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ANOTACE

Tato prace se zabyva srovnanim transkripce fosfatdzy Phol5 u Candida albicans
a Candida parapsilosis pii raznych stresovych podminkach. Konkrétn¢€ jsou zvoleny rtzné
zdroje uhliku v porovnani s glukézou. K témto stresovym podminkam bylo zvoleno jesté
vaginalni simula¢ni tekuté médium, které napodobuje sekrece zenského genitalniho traktu.

Cilem préce bylo zjistit, jak se zméni transkripce fosfatdzy Phol5 za téchto podminek.
KLICOVA SLOVA

Candida albicans, Candida parapsilosis, transkripce, ribonukleova kyselina, CaPhol5,

CpPhol5, RT-qPCR
ANNOTATION

This study compares the transcription of phosphatase Phol5 in Candida albicans and
Candida parapsilosis under different stress conditions. Specifically, different carbon sources
are chosen in comparison to glucose. In addition to these stress conditions, a Vaginal Simulation
Fluid medium was chosen to mimic the secretions of the female genital tract. The aim of this
work was to determine how the transcription of phosphatase Phol5 changes under these

conditions.
KEY WORDS

Candida albicans, Candida parapsilosis, transcription, ribonucleic acid, CaPhol5,

CpPhol5, RT-qPCR
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Uvod

Tato préce se zabyva tématem srovnani transkripce fosfatazy Phol5 u Candida albicans
a Candida parapsilosis ~ pti riznych  stresovych  podminkach.  Candida albicans
a Candida parapsilosis ~ jsou oportunni  patogeny bézné se vyskytujici u ¢lovéka.
Pii pfemnozeni zpusobuji kandidozy. Pfi riznych stresovych podminkach dochéazi
k transkripénim zméndm u nékterych gentli. Tyto zmény jsou souhrnné nazyvané core stress
response. V praci se zamétuji na gen PHO15, kédujici proteiny CaPhol5 u Candida albicans
a CpPhol5  u Candida parapsilosis.  Tyto  proteiny  jsou enzymy  hydrolyzujici
4-nitrofenylfosfat. Gen PHQOI5 se zapojuje do stresové odpoveédi Candida albicans
a Candida parapsilosis a méni se jeho exprese. Jako stresové podminky jsou pouzity rizné
zdroje  uhliku. BéZnym  zdrojem  uhlikupro kvasinky je glukéza. Taje
zpracovana glykolyzou a bunikky tak ziskdvaji energii. Misto glukézy jsme jako zdroje
uhliku pouzili glycerol a galaktézu. Dalsi stresovou podminkou bylo vaginal simulation fluid
médium, které se svym slozenim snazi napodobit vagindlni prostfedi. Toto médium bylo

pouZito, protoze obsahuje laktat, ktery mtze buikdm slouzit jako dal$i zdroj uhliku.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1. Rod Candida

Zastupci rodu Candida jsou oportunni patogeny. Jedna se o houby, které jsou soucasti
lidské mikroflory. Kvasinky kolonizuji lidskou kiiZi, gastrointestinalni a urogenitalni trakt.
Pii jejich pfemnozeni vznikaji kandidové infekce, neboli kandidozy. Zavaznost téchto infekci
je riznd. MuZe se jednat o nepiijemné, ale pomérné neskodné kandidozy sliznic, kdy se
na postizeném misté vyskytuji Cervené, nebo bilé svédivé skvrny. Stejné tak muize dojit
k infekcim krevniho fecisté, pii kterych je ohroZen Zivot pacienta. K infekci jsou nadchylné;si

pacienti s HIV a pacienti podstupujici chemoterapii, nebo transplantaci [[1], [2], [3]].

Kandidéza ust a hrdla se nazyva orofaryngealni kandidéza, vaginalni kandidoza se
jinak nazyva vaginalni soor, pfi napadeni vnitfnich organt se infekce oznacuje jako invazivni

kandidéza. Infekce krevniho fecisté jsou oznacovany jako kandidémie [[1], 4].

Podle studii provedenych na mysSich vede pravdépodobné nerovnovéha v homeostaze
normalni stievni flory k imunitni reakci. Predpoklada se, ze premnozeni kandidy ve stievé mize
vést k zanétlivym stievnim onemocnénim jako je Crohnova choroba. U pacientli s timto

onemocnénim se Casto vyskytuji biofilmy tvotené C. albicans, nebo C. tropicalis [5, 6].

Tyto kvasinky maji mnoho faktorti virulence, diky kterym mohou napadat clovéka jako
hostitele. Mezi faktory virulence patii adheze k hostiteli, tvorba biofilmli a sekrece

hydrolytickych enzym [7].

1.1.1. Struktura

Kvasinky rostou jako osamocené buiiky. Mohou existovat ve tiech fazich, jako pucici
kvasinky, hyfy a pseudohyfy. Jednotlivé formy se 1i§i bunécnou morfologii, funkeci
a podminkami ristu. Rozdéleni kvasinek je urcené podle pfitomnosti, nebo nepiitomnosti
pouzder, velikosti a tvaru bunék, mechanismu tvofeni dcefinych bunék, tvorby pseudohyf a hyt
a pritomnosti pohlavnich spor. Pomoci morfologickych znaki se rozlisuje predevsim rod. Druh
se 1dentifikuje pomoci morfologickych znakl spojenych se schopnosti asimilace a fermentace

riznych zdrojt uhliku a vyuzivanim dusi¢nant jako zdroj dusiku [8, 9].

Bunécénd sténaje dilezitA pro wudrzeni zivotaschopnosti kvasinek. Sklada
se z chitinovych mikrofibril, které jsouuloZeny v matrici malych polysacharidl, proteini,
lipiddi, anorganickych soli a pigmentl, poskytujicich skeletarni podporu a tvar buiiky. Chitin
je polymer N-acetyl-D-glukosaminu a je produkovan pomoci chitinsyntetazy. Jeho obsah ve
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stén€ se liSi podle morfologické faze houby. Polysacharidy tvofici buné¢nou sténu jsou latky
tvofené necelulozovymi glukany. Glukany jsou skupina D-glukézovych polysacharida
s glykosidickymi vazbami. Pfikladem jsou mannany, chitéza a galaktany. Kromé téchto latek
mohou stény obsahovat lipidy, proteiny, chitosan, kyselou fosfatazu, protedzy, melanin

a anorganické ionty (napft. fosfor, vapnik a hot¢ik) [9, 10, 11]. Buiika kvasinky je na obrazku 1.
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Obrazek 1: Schéma bunky kvasinky (pievzato a upraveno z [12]).

1.1.2. Druhy

C. tropicalis je oportunni patogen bézné se vyskytujici v tropickych zemich, kde byva
nejcastéjsi pricinou nozokomialni kandidémie. Zptsobuje rizné kandidézy, napiiklad
vaginalni, sliznicni ainvazivni. U onkologickych pacientdi mulze byt invazivnéj$i nez
C. albicans. Je to diploidni dimorfni kvasinka, vyskytujici se jako pucici buiiky, nebo
v kratkych fetézcich a shlucich. Kultivuje se na Sabouradové agaru, kde tvofi krémové, bilé,
nebo Sedé kolonie. Podle makroskopickych znaki nelze tento druh rozeznat od ostatnich.
K identifikaci se pouzivaji chromogenni pidy, mikroskopicka identifikace a biochemické testy.
K 1écbé infekci C. tropicalis se pouZzivaji antimykotika, konkrétn¢ amfotericin B, flukonazol
a echinokandiny. Mnoho kmenil tohoto druhu je jiz rezistentni vii¢i antimykotikiim, coz znacné

zt€zuje lécbu [13, 14, 15, 16].

C. auris bylapoprvé izolovana zucha. Bylo to v Japonskuvroce 2009. Tato
kvasinka miize kolonizovat kizi jako normalni flora. Pii pfemnozeni zpusobuje invazivni
kandid6zu, kdy napada krevni fecisté, centralni nervovy systém, vnitini organy, svaly, kosti,
klouby a dalsi. Optimalni teplota rastu je 37 °C, ale je schopna piezit do 42 °C, diky ¢emuz
dokaze prezit horecku. Jednotlivé bunky vytvari shluky. Neprodukuje hyfy, ale pseudohyfy.
K 1écbé se pouzivaji echinokandiny, ale tato kvasinkaje pomérn¢ rezistentni vici

antimykotikiim a z tohoto diivodu neni vzdy 1é¢ba Gcinna. Z divodu rezistence vii¢i mnohym
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antimykotikim, obtiZzné identifikaci a snadného S§itfeni, se tento druh povaZzuje za potencionalni

hrozbu [17, 18, 19, 20].

C. glabrata je komenzal lidskych slizni¢nich tkani. Spole¢né s C. albicans je velmi
casto izolovana od pacientll s orofaryngedlni kandidézou. Tyto druhy casto spolupracuji
a poskozuji tkané. Dale zpusobuje urogenitalni, pfipadn¢ az systémové infekce. Tvori
pseudohyfy. Z toho divodu nesta¢i mikroskopickd identifikace, ale je tfeba kultivace.
Na chromogennich ptidach se barvi bile, rizove€, nebo fialove, atak je mozné ji rozeznat
od C. albicans, ktera se barvi modrozelené. Pti 1écbé se pouZivaji echinokandiny, nebo azoly.

Stejné jako ostatni druhy si vSak tvofi rezistenci [21, 22, 23, 24].

C. albicans a C. parapsilosis budou popsany v samostatnych kapitolach.

1.2. Candida albicans

Candida albicans je kvasinka, kterd se bézn¢ vyskytuje v lidském téle. Je to oportunni

patogen zpusobujici kandidézu u ¢loveéka. OhroZeni jsou imunokompromitovani pacienti.

Jednd se odimorfni houbu, miZe tedy rGst vriznych formach, podle
charakteru okolniho prostfedi, ato jako kvasinky, pseudohyfy a pravé hyfy (obrazek 2).
Kvasinky jsou malé kulaté, nebo ovalné struktury. Jevi se jako jednobunécné a maji pramér
2-10 pm. Mnozi se pucenim, coz znamend, ze na povrchu rodi¢ovské bunky vznikaji dalsi
buiiky. Hyfy jsou dlouhé vétvici se nitkovité utvary. Dosahuji délky az n€kolik centimetrii. Tato
forma vznikd v pfipad¢ pfiznivych podminek, naptiklad za ptfitomnosti vhodnych zivin.
Ve form¢ hyf dochézi k penetraci tkani a invazi. Mimo tyto dvé formy existuje morfologicka
zména na pseudohyfy. Jsou to protahlé struktury, které zlstavaji spojené. Jsou Sirsi nez hyfy.

Tim vytvaii dojem vlaknité struktury [8, 25, 26, 27, 28].

g2 W L

Kvasinky Pseudohyfy
Obrazek 2: Morfologie C. albicans (ptevzato a upraveno z [27]).
Nachazi se v dutin¢ Gstni, kde se miZe projevovat jako tzv. mouc€nivka. Na sliznici Gst

jazyka vznikaji bilé povlaky. Déle kolonizuje povrch kiize. Mtze zpiisobovat kozni kandidozu,

a to pfedevsim v zaparenych mistech jako naptiklad v podpazi, nebo mezi prsty. V travicim
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traktu se vyskytuje pfedev§im v tenkém stievé a konecniku. Pii premnozeni nasledkem
oslabeni imunitniho systému, nebo pii uzivani antibiotik zde zptisobuje kandidézu. V oblasti
genitalii zptisobuje kvasinkové infekce a zanéty. Ve vzacnych ptipadech se kandidéza rozviji

az v systémové onemocnéni [25, 27, 28, 29, 30].

Ke vzniku infekce méa C. albicans mnoho faktorG virulence. Mezi faktory patii
napiiklad adheziny, tvorba biofilmt, invaziny, a rizné enzymy, jako jsou hydroldzy, proteazy
a lipdzy. Adheziny jsou molekuly na povrchu bakterii. Umoziuji ptichyceni bakterie k buiice
anasledné napadeni buiky. Biofilm je komplex mikroorganisml, pfilnutych
k n¢jakému povrchu, napiiklad ke tkani. Tvorba biofilmu chrani kvasinku pfed okolnim
prostiedim a zvySuje tak jeji odolnost. Invaziny jsou proteiny napomdhajici kvasince

k priiniku do hostitelskych bunék.

Naékaza probihd v n€kolika fazich. Nejprve kvasinka pfilne k hostitelské tkani.
Tvorba adhezind usnadni jeji pfilnuti. Nasledné kolonizuje hostitelskou tkan. Po kolonizaci
tvoti hyfy, které pronikaji do hostitelskych bun¢k. V této fazi se vylucuji hydrolytické enzymy,
které poSkozuji tkdn€. C. albicans ma n€kolik mechanismi, jak unikat imunitni odpovédi.
Je odolna vici fagocytdze a je schopna manipulovat s imunitnimi signalnimi cestami hostitele.
Nésledné¢ se kvasinka §ifi krevnim fecistém do dalSich mist. V krajnim piipad¢ to miize vést

az k systémové kandidoze, ktera mize mit za nasledek smrt [25, 27, 28, 30, 31].

