Osnova 3. prednasky

METODY

» Diagnostické metody
 Analyticke metody
» Kvasinkoveé modelove organismy
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Kontrola c":itoty k'ene pro biotechnologické 'procesy (Saccharomyces
cerevisiae — pivo)



zpracovani vzorku:

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

—> klinické vzorky: télni tekutiny, stér nebo pomoci lepive pasky ...
a pak vyseti na Sabouraudulv agar nebo bohaté médium — kultivace

2-7 dni pfi teplotach 22-42°C (37°C)

Lékarska mykologie — Bi3390

identifikace/analyza:

- fenotypové metody — morfologie kolonii, morfologie bunék (...spor)
- biochemickeé vlastnosti (fermentace cukru, asimilace uhlikatych nebo

dusikatych substratu ...

moderni metody

- PCR (nested, multiplex, RFLP),
- sekvenacéni (NGS technologie),

rust na chromogennich plotnach)

- hmotnostni spektrometrie C. parapsilosis

C. glabrata



V klinické praxi je dulezitéjSi rychlost nez presnost (pfi zachovani spravné lécby)

Tab. 1 - Nejcastéji pouzivané metody pro identifikaci kvasinek

Charakter Princip Zpusob detekce Hodnoceni
identifikace
orlentadni selektivnl a diagnosticke pldy akuvita enzymd, produkce pigmentu flucrescence, barevnd zména
mikromoriologie nativni preparat KHCH hyty
sérologle monokionain! protiatky agiutinace
erzymat|cke testy akivita enzymdy barevna zmana
podrobng mikromoriciogle natini preparat chiamydospoty
artrospory
mycelium/peeudomycelium
barveny preparat askospory
pouzdra
blochemie asimilace intenzita zakalu
Darevnd zména
fermentace produkce GO,
molekuiami biologle analyza DNA FISH (flucrescence)
PCR
analjza ANA NASBA
analyza protein{ MALDETOF MS

FiSH - fluorescentnl hybridizace in siiu, PCR - polymerazova fetézova reakce, NASBA - amplifilkace zaloZzend na sekvencich
nuikleove kyseliny, MALDI- TOF MS - hmomostni spekirometrie Matrbe-Assisied Laser Desorption lonization — Time of Hight
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Mikromorfologie - spory

Zplsob detekce

Charakter Princip Hodnoceni
Identifikace
orlentatnl selektivnl a diagnostické pldy aktivita enzymdl, produkce pigmentu fluorescence, barevna 7ména
TikromoNologie nalvnl preparat KGN hiyly
SErologle MONOKIONAINI ProUATKY agutinace
SNy MATICKE TSty 2KiVita enzymi Barevna Zmena
podrobna mikromoriologie nalnl preparat chiamyaospory
anrospory
mycelum/pseudomycelium
barveny preparat ‘asKospory
pouzara
blochemie asimiiace Intenzita zakalu
barevna zména
fermentace produkee CO,
molekuiami bioiogie analjza DNA FISH (fucrescence)
PCR
analjza RNA NASBA
analyza protein( MALDI-TOF MS
FISH — flucrescentni hybridizace in iy, PCR - polymerdzova febzova reakce, NASBA - ampliifikace zaloZend na sekvencich
nuideové kysellny, MALDL-TOF MS - hmomosti spekrometrie  Matrix-Assisted Laser Desorption lontzation — Time of Flight*

C. albicans: na delSich '-’.;
hyfach &i pseudohyféch
jen jedna terminalni ©

chlamydospora

www.pgodoy.com

C. dubliniensis:

| nadbytek

¢ chlamydospor na
i koncich kratkych
| pseudohyf

kaseinovy agar nebo kukufi¢ny agar (razny vysledek)

- test kli€nich hyf, C. albicans pfimo z pozitivnich hemokultur na

Agar Basis of differentiation C. albicans

C. dubliniensis

Cornmeal-Tween 80
medium; rice agar—Tween
medium; Pal’s medium

singly and attached
terminally to
pseudohyphae

Chlamydospore production Small numbers, occurred

Casein medium; Staib Chlamydospore production | Chlamydospore absent

medium

Large numbers and
arrangement in contiguous
pairs, triplets or larger
multiples attached to a
single suspensor cell
Chlamydospore abundant
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Mikromorfologie - kolonie

C. dubliniensis

Staibtiv agar (37°C)
C.albicans

-
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Tab. 1 - Nejéastéji pouzivané metody pro identifikaci kvasinek
Charakter Princip Zplsob detekce Hodnoceni
Identifikace
V4 " V4 orlentatnl selektivnl a diagnostické pldy |  akivita enzymd, produkce pigmentu | fluorescence, barevnd zména
mIKIMOrologe natvnl preparat KIEn! hyly
[séologle | monokionainl protiatky agutinace
SNy MalIcKe Testy 2KV enzymi barevna zmana
podrobna mikiomorioiogie nathnl praparat chiamyaospory
anrospory
mycalum/pseudomycalium
barveny preparat BSKOSpOTy
L] L] pouzara
- souprava latron Serological Candida Chec e e
barevna zména
. . . fermentace produkce CO,
Kit (latron Laboratories) nebo Bichro-latex i o
- PCR
analjza RNA NASBA
. u . analyza protein( MALDITOF MS
Al b I C a n S F u I I I O u Z e D I a n O St I CS FISH — flucrescentni hybridizace in iy, PCR - polymerdzova febzova reakce, NASBA - ampliifikace zaloZend na sekvencich
nukleové kyseliny, MALDL-TOF MS - hmomnostni spekirometrie ,Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight*

