Osnova predchozi prednasky

Trochu historie
vyskyt kvasinek
- vyroba piva, vina
medicinsky vyznam
- kandidozy
modelovy organismus

Morfologie kvasinek
|dentifikace kvasinek

Metody detekce kvasinek
Metody vyuzivajici kvasinek
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Kontrola éstoty kmene pro biotechnologické procesy (Saccharomyces
cerevisiae — pivo)



Zpracovani vzorku

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

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

- identifikace:

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

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




|dentifikace kvasinek

- Morfologie — rozliSeni jednotlivych druht: charakteristika tvaru, velikosti,
povrchu..., asexualni a sexualni struktury,...

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

Tvorba zarodecénych klicku pfi 39°C
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a = albicans, t=tropicalis, k=krusei, |=lusitaniae,
g=glabrata, p=parapsilosis; chl=chlamydospore




Molekularni taxonomie

-konvencni taxonomie je problematicka :

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

- Vétsinu fyziologickych charakteristik |ze zvratit mutaci v jediném genu

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

- PCR a restrikéni polymorfismus (odliSeni druhu)

- nejnoveji MALDI-TOF (taxonomie)



|dentifikace zalozena na odlisnosti typickych
sekvenci DNA

- obtiZzna izolace DNA, proteinu ... z kvasinek

- je tfeba nejdfive narusit silnou bunécnou sténu ...pomoci enzymu nebo
mechanicky a poté extrahovat DNA (napf. fenol-chloroform, poté srazeni
etanolem)

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




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

transiluminator)

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

amplifikace probiha dvoufazové

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

takto ziskané amplikony jsou pak pfeneseny do jiné amplifikaCni zkumavky

obsahujicich druhou dvojici primeru, specifickych k vnitfni oblasti useku
amplikonu

konzervovana intergenova oblast rDNA
detekce gelovou elektroforézou
eventualné sekvenace




« 2 sady primeru, intergenova oblast rDNA

Species and primers used

Sequence (5'U 39

Annealing temperature (°C)

First PCR for six Malassezia species’

First PCR for three Malassezia seecie:-;1

First PCR for each Malassezia species
M. dermatis

M. furfur

M. globosa

M. japonica

M. obtusa

M. restricta

M. slooffiae

M. sympodialis

M. yvamatoensis

Forward
Reverse

Forward
Reverse

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

ATCCTTTGCAGACGACTTGA
TGCTTAACTTCGCAGATCGG

ACCTGCAGAAGGATCATTAGTGA
TCCTCCGCTTATTGATATG

CGCACCTTGCGCTCCATGGT
AGCCTGGTTTCCCAGGCAGCGG
TGTGTACCATAGGCACCCAC
CACGGTGATAAAGGGATGCA
TCGAGTGCATACCACACTCGAG
TACGGTGCTTTCACGGTTCT
CGTATGTGGATCTTATCCTAT
TGACTAGTGTCGTAGGCACGGTA
CATGGTCCATCTCCCACACA
AGAGAGTGCGTGGCGCATGGT
CGACCTAGTCGACTACATCCTACT
TTCGGAGATACAAGCCTCCAT
ACGCACGCTAACACAACGTG
TGTGCGATTCGAAGCGCACA
CGCACCTTGCGCTCCATGGT
GGTACAATCCCCAGGCAGVAA
CGATCAAACTTCTCTGTGTCCAG
TGTGTGGGAGGTAGAAGAGGCA
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56

58

58
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59

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

M. sympodialis.




Multiplex PCR

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

Candida bracarensis

univerzalni 223bp
primer (konzervativni oblast 5.8S rDNA)

IIIHII;I];I—F

200 bp i

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




Nova generace sekvenovani
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300 000 jamek kazda s jednou kuliCkou obsahujici jedno namnozené viakno ssDNA

Technologie 454 od firmy Roche



Nova generace sekvenovani

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

luciferim

Light + oxy luciferin

Technologie 454 od firmy Roche
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MALDI-TOF

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem (matrix-assisted laser

desorption/ionization time-of-flight mar - -~~~ ~*-—~—~*-- **%! =~ 7
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Vzorek je smichan s tzv. matrici
(v molarnim poméru radové 1:10-4)
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Desticka se vlozi do iontoveho
zdroje a ve vakuu je ozarena pulsnim
laserem (UV)

Energii laserového pulsu absorbuje matrice a pfeda ji molekulam
analytu — odpari se
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ion vstupuje do vakua v trubici detektoru - z jeho pohybu vakuovanym
prostorem Ize vypocitat pomeér jeho hmotnosti a naboje (z doby letu Castice)



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

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

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

« Identifikace na uroven kmenU mozna diky detekci charakteristickych
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Saccharomyces cerevisiae

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

-Kratké centromery a ARS (100bp)

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

-120 kopii rRNA, 262 tRNA

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

Schizosaccharomyces pombe

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

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

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

-50 gent ma homologie s geny lidskych nemoci

http://www.yeastgenome.org/
http://www.sanger.ac.uk/modelorgs/yeast.shtml



http://www.yeastgenome.org/

Vyhody kvasinkoveho model

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

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

«  Stabilni haploidni i diploidni formy

«  Haploidni buriky Ize kFiZit na diploidni (heterozygotni mutanty)

« Diploidni buriky Ize sporulovat a vyuzit pro genetickou analyzu (tetradova analyza)

* Lze transformovat DNA (plasmidy i linearni)

»  Centromerické a multicopy plasmidy

* Vysoka frekvence homologni rekombinace (linearni DNA)
* Lze pfipravovat deleCni a mutantni kmeny

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

* Techniky barveni (cytoskelet, sténa ... + GFP in vivo)

+ S.c. ma kompaktni genom — knihovny s genomovou DNA (ne cDNA)
+ Kompletné osekvenovany genom (genomové aplikace)

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

*  Mikro€ipy - expresni profily za rdznych podminek

« Rada zivotnich d&jii ma analogii v procesech v savé&ich burikach
(lidské geny testovany v kvasinkach - nemoci, metabolismus,
regulacni mechanismy)

F. Sherman, Getting started with yeast, Methods Enzymol. 350, 3-41 (2002):
http://dbb.urmc.rochester.edu/labs/sherman_f/StartedYeast.html
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