
1. alela

CHOV)” gen
2. alela

obr. 5: Linearni vektor pro metodu cilené mutageneze obsahuje kromé genu pro syntézu uracilu (URA3)

také opakujici se sekvence histidinového operonu (hisG) z mikroorganismu Salmonella typhimurium, které

jsou schopné vzajemné rekombinace (upraveno podle [46])

obr. 6: Delece cilového genu na 1. alele vyvolana homologni rekombinaci linearniho vektoru a cilového

genu (upraveno podle [46])

o selekce na médiu bez uracilu — ziskdme jedince, u nichz doSlo k homologni

rekombinaci a dokazou tak syntetizovat uracil
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o selekce na médiu s obsahem 5-fluoroorotové kyseliny (toxicka po metabolizaci)
— ziskame jedince, u nichz doslo K intramolekularni rekombinaci sekvenci hisG
(viz obr. 7) a tedy deleci genu URA3, recyklujeme selekéni faktor URA3 (viz
obr. 8)

obr. 7: Rekombinace opakujicich se sekvenci hisG vede kdeleci genu URA3. Jedinci, u nichz
k rekombinaci doslo, jsou vybirani negativni selekci na médiu s obsahem 5-fluoroorotové kyseliny (upraveno
podle [46]).

o cely postup opakujeme pro druhou alelu

—D:[D— 2. alela

obr. 8: Recyklace selek¢niho faktoru URA3 je vyhodna, protoZe gen muzeme déle vyuzit pfi mutaci druhé

alely cilového genu kvasinky (upraveno podle [46])

Bohuzel, fada dé&ji, mezi néz patii morfogeneze, vratné zmény fenotypu, adheze a jiné
zalezitosti spojené s virulenci C. albicans, vyzaduje pro spravnou funkci zvy$enou expresi
genu URA3 [55]. Zminéna metoda je pak nevyuzitelna a nezbyva nez volit jiné selek¢éni
faktory. Piikladem je systém SAT1-FLP. Linearni vektor v tomto systému obsahuje gen pro
rezistenci kvasinky na antimykotikum nourseothricin (SAT1) a gen pro flipasu, ktery je pod
kontrolou maltosového promotoru. Po homologni rekombinaci tak vybereme jedince, ktefi
pteziji selekci nourseothricinem a po piemisténi na maltosové médium se aktivuje flipasa.
Ta zpusobi vysttizeni celého komplexu SAT1-FLP a tedy jeho regeneraci. Regenerace
selekéniho faktoru je velkym usnadnénim, protoze jej mizeme dale vyuzit pro mutaci
druhé alely [56].

Je ziejmé, Ze obé vySe zminéné metody vyuzZivaji obdobny princip a liSi se pouze
v selek¢énim faktoru a ve zpisobu jeho regenerace. Pon¢kud rozdilnou metodu vyvinula
Suzanne Noble spolu s Alexandrem Johnsonem. Tato metoda vyuziva fuzni PCR pro

ptipravu vektori s dlouhymi sekvencemi homolognimi k okrajovym oblastem cileného
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genu a je mnohem uc¢innéjsi, nez predchozi dvé metody. Vektory obsahuji gen pro syntézu
aminokyseliny, pro prvni alelu je to HIS3 a pro druhou LEU2. Opét samoziejmé
potfebujeme auxotrofni kmen (defektni HIS3 a LEU2) Po transformaci prvni alely pak
probiha selekce na médiu bez obsahu histidinu a po transformaci druhé alely je k selekci

pouzito médium bez histidinu a leucinu [57].

1.4.6. Sekvenace a mapovani genomu C. albicans

Konec 20. stoleti znamenal ve vyzkumu genomu C. albicans prilom — Tait a spol. jej
sekvenovali s vyuzitim kosmidové knihovny a postupné probéhlo i mapovani jednotlivych
chromozoma [58, 59].

V roce 2004 Jones a spol. sekvenovali cely diploidni genom C. albicans (kmen SC5314)
metodou ,,shotgun“ [60]. Anotovany genom C. albicans je dostupny na internetu na
webovych strankach Candida Genome Database [61], kde nalezneme i kompletni sekvence
genomu C. parapsilosis a C. glabrata, jejichz anotace vSak neni tak rozsahla.

R. Braun a spol. néasledné zkontrolovali data z rGznych zdroji a po vyrazeni nékterych
spornych sekvenci stanovili pocet genti C. albicans na 6354. Zaroven je blize popsali,
prostudovali jejich expresi za rtiznych, naptiklad stresovych podminek a opravili nékolik
chybnych sekvenci. Navic byly nalezeny geny, které jsou specifické pouze pro kvasinky a
mohli by tak byt cilem novych antimykotik (geny kédujici enzymy pro syntézu bunécéné
stény nebo enzymy metabolickych drah) [62].

Dalsi sekvenacni projekty se pak zabyvaly i non-C. albicans druhy a jejich genetickymi a
evolu¢nimi rozdily. Sekvenace kmenu WO-1 C. albicans odhalila dalsi chyby (napiiklad

Cetné genové duplikace) v poCtu gentl a ten se zahy snizil na 6159 [45].

1.4.6.1. Geneticky model C. albicans — porovnani s ostatnimi modely
Obecné charakteristiky genomu C. albicans

Porovnani s genetickou mapou S. cerevisiae podporuje myslenku, Ze C. albicans je velmi
rozdilnou kvasinkou nejen z hlediska poctu a velikosti chromosomi. U mnohych gent
umisténych na jednom a téz chromosomu C. albicans zjistujeme, ze jejich homology
vgenomu S. cerevisiae jsou umistény na chromozomech riznych. Casto se lii také
vzdalenost mezi jednotlivymi geny. Nejdulezitéjsi je ale nalézat u C. albicans takové geny,

které nemaji u S. cerevisiae zadné homology, a tudiz mohou byt zodpovédné za virulenci
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kvasinky. (viz obr. 9). Na chromozomu 7 (nejmensi chromozom) C. albicans jsou
napiiklad lokalizovany dva geny, které jsou ptibuzné spiSe s lidskymi homology (LRT2-
reverzni transkriptasa a ALD1-aldehyd dehydrogenasa) a jeden, ktery je specificky pro
kvasinky, ale ne pro S. cerevisiae (NDH1-NADH dehydrogenasa) [59].

1426

S cerevisiqe

obr. 9: Porovnani genii genomu C. albicans s genomem modelovych kvasinek
Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe a s lidskym genomem.

Ptiblizné polovina gent C. albicans ma své homology v genomech ostatnich organismi (3027).
Pomérné velka ¢ast (1426) naopak nema zadné homology v ostatnich genomech.

Geny spole¢né pro C. albicans a S. cerevisiae — 613

Geny spole¢né pro C. albicans a S. pombe — 91

Geny spole¢né pro C. albicans a lidsky genom — 83

Geny spole¢né pro C. albicans, S. cerevisiae a S. pombe - 613

Geny spole¢né pro C. albicans, S. cerevisiae a lidsky genom — 180

Geny spole¢né pro C. albicans, S. pombe a lidsky genom — 60 [60]

Oproti pekatské kvasince ma C. albicans také strukturné slozitéjsi telomery a obsahuje
opakujici se sekvence MRS (major repeated sequence), jejichz funkce neni jasna [59].
Translokace sekvenci MRS vsak z vétsi Casti urcuje rozdil mezi kmenem WO-1 a SC5314
[45].

Bylo zjisténo, Ze jenom mala ¢ast gend obsahuje introny [60]. Podrobngjsi data ukazala, ze
pouze 215 otevienych étecich rameti ma aspon jednu intronovou sekvenci a z toho 4 geny
obsahuji introny dva. Pouze gen pro pfenasecovy protein Hxt4p obsahuje 3 introny a gen
pro protein Sin3p dokonce 4 introny. Obecné se jednd o geny kodujici ribosomalni

proteiny, enzymy a také transmembranové proteiny, které maji funkci transportu malych
molekul [62].
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Zajimavé je také to, Ze téméf u vSech zkoumanych kandid (kromé C. glabrata a C. krusei)
dochazi pfi translaci k odlisSnému kdédovani a kodénu CUG je piifazena aminokyselina
serin namisto obvykle pfifazovaného leucinu [63]. Jones a spol. zjistili, ze k tomu dochazi

az u dvou tietin otevienych ¢tecich ramct C. albicans [60].

Geny s metabolickou funkei

Nekteré mitochondrialné kodované podjednotky NADH dehydrogenasy C. albicans jsou
dosti rozdilné od téch, které koduje S. cerevisiae a jejich vyskyt je specificky pro
filamentujici kvasinky. Rozdil je také v respiratnim metabolismu, protoze C. albicans
vyuziva Sirsi Skalu peroxisomalnich genti a geny dychaciho fetézce jsou u ni vyvojove
dokonalejsi, nez u S. cerevisiae [60]. Na mirny oxidativni stres C. albicans odpovida
expresi genti zodpovédnych za biosyntézu argininu [64]. Co se ty¢e metabolismu siry, tak
C. albicans vyuziva nékolik riznych drah zpracovani cysteinu, coz mize byt disledkem

velké dulezitosti glutathionového metabolismu [60].

Geny spojené s virulenci kvasinky

Nekteré geny C. albicans jsou posuzovany jako faktory virulence, obzvlasté pokud jejich
analogy nenachazime u S. cerevisiae. Jedna se napiiklad 0 geny z genové rodiny
sfingomyelinas, fosfolipas B, oligopeptidovych pienaseci a pasivnich pienasect
aminokyselin, které jsou u C. albicans zastoupeny v mnohem vétsi mite [62].

V¢Eétsi mnozstvi genli zodpovédnych za regulaci pH zase ziejm¢ prameni z extrémnich
podminek, v nichz se muze C. albicans nalézat (zalude¢ni $tavy aj.) Odlisnosti C. albicans
a S. cerevisiae se samoziejmé odvijeji i z odlisného morfologického potencialu téchto
kvasinek. C. albicans, jakozto filamentujici kvasinka, koduje odli$né strukturni proteiny
[60].

1.4.7. Geny a genové rodiny kvasinek rodu Candida

1.4.7.1. Hyfalné specifické geny

Schopnost zmény morfologie z kulatych bunck blastospor na vladknité hyfy/pseudohyfy
vyrazné zvySuje invazivitu patogennich kvasinek rodu Candida. Vlaknity rast (hyfalni,
pseudohyfalni) vyzaduje zvySenou expresi geni zodpovédnych za zahajeni

morfologického prechodu z blastospory na hyfu a strukturnich hyfalné specifickych
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genti. C. albicans zahajuje hyfalni rust pod vlivem riznych faktorti a plati, ze ¢im vic
ptiblizime rlstové podminky vnitinim podminkdm lidské organismu, tim vice bunck
podstoupi morfologicky pfechod na vlaknitou formu (teplota 37°C, pH 7, sérum) [65].

V poslednich letech se pfi studiu expresniho profilu zacaly hojné vyuzivat DNA ¢ipy. Tato
metoda zalozend na hybridizaci cDNA s geny nanesenymi na podlozni sklicko je velmi
dobfie vyuzitelna pravé pro studium gend, jejichz exprese se lisi v riznych morfologickych
formach. D. Kadosh a A. D. Johnson takto identifikovali 61 gent, jejichz exprese se
zvySuje pii filamentarnim rstu C. albicans. Nejvyssi exprese byla pozorovana u téchto

genti — HYR1, ALS3, HWP1, SAPS5 [66].

Hyrlp protein hyfalni bunééné stény s GPI kotvou
Als3p hyfalni adhezin z genové rodiny ALS, adheruje na epitelialni bunky,
Hwplp protein hyfalni bunééné stény, kovalentné se vaze na epitelialni bunky, je

zavisly na expresi URA3 (viz kap. 1.4.5.2. Cilena mutageneze)
Sap5p sekretovana aspartatova proteinasa, spolu se Sap4p a Sap6p stépi proteiny
a vyuzivaji je jako zdroj C, zvySena exprese pii infekci, poskozuje tkan,

je zavisly na expresi URA3 (viz kap. 1.4.5.2. Cilena mutageneze) [61]

Je zieyjmé, ze SAP5 nema na prvni pohled pfimou souvislost s hyfalnim riistem a piesto je
jeho exprese zvysSena. Dnes jiz totiz vime, Ze regulace hyfalné specifickych genti je tizce
svazana s geny kodujicimi proteinasy, povrchové adheziny a jiné virulentni faktory a to je
pravdépodobné jedna z dulezitych taktik patogennich kandid. Kombinace proteint Hwplp
(adheze na epitel), Alslp (adheze na endotel) a Als3p (adheze na epitel i endotel) zarucuje
filamenujici kvasince schopnost napadat rtizné tkan¢€, coz ji Cini velmi nevyzpytatelnym a

piizptsobivym patogenem [67].

Genova exprese hyfalné specifickych geni (i n€kterych dalSich virulen¢nich faktord) je
regulovana tfemi hlavnimi negativnimi transkripénimi faktory — Rfgl, Nrgl a Tupl [68,
69, 70]. Bez nich C. albicans roste vyhradné ve formé& hyfy, coz zasadné snizuje jeji

virulenci.
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1.4.7.2. Geny specifické pro produkci biofilmu

Produkce biofilmu (tenka vrstva mikroorganismi na povrchu riznych predméti) je pro
kandidy velkou vyhodou, protoze usnadiuje jejich komunikaci, zvySuje rezistenci na
antibiotika/antimykotika a umoznuje jim pieziti v neptiznivych podminkach a na §iroké
Skale tkani a povrchi. V prvni fazi produkce biofilmu adheruje C. albicans na povrch a
zahajuje hyfalni rist. V okamziku adheze byla pozorovana zvySena rezistence kandid na
antimykotikum fluconazol, a to z divodu zvySené exprese geni CDR1 a MDR1 (koduji
proteinové pumpy - aktivni eliminace antimykotik) [71]. Murillo a spol. objevili 41 gend,
jejichz exprese se zvySuje béhem prvnich 30 min produkce biofilmu a Ctvrtina z nich
koduje geny ucastnici se metabolismu siry. Jeden z nich, MET3 (kdduje ATP sulfurlyasu),
je inhibovan jiz velmi nizkymi koncentracemi cysteinu a methioninu a pfesto byla jeho
exprese pii tvorbé biofilmu v prostiedi s obsahem téchto aminokyselin velmi vysoka. Geny
tohoto typu jsou moZznym cilem novych antimykotik, ale pfi¢ina jejich zvySené exprese

béhem produkce biofilmu zatim neni znama [72, 73].