Specifické protilatky proti antigenim bunécné stény

latexové &astice 1/ 1 Latexova aglutinace
: 4 C. dubliniensis C. albicans
\ \ : o

kvasinky2 * & o &

A 4

&

Teplotni test

Phenotypic criteria C. albicans  C. dubliniensis

Obr. 2: 1 - latexové éastice s navézanou
specifickou protilétkou na povrchu; 2 - virova Growth at 42 to 45°C - -
¢astice; 3 — shluk latexovych éastic s viry, ktery

wytvdii zdkal ve vzorku  TotéZ plati pro kvasinky

Growth on hypertonic + -~
Sabouraud broth



Chromogenni testy

- test enzymovych aktivit - chromogenni substraty — napf. tetrazolioveé soli

tetrazoliova sul

TPH (White color)

Caal

Cagl

electron donor (eg NADH)

Succinate dehydrogenase

redukce @’

ATCC 10231(C. albicans) at 48 h.

ATCC 13803 (C. tropicalis) at 48 h.

%
a2

TPF (Red Color)

Catr

Agar

Basis of differentiation C. albicans C. dubliniensis

Tetrazolium salt médium Colony color determined by Red to maroon colonies
the ability to reduce the
tetrazolium salt
Colony color determined by
fB-N-acetylgalactosa-

minidase activity

Pale pink to whitish
colonies

Chromagar Candida
(Chromagar, Paris, France;
M-Tech Diagnostics Ltd,
Cheshire, UK)

Candida ID (BioMérieux,
Marcy I'Etoile, France)

Light green, light-blue
or blue green colonies

Dark green colonies

Colony color determined by
hexosaminidase activity
and other chromogenic

substrate

Blue-green colonies  Dark-bluish green colonies




Chromogenni testy

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

Tab., 2 - Selektivné diagnosticke pudy pro predbéznou identifikaci kvasinek
Registrovany nazev Typ Vyrobce Detekované druhy
CHROMagar Candida chromogennl CHROMagar Microbiology CAAL, CATR. CAKR, CAGL
CandlSelect 4 chromogeanni Blo-Rad | aboratories CAAL, CATH, CAKR, GAGL
HardyCHROM Candida chromogenni Hardy Diagnostics CAAL, CATR, CAKR, CAGL
Brilllance Candida Agar chromogennl Oxoid CAAL, CATH, CAKR,

(skupina CAGL, CAPA, CALL, CAKE)
Gandlida Chromogenic Agar chromogennl Laboratorios Conda CAAL, CATR, CAKR (CAPA, GALU)
BBl Chromagar Candida chromaogenni BD Diagnostics CAAL, CATR, CAKR
Candida ID 2 chromogenni DlohMerleux CAAL (skupina GATR, CALU, CAGL, CAKE)
Candichrom Il chromogenni ELITech Group CAAL
Ruoroplate Candida fluorogenni Merck Chemicals CAAL

CAAL - Candida albicans, CATR - Candda tropicalis, CAKR — Candida krusel, CAGL - Candida glabrata, CAPA — Candida parapsi-
losis, CALU - Candida lusitaniae, CAKE - Candida kefyr, CAGL - Candida guiliermonali
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C. albicans or C. dubliniensis?

‘ 7

C. albicans or C. dubliniensis?

Y
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C dubliniensis C. albicans C.glabrata n C. krusel C. dubliniensis C albicans

ELIchrom FUNGI or FUNGIFAST®

+24to 72H

* ’ * *
ELITex Bicolor dubliniensis | ELichromglabrata |  ELiTex krusel  JELITex Bicolor dubliniensis

FUNGIFAST® or FUNGIFAST® AFG

+24to72H

Pfiklad analyzy:

CANDIchrom — chromogenni metoda
(enzymaticka preména tetrazoliové
soli) 1-2 dny

*ELITex — latexové aglutinaéni metody
(protilatky) 5 minut

— biochemicky test (
) 20 minut

ELIchromFUNGI
1-2 dny

Candida, Saccharomyces, Rhodotorula, Cryptococcus,
Trichosporon, Geotr/chum Kloeckera, Pichia

— biochemickeé testy

ELiIchrom FUNGI
’”?‘.?mch.

.Y".‘ l 3 ‘ :
s u—&ua PRO  ACT SC a-GLU  PHOS TRE ONPG

MWO!O\,\\_\.