Laboratorni diagnostika se provadi nékolika zplisoby. Nejdiive se provadi predbézné
mikroskopické vysetfeni. Barvi se grampozitivné. V mikroskopu je mozné vidét pseudohyfy
a pucici kvasinkové buiiky. Pfi kultivaci na krevnim agaru roste v drobnych bilych koloniich,
z nichZ pozd¢&ji vyristaji vybézky (obrazek 3). Na Sabouradové agaru s pfidavkem glukozy,
nebo maltdzy roste v bilych az krémové zbarvenych koloniich s matnym povrchem (obrazek 4).
Na chromagaru roste v zelenych koloniich. Z biochemickych testi se provadi test

na fermentaci glukozy, kdy vzniké oxid uhlicity [25, 27, 28, 30].
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Obrazek 4: Kolonie C. albicans na Sabouradové agaru (pfevzato z [33]).

1.3. Candida parapsilosis
Candida parapsilosis je v mnoha zemich druhym nejcastéji izolovanym druhem
z rodu Candida. Vyskytuje se na lidské kiZi a v gastrointestinalnim traktu. U zdravych jedinct

nezpusobuje komplikace. Kromé ¢lovéka se vyskytuje u zvirat, hmyzu a v puade¢.

Bunky jsou ovalné, jednobunééné a méii 2-4 um. Mnozi se pucenim. Na rozdil
od C. albicans netvoti pravé hyfy. Za urCitych podminek miize vytvaret pseudohyfy, jejich

vznik je v§ak méné pravdépodobny nez u jinych druhti [34, 35].

Mezi faktory virulence patii produkce adheznich proteinti, usnadiujicich ptilnuti
k povrchiim a hostitelskym buikdm. Dale vyluCuje faduenzymu, jako jsou protedzy

a hemolyziny. Kromé& enzymt produkuje C. parapsilosis mnoho cytotoxickych latek. Mezi né
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patfi latky, které naruSuji membrany hostitelskych bun€k alatky poskozujici
DNA hostitelskych bun€k. C. parapsilosis dokéze tvofit biofilm, ktery zvySuje odolnost
kvasinek vici obrannym mechanismiim hostitele a nékterym 1ékim. Zaroven je tato

kvasinka schopna vytvaret rezistenci na antifungalni l1éky, a proto se Casto obtizné 1&¢i.

Pti barveni dle Grama se barvi grampozitivne€. V mikroskopu je tedy vidét modrofialové
vej¢ité, nebo protahlé bunky. Na Sabouradové agaru roste v bilych az krémovych lesklych

koloniich (obrazek 5). Na chromogennim agaru tvoii narizovélé kolonie [34, 35, 36, 37].

Obrazek 5: Kolonie C. parapsilosis na Sabouradov¢ agaru (pievzato z [38]).

1.4. Core stress response

Core stress response je soubor transkripénich zmén ve velkém poctu gent v reakcei
na rizné formy stresu. Vnéjsi faktory, naruSujici stav bez stresu, se nazyvaji stresory. Vznikly
stav po plsobeni stresort je stres a adaptacni procesy, které sméiuji k nastoleni nové rovnovahy
(stavu bez stresu), jsou stresové reakce. C. albicans se setkava v hostiteli s oxidativnim stresem
pfi setkdni s imunitnim systémem, s osmotickym stresem v ledvinach aspH stresem
v gastrointestindlnim a urogenitalnim traktu. Stresové reakce na tyto podnéty se vyvinuly

k udrzeni tepelné a osmotické rovnovahy [4, 39, 40, 41, 42].

1.4.1. Ptehled geni podilejicich se na core stress response u Candida albicans
U C. albicans se na stresové odpovédi podili mnoho genil. Zadna reakce na stres neni
u této kvasinky stejnd. S kazdym stresem dochazi k indukci jinych genli a neexistuji geny

indukované spolecné vSemi rysy. Pro ochranu bunék pfed poskozenim teplem ma C. albicans
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proteiny tepelného Soku (HSP). Jsou indukovéany zvySenim teploty z normalni ristové teploty.
Mnoho studii prokéazalo, ze HSP jsou ¢astecné¢ zodpovédné za rezistenci C. albicans vici
antifungdlnim 1éktiim regulaci nékterych signalnich drah. S cyklazou asociované proteiny
1 a2 (CAP1, CAP2) jsougeny spojené sregulaci bunééné¢ho cyklu a odpovédi na stres.
Jsou dulezité pro pieziti kvasinky v nepfiznivych podminkdch. V obrané proti
oxidativnimu stresu obsahuje kvasinka geny kodujici superoxid dismutazu,

zodpovédnou za detoxikaci reaktivnich kyslikovych radikali [43, 44, 45, 46].

Pti zménéch zdroje uhliku dochazi k aktivaci, nebo potlaceni nékolika genli. Gen HXK/
kéduje cytosolovy protein, katalyzujici fosforylaci hexéz. Jeho exprese se zvysuje
pfi rustu na neglukézovych zdrojich uhliku. HTG12 koduje protein transportujici fruktozu,
glukézu a manoézu. GLKI pravdépodobné koduje glukokindzu. Exprese se méni v reakci
na zdroj uhliku rtstového média. Gen TPS! koduje trehaldza-6-fosfatsyntazu. Tento enzym ma
dalezitou ulohu pti syntéze trehaldzy, ktera je stabilizator proteini a membran béhem stresu.
Jeho expresi muize ovlivnit hladina glukozy. ICLI koduje enzym glyoxylatového
cyklu izocitratlyazu, potfebny pro rist pii nékterych zdrojich uhliku. Jeho exprese se potlacuje
piidanim galaktézy, nebo fruktdzy do bunck péstovanych na laktatu, nebo kyselin€ olejové [47,
48, 49, 50].

1.4.2. Ptehled gentli podilejicich se na core stress response u Candida parapsilosis

Geny C. parapsilosis ménici svou expresi pfi stresovych podminkach zatim
nejsou piiliS prozkoumané. Bylo prokazano, ze genovou expresi muze ovlivnit tyrosol,
coz je molekula odvozena od tyrosinu. Za pfitomnosti tyrosolu dochdzi ke zkraceni lag faze.
Dochézi ke zvyseni regulace genti souvisejicich s bunéénou sténou (napt. PDCI11, TDH3
a ADHI), gentl podilejicich se na produkei biofilmu (napt. CZF1, RBTI), geni souvisejicich
s virulenci (FAD?2) a dalsich [51].

1.4.3. Gen PHOI5

Gen PHO1 5 koduje fosfatazy spadajici do superrodiny halokyselin dehalogenaz (HAD),
jez defosforyluji 2-fosfoglykolat. Byl charakterizovan na zdkladé€ homologie s genem PHOI3
ze Saccharomyces cerevisiae. Exprimaci tohoto genu vznikaji proteiny CaPhol5 a CpPhol5,
které snadno hydrolyzuji 4-nitrofenylfostat pfi pH 8-8,3 za ptitomnosti dvojmocnych kationtl
(Mg?*, Mn?" a Co*") jako kofaktori. Hydrolyzuji molekuly souvisejici s metabolismem
sacharidt. Tento gen je jednim z n¢kolika genti zapojenych do stresové odpovédi C. albicans

a C. parapsilosis [52].
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1.5. Enzym fosfatiza
Fosfatazy jsou enzymy, katalyzujici odstraiiovani fosfatovych skupin ze substratu. Patii

do tiidy hydrolaz [53].

Alkalickd fosfataza je optimalné aktivni v alkalickém prostredi. Vyskytuje se na vnéjsi
vrstvé bunécné membrany. Ma Sirokou specifi¢nost. Katalyzuje hydrolyzu fosfatovych estert,
které jsou v extraceluldrnim prostoru. Kofaktory tohoto enzymu jsou zinek a hoicik [54, 55, 56,

57].

Kysela fosfataza katalyzuje hydrolyzu fosfoesterti pfi kyselém pH.

Je pritomna v bunécnych membranach [58, 59, 60].

1.5.1. Fosfatdza CaPhol5 a CpPhol5

Jak je uvedeno kapitole 1.4.3. Gen PHOI3, tyto fosfatdzy jsou kédovany timto genem
a defosforyluji 2-fosfoglykolat. Obé fosfatazy preferuji jako substrat 2-fosfoglykolat. Z dalSich
substratii uptednostiiuje CaPho15 glyceraldehydfosfat a f-glycerofostat a CpPhol5 ptednostné
1,3-dihydroxyacetonfosfat. Diky své schopnosti hydrolyzovat fosforylované vedlejsi produkty

jsou tyto enzymy soucasti metabolického repara¢niho systému [52].

1.6. Metabolické opravy

C. albicans a C. parapsilosis jsou schopny se pfizptisobit riznym podminkdm prostiedi,
jako je dostupnost zivin a dalsi stresové podminky. Dokazi ménit sviij metabolismus podle
ruznych podminek vné¢js$iho prosttedi. Tato schopnost je dllezitd pro jejich preziti a zaroven
pro jejich virulenci. Maji schopnost vyuzivat mnoho anabolickych a katabolickych procest
az toho divodu ménit zdroje uhliku a dusiku. Pfi omezeném mnozstvi zdroji sacharida
mohou pouzivat aminokyseliny a lipidy jako dopln€k pro metabolickou adaptaci. O regulaci
a vyuziti metabolismu aminokyselin u kandid je toho zndmo velmi malo. Je vSak prokazano,
ze C. albicans pouziva aminokyseliny k nahrazeni uhliku a dusiku. Ke zménam
metabolismu dochdzi i v ptipadé, ze se kvasinka dostane do prostiedi s nizkym (napf. stievo),
nebo naopak vysokym (napf. krev) obsahem kysliku. Pii hypoxickych podminkéach
jsou aktivovany glykolytické geny a geny souvisejici s oxidativni fosforylaci jsou potlaceny.
Kwvili zménam metabolismu je kvasinka schopna si vytvofit rezistenci na nékteré antifungalni

Iéky [61, 62, 63, 64, 65, 66].
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1.7. Glykolyza

Glykolyza je metabolickd dréha, slouzici k anaerobnimu ziskavani energie. Vyskytuje
se témet u vSech organismu. Nevyzaduje pfitomnost kysliku, proto je diilezitd v anaerobnim
dychani. Zaroven je glykolyza prvnim krokem v bunééném dychéni. Z jedné molekuly glukozy
vznikaji dvé molekuly pyruvatu, coz je kone¢ny produkt glykolyzy. Pokud je pfitomen kyslik,
vznikly pyruvat vstupuje do mitochondrii, kde je oxidovan na acetyl-CoA. Pokud kyslik

pfitomen neni, pyruvat je redukovan na laktat [67, 68, 69].

Ma tii hlavni ulohy. Prvni ulohou je tvorba ATP v nepfitomnosti kysliku, pyruvat
se nasledn¢ pfeménuje na laktat. DalSi roli hraje glykolyza za pfitomnosti kysliku, kdy
vznikajici pyruvat vstupuje do Krebsova cyklu. Ten probihd v mitochondriich a produkuje
ATP. Posledni funkci je tvorba metabolitli, které nasledné vstupuji do anabolickych drah.
Dochazi k tvorbé¢ NADPH a dalSich latek, z nichz je mnoho potiebnych k tvorbé glykogenu,
lipidt, nukleotidt a dalsich dtlezitych latek [67].

D&  probiha v cytosolu bunék. Nejdiive dochazi k fosforylaci  glukozy
na glukéza-6-fosfat za spotfeby 1 molekuly ATP. Reakce je katalyzovana hexokinazou, nebo
glukokinazou. Hexokinaza se vyskytuje ve vSech buitkdch a obecné katalyzuje fosforylaci
hexo6z. Glukokindza je podtypem hexokinaz, nachazi se pouze v jatrech a slinivce bfiSni
a katalyzuje fosforylaci pouze u glukozy. Vznikla glukoza-6-fosfat
je pfeménéna fosfogluk6zoizomerazou na fruktdza-6-fosfat, ktera je nasledné
preménéna fosfofruktdza-kindzou na fruktdza-1,6-bisfosfat. V tomto kroku se spotiebuje
druha molekula ATP. Za katalyzy fruktézabisfosfataldolazy se fruktdza-1,6-bisfosfat pfeméni
na dihydroxyacetonfosfat a glyceraldehyd-3-fosfat. Pro dalsi reakce
je tteba glyceraldehyd-3-fosfat a z toho divodu se na néj preménuje dihydroxyacetonfosfat
za katalyzy triozafosfatizomerazy. Glyceraldehyd-3-fosfat je oxidovan na 1,3-bisfosfoglycerat.
Dochazi tak kredukci NAD" naNADH aH'. Zakatalyzy fosfoglyceratkinizy
se 1,3-bisfosfoglycerat prevadi na 3-fosfoglycerat a vznikd molekula ATP. Fosfomutdzou je
1,3-bisfosfoglycerat  pieveden  na 2-fosfoglycerat,  ktery je  enoldzou pieveden
na fosfoenolpyruvat.  Poslednim  krokem je  pfeména fosfoenolpyruvatu na pyruvat.
K tomu dochédzi za katalyzy pyruvatkindzy avznikd dalSi molekula ATP [67, 70].
Schéma glykolyzy je na obrazku 6.
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Obrazek 6: Schéma glykolyzy (pfevzato a upraveno z [71]).