1.4.7.3. Genova regulace vratné zmény fenotypu — ,,white-opaque switching (WOS)*

Morfologickd zména z hladké a svétlé kolonie na plochou a Sedou je proces doprovazeny
masivni zmé&nou fenotypu i genotypu C. albicans WO-1. WOS je proces regulovany skrze
lokus MTL (viz kap.1.4.3. Pohlavni rozmnoZovani kvasinek rodu Candida) a pfeména bilé
bunky na Sedou vyzaduje ztratu heterozygocie v lokusu MTL. Pokud je v genomu kvasinky
pritomna pouze alela a nebo a, ale ne obé dvé soucasné, nebude vznikat represor a-o.
Tento represor inhibuje expresi genu pro transkripéni faktor Worl a v jeho nepfitomnosti
tak dochazi k mohutné produkci Worl, a tedy ke zméné¢ z hladké a svétlé kolonie na

plochou a Sedou (viz obr.10, str. 27) [74].

1.4.7.4. Geny zprostredkujici ziskavani Zeleza

C. albicans se musi béhem infekce pfizplsobit vnitinimu prostiedi organismu, které ma
samoziejme fadu specifik. Jednim z nich je nedostatek Zeleza, které obvykle v lidském téle
ve volném stavu nenajdeme. C. albicans v prosttedi s nedostatkem zeleza indukuje expresi
.genu FTR1. Ten koduje permeasu s vysokou afinitou k zelezu, ktera zarucuje jeho
zachyceni i ve velmi nizkych koncentracich. Mutanti bez FTR1 nedokaZou zptsobit u mysi
systémovou infekci, a proto o tomto genu miizeme mluvit jako o virulentnim faktoru [75].

DalSimi geny, jejichZ exprese se V prostfedi S nizkou koncentraci zeleza zvySuje, jsou ty
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pro vakuolarni ptenaseée zeleza (FTH), pienase¢ ,,iron-siderophore (ARN1) nebo

vysokoafinitni pfenase¢ Cu (CTR1) [76]

00
4

— —
Worl Worl
1 2 3

obr. 10: Regulace ,,white opaque switching* C. albicans

1) Homodimer a-a je represorem transkripéniho faktoru Worl (,,white®)

2) Ztrata heterozygocie vede k nepfitomnosti represoru - zahajuje se exprese Worl (,,white®)

3) Worl je svym vlastnim pozitivnim transkripénim faktorem — jeho koncentrace roste a bila buika se stava

Sedou (,,opaque®). Upraveno podle [74].

1.4.7.5. Genové rodiny spojené s virulenci C. albicans

ALS (,,agglutinin-like sequence*)

ALS je genova rodina, ktera koduje osm velkych povrchovych glykoproteint C. albicans.
Byla objevena na zakladé opakujicich se charakteristickych sekvenci, které jsou typické
pro vSechny jeji ¢leny. Alslp je hyfalné specificky protein, jehoz analog u S. cerevisiae
slouzi jako adhezni faktor, ktery drzi pohromadé haploidni buiikky pifi pohlavnim
rozmnozovani kvasinek. C. albicans ale meiosu nepodstupuje a Alslp u ni slouzi k adhezi
na povrch epitelu [77].

Ostatni geny této rodiny se 1iSi na zakladé poctu a usporadani opakujicich se
charakteristickych sekvenci a jejich delece obvykle vede ke snizeni virulence C. albicans.
ALS3 je z 81% identicky s ALS1 [78]. ALS2 je zfejmé potiebny pro zahdjeni hyfalniho
rastu a jeho delece vede ke zvySeni hladiny Alsdp, takze ALS4 mulze slouzit jako

kompenzac¢ni gen [79].

SAP (,,secreted aspartyl proteinase)

Sekretované aspartatové proteinasy jsou proteiny kédované genovou rodinou SAP. V prvni
fadé¢ slouZzi ke Sté€peni extracelularnich proteind, jakoZto zdroje dusiku pro vlastni rlist. Jsou
ale také vyznamnym virulentnim faktorem kvasinek obecné, protoze ptispivaji k degradaci

epitelialnich, endotelidlnich a mozna také imunitnich bun¢k [80]. Genova rodina SAP
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obsahuje 10 gent, jejichz exprese je velmi rozdilné regulovana v zavislosti na prostfedi a

také na ostatnich virulen¢nich faktorech (hyfalni rist, adheze, biofilm) [81].

Exprese ¢lentl rodiny SAP je zavisla na vnéjSich a vnitfnich podminkach (viz obr. 11, str.

29):

SAP1-3 — specifické pro kvasinkovou buiiku

SAP1 — regulace pies ,,white-opaque switching*, exprese charakteristicka pro
fenotyp ,,opaque*

SAP2 — exprese pouze za pritomnosti extracelularniho proteinu, exprese charakteristicka
pro fenotyp ,,white*

SAP3 — exprese spolu se SAP2, charakteristicka pro fenotyp ,,opaque*

SAP4-6 — hyfalné specifické, jsou regulovany zménou pH

SAP8 — regulace teplotou (vice pti 25°C) a mozna i pies ,,white-opaque switching*, exprese
charakteristicka pro fenotyp ,,opaque

SAP9-10 — pravdépodobné nejsou sekretované, glykofosfatidylinositolova (GPI) kotva

v buné¢né membrané/sténé, role v adhezi [61, 81]

PrenasSece ABC (,,ATP binding casette*)

Rodina prenaseci ABC je velmi rozsahla (minimdln€ 27 geni) a zahrnuje 6 podskupin.
Podskupiny MDR (multidrug resistance), PDR (pleiotropic drug resistance), MRP/CFTR
(cystic fibrosis tansmembrane conductance regulator) a ALD (aldehyd dehydrogenasa)
koduji transmembranové transportni proteiny, kdezto YEF3 (translacni elongacni faktor) a
RLI (RNase L inhibitor) postradaji sekvenci kodujici transmembranovou cast. Jak jiz
napovidaji nazvy jednotlivych podskupin, mnoho pienaseci ABC koduje proteinové
pumpy zodpovédné za rezistenci na antimykotika, napiiklad CDR1 a CDR2 (CDR =
Candida drug resistance) Rizikovym faktorem rezistence C. albicans na azolova

antimykotika je tedy pravé zvysena exprese téchto genli kvasinkou [62].
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obr. 11: Regulace genii z rodiny SAP
Zatimco exprese SAP1-3 je indukovana v kvasinkovych bunkach, exprese SAP4-6 je zvySena b&hem
hyfalniho rastu. SAP8 je regulovan teplotou, SAP9 je aktivni az v pozdni fazi ristu a SAP10 potiebuje

k indukci nizkou extracelularni hladinu Zeleza. (upraveno podle [80])

MEP (,,ammonium permease*)

Geny pro amonium permeasy jsou v genomu C. albicans zastoupeny ve vét$im poctu, nez
u S. cerevisiae. Exprese MEP1 a MEP2 se zvySuje pii nedostatku dusiku, takze C. albicans
vyuzije 1 dusik z amonnych iontl, které jsou pfitomny ve velmi malé koncentraci. MEP2
také slouzi jako induktor hyfalniho ristu pravé za podminek nizké koncentrace dusiku
v prostiedi [82].

Jedné se o skupinu gentl, kterou najdeme pouze u kvasinek a hub a mohla by tak poslouzit

jako cil pro nova antimykotika [62].
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OPT (,,oligopeptide transporters)

Oligopeptidové pienaSeCe jsou nezbytné, pokud jsou kratké peptidy jedinym
extracelularnim zdrojem dusiku. Pfi invazivnim ristu C. albicans produkuje proteolytické
enzymy a $tépi tak okolni tkan. Kratké peptidy, které vznikaji timto Stépenim, pak mohou

byt kandidou dale vyuzity [62].

1.5. DNA ¢ipy — princip metody

Analyza transkriptomu pomoci DNA c¢ipu (DNA microarray) oznacuje molekularné-
biologickou techniku, kterd umoznuje sledovat genovou expresi na urovni celého genomu
konkrétniho organismu. Metoda je zalozena na hybridizaci testované DNA se sondou
imobilizovanou na sklenéném ¢i silikonovém podkladu. Jedna sonda je tvofena nékolika
jednovlaknovymi molekulami DNA oligonukleotidii stejného druhu a jeden Cip mulze
obsahovat desetitisice az miliony takovych sond. V podstaté tedy lze na povrch Cipu
imobilizovat celkovou genetickou informaci organismu.

DNA ¢ipy lze ptipravit ptimo ve vyzkumnych laboratotich, ale mnoho firem je dnes vyrabi

komercné. Vyroba DNA ¢ipt zahrnuje dva zakladni postupy:

1) NanaSeni kapek na podklad

e sonda je pfipravena mimo ¢ip, Casto metodou PCR nebo pifimou syntézou
oligonukleotidu

e mikrokapka sondy je nanesena na povrch ¢ipu manuadlné nebo prostfednictvim
robotického zafizeni

e metoda vyuzivana pro piipravu vlastnich sond ve vyzkumnych laboratoiich [83]

2) Fotolitograficka metoda

e sonda je syntetizovana pfimo na povrchu ¢ipu

e povrch Cipu je pokryt fotosenzitivnim materidlem - pokud na Cip nasledné
posvitime, dojde k degradaci fotosenzitivniho materidlu a po ponoteni ¢ipu do roztoku
jednoho z nukleotidii se tento nukleotid navaze na mista odkryta svételnym zableskem

e povrch ¢ipu se znovu pokryje fotosenzitivnim materidlem

e dale se cely postup opakuje s dalSimi roztoky nukleotidli, dokud se nenasyntetizuji

vsechny oligonukleotidové sondy na povrchu ¢ipu

30



e metoda vyuzivana pro komeréni vyrobu Cipii

Metody ptipravy vzorkid pro hybridizaci jsou blize popsany v metodice. Na molekularni
bazi tkvi princip hybridizace v tvorbé vodikovych mustkti mezi bazemi. Tyto vazby se
tvofi mezi komplementarnimi i nekomplementarnimi vldkny, v druhém piipadé je vsak
interakce pfili§ slaba a po promyti se vazby pferusi — pouze komplementarni vldkno
zlstane navazano na konkrétni sondu.

Obecné lze pti hybridizaci vyuzit dvou zakladnich postupd. Pfi jednokanalovém
experimentu na povrch €ipu hybridizujeme pouze jeden vzorek, pfi dvoukanalovém
uspotfadani hybridizujeme vzorky dva, které jsou rizné znacené. Dvoukanalové provedeni
ma tu vyhodu, Ze ,usetii” jeden Cip, coz je vyhodné z hlediska ceny. Navic muZeme
sledovat rozdily v genové expresi relativné mezi dvéma riznymi vzorky. Nevyhodou je ale

to, ze pokud je jeden ze vzorkt nekvalitni, znehodnoti vysledky celého experimentu [84].

31



2. MATERIAL A METODY
2.1. Chemikalie a pristroje
2.1.1. Bézné chemikalie

Agarosa (Seakem LE)

Dimethylsulfoxid (Penta)

Dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich)
E,E-farnesol (Sigma-Aldrich)
Ethanoldiamintetraoctova kyselina, sodna stl, dihydrat (Sigma-Aldrich)
Ethanol pro UV spektroskopii (Penta)
Fenethylalkohol (Sigma-Aldrich)
Fenol:chloroform 5:1 (Sigma-Aldrich)
Formamid deionizovany (Sigma-Aldrich)
Glukosa (Sigma-Aldrich)

Hydroxid sodny (Penta)

Chlorid sodny (Penta)

Chloroform (Sigma-Aldrich)

Chloroform destilovany analyticky (Penta)
Kyselina citronova (Penta)

Kyselina chlorovodikova (Penta)

Octan sodny (Chemapol)

Oktadekan-1-ol (Sigma-Aldrich)
Sabouradiv dextrosovy agar (Himedia)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Serva)
Tris boratovy-EDTA pufr (Sigma-Aldrich)
Voda Ultra PCR H,0 (Top Bio)

YNB médium (Difco)

2.1.2. Specialni chemikalie

Cy3-dUTP (GE Healthcare)
Cy5-dUTP (GE Healthcare)
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Deoxyribonukleotidy (Roche)

DNA teleciho brzliku (Sigma-Aldrich)
Hybridiza¢ni pufr EGT (ClinEuroDiag)

Vzorkovy pufr 2X RNA Loading Dye (Fermentas)
Primer Oligo(dT)12-1s (Invitrogen)

Primer Random hexamer (Roche)

2.1.3. Sady

Izolace mRNA - Micro Fast Track 2.0 (Invitrogen)

Purifikace cDNA - QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)

Reverzni transkripce - Superscript 111 (Invitrogen), obsahuje Superscript I11 transkriptasu,
5x First Strand (FS) Buffer, 0,1 M Dithiothreitol

2.1.4. Bunéény material
Candida albicans HE 169 (z mykologické sbirky FN Olomouc)

Pseudomonas aeruginosa PAK (ze sbirky Ustavu lékaiské mikrobiologie, 2. 1ékatské

fakulty a fakultni nemocnice Motol)

2.1.5. Pristroje

centrifuga Allegra X-15R (Beckman Coulter)

centrifuga Centrifuge 5415R (Eppendorf)

flow box (Clean Air)

hmotnostni spektrometr 5975B MSD spojeny s plynovym chromatografem

inkubator (Memmert)

mikroskop 1X2-UCB (Olympus)

plynovy chromatograf 7890A pfipojeny k hmotnostnimu detektoru 5975C (Agilent
Technologies)

rotaéni tiepacka Innova 44 (New Brunswick Scientific)

scaner DNA ¢ipti Gene Pix Proffesional 4200 A (Axon Instruments)

spektrofotometr ND-1000 (Nanodrop)

termocykler TC-3000X (Techne)
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vodni lazen TWS (Julabo)
zdroj pro agarosovou elektroforesu Power Pack HC (BioRad)

2.1.6. Ostatni material

DNA ¢ipy C. albicans (ClinEuroDiag)

filtry 0,22 pm (Millex)

hybridiza¢ni kazety (Arraylt)

kryci hybridiza¢ni sklicka 60 mm x 24 mm (Sigma-Aldrich)
kfemenna kapilarni kolona DB-WAX (J & W Scientific)
sklenéné koralky (Sigma-Aldrich)
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2.2. CIL PRACE

Zakladnim cilem této prace bylo stanovit rozdily v genové expresi kvasinky C. albicans
kultivované v kokultufe s P. aeruginosa a na zaklad¢ ziskanych dat tyto rozdily vysvétlit a
navrhnout, jakym zpisobem bakterie P. aeruginosa ovliviiuje rist a zivotnost C. albicans
na trovni genové exprese.