Biochemickeé testy

- Biochemické parametry — zaloZzeny na schopnosti utilizace uhlikatych
latek (cukrud), pfeménit dusikaté latky (hydrolyza mocoviny - ureasa)

- Tato schopnost se odviji od metabolickych schopnosti daného druhu —
pritomnosti specifickych enzymu (pfedevsSim dehydrogenas, fosfatas, [3-

glukosidaza, 3-N-acetylhexosaminidazy) A.J. Kluyver — po&atek 20. stol.
blochemie asimiiace intenzita zakalu
barevna zmena
fermentace produkce CO,
e hundreds Phenotypic criteria C. albicans C. dubliniensis
o side of other
i v enzymes
Substrat
e o o are also Growth on glycerol
Glucose Glucose located in i g X
- i |~ the cell Growth on p-xylose + -
Glucose-G-phosphate
Fructose PGI

ATP wae® Fructose-6-phosphate

PFK [ ATP

Fruciose 1,6-diphosphate

) Growth on . -
Dihydroxyacetone < Glyceraldehyde 3-phosphate me [h _\ [' a-D- gl ucaos ld c
phosphate TR Torl )
oy Growth on p-trehalose + -
1,3-diphosphoglycerate ; I N K-d- . ‘I\ _I\ L .
_— ey R RS f-p-glucosidase activit
s 3-phosphoglycerate
ADg PGM
End Acotaldehyde 2-phosphoglycerate
ENO
products A Phaspheenal pyruvale - . . . ’ TH 4 4
v fos are (napf. C. dubliniensis neni schopna utilizovat D-xyl6zu, D-trehalézu,
COy +—vann——=CO, Pyruvate

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



Biochemicka charakteristika

* Rhodotorula « Sporidiobolus
« Ureaza + « Ureaza +
« KNOj utilizace - « KNOj utilizace —
 Fermentace  Fermentace
— Mal, Lac, Sac, Glc — — Mal, Lac, Sac, Glc —
» Asimilace sacharidu « Asimilace sacharidu
— Mal+ Sac+ Lac- — Mal- Sac+ Lac+
— Raf+ Miz+ — Raf+ Miz+
— Xyl+ Ara+ — Xyl+ Ara-
— Inl- Aml- — Inl- Aml+
— Cel+ Tre+ — Cel+ Tre+

Mal — maltosa, Lac — laktosa, Ara — arabinosa, Aml - amylosa



BiOLOG

Yeast Identification Test Panel

YT MicroPlatem™

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

A1l A2 A3 A4 A5 Ab A7 A8 A9 A10 Al11 A12
Succinic Acid .

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

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

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

c1 c2 C3 c4 C5 C6 c7 Cc8 c9 c10 c11 c12

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

D-Glucosamine

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

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

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

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

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

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

a-Methyl- B- Methyl-

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

D-Glucosamine

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12

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

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Succinic Acid | N-Acetyl- 4.2

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

[

FIGURE 1. Carbon Sources in YT MicroPlate

Oxidation Tests

D Assimilation Tests
narust kvasinek




Postup kKlinickeho vysetreni

ostatni kimicky malendl
chromogennt agar

piedbéaina 'ﬁsnliﬁir.a:e
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Molekularni taxonomie

- konvencni taxonomie je problematicka :
- morfologie kvasinek neni stabilni— roztér a narust trva nékolik
dni (prodluzuje se v€asna diagnoza ...) —
- molekularni taxonomie (komerc¢ni ucely - odlisit kmeny S.c.)
- pulsni gelova elektroforéeza (PFGE), FISH (karyotyp)
- PCR, restrikéni polymorfismus (odliseni druhu)
- nejnoveéji MALDI-TOF (taxonomie)

- vétSinu morfologickych nebo enzymatickych ... charakteristik Ize
zvratit mutaci (v jediném genu)



|dentifikace zalozena na odlisnosti typickych
sekvenci DNA

- obtizna izolace DNA, proteinu ... z kvasinek

- je tfeba nejdfive narusit silnou bunécnou sténu ... pomoci enzymu
nebo mechanicky

- poté PFGE nebo dale extrahovat DNA (napf. fenol-chloroform, poté
srazeni etanolem)

- specifické sekvence lze identifikovat pomoci Southern blotu nebo PCR

- izolace DNA a stépeni restrikCni endonukleazou -> agarozovy
gel -> presati na membranu -> sonda znacena digoxigeninem (vétsinou
se vyuziva sekvenci rDNA)




« 1. sada primerU je universalni kvasinkova (pozitivni kontrola, vyssi
prouzky) a 2. sada primeru je druhové specificka (méné konzervovany
usek DNA) - separace gelovou elekiroforézou (barveni ethidium bromidem,
UV transiluminator)

PCR

h

g

« po PCR muze nasledovat stépeni restrikCni endonukleasou a odliSeni druht
na zakladé odlisné délky stépnych produktu (tzv. RFLP — restriction
fragment length polymorfism)

1 Cd C3 4 C3 o C7

M A HE A H A HE A H AH A H A H

bp

i

500-




Nested (,,zahnizdéna®) PCR

amplifikace probiha dvoufazové

v 1. fazi je pomoci jedné sady primeru (kvasinkové) namnozena delSi
sekvence nukleové kyseliny

takto ziskané amplikony jsou pak preneseny do jiné amplifikacni zkumavky
obsahujici druhou dvojici primeru (druhova), specifickych k vnitfni oblasti
useku amplikonu

konzervovana intergenova oblast rDNA
detekce gelovou elektroforézou
eventualné sekvenace




Multiplex PCR

« amplifikace se smési primeru (jeden univerzalni, dalsi specificke)

— — Candida glabrata
397bp

Candida nivariensis
293bp

ﬁ

Candida bracarensis
univerzalni 223bp
primer (konzervativni oblast 5.8S rDNA)

-I'IHII;I]:I—'.

