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Nézev diplomové prace: Homeostaza vnitrobunécného pH v patogennich kvasinkach

Candida albicans a Candida glabrata

Diplomova prace se vénuje studiu vlivu kultivacnich podminek na homeostazu
vnitrobunééného pH u kment kvasinek Candida albicans a Candida glabrata s delecemi
membranovych transportérii kationtli alkalickych kovl CacnhIA a CgtrkIA. Hodnoty
vnitrobunééného pH byly méteny pomoci pHluorinu, varianty zeleného fluorescenc¢niho
proteinu, exprimovaného v cytosolu bunék obou druhGt kvasinek. Fluorescence
exprimovaného pHluorinu byla ovéfena pomoci fluorescencniho mikroskopu a byla
stanovena zavislost intenzity fluorescence pHluorinu na hodnoté vnitrobunécného pH
vytvofenim kalibracni kiivky. V ramci této diplomové prace byl zjistén vliv sloZeni
kultiva¢niho média (zejména rizného zdroje dusiku) a vliv plisobeni antimykotik
(flukonazolu, klotrimazolu, amfotericinu B a terbinafinu) na hodnoty vnitrobunééného pH
obou kandid. Porovnanim s kontrolnimi kmeny byly zjistény vlivy deleci CacnhlIA
a Cgtrkl A na zmény né¢kterych fyziologickych parametrd, jako je schopnost a rychlost ristu
za ruznych kultiva¢nich podminek nebo hodnoty vnitrobunécného pH. Byla také stanovena
rizna citlivost jednotlivych druhli kvasinek vici riznym antimykotikiim, pficemz

C. glabrata vykazovala vyssi odolnost na vSechna pouzitd antimykotika oproti C. albicans.
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The thesis examines the influence of culture conditions on intracellular pH
homeostasis in Candida albicans and Candida glabrata yeast strains with deletions of alkali-
metal-cation membrane transporters, CacnhlA and CgtrkIA. Intracellular pH was measured
with the use of pHluorin: a variant of a green fluorescent protein which had been expressed
in the cytosol of both yeast species. Fluorescence of the expressed pHluorin was confirmed
by a fluorescence microscopy and a calibration curve was created to determine the
dependence of fluorescence intensity of pHluorin on intracellular pH. This thesis further
demonstrates impact of medium composition (especially different nitrogen sources) and
antifungal agents (fluconazole, clotrimazole, amphotericin B and terbinafine) on intracellular
pH values in both yeasts. The effects of CacnhlA and CgtrkIA mutations were established
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resistance to all tested antifungals compared to C. albicans.
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1. Seznam zkratek

AAs

Acu

Amf

ATP

CapH
CapHcnhlA
CaWT

CgK

CgpH
CgpHtrkilA1l
CgpHtrkiA2
CgTrkl
CgWT

Cnhl

DHA
DMSO

Ena

EtOH UV
Flu

GFP

Gly

Hak

I395

1475

Klot
MIC
Nat
Nha
ODsoo

Aminokyseliny

Transportni systém (z angl. Alkali cation uptake)
Amfotericin B

Adenosintrifosfat

SC5314 pHluorin

SC5314 cnhlA pHluorin

SC5314

ATCC 2001 cnhl::FRT::CNHI-SATI

ATCC 2001 [pGRB 2.2]

ATCC 2001 trkiA [pGRB2.2] klon 1

ATCC 2001 trkiIA [pGRB2.2] klon 2

Transportni systém (z angl. Transport of K*) u C. glabrata
ATCC 2001

Transportni systém (z angl. Candida Na'/H" antiporter)
Transportni systém (z angl. Drug:H" antiporter)
Dimetylsulfoxid

Transportni systém (z angl. Efflux of natrium)

Etanol pro UV spektroskopii

Flukonazol

Zeleny fluorescencni protein (z angl. Green Fluorescent Protein)
Glycin

Transportni systém (z angl. High affinity K" transporter)

Intenzita emise vzorki s vinovou délkou 508 nm pfi excitaci zafenim s
vlnovou délkou 395 nm

Intenzita emise vzorki s vinovou délkou 508 nm pfi excitaci zafenim s
vlnovou délkou 475 nm

Klotrimazol

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Nourseotricin
Transportni systém (Na*/H" antiporter)

Opticka hustota métena pii 600 nm
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PBS

pHin
Pmal

R395/475

Ser
TEA
Terb
Tok
Trk
Tyr
w/0
YAT
YNB
YNB-FPH
YNBPH
YPD

12

Fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem (z angl. Phosphate-Buffered
Saline)
Vnitrobunééné pH

Transportni systém (z angl. Plasma membrane H™-ATPase)

pomer celkovych intenzit emise s vinovou délkou 508 nm z Cistého
ptispévku pHluorinu pii excitaci zafenim s vinovou délkou 395 a 475 nm
Serin

Trietanolamin

Terbinafin

Transportni systém (z angl. Transport outward K*)

Transportni systém (z angl. Transport of K*)

Tyrosin

Bez (z angl. Without)

Transportni systém (z angl. Yeast Amino acid Transport)

Ristové médium (z angl. Yeast Nitrogen Base)

Rustové médium bez drasliku a fluorescencnich slozek pro méteni pH
Rustové médium bez fluorescencnich slozek pro méreni pH

Ristové médium (z angl. Yeast Peptone Dextrose)



2. Uvod

Kvasinkové infekce zaznamenaly béhem poslednich let vyznamny nartst a jsou
Castou pricinou zavaznych systémovych infekci hospitalizovanych pacienti a osob
s chronickym onemocnénim oslabujicim imunitni systém. Za tyto infekce je v nejvetsi miie
zodpoveédny rod Candida, nejCastéji zastoupeny druhy Candida albicans a Candida glabrata
(Silvaetal. 2011). V soucasné terapii kandidoz se vyskytuje nékolik skupin antimykotickych
1é¢iv. Zadna z nich viak nedisponuje idealnimi vlastnostmi a 1é¢ba je ¢asto doprovazena
latek na cilové struktury hostitelskych bunck. Spolecny eukaryoticky ptvod lidskych
a kvasinkovych bunék vyvoj novych antimykotik znesnadiiuje a cilem soucasné¢ho vyzkumu
je nalézt takové struktury, které jsou specifické pouze pro buiky patogenu a jejichz
pritomnost je zaroven pro zZivotaschopnost téchto patogent kriticka (Roemer a Krysan 2014).
Specifické enzymy a transportéry kvasinek, liSici se strukturou a mechanismem od téch
lidskych, jsou slibnym cilem budouci antimykotické 1écby, ktera by diky vysoké specifité
ucinku neovliviiovala funkce hostitelovych bunck a zamezila vzniku nezadoucich G¢inkd.
Stézejnim predpokladem pro zivot kazdé zivé buinky je schopnost udrzovat si stalé
fyziologickych procesii, patifi homeostdza vnitrobunééného pH uzce souvisejici
s homeostazou kationtl alkalickych kovii. Z téchto kationtil jsou pro buiiku obzvlast dilezité
kationty draselné a jejich vysokou koncentraci musi byt buiiky schopné udrzovat i v ménicich
se vné¢jSich podminkach. Delece nékterého ze specifickych transportérti téchto iontli miize
mit za nasledek nerovnovdhu v bunéénych parametrech, zhorSenou schopnost riistu nebo
zvySenou citlivost buné¢k vici vnéjsim vlivim. Pro druh C. glabrata je velice dulezity
transportér Trkl jakoZto jediny membranovy importér draselnych iontii u tohoto druhu
kvasinek. Studium jeho funkeci je prvotnim ptedpokladem pro mozny budouci vyzkum
inhibitort tohoto transportéru, potencidlné pouzitelnych jako novad antimykoticka 1éciva

(Llopis-Torregrosa et al. 2016).
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3. Teoreticka ¢ast

3.1 Kbvasinky

Kvasinky jsou jednobunécné eukaryotické mikroorganismy. Spolu s plisnémi patii
do fiSe hub, kterd zaujima piiblizn¢ 7 % vsSech eukaryotickych druhi na Zemi. I pftes to,
ze spolu netvoii jednotnou taxonomickou skupinu, patii vétSina kvasinek mezi askomycety,

tedy do tiidy vieckovytrusnych hub (Kockova-Kratochvilova 1990, Mayer et al. 2013)

Mezi kvasinky fadime druhy od vyhradné saprofytickych az po potencidlni piivodce
onemocnéni lidi, zvifat a rostlin. Nejcastéji se vSak jedna o organismy nepatogenni. Nékteré
druhy jsou pouzivany k ptipravé pekaiského drozdi, nebo se vyuziva jejich kvasnych
pochodl ve vinafském ¢i pivovarnickém odvétvi. Mezi nejznaméjsi nepatogenni zastupce
patii kvasinka Saccharomyces cerevisiae. Diky své jednobunétné a pomérné jednoduché
struktufe je vyuzivana, podobné jako nckteré dalsi kvasinky, jako modelovy organismus
k vyzkumnym ucelim. Mnozstvi fyziologickych procesit u ni totiz probiha stejné jako
rychlost mnozeni nebo pfitomnost plazmidu, ktery je vhodnym ndstrojem genového

inZenyrstvi (Klaban 2011).

I ptes ptevazujici vyskyt nepatogennich druht kvasinek byl v poslednich 30 letech
zaznamenan vyznamny narist mykotickych infekci (Silva et al. 2011). Nékteti jejich plivodci
infikuji ro¢né miliardy lidi, maji na svédomi extrémné¢ vysokou umrtnost a schopnost vyvolat
fatalni infekce u stejného poctu lidi jako naptiklad malarie nebo tuberkul6za (Brunke a Hube

vvvvvvvv

a to 1 pfes to, Ze tento rod zahrnuje jen malé procento patogennich druhti. VétSina z nich totiz
neni schopna rust pii teploté okolo 37 °C a nedokaze tedy tispésné kolonizovat lidské télo
(Silva et al. 2011). Za kandidozy, tedy infekce zplisobené kvasinkami rodu Candida, je pak
v 92 % ptipadi zodpovédnych pouze 5 nejCastéji se vyskytujicich druhil, a to Candida
albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis a Candida krusei
(Turner a Butler 2014, Pappas et al. 2015). K tomuto vyctu béhem poslednich let ptibyl také
globalné rozsiteny druh Candida auris, ktery je diky mnohacetné Iékové rezistenci a vysoké

mortalité¢ predmétem intenzivniho vyzkumu (Spivak a Hanson 2018). Prevazna vétSina
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kandid patii mezi komenzaly lidského téla, které se asymptomaticky vyskytuji u velkého
procenta lidské populace (Mayer et al. 2013). Jedna se tedy o patogeny oportunni,
k propuknuti infekce dojde az v ptipad¢ nerovnovahy mezi obrannymi mechanismy ¢lovéka

a virulentnimi faktory kvasinky.
3.1.1 Candida albicans

C. albicans je polymorfni diploidni kvasinka. Vyskytuje se jednak ve stadiu pucicich
bungk, jednak ve form¢ vldknitych pseudohyf ¢i hyf, viz Obr. 1 (Vilaa et al. 2017). U ¢clovéka
muze asymptomaticky osidlovat kiizi, sliznice nebo gastrointestinalni ¢i urogenitalni trakt.
Casté jsou jeji nalezy naptiklad ve sputu, vytérech zvukovodil, vaginalnich sekretech, v modi
nebo ve stolici (Klaban 2011). Jeji ptfitomnost v lidském téle bez soucasného vyvolani
infekce je zajiStovana a kontrolovana obrannymi mechanismy imunitniho systému cloveka,
a to predevsim mukoéznimi povrchy nebo bakteridlnim mikrobiomem (Dantas et al. 2016).
PoruSeni nékteré z téchto ochrannych bariér nebo ptevaha virulentnich faktord kvasinky
muze vyvolat jeji pfemnoZzeni s pfechodem do patogenity a naslednym propuknutim infekce
(Vilaa et al. 2017). C. albicans je nejcastéjsi oportunni patogen vSech kvasinkovych infekci,
je izolovana u 50 — 70 % infikovanych pacientt (Cataldi et al. 2016) a reprezentuje 80 %

Mrwe

faktorq.

Jednim z nich je schopnost filamentace do podoby hyf (Vilaa et al. 2017), na které
se podili mimo jiné také pH prostiedi. V nizSich hodnotach (pH < 6) ptfevazuje kvasinkova
forma, pficemz ve vysSich hodnotach (pH > 7) dochazi k ristu hyf (Mayer et al. 2013).
Zatimco kvasinkové stadium se ucastni brzké faze infekce, napomaha adhezi k povrchiim,
diseminaci do krevniho fecisté¢ a dalSich organti, hyfalni stddium ma schopnost invazivné
napadat tkané a organy hostitele (Vilaa et al. 2017). C. albicans zaroven dokaZe po obsazeni
epitelu vyvolavat silnou imunitni odpovéd’, ni¢it obranné makrofagy, poskozovat hostitelovy

tkané a odebirat z nich potfebné mikro- a makroZiviny (Brunke a Hube 2012).
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Obr. 1: Znazornéni polymorfismu kvasinky C. albicans. Kvasinkova pucici forma (vlevo), stadium

pseudohyfy (uprostied) a hyfy (vpravo). Métitko: Sum. Pfevzato a upraveno podle (Bates 2018).

Dalsim virulentnim faktorem je tvorba biofilmi. Jedna se o skupiny té€sné spojenych
bunck, propojenych extraceluldrni matrix, pfilehlych k riiznym povrchlim, a to jak biotickym
(oralni nebo vaginalni mukoézni povrchy, tkan€ apod.), tak abiotickym (intravendzni
a mocové katetry, protetické pomticky, biomaterialy, kontaktni ¢ocky, chlopenni, kloubni
nebo zubni ndhrady apod.). Tyto biofilmy jsou casto rezistentni nejen k hostitelové
imunitnimu systému, ale i k antimykotické 1é¢beé. Maji také, diky extracelularni matrix,
zvySenou odolnost k chemickym 1 fyzikalnim vliviim, a pfedstavuji tudiZ casto zavazny
klinicky problém (Gulati a Nobile 2016, Nobile a Johnson 2015). C. albicans je uspéSnym
patogenem i diky schopnosti adaptace na ménici se podminky prostredi, jako jsou hodnoty
pH, hladiny kysliku a oxidu uhli¢it¢ého nebo mnozstvi ptfitomnych zivin. Je také schopna
vyuzivat riizné zdroje uhliku v zavislosti na ¢ésti téla, ve které se pravé nachéazi (Dantas

et al. 2016).
3.1.2 Candida glabrata

V poslednich desetiletich se vyskyt infekci zptisobenych nealbicans druhy vyznamné
zvysil a jejich nariistajici role se dostala do popfedi z4jmi. Vedle dominujicitho druhu
C. albicans bylo ve vzorcich izolovanych od 77 pacienti nalezeno dalSich 80 druhti z rodu
Candida, z nichz nejcastéji zastoupenym byl druh C. glabrata (Cataldi et al. 2016). Vysoka
prevalence tohoto druhu je ddna prfedev§im zvySenou rezistenci vic¢i velkému poctu
antimykotik. Ta mize byt zplisobena tvorbou biofilmt, které nasledn¢ znemoziuji penetraci
1é¢iva do bunék, mutacemi genti kodujicich rtizné kroky v draze syntézy ergosterolu, jakozto
Casté¢ho cile antimykotik, nebo i1 zvySenou expresi transportnich systémii snizujicich

vnitrobunécnou koncentraci lé¢iva (Silva et al. 2011, Lv et al. 2016). Rezistence se ndsledné
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klinicky projevi neustupujicimi symptomy infekce i po aplikaci antimykotik v jinak bézné

dostacujicich MIC (minimalnich inhibi¢nich koncentracich) (Silva et al. 2011).

C. glabrata je druhym nejcastéjSim pivodcem kandidoz. Opét se jedné o komenzala
lidského téla schopného za urcitych okolnosti piejit do patogenni formy a vyvolat infekci.
Ackoliv o ni mluvime jako o kandidg¢, je z fylogenetického hlediska mnohem vice pfibuzna
kvasince S. cerevisiae. Ve skupin€ Saccharomycetaceae se totiz vyskytuji ptevazné druhy,
které Casto ani lidské t¢lo neosidluji a C. glabrata tak zstava jednim z mala patogenti této
vyvojové vétve. 1 pies spoleCné taxonomické zafazeni mizeme mezi témito dvéma
kvasinkami nalézt mnohé rozdilnosti. Oproti druhu S. cerevisiae je totiz C. glabrata schopna
velmi dobfe rist pti teplotach okolo 37 °C, je vice rezistentni vici stresovym podminkam,
schopna ptezivat i pfi nedostatku zivin a ¢astecné odliSnost ve slozeni a stavbé bunécné stény,
kterd obsahuje Sirokou Skéalu adhezinii, ji napomahé 1épe ptilnout k povrchim (Bolotin-
Fukuhara a Fairhead 2014, Gabaldon a Carreté 2015). Po adhezi je schopna tvofit biofilm
vysoce rezistentni k antimykotikiim (Llopis-Torregrosa et al. 2019). Jeji pfitomnost ve stieve
sveédci takeé o jeji schopnosti prizpiisobovat se omezenému mnozstvi kysliku, vyuzivat rizné
zdroje uhliku (Bolotin-Fukuhara a Fairhead 2014) nebo rychle reagovat na zmény pH
(Llopis-Torregrosa et al. 2019).