1.8. Zdroje uhliku

Pro tvorbu energie a spravny prubéh biosyntézy jsou pro buiiky nejdilezitéjsi zdroje
uhliku. Organismy mohou obvykle pouzivat jako zdroje uhliku rizné slouceniny, at’ ptirodni,
nebo xenobiotické. Typickym zdrojem uhliku je glukéza, ale mohou jim byt i jiné latky jako
napiiklad alkany, alkoholy, di- a trikarboxylové kyseliny. V ptipadé soucasné ptitomnosti
riznych sloucenin pouzitelnych jako zdroj uhliku dochézi bud’ ke kometabolismu, nebo

selektivnimu metabolismu. Pii kometabolismu vyuZzivaji mikroorganismy oba zdroje soucasng,
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zatimco pfi selektivnim metabolismu vyuZiji nejprve jeden zdroj a po jeho vycerpani teprve
zdroj druhy. K selektivnimu metabolismu ¢asto dochazi u médii obsahujicich smés glukozy
s dal§im zdrojem uhliku. Glukéza je obvykle preferovanym zdrojem a jeji pritomnost casto
brani pouziti jinych latek. Tento jev se nazyva represe glukdzy, nebo represe uhlikového

katabolitu [72, 73, 74].

1.8.1. Glycerol
Glycerol jinak znamy jako glycerin je nejjednodussi triol. Vyskytuje se v pfirodnich
tucich a olejich. Je vyznamnym meziproduktem v metabolismu Zivych organismi. Ziskava

se jako vedlejsi produkt pii pteméné tuki a olejli na mastné kyseliny, nebo jejich methylestery.

Vstiebani  glycerolu probihd pfes cytoplazmatickou membranu pasivni ~ difizi.
U Escherichia coli dochazi k transportu usnadnénou difuzi. V buiikach je glycerol pomoci
glycerolkinazy pfeménén na glycerol-3-fosfat. Takto zlistavd zachycen v bunce, dokud neni
déale metabolizovan. Mnoho mikroorganismt je schopno rtst na glycerolu jako jediném zdroji

uhliku a energie.

Existuji dve cesty metabolismu. Oxidac¢ni cesta zaCina
preménou glycerolu na dihydroxyaceton pomoci glyceroldehydrogenazy.
Naslednou fosforylaci pomoci dihydroxyacetonkinazy vzniké dihydroxyaceton-fosfat, ktery

je nasledné preveden do glykolyzy.

Druhou moZznosti je redukéni dréha. Dochazi k pteméné
glycerolu na 3-hydroxypropionaldehyd. Reakce je katalyzovana koenzym B12-dependentni
glyceroldehydratdzou. Meziprodukt je nasledné¢ redukovan na 1,3-propandiol pomoci

1,3-propandioldehydrogenazy. Zaroven dochazi k regeneraci NAD™ [75, 76, 77].

1.8.2. Galaktoza

Galaktoza patii mezi monosacharidy. V piirodé se Casto vyskytuje spolu s jinymi cukry,
napiiklad s laktézou. Mize byt vyuzita v§emi Zivymi organismy pomoci tii hlavnich enzymi,
tvoticich Leloirovu drahu. Nejprve
je galaktoza fosforylovana galaktokinazou na galaktoza-1-fosfat. Produkt  je reakci
s uridindifosfat-glukozou  (UDP-gluk6oza)  pfeménén  na  uridindifosfat-galaktozu
(UDP-galaktéza). Tuto reakci katalyzuje galaktéza-1-fosfaturidyltransferaza a uvolni
se glukoza-1-fosfat, ktery mulze nasledné vstoupit do glykolyzy. Poslednim krokem
je reverzibilni konverze mezi UDP-galaktézou a UDP-glukézou pomoci
enzymu UDP-galakt6za-4-epimeraza [78, 79, 80].
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1.8.3. Kyselina mlécna

Kyselina mlé¢nd, neboli laktdt patfi mezi karboxylové kyseliny. Vyskytuje
se v n¢kterych rostlinnych S§tavach, krvi asvalech zvifat ataké vpade. Zaroven
je obsazena ve fermentovanych ~ mléénych  vyrobcich, naptfiklad v syru.  Né&které
mikroorganismy jsou schopny vyuZivat laktat jako zdroj uhliku. Kdyz je za pfitomnosti
laktatdehydrogendzy oxidovan na pyruvat, poskytuje energii pro rust mikroorganismi.
U bakterii mlé¢ného kvaseni se laktat produkuje béhem fermentace a ndsledné je vyuzivan jako

zdroj energie pii nizké hladiné glukozy [81, 82].

1.9. Vaginal simulation fluid médium

Vaginalni simula¢ni tekuté médium napodobuje sekrece Zenského genitalniho traktu.
Vyvinulo se pro péstovani vaginalni mikroflory. Slozeni média je zalozeno na mnozstvi
literatury o slozkéach lidskych vaginalnich sekreci. Cilem slozeni je vyzdvihnout vlastnosti
ovliviiujici interakce vaginalni tekutiny s antikoncepcnimi, nebo terapeutickymi produkty.

Mezi tyto vlastnosti patii pH a osmolarita [83, 84]. SloZeni média je tabulce 1.

Tabulka 1: SloZeni VSF média (pievzato z [85]).

Nézev Koncentrace (g/1)
NaCl 3,510
KOH 1,400
Ca(OH): 0,222
BSA (bovine serum albumin) 0,018
Kyselina mlé¢na 2,000
Kyselina octova 1,000
Glycerol 0,160
Mocovina 0,400
Glukéza 5,000
pH 4,6-7

1.10. Riustova kiivka
Mikrobialni rdstovd kiivka je graf prezentujici zménu poctu bunék v kultute
v prubehu ¢asu. Mikroorganismy potiebuji pro rist specifické podminky. Rostou pfedev§im

na zaklad¢ omezeného zdroje Zivin [86, 87].
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Lag faze je pocate¢ni faze rlstu. Nedochazi pii ni k déleni bun€k, pouze k jejich
zvétSovani a ptipravé na déleni. Pfi exponencionalni fazi, neboli log fazi se bunky déli
a po kazdé genera¢ni dobé zdvojnasobuji svij pocet. Je zde vysoka metabolicka aktivita, tvori
se DNA, RNA a rizné proteiny, potfebné pro riist a déleni bun€k. Nasleduje stacionarni faze,
pfi niz klesne riist populace. Ziviny z média se postupné vy&erpaji a hromadi se odpadni
produkty. Pocet délicich se bun€k se pii této fazi rovna poctu odumirajicich bunék. Posledni
fazi je faze smrti. Pocet Zivych bunék se postupné snizuje a piibyvaji odpadni produkty [86, 87,
88, 89]. Graf rastové kiivky je na obrazku 7.

Casto se stava, ze mikroorganismy nerostou zcela podle modelu. Ristové faze se lisi

podle pouzitych podminek, i podle podminek pted zahdjenim kultivace [88].

populace T 28 Log Stacionalni Fize
bakteri faze faze ’faze odumirani
teoreticky rd
nardst

Cas <
Obrazek 7: Rustova kiivka (pfevzato z [90]).
1.11. RNA
Ribonukleova kyselina (RNA) je jednovldknova biopolymerni

molekula s vysokou molekulovou hmotnosti. Podili se na mnoha dilleZitych procesech.
Je dulezita pii prepisu genetické informace z deoxyribonukleové kyseliny (DNA) do proteinti.
Jeto tedy posel mezi DNA asyntézou bilkovin, ato prostfednictvim ribozomi.
Pii ptepisu se uplatiiuji tii typy RNA ato transferovd (tRNA), messengerovd (mRNA)
aribozomalni (rRNA). Zaroven muze vytvaret struktury podobné DNA a ztoho

divodu se muze uplatnit jako nosi¢ genetické informace v nékterych virech [91, 92].

Stejné jako DNA se skladd z nukleotidovych podjednotek. Nukleotidy jsou slozené
z cukru ribézy, dusikaté baze a fosfatové skupiny. Jednotlivé nukleotidy jsou spojeny
fosfodiesterovymi vazbami. Retézec ma vzdy 5 konec, obsahujici
fosfatovou skupinu a 3" konec s hydroxylovou skupinou. Dusikatymi bazemi v piipadé

RNA jsou adenin, guanin, cytosin auracil (obrazek 8). V DNA je misto uracilujeho
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methylovany analog thymin. Ribodza je tvofena péti uhliky a jednim kyslikem (obrazek 9).
Na druhé uhlikové skupiné je pfipojena hydroxylova skupina, coz zplisobuje vEétsi nachylnost
RNA k hydrolyze. Malé rozdily ve struktuie DNA a RNA jsou dulezité pro rizné vlastnosti
obou kyselin. RNA je reaktivnéj$i, velmi labilni v alkalickém prostfedi a citlivd vici
mnoha nukleovym enzymim. Obvykle se jednd o jednovldknovou molekulu. V ptipadé
tRNA a rRNA mitize v urCitych oblastech vznikat sekundarni struktura, kdy se vlakno sklada

zpét na sebe. Miize mit riznou délku a tvofit rtizné struktury [92, 93, 94].

NH, 0
/N f\N /N NH
<H ‘ N/) <ﬁ ‘ N')\NHZ

Adenin Guanin
0 NH, 0
HsC
\f‘\ \ f\ | fl\/t
N /Ko N /J\o N o
H H H
Thmin Cytosin Uracyl

Obrazek 8: Struktura dusikatych bazi (pfevzato a upraveno z [95]).

CH,OH
o OH
OH OH

Obrazek 9: Struktura ribozy (pfevzato a upraveno z [96]).

1.11.1. mRNA

Messsenger RNA je typ RNA, ktery se vyrabi z templatu DNA. Informaci z DNA nelze
dekodovat piimo do proteini, aproto se nejdiive kopiruje do mRNA. Jedna
se 0 jednovlaknovou molekulu a jeji délka je riizna podle oblasti transkribované DNA.

Jedna molekula mRNA obsahuje informaci pro jeden protein. Je transportovana z jadra bunky
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do cytoplazmy. Kazdd sekvence tii bazi (kodon) je pteloZena na odpovidajici

aminokyselinu [94, 97].

V ptipadé prokaryot mize byt vznikla mRNA okamzité pouzita pro syntézu proteint.
U eukaryot nejprve vznikd prekurzorovd mRNA (pre-mRNA), ktera se musi upravit. Jedna
se o posttranskripéni upravy. Z molekuly DNA vznikne RNA, kterd ma stejné 5” trifosfatové
a 3" hydroxylové koncové zbytky jako DNA. Tato pre-mRNA obsahuje nekddujici oblasti
a je nachylna k degradaci. Jeji zpracovani probihd ve tfech krocich [94, 98].

Jako prvni je capping. Pomoci 5°-5" fosfatové vazby se na 5" konec navaze cepicka,

tvofend 7-methylguanosinem, kterd chrani mRNA pfed degradaci. Zarovenl je napomocna

......

Nasleduje polyadenilace na 3" konci. Zde se navaze nékolik set adenylovych nukleotidi.
Vznikly polyadenilovy konec zabranuje degradaci kyseliny. Kromé toho pomaha

pii exportu mRNA z jadra do cytoplazmy a napomaha iniciaci translace [94, 98, 99].

Poslednim krokem je sestfih mRNA, pfi kterém se odstrani nekddujici oblasti (introny)
a zlstanou pouze kodujici oblasti (exony). Probihé ve spliceozomech, coz jsou jaderné Castice
tvofené proteiny amalymi jadernymi RNA, které¢ jsou bohaté nauridin. Introny
jsou rozpoznany a odstranény spliceozomem. Nésledné jsou pomoci spliceozoml spojeny
exony. Rizné pre-mRNA mohou byt spojeny riiznymi zptlisoby, a tak se vytvofi rizné zralé
mRNA, kodujici rizné proteinové sekvence. Takto miiZze vznikat mnoho rtiznych proteinti
z omezeného mnozstvi DNA, tzv. alternativni sestfih, kdy vznikld mRNA obsahuje rtizné

kombinace exont dané¢ho protein kddujiciho genu [94, 98, 99].