200 by .

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




PFGE

Klasicka elektroforéza dokaze rozlisit fragmenty pouze do velikosti 40-50kb
(vétSi molekuly se pohybuiji stejnou rychlosti nezavisle na velikosti)

PFGE = pulse field gel electrophoresis (elektroforéza s ménicim se elektrickym
polem, pfi zméné sméru elektrického pole trva vétsim molekulam DNA déle,
nez se preorientuji - umozfiuje separovat molekuly velké nékolik Mbp)

« contoured clamped homogeneous electric field (CHEF)

« gel obsahuje vzorky DNA uvnitf agarézovych blo¢kua (minimalizace
nahodnych zlomu velkych molekul DNA)

/ N
N
N

/
/

7\
N/




Karyotypizace

S.c. kmeny maji podobny karyotyp — vétsinou se lisi délkou chromosomu
XIl (podle pocCtu rDNA genu)

Pramyslové (pivni) kvasinky jsou vétSinou polyploidni — homologni
chromosomy maji odlisné velikosti

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

Ur&eni pfibuznosti izolatd jednoho druhu pro epidemiologickeé ucely napf.
kmeny z raznych mist od jednoho pacienta, kmeny od 2 ruznych pacientu,
kmeny od zdravotniho personalu a pacientu

I
l

(A) Nekompletni nastépeni RE

(B) Degradace nukleazou

(C) Oprava pfidanim 75 mM
thiomocoviny do pufru

—_—
—_—
—
—_—

—
—
—_—
—_—




Studie populaci S. cerevisiae a S. paradoxus

« Sekvenace (+ hybridizace na €ipech) > 100 kmenu z riznych koutl
svéta (predevsim vinné kmeny)
e S. paradoxus — linie izolované podle lokalit
d
100 S. paradoxus

a0
a0
70
&0
50
%B YIM789
20 SGDszse i
10 378604)(%03 y = ?7361 ‘Wmcw_ss
' 3221348
European Far Eastern American Hw
DBVPG6040 <1
. o T NCYC361 5
« S.cerevisiae - 3-4 puvodni linie, e
UWOPS87-2421 ;’#
7 V4 v v Vs %If > [
h & A RM11_1A
ktere se diky Clovéku krizily ... oo ercy VS A a1
b : fPS128 C. YJMO78
. D, YJMa75
100 S. cerevisiae E, DBVPG1373
% yio_ Sake F, DBVPG1106
G, DBVPGE76E
70 ' DBVPG1853 |, ngypG1788
60 |, L-1374
50 K11 wopssa7sra J, L-1528
40 Y55 e Europe
30 ® Americas
20 Asia
10 Oceania
SK1 'G":fa
Malaysian Sake NA WA Mosal Wine/E UWoPsg-dat4 {UWOPS0s-217.3 e
alaysian Sake osaics ne/European e " Neye1 1o DBVPGB044 Exborgiors
o H z " West Africa Wild
« ukazuji na geografickou zavislost ‘ Fermentation
qudm 0.001 Clinical
rk —_—

Nature 458, (2009), p337

Baking



Studie populaci S. cerevisiae

* NGS sekvenace > 100 kmenu z rdznych koutl svéta a rdznych
biotechnologii

* (SNPs) ukazuji na geografickou zavislost

i
Britain  US g:?;‘;’:; Mixed  Wine Beer2 Asia  Mosaic NS
pivni linie ve VB, US, Belgii ... a soa
dalsi linie ¢&.2 Sk
sake v Asii (i bioetanol v Cing) i
Lineage
BBeer1
mixed E*"“
g ’ . , . , [ Belgium/Gemany
- specificke silné belgické ales B
(refermentace v lahvich) o s o
- Chleba gthA.merica(NA}
Malaysia (M)
@ Mosaic

Gallone et al, Cell, 2016




Mosaikové kmeny @ - Gallone et al, Cell, 2016

ey spirits — netvori
Wipg jednu ||n||
Spirits v, .,
Sake (nepouzivaji se
Bio-ethanol opakované — neni
I:a_bc_)r'atory Se|ektlvnl' tlak -
i B moderni
Lineage technologie)
[l Beer 1
—r “—S. paradoxus
[ Belgium/Germany outarou
[ Mixed g p
Bl Wine
[IBeer 2
Il west Africa (WA)
B Asia
] North America (NA)
[IMalaysia (M)
@ Mosaic

americkeé pivo ma
kofeny v Britani

0.005

*pivo 1 a 2 - nove pivni linie (evolucné izolované — 2 domestikacni udalosti - linie 2
domestikace s vinnymi kmeny) - (geny podilejici se na C a N metabolismu, flokulaci
... maji nejvice (CNV — copy number) variaci)