Navzdory schopnosti infikovat c¢lovéka se vSak C. glabrata chova odlisné
od ostatnich patogennich kandid (Bolotin-Fukuhara a Fairhead 2014). Rozdilnost
ve fylogenezi nasvédCuje, Ze evolu¢ni vyvoj vedouci k patogenezi musel byt u jednotlivych
druhil zcela odliSny a schopnost infikovat ¢lov€ka se u nich vyvinula nezavisle na sobé
(Gabaldon a Carreté¢ 2015, Brunke a Hube 2012). Oproti druhu C. albicans se jedna
o haploidni organismus. C. glabrata také neni schopna v hostiteli tvofit hyfy ani pseudohyfy,
¢imz postradd jeden z dulezitych virulentnich faktori (Gabaldon a Carreté 2015).
Diky absenci této invazivni ristové formy nezpiisobuje extenzivni epitelové poskozeni
anevyvolava tak silnou imunitni odpovéd’ hostitele (Brunke a Hube 2012). Patii tudiz
ve svém rodu mezi mén¢ virulentni zastupce. Pokud vSak infekci vyvola, dokaze se velmi
rychle §ifit a disponuje vysokou imrtnosti (Healey et al. 2016). Vedle zminéné rezistence
muze byt jednou z pticin vysoké timrtnosti také schopnost setrvavat po interakci s imunitnim

systémem uvniti makrofagl a takto se i nadale mnozit (Bolotin-Fukuhara a Fairhead 2014,
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Gabaldon a Carreté 2015), ¢imz mtze dojit 1 k invazi do krevniho fecisté a dalSich organt
(Brunke a Hube 2012). Stale Cast&ji se u ni také vyviji mnohacetna 1ékova rezistence, tedy

odolnost ke dvéma a vice skupindm 1é¢iv naraz (Healey et al. 2016).
3.1.3 Kandidozy

Rostouci pocet infekei rodu Candida v poslednich letech je paradoxné zplsoben
predevsim modernizaci mediciny. Vyskyt téchto onemocnéni ovliviiuje pokrok v oblasti
chemoterapie a transplantace, vyssi pocet pacientll na jednotkach intenzivni péce a jejich
dlouhodobé¢jsi hospitalizace, prodluzujici se prumérny veék populace, mnozstvi pacientd
s chronickym onemocnénim oslabujicim imunitni systém, jako je HIV nebo leukemie,
roz§ifené¢ pouzivani invazivnich technologii, implantati a protéz, nebo také uzivani
Sirokospektrych antibiotik a antimykotik (Hartl et al. 2012, Cataldi et al. 2016). Patogenni
efekt kandid mtize byt zptsoben at’ uz pfimym napadenim zivé tkané, produkci mykotoxint,
nebo i nepfimo vyvolanim riznych forem alergii (Hartl et al. 2012). Tyto infekce se vSak
u zdravych jedincii vyskytuji jen vzacné a k jejich propuknuti je Casto zapotiebi pfitomnost
alespoil jednoho z rizikovych faktorii. Mezi né obecné patii stavy doprovdzené oslabenou
imunitou jako vySe zminénd chronickd onemocnéni, imunosuprese po transplantacich,

chemoterapie, 1écba kortikoidy, antibiotiky nebo antimykotiky ¢i diabetes mellitus.

wevr

Povrchové kandidozy

Na kazi napadaji kandidy nejcastéji oblasti mezi prsty, pfedev§im u nohou (Klaban
2011). Castou slizni¢ni formou je kandidoza tstni dutiny. Miize se také jednat o kandidozu
oropharyngealni, spojenou s napadenim hrtanu, nebo po rozSifeni na jicen o kandidozu
esophagedlni. Mezi symptomy patifi bélavé moucné skvrny na dasnich a jazyku (odtud
pojmenovani Candida, z latinského candidus = bily, C. albicans pak v piekladu bily bily),
v ¢estiné znamé také pod pojmem moucnivka (Klaban 2011, Klaban 2005). Mize se také
projevovat zacervenanim, bolesti pfi polykdni az ztratou chuti. Kromé zminénych
predispozi¢nich faktori jsou rizikovi také pacienti s astmatem, Ié¢bou nebo onemocnénim

zpusobujici sucho v ustech, kufaci nebo lidé pouzivajici zubni nahrady. Lécba je nejcastéji
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oralné flukonazol (Candidiasis 2020).

Dalsi formou povrchové kandiddzy je forma vulvovagindlni. Za 90 % téchto infekci
je zodpoveédna C. albicans, piestoze vyskyt nealbicans ptivodcu, s pievazujicim druhem
C. glabrata, stale roste. Tato kandidéza se projevuje svédénim, bolestivosti pii pohlavnim
styku nebo moceni nebo abnormalnim vaginalnim vytokem. Rizikovym faktorem je mimo
jiné t€hotenstvi nebo uzivani hormonalni antikoncepce (Candidiasis 2020). C. albicans byva
Casto pfitomna i ve vodach bazénl, ¢imz muze dojit k prenosu (Klaban 2011). Jedna se
o hojné se vyskytujici onemocnéni, pfiblizn¢ 75 % zen se alesponi jednou za zivot s takovou
infekci setka, 40 — 50 % ji pak béhem zivota prod€la vicekrat, pficemz az 5 % zen trpi
rekurentni infekei (Vilaa et al. 2017, Mayer et al. 2013). Lécba probiha pfedevsim s pomoci
pfipravkl s lokalnim wcinkem, tedy krémii nebo globuli s obsahem klotrimazolu nebo
mikonazolu, které jsou i voln¢ prodejné. U tézSich infekci je opét mozna davka oralniho

flukonazolu (Candidiasis 2020).

Kandidy jsou také zodpovédné za 10% vSech infekci mocového traktu
hospitalizovanych pacientd. Az v 50 % ptipadi jsou zpisobené druhy nealbicans, pticemz
C. glabrata je zde nejcCastéji zastoupenym patogenem. Velkd Cast pacienti vykazuje
asymptomatickou kandidurii, tedy vyskyt mikroorganismi v moc¢i bez ptiznakt infekce.
Obcasné se vSak mohou vyvinout potiZe niz§iho mocového Ustroji, a to pfevazné u pacientli
se zavedenym katetrem. Vzestup infekce na vyssi orgdny napt. ledviny je vzacny a vyskytuje
se pouze v ptitomnosti obstrukce nebo po zavedeni stentu. Kandid6zy mocového ustroji jsou

nejcastéji 1éCeny amfotericinem B nebo flukonazolem (Fidel Jr. et al. 1999).

Kromé vysSe uvedenych infekei se po napadeni dychacich cest miize také vyvinout
kandid6za respiraéniho Ustroji neboli kandidova bronchitida, pfipadné miize dojit

1 k postizeni plicniho parenchymu (Klaban 2011).
Systémové kandidozy
Vedle povrchovych infekci se mohou kandidy rozsitit krevnim fecistém a postihnout

vV
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nejcasteji se vyskytujici u hospitalizovanych pacientli (Candidiasis 2020). Zaujimaji az okolo
9 % vsech nozokomidlnich infekei, tedy infekci vzniklych v nemocni¢nim prostiedi, a jsou,
spolu srodem Enterococcus, tretim nejCastéjSim organismem nalezenym v krvi
hospitalizovanych pacienti (Wisplinghoff et al. 2004). ZvySujici se vyskyt téchto infekci
muze byt dan jednak lepsimi diagnostickymi metodami, jednak také adaptaci téchto
organismil k nehostinnym vnéj$im vliviim a jejich schopnosti disponovat vysokou mirou
odolnosti k pouzivanym antimykotikiim. Stale vétSim problémem se vedle kvasinky
C. albicans stavaji velmi rezistentni nealbicans druhy. Tyto infekce pak vykazuji vysokou

morbiditu i mortalitu (Cataldi et al. 2016).

K rozvoji systémovych infekci dochédzi v ptipadé, kdy se Candida dostane
z asymptomaticky osidlované ¢asti lidského téla do krevniho feciSté, nebo dojde vlivem
uzivani Sirokospektrych antibiotik k potlaceni ptirozené mikrofléry a nasledné k pfemnozeni
kvasinky. Rizikovi jsou tedy piedevSim pacienti na jednotkach intenzivni péce, lidé
s poSkozenou gastrointestinalni mukoézni bariérou vlivem traumatu nebo operace, pacienti
s centralnimi Zilnimi katetry, totalni parenterdlni vyzivou, s oslabenym imunitnim systémem,
neutropenii, selhdnim ledvin nebo hemodialyzou (Mayer et al. 2013, Candidiasis 2020).
Symptomy téchto infekci jsou tézko rozeznatelné, ¢asto spojené s piiznaky jiného vadzného
onemocnéni. Jsou tedy velmi Casto nespecifické, od zimnice nebo horecky neustupujici
po 1écbe antibiotiky po rozvinuti sepse, kterd miize vést aZ k septickému Soku. K 1écbé
se nejcastéji podavaji nejucinnéjsi intravenozni antimykotika, jako flukonazol, amfotericin

B nebo echinokandiny (Fidel Jr. et al. 1999, Candidiasis 2020).
3.2 Antimykotika

Spole¢ny eukaryoticky ptivod kvasinkové a lidské buiiky znacné komplikuje snahy
o vyvoj idedlniho antimykotika. Pfedstava o nalezeni takového léciva spociva v jeho
schopnosti plisobit pouze na builku patogenu bez soucasného zasazeni bunék vlastniho
organismu, a tim 1 v minimalizaci toxickych U¢inkd pro ¢Elovéka. Pokroku ve vyvoji
antimykotik tedy pfedchazi studie takovych struktur a metabolickych drah patogenu, které
se lisi od lidskych. Zadna zdnes pouzivanych skupin antimykotik vsak nedisponuje

idealnimi vlastnostmi a 1éCba je Casto doprovazena fadou nezadoucich tcinkti. Vyvoj novych
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1é¢iv postupuje velice pomalu, dvé ze tii nejpouzivanéjsich skupin byly predstaveny pied
vice nez 40 lety (viz Obr. 2), a terapeutické moznosti jsou daleko pozadu vici klinickym
potfebam, odrazejicim zvySujici se incidenci zavaznych mykotickych infekci navic

komplikovanych stale Castéji se vyskytujici rezistenci (Roemer a Krysan 2014).

Schvaleni
posakonazolu —

Schvaleni
vorikonazolu

Schvaleni

Objev prvniho azolu
flukonazolu

Objev
amfotericinu B

Objev antimykotické

aktivity flucytosinu Schvéleni

Objev echinokandin kaspofunginu  ——
Schvaleni -
anidulafunginu

Obr. 2: Schéma zobrazujici diilezité milniky vyvoje antimykotik. Pfevzato a upraveno podle (Roemer

a Krysan 2014).

Mezi nejCastéjSi cile soucasné antimykotické terapie patii ergosterol
v cytoplazmatické membrané kvasinek a draha jeho syntézy, syntéza B-glukanti obsazenych

v bunééné sténé nebo také pochody probihajici uvnitt bunééného jadra.
3.2.1 Ergosterol

Steroly patii mezi zakladni slozky bunéénych membran. Napoméahaji udrzovat jejich
kvasinkovych organismi je ergosterol. Je syntetizovan v endoplazmatickém retikulu,
skladovan v lipidovych kapénkach (lipid droplets) a kromé& cytoplazmatické membrany

je obsazen také v membranach nékterych organel, jako jsou peroxisomy, mitochondrie nebo
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vakuoly (Lv et al. 2016). Vzorce vybranych zastupct antimykotik plisobicich na ergosterol

jsou zobrazeny na Obr. 3.

<, o O
N
- J
le CO:H
Me””’ NN NN
CI
HO ‘OH

NHS

P

Obr. 3: Chemické vzorce vybranych zastupci antimykotik a) flukonazol, b) klotrimazol,
¢) amfotericin B, d) terbinafin. Pfevzato a upraveno podle (Ramos et al. 2016, Roemer a Krysan

2014).
Azolova antimykotika

K zajisténi integrity bunééné membrany je dilezitad prostorova asymetrie molekul
sterolll, zptisobend chybégjicimi C4 methylovymi skupinami. To je v biosyntéze ergosterolu,
stejné¢ jako u syntézy cholesterolu v lidskych buikach, umoznéno cytochrom P450
dependentnim enzymem, C14 a demetylazou. Inhibice tohoto kroku s pfevazujici afinitou
vuci kvasinkovému cytochromu P450 vede nejen k nedostatku ergosterolu pro spravnou
funkci bunééné membrany, ale také k akumulaci nefunkénich prekurzorti vedouci ke zméné
stmktury a vlastnosti membrény (Ghannoum a Rice 1999). Na tomto principu funguje
puvodu a lze je na zaklad¢ poctu dusikli v péticlenném kruhu dé€lit na imidazoly (2 N)
a triazoly (3 N). Star§i imidazolové derivaty zahrnuji klotrimazol, ketokonazol, bifonazol
a mikonazol. Jednd se prfedevSim o topické ptipravky disponujici vysokou schopnosti
penetrace. Nejcastéji pouzivany zéstupce, klotrimazol, je hojné vyuzivan k 1écbé vaginalnich
infekci nebo plisni nohou a je mozné jej zakoupit 1 ve volném prodeji. Nov¢jsi triazolova
antimykotika patii mezi standard této skupiny 1é€iv a u nékterych forem systémovych mykoz

dokonce nahradily do té doby nejpouiivanéjéi amfotericin B (Hartl et al. 2012, Dixon
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systémovych antimykotik. Oproti ostatnim latkdm mayji Sir$i spektrum u¢inku a vyzaduji také
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cytochromu P450 kvasinek oproti lidskému, coz ma za nasledek jejich snizenou toxicitu.
Flukonazol je u mnoha systémovych infekci 1ékem volby. Diky své nizké lipofilité a slabé
vazbé¢ na plazmatické proteiny vykazuje dobrou distribuci do vodnych kompartmentii v€etné
cerebrospinalni tekutiny. Vedle intraven6zniho podéani se také snadno absorbuje oralné
(Sheehan et al. 1999). Jeho nevyhodou je vSak stale nartistajici rezistence (Vilaa et al. 2017).
Itrakonazol lze oproti tomu podavat pouze oraln€. V porovnani s flukonazolem se jedna
o lipofilngjsi latku s vySs$i vazbou na plazmatické proteiny, ¢imz je schopen dosahovat
vysSich koncentraci v tukovych tkdnich a exsudatech (Sheehan et al. 1999). Nezadouci
ucinky nejsou u azolovych antimykotik tak casté, jako je tomu naptiklad u polyent.
Po del$im uzivani se ale kromé nauzey a zvraceni objevuje také riziko velmi zdvazné jaterni

toxicity. Casté jsou u nich také interakce s jinymi 1é¢ivy (Dixon a Walsh 1998).
Polyeny

Od roku 1950 az do objevu azolovych antimykotik byly polyeny prvni volbou 1écby
systémovych mykotickych infekci. Jedna se o latky ptirodniho plivodu produkované
bakteriemi rodu Streptomyces (Hartl et al. 2012). NejdilezitéjSim zastupcem
je amfotericin B. Ma Siroké spektrum uU€inku a je pouZivan predevSim pro lécbu zivot
ohrozujicich mykoéz (Dixon a Walsh 1998). Vytvafi hydrofobni vazby s ergosterolem
v membrané kvasinek za vzniku port. Jejich pfitomnost pak vede ke zméné permeability
membrany, Uniku vitdlnich cytosolickych komponent z buiikky a nésledné i k jeji smrti.
Ackoliv jsou polyeny nejucinnéjsimi latkami v boji proti kandid6zam, jejich pouziti je kvili
mnozstvi nezadoucich ucinkd omezené. Kromé uzkého terapeutického indexu vykazuji
hepatotoxicitu nebo nefrotoxicitu s nebezpe¢im rozvoje renalniho selhani (Vilaa et al. 2017).
Jelikoz 1ze amfotericin B podéavat pouze intravendzné, miize zpiisobovat 1 vedlejsi €inky
v podobé zimnice nebo plebitid, souvisejici s aplikaci infuze (Dixon a Walsh 1998).
Caste¢ného snizeni toxicity se ale podafilo dosdhnout vytvofenim liposomalnich forem,
tvorbou lipidovych komplexii nebo koloidnich disperzi. Tyto technologické Gipravy jsou vSak
mnohem vice finan¢né naro¢né nez konvenéni amfotericin B, a tedy i méné pouZzivané (Vilaa
et al. 2017). Mezi dalsi zastupce patii nystatin a natamycin (primaricin) (Hartl et al. 2012).

Nystatin byl vlibec prvnim objevenym antimykotikem, ma Siroké spektrum uc¢inku, kviili své
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toxicité je vSak limitovan pouze na vnéjsi topické uziti. Natamycin se pouziva k 1écbé

povrchovych infekci oka (Dixon a Walsh 1998).
Allylaminy a morfoliny

Allylaminy, zahrnujici terbinafin a naftifin, jsou latky syntetického ptivodu blokujici
casnou fazi syntézy ergosterolu, a to inhibici enzymu skvalenepoxiddzy. Dojde tak nejen
k nedostatecné produkci ergosterolu, ale také k akumulaci skvalenu v membrané, kde
ve vysSich koncentracich plsobi toxicky. DalSim inhibitorem syntézy ergosterolu je

morfolinovy derivat amorolfin (Hartl et al. 2012).
3.2.2 Dalsi cile antimykotik

Mezi dalsi cile antimykotik patfi bunécné sténa. Ta ma diky obsahu mananu, chitinu
a o- a P-glukant sloZeni unikatni pro zastupce fiSe hub. Cilenim na tyto struktury je
antimykotika. VSechny dosud pouzivané latky piisobici na urovni bunécné stény jsou
zaméfeny na syntézu B-glukant. Takovym ptikladem jsou jedny z nejnovéjsich antimykotik,
echinokandiny, specifické inhibitory glukansyntazy. Jednd se o inhibitory nekompetitivni,
pusobici cytologické a strukturalni zmény bunééné stény, které maji za nasledek zhorSeny
rust hyf, ztlustélou bunécnou sténu a neschopnost rozmnozovani (Ghannoum a Rice 1999).