Druhym cilem bylo analyzovat filtrovana média po kultivaci C. albicans a P. aeruginosa a
kokultury C. albicans s P. aeruginosa metodou plynové chromatografie/hmotnostni
spektrometrie a urcit kvantitativni a kvalitativni rozdily Vv produkci malych molekul

autoinduktort.

2.3. Metodika

2.3.1. Kultivace mikroorganismii

Ze zamrazenych vzorkl mikroorganismt (-80°C) jsem oc¢kovala kmen HE 169 C. albicans
a kmen PAK Pseudomonas aeruginosa na mikrobiologické misky se Sabouradovym
dextrosovym agarem. Misky jsem inkubovala po dobu 48 hod pii teploté 37°C a posléze
jsem je uskladnila za teploty 4 °C. Takto pfipravené natéry jsem pouzivala maximalné po
dobu 1 tydne. Z nich jsem pfipravovala kapalna inokula. Kmen PAK jsem ockovala do
média YNB-glc a kmen HE 169 do 10 x fedéného média YNB-glc. Buiiky jsem kultivovala
pii 37 °C a 220 rpm na rotacni ttepacce po dobu 20 h. Poté jsem bunécnou suspenzi fedila
médiem odpovidajicim danému inokulu tak, aby opticka denzita pii 600 nm dosahovala

hodnot uvedenych v tabulce 1.

tab. 1: Opticka denzita inokulaéni suspenze

kmen ODgoo inokula
C. albicans (HE 169) ~15
P. aeruginosa (PAK) ~0,5

ODgqo = opticka denzita pti 600 nm

Z takto pfipravenych inokul jsem ockovala vzdy 100 pl do 100 ml koncentrovaného média

YNB-glc v Erlenmeyerovych barkach. Do prvni baiky jsem ockovala pouze inokulum C.
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albicans HE 169 (kontrola), do druhé jsem ockovala C. albicans i P. aeruginosa PAK. Pro

ucely konstrukce rustové kiivky a analyzu GC-MS jsem pfipravila i kulturu P. aeruginosa.

YNB-glc: 0,7 % YNB, 2 % glucosa, 20 mM citrat, pH upraveno roztokem NaOH na 5

2.3.2. Rustova krivka

V prubéhu kultivace jsem odebirala vzorky kultur a spektofotometricky jsem méfila
optickou denzitu suspenzi pii 600 nm (Asoo = ODegog). Z téchto hodnot jsem sestavila
ristovou kiivku (zavislost ODggp na Case) pro kultury C. albicans a P. aeruginosa a
kokulturu C. albicans + P. aeruginosa.

2.3.3. DNA &ipy

viz obr. 12
C.albicans + P.aeruginosa ~ RNA mRNA Cy3dUTP cDNA
purifikovana
cDNA
— \
Purifikace o
<DNA Hybridizace
lzolace lzolacemRNA  Reverzni [
celkové RNA na oligo(dT} transkrjpcle 5 E o
celulose a znaéeni
Cy(x)dUTP .
Genovy ¢ip C. albicans
- /\;SdUTP cDNA
+
Cy5dUTP cDNA
C. albicans kontrola RNA mRNA Cy5dUTP cDNA

obr. 12: Schéma piipravy genovych ¢ipi C. albicans

Hybridizaci na genovy Cip pfedchazi izolace celkové ribonukleové kyseliny a nasledné mediatorové RNA
(mRNA). Posléze je nezbytné prepsat mRNA na komplementarni DNA (cDNA) a zaroven v prub&hu reverzni
transkripce oznaéit vzorky fluorescenénimi znackami Cy3-dUTP a Cy5-dUTP. Znafena cDNA se po
purifikaci nanasi na povrch DNA C¢ipu, kde hybridizuje s imobilizovanymi oligonukleotidovymi sondami
(geny C. albicans). Po skenovani &ipu ziskame pro kazdy gen rznou intenzitu signalu v zelené (Cy 3) a
¢ervené (Cy 5) oblasti fluorescence v zavislosti na mife exprese urcitého genu v daném biologickém systému

(kontrola x kokultura).
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2.3.3.1. Izolace celkové RNA

V 800 ul pufru TES (nize) jsem resuspendovala asi 100 mg biomasy, kterou jsem ziskala
centrifugaci suspenzni kultury (1000 g, 5 min, 4°C) C. albicans nebo kokultury C. albicans
+ P. aeruginosa s naslednym zamrazenim pelety v kapalném dusiku. Tuto suspenzi jsem
poté rovnomérné rozdélila do dvou Sroubovacich zkumavek, které obsahovaly 400 pl fenol-
chloroformu (5:1) a 200 pl sklenénych koralkd. Zkumavky jsem okamzité uzaviela a jejich
obsah jsem promichala na vortexu. Dale jsem vzorky umistila do vodni 1azné temperované
na 65 °C. Zde po dobu 30 min probihala degradace bunéénych stén a nasledné oddéleni
RNA od proteint a vétsiny DNA. Kazdych 5 min jsem zvySovala uc¢innost tohoto procesu

michanim vzorkt na vortexu po dobu 30 s.

V dalsim kroku jsem inkubovala vzorky 30 min pii teploté -80 °C. Poté jsem je
centrifugovala po dobu 15 min p#i 20 °C a 13000 rpm. Vodnou fazi jsem pienesla z kazdé
zkumavky do nové Sroubovaci zkumavky s 400 pl fenol-chloroformu. Jeji obsah jsem
tiikrat promichala na vortexu, vzdy po dobu 30 s, a dale jsem vzorky opét centrifugovala
po dobu 15 min pii 20 °C a 13000 rpm. Dale jsem cely krok od pfenosu vodné faze az po
centrifugaci jesté dvakrat opakovala. Poté jsem vodnou fazi pfidala k 300 pl chloroformu,
obsah jsem tiikrat promichala na vortexu, vzdy po dobu 20 s, a vzorky jsem centrifugovala
2 min piti 20 °C a 13000 rpm. Nakonec jsem vodnou fazi ptidala do nové zkumavky k 600
ul ethanolu a 30 pl 3 M roztoku octanu sodného o pH 5,3. V tomto prostfedi jsem srazela

ribonukleovou kyselinu pfi teploté -20 °C a zaroven jsem ji takto i dlouhodob¢ uchovavala.

pufr TES: 10 mM Tris pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,5% SDS

2.3.3.2. Kvantitativni a kvalitativni analyza vzorki RNA

Nejprve jsem pfipravila vodné roztoky vzorkli celkové RNA. Precipitovanou
ribonukleovou kyselinu jsem oddélila z roztoku ethanolu a octanu sodného centrifugaci,
ktera probihala po dobu 30 min pii 4°C a 13000 rpm. Po odstranéni supernatantu jsem
pelety volné susila, dokud se ethanol zcela nevypafil. Poté jsem kazdou peletu rozpustila

v 52 ul vody (Ultra PCR H0) a vzorky jsem chladila na ledu.

37



Kvantitativni analyza

Z kazdého vodného roztoku vzorku RNA jsem ptidala 1 pl do pfipravené zkumavky s 9 pl
vody (Ultra PCR H20). Takto jsem pfipravila 10x fedény roztok pro méfeni koncentrace

RNA na pfistroji Nanodrop. Koncentraci jsem zméftila pro kazdy vzorek tiikrat.

Kvalitativni analyza

Metodou pro urCeni kvality vzorki RNA a jeji pfipadné degradace byla agarosova
elektroforesa. Nejprve jsem piipravila 1,5 % agarosovy gel smichanim a zahtatim agarosy
bez obsahu RNas s Tris boratovym-EDTA komer¢nim pufrem v Erlenmeyerové barce. Po
mirném ochlazeni jsem gel nalila do pfipravené formy s vloZenym hiebenem a nechala
jsem ho ztuhnout.

K 1 ul vzorku RNA jsem piidala 6 ul formamidu a vzorky jsem denaturovala 10 min pfi
teploté 65 °C. Poté jsem piidala 1 pl komeréniho vzorkového pufru pro RNA elektroforesu,
a kazdy vzorek jsem kvantitativné nanesla do jamek gelu. Elektroforesa probihala

Vv prosttedi Tris boratového-EDTA pufru pfi napéti 50 V.

2.3.3.3. Izolace mRNA pomoci sady ,,Micro Fast Track (MFT) 2.0%

Pro ucely hybridizace jsme potiebovali izolovat mRNA ze vzorki celkové ribonukleové
kyseliny. Sada Micro Fast Track 2.0 pro izolaci mRNA je pivodné urena pro piimou
izolaci mRNA z tkani, proto jsme mohli vynechat prvni kroky protokolu dodaného

vyrobcem a zacali jsme piimo od inkubace vzorkl celkové RNA s nosi¢em oligo dT.

Zména oproti protokolu: 1zolace mMRNA

Pfipravila jsem lyza¢ni pufr smichanim 20 pl proteinasy ,,Protein Degrader” (MFT) a 1 ml
pufru ,,Stock Buffer (MFT). Lyza¢ni pufr jsem smichala s RNA do celkového objemu 1,1
ml tak, aby celkové mnozstvi RNA v kazdém vzorku bylo 600-800 pg. Vzorky jsem
inkubovala 5 min pti 65°C a poté 1 min na led¢. Ke kazdému jsem pak ptidala 64 ul 5 M
NaCl (MFT). Po promichani jsem supernatant ptenesla do zkumavky s nosi¢em
,oligo(dT)celulosa®, kde jsem jej nechala inkubovat za mirného rotovani po dobu 3 h pii
laboratorni teploté. Nasledovala centrifugace pti 4000 g a po dobu 5 mina LT.

Promyti, eluce a precipitace jiz byla provedena dle komeréniho protokolu. Vzorky
izolované mRNA jsem ulozila do mraziciho boxu (-80°C), kde jsem je zaroven dlouhodobé

uchovavala.
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Precipitovanou mRNA jsem centrifugovala po dobu 30 min pti 4°C a 13000 rpm, Ziskanou
peletu jsem nasledné vysusila a rozpustila v 10,5 pl vody. Dale jsem 0,5 ul z kazdého
roztoku mRNA piidala k4,5 pul vody a zméfila jsem koncentraci vzorkii mRNA na

Nanodropu.

2.3.3.4. Syntéza cDNA a znaceni

DalSim krokem nezbytnym pro hybridizaci vzorku na DNA ¢ip byla reverzni transkripce
mediatorové RNA na komplementarni DNA a soucasné znaceni Cy3/Cy5-dUTP. Na
nasledujici reakci jsem pouzila takovy objem vzorku mRNA, aby se jeho celkové mnozstvi
pohybovalo vrozmezi 2-3 pg, ale aby bylo vzdy stejné pro oba vzorky. Do kazdé
zkumavky na PCR jsem pipetovala primery - 5 pl randomnich hexamera (¢ = 1 pg/ul) a 4
ul ,,oligo (dT)“ (c = 0,5 pg/ul), dale vypocitané mnozstvi mého vzorku mRNA a vodu do
celkového obejmu 32 pl. Roztoky jsem inkubovala 10 min pifi 70°C a poté jsem je
ochladila na ledu (1 min). Dale jsem ptidala 2 ul Cy3-dUTP k jednomu vzorku mRNA (HE
169 kontrola) a 2 ul Cy5-dUTP k druhému vzorku (HE 169 + PAK) nebo naopak.

Ke kazdému vzorku mRNA jsem posléze pridala 24 pl roztoku, ktery jsem ptipravila z:
25 ul pufru FS (first strand buffer, Superscript)

12,5 ul DTT (dithiothreitol, Superscript)

6,25 ul ANTP (Cyarte, dcte, dotp = 2,5 MM, Cyrrp = 1,25 mM)

6,25 ul reverzni transkriptasy (200 U/ ul, Superscript)

Vzorky jsem vlozila do termocykleru a nastavila tento program:

. 23°C 12 min
° 42°C 2,5 hrs
. PAUZA

Pterusila jsem program a do kazdé zkumavky jsem ptidala 3 pl 20 mM EDTA a 30 pl 0,1
M NaOH, abych zastavila reakci.

° 70°C 10 min

Poté jsem do kazdé zkumavky ptidala 30 pl 0,1 M HCI pro neutralizaci NaOH.
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2.3.3.5. Srazeni a purifikace cDNA s pouzitim sady ,,QlAquick PCR Purification Kit*

Oba vzorky cDNA ziskané piedchozi reakci (znacené Cy3-dUTP a Cy5-dUTP) jsem
smichala v nové zkumavce. Pfidala jsem 24 pl 3 M octanu sodného (pH 5,3) a 660 pl 96 %
ethanolu. Obsah zkumavky jsem promichala a zkumavku jsem inkubovala 30 min pii
teploté -80 °C. Poté jsem roztok cDNA centrifugovala po dobu 30 min pti 4 °C a 13000
rpm. Po odstranéni supernatantu jsem peletu rozpustila ve 40 pl vody a ptidala jsem 4 ul 3
M octanu sodného a 200 ul pufru PB z purifika¢ni sady QIAquick. Vzorek jsem pienesla
na kolonku (QlAquick) a centrifugovala jsem jej po dobu 1 min pii 13000 rpm a
laboratorni teploté. Poté jsem na kolonku pipetovala 600 pl promyvaciho pufru PE
(QIAquick) a opét jsem ji centrifugovala (1 min, 13000 rpm). Po odstranéni pufru, ktery
protekl kolonou, jsem centrifugovala obsah kolonky jesté jednou po dobu 2 min, abych
odstranila i posledni zbytky promyvaciho pufru. Poté jsem kolonku pfemistila do nové
zkumavky a provedla jsem eluci cDNA 30 pul vody temperované na 37 °C. Tu jsem nejprve
inkubovala po dobu 1 min na kolonce a nasledné jsem jimala purifikovanou cDNA pfi
13000 rpm (1 min). Roztok ¢cDNA jsem poté nanesla jesté jednou na kolonku a znovu

centrifugovala pti 13000 rpm (1 min).