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

viznik
klasternich
pivovaru ~1600AD

~1650 AD

Beer 1

Mixed

Domestication of industrial yeasts

\ Strong domestication

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

/. Aneuploidy & CNV t

Beer 2

Wine/ Wine stress resistance 1t

Wild sy,

Limited domestication
Maltotriose utilization §

Survival in nature t
Sexual reproduction t

No domestication

Survival in nature ¢
Sexual reproduction t

Gallone et al, Cell, 2016

,0Ckovanim*“ predchozich pivnich
kultur do novych kvasnych procesu
(ztrata kontaktu s pfirodnim
prostfedim - ~75 000 generaci) —
napf. ztrata schopnosti sporulovat
(stale bohaté médium), rychlejsi
evoluce ... nebo naopak zvyseni
resistence vuci sulfatum
(pfidavanym kvuli konzervaci)

mutace a duplikace v MAL genech
— zlepSeni schopnosti utilizace
maltosy

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



analyza genomu

. L5 Lo Rl ] 1 4 Lgl,l /) I [if j ’ i { Origin
o] T e P T e T T Tl Beer
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nejvice amplifikaci v MAL genech (IMA2, IMA3, MAL31, MAL33, MAL32) u

pivnich kvasinek (rostou na maltose), zatimco ve vinnych kmenech doslo k
mnoha delecim téchto genu (ve vinném mostu maltosa neni) — obecné vice
deleci nez amplifikaci (v genomech analyzovanych kvasinek)

Gallone et al, Cell, 2016



Environmental stress

analyza fenomu
vino pivo

mﬁmmmmmww mmmﬁmm&m

FR Ty H':I 15. L= Eﬁ-rr:-. .ﬁ'.ﬁl Xi

S8 LB et iy u!;.,', ,1.. hhhhhh |
.llll.illr-

; .;.!' Sk

™ T T, T Ly -

_lf Il.-.. J 7. ._JH r ..-I.-.I-ll-'.l.l.l .’:‘

_...UJ_L (E A e

hierarchické Clenéni vysledku analyzy fenotypu (fenomu) — urcita korelace s
genomem ... - pivni linie (beer1) nejsou pfilis odolné vuci stresu (nejsou mu
vystaveny v pivovarech), zatimco vinné kvasinky jsou velice odolné (kvasne
prostiedi je bohaté na cukry a vysSi koncentrace alkoholu — hladina cukrt
se v ruznych sezénach lisi ... mimo sezonu pfezivaji v ,pfirodnim“ prostredi
— musi byt adaptabilnéjsi nez pivni)

Gallone et al, Cell, 2016

KCI(500mM) Z-SCOre



Environmental stress

analyza fenomu
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hierarchické ¢lenéni vysledku analyzy fenotypu C
(fenomu) — urcita korelace s genomem ... - pivni % @
linie (beer1) nejsou pfilis odolné vuci stresu
(nejsou mu vystaveny v pivovarech), zatimco Jg P
vinné kvasinky jsou velice odolné ... zvyseni o
resistence vuci sulfatum (pfidavanym kvuli

konzervaci)

auI

Gallone et al, Cell, 2016




100%

0%

75%
50%
25%

e - divoké typy chrani pfed rostlinnymi toxiny

- pFi peceni chleba jsou tyto latky zniCeny

- pivni kmeny - nonsense mutace PAD1 a FDC1
(snizeni produkce 4-vinyl guaiacolu odpovidajiciho za
nezadouci aroma piva)

BEO27

? - AN
a J CTOOOOOODOOT
N , o
- kfizily pivni kmen schopny | J "
produkce 4-vinyl guaiacolu s et @
kmenem pro vyrobu saké (vysoka o
produkce alkoholu) COOQOQOOOOOT
- pivni produkt se specifickym SN
aroma a vysokym obsahem @)
alkoholu / S

Gallone et al, Cell, 2016
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MALDI-TOF

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem (matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry— MALDI-TOF)
Umoznuje odpareni a ionizaci netékavych biologickych vzorku z
pevné faze pfimo do plynné

Vzorek je smichan s tzv. maitrici, smés se nanese na specialni
kovovou destiCku a necha zaschnout

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

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

vakuovanym prostorem Ize vypocitat pomér jeho hmotnosti a naboje
(z doby letu Castice)

Lager

Tieme-of-flight
MRsE SpEt
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MALDI-TOF

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

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

|dentifikace na uroven kmenu mozna diky detekci charakteristickych

proteinu a peptidu
Ga04
C.oalhicans ATCC oib]93

5158

100
8552 C. kefyr ATCC 8553

- | Iﬂ"'
Q005

U,

04 —
Qian a spol, Anal Bioanal Chem, 2008 4000 6200 8400 1 0600 Psu 0



OFFGEL MS/MS
fractionation analysis beer
e - proteome
exploration
narrow-pH-range
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Stiibrem barveny 2D gel

no.