Mezi zastupce patii kaspofungin, mikafungin a anidulafungin (Silva et al. 2011).

Na Urovni jadra plsobi flucytosin, ktery je transportovan specifickou cytosinovou
permeazou do kvasinkové buiiky, kde je pfeménén na falesné substraty a inhibuje tak syntézu
DNA. Dile je také v podobé nefunkéniho nukleotidu inkorporovan do RNA, ¢imZ inhibuje
syntézu RNA a proteint. Dal§im piikladem je pfirodni antibiotikum griseofulvin poskozujici

délici vieténka, a tim inhibujici mitézu kvasinkovych buné¢k (Silva et al. 2011).

Na principu inhibice pfenosu prekurzorii pres cytoplazmatickou membranu tc¢inkuje
ciklopirox. M4 za nésledek naruSeni syntézy DNA, RNA 1 proteinti, ve vyS$Sich koncentracich

muze narusit i permeabilitu bunééné membrany (Hartl et al. 2012).
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3.3 Vnitrobunééné pH a mechanismy jeho udrzeni

Jako vSechny zivé bunky, musi byt 1 kvasinky schopny reagovat na stale se ménici
podminky okolniho prostiedi, zachovavat si zivotn¢ dulezité funkce a fyziologické
parametry. Jednim z nich jsou i koncentrace riznych iontii, jako naptiklad protond (pH) nebo

kationtl alkalickych kovi.

Udrzovani optimalniho vnitrobunééného pH je jeden z piedpokladi prabéhu
zakladnich bunécnych funkeci, jako je redoxni potencial nebo transport iontli a nutrienta pres
cytoplazmatickou membranu i v ramci jednotlivych organel. Koncentrace protond uvniti
bunky je také zasadni pro enzymovou kinetiku, jelikoz dochdzi k ionizaci postrannich fetézci
aminokyselin v proteinech, a tim k ovlivnéni jejich struktury, rozpustnosti a aktivity. Zmény
v pH tak ovliviiyji viceméné vSechny biochemické procesy v buiice. JelikoZ se hodnota pH
oproti cytosolu (pH 7,2), musi dochdzet kjejimu udrzovani pomoci regulované sité
komplexnich reakci, pufrovacich mechanismt a membranovych transportnich systémi (Orij
et al. 2009, Maresova et al. 2010). Tyto transporty jsou v bufice navzajem izce propojené

a prenos jednoho iontu mlze vzapéti ovlivnit pohyb nékolika dalSich.
3.3.1 H'™-ATPaza

Gradient protonil pfes cytoplazmatickou membréanu je vyuzivan v bunikach kvasinek
jako hnaci sila potfebna k transportu dalSich ionti a Zivin. Tento elektrochemicky gradient je
tedy nutné stale vytvaret pomoci pfenosu protonti, a to 1 proti jejich koncentraCnimu
gradientu. K tomu kvasinkdm slouzi H'-ATP4aza Pmal (plasma membrane H'-ATPase),
nachazejici se v cytoplazmatické membrané. Ta pfi spotiebé ATP, Cinici az 20 % vSech
bunécnych zasob, vylucuje protony ven z bunky (Arifio et al. 2019). Tento gradient miize byt
v bunice vyuzit k dalSim transportnim procesim, vedoucim napiiklad k odstranéni
nezadoucich a Casto toxickych monovalentnich kationtil alkalickych kovli nebo antimykotik.
Kromé cytoplazmatické membrany existuji u kvasinek také strukturné odlisné
mitochondrialni FoF1 ATPazy, nebo V-ATPazy, pfitomné v membranach vakuol, Golgiho

aparatu a dalSich organel (Arifio et al. 2010). Ty pomahaji udrZovat elektrochemicky
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potencidl membran vnitrobunéénych kompartmentd, a hraji tedy také kritickou roli v mnoha

fyziologickych procesech, véetné homeostazy iontii (Ramos et al. 2016).

Vedle protonovych pump se na udrzovani vnitrobunééného pH velkou mérou podili

také transportéry kationtt alkalickych kovii (MareSova et al. 2010).

3.3.2 Transportéry kationta alkalickych kovi

je draslik, ktery zajiStuje mnohé vitalni fyziologické funkce. Pfispivd k homeostaze
vnitrobunééného pH, stabilizaci membranového potencidlu, regulaci bunécného objemu
a turgoru, syntéze proteinti a tim i aktivit¢ mnoha enzymu. Déle pfispiva ke kompenzaci
negativniho ndboje makromolekul jako RNA, DNA nebo polyfosfata a k ristu a déleni bunék
(Llopis-Torregrosa et al. 2019). Zmény v jeho mnozstvi piisobi defekty predevsim na Grovni
metabolismu. Vnitrobunécna koncentrace draselnych kationtd se u kvasinek pohybuje
v rozmezi 200 — 300 mM (Arifio et al. 2010) a schopnost udrzovat tyto hodnoty v ménicich
se vn¢jSich podminkéach, a navzdory vysokym koncentracnim gradientim i v okolnim
prostfedi chudém na jeho pfitomnost, je esencialni ptedpoklad pro zivot buiiky (Caro et al.
2019, Llopis-Torregrosa et al. 2016). Tuto homeostazu zajist'uje nékolik transmembranovych

transportérii a kanald, znazornénych na Obr. 4.

V piipadé¢ nadbytku toxickych sodnych, ale i jinych kationtd alkalickych kovi
v buiice, je mozna jejich sekvestrace do riiznych organel, pfedev§im vakuol, nebo tplné
odstranéni ven z buniky. To miiZe probihat pomoci aktivniho transportu ATPazou Ena (efflux
of natrium), systémem antiportu vyménujicim kationty alkalickych kovli za protony Nha
(Na'/H" antiporter), nebo membranovym kanalem Tok (transport outward K*) (Ramos et al.
2011). Vétsinu casu se vSak kvasinky potykaji s nedostatkem potiebnych draselnych
kationtt, jelikoz osidluji pfedev§im prosttedi s nizkymi koncentracemi K*. Pro pfijimani
draselnych iontl pres cytoplazmatickou membranu jsou v buiice pfitomné transportni
systémy: Trk (transport of K*), Hak (high affinity K™ transporter) a Acu (alkali cation uptake)
(Elicharova et al. 2016).
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Export drasliku a sodiku

KO
Na*

K‘

Import drasliku (a sodiku)

Obr. 4: Typy transportérit draselnych a/nebo sodnych kationtd pfitomné u kvasinek. Modfe
ohrani¢eny import iontd do buniky, zastoupeny systémy Trk, Hak a Acu. Cervené ohrani¢eny export
iontl z bunky, zastoupeny systémy Ena a Nha, a draselnym kandlem Tok. Pfevzato a upraveno podle
(Ramos et al. 2011).

3.3.2.1 Importéry

Tfi vySe zminéné draselné importéry, liSici se v mechanismu pfenosu, jsou
u jednotlivych druhti kvasinek zastoupeny riizné, jak je nastinéno v Tab. 1 (Elicharova et al.
2016). N&které kvasinky obsahuji pouze Trk, at’ uz v jedné, nebo ve dvou kopiich, vétSina
druhti mé Trk spolu se syst¢émem Hak, a jen u velmi malo druht, napt. C. albicans, miZeme

nalézt vSechny tfi typy transportérti (Ramos et al. 2011).

Tab. 1: Pfitomnost/absence jednotlivych transportérti pro import drasliku u vybranych druhii kvasinek
(Ramos et al. 2011)

I T N T T
+ + = -

S. cerevisiae
C. albicans 4 - +F 4
C. glabrata + - - -
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U druhu S. cerevisiae nalezneme pouze jeden ze tii vySe uvedenych importérti, a to

ve dvou kopiich, tedy Trk1 a Trk2 (Arifo et al. 2019).

C. albicans disponuje vSemi tiemi typy téchto pienasect (Trk1, Hakl, Acul) a je tedy
na nedostatek draselnych iont v prostfedi méné¢ nachylnd. Tento arsendl transportérii ji
napomaha v ristu hyf, zjednodusuje proliferaci do hostitelskych tkani a orgdnd s niz$imi
koncentracemi draselnych kationtl a pomaha ji také pfizpisobit se riznym hodnotam pH
prostiedi. Oproti laboratornim podminkam, kde tato kvasinka upfednostiiuje spise kyselejsi
pH, musi totiz pti kolonizaci hostitele tolerovat neutralni az mirn¢ bazické pH lidské krve
(pH 7,4) a ménici se pH napfi¢ organovymi soustavami, naptiklad mezi Gstni dutinou
(pH 6,7) a vaginalni muko6zou (pH 4). Tyto transportéry jsou tedy zodpovédné i za miru

virulence (Ramos et al. 2016).

C. glabrata jako jedna z mala kvasinek obsahuje ve své buiice gen pro pouze jeden
draselny importér, Trk1 (Caro et al. 2019). Citlivost k malému mnozstvi draselnych iontii
v prostiedi je tedy u tohoto druhu mnohem vys$§i. Uz pii lehce limitnich
koncentracich K" < 1 mmol/l roste C. glabrata mnohem hife v porovnani s druhem

C. albicans, ktery je schopny dobie zvladat i koncentrace 15 pmol/l (Elicharova et al. 2016).

Trk

TRK je nejlépe prozkoumand a popsana rodina kvasinkovych importéra drasliku. Trk
funguje na principu uniporteru pohanéného membranovym potencidlem, vytvafenym
aktivitou dfive zminéné protonové pumpy Pmal. Trk se jako jediny typ pfenaSect vyskytuje
ve vSech dosud studovanych druzich kvasinek (Arifo et al. 2019) a mizeme ho nalézt také
u bakterii a rostlin. V S. cerevisiae byl popsan béhem 80. a 90. let, nasledné se podatilo
sekvenovat oba kodujici geny a byly vytvofeny mutantni kvasinkové kmeny (Arifio et al.
2019). Trk vykazuje mnohonasobné vyssi afinitu k draselnym kationtim oproti ostatnim
alkalickym koviim. Diky tomu neumoziiuje import toxickych sodnych nebo lithnych ionti
1 pii jejich vyssich vnéjsich koncentracich (Caro et al. 2019). Zaroven zvySuje i toleranci

buiiky vici riznym stresovym podminkam prostiedi (Llopis-Torregrosa et al. 2016).
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Ztrata nebo inhibice funkce tohoto transportéru ma pro kvasinku C. glabrata
pleiotropni efekt. Kromé¢ ovlivnéni zdkladnich bunéénych funkci, jako je hladina
vnitrobunééného pH nebo membranového potencidlu, dojde také ke zméné povrchovych
vlastnosti, zvySené hydrofobicité¢ a adherencni kapacité¢ bunécné stény, zvysené citlivosti
vuci pH prostredi a kationickym 1é¢iviim, snizené virulenci a jednodussi likvidaci bunék
kandidy pomoci makrofagii hostitelova imunitniho systému (Llopis-Torregrosa et al. 2019,
Llopis-Torregrosa et al. 2016). CgTrk1 se tak jevi jako potencialni cil 1é¢iv mykotickych
infekci zptisobenych druhem C. glabrata. Kmen s deleci genu pro tento transportér byl

pouzit pro ucely experimentalni ¢asti této diplomové prace.

Sekundérni funkci Trk, vedle importu draselnych kationti, je export aniontd jako CI°
I, Br, SCN-, NO;s. Ziroven se podili na vyvoldni programované bunétné smrti
prostfednictvim kontroly homeostdzy vapniku, na regulaci vnitrobunééného pH nebo

udrzovani membranového potencidlu (Arifio et al. 2019).

Acu a Hak

Acu ATPéza zprostiedkovava ptijem piedevSim draselnych a caste¢n¢ i sodnych
kationt za spotieby ATP. Ze vSech kvasinkovych transportérti draselnych kationtd
se vyskytuje nejvzacnéji a diky tomu je také nejméné popsana. Vysokoafinitni pfenaSece
typu Hak funguji jako symportéry draselnych ionti a protonl. K jejich expresi dochazi
u nékterych kvasinkovych druht predevsim v dob¢ nedostatku draselnych kationtti (Arifio et

al. 2019).

3.3.2.2 Exportéry

Na rozdil od draselnych iontd, které jsou v builkdch akumulovdny proti
koncentratnimu gradientu az do pomérné vysokych hodnot, je sodik spolu s dal$imi

toxickymi kationty alkalickych kovii udrZzovan v bunikdch v co moznéa nejmensi koncentraci.

Té jsou buiiky schopny docilit i¢innou diskriminaci pfislusnych nezadoucich iontl
uz na urovni importu. Kvasinky totiz pro piijem téchto iontl nemaji v membranach
specifické transportni systémy. K pfenosu Na* do bufiky dochazi pouze kompetitivni inhibici

selektivniho importu draselnych kationtl, pficemZ s mnohem niz$i afinitou. Koncentrace
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sodnych iontd musi byt v okolnim prostiedi nckolikandsobné vys$si. 1 pifi vnéjSich
koncentracich Na": K"=100:1 je buika stile schopna diskriminovat sodné ionty
a transportovat dovniti pouze ionty draselné. Az pti koncentraci 700 : 1 dochazi ke vstupu
signifikantniho mnozstvi sodnych kationti do bunky, pficemz k udrzeni elektroneutrality
musi ekvivalentni mnozstvi draselnych kationtd buiiku opustit. Jakmile vnitrobunééna
koncentrace sodnych kationtli vyrovna koncentraci kationtli draselnych, dojde k inhibici
mnoha bunécnych pochodi, zastaveni ristu a pfi postupné zvysujici se koncentraci sodnych
iontl bunka umira. Toxicita sodiku inhibuje dulezité enzymatické funkce a pfi jeho vysokych

vné&jSich koncentracich dochézi také k osmotickému stresu (Arifio et al. 2010).

Vysoké vnitrobunééné koncentrace sodnych kationtd v cytosolu jsou kvasinky
schopné snizovat jejich sekvestraci do vakuol a jinych organel (Arifio et al. 2010).
Nejucinnéj$im zptisobem je Uplné odstranéni téchto ptebyte¢nych iontd ven z buiiky pomoci
ucinnych transportéri pro kationty alkalickych kovi. K tomu kvasinkdm slouzi dva

transportéry, Ena ATP4za a Nha antiporter (Ramos et al. 2016).

Ena ATPaza

Ena ATPaza funguje na principu aktivniho transportu. Vyuziva hydrolyzu ATP
k pfenosu iontl pfes cytoplazmatickou membranu, a to pfedev§sim sodnych, lithnych, ale
1 nadbyte¢nych draselnych iontl, proti jejich elektrochemickému gradientu (Arifio et al.

2019).

Nha antiporter

Nha antiportery patfi do rodiny transportnich systémi fungujicich na principu
vymeény kationtil alkalickych kovli za protony, ¢imZ je buiika schopnd se od téchto iontd,
predevsim sodnych, detoxifikovat. JelikoZ jsou pienosy jednotlivych iontl v bufice navzajem
propojené, je 1 aktivita tohoto transportéru provazana s aktivitou Trk systémt. To dokazuje
také ovlivnéni funkce Trk ptfedchozi deleci genu pro Nha antiporter (Arifio et al. 2010).
Na rozdil od Zivo&isnych bunék, které spotiebovavaji Na® gradient vznikajici z Na"/K'-
ATPazy k vypuzeni piebytecnych protont ven z buiiky, a tim k regulaci vnitrobunééného
pH, mikroorganismy a rostliny naopak vyuzivaji gradient protont vytvofeny H'-ATPéazou

Pmal jako hnaci silu k pumpovani nezaddoucich, nebo v ptipadé K" nadbyte¢nych kationti
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alkalickych kovli ven zbunky (Arifo et al. 2019). Funkce protonové pumpy je tedy

pro efektivitu Nha antiporteru stézejnim predpokladem.

Cnhl, Nha antiporter u druhu C. albicans, exportuje z buiiky kromé& Na" a K také
Li"aRb", ¢imz znaéné zvySuje toleranci kandidy vii¢i vysokym vnéj$im koncentracim téchto
iontl. Vzhledem k tomu, ze detoxifikace od sodnych a lithnych iontd je mnohem vice
homeostaza draselnych kationtti spolu s homeostdzou vnitrobunécného pH (Kinclova et al.
2001, Kinclova-Zimmermannova a Sychrova 2007, Arifio et al. 2019). Vyzkum vlivu Cnhl
na udrzovani vnitrobunééného pH, zprostiedkovany deleci odpovidajiciho genu u druhu

C. albicans, je jednim z predmétti experimentalni ¢asti této diplomové prace.
3.4 Méreni vnitrobunééného pH pomoci pHluorinu

Metod pro méfeni vnitrobunééné koncentrace protoni existuje mnoho. Piikladem
miiZze byt pouzivani mikroelektrod, 3'P nuklearni magneticka rezonance, injektovani bunék
pyraninem pomoci elektroporace (MareSova et al. 2010) nebo radioaktivné znacené slabé
kyseliny nebo zasady prostupujici skrz bunéénou membranu. VétSina z nich vSak vyZzaduje
sloZitou manipulaci s buiikami, kterd je Casto Casov€ narocnd a také pii ni mize dojit
k ovlivnéni namétenych hodnot a k neptesnosti vysledkl. Zaroven tyto techniky nebyvaji
organelové specifické a ziskané hodnoty jsou tak jen odrazem priimérnych hodnot pH bunky

jako celku (Orij et al. 2009).