2.3.3.6. Hybridizace na DNA ¢ip C. albicans

Hybridiza¢ni pufr jsem inkubovala 30 s pfi 65 °C. Piipravila jsem hybridiza¢ni roztok — k
30 ul vzorku zna¢ené cDNA piidala 60 ul hybridiza¢niho pufru a 5 pul DNA teleciho
brzliku (0 koncentraci 10 mg/ml). Roztok jsem pak inkubovala 2 min pii 65 °C. Do
hybridiza¢ni kazety jsem nejprve pipetovala 15 ul vody do dvou jamek a poté jsem dovnitf
vlozila hybridiza¢ni sklicko. Na néj jsem pipetovala roztok cDNA, ktery jsem piikryla
krycim sklickem. Po odstranéni bublin jemnym poklepavanim na kryci sklo jsem kazetu
uzaviela a zasroubovala a vlozila jsem ji do vodni lazné¢ temperované na 37 °C, kde jsem ji

ponechala 16 hodin.

Po inkubaci jsem za pomoci pinzety vlozila DNA ¢ip do zkumavky (50 ml) s 50 ml 0,2 x
SSC + 0,1 % SDS, kde jsem opatrné odstranila kryci sklo. Pinzetou jsem pak ¢ip pfemistila
do druhé zkumavky se stejnym roztokem, kde jsem jej inkubovala 5 min za pomalého
rotovani. Dale jsem ¢ip obdobné promyvala v roztoku 0,2 x SSC po dobu 5 min a kazdou

minutu jsem zkumavku obrétila.
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Cip jsem nakonec osusila jemnym klepanim na buniéinu a pinzetou jsem ho piemistila do
nové prazdné zkumavky. Zbytek promyvaciho roztoku jsem odstranila centrifugaci (5 min,

1000 rpm, LT). Nakonec jsem sklicko vlozila do krabicky a tu jsem ptekryla alobalem.

2 x SSC: vodny roztok 17,5 g/l NaCl; 8,8 g/l NaAc; uprava pH HCl na 7
1 % SDS: 1% vodny roztok dodekansulfatu sodného
Promyvaci roztoky jsem piipravila ze zasobnich roztokti 2x SSC a 1 % SDS a sterilni destilované vody a

nasledn¢ jsem je filtrovala pres 0,22 um filtry.

2.3.3.8. Skenovani DNA ¢ipu

DNA ¢ip jsem skenovala na ptistroji Gene Pix Proffesional 4200 A. Parametr ,,PMT Gain“
jsem nastavila vZzdy nejprve na 900 pro cervenou a 700 pro zelenou barvu a poté jsem
intenzitu snizovala, abych eliminovala body s vysokou intenzitou fluorescence a ziskala

skeny v rtizné intenzité. Dale jsem nastavila tyto parametry:

Power 100
Velikost pixeld 10 pm
Focus Position - 50 pm

2.3.3.9. Vyhodnoceni dat

Pro kazdy ¢ip jsem ziskala dva obrazky ve formatu ,,TIF“, které odpovidaji intenzitdm
fluorescence Cy3 a Cy5 jednotlivych genil imobilizovanych na ¢ipu.

V programu TIGR Spotfinder jsem oteviela naskenovany c¢ip (TIF) v obou barvach
soucasn¢ a nasadila jsem na n¢j anotovanou miizku od vyrobce ve formatu , GAL®.
V programu jsem nastavila minimalni velikost bodtit 7 a v nabidce ,,Cell Editor jsem
zadala moznost ,,Flag” a ,,Contour®. Takto jsem postupné vybrala body, které nesviti a
odebrala jsem je ze souboru dat. Body, jejichz intenzita byla dostate¢na, byly oznaceny
konturou a takto zpracovany pro dalsi postup. Vysledny soubor jsem ulozila do formatu

»MEV*.

Soubor ,,MEV* jsem oteviela v programu MS Office Excell a data jsem upravila tak, aby
identifikacni Cislo anota¢ni mtizky (ID) odpovidalo identifika¢nimu &islu pfifazenému
programem TIGR Spotfinder (UID) (viz obr. 13, str. 42). Zaroven jsem uréila jako hlavni
soubor dat mediany A (Cy3) a B (CyS5) a ndzev Med A a Med B jsem piepsala na IA a IB.
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V dalsim kroku jsem provedla normalizaci dat v programu TIGR MIDAS . Nastavila jsem

tyto parametry:
Read single data file — One Bad Channel Tolerance Policy = Generous

Lockfit normalization — Mode = global — Output Processed File — Execution

Po normalizaci dostal soubor novou koncovku ,,MDS*.

v

v

v
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[ ]
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g L LT
>

TUTUU UT UoP ©cooo0o0o0o00 1 [ ]

ID > ©coo0o0o0o0 00 >
200000 00N ©coooo0o0o0o0
©0 000000, ©coooo0o0o0o0
00000 O00” ocooo0o0000
coo0o0o0000 ocooo0o0000
coo0o0o0000 ocooo0o0000
coo0o0o0000 ocooo0o0000
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coo0o0o0000 ocooo0o0000
coo0o0o0000 ocooo0o0000
0co0oo0o00000 cooo0o0000
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obr. 13: Rozdilny systém urceni identifikaéniho ¢isla v anotaéni mfiZce a v programu TIGR

Spotfinder

Program TIGR Spotfinder ptifazuje genim identifikac¢ni ¢islo odlisn€, nez anotaéni miizka. Geny jsou na
¢ipu imobilizovany ve 48 obdélnikovych oblastech. Program TIGR Spotfinder urcuje UID tak, Ze Cisluje
celou fadu Cipu nezavisle na obdélnikovych oblastech. Anota¢ni mtizka v§ak ocisluje nejprve celou prvni
obdélnikovou oblast a teprve potom piechazi na druhou. Data se proto musi vhodné sefadit v souboru, aby

nedoslo k chybé pfitazeni genu a jeho signalu.

Normalizovany soubor ,,MDS* jsem oteviela v programu MS Office Excell a uméle jsem
stanovila minimalni hodnotu mediani na 400 pro nenulové hodnoty mens$i, nez 400
(korekce). Data jsem pak sefadila tak, aby byly hodnoty pro dvojice stejnych genti uvedené
vedle sebe ve stejném fadku. Do souboru jsem dale kopirovala anotacni data od vyrobce.

Nakonec jsem spocitala pomér intenzity fluorescence Cy5/Cy3 (IB/IA) pro cely soubor dat

a z vysledkli pro dva body charakterizujici dva shodné geny jsem spocitala pramér.

cvvr

42



zna¢eném Cy3-dUTP jsme stanovili pro hodnoty do 0,5 — 0,6; exprese zvySena ve vzorku

zna¢eném CyS-dUTP pak byla ur¢ena pro hodnoty nad 1,8.

2.3.3.10. Statistické vyhodnoceni dat

Vysledky DNA ¢ipti pro ruzné biologické repliky nebo opacné barveni jsem dale
vyhodnotila funkci matematické statistiky t test v programu MS Office Excell. Pro tcely
této matematické operace jsem podil intenzity fluorescence (IB/IA neboli Cy5/Cy3) pro
data pochazejici z ¢ipu o znaceni ,,Cy3-dUTP-kontrola® ptepocitala na kladny logaritmus.
Data, ktera jsem ziskala z experimentu o opa¢ném barveni (Cy5dUTP-kontrola), jsem

prepocitala na zaporny logaritmus. Parametry funkce jsou uvedeny v tab. 2.

tab. 2: Parametry funkce t test v programu MS Office Excel

FUNKCE POLE1 POLE2 STRANY TYP

TTEST log, (IB/1A) 0 2 3

typ 3 = dvouvybérovy s nerovnosti rozptyld

Stanovili jsme 5 % hladinu vyznamnosti. Oznacila jsem data, jejichz hodnota signifikance
byla nizsi, neZ 5 % - zde byla zamitnuta nulovad hypotéza a bylo potvrzeno, Ze rozdily
nebyly nahodné. Dale jsem vypocitala primér z logaritmickych hodnot odpovidajicich si
dat a ten jsem prevedla zpét na hodnotu primérného podilu IB/IA. Data jsem poté setadila
podle IB/IA od nejmensich az po nejvétsi. Nasledné jsem oznacila data s hodnotou IB/IA
mensi, nez 0,67 a vétsi, nez 1,5 (statistické vyhodnoceni umoziuje roz§ifit interval urceny
pro data z jediného ¢ipu). Pouze data, ktera se nachazela v téchto dvou rozmezich, a
zarovenn spliiovala podminku hladiny signifikance < 5 %, byla vyhodnocena jako
vyhovujici. Konkrétni geny, jejichz exprese se signifikantné zvySuje nebo snizuje
v kokultute C. albicans + P. aeruginosa oproti kontrolni kultufe C. albicans, jsou popsany
v tabulce 4, str. 49-51.

2.3.4. Kultivace C. albicans v piitomnosti P. aeruginosa a fluconazolu

Do dvou Erlenmeyerovych bangk, které obsahovaly 10 ml média YNB-glc, jsem ockovala
inokula mikroorganismu (viz kap. 2.3.1. Kultivace mikroorganismi). Do prvni banky, ktera
slouzila jako kontrola, jsem pipetovala 100 pl inokula C. albicans HE 169. Do druhé banky
jsem pipetovala 100 pl inokula C. albicans HE 169 a 100 pl inokula P. aeruginosa PAK.
Kultury jsem inkubovala po dobu 4 h za podminek uvedenych vyse (viz kap. 2.3.1.
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Kultivace mikroorganismi). Po uplynuti této doby jsem asepticky odebrala 5 ml z kazdé
Kultury, které jsem pipetovala do sterilnich Erlenmeyerovych ban¢k. Tak jsem ziskala dvé
séric kultur. Ke vzorkim prvni série jsem pridala roztok antimykotika fluconazolu
v dimethylsulfoxidu (DMSO) tak, aby celkova koncentrace fluconazolu v kultufe byla 32
pg/ml [85]. Druha kultivaéni série poslouzila jako kontrola. Kultury jsem dale kultivovala
za standardnich podminek (37°C, 220 rpm) a v pribéhu kultivace jsem sledovala ristové
parametry — optickou denzitu (ODgoo), mikroskopické pozorovani, semikvantitativni test

preziti.
2.3.4.1. Semikvantitativni test preziti

Semikvantitativni test pieziti C. albicans byl realizovan prostiednictvim roztirani
kapalnych kultur na agar s obsahem YPD a antibiotik gentamicinu (30 pg/ml) a
tetracyklinu (60 pg/ml). V riznych Casovych bodech jsem odebirala vzorky kultur, které
jsem 1000 krat tedila. Z takto fedénych vzorkl jsem nanaSela 5 pl na mikrobiologickou
misku s YPD agarem a antibiotiky. Kazdy vzorek jsem roztirala ve tfech replikach. Misky
jsem posléze inkubovala 24 h pii 37°C a poté jsem pocitala kolonie kandid (colony forming
unit - CFU/ul), které na agaru narostly. Spoc¢itala jsem pramérnou hodnotu CFU/ul ze tii
replik: CFUprim = (CFU; + CFU, + CFU3) / 3

a dale primérnou smérodatnou odchylku: A, imcru = (Ar+ Az + Ag) / 3kdy Ay = CFUyx— CFU, i

a dale relativni odchylku méteni: & = Apumeru / CFUpram.

Vysledky jsem zanesla do sloupcového grafu.

2.3.4.2. Analyza kultiva¢nich médii metodou plynové chromatografie spojené
s hmotnostni spektrometrii (GC/MS)

Kultiva¢ni podminky byly voleny podle kapitoly 2.3.1. Kultivace mikroorganismuti. Po 20 h
kultivace jsem kultury centrifugovala po dobu 10 min pii 4000 g a 4°C. Vodnou fazi jsem
posléze filtrovala pies 0,22 pum filtry, abych odstranila zbylé burky.

Vzorky filtrovanych médii a také vzorek Cerstvého média YNB-glc jsem dale vytfepavala
do chloroformu p.a. (v poméru 6 ml média na 5 ml chloroformu), ktery obsahoval standard
oktadekan-1-ol o koncentraci 10 pg/ml. Po vytfepavani jsem nechala obsah délici nalevky
odstat a poté jsem oddélila chloroformovou fazi do sklenénych vialek s teflonovym
vickem. Mezi vyttepdvanim jednotlivych vzorkli jsem délici nalevku promyvala

potravinaifskym lihem a ¢istym chloroformem.
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Chloroformové extrakty byly nejprve prekoncentrovany odpafenim pod proudem dusiku na
objem cca 0.5 ml. Dr. Vladimir Vrkoslav provedl analyzy GC/MS na plynovém
chromatografu 7890A, ktery byl pfipojen k hmotnostnimu detektoru 5975C vybavenému
elektronovou ionizaci (EI) a kvadrupolovym analyzatorem. Pro separaci byla pouzita
ktemenna kapilarni kolona DB-WAX (30 m x 250 p m, tloustka filmu 0,25 pm). Méfeni
probihalo za konstantniho pratoku He 1ml/min. Teplota nastiikové komory byla nastavena
na 240°C. Do nasttikové komory byly vstiikovany 2 pl vzorku pii nastaveni nastfikové
techniky ,.split* 1:10. Teplota chromatografické pece byl naprogramovana takto: pocate¢ni
teplota 60°C byla udrzovana po dobu 2 min, pak teplota stoupala rychlosti 7°C/min do
250°C. Maximalni teplota byla udrzovana 10 min. Teplota iontového zdroje byla nastavena
na 230°C a teplota analyzatoru byla 150°C. Standardni 70 eV El spektra byla méfena Vv
rozsahu 25-600 m/z.

Naméiena data byla vyhodnocena v programu Enhanced Data Analysis (Agilent
Technologies). K identifikaci chemickych slou¢enin byla pouzita knihovna NIST verze 2.0.
Identifikace nejdiilezitéjSich sloucenin byla navic potvrzena srovnadnim spekter a retencnich
Casti sloucenin identifikovanych ve vzorku se zakoupenymi standardy (E,E-farnesol,
fenethylalkohol). Relativni kvantifikace vybranych slou¢enin byla provedena vzhledem

k vnitinimu standardu oktadekan-1-olu.