Upravend mRNA je tedy tvofena modifikovanym 5 koncem se 7-methylguanosinovym

uzavérem a modifikovanym 3" koncem s polyadenilovymi nukleotidy [98, 99].

1.11.2. tRNA

Transferova RNA piekladd mRNA do struktury proteinil. Je nosicem aminokyseliny.
Na zakladé kodonu v sekvenci mRNA pfendsi vhodnou aminokyselinu do  ribozomu.
Sekundarni struktura je ve tvaru jetelového listu. Vznikaji zde ramena, kde se nukleotidy paruji
a jsou zakonceny neparovymi bazemi, které tvotri smycky. Ramena se nazyvaji akceptorové,
dihydrouracilové (D-rameno), pseudouridinové (T-rameno), variabilni a antikodonové
(obrazek 10). Jediné akceptorové rameno netvoii smycku, ale obsahuje prodlouZeni volné

3" hydroxylové skupiny aslouzi k pfipojeni aminokyselin esterovou vazbou. D-rameno
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je rozpoznavaci misto pro enzym aminoacyl tRNA syntetdzu. T-rameno slouZi jako vazebné
misto pro ribozom. Antikodonové rameno je tvofeno zhruba 6 pary bazi aje zakonceno
smycCkou 7 neparovych bazi. Z téchto neparovych bazi tvofi prostfedni tfi antikodon.
Antikodon rozpozna ve struktufe mRNA kodon a vaze se na né¢j pomoci vodikovych vazeb.
Terciarni  strukturama tvar pismene L. Akceptorové aT-rameno se naskladaji
na jednu stranu a antikodonové a D-rameno se slozi do pravého Uhlu proti zbylym dvéma.
Vznika tak velmi stabilni struktura udrZzovana vodikovymi mistky. Kromé syntézy bilkovin
se tRNA podili na neproteinovych procesech, napiiklad zastava funkci primeru pii reverzni

transkripci [94, 100, 101].

3!
OH
Akceptorové rameno

Dihydrouracylové Pseudouridinove

Antikodonové rameno

Obrazek 10: Sekundarni struktura tRNA (pfevzato a upraveno z [102]).

1.11.3. rRNA

Ribozomdlni RNA je spoluse specifickymi bilkovinami soucéasti ribozomd.
Je to ribozym, ktery funguje jako peptidyltransferdza, tedy enzym umozilujici vytvareni
peptidovych vazeb pii syntéze proteinli. Vznikd v jadérku. Tvoti az 60 % ribozomi.
Eukaryoticky ribozom ma Svedberglv koeficient 80S. Je tvofen velkou 60S a malou 40S

podjednotkou. Mala podjednotka je sloZzena ze dvou kratkych molekul (pod 200 nukleotidit)
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a velka podjednotka je sloZzena ze dvou velkych molekul. Delsi z nich (28S) ma vice nez 5 kb

a kratsi (18S) ma délku pfiblizn€ 2 kb [94, 103].

Udava tvar ribozomu. Ma trojrozmérnou strukturu, skladajici se z vnitinich smycek
a Sroubovic, vytvarejici specificka mista a to akceptorové (A), peptidylové (P) a vystupni (E).
Akceptorové misto slouzi pro navazani ptichozi tRNA obsahujici aminokyselinu. Peptidylové
misto na sebe vaze rostouci polypeptid. Vystupni misto slouzi pro navazani tRNA po vytvofeni
peptidové vazby. Déle ma molekula misto pro navazédni ribozomalnich proteini

a je schopna rozlisit proteiny a zbytky RNA [94, 104].

1.12. Transkripce

Transkripce je proces, kdy se vytvaii molekula mRNA se sekvenci komplementarni
k ur€itému malému tseku DNA. Tato RNA nese proteinovou informaci
genu zakddovanou v DNA. Jedna se o enzymaticky proces ajako enzym se vyuziva
DNA dependentni RNA polymeraza (RNA polymeraza). Tento enzym vyhledava v molekule
takové sekvence je TATA, kde se opakuji baze adenin athymin, nebo sekvence CAT.
K funkénosti RNA polymerdzy je tieba, aby obsahovala tzv. jddro enzymu, skladajici se z péti
podjednotek (dvou a, jedné f, jedné S° a w) a proteinovou jednotku zvanou sigma faktor.
RNA polymeraza ptifazuje k DNA fetézci komplementarni nukleotidy. Po zahdjeni syntézy
RNA se uvolni sigma faktor a umozni jadru polymerazy pokracovat v syntéze, dokud nenarazi
na signal ukonceni. Vzdy dochazi k pfepisu pouze jednoho vlékna, coz je vldkno pracovni.
Druhé vladkno pro transkripci daného genu nema vyznam. Transkripce probihéa vzdy od 5” konce
k 3" konci. mRNA se piesouva z bunécného jadra do bunétné cytoplazmy, kde dochazi

k translaci [105, 106, 107, 108]. Schéma transkripce je na obrazku 11.
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~ RNA polymeraza

Volné nukleotidy

Templatova DNA

Molekula RNA

Obrazek 11: Schéma transkripce (pfevzato a upraveno z [109]).

1.12.1. Regulace transkripce
Transkripéni regulace je zasadni biologicky proces, ktery umoznuje buiice, nebo
organismu reagovat na rtizné vnitini a vnéj$i podnéty, definovat svou identitu béhem vyvoje
audrzovat ji po cely Zzivot. Tento mechanismus je vysoce dynamicky a zahrnuje
fadu biofyzikalnich dé&jh, které jsou fizeny velkym poctem molekul. Funkce téchto molekul
sahaji od specifickych interakci mezi DNA a proteinem az po nabor a sestavovani

nukleoproteinovych komplexii [110, 111].

Iniciace transkripce je regulovana nékolika faktory jako jsou promotory, regulacni
sekvence, regulani proteiny a DNA vazebné domény. Promotory jsou pocate¢ni misto
transkripce a ur€uji jeji smér. Na regulaéni sekvence se vazou regulacni proteiny a reguluji kdy
je gen transkribovan. Regulacni  proteiny rozpoznaji = danou sekvenci  diky
svému specifickému povrchu, neboli DNA vazebné doméné, kterou se vazou na urity usek

DNA [110, 111, 112].

Do regulace transkripce jsou zapojeny mimo jiné nekodujici RNA. Mezi né patii
miRNA, snoRNA, IncRNA a dalsi. Kazdd molekula ma rizné regulaéni funkce a nalezi

do komunikacni sité fidici produkei proteinu [110, 111].

1.12.2. Reverzni transkripce
Reverzni transkripce je d¢j, pfi kterém dochézi k ptepisu sekvence nukleotidl

zRNA do DNA. Je to tedy obricend bun&fnd transkripce. Vznikd komplementarni
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jednovlaknova DNA. Reverzni transkripce je katalyzovana enzymem
RNA-dependentni-DNA polymerazou, neboli reverzni transkriptazou (RTéza). Enzym byl
objeven v roce 1970 [113, 114].

Je to dulezita soucast v zivotnim cyklu retrovir. Nejprve se navazou na receptorovy
protein hostitelské buiiky, rozlozi membranu a vldkna RNA se dostanou do buiiky. Nasledné
reverzni transkriptdza vyrobi z plivodni retrovirové RNA komplementarni DNA. RNA zanika
avznikld DNA se replikuje apomoci integrazy se vcleni do DNA hostitelské buiky.
Syntézou mRNA z této DNA se retrovirus mnozi [114, 115].

Vznikld DNA je odolné;jsi viici degradaci oproti RNA. Z toho diivodu se proces vyuziva
v laboratofich, kdy se z RNA syntetizuje komplementarni DNA, ktera je pouzita pro dalsi
experimenty [113].

1.13. Izolace RNA

wewr

Je to vychozi bod pro navazujici postupy. Nukleové kyseliny je mozné izolovat z biologického

materialu, jako jsou tkang, bunky, nebo tfeba virové ¢astice [116, 117, 118].

Pti izolaci RNA je mozZné ziskat pouze mRNA, nebo celkovou RNA, obsahujici kromé
mRNA i rRNA, tRNA a dalsi typy RNA. Castéji se pouziva izolace celkové RNA. Izolace se
provadi riznymi zptisoby. Casto se vyuziva metody s kolonkami, kde se RNA z pfipraveného
lyzatu, navaze napevny nosi¢ (nejcastéji modifikovany silikagel). Je mozné vyuzit
1 metodu pouZzivajici k izolaci fenol-chloroform, nebo se velmi Casto pouzivaji nejraznéjsi

komer¢né dostupné sady na izolaci [116, 117, 118].

1.13.1. Manipulace s biologickym materidlem
Pti praci s RNA je nutné brat ohled na to, Ze je velmi nachylnd na ptisobeni ribonukledz
(RN4z). Z toho diivodu se pii praci s RNA musi dodrzovat istota, pouzivat rukavice a pouzivat

voda neobsahujici RNazy.

Pokud dojde ke kontaminaci RNéazami, dochdzi k degradaci vzorku. Kontaminaci
je mozné poznat na elektroforéze, kdy misto dvou celistvych prouzkia (odpovidajicich
ribozomalnim podjednotkdm 18S a 28S, které tvoii az 80 % celkové RNA) vznikne vice

prouzku, které jsou rozmazané (degradovana RNA).
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Pro stabilizaci vzorkli, urCenych pro izolaci RNA, Ize vyuzit stabilizatory
napt. RNA later, ptipadné Trizol Reagent (ten lze vyuzit 1 pro izolaci RNA). Takto oSetfené

vzorky lze skladovat i nékolik mésict pfi teploté -80 °C, aniz by doslo k degradaci vzorku.
Pti kontaminaci genomovou DNA se do roztoku ptidava DNaza [116, 117].

1.13.2. Obecny postup
Obecny postup izolace RNA se skladd znékolika zakladnich krokd. Nejprve
je tfeba rozbit bunécnou sténu a uvolnit RNA z bun¢k. PouZzivaji se fyzikdlni i chemické
postupy. V ptipad¢ fyzikalnich postupt je piikladem rozruseni membrany pomoci ultrazvuku.
Pti chemickeé lyze se pouzivaji detergenty, naptiklad dodecylsulfat sodny (SDS), soli zlu€ovych
kyselin, nebo Triton X100. Dale je tfeba zajistit inhibici RNaz. V nékterych piipadech

jsou inhibitory RNaz obsazeny v lyza¢nim pufru, ale n¢kdy je tfeba inhibitory do smési pridat.

Nasledn¢ se musi RNA precistit od detergentli a dalSich slozek, obsazenych v lyza¢nim
roztoku. Jedna se predevs§im o odstranéni proteind, soli a dalSich necistot. K odstranéni proteint

se pouziva napiiklad proteindza K, nebo opakovana extrakce smési organickych rozpoustédel.

Poslednim krokem izolace je precipitace RNA. Provadi se pomoci alkoholu, predevsim
ethanolu, nebo izopropanolu. Nékdy se pouziva kombinace alkoholu se soli, ¢imz se zvysi

ucinnost srazeni [116, 119, 120].

Castym problémem pii izolaci je kontaminace DNA, ktera zptsobuje fale$né pozitivni
vysledky. Z toho diivodu se k vyizolované RNA ptidavaji DNazy, odstraiiujici stopy genomové
DNA [116, 120].

V dnesni dobé existuje mnoho metod pro izolaci RNA. Casto se RNA izoluje pomoci
fenolu, nebo Trizolu, coz je smés guanidinium (iso)thiokyanatu a fenolu. Po piidani
chloroformu ke smési a odstiedéni se vytvoii tfi vrstvy (obrazek 12). Spodni organicka, stfedni
obsahujici proteiny a horni faze obsahujici RNA. Horni fize se odebere, vysrdzi, promyje

a rozpusti v RN4za free vodé [119, 120].
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Obrazek 12: Izolace RNA pomoci fenol-chloroformu (pievzato a upraveno z [121]).

Zéarovet se jiz vyrabi sady na izolaci nukleovych kyselin. Casto jsou tyto sady zaloZené
na technologii kolonek, kdy se RNA uchyti na silikagelu pfi vysokém pH pufru. Kdyz
se odstrani vSechny necistoty a zbytky bun¢k, RNA se eluuje do Cisté zkumavky. Takto ziskana

RNA je obvykle velmi cista [119].