40
41
42
43
44
45

63

64"

GI no.

protein name

Saccharomyces species

gil6321968
gil10383781
gil48428723
gil6323964
gil6321718
gil6320249
gil6321648

gil6321721
gil171455
gil46395590
gil219564313

gil219564301
gil6322409
gil3730
gil349747

gil6323331
gil6322303
gil968906

gil6321973
gil6325103
gil6319673
gil6324696
gil6322382
gil6322697

gil6323138
2il6319638

2-phosphoglycerate dehydratase
3-phosphoglycerate kinase
acyl-CoA-binding protein 2
cell wall protein, Scwl0p

cell wall protein, Scw4p
coproporphyrinogen III oxidase

cytoplasmic thioredoxin
isoenzyme

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

glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, isozyme 1

glycolipid-anchored surface

protein
heat shock protein of HSP70
family
major exo-1,3-f-glucanase
mannose-containing glycoprotein
NCA3
Oye2p
Pepdp
Pgilp
profilin
Prylp

tetrameric phosphoglycerate
mutase

thioredoxin peroxidase

Toslp

Konecna a spol, JAFC, 2012

score

1583
838
72
644
298
105
369

797
1542

1111

1190

708

195

88

491
75
299
82
80
446
86
70
519

157
132
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Latex agglutination assay

lmmunoﬂuore.scence @ @ ﬂ
@@ ll Lateral flow assay
PCR s @@ "
&G’ Antibody based
SNP detection /)k ELISA _
A BHOT

{ASP, ARMS, AS-Droplet-PCR, \
AS-GRT-PCR) »‘ ‘A

@ Real-Time PCR

R AN

Next-generation sequencing

OBG@ 7

Large scale parallel amplification
(Luminex xMAP, MLPA, ddPCR)

Probe hybridization
(FISH, PNA-FISF.'{. LNA)

R |

Isothermal amplification Electrospray lonization Mass
(RCA, LAMP, NASBA) Spectrometry coupled
with PCR

=Y ic aci
Nucleic acid based (PCR - ESI-MS)

4

Fragment Length Polymorphism

(PCR-RFLP, AFLP)
Melting patterns

’
(MCA, HRMA)
PCR + Magnetic Ressonance @ 4 SEESS
@

@t

@ Time consuming (>24h)
% Expensive

@ Commercially available
@Spmms level identification

,)’ Drug resistance detection

-
T Tested directly on patient sample

Fourier Transform Infrared
(FT-IR) spectroscopy

@

REIMS

©)-1C]

Mass spectometry based

Raman spectroscopy

& ©

MALDI-TOF MS

W@ 2

Opathy, C., Gabaldoén, T. (2019). Recent trends in molecular diagnostics of yeast
infections: from PCR to NGS, FEMS Microbiology Reviews, 43 (5), 517-547. doi:

10.1093/femsre/fuz015



kvasinkové modelové organismy

« Rychle se mnozici EUKARYOTNI mikroorganismy

(90 min/déleni, 25-30°C) 5 0

» Vytvari kolonie na plotnach - mikrobiologické metody gotiskovénl' e A
ploten, kapkovaci test => toxiny v plotnach — HU, MMS ...) ~

 Stabilni haploidni i diploidni formy

« Haploidni buriky lIze kfizit na diploidni (heterozygotni mutanty)

 Diploidni bunky lze sporulovat a vyuZzit pro genetickou analyzu
(tetradova analyza)

« Lze transformovat DNA (plasmidy i linearni)

« Centromerické a multicopy plasmidy

« Vysoka frekvence homologni rekombinace
(linearni DNA)

« Lze prfipravovat dele¢ni a mutantni kmeny

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

- Vice v dalSich prfednaskéach




bunécna sténa = calcofluor)

kvasinkové modely

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

EuroFan projekt — delece vsech S.c. genu (+GFP, +2-hybrid)
MikroCipy, NGS - expresni profily za ruznych podminek

6. FP — ,3D Repertoire® konsorcium (http://www.3drepertoire.org) -
strukturu vsech (cca800) komplexu S. cerevisiae

Techniky synchronizace bunék
Techniky barveni (napf. aktinovy cytoskelet = phaloidin,

Rada Zivotnich d&ju ma analogii v procesech v savéich burikach
(lidské geny testovany v kvasinkach - nemoci, metabolismus,

regulaéni mechanismy) Table 1. MOD access and NIH grant data from 2020 for biomedical research

Database Page views Sessions Users Number of NIH grants
SGD (Saccharomyces) 6100K 1708K 872K 797
WormBase (C. elegans) 4352K 1328K 607K 744
FlyBase (Drosophila) 7464K 1644K 612K 111
ZFIN (Zebrafish) 3884K 721K 313K 1044
Xenbase (Xenopus) 967K 107K 19K 304
MGI (Mouse) 7993K 1880K 1051K 14,606
Bellen a spol, Devel., 2021 RGD (Rat) 828K 368K 308K 2846

Total: 31,200K 7756K 3782K 21,452




. metody studia — fluorescencni ...

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

« Techniky barveni
— FISH — lokalizace spec. sondy

— DNAJjadro — DAPI
(4',6-diamidin-2-fenylindol)

— aktin — phaloidin
— bunécna sténa — calcofluor

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

(3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide)

0 min & min 10 min 20 min

— proteiny tagované GFP (in vivo)




FLAG, Hisg

pDUAL-FFH1 series [(Pamti > ORF T[T

; i ORF e 1
pDUAL-YFH1 series .

leut A3’ |

(pDUAL) J
- QE% A7 T - ok

/&a —

\

Chr. ||—\::c;
\cn 11 —— — ’ His-tag Merge a-tubulin
- cen3 _/ S. pombe cell U v , I k | .
Categories
. Mucleus MNucleolus MNuclear envelope
S. pombe This study/Yeast study =
[ - . : - Cytosolcytoplasm
[ Nucleus