Pro kazdy vzorek byly provedeny tii analyzy GC/MS a pro kazdy chromatograficky pik
(z6na) byla integra¢ni metodou spoéitana jeho celkova plocha. Plochu kazdé zony (A) jsem
dala do poméru s plochou zoény standardu oktadekan-1-olu a tak jsem ziskala relativni
hodnotu koncentrace daného analytu ve vzorku. Ze tii replik jsem spocitala primérnou
hodnotu poméru plochy zony analytu ku standardu (Ad/As):

AalAs prim = (AalAs 1+ AalAs 2+ AalAs3) 1 3

a déle primérnou smérodatnou odchylku méfeni:

AprimAalas = (Ar+ Ag + Az) 1 3kdy Ay = AalAs— AalAs pri

a déle relativni odchylku méfeni:

0= (Aprﬁm Aa/As) / (Aa/As prﬁm)-
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3. VYSLEDKY

3.1. Rustova krivka

Na zakladé spektrofotometrickych dat jsem sestavila ristové kiivky kultur mikroorganismu

(viz obr. 14).

RUSTOVA KRIVKA
18
16 /.//
14 D

12
10 / —e— HE 169 kontrola
;/ —8— HE 169+PAK

8
/ / —a— PAK kontrola
6 f

OD 600 nm

¢as/h

obr. 14: Rustova kfivka kultur C. albicans (HE 169 kontrola), P. aeruginosa (PAK kontrola) a
kokultury C. albicans + P. aeruginosa (HE 169+PAK) v médiu YNB-gic.

Rustova kiivka kontrolni kultury C. albicans i kokultury C. albicans + P. aeruginosa si
navzajem odpovidaji az na mirny pokles optické denzity (ODgoo) V kontrole ve stacionarni
fazi. Maly vliv bakterie na optickou denzitu v kokultute je ziejmy i z ristové kiivky P.
aeruginosa, protoze ODggo je V této kultufe zhruba 3 x mensi, nez v kontrole C. albicans a
kokultute (viz obr. 14). Ve stacionarni fazi zde v8ak dochazi k dal§imu narustu optické
denzity, podobné jako v kokultufe — ristova kiivka kokultury tedy mize odrazet opozdény

rust P. aeruginosa.

3.2. Kvalitativni a kvantitativni analyza vzorki RNA

Na obr. 15 (str. 47) je zaznam agarosové elektroforézy vzorki RNA, které byly izolovany
horkym fenol-chloroformem (5:1) ze sm&sné biomasy. Hlavnim signalem kazdého vzorku

RNA na agarosové elektroforéze jsou ribosomalni podjednotky. Kvasinkovy ribosom se
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sklada z velké ribosomalni podjednotky o velikosti 3,8 kb (25S) a malé ribosomalni
podjednotky o velikosti 2 kb (18S). DNA byla zjevné Gspé$né odstranéna béhem izolace
RNA a jeji signal tedy na agarosovém gelu nevidime. Bakterialni ribosomalni podjednotky
maji velikost 2,9 kb (23S) a 1,5 kb (16S) a jejich signal zde rovnéz neni patrny, takze

bakterialni RNA pravdépodobné nebyla izolovana spole¢né s kvasinkovou.

e G W G O Y S — 25S rRNA. 3.8 kb
— — — — — — w—<4— 18S rRNA. 2 kb

Obr.15: Agarosova elektroforesa vzorki RNA

vzorky 1, 2, 3, 4 — kontrolni kultura C. albicans (HE 169); 5,6,7,8 — kokultura C. albicans + P. aeruginosa
(HE 169 + PAK). Kazdy vzorek byl izolovan z kvasinkové biomasy o hmotnosti 50 mg.

V tabulce 3 (str. 48) je uvedena koncentrace RNA naméfend na piistroji Nanodrop
Vv jednotlivych vzorcich a také jejich Cistota (zneciSténi proteiny, fenolem). Koncentrace
RNA byla dostatecna pro dalsi postup, kterym je izolace mRNA a vyzaduje pro kazdy
vzorek celkové mnozstvi RNA 600 — 800 pg. V tomto experimentu jsem tak méla
k dispozici dohromady 784 ug RNA ve vzorku kontroly C. albicans a 771 pg RNA ve

vzorku kokultury C. albicans + P. aeruginosa (kazdy vzorek mél objem 50 ul).

Z tabulky 3 (str. 48) a obr. 15 vyplyva, ze vzorky RNA m¢ély dostate¢nou cistotu (na
zaklad¢€ poméru Agso/Azgo) a az na vzorek HE 169 + PAK 1 i pomérné vysokou koncentraci
ribonukleové kyseliny. Béhem izolace doSlo u tohoto vzorku pravdépodobné k chybé pti

pipetovani nebo tniku kapaliny béhem tfepani na vortexu.
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tab. 3: Koncentrace ribonukleové kyseliny (RNA)

vzorek C1 [ng/pl] C; [ng/pl] Cs3 [ng/ml] | Cpram [ng/p] | Azeo/Asgo m [pg]
HE 169 ct 1 4250 4360 4270 4293 2,21 215
HE 169 ct 2 4110 3850 3950 3970 2,21 199
HE 169 ct 3 4090 4000 3960 4017 2,21 201
HE 169 ct 4 3340 3410 3410 3387 2,26 169
HE 169+PAK 1 1530 1600 1561 1564 2,31 78
HE 169+PAK 2 3774 3597 3607 3659 2,24 183
HE 169+PAK 3 4484 4351 4262 4366 2,21 218
HE 169+PAK 4 6077 5667 5756 5833 2,27 292

vzorky 1, 2, 3, 4 — kontrolni kultura C. albicans (HE 169); 5,6,7,8 — kokultura C. albicans + P. aeruginosa
(HE 169 + PAK), koncentrace kazdého vzorku RNA byla méfena tikrat (cy, C,, C3) a vyslednou hodnotou byl
stanoven aritmeticky prumér téchto hodnot (cprim). Pomér absorbance vzorku pii 260 nm a 280 nm udava

znetisténi RNA proteiny — za Cisty vzorek lze povazovat RNA o Aggo/Aggo > 2.

3.3. Zmény na urovni genové exprese C. albicans v kokultuie

C. albicans + P. aeruginosa

S vyuzitim DNA ¢ipu C. albicans jsme zmapovali rozdily v genové expresi kvasinky C.
albicans, ktera byla kultivovana v pfitomnosti bakterie P. aeruginosa (kokultura C.
albicans + P. aeruginosa).

V tabulce 4 (str.49-51) je uveden souhrn vSech geni, jejichZz exprese byla ovlivnéna
interakci C. albicans s bakterii P. aeruginosa béhem kultivace v médiu YNB-glc. Tento
souhrn je vysledkem statistického vyhodnoceni dat ze 7 DNA ¢ipti z 5 biologickych replik
(viz kap. 2.3.3.10. Statistické vyhodnoceni dat). Uvedeny jsou pouze geny se shodou na 5
% hladiné¢ vyznamnosti, jejichz exprese se v kokultufe ménila >1,50 krat. Z celkového
poctu 107 gend, jejichz exprese byla ovlivnéna kokultivaci C. albicans s P. aeruginosa,
byla exprese 59 genu snizena oproti kontrole a exprese 48 genl byla oproti kontrole
naopak zvySena.

Mezi geny, jejichz exprese byla v kokultufe s bakterii snizena, byl nejvice ovlivnén
neznamy gen s oznacenim 0rf19.4942, jehoz exprese byla potlacena 3,17 krat. Na druhé

strang, jiny gen s neznamou funkci s ozna¢enim 0rf19.4129, byl aktivovan 2,09 krat vice
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Vv kokultute oproti kontrolni kultufe C. albicans. Geny s neznamou funkci tvofi vyznamnou

soucast téchto vysledka (viz obr. 16, str. 52).

tab. 4: Specifické zmény v genové expresi C. albicans v kokultufe C. albicans + P. aeruginosa

Gen Funkce Zmeéna exprese

Bunécna sténa (BS)

C.a. KRE5 biosyntéza 1,6-3-D-glukanu -1,56
C.a. CRH11 protein upevnény GPI kotvou v BS -1,92
ortolog S.c. MNT2 a-1,3-mannosyltransferasova aktivita, O-glykosylace proteini BS +1,60
Cytoplasmaticka
membrana (CM)
C. a. HSX11 glucosylceramide synthasa -1,69
C. a. orf19.1691 necharakterizovany protein CM, ortolog S.c. RCF2 je podjednotkou

cytochrom c oxidasy +1,71
Cytoskelet
ortolog S.c. SPC97 strukturni sloZzka cytoskeletonu, lokalizace v SPB +1,70
C.a. BNR1 formin, polymerizace aktinu, hyfalni forma? +1,64
ortolog S.c. DYN2 lehky Fetézec cytoplasmatického dyneinu +1,60
Metabolismus mastnych
kyselin a lipidi
C.a. GPI1 ucast na syntéze GPI (pfedpokladana) +1,54
C.a. CHO2 fosfatidyl-ethanolamin N-methyltransferasa (pfedpokladana) +1,52
Transport proteint
ortolog S.c. TIM17 proteinovy kanal, transport proteint do mitochondrialni matrix -1,57
ortolog S.c. YIP3 Ucastni se transportu protein z endoplasmatického

retikula do Golgiho aparatu -1,89
ortolog S.c. NIC96 import protein( do jadra, organizace jadernych pért +1,66
ortolog S.c. VPS5 transport z prevakuolarniho kompartmentu do Golgiho aparatu +1,51
Transport malych molekul
C.a. SFC1 pfenadec¢ sukcinat/fumarat (pfedpokladany) -1,51
C.a.CRC1 karnitinovy pfenasec vnitfni mitochondrialni membrany -1,55
C.a. FRP6 prenasec amoniaku (pfedpokladany) -1,62
ortolog S.c. VBAS protein cytoplasmatické membrany z rodiny pfenaseci

MFS (major facilitator superfamily) -1,77
C.a.CDR1 efluxova pumpa z rodiny ABC (ATP-binding cassette) +1,62
Metabolismus aminokyselin
a peptidi
C.a. ARO2 chorismat synthasa (pfedpokladana) -1,58
C.a. GPX1 podobny glutathion synthase -1,67
C.a. ARO7 chorismat mutasa (predpokladana) -1,75
C.a. DAO2 oxidace D-aminokyselin (pfedpokladana) -1,98
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Metabolismus sacharidu

C.a. GCAl

Aerobni metabolismus

C.a. IDP2
C.a.ICL1

»Mating“ , WOS, signalizace

C.a. AXL1

ortolog S.c. YRB30
ortolog S.c. SWS2
C.a. SST2

Mitoza
ortolog S.c. TOP3

C.a. SEP7
ortolog S.c. HOF1

Chromatin a struktura

chromozomu
Ortolog S.c. RSC4
C.a. SIR2

C.a. POB3

pravdépodobné glucoamylasa, adhezin?

isocitrat dehydrogenasa (predpokladana)

isocitrat lyasa (glyoxylatovy cyklus)

endoproteasa (predpokladana)

ortolog S.c. AXL1 aktivuje feromon a jeho $tépenim na N-konci
protein vazajici GTP, regulace GTPas

kontrola sporulace - ribosomalni protein

regulator G-proteinu, ,mating pathway"*

aktivita DNA topoisomerasy |
septin

kéduje protein potfebny pro cytokinezi

aktivita DNA translokasy, vazba na acetyl-lysinové zbytky histonu

umi¢ovani rDNA, homolog S.c. HST1 ma aktivitu histon deacetylasy

ortolog S.c. POB3 - asociace s chromatinem a reorganizace nukleosomu

Replikace DNA a metabolismus

nukleotid(
ortolog S.c. MCM10
C.a. ADE2

Transkripce
ortolog S.c. SPT6
C.a. MBF1

C.a. EFH1

C.a. RAP1

C.a. RPC31
ortolog S.c. CAF40
ortolog S.c. DIB1

Proteosyntéza
C.a. RLP24

ortolog S.c. SOF1
C.a. RPP2B

C.a. TIF11

ortolog S.c. AIM23
ortolog S.c. MTR4
ortolog S.c. UTP30
ortolog S.c. RRP3
ortolog S.c. KRI 1
ortolog S.c. RSM10

role v iniciaci DNA replikace

fosforibosyl-aminoimidazol karboxylasa, biosyntéza adeninu

transkripéni elongacéni faktor

transkripéni koaktivator

transkrip&ni aktivator

transkrip&ni regulator, vazba na telomery
podjednotka RNA polymerasy Il (pfedpokladana)
reguluje transkripci z promotoru RNA polymerasy |

role v sestfihu mRNA prostfednictvim spliceosomu

kéduje ribozomalni protein, S.c. RLP24 se ucastni biogeneze

velké podjednotky ribozomu

ucast na syntéze 40S ribozomalni podjednotky

reguluje elongacni fazi translace

kéduje translaéni iniciacni faktor elF1a

kéduje mitochondrialni translacni iniciani faktor Il

kéduje ATP-dependentni 3'-5' RNA helicasu z rodiny DEAD-box
kéduje podjednotku 90S preribosomalniho komplexu

ATPasova aktivita, skladani malé ribozomalni podjednotky
endonukleasa, oddéleni malé ribozomalni podjednotky od 5,8S rRNA

mitochondrialni protein malé ribozomalni podjednotky

50

+1,53

1,77
-2,17

+1,70
+1,56
-1,73
-2,63

+1,62
+1,60
+1,51

-1,52
-2,40
+1,53

+1,56
+1,55

-1,52
-1,60
-1,63
+1,63
+1,53
+1,52
+1,52

-1,50

-1,52
-1,57
-1,60
+1,75
+1,64
+1,61
+1,60
+1,54
+1,52



Modifikace a degradace

proteint

ortolog S.c. RUB1 protein ubiquitinového typu podobny lidskému NEDD8 -1,54
ortolog S.c. UBX5 regulace proteolyzy protein( prostfednictvim ubiquitinilace -1,55
ortolog S.c. TRE2 cileny transport proteint do vakuoly, proces spjaty s ubiquitinilaci -1,66
C.a. VPS8 fuze endosomalniho vacku s vakuolou -1,79
C.a. PEX12 ubiquitin-protein ligasova aktivita u ortologu S.c. PEX12 -1,92
C.a. RPN6 proteasomalni podjednotka (26S) (pfedpokladana) +1,74
ortolog S.c. CPR7 peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa +1,71
C.a. CDC27 ubiquitin-protein ligasa (pfedpokladana) +1,68
C.a. PSY2 podjednotka protein-fosfatasového komplexu PP4 (pfedpokladana) +1,63
ortolog S.c. KNS1 protein-tyrosin a serin/threonin kinasova aktivita +1,56
ortolog S.c. SSH4 cileny transport proteint do vakuoly, proces spjaty s ubiquitinilaci +1,53