1.13.3. Stanoveni koncentrace a Cistoty
Pro stanoveni (istoty akoncentrace nukleovych kyselin se  pouziva
UV spektrofotometrie. Pfi spektrofotometrickém stanoveni maji NK, kvili pfitomnosti
dusikatych bazi, maximum pfi vlnové délce 260 nm. Proteiny maji maximum pii 280 nm,
a to z diivodu pfitomnosti aromatickych aminokyselin. Stupeni Cistoty NK se tedy stanovuje

z poméru absorbanci pfi 260 a 280 nm. V pfipadé RNA by pomér mél mit hodnotu ptiblizné 2.

vvvvv

Jak jiz bylo psano v kapitole 1.13.1. Manipulace s biologickym materidlem,
RNA je velmi nachylna k degradaci. Po elektroforéze je mozné méfit fragmenty 28S a 18S,
které¢ by mély byt v poméru 2:1. Toto hodnoceni vSak byva neptesné. Z toho divodu bylo
vyvinuto hodnoceni podle <¢isla RIN (RNA integrity number), které piesnéji urci
kvalitu a integritu RNA. Integrita RNA pfedstavuje, jak je RNA neporusend. Hodnoti
se na stupnici od 10 do 1, kdy ¢islo 10 znamena vynikajici integritua I horsi integritu.
Pro stanoveni integrity se pouzivd metoda vyvinutd spoleCnosti Aligent Technologies.
RIN se stanovuje pomoci kapilarni elektroforézy, kde se pozoruji pasy 18S a 28S rRNA [125,
126, 127]. Vyhodnoceni RIN je znadzornéno na obrazku 13.
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Obrazek 13: Grafické znazornéni vyhodnoceni RIN (pievzato z [125]).

1.13.4. Elektroforéza

Gelova elektroforéza je metoda, pouzivajici se k separaci smési DNA, RNA, nebo
proteint. Separace probiha na zaklad¢ velikosti a ndboje ¢astic. NK maji kvili pfitomnosti
fosfatové skupiny zaporny naboj a z toho divodu se pohybuji smérem ke kladné elektrodé,
neboli anodé. Ve vétsiné piipadi se delsi fragmenty pohybuji pomaleji nez kratsi fragmenty

[128, 129, 130].

Gel miZze byt vyroben naptiklad z agardzy. Agardza je polysacharid, ktery se sklada
z podjednotek agarobidzy a ziskava se z moiskych fas. Za tepla se rozpusti v pufru, ktery
je zaroven v elektroforetické vané pouzit jako elektrolyt. Ochlazenim roztok tuhne a vytvari
se gel. Jednotky agardzy se nekovalentné spojuji a vytvaii sit. Velikost port v siti urcuje
vlastnosti gelu pro separaci. Po ztuhnuti se gel pfemisti tak, aby smétoval ke spravné elektrodé
a zalije se pufrem. Pufr zajiSt'uje pfenos proudu a udrzovani konstantniho pH média [128, 129,

131, 132].

Vzorky NK se smisi s nandSecim pufrem, zajiStujicim klesnuti vzorkid do jamek.
Nasledné se takto upravené vzorky nanasi do jamek v gelu, které vznikly pouZzitim hiebinku.
Do jedné jamky se vklada marker, slouzici k porovnani velikosti fragmenti. Do gelu se ptidava

barvivo, aby po probéhnuti elektroforézy bylo mozné vzorky zviditelnit [128, 129, 131, 132].

Prabeh elektroforézy muze narusovat teplota gelu, kterda se zvySuje s dobou trvani

elektroforézy. Zpiisobuje zvySeni ndhodného pohybu molekul atim se sniZuje ostrost
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oddélenych fragmentd. Dal§im ruSivym vlivem mohou byt nespecifické adsorpéni skupiny
na gelu. Dochdzi k vazb¢ analytu na tyto skupiny a tim se snizuje jeho pohyblivost v gelu [128,

132]. Schéma elektroforézy je na obrazku 14.

Vzorkovaci jamky

Katoda
@

Agarozovy gel
Pufr

Vétsi Castice

Pohyb c¢astic

Mensi ¢astice
Pufr J \

Obriazek 14: Schéma gelové elektroforézy (ptevzato a upraveno z [133]).

1.14. Polymerazova retézova reakce

Polymerazovou fetézovou reakci (PCR) vyznamné vylepsil v 80. letech minulého
stoleti Kary Mulis. Je dilezitou metodou v molekularni biologii, protoze exponencidlné
amplifikuje nukleové kyseliny. Z jedné kopie DNA, nebo RNA vznika n¢kolik milionti kopii
DNA. Jedna se o cyklicky proces, ktery je zavisly na teploté. Spojuje hybridizaci nukleovych
kyselin s jejich replikaci [134, 135, 136].

Pro probéhnuti reakce musi smés obsahovat nékolik slozek, a to templatovou DNA,
primery, nukleotidy a polymerdzu. Templatova DNA je vzorek obsahujici danou sekvenci.
Primery jsou tseky nukleové kyseliny o délce 20-25 nukleotidi, komplementarni k dané
sekvenci. Slouzi jako vychozi bod pro syntézu druhého fetézce. OhraniCuji ¢ast nukleové
kyseliny, ktera mé byt namnozena. Nukleotidy slouZzi ke stavbé vldkna. Pfidavaji se za primer
atvoii tak komplementadrni fetézec k pivodnimu fetézci. DNA polymerdzy jsou enzymy
syntetizujici nova vlakna NK komplementarni k cilové sekvenci. Spojuji jednotlivé nukleotidy,

a tak vznika produkt PCR [135, 136, 137].
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Tyto slozky se smichaji ve zkumavce adaji do termocykleru, kde se podle
programu v cyklech méni teplota. Postup zahrnuje tfi hlavni faze a to denaturaci, annealing
a elongaci. Nejdiive se reakéni smés zahteje na 95 °C. Pti této teploté dochazi k disociaci
vodikovych vazeb mezi bazemi ve dvouretézcové DNA, atedy k denaturaci. Nasledné se
teplota snizi na 37-72 °C, ¢imz dochdzi k nasedani primerti na dané segmenty jednovlaknové
NK. Tato faze se nazyva annealing. Poslednim krokem je elongace, kdy se opét zvysi teplota.
Pomoci DNA polymerazy dochazi k prodluzovani primeru postupnym ptidavanim nukleotida
na 3’konec a vznikaji tak dvé molekuly dvouvldknové DNA. Tento proces se opakuje

a s kazdym opakovanim se pocet NK zdvojnasobi (obrazek 15) [135, 137, 138, 139].
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Obrazek 15: Schéma PCR, horni ¢asti 1. krok denaturace, 2. krok annealing a 3. krok

elongace, v dolni ¢asti znazornéni opakovani PCR v cyklech (pfevzato z [140]).

PCR produkty se analyzuji pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu, kde dochazi
k oddéleni produktii podle jejich velikosti a ndboje. Pro vizualizaci produktt se do gelu ptidava

ethidium bromid, ktery se vmezeti mezi dva fetézce. U nékterych typli PCR, jako je napiiklad
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PCR v realném case, se znaci primery, nebo nukleotidy pomoci fluorescencnich barviv, ktera

se ptidavaji do reakcni smési pred probehnutim reakce [137, 141].

1.14.1. Druhy PCR
Technika PCR se vyvijela, ato vedlo ke vzniku mnoha typii PCR. N¢které jsou zde

uvedeny.

Multiplexni PCR umoziuje soucasnou amplifikaci vice cili v jedné reakci pomoci
dvou, nebo vice pari primera. Timto zpisobem se generuje vice typti amplikont, které se 1isi
svou délkou. Vyhodou je uspora Casu, prace i nakladd. Pti vyvoji hraje dilezitou roli navrh
primert,, které musi byt navrzeny tak, aby mely podobnou vhodnou teplotu annealingu.
S poctem amplikontl se zvySuji naroky na cely systém. Produkty musi mit rizné velikosti, aby
byly snadno vizualizovatelné a odliSitelné na agar6zovém gelu. Tato metoda se pouziva
u riznych genetickych onemocnéni, u nichz se zna vice mutaci ovlivitujicich rozvoj nemoci

[142, 143, 144, 145].

Kvantitativni PCR v realném c¢ase (qPCR) umoznuje detekci produktl reakce a zaroven
jejich kvantitativni stanoveni béhem reakce. Lze stanovit vychozi koncentraci DNA, ¢imz
se odstrafiuje potieba pouziti elektroforézy. K detekci a kvantifikaci se pouzivaji naptiklad
fluorescencni barviva, vmezetujici se do DNA, nebo také specifické fluorescenéné znacené
DNA sondy. V obou ptipadech plati, ze se zvySujicim se poctem kopii DNA umérné roste

fluorescence. Timto zpiisobem je mozné stanovit mnozstvi produktu v realném case [137, 146].

Dalsi modifikaci je digitdlni PCR (dPCR). Reakce se rozdéli do stovek az milioni
mensSich dil¢ich reakci. Toho je dosazeno pouZzitim mikrotitracnich desticek, ¢ipt, nebo kapek
olejové emulze. Amplifikace nasledné probihd v kazdé casti. Po probéhnuti reakce
se vyhodnocuje kazda cast zvlast. Hodnoti se pozitivita, nebo negativita vysledného
signalu v kazdé ¢asti. Pokud v dané ¢asti reakce neprobehla, hodnoti se ¢islem 0. Pokud reakce
probéhla, oznaci se Cislem 1. Pocate¢ni pocet kopii a hustota cilové DNA se pocitd pomoci

poctu pozitivnich reakci [147, 148, 149].

Alelové specifickd PCR je modifikace, pomoci niz lze na zdklad¢ amplifikace PCR

rozlisit alely, liici se jednim a vice nukleotidy [150].
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1.14.2. Kvantitativni PCR s reverzni transkripci (RT-qPCR)

Vétsina metod PCR se vztahuje pouze na DNA. Pokud chceme pouzit PCR
pro stanoveni a kvantifikaci RNA, je tfeba pouzit reverzni transkripéni PCR. Je to pomérné
citlivd a nendkladné technika pro stanoveni urovné exprese cilovych genii. Proces RT-PCR
zahrnuje kombinaci reakce reverzni transkripce s reakci zalozenou na PCR amplifikaci. Cilem
je vytvoreni cDNA z mRNA. Templatem pro reverzni transkriptazu je sekvence RNA. Vznikla
jednovlaknova DNA v dalsi reakci funguje jako templat pro PCR reakci. Za ucelem cileni
na specifické znamé kodujici oblasti se pouzivaji primery. Reakci je mozné provadét v jednom,
nebo dvou krocich. Pro detekci vzniklych produkti se pouzivd fluorescencéni barvivo.
Se zvysujicim se poctem kopii cDNA roste fluorescence a je tak mozné stanovit mnozstvi

produktu [151, 152, 153].

Pro kontrolu spravného pribchu reakce se vyuziva kiivka tani, kterd udava, jak se meni
fluorescence pii postupném zvySovani teploty. Piipadné vzniklé nespecifické produkty maji
obvykle nizsi teplotu tani nez specifické produkty. Pokud ma vysledna kiivka tedy pouze jeden
vrchol, vznikaji pouze specifické produkty. Pokud vSak ma vrcholt vice, tak v reakci vznikaji

také nespecifické produkty [154].
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2. Prakticka c¢ast

2.1. Cile prace

Cilem prace bylo kultivovat C. albicans a C. parapsilosis za raznych stresovych
podminek, konkrétné pti riznych zdrojich uhliku. Z takto nakultivovanych kvasinek vyizolovat
RNA a tu nasledné analyzovat pomoci RT-qPCR. Hlavnim cilem bylo ze ziskanych dat

zhodnotit, jak se 1i8i transkripce za riznych podminek u obou kvasinek.

2.2. Chemikadlie

2.2.1. Pouzité kity
DNase I, RNase-Free (Thermo Scientific)
EliZyme™ OneS Green Kit (Elisabeth Pharmacon)
Emerald Amp® GT PCR Master Mix (Takara Bio)
Quick-RNA™ Viral Kit (Zymo Research)

2.2.2. Ostatni chemikalie
Agar (Sigma Aldrich)
Agardza (Sigma Aldrich)
Diethylester kyseliny uhli¢ité — DEPC (Carl Roth)
DNA marker 200-1500 (Top-Bio)
Ethanol (Penta)
Galaktéza (Sigma Aldrich)
Glukéza (Penta)
Glycerol (Sigma Aldrich)
Hovézi sérovy albumin — BSA (Sigma Aldrich)
Hydroxid draselny (Penta)
Hydroxid vapenaty (Lachema)
Chlorid sodny (Lach-ner)
Chloroform (Penta)
Izopropylalkohol (Lach-ner)
Kyselina borita (Lach-ner)
Kyselina ethylendiaminotetraoctova — EDTA (Sigma Aldrich)
Kyselina citronova (Penta)

Kyselina mlé¢na (Carl Roth)
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2.3.

