Abstrakt

Améby rodu Acanthamoeba jsou celosvétove rozsitend, volné Zzijici, fakultativné patogenni
jednobunécna eukaryota. Jejich nebezpecnost pro ¢loveka spociva ve schopnosti pronikat do
organismu, odolat obrannym mechanismiim, mnozit se, poskozovat napadené tkané a tim
vyvolat onemocnéni, proti kterym chybi kauzalni 1écba a ktera nejcastéji postihuji oko a
centralni nervovou soustavu (CNS). Jednim z hlavnich divodd Casto neuspésné terapie je
schopnost akantaméb vytvaret v postizenych tkanich cysty, vysoce rezistentni klidova stadia.
Kromé cyst, které akantaméby tvoti jak v ptirod¢, tak v infikovanych tkanich pod vlivem
dlouhodobého stresu, se tyto organismy vlivem akutniho ohrozeni rychle transformuji v méné
odolna klidova stadia, pseudocysty. Predkladana prace se zamétuje na dosud neznamé aspekty
odolnosti obou rezistentnich stadii akantaméb, cyst a pseudocyst, a soucasné si klade za cil
popsat dalsi charakteristiky odliSujici cysty a pseudocysty a procesy spojené s jejich tvorbou a
rezistenci.

Jednim ze studovanych aspektli odolnosti klidovych stadii akantaméb byla pfitomnost
cukerného alkoholu manitolu a neredukujiciho cukru trehal6zy, sacharidt, které se v buiikach
mnoha organismll Uc¢astni obrannych reakci vii¢i abiotickému stresu. Ackoli v genomu A.
castellanii jsou enzymy pro syntézu obou cukri popsany, v bunkach akantaméb jsme
prokazali pouze piitomnost disacharidu trehaldézy a to jak v klidovych stadiich, cystach a
pseudocystach, tak v aktivné se mnozicich trofozoitech. Manitol se nam nepodafilo prokazat u
zadné ze studovanych Zivotnich forem. Podrobnéjsi analyza sekvenci genti kodujicich enzymy
podilejici se na syntéze trehalozy, trehaldza fosfat syntdzy (TPS), trehaloza fosfat fosfatazy
(TPP) a trehaloza syntazy (TS), odhalila, Ze v genomu se nachazi enzymy dvou syntetickych
drah, z nichz jedna je prokaryontniho ptivodu. qRT-PCR pak prokazala rozdily v mife exprese
téchto genil v zdvislosti na dané zivotni formé, cysty vs. pseudocysty. V pribé¢hu tvorby
pseudocyst se na syntéze trehaldézy podili geny obou syntetickych drah a v mnohem vétsi
mife, nez je tomu v pribéhu encystace. K nartistu mnozstvi trehal6zy vSak dochazi v pribéhu
obou ochrannych reakci. Trehaloza pretrvava, 1 kdyz v mensi mife, 1 v bunkach zralych cyst a
pseudocyst, jak bylo doloZzeno pomoci hmotnostni spektrometrie.

Studovali jsme také vztah mezi encystaci resp. tvorbou pseudocyst a bunéénym
cyklem resp. mnozstvim DNA. Pomoci pritokové cytometrie jsme prokazali, Ze u akantaméb
Ize jasné rozli§it dvé populace buné€k s odliSnym mnozZstvim DNA, populaci v Gl fazi
bunééného cyklu a populaci s jiz nové nasyntetizovanou DNA v G2 fazi. Zjistili jsme, ze
zatimco encystaci vzdy predchazi syntéza DNA, probihd tedy z G2 faze bunécéného cyklu,
tvorba pseudocyst je na pozici v bunééném cyklu nezavisla a mize k ni dojit kdykoli béhem
bunééného cyklu. Co je vSak pro ob¢ rezistentni stadia totozné, je obsah DNA u zralych cyst a
pseudocyst. Obé rezistentni stadia preckavaji dobu nepiiznivych vnéjSich podminek s G2
fazovym, obsahem DNA. Popsali jsme také Gc¢inek inhibitort afidikolinu a hydroxyurey na
rist a bunéény cyklus akantaméb. Zjistili jsme, Ze ani jedna ze studovanych latek
nesynchronizuje akantaméby a nezastavuje je v mnoZeni na rozhrani G1/S faze, jak je to
popsano u jinych protozoii a sav¢ich bun¢k. Soucasné jsme pozorovali koncentracné zavisly
vliv hydroxyurey na miru mnoZeni trofozoiti akantaméb. Klasifikace a ndsledna
fylogenetickd analyza hlavnich regulatori bunécného cyklu odhalila pfitomnost celkem 14
gentl 9 typt cyklind a 6 geni 3 typu cyklin-dependentnich kinaz.