Znaéné vyhody v méfeni pH poskytuje pouziti fluorescen¢nich metod v Cele
s variantami odvozenymi od GFP, green fluorescent proteinu, objevené¢ho roku 1961. Tento
protein byl izolovan jako vedlejsi produkt aequorinu, ze stejného druhu meduzy Aequorea
victoria, pti studiu jeji bioluminiscence (Shimomura 2005). Jedna se o protein se specifickym
uspofadanim aminokyselin serinu, tyrosinu a glycinu (Ser65, Tyr66, Gly67), které spolecné
vytvaii takzvany chromofor zodpovédny za luminiscenci. Postupujici vyzkum genu
koédujiciho tento protein, jeho izolace a sekvenovéani ndsledné umoznilo vytvaret jeho
obmény a dalsi varianty s vyhodnéj$imi vlastnostmi (Miesenbdck el al. 1998). Dulezitost
GFP od jeho objevu postupné nartistala a dnes se jedna o Siroce pouzivany proteinovy marker

(Shimomura 2005). Pfikladem jeho pouZiti je analyza dynamiky proteind, kdy lze po fuzi
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GFP s bunécnymi proteiny sledovat jejich polohu v ¢ase. Lze také studovat jednotlivé
interakce mezi proteiny nebo pohyby endocytickych a exocytickych vezikul v buiice (Mahon

2011).

GFP vytvaii dvé¢ alternativni proteinové konformace a pfi excitaci zafenim o vinové
délce 350 — 500 nm emituje svétlo o 508 nm. Excitaéni spektrum vykazuje dva piky
(viz Obr. 5) v zavislosti na stavu Tyr66. V protonovaném stavu nalezneme excitacni
maximum pii vinové délce 395 nm, v deprotonovaném stavu pak pti 475 nm. S klesajicim
pH klesa 1 intenzita emise svétla v obou téchto maximech a jejich vzajemny pomér se nemeéni

(Miesenbock el al. 1998).

K vyuziti GFP jako pH senzoru bylo tfeba obménit jeho strukturu. Mutagenezi
v bakterii Escherichia coli a substitucemi aminokyselinovych zbytkdi v okoli chromoforu
byly vytvoteny dv¢ tfidy pH senzitivnich fluorescen¢nich proteinti, takzvanych pHluorint,
eliptického a ratiometrického (pomérného) (Miesenbock el al. 1998). Elipticky pHluorin
pfi snizujicim se pH gradudlné ztraci fluorescenci a lisi se tedy v intenzité zafeni.
Ratiometricky v zavislosti na pH méni svou spektralni vinovou délku a intenzita zafeni se 1i8i

pouze mezi jednotlivymi excitacnimi maximy (Rod¢ et al. 2012, Miesenbock el al. 1998).

Ratiometricky pHluorin ma4, stejné¢ jako piivodni nemodifikovany GFP, bimodalni
excitatni spektrum s piky na vinovych délkach 395 a 475 nm a emisnim maximem
pfi 509 nm. S klesajicimi hodnotami pH je jeho intenzita emise pii excitaci na 395 nm
sniZena, s odpovidajicim nartstem pfi excitaci na 475 nm (Mahon 2011). Pfi rostoucim pH
se postupné intenzita emise pii excitaci na 395 nm zvySuje, s odpovidajicim sniZenim
na 475 nm. Vyslednou veli¢inou je pom¢r intenzit emise zafeni pii excitaci o obou vinovych
délkach maxim (Is9s/1475), ktery klesa s klesajici hodnotou pH. Stejné jako u GFP jsou tato
dvé maxima dédna protonaci a deprotonaci chromoforu, konkrétné Tyr66 (Miesenbdck el al.

1998).
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Intenzita emise pfi 508 nm
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VlInova délka excitacniho zareni (nm)

Obr. 5: Zavislost excitacnich spekter na okolnim pH. a) nemodifikovany GFP, b) ratiometricky

pHluorin, c) elipticky pHluorin. Pfevzato a upraveno podle (Miesenbdck el al. 1998).

Vzhledem k tomu, ze pHluorin méni intenzitu fluorescence v zévislosti na hodnoté
pH, mtze byt vyuzivan jako neinvazivni pH indikator pro méfeni koncentrace protont
v bunkach (Rod¢ et al. 2012), a to v hodnotach pH 5,5 — 7,5 (Miesenbock el al. 1998). Mezi
hlavni vyhody této metody oproti jinym, dfive pouzivanym technikdm, patii kromé
neinvazivnosti také rychlost a plynulost méteni (Martinez I et al. 2012). Po vneseni a expresi
genu pro pHluorin Ize fluorescencné méfit hodnoty pH in vivo, a to nejen ve tkanich nebo
buiikach, ale 1 v jednotlivych organelach (Miesenbock el al. 1998). Timto zptisobem bylo
naptiklad mozné, po expresi pHluorinu v cytosolu a mitochondridlni matrix u kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, pozorovat rozdily v hodnotach pH mezi témito kompartmenty
(Orij et al. 2009). pHluorin se po Upravé do vice sbalené konformace podatilo pouzit k dfive
neuspéSnému méfeni pH v endoplazmatickém retikulu (Reifenrath a Boles 2018). S novym
pH senzorem na bazi pHluorinu bylo také moZné monitorovat hodnoty pH v Golgiho aparatu

(Deschamps et al. 2020).

33



4. Cile prace

Pfedmétem této diplomové prace je studium homeostazy vnitrobunécného pH
u druhtt Candida albicans a Candida glabrata v zavislosti na riznych vnéjSich podminkach

a na deleci membranovych transportért kationtd alkalickych kovl CacnhliA a CgtrkiA.
Cile této diplomoveé prace jsou u obou kandid definovany hlavnimi ukoly:

1) Zméfit hodnoty vnitrobunééného pH jednotlivych kment v zévislosti na pouzitém

kultivacnim médiu a zdroji dusiku

2) Stanovit vliv delece uvedenych membranovych transportéri na naméiené hodnoty

vnitrobunééného pH v téchto médiich

3) Zméfit hodnoty vnitrobunééného pH v zavislosti na plsobeni vybranych

antimykotik v konkrétnim médiu
K naplnéni hlavnich tkolt je potieba:

e Ov¢rit spravnost exprese pHluorinu u kmend s integrovanym genem pro tento
fluorescenéni protein

e Stanovit zavislost intenzity fluorescence pHluorinu na hodnotach vnitrobunééného
pH vytvofenim kalibra¢ni kiivky

e Vybrat vhodné koncentrace antimykotik pro stanoveni vlivu téchto antimykotik

na vnitrobunééné pH obou druhii kvasinek pomoci kapkovych testt
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5. Experimentalni ¢ast
5.1 Material

5.1.1 Mikroorganismy

V ptedkladané diplomové praci byly pouzity kvasinkové kmeny uvedené v Tab. 2.
U kmenii exprimujicich pHluorin byl gen kédujici tento fluorescencni protein bud’ vlozen
ptimo do genomu C. albicans, nebo byl tento gen vnesen do bun¢k C. glabrata na plasmidu

spolu s genem pro rezistenci vii¢i nourseotricinu.

Tab. 2: Kmeny kvasinek s ptislusnymi zkratkami pouzivanymi pro ucely této diplomové prace

Druh Genotyp Zkratka kmene Zdroj/reference
C. albicans SC5314 CaWT Jones et al. 2004
. Llopis-Torregrosa,
SC5314 pHluorin CapH e T
SC5314 enhiA pHluorin CapHenhin — lopis-Torregrosa,
nepublikovéano
C. glabrata ATCC 2001 CgWT ATCC sbirka
ATCC 2001 cnhl A::FRT::CNHI-SATI CgK 2Kg?‘llke a Sychrova
Llopis-Torregrosa et
ATCC 2001 [pGRB 2.2] CgpH oy s
ATCC 2001 trkIA [pGRB2.2]klon 1 CapHirkIA1 ;loé’és{g orregrosa et
ATCC 2001 trkIA [pGRB2.2]klon2  CapHirkIA2 ;logéi'g orregrosa et

5.1.2 Chemikalie

Pouzité chemikalie véetné vyrobce uvadi Tab. 3 na nasledujici strané.
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Tab. 3: Seznam pouzitych chemikalii v¢éetné vyrobce

Chemikalie Vyrobce

Agar Dr. Kulich Pharma
Amfotericin B Sigma-Aldrich
ggfgl;glz(ligag 2hgdrogenfosforecnanu disodného Lach-Ner
Destilovana voda FGU laboratof
D-glukoza Lach-Ner
Digitonin Sigma-Aldrich
Dimetyl sulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Etanol Lach-Ner

Etanol pro UV spektroskopii Lach-Ner

Flukonazol (2 mg/ml flukonazol ve fyziologickém roztoku)

Fyziologicky roztok (0,9 % NaCl) Sigma-Aldrich
Hydroxid amonny (vodny roztok amoniaku min. 25 %) Lach-Ner

Chlorid draselny KCl Lach-Ner

Imerzni olej Olympus

Klotrimazol Sigma-Aldrich
Kyselina citronova (monohydrat) Lach-Ner

L-prolin Sigma-Aldrich
Nourseotricin clonNAT Wernerbioagents GmbH

PBS (phosphate buffered saline), 10x koncentrovany

Siran amonny (NH4)>SO4 Lach-Ner
Terbinafin Sigma-Aldrich
Trietanolamin (TEA) Sigma-Aldrich
YNB (Yeast Nitrogen Base) w/o AAs (bez aminokyselin)  Difco

YNB-FPH Formedium
YNBPH MP Biomedicals
YPD agar Formedium
YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) broth Formedium
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5.1.3 Roztoky

Roztoky antimykotik byly piipraveny rozpusténim pevného podilu 1é¢iva v daném
rozpoustédle, tedy roztok amfotericinu B v DMSO, klotrimazolu v etanolu pro UV
spektroskopii a terbinafinu v destilované vodé. Roztok flukonazolu vznikl nafedénim

zasobniho roztoku zakoupenym fyziologickym roztokem.

Zasobni roztok nourseotricinu vznikl rozpusténim pevného podilu nourseotricinu
v destilované vodé na koncentraci 200 mg/ml, byl sterilizovan filtraci (filtry Millex

pro sterilizaci roztokt s velikosti pord 0,2 um) a uchovavan pii teploté -20 °C.

Zasobni roztok digitoninu vznikl rozpusténim pevného podilu digitoninu
v destilované vode¢ pfi teploté 95 °C na koncentraci 5 mg/ml, byl sterilizovan filtraci (filtry
Millex pro sterilizaci roztoki s velikosti porti 0,2 pm) a uchovavan pfi teploté +4 °C po dobu

jednoho tydne.

5.1.4 Pufry
Pufr PBS

Natedénim piivodniho koncentrdtu PBS destilovanou vodou byl vytvotfen roztok

o findlni koncentraci jednotlivych slozek:

NaCl 137 mM
KCl 2,7 mM
Na;HPO4s 8 mM
KH>PO4 2 mM

Pufry citrat-fosfatové

Citrat-fosfatové pufry byly vytvoteny dle Mcllvainova pufrovaciho systému (Elving
et al. 1956) misenim 0,2 M vodného roztoku Na;HPO4.12H>O a 0,1 M vodného roztoku
monohydratu kyseliny citronové. Poméry miseni jednotlivych slozek byly zvoleny
dle (Elving et al. 1956) v z&vislosti na pozadované hodnoté pH, viz Tab. 4. Vysledné hodnoty

pH byly stanoveny pomoci pH metru Jenway jako primér ze tfi méfeni.
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Tab. 4: Slozeni jednotlivych pufri o danych hodnotach pH a jejich vysledné hodnoty pH zméfené

pomoci pH metru

Pozadované 0,2M 0,1 M kyselina

pH NaoHPOg4 (ml) citronova (ml) VyEletmI jplt|
5,6 11,6 8,4 5,640 + 0,005
6,0 12,63 7,37 6,050 + 0,008
6,4 13,85 6,15 6,420 + 0,009
6,6 14,55 5,45 6,590 + 0,009
6,8 15,45 4,55 6,78 0,01
7,0 16,47 3,53 7,010 £ 0,008
7,2 17,39 2,61 7,22 +0,01
7,6 18,73 1,27 7,63 +0,01

5.1.5 Kultivaéni média

Ke kultivaci bun€k byla pouzita pevna a tekutda média. Jednotlivé slozky médii byly
rozpustény v destilované vodé. Pro ptipravu pevnych médii byl do roztokli ptidavan 2 %
agar. Vyjimkou bylo pevné YPD médium, které bylo pfipravovano piimo

ze zakoupeného YPD agaru. Slozeni kultivaénich médii je uvedeno v Tab. 5.

Bunky byly kultivovany v kompletnim médiu YPD, popi. v minimélnich médiich
YNB, YNBP nebo YNB-FP pii 30 °C. Média oznacena indexem P" neobsahovala
fluorescenéni slozky (riboflavin a kyselinu listovou) a byla urCend pro méfeni
vnitrobun&éného pHin. Médium YNB-FP!' obsahovalo pouze velmi malé mnozstvi K*
(cca 15 pM). Do médii byl dle potieby ptidan KCl nej€astéji o koncentraci 100 mM v piipadé
druhu C. glabrata, jehoz kmeny bez Trkl transportéru nejsou schopné rlstu v nizkych
koncentracich draselnych iontl, a u druhu C. albicans o koncentraci 10 mM (pokud neni
uvedeno jinak). Média YPD a YNB byla sterilizovana horkou parou v autoklavu 20 minut
pfi 121 °C a 120 kPa. Média YNBP" a YNB-FP! byla sterilizovéna filtraci (filtry Steritop

pro sterilizaci roztokl s velikosti pori 0,2 um).
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Do kultivacnich médii kment CgK, CgpH, CgpHerkIA1l a CgpHtrkIA2 byl
po sterilizaci pfidavadn nourseotricin ve finalni koncentraci 200 pg/ml, u médii znaceno

zkratkou Nat.

Tab. 5: Kultivacni média a jejich sloZeni.

Médium SloZzeni
pro C. albicans pro C. glabrata
YPD YPD broth 50 g/l YPD broth 50 g/
100 mM KCI *
Nourseotricin 200 pg/ml *
pevné YPD  YPD agar 70 g/l YPD agar 70 g/l
100 mM KCI *
Nourseotricin 200 pg/ml *
YNB YNB w/o AA 6,7 g/l YNB w/o AA 6,7 g/l
Glukoza 2 % Glukoza 2 %
Nourseotricin 200 pg/ml *
YNBPH YNBPH 1 g/l YNBPH | g/l
Glukoza 2 % Glukoza 2 %

L-prolin 0,1 % / siran amonny 4 g/l  L-prolin 0,1 % / siran amonny 4 g/1
pH upraveno na 5,8 pomoci TEA/ NH4OH

100 mM KCl
Nourseotricin 200 pg/ml *
YNB-FPH YNB-FPH 1,75 g/l YNB-FPH 1,75 g/l
Glukéza 2 % Glukoza 2 %

L-prolin 0,1 % / siran amonny 4 g/l  L-prolin 0,1 % / siran amonny 4 g/1
pH upraveno na 5,8 pomoci TEA/ NH4OH
10 mM KCl 100 mM KCl
Nourseotricin 200 pg/ml *

* ptidano dle potieby
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5.1.6 Pomitcky a pristroje

Seznam pouzitych pomucek a ptistroji uvadi Tab. 6

Tab. 6: Seznam pomticek a ptistroji vcetné vyrobce
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Pomiicky a pfistroje
Analytické vahy ALJ120-4
Aplikator Replica plater
Autoklav 2540 EL
Sklenéné kulicky, primér 3 mm
Centrifuga 5810 R
96 jamkové mikrotitracni desticky
Filtry Millex pro sterilizaci roztok — 0,2 pm
Filtry Steritop pro sterilizaci roztoki — 0,2 pm
Fluorescencni mikroskop
Fotoaparat PC1210 DC7
Hlubokomrazici box
Injekeni stiikacka
Orbitalni inkubator Minitron
Orbitélni inkubator NB 205
Kahan plynovy typ Z-1
Konické zkumavky
Kyvety pro spektrofotometrii
Laboratorni sklo
Laboratorni vdhy
Laminarni box
Laminarni box TopSafe 1.2
Lednice
Magneticka michacka
Magnetick4 michacka s ohfevem
Membranova vyvéva N86KN.18
Mikrobiologicky inkubéator INCU-line

Vyrobce
KERN
Sigma-Aldrich
Tuttnauer
Sartorius
Eppendorf
Anicrin
Merck
Merck
Olympus
Canon
Sanyo
Chirana
INFORS HT
N - BIOTEK
Kavalier
JET Biofil
Kartell
Merci
EG 220 - 3NM
LABOX
BioAir
Ardo
IKA
VELP Scientifica
KNF LAB
VWR



Pomtcky a pftistroje Vyrobce
Ockovaci klicky Biologix
Paratka plocha Dipro Prosec
Petriho misky primér 90 mm, objem 20 ml GAMA
pH metr Jenway
Plastové centrifugacni zkumavky Merci
Plastové mikrozkumavky 1,5; 2,0; 5,0 ml Eppendorf
Reader Cytation 3 BioTek
Sada davkovacich pipet Eppendorf Eppendorf
Sada pipet Pipetman Gilson
Spektrofotometr BioPhotometr Eppendorf
Sterilizacni paska Wipak
Vortex Mini vortex lab dancer vario IKA