Metabolismus koenzymu

a kofaktoru

C.a. BIO2 biotin synthasa (pfedpokladana) -1,55
ortolog S.c. BNR3 biosyntéza k. nikotinové a 4-hydroxychinolin-2-karboxylové kyseliny -1,69
ortolog S.c. BIO3 ucastni se biosyntézy biotinu -1,72

Geny s neznamou funkci
25 gent -3,17 az -1,50

orf19.4942, orf19.355, orf19.1148, orf19.2225, orf19.3627, orf19.3868, orf19.4120, orf19.1302, orf19.3310,
orf19.1146, orf19.153, orf19.6896, orf19.66, orf19.5891, orf19.3219, orf19.2883, orf19.4115, orf19.6282,
0rf19.1899, orf19.5819, orf19.1116, orf19.4612, orf19.580, orf19.2590, orf19.3490|FGR6-4

13 gent 1,50 az 2,09

orf19.765, orf19.5356, orf19.7014, orf19.6587, orf19.1913, orf19.6162, orf19.311, orf19.2763, orf19.4070,
0rf19.3064.1, orf19.5446, orf19.1590, orf19.4129

C.a. — Candida albicans

S.c. — Saccharomyces cerevisiae

ortolog S.c. = funkce tohoto genu v genomu C. albicans neni znama, ale jeho ortolog v genomu S. cerevisiae
je definovany

SPB = spindle pole body (polové télisko vieténka)

GPI = glykosylfosfatidylinositol

,,mating® = pohlavni rozmnozovani

WOS = white-opaque switching

Na obr.16 (str 52) je uvedeno procentualni zastoupeni riznych skupin gent, jejichZ exprese
byla zménéna v kokultute s Pseudomonas aeruginosa. Ackoli je genom C. albicans dobie
zmapovany a genomova databaze Candida Genome Database je anotovana, funkce vétSiny
gent stale nebyla ovéfena, nebo je zcela neznama. Vice nez tietina gentl, jejichz exprese se
pfi interakci C. albicans ménila, tak nema znamou funkci ani genové homology v genomu
ptibuznych kvasinek. Nezndmé geny jsou vtomto textu ddle oznaCovany nazvem
otevieného ¢tecitho ramce (naptf. 0rfl9.4942) podle jejich nazvu v databazi Candida
Genome Database. Funkce mnoha dalSich genil nebyla dosud potvrzena, ale vzhledem
k jejich homologii s geny jinych kvasinek (pfedevsim S. cerevisiae) se predpoklada, ze

budou mit stejny, nebo podobny fenotypovy projev. Takové geny jsou v textu oznaceny
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formou ,,ortolog Saccharomyces cerevisiae (S.c.) + nazev genu“. Geny, jejichz funkce
v genomu C. albicans znama je, oznacuji formou ,,Candida albicans (C.a.) + nazev genu®.
19 % vSech genid srozdilem v expresi ma svou funkci v proteosyntéze, modifikaci a
degradaci proteint. DalSich 7 % genti reguluje transkripéni aparat (viz obr. 16). Je zjevné,
ze vétSina genl, u nichz dochazi ke zméné v genové expresi, je predevsim zodpovédna za
syntézu funkénich proteint de novo.

metabolismus koenzym

a kofaktort
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modifikace a degradace
protein(
10%

nezndmé geny

/— 36%

bunééna sténa
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obr. 16: Rozdéleni genti uvedenych v tab. 4 do funkénich skupin
Zhruba tietina gent C. albicans, jejichZ exprese se ménila v kokultuie s bakterii P. aeruginosa, dosud nebyla
charakterizovana. Vétsi skupinu dale tvofi geny zahrnuté v transkripci, translaci a posttransla¢nich

modifikacich proteint. Ostatni genové kategorie maji spiSe mensi zastoupeni.

3.3.1. Bunééna sténa

Z genli zodpovédnych za syntézu a strukturu bunécné stény je zajimavy ortolog
Saccharomyces cerevisiae MNT2, ktery byl v kokultufe C. albicans + P. aeruginosa
indukovan 1,6 krat vice, nez v kontrole. Tento gen koduje a-1,3-mannosyltransferasu a ma
podil na O-mannosylaci proteinti bunééné stény S. cerevisiae. Mezi O-mannosylovymi
fetézci glykoproteini bunécné stény téchto dvou kvasinek jsou vSak drobné rozdily (viz

obr. 17, str.53)
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Brand a spol. v8ak zjistili, ze pravé O-mannosylace proteini bunééné stény C. albicans by
mohla byt jejim protektivnim faktorem z hlediska interakce s P. aeruginosa [35]. Cilena
mutace geni MNT1 a MNT2 C. albicans (kéduji mannosyltransferasy Mntlp a Mnt2p,
pozor, nejedna se 0 ortolog S.c. MNT2, C.a. MNT2 a S.c. MNT2 se 1isi ve své funkci, viz
obr.17) v jejich experimentu vyustila v ibytek kvasinek Vv jejich hyfalni form¢, pokud byla
v kokultufe pfitomna bakterie P. aeruginosa. Je zde tedy jista moznost, ze by ortolog S.c.
MNT2, jehoz exprese se ménila v naSem experimentu, mohl byt také protektivnim

faktorem C. albicans (ma-li stejnou funkci i v genomu C. albicans).

A Saccharomyces cerevisiae

Mnt2p Mnnlp Kre2p Kre2p
Mnt3 Mnt2p Kulp Ktrip
Mnnlpp Mnt3p Kudp Ktr3p Pmti-7p

g S/T
al-J al-J al-ZuI-z -

B candida albicans
MnnSp Mnnsp  Mnt2p  Mntlp  pmt1,24-6p

Mntlp Mni2p
-0-B
Quan)—(tan)—(vtan)—Cvan ) —(vian)-o-

obr. 17: O-mannosylace kvasinky A) S. cerevisiae B) C. albicans

Oligosacharidovy fetézec je syntetizovan od Serinového nebo threoninového zbytku glykosylovaného
proteinu. Hlavni rozdil v O-mannosylaci u obou kvasinek spo¢iva ve vazbé, kterou jsou vazany jednotlivé
mannosylové zbytky. S. cerevisiae spojuje dva terminalni mannosylové zbytky a-1,3-glykosidickou vazbou,
kdezto ostatni mannosylové zbytky jsou spojeny a-1,2- glykosidickou vazbou. V piipadé C. albicans jsou
v§echny mannosylové zbytky propojeny a-1,2- glykosidickou vazbou. Ob¢ kvasinky se lisi také v rozdilném

enzymovém aparatu, ktery je zodpovédny za prodluzovani mannosylového fetézceb [86].

Naopak sniZzeni exprese v kokultufe jsme pozorovali u genu C. albicans KRE5. Ten koduje
protein nezbytny pro syntézu B-1,6-glukanu, ktery je dal$i vyznamnou slozkou bunécné

stény kvasinek a vaze jeji ostatni slozky v€etné proteinil.

3.3.2. Cytoplasmatickda membrana

C.a. HSX11 koduje enzym UDP-glucosa:ceramid glucosyltransferasu, ktery je zodpovédny
za syntézu glucosylceramidu. Tato sloZka cytoplasmatické membrany je virulentnim

faktorem C. albicans a podle nasich vysledki je exprese genu HSX11 v kokultufe snizena.
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3.3.3. Cytoskeleton

Ke zménam v expresi dochazelo také u tfi gend zahrnutych v syntéze cytoskeletonu. U
kazdého z nich byla exprese v kokultufe zvySena oproti kontrole. Ortolog S. cerevisiae
SPC97 koduje strukturni slozku cytoskeletonu lokalizovanou v polovém télisku vieténka
pekaiské kvasinky a podili se tak na organizaci mikrotubuli. C.a. BNR1 kdéduje protein
zvany formin, ktery je lokalizovan v kr¢ku rostouciho pupene a pravdépodobné ma také
vliv na polarni hyfalni rist. Ortolog S.c. DYN2 koéduje lehky fetézec dyneinu s funkei
molekuldrniho motoru, ktery za spotfeby ATP umoziuje transport organel ¢i rozestup

chromatid pf1 mitoze.

3.3.4. Metabolismus mastnych kyselin a lipida

Exprese dvou genii zahrnutych v syntéze a metabolismu mastnych kyselin a lipida byla
zvySena v kokultufe. Funkce obou genu je pouze domnéla — prvnim z nich je C.a. GPI1,
ktery se pravdépodobné ucastni syntézy glykofosfatidylinositolové (GPI) kotvy a jehoz
exprese se snizuje u jedincd rezistentnich na fluconazol. C.a. CHO2 je enzym fosfatidyl-
ethanolamin N-methyltransferasa a ucastni se metabolismu glycerofosfolipida, glycinu,

serinu a threoninu.

3.3.5. Transport proteini

Genova exprese se menila také u Ctyi genil, jejichz funkce je spjata s transportem proteind.
Kazdy z nich ma sviij ortolog v genomu S. cerevisiae a koduji proteiny, které umoziuji

pienos jinych proteintt do mitochondrii, Golgiho aparatu ¢i jadra.

3.3.6. Transport malych molekul

V této kategorii byla ve vétSin€ ptipadl exprese snizena Vv kokultute. Vyjimku tvoii C.a.
CDR1 koédujici proteinovou pumpu z rodiny pienasSeci ABC, jejiz primdrni funkci je
transport fosfolipidi do bunky a z bunky. Jeho zvySend exprese vSak také poskytuje

kvasince rezistenci na fadu toxickych latek (naptiklad azolova antimykotika) [87].

Na druhé strané stoji ortolog S.c. VBAS, ktery je ¢lenem rodiny MFS (major facilitator

superfamily) a jehoZ exprese je v kokultufe niz$i. VbaSp je rovnéz efluxova pumpa a
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zprostiedkovava pifjem aminokyselin z prostfedi. Na rozdil od CDR1 vSak zvySena

exprese tohoto genu zvySuje citlivost kvasinky S. cerevisiae na antimykotika.

3.3.7. Metabolismus aminokyselin a peptidi

Exprese Ctyi gent této kategorie byla snizena v kokultute - C.a. ARO2, C.a. GPX1, C.a.
ARO7 a C.a. DAO2. Tti z nich koduji proteiny zodpovédné za biosyntézu aminokyselin
(Aro2p-chorismat synthasa, Aro7p-chorismat mutasa, Gpx1p-glutathion synthasa). Ctvrty
z nich koduje peroxisomalni oxidasu (Dao2p), ktera oxiduje D-aminokyseliny na
iminokyseliny, které jsou degradovany za vzniku amoniaku a peroxidu vodiku. Chorismat
synthasa je enzym zahrnuty v biosyntéze chorismatu, ktery je nasledné¢ za katalyzy
enzymu chorismat mutasa pfeménén na prefenat (Sikimatova draha). Tato latka je pfimym
prekurzorem syntézy aromatickych aminokyselin. Ty jsou dale vyuZity pro syntézu tii
autoinduktora C. albicans, tyrosolu, fenethylalkoholu a tryptopholu. Biochemicka draha
pfemény L-tyrosinu na tyrosol je popsana ve schématu na obr. 18 (str. 56). Chorismat

miize byt dale také prekurzorem pro syntézu indolu a jeho derivata [61].

3.3.8. Metabolismus sacharidu

Exprese C. a. GCAL byla zvySena v kokultuie. Gcalp je pravdépodobné adhezin jehoz

produkce je ovlivnéna pritomnosti riiznych sacharidu.

3.3.9. Energie

Pozorovali jsme snizenou expresi C.a. IDP2 a C.a. ICL1 v kokultuie. Idp2p je cytosolicka
isocitrat dehydrogenasa (citratovy cyklus), ktera katalyzuje dehydrogenaci a dekarboxylaci
isocitratu na o-ketoglutarat. Icllp je isocitrat lyasa, enzym glyoxylatového cyklu a

katalyzuje Stépeni isocitratu na sukcinat a glyoxylat.
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obr.18: Sikimatova cesta biosyntézy tyrosolu C. albicans

Schéma popisuje ¢ast takzvané Sikimatové drahy C. albicans. ARO2 a ARO7 jsou geny, u kterych jsme
pozorovali zmény v expresi a koduji enzymy zahrnuté v biosyntéze tyrosinu ze Sikimatu. Biosyntézy tyrosolu
z L-tyrosinu se Gc¢astni geny ARO8, ARO9, ARO10 a ADH (alkoholdehydrogenasa) 1, 2 ,3 a 5, jejichz exprese

se v nasem experimentu nemeénila. (upraveno podle [61])

3.3.10. Pohlavni rozmnoZovani (,,mating*), white-opaque switching, signalizace

Pohlavni rozmnoZzovéani kvasinek je tuzce spjaté se zménou fenotypu ,,white-opaque
switching* (viz kap. 1.4.3. Pohlavni rozmnoZovani kvasinek rodu Candida). Vyssi exprese
Vv kokultufe byla pozorovana u ortologu S.c. SWS2, ktery kdéduje ribosomdlni protein
s funkci kontroly sporulace a C.a. SST2 kodujici regulator G-proteinu. Naopak niz§i
expresi jsme detegovali u C.a. AXL1 a ortologu S.c. YRB30. Axllp je endoproteasa a jejim
cilem je Stépeni feromonu a na N-konci za Gcelem jeho aktivace.Yrb30p je GTPasovy

regulator.
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3.3.11. Mitoza

Zmény v expresi jsme Vtéto kategorii pozorovali u tii genli a ke zvySené aktivaci
dochazelo ve vsech ptipadech v kokultute. Tyto geny koduji topoisomerasu 1 (ortolog S.c.
TOP3), septin (C.a. SEP7) a dale regula¢ni protein nezbytny pro cytokinezi (ortolog S.cC.
HOF1).