Cytoplasmic dot/punciate
Mitochondrion
ER
Periphery
Septunvbud neck Muclear dot Microtubule Periphery
Nuclear dot Spac24bi1.07¢c
Golgi
Nucleolus
SPB
Cell tip
Nuclear envelope/nuciear periphery
Microtubule
Ambiguous
Vacuole membrane
Vacuole
Endosome
No apparent signal

Mitochondrion Vacuole membrane

-

2500 2000 1500 1,000 500
Number of ORFs

o

Matsuyama et al.: Nature Biotech, 2006



Generation of strains HTP fluocrescence microscopy

Computational assessment of protein abundance and localization

' beh
UL- Jeeees

RFF call markar ORF-GFP collection

SPID - spndle poie 1 dot
SP20C - spndle pole 2 dols close
SP20F -spindle pole 2 dots far
Vac - Vacuoe

Vac-Memb -vacuolarmembrane

[spip ) (wp_] ((VacVacMenb

Chong et al., Cell, 2015 Bt (St sz

|

Koh et al., G3, 2015
http://cyclops.ccbr.utoronto.ca/

0% 100%
e Percentclassified objects



MALDI-TOF

Vygenerovani referenéni ,mass-spectrometric* mapy pro kvasinkovy proteom

Tak jako se sekvenoval kvasinkovy genom (prvni eukar.), tak se ,sekvenuje” proteom
— slouzi ke sledovani exprese/pritomnosti proteinu v kvasinkove burice za ruznych
podminek/situaci (napf. zmény proteomu v prubéhu bunécného cyklu, zmény

metabolismu na rdznych substratech) | T
\ 7/ e I
'.‘ || {il CUORT
400 600 800 1,000 1,200
o % e Discovery
. 6,607 ngtide |0n-trap ShOtgun
'S. cggagisiae - lists spectral library
¥ S .48 B
3 Quality-filtered
4| SPOT LIT or QQQ yeast data
Peptide T 7 synthesis
selection
Q1 q2 Q3 Ve
S F—
® | 9eT = Y 5 Y
%Uu e Yol ||
_ i’ _ 400 600 BOO 1IAODD 1.2:00
= Targeted
QQQ e
transitions

Picotti et al., Nature, 2013



Wei, et al., BioTechniques, 2012

= - u ¥ : ==
e = [ 0 S T

Elektronova mikroskopie

FIB - SEM

1 - studium bunéc¢né stény

... organel (sekrece ...)
vice Dr. Spirek

- Sipky ukazuji na jaderné
pory

- vzorek ,prosaknut®
epoxypryskyfici a osmiem
- focused-ion beam
scanning® 3nm/pixel



cryoEM tomografie

Figure 2. 3D segmentation. (A) 3D 3.72 nm x 3.72 nm x 15 nm anisotropic FIB data set showed
endoplasmic reticulum (ER; yellow), nucleus (light blue), cisternae (green), vesicles (light green), lipid
droplets (orange), microtubules (pink), mitochondria (red) and cell wall (gray). (B) 3D segmentation of
ER (yellow), mitochondria (red) and nucleus (blue) of a whole yeast cell at 5 nm isotropic voxels. Cell

http://www.biotechniques.com/multimedia/archive/00182/Cyzmmek_Supplementa_182027a.mpg

Wei, et al., BioTechniques, 2012



Table 1. Quantitative Analysis of Cellular Components.

Surtace Area (g

cytoplasmaticka

Endoplasmic reticulum 0.420643 31.403 membrana s

Nuclear envelope 0.227859 1.2% 11.416 invaginademi Sewl
Heterochromatin 0.577432 3.0% 24.441 T
Euchromatin 0.459362 2.4% 20.716

Golgi 0.022677 0.1% 1.291

Mitochondria 0.299339 1.6% 6.949

Lipid droplets 0.139214 0.7% 2.692

Vesicles 0.000256 0.0% 0.025

Vacuoles 1.480174 7.8% 27.164

Cell Wall 3.017192 15.9% 67.115

—— - —

\'ﬁ.f

mitochondrie

Wei, et al., BioTechniques, 2012
http://www.biotechniques.com/multimedia/archive/00182/Cyzmmek_Supplementa_182027a.mpg
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Genome GWAS Microarray RNA-Seq LC-MS RIBO-Seq Metabolomics FBA Hi_gh content Protein-.protein Genetic
sequencing microscopy interaction interaction

Big Biology Data Mining

Anticancer/Antifungal Synthetic biology study
drug discovery

Cancer mechanism study

Wang, Current Genetics, 2016



Vyzkum

- Je tfeba kvasinkam rozumeét (na molekularni urovni), aby bylo mozné je vyuzit
napf. pro biotechnologie, vyzkum (od jednoduchych zakladnich mechanismu ke

vvvvvv

studiu slozitéjSich ... az k objasfiovani lidskych nemoci)
- S. cerevisiae a S.pombe jsou modelovymi organismy
- jednoducha eukaryontni burika (zakladni procesy jako u vysSich eukar.)