Zamrazovaci zkumavky Thermo Fisher Scientific

Zkumavky sterilni plastové 12 ml Simport

5.2 Metody
5.2.1 Stanoveni optické hustoty (ODsoo) suspenze bunék

Opticka hustota (denzita) bunécné kultury byla méfena spektrofotometricky
pii vinové délce 600 nm na pfiistroji Spektrofotometr BioPhotometr Eppendorf. Métena
suspenze byla vzdy natedéna na ODesoo = 0 — 0,8, kdy je optickd hustota pfimo tmeérna

koncentraci bunék, a nasledné pfepocitana na redlnou hodnotu.
5.2.2 Kaultivace bunék

Bunééné kultury kvasinek byly uchovavany v zamrazovacich zkumavkach v 30 %
glycerolu pfi teploté -80 °C. Kvasinky byly pfeneseny sterilnimi paratky na pevnd média
YPD nebo YPD Nat s ptidavkem 100 mM KCI a kultivovany pfi teploté 30 °C po dobu 24 h

a poté uchovavany v lednici pti 4 °C.
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Za ucCelem kultivace v tekutych médiich bylo malé mnozstvi takto Ccerstvé
napéstovanych bunék preneseno pomoci sterilniho paratka nebo klicky do 5 ml média
v kuzelovych bankach dle Erlenmeyera a inkubovéno za stalého tiepani pii 30 °C do druhého
dne. Cast této suspenze byla nasledné prenesena do 10 ml erstvého média tak, aby po dvou
délenich (4 2 h) v exponencialni fazi rGstu dosahovala kultura cilovych hodnot ODsgoo
(pro C. albicans ODgoo = 0,4 — 0,6; pro C. glabrata ODsoo = 1,5 — 2,0). Objem ban¢k vzdy

odpovidal nejméné petindsobku objemu kultivaéniho média.
5.2.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Bunky kmentt CaWT, CapH a CgWT byly kultivovany podle kapitoly 5.2.2 v médiu
YNB-FP! s pridavkem 50 mM KCI, k buiikdm kmene CgpH byl do média navic ptidan
nourseotricin. 5 pl bunééné suspenze bylo pipetovano na podlozni skli¢ko a prekryto krycim
sklickem. Po naneseni imerzniho oleje byly vzorky pozorovany v mikroskopu Olympus
AX70 s digitalni kamerou DP70. Fotografie byly pofizeny pouzitim Nomarského kontrastu
a bunky exprimujici pHluorin byly fotografovany pii fluorescencni vizualizaci hranolem U-
MWB s excitaénim filtrem 450 — 480 nm. Fotografie byly upraveny v programech Gimp

a Inkscape.

5.2.4 Méreni kalibrac¢nich kfivek pro stanoveni vnitrobunééného pH

Stanoveni optimalni koncentrace digitoninu a doby inkubace bunék v jeho pritomnosti

pomoci vysevového testu

Inkubace buné€k v pfitomnosti digitoninu, plsobiciho €asteCnou permeabilizaci
cytoplazmatické membrany, byla pouzita pro kalibraci za ucelem vyrovnani pHia
(vnitrobunééného pH) bunék a pH pufri o znamych hodnotach. Vysevovy test slouzil
k nalezeni odpovidajici koncentrace digitoninu a doby jeho plisobeni, kterd buiky
permeabilizuje pouze ¢astecné a nedojde zaroven k nechténému uniku vnitrobunééného

obsahu vcetné pHluorinu do okolniho prostfedi.

Buitky kmenti CaWT, CapH a CgWT byly kultivovany v médiu YNB-FPH
s ptidavkem 50 mM KCI, buiky kmene CgpH navic s pfidavkem nourseotricinu,

do exponencialni faze rGstu na pozadované ODsoo (viz kapitola 5.2.2). Bunécné suspenze
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byly v centrifuganich zkumavkéach odstfedény (3 min, 4000 otacek/min, 25 °C),
supernatanty slity a buiiky resuspendovany v 10 ml PBS, pticemz tento postup byl znovu
zopakovan. Objem bunécné suspenze z kazdé zkumavky byl rovnomérné rozdélen do péti
konickych zkumavek. Do kazdé z nich bylo pfidano mnozstvi zasobniho roztoku digitoninu
odpovidajici pozadovanym findlnim koncentracim (0, 300 a 600 pg/ml digitoninu)

a inkubovano po dany ¢as (10 ¢i 15 min).

Po uplynuti doby inkubace byly zkumavky dvakrat po sobé centrifugovany
za stejnych podminek (viz vyse), pfiCemz poprvé byly resuspendovany ve 2 ml PBS, podruhé
ve 200 ul PBS. Koncentrované bunééné suspenze byly naneseny na pevna YPD média, kmen
CgpH na YPD médium s pfidavkem nourseotricinu, a pomoci sklenénych kulicek
rovnomérné vysety. Kontrola vysledku probihala po 24, 48 a 72 hodinach inkubace bunck

pii 30 °C.
Kalibrace

Buniky kmenti CaWT a CapH byly kultivovany (viz kapitola 5.2.2) v médiu YNB-
FPH do exponencialni faze ristu ODeoo = 0,4 — 0,6. Kvasinky C. glabrata byly kultivovany
v 6% vétsSim objemu nez kvasinky C. albicans. Kmen CgWT byl kultivovan v médiu YNB-
FPH a kmen CgpH v médiu YNB-FPH s ptidavkem nourseotricinu do exponencialni fize riistu
ODgoo = 1,5 (vyssi hodnoty ODgoo a objem kultivaéniho média u C. glabrata byl zvolen
na zakladé nedostatec¢né intenzity fluorescence CgpH oproti kontrolnimu CgWT po prvotnim
méfeni v readeru Cytation 3). Bunééné suspenze byly v centrifuga¢nich zkumavkach dvakrat
po sobé odsttedény (3 min, 4000 otacek/min, 25 °C), supernatanty slity a bunky
resuspendovany v 10 ml PBS. 1 ml buné¢né suspenze kmentt CaWT a CgWT byl odebran
za Ucelem odecteni autofluorescence bunck bez pritomnosti pHluorinu. Do zkumavek byl
pfidan digitonin v pozadované koncentraci. Po uplynuti potiebné doby inkubace byly
bunééné suspenze centrifugovany (3 min, 4000 oti¢ek/min, 0 °C). U kment
exprimujicich pHluorin byl odebran supernatant slouzici jako kontrola, zda tento
fluorescenéni protein neunikl z bunck do okoli. Zbyly tekuty podil byl slit a buiky
resuspendovany v 5 ml PBS, centrifugovany za stejnych podminek, supernatanty slity
a kvasinky resuspendovany v 1 ml PBS. Dale byla napipetovana 96 jamkova mikrotitra¢ni

desticka, pfi¢emz na kazdy druh kvasinky pfipadla jeji polovina, viz Obr. 6.
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1 2 3 4 5 6
A 5,64 100 ul 100 pl
B 6,05 supernatantu | suspenze
C 6,42 . zC pHs |C WT bez
90 pl kalibracniho pufru + | digitoninem | digitoninu
D 6,59 “x
o " 10 pl bunécné suspenze
- 7,01 C pH s digitoninem 90 ul PBS + 10 ul
: bunééné suspenze C WT
G 7,22 s digitoninem
H 7,63

Obr. 6: Polovina 96 jamkové mikrotitracni desticky pro méfeni kalibracnich kiivek zavislosti
intenzity fluorescence na pHin, popsano obecné pro oba kvasinkové druhy (za C 1ze doplnit jak Ca,
tak Cg). Sloupce 1 — 4 obsahuji 4 totozné paralely v kazdém tadku, kdy je do kazdé jamky ptidano
90 ul pufru o dané hodnoté pH a 10 ul bunééné suspenze kmene exprimujiciho pHluorin. Jamky 5A
— 5D obsahuji 100 pl supernatantu odebrané¢ho po inkubaci bunék s digitoninem. Jamky 6A — 6D
obsahuji 100 pl bunééné suspenze kmene neexprimujiciho pHluorin v PBS, tyto buniky nepodstoupily
inkubaci s digitoninem. V jamkach SE — 5SH a 6E — 6H bylo do 90 ul PBS piidano 10 ul bunééné
suspenze kmene neexprimujiciho pHluorin slouzici k odecteni autofluorescence bunék bez pHluorinu

C WT (blank).

Po desetiminutové inkubaci pro vyrovnani hodnot pHi, s pH pufrt pfi laboratorni
teploté byla zméfena intenzita emitované fluorescence v readeru Cytation 3 se softwarem
Gen5 verze 3.02 pfi vinové délce 508 nm po excitaci zafenim o vlnovych délkach
395 a 475 nm (Izo5 a ls75). Z 8 jamek pro C WT (blank) byl vytvofen primér vyslednych
intenzit v obou hodnotach (2395wt @ @la75wt). V piislusné intenzit¢ byl dany primér odecten
od kazdé hodnoty C pH v sloupcich 1 — 4 (I395pH-2I395wt @ 1395pH-21475wt). Pro kazdou jamku
byl spocten odpovidajici pomér intenzit R395/475, a tyto hodnoty pro kazdy fadek odpovidajici
dané hodnoté pH zprimérovany (@R395/475). Vyslednych 8 hodnot bylo vyneseno do grafu
pro kalibracni ktfivku s hodnotami pH pufri na ose x a pomérl intenzit na ose y.

Polynomickou regresi tfetiho stupné v MS Excel 2010 byla ziskéana kalibra¢ni kiivka.

Tento postup byl proveden celkem ctytikrat pro druh C. albicans a Sestkrat pro druh
C. glabrata. Z vyslednych hodnot pro kazdy druh byly ziskdny primérné hodnoty urcujici

finalni kalibracni kfivku a jeji rovnici.
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5.2.5 Meéreni vnitrobunécného pH
Vliv sloZeni média

Pro méfeni vlivu slozeni kultiva¢nich médii na hodnotu vnitrobunééného pH
u jednotlivych kmenti byly kmeny CaWT, CapH, CapHcnhlIA, CgK, CgpH, CgpHirkiAl
a CgpHtrklA2 kultivovany v médiich YNBPH a YNB-FPH obsahujici jako zdroj dusiku L-
prolin, nebo siran amonny (viz 5.2.2). Ob& varianty média YNB-FP! pro kultivaci v§ech
kmeni C. albicans obsahovaly 10 mM KCI. U druhu C. glabrata byl do vSech médii ptidan
KCl v koncentraci 100 mM a také nourseotricin s vyjimkou kmene CgWT. Slozeni

jednotlivych médii uvadi Tab. 7.

Tab. 7: SloZeni jednotlivych kultiva¢nich médii pouzivanych pro méteni vnitrobunééného pH

YNB-FPH YNB-FPH YNBPH YNBPH
prolin NH4" prolin NH4"
CaWT, CapH, CapHcnhlIA 10 mM KC1 -
CgWT 100 mM KCl
CgK, CgpHtrkIAl, .
CopHirkIA2 100 mM KCI + 200 pg/l nourseotricin

Po dosazZeni cilovych hodnot ODeoo byly jednotlivé bunécné suspenze pipetovany
do mikrotitra¢ni desticky v objemu 100 pl na jamku, vzdy 2 sloupce po 8 jamkach pro danou
variantu. Pro celou desticku byla totozn¢ s méfenim kalibracni kiivky (5.2.4) v readeru
Cytation 3 zméfena intenzita emitované fluorescence. Pro kazdou jamku byl ziskan
odpovidajici pomér intenzit R39s/475, tyto poméry byly zprimérovany a z rovnice kalibra¢ni
kiivky byla vypoctena odpovidajici hodnota pH. Tento postup byl osmkrat zopakovan
pro C. albicans a tiikrat pro C. glabrata a vysledné hodnoty byly ziskany jako primeér

jednotlivych méfteni.
Vliv antimykotik

Pro métfeni zmén vnitrobunééného pH kvasinkovych bun€k po jejich vystaveni

plsobeni antimykotik bylo zvoleno médium YNB-FP! prolin a byla zvolena nasledujici $kéla
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1é¢iv, obsahujici Siroce pouzivané zastupce danych skupin s riznymi mechanismy ucinku,

zminéné v kapitole 3.2:

Flukonazol — triazolova antimykotika
Klotrimazol — imidazolova antimykotika
Amfotericin B — polyeny

Terbinafin — allylaminy

Buiikky byly kultivovany v pfitomnosti flukonazolu, terbinafinu a klotrimazolu
az do dosazeni cilové hodnoty ODeoo (viz 5.2.2). Poté byly jednotlivé bunécné suspenze
nanaseny po sloupcich do mikrotitra¢ni desticky v objemu 100 pl na jamku. V ptipadé
okamzitych pfidavkd antimykotik byla dand latka pfidavana v pozadované koncentraci
do jamek s pfedem napipetovanymi buiikami vzdy 6 minut pfed zmétfenim, v piipadé
rozpoustédel pak ve stejném objemu (pl) jako odpovidajici roztok antimykotika. Pro kazdy

kmen se pak jednalo o nasledujici varianty:

Kultivace v médiu bez ptidanych antimykotik
Kultivace s flukonazolem

Okam?zity piidavek flukonazolu

Okamzity pridavek fyziologického roztoku
Okamzity ptidavek amfotericinu B

Okam?zity piidavek DMSO

Kultivace s terbinafinem

Okamzity pridavek terbinafinu

Kultivace s klotrimazolem

Okam?zity piidavek klotrimazolu

Okam?zity piidavek etanolu pro UV spektroskopii

Vysledky byly naméfeny v readeru Cytation 3 a zpracovany stejné jako u méfeni

vlivu slozeni média.
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5.2.6 Kapkové testy

Kapkové testy byly provadény za ucelem porovnani citlivosti jednotlivych kment
k antimykotikiim a uréeni minimalnich inhibi¢nich koncentraci. Kultivace kment probihala
na pevném médiu YNB-FP" prolin s pfidavkem draselnych iontd (10 mM KCI pro druh
C. albicans, 100 mM KCI pro druh C. glabrata) a odpovidajiciho mnozstvi roztoku

antimykotika.

Bunécéné suspenze kultivované dle bodu 5.2.2., byly nafedény na hodnotu ODsoo = 1
a pipetovany do 96 jamkové mikrotitracni desticky v objemu 165 pl na jamku, a to pod sebe

do sloupce, aby kazdému kmeni odpovidal jeden tadek, viz Obr. 7.

1 2 3 4 5
CaWT
CapH |
CapHcenhlA bt?lséfl:vltlé 135 pl vody | 135 pul vody | 135 pl vody | 135 pl vody
CgK suspenze +15ulze | +15ulze | +15ulze | +15ulze
CgpH ODgoo = 1 sloupce 1 sloupce 2 sloupce 3 sloupce 4
CgpHitrklAl
CgpHitrk1A2

Obr. 7: Schéma fedéni bunck v mikrotitracni destice pro kapkovy test.

V jamkéch dalSich 4 sloupct byly destilovanou vodou natfedény tyto bunééné
suspenze vzdy v poméru 1:10 oproti sloupci predchozimu. Kazdému kmeni tak v desticce
pripadl jeden fadek s klesajici koncentraci bungk v fadé od ODeoo = 1 do 1 x 10*. Téchto
5 suspenzi bylo nésledné sterilné pfeneseno pomoci aplikatoru Replica plater na ptipravené
YNB-FP! prolin agarové misky v podobé& kapek. Po zaschnuti byly misky inkubovéany
pti 30 °C a pravidelné fotograficky dokumentovany pomoci fotoaparatu PC1210 DC7 Canon
po 24 hodindch do stavu, kdy nebyly pozorovany rozdily dvou po sobé jdoucich foceni,

ve vétSing piipadi po dobu 5 dni. Obrazky byly zpracovany v programech Gimp a Inkscape.
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5.3 Statisticka analyza

Pfed vypocty jednotlivych primérnych hodnot byly zjednotlivych souborti dat
vytazeny odlehlé vysledky vyznamné zvysSujici smérodatnou odchylku (hrubé chyby
meéfeni). Aritmetické priméry a smérodatné odchylky byly vypocteny v programu MS Excel.
Pro dalsi statistické zpracovani dat byl vyuzit program SigmaPlot 13.0 (t-test, ANOVA
a nasledny Holm-Sidakv test).
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6. Vysledky

6.1 Ovéreni fluorescence exprimovaného pHluorinu

Spravna exprese pHluorinu byla u jednotlivych kment ovéfena a zdokumentovana
pomoci fluorescen¢niho mikroskopu viz Obr. 8. Na zékladé viditelné fluorescence u bunck
kmenit CapH a CgpH byla potvrzena exprese pHluorinu v cytosolu, pficemz vakuoly
zustavaji ztmavené. U kmeni CaWT a CgWT nebyla po excitaci zafenim pozorovana
fluorescence (fotograficky nedokumentovano). Pro pozorovani morfologie bun¢k bylo

vyuzito Nomarského kontrastu.

b)

d)

Obr. 8: Mikroskopické snimky jednotlivych kmena C. albicans a C. glabrata: a) CapH, b) CaWT,
¢) CgpH, d) CgWT s viditelnou fluorescenci lokalizovanou v cytosolu u kmenti exprimujicich

pHluorin (vlevo). Vpravo snimky bunék potizenych pomoci Nomarského kontrastu. Métitko: 5 um.
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6.2 Konstrukce kalibracni krivky
6.2.1 Stanoveni optimalnich podminek inkubace bunék s digitoninem

Pted métfenim kalibracnich kiivek byl proveden vysevovy test u bunék, které byly
inkubovany v pfitomnosti digitoninu a byla sledovana schopnost ristu téchto bunck
v porovnani s kontrolnimi bunikami, které nepodstoupily inkubaci s digitoninem. Testované
koncentrace a doby ptlisobeni digitoninu byly odvozeny od podminek uvedenych v publikaci
(Llopis-Torregrosa et al. 2016), v niz byly buiky inkubovany s digitoninem v koncentraci
600 pg/ml po dobu 15 minut. Ani v jedné ze ¢tyf testovanych variant (300 a 600 pg/ml, ¢as
inkubace 10 a 15 minut) u zddného z kment C. albicans a C. glabrata nebyly pozorovany
narostlé kolonie v porovnani s pln¢ narostlou kontrolou. Pro samotné méteni kalibra¢nich
kiivek byla na zdkladé vysledku vysevového testu pro vSechny kmeny zvolena nejnizsi
anejSetrnéjSi z vySe uvedenych koncentraci digitoninu a nejkrat$i Cas inkubace, tedy

300 pg/ml digitoninu a inkubace 10 minut.