Kyselina octova (Penta)

Lennox L Broth Base — LB (Invitrogen)

Mocovina (Lach-ner)

PCR Ethidium bromid (Top-Bio)

PCR vkladaci pufr (Top-Bio)

TRI Reagent Solution (Invitrogen)

Tris-borat-EDTA pufr - TBE(Trizma base 108 g, kyselina borita 55 ga EDTA 9,3 g)
Trizma base (Sigma Aldrich)

Voda bez RNaz

Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids - YNB (Sigma Aldrich)

PouZivané kmeny
Kmen C. albicans
e SC5314 — kontrolni kmen

Kmen C. parapsilosis
* P69 —mykologicka sbirka Lékatské fakulty Univerzity Palackého, Olomouc
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2.4. PouZité primery

V tabulce 2 jsou uvedeny primery pouzité¢ pro PCR a RT-qPCR.

Tabulka 2: Primery pouzit¢ do RT-qPCR. Tm — teplota tani, CaPho15-F — forward primer
PHOI5 pro C. albicans, CaPhol5-R — reverse primer PHO15 pro C. albicans, CpPhol5-F — forward
primer PHOI5 pro C. parapsilosis, CpPhol5-r — reverse primer PHOI5 pro C. parapsilosis,
CaAct F — forward primer aktinu pro C. albicans, CaAct-R — reverse primer aktinu pro C. albicans,
CpAct-F — f orward primer aktinu pro C. parapsilosis, CpAct-R — reverse primer aktinu pro

C. parapsilosis.

Délka
Tm Délka
Jméno Sekvence 5°-3° produktu
[°C] | Primeru [bp]
[bp]
CaPhol5-F | GGAATTGAACAGGAATTGCAC 151 50,3 21
CaPhol5-R | ACACTAACCCACACAAAACAC 151 51,1 21
CpPhol5-F | TGGGTATTGGGTGAAGAAGG 161 50,9 20
CpPhol5-R | CCACAAACAACACAACCAAC 161 50,5 20
CaAct-F TGAAGCCCAATCCAAAAGAG 153 50,1 20
CaAct-R TCGGTCAACAAAACTGGATG 153 50,5 20
CpAct-F CGAAGCCCAATCAAAGCGCG 153 50,8 20
CpAct-R TCAGTCAACAAAACTGGGTG 153 50,3 20

2.5. Pristroje
Blokovy termostat SBH 200D (Stuart)
Centrifuga HERMLE Z 383 (Biotech)
Centrifuga MiniSpin (Eppendorf)
Centrifuga Sorvall LYNX 6000 (Thermo Scientific)
Enviromental Shaker-Incubator ES-20/60 (Biosan)
FTIR spektrometr Nicolet 6700 s ATR nastavcem Pike MIRacle™ osazeny krystalem
ZnSe (Scinco)
Inkubator INCU-Line (VWR)
Mikrovlnna trouba (LG)
PCR cykler Biometra Tadvanced (Analytik Jena)
pH metr Fisherbrand accumet AB150 (Fisher Scientific)
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2.6.

2.7.
2.7.1.

buiky C. albicans a C. parapsilosis. Bunky rostly cca 18-24 hodin az do ODsoo = 2.
Do mikrozkumavek se napipetovalo 100 pl 50% glycerolu. Do glycerolu se ptidalo 150 pl

z kultur narostlych v médiu. Takto pfipravena inokula se skladovala pii -80 °C.

2.7.2.

(0,16 g/1), kyselinu octovou (1 g/l), mocovinu (0,4 g/l) a glukozu (5 g/l). Po uUpravé pH
na hodnotu 4,2 se roztok sterilizoval v autoklavu. Nasledné se v 5,6 ml destilované vody

rozpustila kyselina mlé¢nd (2 g/l) a BSA (0,018 g/l) atento roztok byl pomoci sttikacky

PowerPac Basic Power Supply (Bio-Rad)
Rotor-Gene RG-3000A (Corbett Research)
Ttepacka Reax Top (Heidolph)

UV transluminator (Ultra-Lum)

Vahy EMB 200-3 (Kern)

Ostatni materialy

Automatické pipety (Eppendorf Research)
Elektroforeticka vana s ptislusenstvim
Erlenmayerova banka

Kadinka

Klavovaci paska

Mikrofiltry (0,22 pm)

Odmérna lahev

Odmérny valec

Parafilm (Bemis)

Pinzeta

Plastovy materidl na jednorazové pouziti (bakteriologické misky, pipetovaci Spicky,

rukavice, mikrozkumavky, zkumavky)

Metodika

Ptiprava zasobnich inokul

Do 50 ml sterilnich zkumavek obsahujicich 25 ml média YNB-Glu 1% se vyockovaly

Ptiprava Vaginal simulation fluid (VSF) média
VSF médium obsahovalo NaCl (3,51 g/l), KOH (1,4 g/l), Ca(OH)» (0,222 g/1), glycerol

a mikrofiltru pfidan do média.
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2.7.3. Ptiprava YNB média s 2% glukézou, 2% galaktézou a 2% glycerolem

YNB médium se sklddalo z0,7% YNB, 20 mM citraitua2% glukdzy.
Pro pfipravu média s galaktézou a glycerolem se misto glukozy ptidavala2% galaktdza,
piipadné glycerol. Nasledné¢ se pH wupravilo na hodnotu7 a médium se sterilizovalo

v autoklavu.

2.7.4. Rustova kiivka

Do Sesti Erlenmayerovych ban€k o objemu 250 ml se nalilo 50 ml VSF média, YNB
média s galaktézou, nebo YNB média s glycerolem. Do tii ban¢k se ptidalo 80 ul ze zasobniho
inokula C. albicans ado dalSich tfi 80 ul ze zasobniho inokula C. parapsilosis. Banky

se inkubovaly v tfepacce a po urcitych ¢asovych intervalech se méftila opticka hustota.

2.7.5. lIzolace RNA pomoci Trizol Reagentu

Buiiky se resuspendovaly v 1 ml Trizol Reagentu, dobie se promichaly a inkubovaly
Smin pifi laboratorni teplot¢. Do mikrozkumavky s buiikkami bylo pifidano 200 pl
chloroformu a nasledn¢ byl obsah mikrozkumavky promichan tfepdnim. Suspenze
se odstfed’ovala 15 min pfi 13 000 RPM. Vniklé fazové rozhrani je tvofeno horni vodnou fazi,
ktera obsahuje RNA, mezifazi a fenolovou fazi, obsahujici DNA a proteiny. Do d{isté
mikrozkumavky se odebrala vodni faze, obsahujici RNA, bylo kni pfidano 500 pl
isopropanolu a inkubovala se 10 min pfi laboratorni teplot¢. Smés se odstfed’ovala 10 min pii
12 000 RPM. Na dné zkumavky vznikla prithledna peleta. Supernatant se opatrné odebral
a peleta byla promyta I ml 75% ethanolu. Roztok se odstted'oval 5 min pii 7 500 RPM,
odstranil se supernatant a oteviena zkumavka se nechala proschnout.
RNA se resuspendovala v RNase-free vode¢. Mikrozkumavka se
inkubovala v termobloku pfi 55—-60 °C  po dobu 15 min. Vytézek a Cistota RNA se
zjiStovala proméfenim absorbance vzorku na spektrofotometru pii  vlnovych  délkach

260 a 280 nm.

2.7.6. Izolace RNA pomoci sady Quick-RNA™ Viral Kit

Ze vzorku zasobniho inokula bylo do mikrozkumavek odpipetovano 80 pl bunécné
suspenze. K suspenzi se ptidalo 120 pl sterilni vody. K suspenzi bylo pfidano 400 pl
roztoku Viral RNA Buffer. Smés se promichala a pfevedla do kolonky Zymo-Spin IC, ktera
byla v mikrozkumavce. Smés se odsttedovala2 min pii 7500 RPM. Kolonka se
prenesla do nové mikrozkumavky, pfidalo se nani 500 ul promyvaciho pufru Viral Wash

Buffer a odstted’ovala se 30 s pfi 7500 RPM. Roztok, ktery proSel kolonkou, se odstranil

46



a opakovalo se promyvani. Nasledné bylo na kolonku pfiddno 500 pl 96% ethanolu. Smés se
odstfed’ovala 1 min pii 7500 RPM a nésledné se kolonka pienesla na sterilni mikrozkumavku.

Na matrix kolonky se ptidalo 15 ul RNAse-free vody a centrifugovalo se 30 s pii 7500 RPM.

2.7.7. Odstranéni DNaz

Vzorky byly vytemperovany na pokojovou teplotu. Ke kazdému vzorku se piidalo
100 ul/ml reakéniho pufru, 0,5ul DNazy avSe se dobfe promichalo. Smés se
inkubovala 30 min pti 37 °C. Nasledn¢ se inaktivovala DNaza pfidainim 100 pl/ml 50 mM
EDTA. Smé&s se opét promichala a inkubovala 10 min pfi 65 °C.

2.7.8. RNA elektroforéza

Veskeré nacini se vyplachlo DEPC vodou a vypeklo ve vysokeé teploté. Elektroforeticka
vana se umyla v n¢kolika krocich. Nejprve 5% SDS po dobu 1 h. Nasledné¢ 0,1 M NaOH
po 30 min. Pak 1% H2O; dalS§ich 30 min. Takto umytd vanase vyplachla DEPC
vodou a nasledné¢ ethanolem a nechala se proschnout. Pouzivalase ten samy den, nebo

byla ptekryta alobalem do dalSiho dne.

Do 60 ml TBE pufru se piidalo 0,6 g agardzy. Smés se zahiivala v mikrovinné troub¢
do uplného rozpusténi agardzy. Smes se zchladila na 50 °C. Nez gel ztuhl, ptidaly se do n¢ho
4 ul ethidium bromidu o koncentraci 10 mg/ml. Gel se nalil do elektroforetické vany
s hfebenem a nechal 20 min ztuhnout. Ztuhly gel se pfemistil tak, aby startovni pozice
byla blize katod¢. Zalil se TBE pufrem, do prvni jamky bylo napipetovano 6 pul
markeru smichaného s nandSecim pufrem a do ostatnich jamek bylo napipetovano 10 pl
vzorku s nanaSecim pufrem. Elektroforéza probihala ptiblizn¢ 30-40 min pii 120 V. Nasledné

se vypnul zdroj proudu, gel se vyndal z vany a prosvitil na UV svétle.

2.79. PCR
Do mikrozkumavek se nafedily primery ze zasobnich 100 pmol/l na 10 pmol/l.
Komponenty se smichaly (tabulka3). Po pfidani vSech komponent se smés

dala do cykleru s programem:

Uvodni denaturace: 95 °C, 1 min
Denaturace: 98 °C, 10 s
Annealing: 50 °C, 30 s
Polymerace: 72 °C, 20 s

b S

Denaturace, annealing apolymerace probéhly 30x% anésledovala zavérecna

polymerace, 5 min pti 72 °C. Nasledovala elektroforéza pro vizualizaci produkta.
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Tabulka 3: Komponenty na jednu PCR reakci.

Reagencie Objem [ul]
EmeraldAmp GT PCR Master
Mix (2% Premix) >
Templat 1
Forward primer 2
Reverse primer 2
PCR voda 20

2.7.10. DNA elektroforéza

Produkty z PCR reakce se vyjmuly z mrazdku a nechaly se rozmrznout. Do banky bylo
navazeno 0,6 g agar6zového prasku. K agaréze se pfidalo 60 ml TBE pufru. Smés se
zahtivala v mikrovlnné troubé do rozpusténi agardzy. Pod tekouci vodou byl roztok ochlazen
na 50 °C. Nasledn¢ se do roztoku piidaly 4 ul roztoku ethidium bromidu o koncentraci
10 mg/ml. Roztok se promichal a ptelil do elektroforetické vany s hiebinkem. Bubliny, které
vznikly, se odstranily a gel se nechal 20 min ztuhnout. Nukleové kyseliny putuji v alkalickém
prostfedi k anod¢, a proto se gel natocil tak, aby jamky pro nanasSeni byly blize katodé¢.
Do elektroforetické vany se nalil TBE pufr, a tak doslo k vodivému spojeni mezi elektrodami.
Htebinek byl z gelu vyjmut. Na parafilm se napipetovaly 2 ul nandseciho pufru a 10 ul vzorku.
Po promiseni kapek se do prvni jamky naneslo 6 ul markeru molekulovych hmotnosti
(obrazek 16) smichanych se 2 pl nanaseciho pufru. Do ostatnich jamek se naneslo 10 ul vzorku.
Po naneseni vSech vzorkd byla vana uzaviena elektroforetickym vikem a pfipojena ke zdroji
elektrického napéti s nastavenim na 110 V. Po nékolika minutach zacala nukleova putovat
smérem k anod¢. Elektroforéza probihala asi 40 min. Po uplynulém cCase se vypnul zdroj
elektrického napéti a odpojily se kabely. Gel se vyjmul zvany a pfenesl se na UV

transluminator. V UV svétle byly pies UV filtr vidét fluoreskujici prouzky nukleové kyseliny.
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Obrazek 16: Pouzity DNA marker 200-1500 bp (Top-Bio).