- 1. osekvenovany eukaryontni genom, 1. synteticky eukar. chromosom (cca
2300 z 6000 genu ma ortology v genomu ¢lovéka)

- Y2 2 550 esencialnich genul je komplementovana lidskymi ortology

- @ Assays relevant to human disease

@ Heterologous expression of human genes

@ Humanizing specific sites

H. sapiens  ATCCGAG
S. cerevisiae ATCAGAG

Kim et al., d Microb, 2020
Laurent et al, Brief in Funct Genomics, 2016

V4

v 7

- Vice v dalSich prednaskach
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Vyzkum

- sekrece, endocytdza, bunécna sténa (prof. Schekman ...)
- mechanismy opravy poskozené DNA (nadorové syndromy)
- metody vyuzivajici kvasinky (napf. 2-H, reporterové systémy ...

Human homologs

Yeast Human

MEC1/TEL1 ATR/ATM

MRE11 MRE11

XRS2 NBST

RADS3/DUN1  hCHK2

SG51 BLM/WRN/RTS
Human

-

Fruit fly

Cancer syndrome

Ataxia telangiectasia

Ataxia telangiectasia-like disorder
Nijmegen breakage syndrome
L-Fraumeni syndrome

Bloom, Wermer & Rothmund=
Thomson syndromes

A

Nematode

Table 4 Schizosaccharomyces pombe genes related to h

Human cancer gene S. pombe gene/product

rad15, rhp3

Xeroderma pigmentosum D; XPD

Xeroderma pigmentosum B; ERCC3 rad25
Hereditary non-polyposis colorectal ¢ msh2
Xeroderma pigmentosum F; XPF rad16, rad10, rad20, swi9
Immunodeficiency; DNA ligase 1 cdc17
HNPCC; PMS2 pms1
HNPCC; MSH6 msh6
HNPCC; MSH3 swid
HNPCC; MLH1 mih1
Haematological Chediak—Higashi syr -
Darier—-White disease; SERCA pgak

Bloom syndrome; BLM hus2, rgh1, rad12
Ataxia telangiectasia; ATM tel1

Xeroderma pigmentosum G; XPG rad13
Tuberous sclerosis 2; TSC2 =
Immune bare lymphocyte; ABCB3 -
Downregulated in adenoma; DRA -
Diamond-Blackfan anaemia; RPS19 msi19
Cockayne syndrome |I; CKN1 -
RAS steb, rast
Cyclin-dependent kinase 4; CDK4 cdc2
CHK2 protein kinase cds1

AKT2 pck2, sts6, pkct
*Scores are: ++++, <1x107'%: +4+, 1 x107*t0 1x 107",

Wood et al, Nature, 2002



Priony — epigeneticka informace kvasinek

Adhesivni vlastnosti mohou byt ovlivnény pfitomnosti prionu [PSI*] kddovanych
Sup35 genem - jeho PrD doména spousti tvorbu amyloidovych agregata)

[PSF]
[PSF] Cured Sup35APrD 1.0 —
UCD824 fluconazole

"

4

Wash

voLdsH suqiyui — [DHPYD

GdHCI

0O 20 40 60 80 100 curing

Time (h)
i === Y PD controls

—-g— Original isolate
== Cured derivative

Adhesive :
growth |

Sup35 je translacni terminaéni faktor (zastavuje translaci na STOP kodonu) — pokud
agreguje/nefunguje, dochazi k read-through genu tj. vznikaji proteiny s delSi sekvenci
a novymi vlastnostmi (zalezi na genomu dané kvasinky jaké) — mohou dat kvasince
nove vyhody (napf. zvysenou rezistenci k fluconazolu)

Halfmann a kol., 2012, Nature



Priony — epigeneticka informace kvasinek

B Wild yeast

Escherichia coli (wild)
(Minimal laboratory culture)

Bacteria induce prion
arrastad

fermentation - QD S. cerevisiae (vineyard isolate)

(Minimal laboratory culture)

Domesticated yeast GLY+GIcN medium

|

Kvasinkovy [GAR] prion je indukovan nékterymi bakterialnimi toxiny — zpusobuje
potladeni glukosové represe a ,prepnuti“ kvasinkového metabolismu na ostatni cukry
— kvasinky tak ziskavaji schopnost vyuzit vétsi spektrum substratll a nemeéni je
striktné na alkohol — diky niz§imu mnozstvi alkoholu uvolnénému do prostfedi mohou
lépe prezivat i bakterie (pro néz jsou vySsi koncentrace etanolu toxické) — vzajemné

vyhodné pro oba mikroorganismy

Escherichia coli (wild)
(Minimal laboratory culture)

S. cerevisiae (lab - 74D)

{Decades of laboratory culture)

Bacieria perish

Jarosz a kol., 2014, Cell



Analyza polyQ (glutaminove repetice) v kvasinkach

- polyglutaminové repetice (CAG triplet slipage) v proteinech (huntingtin - Ht) zpusobuji
zavazné neurodegenerativni onemocnéni (Huntigtonovu nemoc)
- Ht-GFP (s rtzné dlouhymi polyQ) byly exprimovany v S. cerevisiae a sledovan
vznik agregati/nerozpustnych proteinu — zavislost na chaperonech (delece
o Hsp104 snizovala agregaci a zvysSovala rozpustnost)
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