6.2.2 Zavislost fluorescencni odpovédi pHluorinu na vnitrobunééném pHi,

(kalibracni krivka)

Kontrola spravnosti prub¢hu inkubace bunék v piitomnosti digitoninu byla provedena
porovnanim intenzity fluorescence supernatantu odebraného od bunék kmenti CapH a CgpH
a intenzity fluorescence bunécnych suspenzi kmenti CaWT a CgWT (autofluorescence)
akmenlt CapH a CgpH (fluorescence pHluorinu) odpovidajiciho druhu. Intenzita
fluorescence supernatantu u Zadného z uvedenych kmenii nebyla vyss$i nez fluorescence
pfislusnych bunéénych suspenzi kmentit CaWT a CgWT. U kmene CapH byla intenzita
fluorescence mnohondsobné vétsi nez u kmene CaWT, pfi€emZ se zaroven v jednotlivych
tadcich sloupct 1 —4 (viz Obr. 6) na zaklad€ zvySujiciho se pH pufrli umérné zvySovala, coz
potvrdilo uspéSnost vyrovnani pHin na hodnotu pH pfisluSného kalibra¢niho pufru.
Pti prvnim pokusu o méfeni kalibrace nebyl pozorovan rozdil v intenzité fluorescence
bunécné suspenze kmene CgpH oproti kmeni CgWT. Nizk4 intenzita fluorescence v buiikach
C. glabrata byla zdivodnéna povahou exprese pHluorinu, kdy je gen pro tento fluorescen¢ni
protein ptitomny nikoliv v genomu jako u C. albicans, ale v plasmidu. Pro dal§i méteni byla

u druhu C. glabrata zvysena koncentrace bunck z ODgoo = 0,4 — 0,6 na ODgoo = 1,5 — 2,0.
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Kvasinky C. glabrata maji vnesen gen pro pHluorin na plasmidu, ktery obsahuje také
gen pro rezistenci k nourseotricinu. Pfitomnost nourseotricinu v kultivatnim médiu vytvari
selekéni tlak a dovoluje riist pouze kvasinkdm s timto plasmidem. Jelikoz méfeni pHin
probiha pfimo v kultivatnim médiu, bylo nutné ovéfit, zda nourseotricin neovlivituje
intenzitu naméfené fluorescence pHluorinu, napt. nevykazuje vlastni fluorescenci. Byly
zmé&feny a nasledné porovnany intenzity fluorescence u bunck kmene CgWT kultivovanych
vmédiu YNB a YNB s pfidanym nourseotricinem. Rozdily v intenzitich fluorescence

nebyly pozorovany, pfitomnost nourseotricinu v médiu tudiz namétené hodnoty neovliviuje.

Me¢fteni vnitrobunécného pHin pro urceni kalibra¢ni kiivky probihalo vzdy ve tfech
opakovanich. Zprimérovanim naméienych hodnot pomért intenzit fluorescence (R39s/475)
pro kazdou hodnotu pH a vynesenim téchto hodnot do grafu v MS Excel byly ziskany
kalibra¢ni kiivky (viz Obr. 9) a jejich rovnice.
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Obr. 9: Kalibra¢ni kiivky zavislosti poméru intenzit emitované fluorescence registrované na vinové
délce 508 nm pii excitaci zafenim s vinovymi délkami 395 a 475 nm (R39s475), na hodnoté
vnitrobunééného pHi,. Data jsou prezentovéna jako aritmetické praméry tii nezavislych
méteni = smérodatna odchylka. a) Kalibracni kiivka pro kvasinku C. albicans, b) kalibra¢ni ktivka

pro kvasinku C. glabrata.
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Pouzitim MS Excel byla vypoctena rovnice kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé druhy,

ato:
pro C. albicans: R395/475 = -0.0837pHin® + 1.9798pHin 2 - 14.175pHin + 32.505
pro C. glabrata: R395/475 = -0.1368pHin > + 2.9511pHin? - 20.197pHin + 45.211

Kalibraé¢ni kfivky pro oba druhy byly porovnany a byla vytvotrena vysledna kalibra¢ni
kfivka ze vzdjemné zprimérovanych hodnot (Obr. 10) a vypoctena univerzalni rovnice

kalibracni kiivky:

R395/475 = -0.1561pHin® + 3.353pHin? - 22.804pHin + 50.587
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Obr. 10: Vysledna kalibracni kiivka zavislosti poméru intenzit emitované fluorescence pHluorinu
pii excitaci zafenim s vinovymi délkami 395 a 475 nm (Rz9s475) na hodnoté vnitrobunécného pHin.

Data jsou prezentovana jako aritmetické praimeéry hodnot obou kandid + smérodatna odchylka.
6.3 Vliv sloZeni kultivaéniho média na pHi, kvasinek

Pii kultivaci bunék v médiich YNB-FP" prolin, YNB-FP? NH4", YNBP" prolin
a YNBPY NH4" bylo mozné na zakladé méfeni hodnot ODeoo vSech kmenidl pozorovat

nejrychlejsiho dosazeni cilovych hodnot ODgoo u bunék kultivovanych v médiu YNB-FP!
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s ptidavkem prolinu. Dalo by se usuzovat, ze testované kmeny C. albicans a C. glabrata
vykazuji rychlejsi rast v pfitomnosti organického zdroje dusiku, v tomto pifipad€ prolinu,

oproti anorganickému NHy4".
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Obr. 11: a) Vnitrobunééné pHin kvasinek C. albicans a vliv delece cnhlA na vnitrobunécné pHin
po kultivaci v médiich o rizném sloZeni a s riznym zdrojem dusiku: YNB-FP! prolin, YNB-FPH
NH,", YNBP" prolin a YNBP" NH,". Data jsou prezentovéana jako aritmetické priméry nezavislych
meéfeni £ smérodatnd odchylka (pro C. albicans n = 5, pro C. glabrata n = 3). Hvézdickami jsou
vyznaceny hladiny statistické vyznamnosti rozdili v pHix mezi tymiz kmeny kultivovanymi
v jednotlivych médiich. Signifikantni rozdil pHi, kmene kultivovaného v daném médiu vici témuz
kmeni kultivovanému v médiu YNBP! prolin (*), nebo v médiu YNB-F" prolin (*). b) Sledovani
vlivu delece trkIA na vnitrobunééné pHi, kvasinek C. glabrata po kultivaci v médiich s rtiznym
zdrojem dusiku: YNB-FP! prolin, YNB-F? NH,", YNBP" prolin a YNBP" NH,". Hvézdi¢kami jsou
vyznaceny signifikantni rozdily v pHi» mezi kmeny kultivovanymi v danych médiich vaci témuz
kmeni kultivovanému v médiu YNB-FP! prolin (*), nebo v médiu YNB-FP! NH," (*). Svorkou
je znazornén signifikantni rozdil ve vnitrobunééném pHi, kmend cnhlIA nebo trkiA2

vuéi prislusnému rodi¢ovskému kmeni. * nebo *, P < 0,05. ** nebo ** P <0,01; *** P <0,001.

Na zékladé¢ porovnani naméfenych hodnot na Obr. 1la je mozné konstatovat,
7e po kultivaci bun&k C. albicans v médiich s pfidavkem NH4" je dosaZzeno vyssiho
vnitrobunééného pHin oproti odpovidajicimu médiu s pfidavkem prolinu. U média YNB-FP!
je tento rozdil viditelny pfedevs§im u kmene CapH, kde se jedna o staticky vyznamny rozdil
(P <0,05; znazornény *). U média YNBPY je tento rozdil statisticky vyznamny pro oba

kmeny (P < 0,05; znazornény *).
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Hodnoty vnitrobunééného pHin bunék C. albicans, kultivovanych v jednotlivych
variantdich médii YNB-FP" a YNBPY se shodnym zdrojem dusiku vGci sob& navzijem

signifikantni rozdily ani u jednoho kmene nevykazuji.

Naméiené hodnoty pHin obou kment C. albicans po kultivaci v médiu YNB-FPH
NH;" byly statisticky vyznamné vyssi (P <0,05; znazornéno *) oproti pHin bun&k

kultivovanych v médiu YNBPH prolin.

Nepritomnost transportéru Cnhl u kmene CapHcrnhlA vykazuje v riznych médiich
rozdilny vliv na hodnotu pHin (Obr. 11a). Po kultivaci bunék v médiu YNB-FP! prolin bylo
naméfeno signifikantné¢ vys$i pHin (P <0,05; znazornéno *) u kmene CapHcnhlA
v porovnani s kmenem CapH. V tomtéz médiu (YNB-FPY) s anorganickym zdrojem dusiku
viak nebyl pozorovan Zadny rozdil. U média YNBP! byly hodnoty pHin u obou kment
v piipad¢ varianty obsahujici prolin vyrovnané, u varianty s amonnymi ionty byly hodnoty
pHin u kmene CapHcenhlIA nizsi oproti kmeni CapH, avSak bez statistické vyznamnosti.
Tento trend se tedy méni v zavislosti na pouzittm médiu a vliv delece cnhiA

na vnitrobunééné pHin neni prokazatelny.

Pro zpracovani vysledkii a porovnani vlivu delece pftislusného transportéru
na hodnoty vnitrobunécného pHi, u kmenti C. glabrata v riiznych kultiva¢nich podminkach
byl z obou klonli kmene #k/A na zékladé€ stabilngjSich namétenych hodnot pro vSechny
experimenty vybran klon 2. Z Obr. 11b je zfejmé, Ze bunky kmene CgpH kultivované
v médiich s pfidavkem NH4" dosahuji v obou médiich vyssiho vnitrobunééného pHin oproti
odpovidajicimu médiu s pfidavkem prolinu, pficemz se vSak nejednd o rozdily statisticky

signifikantni. U kmene CgpH#rklA?2 tento trend nebyl pozorovan.

Hodnoty pHin bun&k CgpH po kultivaci v médiich YNB-FPH a YNBPH s timtéz zdrojem
dusiku byly vradmci chyby méfeni shodné. Ani mezi hodnotami pHi, bunék CgpH
kultivovanych v ostatnich médiich nebyl naméfen signifikantni rozdil. Kmen CgpHtrklA2
vykazoval pro oba zdroje dusiku v médiu YNBP! vyssi hodnoty pHin v porovnani s médiem
YNB-FPH| pii¢emZ vii¢i obéma variantim média YNB-FP! byly naméteny signifikantni
rozdily, jak v médiu YNBPH prolin (P < 0,01; znageno ** a **), tak i v médiu YNBPH NH4"
(P <0,05; znaceno * a *), viz Obr. 11b.
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Delece trkiA omezi vstup draselnych iont do buiiky, pficemz tento zpomaleny tok
K" musi byt kompenzovan H'-ATP4zou a projevi se na mnoZstvi protond uvnitf buiky, tudiz
1 vnitrobunécném pHin. U kmene CgpHtrkIA2 bylo ve vSech médiich naméteno nizsi pHin
v porovnani s kmenem CgpH, rozdily byly signifikantni pti kultivaci bun¢k v médiich YNB-
FP! prolin (P < 0,001; znadeno *** nad svorkou), YNB-FP!! NH4" (P < 0,01; znadeno **

nad svorkou) a YNBPY NH4* (P < 0,05; znaceno * nad svorkou), viz Obr. 11b.

Porovnanim namétenych hodnot pHin pro obé kandidy (viz Obr. 11) bylo mozné
konstatovat, ze po kultivaci ve vSech médiich ma C. albicans vysledné pHin vySsi

nez C. glabrata.
6.4 Vliv pusobeni antimykotik na vnitrobunééné pHi,

Pro urceni vlivu plisobeni antimykotik na vnitrobunééné pHi, kvasinek bylo nejprve
zapotiebi nalézt vhodnou koncentraci antimykotika, ktera neni pro bunky smrtici. Kapkové
testy poslouzily k uréeni takové koncentrace antimykotika, ktera ovlivni rist bun¢k jen mirné
a bunky jsou v pfitomnosti takovéto koncentrace antimykotika jesté¢ schopné rast. Findlni
koncentrace byly pro kazdou kandidu zvoleny individualné a jsou uvedené vzdy v ptislusné

kapitole.

Z jednotlivych kapkovych testli je u vSech 1é¢iv patrna vyssi odolnost bunék druhu
C. glabrata ve srovnani s druhem C. albicans, coz znamenalo také vyssi zvolené koncentrace

pouzivané pro méfeni vnitrobunééného pHin.

Pro vSechny kapkové testy a méfeni vnitrobunééného pHin bylo zvoleno médium
YNB-FP! prolin, do kterého byl pfiddvan KCI v koncentracich 10 mM, nebo 100 mM
(koncentrace uvedeny vzdy v pfisluSné kapitole). Do kultivaénich médii kvasinky

C. glabrata byl navic pfidavan nourseotricin (200 pg/ml).
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6.4.1 Flukonazol

Flukonazol
0 pg/ml 0,5 png/ml 2 ng/ml 20 pg/ml 100 pg/ml
CaWT @
CapH
CapHcnhlIA

Obr. 12: Vliv flukonazolu na rast kvasinky C. albicans v médiu obsahujicim 10 mM KCl,

fotografovano 2. den kultivace pti 30 °C.

Z kapkovych testi na Obr. 12 je viditelny zhorSujici se rast bunék v zavislosti
na zvySujici se koncentraci flukonazolu. Delece cnh/A nema na rist kvasinky C. albicans
v pritomnosti flukonazolu vliv. Na zakladé¢ kapkového testu byla zvolena koncentrace

flukonazolu pro dalsi experimenty u C. albicans 2 pg/ml.

Flukonazol
a) 0 pg/ml 2 ng/ml 10 pg/ml 20 pg/ml 100 pg/ml
CgWT
CgpH
CgpHtrkiAl
CgpHtrk1A2
b) 0 png/ml 2 pg/ml 10 pg/ml 20 png/ml 100 pg/ml
CgWT
CgpH
CgpHirklAl
CegpHtrkkl A2

Obr. 13: Vliv flukonazolu na rtst kvasinek C. glabrata v médiu obsahujicim a) 10 mM KClI,
b) 100 mM KCIl. Kapkovy test byl vyfotografovan 2. den kultivace pti 30 °C.

Na Obr. 13 je znazornéna zavislost ristu druhu C. glabrata na koncentraci
flukonazolu pti raznych koncentracich KCI. Na Obr. 13a je patrné neschopnost ristu kmenti
s deleci trkIA v pritomnosti nizké koncentrace KCIl (10 mM) v porovnani s koncentraci
100 mM (Obr. 13b), kde je schopnost ristu téchto kmenti srovnatelnd s kmeny CgWT

a CgpH. Pii vysSich koncentracich flukonazolu se schopnost rGstu kment s deleci trklA

56



1 pfes nizké koncentrace draselnych iontli mirn¢ zlepSuje (viz Obr. 13a). Také rGst kmenil
CgWT a CgpH je v ptitomnosti 100 pg/ml flukonazolu a 10 mM KCI vydatngjsi nez pii 10x
vys$i koncentraci KCl. Z kapkovych testli byla zvolena koncentrace 20 pg/ml flukonazolu

pro méieni vlivu tohoto antimykotika na vnitrobunééné pHin C. glabrata.

a) b)
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Obr. 14: Vliv inkubace bunék v ptitomnosti flukonazolu (Flu), okamzitého ptidavku flukonazolu
(Flu*) a okamzitého ptidavku fyziologického roztoku (Fyz) na vnitrobunécné pHi, v porovnani
s kontrolou (-) kultivovanou v ¢istém médiu u druhu: a) C. albicans, b) C. glabrata. a) Bunky
C. albicans byly kultivované v médiu s 10 mM KCI. Koncentrace flukonazolu byla 2 pg/ml. b) Bunky
C. glabrata byly kultivované v médiu se 100 mM KCI. Koncentrace flukonazolu byla 20 pg/ml.
Fyziologicky roztok byl v obou piipadech pfidavan v objemu shodném s objemem piidavaného
flukonazolu. Data jsou prezentovana jako aritmetické priméry tii nezavislych méteni + smérodatna
odchylka. Hvézdi¢kami nad svorkou jsou vyznaceny hladiny statistické vyznamnosti rozdilti v pHin

mezi jednotlivymi kmeny za stejnych podminek, ** P < 0,01.

Z namé&tenych hodnot pHin bunék vystavenych uvedenym podminkam (viz Obr. 14a)
nejsou u jednotlivych kmenti druhu C. albicans pozorovany zadné rozdily. Kmen s deleci
cnhlA v porovnani s kmenem CapH vykazuje mirn€ vyssi hodnoty pHin. Tyto rozdily vSak

nejsou statisticky signifikantni.