2.7.11. RT-qPCR

Primery se nafedily na 10 umol/l. Komponenty se smichaly (tabulka 4). Pro kazdy

vzorek se provadély 2 stejné reakce. Jako standard se pouzivaly primery aktinu. Do negativnich

kontrol se ptfidaly primery pro gen PHO15, ale nebyla ptidana RTaza.

1. Reverzni transkripce: 50 °C, 10 min
2. Aktivace polymerazy: 95 °C, 2 min
3.

4. Annealing: 60 °C, 25 s

Denaturace: 95 °C, 5 s

Denaturace a annealing prob&hly 40x. Nasledn¢ prob¢hla analyza kiivky tani, ktera se

provadéla pti 50-95 °C.
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Tabulka 4: Komponenty na jednu reakci RT-qPCR.

Reagencie Objem [pl]
EliZyme™ OneS Green 10
Forward primer 0,8
Reverze primer 0,8
RTaza 1
Templat 1
PCR voda 6.4

2.8. Vysledky a diskuze
2.8.1. Riustova kiivka

Abychom zjistili, jak dlouho je tieba C. albicans a C. parapsilosis kultivovat v riznych
médiich pii pouziti riznych zdroji uhliku, méfili jsme ristové kiivky. PouZzivalo se 50 ml
média a 80 pul inokula dané kultury. Kvasinky se vzdy inkubovaly pii 37 °C. V ur€itych
casovych intervalech se m¢fila optickd hustota (OD) kvasinek v médiu. Hodnoty jsme
zpracovali jako rastovou kiivku. Pro ziskani dostatecného mnozstvi RNA by bylo potieba, aby
OD dosahovala hodnoty 1. Jak je patrné z obrazkti 17 a 18, v ptipadé¢ VSF média se nam
nepodafilo dosahnout hodnoty 1. OvSem ze ziskaného mnozstvi bylo mozné RNA vyizolovat.
VSF médium jsme méfili pro C. albicans 1 C. parapsilosis a stanovili jsme optimalni
dobu rlstu 96 h. Podle literatury jsme pouzivali YNB médium s 2% glycerolem a 2%
galaktozou. V ptipadé¢ YNB s glycerolem jsme pouzili C. albicans, kterd zde rostla pomérné
lépe nez ve VSF médiu (obrazek 19) astanovili dobu ristuna 48 h. V piipad¢ YNB
s galaktozou jsme pouzili C. parapsilosis (obrazek 20). Optimalni dobu rdstu jsme urcili

na 24 h [155].
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Rustova kiivka pro C. albicans ve VSF médiu
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Obrazek 17: Rustova kiivka C. albicans ve VSF médiu.

Rustova kiivka pro C. parapsilosis ve VSF médiu

- # i
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Obrazek 18: Ristova kiivka C. parapsilosis ve VSF médiu.
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Rustova krivka pro C. albicans v YNB s 2% glycerolem
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Obrazek 19: Ristova kiivka C. albicans v YNB médiu s 2% glycerolem.

Rustova kiivka pro C. parapsilosis v YNB s 2% galaktdzou
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Obrazek 20: Ristova kiivka C. parapsilosis v YNB médiu s 2% galaktoézou.
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2.8.2. Izolace RNA pomoci sady Quick-RNA™ Viral Kit

Pro izolaci RNA jsme kromé& Trizol Reagentu zkouseli sadu od firmy Zymo Research.
Ziskali jsme ovSem pomérné¢ malé mnozstvi, které nevyhovovalo ani Cistotou (tabulka 5).
Mohlo to byt zptisobeno velkym mnozstvim bunék pouzitym pro izolaci. Doslo tak k zaneseni
kolonek, ato meélo zandsledek Spatnouizolaci. Z tohoto divodujsme RNA pro dalsi

experimenty izolovali Trizol Reagentem, kterym jsme ziskali vét§si mnoZstvi poméerné Cisté

RNA.

Tabulka 5: Koncentrace (c) a Cistota (R) RNA vyizolované z C. albicans a C. parapsilosis
pomoci sady Quick-RNA™ Viral Kit.

C. albicans C. parapsilosis
¢ [ng/pl] Ra260/280 ¢ [ng/ul] Ra260/280
1 12,670 1,129 11,988 0,930
2 94,820 0,978 2,850 0,312
3 0,074 0,627 10,770 0,880
4 10,095 1,670 39,960 0,820
5 1,860 0,860 2,850 0,303
6 2,120 0,580 12,240 0,820

2.8.3. Izolace RNA pomoci Trizol Reagentu

Pro izolaci RNA z kvasinek bylo tfeba je nejprve nakultivovat. Pouzivali jsme YNB
s 2% galaktoézou, YNB s 2% glycerolem a VSF médium. Doba kultivace se odvijela od ristové
kfivky v daném médiu. V tabulkach 6 a 7 jsou shrnuty namétené hodnoty OD pro C. albicans
a C. parapsilosis pii rustu v riiznych médiich a podminkach. Pokud byla hodnota OD vyssi,

vzorky se rozdélovaly do vice vzorkl tak, aby ve vysledku obsahovaly podobné mnozstvi

bunék.
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Tabulka 6: Hodnoty OD po kultivaci C. albicans v riznych podminkach.

Médium Doba kultivace (0)))
1 VSF 72 h 0,056
2 VSF 72 h 0,070
3 VSF 96 h 0,081
4 VSF 96 h 0,498
5 VSF 96 h 0,072
6 YNB 2 % gly 48 h 0,069
7 YNB 2 % gly 48 h 0,788
8 YNB 2 % gly 48 h 0,741
9 YNB 2 % gal 24 h 2,590
10 YNB 2 % gal 24 h 2,430
11 YNB 2 % gal 24 h 2,650
12 YNB 2% glu 24 h 1,710
13 YNB 2% glu 24 h 2,998
14 YNB 2% glu 24 h 1,380
15 YNB 2% glu 24 h 3,440
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Tabulka 7: Hodnoty OD po kultivaci C. parapsilosis v raznych podminkéch.

Médium Doba kultivace (0)))
1 VSF 72 h 0,017
2 VSF 72 h 0,112
3 VSF 96 h 0,360
4 VSF 96 h 0,351
5 VSF 96 h 0,34
6 YNB 2 % gly 48 h 2,520
7 YNB 2 % gly 48 h 2,546
8 YNB 2 % gal 24 h 1,680
9 YNB 2 % gal 24 h 0,710
10 YNB 2 % gal 24 h 0,830
11 YNB 2% glu 24 h 2,620
12 YNB 2% glu 25h 2,070
13 YNB 2% glu 26 h 2,950
14 YNB 2% glu 27h 2,540

Po uprave vzorkt se izolovala RNA pomoci Trizolu. V tabulkéach 8 a 9 jsou koncentrace
a Cistoty ziskané RNA z jednotlivych vzorkl pro C. albicans a C. parapsilosis. Zaroven tabulky
obsahuji  hodnoty koncentraci a Cistot nékterych vzorki po pfidani DNaz.
Cistota byla méfena pii vinové délce 260 a 280 nm. Cést vzorkd méla piilis vysoké koncentrace
a z toho diivodu se 10x natedily. Z vysledkl je patrné, ze po ptidani DNaz doslo ke zlepSeni
Cistoty vzorkli RNA, zaroven se snizilajejich koncentrace. Z toho lze usuzovat, Ze

na koncentraci po izolaci se podilela i DNA, ktera byla pomoci DNaz odstranéna.
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Tabulka 8: Koncentrace (c) a cCistota (R) RNA vyizolované z C.

Trizolu a po piidani DNaz.

albicans pomoci

Po izolaci Po pridani DNaz
¢ [ng/pl] R ¢ [ng/ul] R
1 11,99 1,86 29,73 2,43
2 107,39 2,11 155,73 2,34
3 96,29 2,194 43,51 2,499
4a 25,61 2,15 42,32 2,12
4b 41,29 2 35,93 2,23
5 17,76 1,8 24,999 2,16
6 18,487 3,58 9,78 2,28
7 98,5 2,08 119,27 2,21
8a 166,77 2,15 152,44 2,21
8b 114,11 2,19 136,67 2,19
9 886,79 2,203 128,98 2,17
10a 1758,4 2,19 1150,83 2,23
10b 2558,86 2,12 1268,62 2,23
11 2544,63 2,218 1453,63 2,23
12 1167,2 2,22 891,52 2,12
13 2851,33 1,87 3181,01 1,71
14 812,23 2,21 660,25 2,08
15a 1319,25 2,27 1892,91 2,16
15b 1654,698 2,23 1045,28 1,51
15¢ 3096,16 2,34 1947,8 2,14
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Tabulka 9: Koncentrace (c) a Cistota (R) RNA vyizolované z C. parapsilosis pomoci

Trizolu a po ptidani DNaz.

Po izolaci Po pridani DNaz
¢ [ng/pl] R ¢ [ng/ul] R
1 17,02 1,8 27,9 2,16
2 15,89 1,47 21,84 2,93
3 23,68 2,25 22,38 2,13
4a 34,97 1,97 35,28 2,24
4b 57,35 2,1 52,43 2,16
5 114,42 2,19 98,75 2,19
6 321,48 2,05 117,08 2,23
7a 50,03 1,91 51,88 2,14
7b 65,13 2,01 59,23 2,16
Tc 42,49 1,86 37,57 2,16
8 10,91 1,86 19,58 2
9 68,14 1,996 58,11 2,17
10a 71,09 1,98 58,49 2,14
10b 58,39 1,93 61,31 2,12
11 608,58 2,28 470,8 2,05
12 90,33 2,16 78,96 1,61
13 702,16 2,3 661,8 2,07
14a 88,82 2,12 69,92 1,499
14b 135,18 2,13 107,37 1,63
l4c 62,37 2,05 47,09 1,35

Se vzorky, do kterych byla ptiddna DNéza, bylo mozné provést RT-qPCR.

2.8.4. RNA elektroforéza

Pro kontrolu celistvosti a Cistoty vzorkt jsme RNA rozdélili pomoci elektroforézy.
Na obrazku 21 je vidét vysledny gel aje patrné, ze obsahuje pouze degradacni produkty.
Ve vzorcich 6Ca — 10Ca je zaroven vidét pfitomnost DNA. Protoze hrozila kontaminace
RNazami, vymyvali jsme elektroforetickou vanu n€kolika ptipravky. V literatufe se uvadi jako
vhodna ¢inidla pro inaktivaci RNaz DEPC voda, SDS, NaOH a H>O.. I pfes promyvani vany

pred elektroforézou se nam nepodatilo provést RNA elektroforézu, kde by byla vidét rozdélena
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RNA. Pravdépodobné se nam nepodafilo odstranit veSkeré RNazy a doslo ke kontaminaci
a naslednému rozpadu RNA. Z toho divodu jsme nasledné vzorky amplifikovali pomoci PCR
a rozd¢lili je na DNA elektroforéze, kde ptipadné RNazy nejsou tolik dilezité, coz je popsano

v dalsi kapitole [156, 157, 158].

Marker | Ca 2 Ca 3Ca 4Ca 5Ca 6Ca
et ¥ g 2 s e Olenw iy
bl RNA RNA RNA RNA RNA RNA, RNA RNA RNA RNA
1611. 16.11. 1611. 161l 1611. 1611. 1611, 16.11. 1611 1611,

Obrazek 21: Elektroforeticky gel obsahujici vzorky RNA z kvasinky C. albicans.
Ca RNA — RNA vyizolovana z C. albicans.

2.8.5. Kontrolni PCR a elektroforéza

Protoze kontrolni RNA elektroforéza nevysla a bylo potieba zjistit, zda nejsou vzorky
kontaminované¢ DNA, bylo tfeba provést PCR s primery pro DNA. Cilem bylo, aby
na gelu v jamkach se vzorky RNA nebyla Zddnd DNA, tedy aby se u vzorkli RNA neobjevil
zadny prouzek signalizujici DNA. Jako kontrola se pouzivaly vzorky DNA vyizolované
z C. albicans a C. parapsilosis. Na prvnim gelu (obrazek 22) je vidét, Ze v jamce obsahujici
DNA z C. parapsilosis doslo k namnozeni DNA o velikosti cca 800 bp. V ptipadé C. albicans
se DNA nenamnoZila a jsou vidét pouze degradac¢ni produkty. Tento vysledek muize byt
nasledkem staré¢ DNA, ktera zdegradovala. U vzorkti RNA z C. albicans je vidét, ze nedoslo

k namnozeni DNA, lze tedy fict, Ze vzorky jsou Cisté. AvSak z divodu nepovedené kontroly
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v podobé degradované DNA neni mozZné s jistotou fici, Ze jsou vzorky Cisté. V piipadé vzorkl
z C. parapsilosis kontrola vysla spravng, avSak je mozné vidét malé mnozstvi degradacnich
produkti aje tedy mozné, Ze vzorky obsahuji DNA. Do vsSech vzorkd pouzitych
pro naslednou RT-qPCR byly pfidany DNazy a tim bylo zajiSténo, Ze budou Cisté.