3.3.12. Chromatin a struktura chromozomu

Ortolog S.c. RSC4 i C.a. SIR2 byly méné aktivovany v kokultufe a exprese C.a. POB3 byla
v kokultufe naopak vy$s$i. Rsc4p se nachazi na povrchu nukleosomu a obsahuje histon
vazajici domény. O C.a. SIR2 je zndmo pouze to, ze ma funkci v uml¢ovani rDNA, ale
jemu homologicky S.c. Sir2p ma aktivitu histon deacetylasy. Ortolog S.c. POB3 koduje

protein Pob3p, ktery asociuje s chromosomem a podili se na reorganizaci chromozomu.

3.3.13. Replikace a metabolismus nukleotidii

Zvysena exprese v kokultufe byla pozorovana u dvou gend, ortologu S.c. MCM10 (iniciace

replikace) a C.a. ADE2 (biosyntéza adeninu).

3.3.14. Transkripce a proteosyntéza

Dochazelo samoziejmé také ke zménam v expresi transkripnich a translacnich faktort,
geni kodujicich ribosomalni proteiny a enzymy transkripéniho a transla¢niho aparéatu.

Konkrétni geny jsou uvedeny v tab. 4 (str. 49-51).

3.3.15. Modifikace a degradace proteini

Dalsi velkou kategorii jsou geny, které koduji proteiny s funkci modifikace ¢i degradace
jinych proteinti. Z modifika¢nich proteint jimi kodovanych se jedna o peptidyl-prolyl cis-
trans isomerasu (ortolog S.c. CPR7), kinasu (ortolog S.c. KNS1) a fosfatasu (C.a. PSY2). Z
degradacnich proteini $lo pfedev§im o ty, které se ucastni ubiquitinilace a transportu

proteinu do vakuoly a proteasomu.
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3.3.16. Metabolismus koenzymii a kofaktori

Exprese vSech tii genti z této kategorie byla v kokultufe niz§i. Dva z nich maji svou roli
v biosyntéze biotinu (C.a. BIO2 a ortolog S.c. BIO3) a tieti (ortolog S.c. BNR3) koduje

protein zahrnuty v biosyntéze kyseliny nikotinové.

3.3.17. Geny s neznamou funkci

Funkce vétSiny genti se zménou v expresi neni znama. Konkrétné 25 neznamych gent
mélo v kokultufe 1,5-3,17x nizsi expresi, nez v kontrole a exprese 13 neznamych gent

byla v kokultufe naopak aktivovana, a to od 1,5 po 2,09-ti nasobnou zménu v expresi.

3.4. Kultivace C. albicans v pritomnosti P. aeruginosa a fluconazolu

Fluconazol je azolové antimykotikum, které inhibuje enzym 14-a demethylasu. Ten je
zodpovédny za pfeménu lanosterolu na ergosterol, ktery je hlavni soucasti cytoplazmatickeé

membrany kvasinky.

Experiment s DNA ¢ipy prokazal zvySenou expresi genu CDR1 (Candida drug resistance)
v kokultute C. albicans + P. aeruginosa. ZvySena exprese tohoto genu vyvolava u C.
albicans rezistenci na fluconazol i jind antimykotika. Protein Cdrlp patti do rodiny ABC
pienasect a je lokalizovan na plasmatické membrané a mechanismem aktivniho transportu
dokaze z kvasinkové buriky eliminovat cizorodé latky [88]. Rozhodli jsme se tedy provést
experiment, ktery kombinuje dva faktory vedouci ke zvySené expresi genu CDR1 —

piidavek fluconazolu a kokultivace C. albicans s bakterii P. aeruginosa.

Piidavek fluconazolu vyrazné snizoval zivotnost C. albicans v kokultute C. albicans + P.
aeruginosa i Vv kontrolni kultuie C. albicans (obr. 19, str. 59). V prub¢hu kultivace vSak
v kontrolni kultute ptesto dochazi k nartustu CFU (colony forming unit) bun¢k kandid (viz
obr. 20, str. 60). Naopak, v kokultuie C. albicans + P. aeruginosa dochazi k postupnému
ubyvani kvasinkovych bunék a ve stacionarni fazi jsou kandidy zcela nahrazeny bakterii,

ktera roste bez omezeni (viz obr. 21, str. 61)
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Pocet kolonii kandid na 1 pl kultury (CFU/ul) v €éase 20 h
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obr. 19: Semikvantitativni test pFeziti po 20 h kultivace v kulturach s/bez pfidavku fluconazolu

HE 169 — kontrolni kultura C. albicans; HE 169 + PAK — kokultura C. albicans + P. aeruginosa; HE 169
FLU — kontrolni kultura C. albicans s ptidavkem fluconazolu; HE 169 + PAK FLU — kokultura C. albicans +
P. aeruginosa s pridavkem fluconazolu

Semikvantitativni test preziti prokazal velky rozdil v rlstu kvasinek v zavislosti na pridavku fluconazolu.
Kontrolni kultura C. albicans i kokultura C. albicans + P. aeruginosa dosahuji podobnych hodnot CFU/pl.
V ptipadé kultur s pfidavkem fluconazolu dochézi ke zpomaleni ristu kandid a v kokultuie je rist omezen
vice, nez V kontrolni kultufe.

Chybové secky odpovidaji hodnotam CFU/pl ze tii replik.

Podle obr. 19 jsou hodnoty CFU/ul pro obé kultury bez fluconazolu (kontrola C. albicans a
kokultura C. albicans + P. aeruginosa) pomérné blizké s mirnym vzrastem v kokultufe.
Tento jev vSak neodpovida ristové kiivee (viz obr. 21, str. 61), podle niz je opticka denzita
kokultury v ¢asovém bod¢ 20 h naopak o néco mensi, nez je tomu u kontroly. Pomérné
velké hodnoty standardnich odchylek u nékterych vzorki vypovidaji o tom, ze tato
semikvantitativni metoda nevypovidd o piesnych hodnotach v konkrétnich c¢asovych
bodech, ale je spiSe vhodna pro ramcovou predstavu o kultivaénich zménach v disledku

interakce obou mikroorganismu (viz tab.5, str. 61).

Na zakladé semikvantitativniho testu pieziti C. albicans, ristové kiivky i mikroskopického
pozorovani lze potvrdit, Ze pfitomnost P. aeruginosa siln¢ ovliviiuje Zivotnost C. albicans

v kokultufe s ptidavkem fluconazolu.
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Graf zavislosti poctu kolonii kandid na 1 pl kultury (CFU/pl) na ¢ase
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obr. 20: Graf zavislosti CFU/ul na ¢ase v kulturach s pridavkem fluconazolu

Po pfidani fluconazolu je samotna kvasinka stale omezené schopna rustu (HE 169 FLU). V kokultuie s
pridavkem fluconazolu (HE 169+PAK FLU) se vSak Zivotnost kvasinky postupné snizuje a ve stacionarni
fazi je kvasinka zcela vymycena.

Chybové tsecky odpovidaji hodnotam CFU/pl ze tii replik.

Vysledky tohoto experimentu potvrzuji znamou skutec¢nost ve vztahu C. albicans a P.
aeruginosa - v okamziku vymyceni jednoho z mikroorganismi dochazi k pfemnozeni a
zvySeni invazivity druhého mikroorganismu [34]. Experiment navic potvrzuje, Ze v daném
uspofadani je tato interakce nezavisla na morfologické form¢ kvasinky, protoze nase
experimentalni podminky neindukovaly hyfalni rtst, narozdil od podminek v pribéhu

infekce.

Ackoli je tedy v kokultufe s bakterii P. aeruginosa exprese genu CDR1 kvasinky C.
albicans zvySena, nedochazi ke zvySeni rezistence kvasinky na fluconazol. Naopak,

zivotnost kvasinky je v kokultufe s pfidavkem fluconazolu nizsi.

Bunky kandid kultivované s ptidavkem fluconazolu jsou i vizuadln€ odlisné, poskozeni
bunééné membrany je patrné z mikroskopickych snimkt. Bunky jsou vét§i a maji

nepravidelny tvar. (viz obr. 22, str 62).
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obr.21: Graf zavislosti optické denzity na ¢ase a mikroskopické snimky v ¢asovém bodé 49 h

Rustova kiivka potvrzuje vysledky semikvantitativniho testu pieziti kvasinek. Optickd denzita je v kulturach
s pfidavkem fluconazolu zna¢né snizena. Ve vzorku kokultury HE 169+PAK FLU dochazi ke zvySeni optické
denzity ve stacionarni fazi, ale toto zvySeni podle mikroskopickych snimkid neodpovida buinkam kvasinek,

nybrz tém bakteridlnim.

tab. 5 — Semikvantitativni test pi-eziti - Chyby méfeni

c¢as CFU1/ul CFU2/ul CFU3/ul CFU/ul

[h] vzorek 0 0 0 |pramer[) A1l 8%
20 HE 169 105200 138400 105000 116200 14800 12.7
20 HE 169+PAK 90400 150200 162000 134200 29200 21.8
20 HE 169 FLU 13000 15000 11200 13067 1289 9.9
20 HE 169+PAK FLU 7000 1000 12000 6667 3778 56.7
24 HE 169 FLU 44400 42000 29800 38733 5956 15.4
24 HE 169+PAK FLU 4800 3600 3200 3867 622 16.1
28 HE 169 FLU 38800 29600 46000 38133 5689 14.9
28 HE 169+PAK FLU 0 400 800 400 267 66.7
49 HE 169 FLU 67800 71200 42200 60400 12133 20.1
49 HE 169+PAK FLU 0 0 0 0 / /

A — prumérna odchylka méreni
6 — primérna relativni odchylka
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obr. 22: Morfologicky rozdil mezi kvasinkovymi buiikami C. albicans v kultufe s pfidavkem
fluconazolu (HE 169 FLU) a bez fluconazolu (HE 169)

Fluconazol blokuje pfeménu lanosterolu na ergosterol, ktery je hlavni sloZzkou cytoplazmatické membrany.
Bunky, které v kultuie s fluconazolem rostou, maji nepravidelny tvar a oproti béZznym kvasinkovym bunikam

jsou vetsi, respektive ,,nateklé®.

3.5. Analyza kultiva¢nich médii metodou plynové chromatografie spojené

s hmotnostni spektrometrii (GC/MS)

Jelikoz je interakce mezi C. albicans a P. aeruginosa ovlivnéna produkci molekul
autoinduktort, které jsou prostiedniky komunikace mezi mikroorganismy, rozhodli jsme se
analyzovat média po kultivaci a posoudit jejich slozeni z kvalitativniho a kvantitativniho
hlediska. Analytickou metodou GC/MS jsme odhalili 2 druhy autoinduktort v extraktu
z kontrolni kultury C. albicans a 3 druhy autoinduktort v kokultufe C. albicans + P.
aeruginosa (viz obr. 23, str. 63 a obr. 24, str. 64), vSechny produkované C. albicans. Podle
knihovny a porovnani se standardy jsme zahy identifikovali E,E-farnesol a
fenethylalkohol, které byly produkovany kvasinkou v obou systémech, ac¢koli v riznych
pomérech ku standardu (oktadekan-1-ol o koncentraci 10 pg/ml chloroformu) a dale
,.farnesolovou kyselinu“ (FA) (viz tab. 6, str. 63).

FA byla ptitomna pouze v extraktu z kokultury C. albicans + P. aeruginosa, kde jsme
navic pozorovali jen velmi malé zastoupeni E,E-farnesolu. FA ma v systému quorum
sensing stejnou funkci jako farnesol — inhibuje hyfalni rist. Zda se, ze rizné kmeny se 1isi
v produkci farnesolu a FA a jejich pomér mtize byt odrazem metabolické funkce kvasinky,
ale vétsi zastoupeni ,,farnesolové kyseliny” oproti farnesolu je pro C. albicans spise

neobvyklé [89].
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obr. 23: Plynova chromatografie chloroformovych extrakti z filtrovanych kultivaénich médii -
kvalitativni analyza

kokultura C. albicans + P. aeruginosa, b) kontrolni kultura C. albicans

hmotnostni spektrometrie identifikovala tfi latky produkované C. albicans: | — fenethylalkohol, Il — E,E-
farnesol, IlI- , farnesolova kyselina“

ST — standard oktadekan-1-ol, a.u. — arbitrarni jednotka

tab. 6: Autoinduktory C. albicans analyzované metodou GC/MS

oznaceni v i Systematicky nazev
chromatogramu Autoinduktor Struktura
OH
| fenethylalkohol 2-fenyl ethanol ©/v
2E,6E)-3,7,11-trimethyldodeka-{H;c OH
I E.E-farnesol (2E.6E) Y N Z Z
2,6,10-trien-1-ol CH, CHs CHs
OH
] »farnesolova kyselina“ 3,7,11-trimethyldodeka- N Z =~
2,6,10-trienova kyselina CH CHg CHy O
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obr. 24: Hmotnostni spektra analyta

| — fenethylalkohol, 1l — E,E-farnesol, 111- ,farnesolova kyselina“, ST — standard oktadekan-1-ol

Regulace produkce molekul QS bakterii je pro nas zatim neznamou. V jedné z biologickych
replik jsme v extraktu z kultury P. aeruginosa zaznamenali vyskyt fenazinovych barviv (data
neuvedena), avSak dalsi kultivace tuto skute¢nost neprokazaly. Rozdil je patrny jiz vizualné —
fenazinova barviva jsou tmav€é modrd a zbarvuji tak bakteridlni kulturu i chloroformovy

extrakt.
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Produkci autoinduktorti jsem také kvantifikovala metodou vnitiniho standardu — porovnala
jsem plochy pika jednotlivych autoinduktori s plochou piku standardu oktadekan-1-olu a tak
jsem provedla relativni kvantifikaci (viz tab. 7). V kokultute C. albicans + P. aeruginosa bylo
zhruba dvakrat mén¢ fenethylalkoholu, nez v kontrolni kultuie C. albicans. E,E-farnesol je

Vv kontrole zastoupen o poznani vice, nez v kokultute, kde je naopak vyznamné nabohacena

,farnesolova kyselina“.

tab. 7: Kvantitativni analyza

Chr";;ﬁgg‘;;mu ret"t';:i':aéas autoinduktor | AJ/AJ(primér)[] AL 5%
| 17.66 fe”ﬁgl‘(ﬂﬁ'ukr‘;ho' 10.42 0.26 2.53
fe”ektgz:fé'l‘;ho' 23.08 0.02 175
I 23.66 Ek%ijlrt”uizo' 0.78 0.02 2.27
EEOEatigfjo' 15.19 0.01 1.32
11 29.63 FA kokultura 18.70 0.95 5.09

FA kontrola - - -

kokultura = C. albicans + P. aeruginosa
kontrola = C. albicans
A./A; = plocha piku analytu/plocha piku standardu
A = prumérna smérodatna odchylka méfeni

& =relativni odchylka méfeni
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4. DISKUSE

Nase snaha o studium interakce mezi patogenni kvasinkou C. albicans a bakterii P.
aeruginosa ptfinesla zajimavé vysledky, jejichz interpretace je ovSem pomérné slozita.
Kombinaci molekularné-biologické metody sledovani genové exprese a analyzy médii po
kultivaci mikroorganismi jsme na tento kultivacni systém nahlédli z riznych uhli. Diky
tomu mizeme posoudit interakci mikroorganismui nejen z hlediska zmén v genové expresi
kvasinky, ale také prostfednictvim produkce komunika¢nich molekul mikroorganismi

Vv prabéhu kokultivace.