Na Obr. 14b je u druhu C. glabrata pro kmen CgpH patrny mirny pokles v hodnotach
pHin po pfidani flukonazolu, avSak nejvétSi vliv na pHin bun€k mél okamzity ptidavek
samotného fyziologického roztoku. U kmene s deleci #k/A jsou hodnoty pHin po plisobeni
flukonazolu 1 fyziologického roztoku srovnatelné s kontrolou. Hodnoty pHi, se navzajem

u obou kment: signifikantné 1i$i a kmen CgpHtrklA2 vykazuje hodnoty pHin niZ8i nez kmen
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CgpH, a to s hladinou statistické vyznamnosti pro vSechny uvedené podminky P < 0,01

(znazornéno ** nad svorkou).

6.4.2 Klotrimazol

Klotrimazol

20 uM

Obr. 15: Vliv klotrimazolu na rtst kvasinky C. albicans v médiu s pfidanym 10 mM KCI. Kapkovy
test byl vyfotografovan 3. den kultivace pii 30 °C.

Se zvysujici se koncentraci klotrimazolu je z kapkovych testli na Obr. 15 patrny
pokles rastu bun€k vSech kment kvasinky C. albicans. Kmen CapHcnhlA vykazuje mirné
zlepsenou schopnost rastu pii vySSich koncentracich klotrimazolu, kterd je patrna
u koncentraci 10 a 20 uM. Na zdklad¢ kapkového testu byl zvolen 20 uM klotrimazol

pro méfeni vlivu tohoto antimykotika na vnitrobunécné pHin kvasinek C. albicans.

Klotrimazol

10 pM 30 uM

CgWT
CgpH
CgpHtrkl Al
CgpHirklA2

Y
3. den

Obr. 16: Vliv klotrimazolu na rtst bunék C. glabrata. Médium obsahovalo ptidavek 100 mM KCl.

Na Obr. 16 je viditelny pokles ristu bunék vSech kmeni kvasinky C. glabrata
v zavislosti na rostouci koncentraci klotrimazolu, pficemz delece #k/A u kmenl
CgpHtrkIA1 a CgpHtrkIA2 zplsobuje zvySenou citlivost vi¢i vySSim koncentracim
antimykotika, kterd je patrnd od koncentrace 20 puM. Pro stanoveni vlivu klotrimazolu
na pHin kvasinek C. glabrata byla na zdkladé kapkového testu zvolena koncentrace

klotrimazolu 30 uM.
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Klotrimazol
20 uM

CgWT
CgpH
CgpHirklAl
CgpHirkl A2

10 mM KCl 100 mM KC

Obr. 17: Kapkovy test zachycujici vliv koncentrace KCI v pfitomnosti 20 uM klotrimazolu na rist

druhu C. glabrata. Snimky byly potizeny 3. den kultivace pii 30 °C.

Na Obr. 17 je porovnan rist bunék v ptitomnosti klotrimazolu o koncentraci 20 uM

A4

a riznych koncentracich draselnych kationtii. Vyssi koncentrace KCI napomaha rastu bunék

vSech kment, pricemz delece trkIA zvySuje citlivost kment vici klotrimazolu v obou

koncentracich KCI.
Klotrimazol
20 uM
0 uM : !

CgWT

CgpH

CepHirklAl

CepHirk1A2

3. den 1. den 2. den 3. den 5. den

Obr. 18: Casovy vyvoj rastu bundk C. glabrata v piitomnosti 20 pM klotrimazolu. Médium
obsahovalo 100 mM KCI.

Srovnani miry nardstu kmeni pfi stejné koncentraci klotrimazolu v ¢ase na Obr. 18
ukazuje, Ze 1 pfes pocatecni inhibici ristu bunek (1. den) je u vS§ech kmenti viditelny postupny
nariist od 2. az po 5. den kultivace, kdy dosahnou jednotlivé kolonie velikosti, ktera je

srovnatelnd s velikosti kolonii na kontrolni misce jiZ po 3 dnech kultivace.
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Obr. 19: Vliv inkubace bunék v piitomnosti klotrimazolu (Klot), okamzitého piidavku klotrimazolu

(Klot*) a okamzitého ptidavku etanolu (EtOH UV) na vnitrobuné¢né pHi, v porovnani s kontrolou
kultivovanou v Cistém médiu u druhu: a) C. albicans, b) C. glabrata. a) Bunky C. albicans byly
kultivované v médiu s 10 mM KCI. Koncentrace klotrimazolu byla 20 uM. b) Bunky C. glabrata
byly kultivované v médiu se 100 mM KCI. Koncentrace klotrimazolu byla 30 uM. Etanol byl v obou
ptipadech ptidavan v objemu shodném s objemem ptidavaného klotrimazolu. Data jsou prezentovana
jako aritmetické pruméry tii nezavislych meéfeni + smérodatnd odchylka. HvézdiCkami jsou
vyznaceny hladiny statistické vyznamnosti rozdili v pHix daného kmene vystavenému vlivu
ptislusnych podminek * viici kontrole, * vi¢i rozpoustédlu. * nad svorkou znaci signifikantni rozdily

mezi kmeny pfi stejnych podminkach, * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.

Na Obr. 19aje u bunék C. albicans kultivovanych v ptitomnosti klotrimazolu i bun¢k,
k nimZ byl klotrimazol, poptipadé¢ etanol, pfidan bezprosttedné pred méfenim patrny pokles
hodnot pHin v porovnani s kontrolou, pfi¢emz nejvétsi vliv je viditelny u okamzitého
ptidavku klotrimazolu. Hodnoty pHin kmene CapH po okamzitém piidavku klotrimazolu
vykazovaly statisticky signifikantni rozdily vi¢i odpovidajici kontrole (P < 0,001;
znazornéno ***) i vii¢i hodnotdm pHin bunék po okamzitém pifidavku samotného etanolu,
vnémz byl klotrimazol rozpustén (P < 0,001; znazornéno ***). Kmen CapHcnhiIA
vykazoval signifikantni rozdily jen viici kontrole (P < 0,001; zndzornéno ***). Zaroven je
viditelny signifikantni pokles pHin obou kmenti po ptidani etanolu v porovnani s kontrolnimi
bunikami, kdy pro kmen CapH se jednd o hodnotu P < 0,05 (zndzornéno *) a pro kmen

CapHcnhlIA o hodnotu P < 0,001 (zndzornéno **%*).
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Obr. 19b zndzoriiuje pokles hodnot pHin bunék C. glabrata kultivovanych
s klotrimazolem a také bun€k, k nimz byl klotrimazol ¢i etanol pfidan az pfed samotnym
méienim pHin v porovnani s kontrolnimi buikami. U kmene CgpH je tento rozdil statisticky
vyznamny pro kultivaci s klotrimazolem (P < 0,05; zndzornéno *) i pro okamzity piidavek
klotrimazolu (P <0,001; znazornéno ***) a etanolu (P < 0,001; zndzornéno ***). Vliv delece
trkIA na hodnoty pHi, v porovnani s kmenem CgpH byl krom¢ kontroly pozorovan u bunék
kultivovanych v pfitomnosti klotrimazolu s vyznamnosti (P <0,05; znazornéno *).

V ostatnich podminkéch byla namétena hodnota pHi, srovnatelna s kmenem CgpH.

6.4.3 Amfotericin B

Amfotericin B

a) 0,05 nM 0,1 uM

CaWT

CapH

CapHcnhlA
b)

CaWT

CapH

CapHcnhlA

Obr. 20: Vliv amfotericinu B na rast bun€k C. albicans v médiu obsahujicim 10 mM KCI. Kapkovy
test byl fotografovan a) 1. den, b) 2. den kultivace pti 30 °C.

Na kapkovych testech na Obr. 20 Ize porovnat rist bunék jednotlivych kment
C. albicans v zavislosti na rostouci koncentraci amfotericinu B v ¢ase. Vys§i koncentrace
antimykotika inhibuji rist bunék vSech kmenl. Po uplynuti 24 h kultivace s 0,1 uM
amfotericinem B nebyly patrné kolonie u zaddného z kmend. Po 48 hodinach vSak mtizeme
pozorovat silny nartst kolonii vSech kmenti. Amfotericin B prodluzuje identicky lag fazi
vSech testovanych kment C. albicans, tudiz delece cnhIA nemé vliv na schopnost rlstu
v pfitomnosti amfotericinu B. Na zéklad¢ kapkovych testll byla pro méfeni vnitrobunééného

pHin C. albicans zvolena 0,1 uM koncentrace amfotericinu B.
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Amfotericin B

a) 0 uM 0,1 M 0.2 M 0,3 uM

CgWT
CgpH
CgpHtrk1Al
CgpHitrk1A2

b)

CgWT
CegpH
CegpHirklAl
CgpHitrkl1A2

Obr. 21: Vliv ptitomnosti amfotericinu B na rtst bunek C. glabrata v médiich s riznym obsahem

KCl: a) 10 mM KCI, b) 100 mM KCI.

Na Obr. 21 Ize na kontrolnich miskach pozorovat snizenou schopnost riistu kmenti
C. glabrata s deleci trkIA na médiu s 10 mM KCI (Obr. 21a). Tato schopnost se vSak
v pritomnosti amfotericinu B znovu objevuje a u koncentrace 0,3 uM amfotericinu B je
v tomto typu média dokonce vétsi, nez u téze koncentrace antimykotika v médiu se 100 mM
KCI. Obdobny jev byl pozorovan také u kmenit CgWT a CgpH. Porovnanim jednotlivych
kment pfi vySSich koncentracich draselnych kationtl nebyl pozorovan vliv delece trkIA
na odolnost vii¢i amfotericinu B oproti ostatnim kmeniim a rist vSech kment se s rostouci
koncentraci antimykotika zhorSuje. Casteény nartst kolonii lze pozorovat 5. den
v ptitomnosti 0,5 uM amfotericinu B. Pro méfeni vnitrobunécného pHin C. glabrata byla

zvolena 0,3 uM koncentrace amfotericinu B.
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Obr. 22: VIiv okamzitého pridavku amfotericinu B (Amf*) a dimetylsulfoxidu (DMSO)
na vnitrobunééné pHi, v porovnani s kontrolou u druhu: a) C. albicans, bunky byly kultivované
vmédiu s 10 mM KCI. Koncentrace amfotericinu B byla 0,1 uM; b) C. glabrata, bunky byly
kultivované v médiu se 100 mM KCI. Koncentrace amfotericinu B byla 0,3 uM. DMSO byl v obou
pfipadech piidavan v objemu shodném s objemem ptidavaného amfotericinu B. Data jsou
prezentovana jako aritmetické praméry tfi nezavislych métfeni + smérodatna odchylka. Hvézdickami
jsou vyznaceny hladiny statistické vyznamnosti rozdilti v pHin odpovidajiciho kmene vystavenému
vlivu danych podminek * viici kontrole, * nad svorkou porovnany pfislusné¢ kmeny vici sobé,

* P <0,05; ** P<0,01; *** P <0,001.

Na Obr. 22a mizeme pozorovat signifikantni pokles hodnot pHin po piidavku
amfotericinu B u obou kment C. albicans, CapH (P <0,001; zndzornéno ***) a CapHcnhlA
(P <0,001; zndzornéno ***). Stejné signifikantni pokles hodnot je u obou kmenii pozorovan
také po pfidavku samotného rozpoustédla (P < 0,001; zndzornéno ***). Ve vSech
podminkach méa kmen CapHcnhlA vyssi pHin nez kmen CapH, tyto rozdily vSak nejsou

statisticky vyznamné.

Ptidavek amfotericinu B ma statisticky vyznamny vliv (P < 0,01; zndzornéno **)
na pokles pHin kmene CgpH (Obr. 22b). Ke sniZzeni hodnot pHi» kmene CgpH dochazi
1 v pripadé ptidavku samotného DMSO (P < 0,05; zndzornéno *). Na rozdil od kmene CgpH
mutantni kmen bez transportéru Trkl nevykazuje vyznamné rozdilné hodnoty v pHia

po ptidani amfotericinu B ¢i DMSO oproti kontrole.
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6.4.4 Terbinafin

Terbinafin

10 pM 50 uM

Obr. 23: Vliv terbinafinu na rist bunék C. albicans v médiu obsahujicim 10 mM KCI. Kapkovy test
byl vyfotografovan po 2 dnech kultivace pti 30 °C.

Z kapkovych testll na Obr. 23 je patrnd inhibice riistu buné€k v zavislosti na rostouci
koncentraci terbinafinu. Kmen s deleci cnhlA vykazuje pii koncentraci terbinafinu 50 pM
lehce zvysSenou toleranci a lepsi schopnost ristu ve srovnani s divokym kmenem. Na zakladé

kapkového testu byla zvolena 5 uM koncentrace terbinafinu pro méteni pHin C. albicans.

Terbinafin
10 uM
CegWT
CgpH
CgpHtrkIAl
CegpHtrkl A2

Obr. 24: Vliv pritomnosti terbinafinu na rist bunék C. glabrata v médiu se 100 mM KCI. Snimky
kapkového testu byly potizeny po 2 dnech kultivace pii 30 °C.

Delece trkiA neméla vliv na citlivost bunék C. glabrata vici terbinafinu (Obr. 24).

Pro méteni vnitrobunééného pHin C. glabrata byla zvolena 10 uM koncentrace terbinafinu.
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Obr. 25: Vliv kultivace v pfitomnosti terbinafinu (Terb) a okamzitého ptidavku terbinafinu (Terb*)
na vnitrobunééné pHi, v porovnani s kontrolou kultivovanou v ¢istém médiu u druhu: a) C. albicans,
buiiky byly kultivované v médiu s 10 mM KCI. Koncentrace terbinafinu byla 5 uM; b) C. glabrata,
bunky byly kultivované v médiu se 100 mM KCI. Koncentrace terbinafinu byla 10 uM. Data jsou
prezentovana jako aritmetické primeéry tii nezavislych méfeni + smérodatna odchylka. Hvézdickami
(**) je vyznacen statisticky vyznamny rozdil v pHi, odpovidajiciho kmene vystaveného vlivu danych
podminek vuéi kontrole, ** nad svorkou znac¢i porovnani kment ve stejnych podminkach viici sobg,

# P <0,0l.

Na Obr. 25a je u obou kmenl C. albicans mozné pozorovat mirné zvysSeni pHin
po kultivaci v pfitomnosti terbinafinu a naopak mirny pokles pHin po okamzitém piidavku
terbinafinu, pficemz zadny z téchto rozdilli neni statisticky signifikantni. Delece cnhlA
zpusobila ve vSech podminkach mirné zvySené pHin oproti kmenu CapH, nejedna se vSak

o statisticky vyznamné hodnoty.

U kmene CgpH (viz Obr. 25b) je mozné jak pii kultivaci s terbinafinem, tak pii jeho
bezprostfednim piidanim pfed méfenim pHin pozorovat pokles hodnot pHi,, ktery je
statisticky vyznamny zejména v piipadé¢ okamzitého pifidavku terbinafinu (P < 0,01;
znaceno **). U kmene s deleci trk/A nejsou patrné rozdily v namétenych hodnotach pHin
pii kultivaci s terbinafinem, ani po jeho okamzZitém pfidani oproti kontrole. V porovnani
s kmenem CgpH vykazoval kmen CgpHtrklA2 niZsi hodnoty pHin ve vSech podminkach,
tyto rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné.
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7. Diskuse

Specifické enzymy a transportéry kvasinek lisici se ve struktuie a mechanismu od téch
hostitelovych natolik, Ze jsou pro buiiky patogent unikétni, jsou slibnym cilem budouci
antimykotické 1écby, kterd by diky vysoké specifité neovlivnila funkce hostitelovych bunck
a zamezila projevu nezadoucich ucinkt (Llopis-Torregrosa et al. 2019). Prikladem takového
cile by mohla byt inhibice pro kvasinky specifickych draselnych transportért, ktera
by omezila vstup téchto esencialnich ionti do bunék a vyustila ve Spatnou zivotaschopnost
nebo smrt bun¢k (Elicharova et al. 2016). Na zaklad¢ diivéjSich vyzkuml membranovych
transportérti a jejich funkci se predpoklada, ze C. glabrata obsahuje v cytoplazmatické
membrané pouze jeden druh specifického transportéru draselnych iontt, Trk1, ¢imz je jeho
ptitomnost pro Zivotaschopnost této kvasinky kriticka (Caro et al. 2019). Deleci ptislusného
genu pro tento transportér dochdzi ke snizené schopnosti ristu v limitujicich vnéjSich
koncentracich draselnych iontd (pod 100 mM KCI) (Llopis-Torregrosa et al. 2016). To
potvrdily i kapkové testy, kde nebyly kmeny s deleci #7kIA v porovnani s kontrolnimi kmeny
schopny rust pfi koncentracich 10 mM KCI (viz Obr. 13a). Pfi kultivaci v médiu s piidanym
100 mM KCI delece trkIA rust bunék neovliviiovala a tyto buiiky si byly schopny import
drasliku zajistit pomoci jinych nespecifickych transportnich systémt (viz Obr. 13b).
Kontrolni kmeny nevykazovaly rozdily v ristu mezi obéma pouzitymi koncentracemi KCI

a byly tak schopny se vnéj§im koncentracim téchto iontl 1épe ptizplsobit (viz Obr. 13).