Marker Ca CaRNA CaRNA CaRNA Cp CpRNA CpRNA CpRNA
[bp] DNA 62.M 621 132.L DNA 62.M 62.L 132.L

1500
1200
1000
800
600
500
400
300

200

Obrazek 22: Elektroforeticky gel, obsahujici vzorky RNA z C. albicans a C. parapsilosis.
CaDNA - DNA vyizolovand z C. albicans, CaRNA - RNA vyizolovana z C. albicans,
Cp DNA — DNA vyizolovana z C. parapsilosis, Cp RNA — RNA vyizolovana z C. parapsilosis.

Aby se pro dalsi PCR zajistila nedegradovana DNA, vyizolovali jsme novou. Vysledky
po PCR amplifikaci a néasledné elektroforéze jsou na obrazku 23. Natomto geluje vidét,
ze doslo k namnozeni DNA o velikosti cca 500 bp u kontrolniho vzorku C. albicans.
U C. parapsilosis se namnozila DNA o velikosti cca 300 bp, coz uz jsou spiSe ale degradacni
produkty. U vSech vzorkii RNA jsou vidét pouze degradacni produkty a zadny prouzek.
Miuizeme tedy fict, Ze vzorky RNA, do kterych byla pfiddna DNaza nam neobsahovaly
zadnou DNA.
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Marker Ca (CaRNA Ca RNA CaRNA Cp CpRNA Cp RNA Cp RNA
[bp] DNA 62.M 62°L: 132.L; ~DNA 62:M 62l

1500
1200

Obrazek 23: Elektroforeticky gel obsahujici vzorky RNA z C. albicans a C. parapsilosis.
CaDNA — DNA vyizolovana z C. albicans, CaRNA - RNA vyizolovana z C. albicans,
Cp DNA — DNA vyizolovana z C. parapsilosis, Cp RNA — RNA vyizolovana z C. parapsilosis.

2.8.6. RT-qPCR

Jak je patrné z obrazku 24, pifi prvnim RT-qPCR vychazela hodnota Ct ve vétSiné
vzorkl téméf 30. Takové hodnoty znamenaji, Ze je vysledek negativni. Vzorky pouZité na prvni
RT-gPCR byly oSetfteny DNdézou a inkubovany 60 min, coz mohlo zplsobit rozpad

RNA a nasledna reakce z tohoto diivodu nevysla.
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Norm. Fluoro.
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2| ™ g To M 20 25 T30 3 a0 Cyce

Obrazek 24: Kiivka amplifikace RT-qPCR pfi prvni reakci.

Pii dal$im RT-qPCR jsme pouzili vzorky, které se s DNazou inkubovaly pouze 30 min.
Na obrazku 25 je vidét, ze tato reakce vysla podstatné 1épe. Hodnoty Ct jsou zde pod 30.

Norm. Fluoro.
0.45|
o4
03|
0.3
0.25|

02|

Threshold

9| o s "o Ms 20 P "30 T35 40 Cyce

Obrazek 25: Kiivka amplifikace RT-qPCR po tupravé teploty v kroku, ktery pifedchazel
RT-qPCR

Analyza kiivky tani probihala pii 50 —95 °C, protoZze teplotatani u C. albicans
a C. parapsilosis se pohybuje mezi 85 —90 °C [159]. Na kiivce tani na obrazku 26 je vidét

pouze jeden pik a je tedy ziejmé, ze pii reakci nevznikaly vedlejsi produkty.
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Obrazek 26: Kiivka tani pii RT-qPCR.

V tabulkach 10 a 11 jsou vysledné hodnoty Ct pro C. albicans a C. parapsilosis.
Z vyslednych hodnot Ct byly odstranény odlehlé hodnoty a nasledné z nich byla spocitana
genova exprese. Pro vypocet byla pouzita metoda AACt [160]. Jako standard se pouzila RNA
vyizolovana z C. albicans a C. parapsilosis kultivovanych v YNB s 2% gluk6zou, 24 h
pii 37 °C. Jako referencni gen se pouzival aktin, u néhoz nedochdzi k vyraznym zméndm

genoveé exprese pri stresovych podminkach [154].
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Tabulka 10: Hodnoty Ct ziskané z RT-qPCR pro C. albicans. YNB 2% gal — YNB médium
s 2% galaktozou, YNB 2% gly — YNB médium s 2% glycerolem, VSF — VSF médium, Aktin — pouzité

primery s aktinem, Phol5 — pouzité primery s PHOIS5.

YNB 2% gal | YNB 2% gly VSF Standard
23,48 24,38 17,86 21,36
23,37 24,04 17,95 21,25
23,38 21,34 17,76 22,02
Aktin
22,83 22,03 17,55 21,97
23,65 21,44 18,81 21,87
23,17 20,75 16,92 22,02
27,77 29,20 22,02 24,82
27,48 26,52 22,06 24,58
26,94 26,74 21,73 25,22
Phol5
27,31 26,02 21,66 24,67
27,00 26,14 21,32 24,96
27,13 26,30 21,26 24,92

Tabulka 11: Hodnoty Ct ziskané z RT-qPCR pro C. parapsilosis. YNB 2% gal — YNB médium
s 2% galaktozou, YNB 2% gly — YNB médium s 2% glycerolem, VSF — VSF médium, Aktin — pouZité

primery s aktinem, Pho15 — pouzité primery s PHOI5.

YNB 2% gal YNB 2% gly VSF Standard
20,41 21,20 19,60 18,90
20,42 21,67 20,88 19,17
20,76 21,46 16,89 20,45
Aktin
21,26 21,57 16,83 21,04
20,00 21,11 17,14 18,37
19,03 20,94 16,90 19,16
25,18 25,10 24,61 22,43
24,76 25,43 24,57 22,47
24,86 25,75 20,63 23,57
Phol5s
25,18 25,67 20,74 23,48
24,02 25,59 20,76 23,04
25,02 25,29 20,95 21,80
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Vtabulce 12 a 13 jsou spocitané hodnoty genové exprese pro C. albicans
a C. parapsilosis. Z téchto vysledkl je patrné, Ze oproti kontrolnimu médiu obsahujicimu
glukézu doslo u ostatnich médii ke snizeni genové exprese, a to u obou kvasinek. V ptipadé
C. albicans klesla exprese u YNB média s galaktozou na 56 %, u YNB média s glycerolem

na 39 % a u VSF média na 59 %.

Tabulka 12: Vypocitané hodnoty transkripce PHO15 pro RNA vyizolovanou z C. albicans
zruznych médii. YNB 2% gal — YNB médium s 2% galaktozou, YNB 2% gly — YNB médium
s 2% glycerolem, VSF — VSF médium.

Mira genové
Médium
exprese [%]
Kontrola 100,00
YNB 2% gal 55,67
YNB 2% gly 38,51
VSF 59,32

Tabulka 13: Vypocitané hodnoty transkripce PHO15 pro RNA vyizolovanou z C. parapsilosis
z ruznych médii. YNB 2% gal — YNB médium s 2% galaktézou, YNB 2% gly — YNB médium

s 2% glycerolem, VSF — VSF médium.

Mira genové
Médium
exprese [%]
Kontrola 100,00
YNB 2% gal 42,34
YNB 2% gly 54,97
VSF 60,71

Na obrazku 27 je grafické zndzornéni zmén genové exprese PHOI15 u C. albicans
pii pouziti riznych médii s riznymi zdroji uhliku. Nejnizsi exprese PHO15 je zde pti pouziti
YNB média s 2% glycerolem. O néco vyssi je exprese Phol5 pii pouziti YNB média
s 2% galaktdzou. A nejvyssi pii pouziti VSF média.
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Porovnani transkripce Phol5 u Candida albicans pri
pouziti ruznych zdroju uhliku

2
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16

14

1,2

Mira exprese 1

Phol5
0,8
0,6
0,4
0,2
0

Standard YNB 2% gal YNB 2% gly

Obrazek 27: Porovnani zmén genové exprese PHO15 u RNA ziskané z C. albicans
kultivované v riznych médiich. YNB 2% gal — YNB médium s 2% galaktdzou,
YNB 2% gly — YNB médium s 2% glycerolem, VSF — VSF médium.

Na obrazku 28 je graficky zndzornéna genova exprese Phol5 u C. parapsilosis pii
pouziti riznych zdroji uhliku. V tomto ptipadé je nejnizsi genova exprese pii pouziti YNB
s 2% galaktozou. Druha je exprese pii pouziti YNB s 2% glycerolem a nejvyssi je exprese pfi

pouziti VSF média.
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Porovnani transkripce Phol5 u Candida parapsilosis pii
pouziti riznych zdroju uhliku
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Obrazek 28: Porovnani zmén genové exprese PHO15 u RNA ziskané z C. parapsilosis
kultivované v riznych médiich. YNB 2% gal — YNB médium s 2% galaktozou,
YNB 2% gly — YNB médium s 2% glycerolem, VSF — VSF médium.
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3. Zavér

Cilem této prace bylo porovnat miru transkripce fosfatdzy Phol5 u C. albicans
a C. parapsilosis pti riznych stresovych podminkach. Jako stresové podminky byly vybrany
rizné zdroje uhliku, konkrétn¢ galaktéza, glycerol a kyselina mlécna s nizkym obsahem
glukézy. Abychom zjistili, jak dlouho kvasinky kultivovat v jednotlivych médiich, méfili jsme

jejich riistovou kiivku.

Nésledovala izolace RNA. Jako vhodnd se ukédzala metoda izolace pomoci Trizol
Reagentu, kterou jsme ziskali vhodné mnozstvi pomérné ¢isté RNA. Po izolaci bylo tfeba ovéfit
Cistotu a celistvost RNA. Pokusili jsme se RNA rozdélit pomoci RNA elektroforézy. I pies
veskerou snahu o dokonalé vycisténi elektroforetické vany RNA elektroforéza nevysla. Nejspis

to bylo zapfi¢inéno ptitomnosti RNéz, které zplisobily rozpad RNA.

Ponévadz RNA elektroforéza nebyla uspésna, vzorky jsme amplifikovali pomoci PCR
a rozdélili je na DNA elektroforéze. Pro kontrolu jsme pouzili vzorky DNA ziskané
z C. albicans a C. parapsilosis. Z vysledkl jsme zjistili, ze vzorky RNA obsahujici DNazy,

neobsahuji DNA a lIze je tedy pouzit k dal§im experimentim.

Nasledovala RT-qPCR, kde bylo tfeba upravit dobu inkubace vzorkti s DNazou.
Pfi pivodnich 60 min doslo pravdépodobné k rozpadu RNA a reakce nevysla. V dalsich
reakcich byly pouzity vzorky inkubované s DNézou pouze 30 min. S takovymi vzorky reakce
vychazela. Kromé amplifikac¢ni kiivky se meéfila kiivka tani. Ta obsahovala pouze jeden
vyrazny pik, coZ znamenalo, ze ndm nevznikaji zddné vedlejsi produkty. Z naméfenych hodnot
Ct pro ob¢ kvasinky jsme metodou AACt spocitali zménu genové exprese pro jednotlivé
podminky. Spocitané hodnoty genové exprese byly zaneseny do grafu spolu s chybovymi
useckami.

Ze ziskanych vysledkl lze usuzovat, ze u obou kvasinek dochazi pti zméné zdroje
YNB s 2% glycerolem a to piiblizn€ 39 % oproti kontrolnimu médiu YNB s 2% glukézou.
Pti pouziti YNB s 2% galaktdzou se exprese sniZila na 56 % a pfi pouziti VSF média klesla na
priblizné¢ 59 % oproti kontrole. V ptipadé C. parapsilosis byly vysledky mirné odlisné.
Pti pouziti VSF média se t¢mé&f shodovaly jako u C. albicans a exprese klesla na ptiblizné 60 %
oproti kontrole. Rozdil byl ovSiem u YNB s glycerolem, kde genova exprese klesla na 55 %
a tedy byla vyssi nez u C. albicans. Naopak pti pouziti YNB s 2% galaktozou doslo ke snizeni

genoveé exprese na 42 % oproti kontrole.

67



Z téchto vysledki je mozné usuzovat, Ze pii pouziti jiného zdroje uhliku, nezZ je glukoéza,
dochazi k poklesu glykolyzy, coz souvisi se vznikem mensiho mnozstvi chyb. Phol5 jakozto
enzym opravujici metabolické chyby tedy neni potfeba v takové mife a z toho diivodu exprese
genu PHOI5 klesa. Zarovei je na vyslednych grafech (obrazek 27 a 28) vidét pomérné velké
odchylky. Ackoli tedy pravdépodobné exprese s jinymi zdroji uhliku nez je glukoza klesa, bez

dalsi analyzy je tézké fict, jak je tento pokles vyznamny.
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