Néami zvolené podminky experimentu s DNA Cipy zapfiCinily to, ze dochazelo spise
K men$im zménam v genové expresi — pohybovali jsme se celkové v rozmezi do 2-3
nasobku exprese oproti béznému systému (kontrola C. albicans), coz je v globalnim
méfitku pomérné¢ maly rozdil. Divodem muze byt postupna adaptace C. albicans na
bakterii zpisobena zaockovanim obou mikroorganismti ve stejném okamziku. V naSich
pfedchozich experimentech v kokulturach ¢asto dochézelo k preriistani bakterie kvasinkou
(dtkaz, Ze P. aeruginosa pokazdé neinhibuje rust C. albicans) — fenotyp kokultury totiz
velmi zéavisi na poméru, v jakém jsou zaockovana inokula riznych mikroorganismd.
V naSem experimentu byly podminky voleny tak, aby bylo docileno vzajemné rovnovahy
rastu buné¢k C. albicans aP. aeruginosa v prabéhu kokultivace a aby jedna druhou
neprertstala. Je ale mozné, ze optickd denzita bakterie v kokultuie byla pfili§ mala, nez
aby méla zdsadni vliv na genovou expresi kvasinky. Rozhodné¢ bude nutné tento
experiment v budoucnu opakovat za mirné odliSnych biologickych podminek. Je totiz
diskutabilni, nakolik lze nase vysledky povazovat za skuteéné relevantni vzhledem k takto

malym rozdilim v genové expresi.

Ptesto si ale miizeme udélat ramcovou predstavu o tom, které biochemické drahy kandidy
jsou ptredev§im ovlivnény interakci s bakterii P. aeruginosa. Napiiklad zminény ortolog
S.c. MNT2 (viz kap. 3.3.1. Buné¢na sténa) by mohl hrat duleZitou roli ve vztahu kvasinky
k bakterii diky své roli v O-mannosylaci proteinti bunééné stény. Brand a spol. totiz zjistili,
ze O-mannosylace proteind bunééné stény C. albicans je ziejmé protektivnim faktorem
kvasinky z hlediska interakce s P. aeruginosa [35]. Cilena mutace geni MNT1 a MNT2 C.
albicans (koduji mannosyltransferasy Mntlp a Mnt2p, pozor, nejedna se o S.c. MNT2)
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Vv jejich experimentu totiz vyustila v ubytek kvasinek v prostfedi indukujicim hyfalni rust,
pokud byla v kokultufe pfitomna bakterie P. aeruginosa. Neni tedy vylouceno, ze by
ortolog S.c. MNT2, jehoz exprese byla v naSem experimentu vyssi v kokultufe, mohl byt

také protektivnim faktorem C. albicans v jeji kvasinkové morfologické formé.

Zvysena exprese C.a. CDR1 (koduje efluxni ptenase¢ fosfolipidii a cizorodych latek)
v kokultute C. albicans + P. aeruginosa zase vybizi k myslence, Ze by kvasinka mohla byt
ohrozena cizorodymi latkami z okolniho prostfedi. P. aeruginosa produkuje velké
mnozstvi nizkomolekularnich latek, které casto byvaji prostfedniky (autoinduktory)
mikrobidlni komunikace (quorum sensing). Mezi témito latkami jsou mnohé¢ bakterialni
toxiny, které mohou byt toxické i pro C. albicans a mohly by byt eliminovany pravé
pomoci podobnych pienasecu. Je v§ak ponc¢kud zvlastni, Ze se zvySuje pouze exprese genu
CDR1 a v ptipad¢ ostatnich ¢leni genové rodiny ABC, mezi nimiz je celd fada gent
kédujicich proteiny s podobnou funkci, ke zméné nedochazi. Spole€nym rysem takovych
genl je to, Ze jejich zvySena exprese je umérna rezistenci kvasinek na riizna antimykotika.
My jsme se rozhodli zjistit, co se stane, pokud kvasinku vystavime pisobeni fluconazolu a
piitomnosti bakterie soucasné (viz kap. 3.4.) a zjistili jsme, ze kombinace fluconazolu a
pritomnosti bakterie v kokultufe snizuje Zzivotnost kvasinky jeSté vice, nez jen prosty
piidavek fluconazolu do kontrolni kultury s C. albicans. Zvysena exprese CDR1
Vv kokultuie tedy rozhodné neznamend efektivnéjsi eliminaci fluconazolu a tedy zvysSeni
zivotnosti kvasinky, je tomu pravé naopak. Je mozné, ze zvySeni exprese CDRL1 je pro
kvasinku pfili§ velkou zatézi, nebo ze protein Cdrl ma omezenou kapacitu a nedochazi tak
k G¢inné eliminaci bakterialnich toxind a fluconazolu soucasné. Na druhou stranu je tieba
si také uvédomit velmi zasadni uskali tohoto experimentu, a to, Ze zména v expresi genu
jesté nemusi nutné odrazet ji odpovidajici translacni projev.

Nicméné, celkové by ochrané pied cizorodymi latkami odpovidala i snizenid exprese
genového ortologu S.c. VBA5S v kokultufe. Ten je ¢lenem rodiny MFS a citlivost na

antimykotika naopak zvySuje.

Zvysena exprese C.a. BNR1 v kokultufe pravdépodobné neni spojena s hyfalnim ristem
kvasinky, protoZe jsme nepozorovali zddné hyfy v kokultute ani v kontrolni kultute. Podle
dostupnych informaci je sice Bnrlp pravdépodobné soucasti hyfalniho cytoskeletu a

ovliviiuje hyfalni polarni rist, ale ma svij ortolog také u S. cerevisiae, ktera hyfy nevytvaii.
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S.c. BNI1 ale hraje roli béhem mitézy a puceni, pravdépodobné se tedy jednd o bézny

cytoskeletarni protein.

Zasadni je ovSem snizend exprese dvou gend koédujici enzymy Sikimatové drahy (AROZ2,
ARQ7) v kokultuie. Jedna se o drahu, ktera se uplatiiuje u rostlin, hub a bakterii a vyuziva
latku zvanou Sikimat jako prekurzor biosyntézy aromatickych aminokyselin — naptiklad
tyrosinu. Z L-tyrosinu je v dalsi fazi syntetizovan tyrosol - molekula komunika¢niho
systému quorum sensing. Snizena exprese téchto geni V kokultute odpovida vysledkim
analyzy médii (viz kap. 3.5.), ktera odhalila snizenou produkci autoinduktoru
fenethylalkoholu (inhibitor hyfalniho rastu) v kokultuie C. albicans + P. aeruginosa. Jedna
se o latku strukturné velmi podobnou tyrosolu (viz obr. 3, str. 69). Jelikoz je tyrosin
prekurzorem pro biosyntézu tyrosolu a fenethylalkohol ma velmi podobnou strukturu, jako
tyrosol, je mozné, ze cesty biosyntézy fenethylalkoholu by také mohly byt spjaty s
Sikimatovou drahou. Otazkou je, z jakého duvodu je produkce fenethylalkoholu v kokultuie
niz§i. Je mozné, Ze P. aeruginosa n¢jakym mechanismem blokuje produkci tohoto
inhibitoru hyfalniho rustu, aby kvasinka zahajila rust zarode¢nych klicka a hyf a byla tak
pro bakterii snadnéjSim ter¢em? Podobnd interakce je mezi témito organismy jist¢ mozna —
je znamo, ze farnesol (jiny inhibitor hyfalniho rtstu C. albicans) inhibuje produkci jednoho

z autoinduktort P. aeruginosa [37].

Vynechame-li nezndmé geny, nejCastéji se zmény v expresi tykaji geni koédujicich proteiny
zahrnuté v transkripci, translaci a uprave proteini. Neni to nic neobvyklého, protoze velka
cast geni ma predevSim regulacni funkci. Pro zmény v expresi velké Casti genli nemame
zatim zadné vysvétleni, ale na tom neni nic zvlastniho vzhledem k tomu, jak komplexni

dé¢je se mohou v bunice odehrévat.

Vysledky analyzy médii piinesly kromé jiz vySe zminénych rozdilt v produkci
fenethylalkoholu i jiné zajimavé informace a potvrdili, ze v kokultute C. albicans + P.
aeruginosa dochazi ke komplexnim zménam v produkci autoinduktorti C. albicans. Jak jiz
bylo fteceno, fenethylalkohol je strukturné velmi podobny tyrosolu. Tyrosol je
antagonistou farnesolu — indukuje hyfalni rast kvasinky. Fenethylalkohol vsak

pravdépodobné hyfalni riist inhibuje podobné jako farnesol [90].
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obr. 3: Tyrosol a fenethylalkohol
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Timto dochazime ke zjisténi, ze veskeré nami analyzované autoinduktory tvorbu hyf C.
albicans inhibuji. To je vysledek, ktery je v souladu s podminkami naSeho kultiva¢niho
systému — kandida zde roste vyhradné v podob¢ blastospory. Otazkou je, pro¢ dochazi k
oxidaci farnesolu na farnesolovou kyselinu v kokultufe C. albicans + P. aeruginosa.
,,Farnesolova kyselina® neni pravé béznym autoinduktorem C. albicans [89]. Nabizi se
otazka, zda bakterie n¢jakym zplisobem neovlivituje redoxni prostiedi kultury a tim oxidaci
farnesolu na jeho kyselinu. Sporadicka produkce fenazinovych barviv bakterie by tomuto
scénafi odpovidala — bakterie mize barvivo produkovat, ale zarovei jej zahy oxidovat na
produkty, které nejsou rozpustné v chloroformu. Zda se, Ze musi existovat jesté néjaky jiny
faktor, ktery ovliviiuje slozeni autoinduktorti v kultivanich médiich, protoze mezi
biologickymi replikami byly urcité rozdily (pfitomnost/neptitomnost fenazinovych barviv,
ruzné poméry fenethylalkoholu a farnesolu). Produkci farnesolu a fenethylalkoholu jsme

ovSem pozorovali vzdy.

Samostatnou otazkou je vSak rozpustnost autoinduktort v kultivaénim médiu — fada z nich
totiz neni dobfe rozpustna ve vod¢ a je pravdépodobné, Ze velka ¢ast téchto latek se béhem
kultivace uvoliiuje z vodného prostredi kultivaéniho média (kultury se navic vyznacuji

vyraznym zapachem).

Tato prace dava zaklad k dalsim experimentiim v otazce studia interakce mezi C. albicans a
P. aeruginosa, protoze interpretace nékterych vysledkid je pro nas stale neznamou. Vztah
mezi témito mikroorganismy je ovlivnén na obou stranach a zda se, ze ne vSechny jeho
podrobnosti byly zatim brany v potaz. Je samoziejmé mnoho jinych kultiva¢nich systémul,
které by bylo mozno vyuzit pro tento experiment (biofilm, indukce hyfalniho rtstu C.
albicans v kapalném médiu a jiné) — nami zvoleny systém je charakteristicky sam o sob¢ a
neni mozné souhrnné aplikovat vysledky jeho pozorovani na jina biologické4 uspotadani.

Vysledky z DNA ¢ipli by mohly déle poslouZit jako zéklad pro rizné genetické manipulace
kvasinky (naptiklad delece CDR1, S.c. MNT2 aj.) a testovani jejich citlivosti na pfitomnost
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P. aeruginosa. V neposledni fadé by mohlo byt zajimavé aplikovat vysledky vyzkumu
systému C. albicans + P. aeruginosa na interakci non-C. albicans druhii kvasinek rodu

Candida s P. aeruginosa.

5. SOUHRN

Zjistili jsme, ze v prab&hu kokultivace kvasinky C. albicans a bakterie P. aeruginosa
dochazi ke zménam v genové expresi 107 gent kvasinky. Nékteré z téchto genii by mohly
mit vliv na biosyntézu bunécné stény (ortolog S.c. MNT2), metabolismus komunikaénich
molekul systému quorum sensing (ARO2, ARO7) nebo na eliminaci toxickych latek
(CDR1) C. albicans v piitomnosti P. aeruginosa.

Na zédklad¢ analyzy médii metodou GC/MS jsme nalezli souvislost mezi sniZenou expresi
geniit ARO2 a ARO7 a niz8$i hladinou fenethylalkoholu (inhibitor hyfalniho rtstu)
v kokultute C. albicans + P. aeruginosa. V kokultuie C. albicans + P. aeruginosa jsme
také zaznamenali vyskyt neobvyklé oxidované formy autoinduktoru farnesolu (inhibitor
hyfalniho rustu), 3,7,11-trimethyldodeka- 2,6,10-trienové kyseliny (FA).

Po pridani antimykotika fluconazol do kokultury C. albicans s P. aeruginosa a kontrolni
kultury C. albicans jsme pozorovali vyrazné snizenou zivotnost kvasinky v kokultuie
s bakterii. Tato skuteCnost odporuje soucasné¢ zvysené expresi genu CDR1 v kokulture,

protoze CDR1 obvykle zvysuje rezistenci C. albicans na azolova antimykotika.
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