Vliv delece transportéru trkIA mizeme u druhu C. glabrata pozorovat nejen v prostiedi
s nedostatkem draselnych ionti, ale také pfi dostateénych vnéjsich koncentracich K*, a to
diky kompetici s jinymi ionty o pfislusné transportéry. Bunky s deleci kI A vykazovaly pfi
nelimitnich vnéjsich koncentracich draselnych iontti (100 mM KCI) rozdily v rychlosti rastu
v zavislosti na pouzitém zdroji dusiku v kultivaénich médiich. Méfeni hodnot ODeoo
potvrdilo vliv pouzitého zdroje dusiku, kdy cilovych hodnot ODsoo dosahovaly diive bunky
kultivované v médiu s prolinem v porovnani s buitkami kultivovanymi v médiu s obsahem
siranu amonného (viz kapitola 6.3), nebot’ draselné ionty jsou pii nelimitnich vné&jSich
koncentracich importovany do bunék pomoci nespecifického transportéru, ktery slouzi
primarné pro transport ionti amonnych (Llopis-Torregrosa et al. 2016). Pti vysSich

koncentracich amonnych iontli v kultivaénim médiu dochazi ke kompetici draselnych ionti
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o piislusny transportér s ionty amonnymi, a ty tak zpomaluji import draselnych iontl
do buné¢k. To mé za nésledek pomalejsi rist. V pripade pouziti prolinu jako zdroje dusiku je
prolin do bunc€k ptenaSen pomoci transportéru YAT (Yeast Amino acid Transport)
pro aminokyseliny, a draslik mize byt pfenasen ve vétsi mife nespecifickym transportem

uréenym primarné pro amonné ionty (Ramos et al. 2016, Llopis-Torregrosa et al. 2016).

Vliv pouzitého zdroje dusiku v kultivaénim médiu byl pozorovan také u druhu
C. albicans a kontrolniho kmene druhu C. glabrata, u kterych se projevily rozdily
v naméfenych hodnotach vnitrobunééného pHin. Po kultivaci v pfitomnosti amonnych iontt
byly naméfené hodnoty vnitrobunééného pHin bunck vyssi v porovnani s kultivaci
v pritomnosti prolinu (Obr. 11). Vysvétleni mize souviset s povahou pifenosu obou
zminénych dusikatych latek, kdy pfenos aminokyselin probihd pomoci sekundarniho
transportu YAT, umoznéného hnaci silou protont, kterou vytvaii Pmal H-ATPéaza (Ramos
et al. 2016). Pti importu aminokyselin, v tomto pfipad¢ prolinu, dochazi souc¢asné i k importu
protoni a jejich zvySend koncentrace uvniti bunék ma za nasledek niz§i hodnoty

vnitrobunééného pHin.

Omezenym importem draselnych kationtll diky deleci #kIA je ovlivnén také transport
ostatnich iontll véetné transportu protont, coz se projevi na hodnoté vnitrobuné¢éného pHin
(Llopis-Torregrosa et al. 2016). Pti snizeném vstupu draselnych iontd do bunky dochazi
k hyperpolarizaci membrany a zméné membranového potencidlu, charakterizovaného
negativnim ndbojem na vnitini stran¢ bunééné membrany (Arifio et al. 2019). Tento naboj je
kompenzovan snizenym exportem protont z butiky regulovanym H*-ATPéazou, ¢imz dochazi
k signifikantnimu snizeni vnitrobunééného pHin u kmene s deleci #k/A v porovnani
s rodiCovskym kmenem (Navarrete et al. 2010). Namétené hodnoty vnitrobunééného pHin
u kmene s deleci t7k1 A byly v porovnani s kontrolnim kmenem niZ$i ve vSech ptipadech, a to

nezavisle na slozeni kultivacniho média (viz kapitola 6.3).

Rozdily v hodnotach vnitrobunééného pHin bunck sdeleci #kIA kultivovanych
v médiich YNBP! a YNB-FP! mohou byt ddny riiznou koncentraci draselnych iontd v obou
médiich (Caro et al. 2019). Zatimco médium YNB-FPH obsahuje jen miniméalni mnoZstvi

draselnych iontil (< 15 uM K¥), v médiu YNBPH je zakladni koncentrace 15 — 20 mM KCI.
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Vzhledem k tomu, Ze do obou médii bylo ptidano stejné mnozstvi KC1 (100 mM), byl obsah
draselnych iontd v médiu YNBP! 0 15 — 20 mM vyssi. Tim mohlo dojit k snadn&j$imu
importu draselnych ionti a sniZzeni potieby bunék kompenzovat negativni naboj vnitini
strany bunécné membrany. Vyssi export protont pak mohl byt pfic¢inou vyssich namétenych
hodnot vnitrobun&ného pHin bunék tohoto kmene kultivovanych v médiu YNBPH

v porovnani s butikami kultivovanymi v médiu YNB-FPH (viz Obr. 11).

Delece CacnhlA vedla jen k lehkému zvysSeni hodnot vnitrobunééného pHin v porovnani
s kontrolnim kmenem (viz kapitoly 6.3 a 6.4). Cnh antiporter vyménuje v piipadé nadbytku
kationtti alkalickych kovii (Na*) v bunice tyto ionty za protony (Kinclova-Zimmermannova
a Sychrova 2007). Takovéto vymény zvysuji koncentraci protonti uvnitf bunky a s timto
pienosem tedy klesa vnitrobunééné pHin. ZvySena koncentrace protont je kompenzovana H'-
ATPézou, ktera tyto protony za spotieby ATP vylouci ven a udrzuje tak hnaci silu pottebnou
pro export dal§ich nezadoucich iontt (Arifio et al. 2019). Zvysené hodnoty pHi, mohou byt
u kmene s deleci cnhIA dény pravé snizenym importem protonti do buiky jinak
zprostfedkovanym timto transportérem. Vzhledem k tomu, Ze buiikky nebyly vystaveny
vysoké koncentraci kationtii alkalickych kovl, kterych by bylo potfeba se vyménou
za protony zbavovat, byly pozorovany v hodnotich pHi, mezi kmenem s deleci cnhlA
a kontrolnim kmenem pouze nesignifikantni rozdily. Delece tohoto transportéru u druhu
C. albicans tedy neptedstavovala za zvolenych kultiva¢nich podminek pro tuto kvasinku

takové rozdily ve fyziologickych parametrech jako delece trk/A u druhu C. glabrata.

Porovnanim intenzit fluorescence pHluorinu u druhti C. albicans a C. glabrata bylo
zjisténo, ze povaha umisténi genu pro expresi zelené¢ho fluorescenéniho proteinu pHluorinu
ma na intenzitu jeho fluorescence zna¢ny vliv. Buniky C. albicans vykazovaly silngj$i signal
oproti bunkdm C. glabrata méfenym pfi stejnych hodnotdch ODegoo (viz kapitola 6.2.2).
Buniky C. albicans mély gen pro pHluorin vloZeny pfimo v genomu a piislusny fluorescenéni
protein byl exprimovan siln€ji. U bunék druhu C. glabrata byl gen pro pHluorin vlozZen
do plasmidu. U obou kvasinek se zaroven podatilo ovéfit pifitomnost exprimované¢ho

pHluorinu v cytosolu, coZ poskytlo moznost méfeni hodnot vnitrobunécného pHin pouze

v tomto kompartmentu a vysledné hodnoty nebyly zkresleny hodnotami pH dalSich organel,
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napiiklad mitochondrii ¢i vakuol, v nichZ je hodnota pH odli$na (viz Obr. 8) (Orijj et al. 2009,
Orij et al. 2011).

Stale vetsi problém v terapii kvasinkovych infekci predstavuji predevsim nealbicans
druhy, které Casto vykazuji mnohacetnou Iékovou rezistenci k pouzivanym antimykotikiim
(Silva et al. 2012). SniZenou citlivost kvasinek C. glabrata vic¢i antimykotikiim se podatilo
overit kapkovymi testy, z nichz bylo patrmé, ze je C. glabrata schopna rast nékdy
1v pritomnosti mnohonasobné vysSich koncentraci antimykotik nez C. albicans, ¢emuz
odpovidaly 1 rizné zvolené koncentrace antimykotik pro méfeni vlivu téchto latek na pHin

kvasinek (viz kapitola 6.4).

Vsechna testovana antimykotika méla jako spolecny cil plisobeni ergosterol obsazeny
v cytoplazmatické membrang ¢i drahu jeho syntézy (Roemer a Krysan 2014). Chybé&jici
ergosterol v bunééné membrané naruSuje jeji strukturu a vlastnosti a mize také dochazet
k ovlivnéni funkci membranovych transportéri. Tyto zmény vedou pii pouziti dostatecnych
koncentraci antimykotik k nerovnovaze v bunéénych parametrech a zastaveni ristu a déleni
bunék nebo jejich smrti (Lv et al. 2016). Sledovany vliv antimykotik na vnitrobunééné pHin

byl vzhledem k riznym mechanismim t¢inku odli$ny.

Flukonazol byl zvolen jako zastupce triazolovych antimykotik, ktery je Siroce
pouzivanou latkou a standardem v 1é€bé systémovych infekci. Inhibuje enzym Ergll, coz
vede k depleci ergosterolu v membrang, ¢imz je ovlivnéna funkce mnoha membranovych
transportérii. Flukonazol je velmi ¢asto spojen s rezistenci a sniZzenou citlivosti nékterych
druhii kvasinek (Ghannoum a Rice 1999). To se prokazalo pomoci kapkovych testti u druhu
C. glabrata, pro néjz byly pouzité koncentrace 10x vyssi nez u druhu C. albicans, ktery je
vuci flukonazolu citlivéjs$i (viz Obr. 12 a Obr. 13). Zvolené koncentrace flukonazolu
nevyvolavaly v porovnani s kontrolou Zadné zmény v pHin bun€k ani u jednoho druhu.
Zmény nebyly pozorovany ani u bun€k po okamzitém piidavku flukonazolu nebo cistého
fyziologického roztoku (Obr. 14). Pro budouci experimenty by bylo tfeba zvazit pouziti

vysSich koncentraci flukonazolu.

Klotrimazol byl zvolen jako zastupce imidazolovych antimykotik, ktery se pouziva

predevsim pro 1écbu koznich a vaginélnich infekci (Hartl et al. 2012). Klotrimazol u obou
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druhii snizil hodnotu vnitrobunééného pHin (viz Obr. 19). U obou kmenta druhu C. albicans
doslo po jejich kultivaci v pritomnosti klotrimazolu k lehkému nesignifikantnimu snizeni
hodnot pHin. Oproti tomu okamzité pridani klotrimazolu mélo silné€jsi a signifikantni vliv
na namétené hodnoty pHin bun¢k. Obdobnych vysledkt bylo dosazeno i u druhu C. glabrata,
kde vétsi pokles hodnot pHin byl zaznamenéan u bunék kontrolniho kmene, u néhoz se tato
hodnota vyrovnala hodnotdm buné¢k s deleci #k/A. Snizené hodnoty pHin vlivem plisobeni
klotrimazolu by mohly byt vysvétleny tim, Ze dochdzi ke zméném slozeni cytoplazmatické
membrany, ktera jiz dale neposkytuje ucinnou bariéru mezi vnitinim a vnéj$Sim prostfedim
(Lv et al. 2016). Mize dochazet k uniku draselnych ionti do prostfedi ve sméru
koncentra¢niho gradientu. Tento pievazujici negativni naboj uvniti buiiky je vyrovnavan
snizenou funkci H™-ATPAazy, tedy sniZzenym exportem protont a jejich vyss§i koncentrace

v bunce pak zpiisobi snizené vnitrobunécéné pHin.

Amfotericin B byl zvolen jakozto fungicidni antimykotikum s odliSnym
mechanismem ucinku od azolovych antimykotik. Vazbou na ergosterol v buné¢né membrané
vni vytvaii pory, ¢imz dochazi k uniku bunééného obsahu vymeénou za vstup latek
z prostiedi (Hartl et al. 2012). U vSech kmenl s vyjimkou kmene s deleci trk/A byl
zaznamenan pokles hodnot vnitrobunééného pHi, (Obr. 22). To mize byt zplsobeno,
podobné jako v pfipadé klotrimazolu, unikem draselnych iontl skrze péry vytvorené

amfotericinem B a zvySenym zadrZovanim protond v buice.

Zajimavym vysledkem bylo, Ze se podobné sniZeni hodnot vnitrobunééného pHin jako
po pfidani klotrimazolu a amfotericinu B projevilo také po ptidani samotnych rozpoustédel.
Pro dalsi pokusy by bylo tfeba otestovat vliv klotrimazolu s pouZzitim jiného rozpoustédla
a n¢které ve vodé rozpustné formy amfotericinu B, popiipad€ podrobné&ji prozkoumat vliv

etanolu a DMSO na vnitrobunécné pHin obou kandid.

Terbinafin je zastupce allylaminti, ktery inhibuje syntézu ergosterolu a zpisobuje
jeho nedostatek, a naopak nahromadéni nezadouciho skvalenu v plazmatické membrané
(Hartl et al. 2012). U druhu C. albicans nebyl zjistén zadny vliv pisobeni terbinafinu
na vnitrobunééné pHin (viz Obr. 25a). Pro budouci experimenty by bylo tieba zvolit vyssi

koncentraci terbinafinu. V ptipad¢ druhu C. glabrata terbinafin vyvolal sniZeni hodnot pHia
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u kontrolniho kmene, u kmene s deleci t7k1 A zGstala nizka hodnota pHi, nezménéna (viz Obr.
25b). To mulze byt vysvétleno stejnym mechanismem jako v pfipadé klotrimazolu

a amfotericinu B.

Dalsim vysvétlenim snizeného pHin bun€k po plsobeni antimykotik by mohl byt
jeden z mechanismi rezistence. Mechanismem rezistence u kandid mize byt vedle tvorby
biofilmil, omezeni vstupu antimykotik do bun¢k zménou vlastnosti bunééné membrany nebo
mutaci v cilovych enzymech také exprese pump, které snizuji vnitrobunéénou koncentraci
1éCiva (Silva et al. 2011, Lv et al. 2016). Tento mechanismus je pozorovan predevsim
u azolovych antimykotik. Pfikladem takovychto transportért jsou DHA antiportery (Drug:H"
Antiporter), které vyuzivaji hnaci silu protonti k vylouceni molekul 1é¢iva z bunck
(Cannon et al. 2009). JelikoZz antimykotika diky lipofilni povaze a malé velikosti molekuly
prochézeji pasivni difuzi nebo kanaly do bunék, jsou builkky nuceny tyto latky vyloucit.
Kvasinky dokdzou pomoci téchto antiporterti vyloucit ptislusné molekuly 1é¢iva vyménou

za protony a s timto pfisunem protonii miize souviset soucasny pokles vnitrobunééného pHin.

informaci ohledné vlivu testovanych podminek na hodnoty vnitrobunééného pHis, a to
predevs§im testovanim vlivu pouzitych rozpoustédel, ktera ovliviiovala méfeni, a vysSSim
poctem piesnéjSich pokusti vedoucich ke snizeni velikosti smérodatnych odchylek

v jednotlivych vysledcich.

71



8. Zavér

Tato diplomova prace se vénovala méteni vnitrobunééného pHin druhti Candida albicans
a Candida glabrata, vystavenych riznym vnéj§im vlivim. K provedeni téchto méfeni bylo
nutné nejprve overit spravnost exprese pHluorinu u kment s integrovanym genem pro tento
fluorescen¢ni protein a nasledné stanovit zavislost intenzity fluorescence pHluorinu
na hodnotéach vnitrobunécného pHin sestavenim kalibracni kiivky a vypoctenim jeji rovnice.
Dale byly méfeny hodnoty vnitrobunééného pHin bunék kultivovanych v médiich o rizném
slozeni s riznymi zdroji dusiku a tyto hodnoty nasledné porovnavany u kment s deleci
ptislusnych membranovych transportéri vii¢i buitkkdm kontrolnim. Tato méteni potvrdila vliv
koncentrace draselnych iontil na vnitrobunééné pHi, kment s deleci 7kl A, které vykazovaly
mnohem niz$i hodnoty v porovnéni s kontrolnimi kmeny, a vliv pouzitého zdroje dusiku
na vnitrobunééné pHin ostatnich kment, kdy bylo v pfitomnosti amonnych iontl naméiené
pHin vys$si. Pomoci kapkovych testii byly dale stanoveny vhodné koncentrace antimykotika
flukonazolu, klotrimazolu, amfotericinu B a terbinafinu pro zjisténi vlivu téchto antimykotik
na pHin. Kvasinky C. glabrata byly vyznamné odolngj§i vic¢i plsobeni vSech latek
v porovnani s druhem C. albicans. Méfenim vnitrobunééného pHin po kultivaci bun¢k
v prostiedi s t€émito antimykotiky a také po okamzitém ptidavku antimykotik a samotnych
rozpoustédel bezprostfedné pfed mefenim byl zjiStén riizny vliv téchto latek na jednotlivé
kmeny. Zatimco u kmene s deleci trkI/A nebyly pozorovany velké rozdily v naméfeném
vnitrobunééném pHin, u kontrolniho kmene C. glabrata dochazelo v ptitomnosti né€kterych
antimykotik k signifikantnimu sniZeni naméfenych hodnot pHin. U nékterych antimykotik
byl také pozorovan vliv rozpoustédel na hodnoty vnitrobunééného pHin. Zévérem lze fici, Ze
delece #rkIA pisobi u kvasinek C. glabrata za urCitych podminek vyznamné zmény
v homeostaze vnitrobunééného prostiedi, jako jsou koncentrace ionti nebo hodnoty
vnitrobunééného pHin, a tudiz je tento membranovy transportér vzhledem ke své dtlezitosti

pro tuto patogenni kvasinku vhodnym cilem pro vyvoj novych antimykotik.
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