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SOUHRN

Ve své diplomové préaci jsem se€novala vlivu sloZzeni média na morfoligii bikn
Cryptococcus neoformans za tiznych podminek aerace. Cilem prace bylo napodobit v
laboratornich podminkactizné podminkyistu v lidské tkani a korelovat parametgghto
podminek s orientmim metitkem hypoxické adaptai reakce, kterym je €. neoformans
velikost burek.

Zakladnim kultivénim médiem bylo médium RPMI 1640, které bylo postup
modifikovano fiznymi koncentracemi glukézy, Upravou PBSidpvkem Zeleza,ifdavkem
agaru pro upravu viskozity média a daledpvkem howziho sérového albuminu a lidského
séra. Rzné stupn aerace byly dany odliSnymi objemy kultévaho média a také celkovou
dobou kultivace butk.

Po uplynuti kultivéni doby byl z kultivované buné suspenze zhotoven
mikroskopicky preparat, ktery byl pozorovan pod rogkopem, a nasledrbyly parizeny
fotografie, na kterych byl giien paimér burék programem ImageJ pro analyzu dat, ziskana
data byla statisticky zpracovana Studentovym steta.

Z vysledkKi mé prace vyplyva, Ze statisticky nejvyznaisn viiv na velikost bugk
mél pridavek agaru, ktery vyrazremenil velikost kultivovanych bugk, pii kultivaci burgk
v médiu s agarem byla velikost kknvyrazré mensi nez ip jinych kultivacich. Z tohoto
velikosti burgk. NejwtSich velikosti biiky dosahovaly $ kultivaci v objemu reprezentujicim
stav mirné hypoxie a zaravepii kultivaci v médiu obohaceném o 1% glukézu, ktera

zaji¥ovala butkam dostaténou vyzivu.



SUMMARY

In my master thesis | focused on the influence afied composition of culture
medium on cellular morphology iGryptococcus neoformans under different conditions of
aeration. Aim of the work was to simulate differgug@ramaters of cryptococcal growth in
human tissue under laboratory conditions and follomorphological changes of
C. neoformans typical for hypoxia response under these conditi®@el size was used as a
rough measure of hypoxia response.

The basic culture medium was RPMI 1640 medium Wwhi@s modifies by various
concentrations of glucose, buffering by PBS, additof iron, adition of agar medium to
adjust the viscosity and also addition of the bewderum albumin and human serum. Various
levels of aeration were achieved by using differaitimes of culture medium and cultivation
time.

After the end of the culture period cell suspensias observed under photographs
were taken and evaluated by ImageJ software fdr diaineter measurement, data were
statistically analyzed by Student's t - test.

The results of my thesis showed that addition gdracaused the most statistically
significant change in cell size,i.e. cells were msmaller than without agar supplement. The
significat influence was observed after the addiwd iron, which in turn caused an increase
in the average size of cells. Largest cell size rgashed hen cells were cultured in a volume
representing the state of mild hypoxia and alsonMidtivated in a medium supplemented

with 1% glucose, which provided better nutritiorthe cells.
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1 UvoD

Zastupci roduCryptoccocus se z#azuji mezi bazidiomycety spadajici dide hub
(Fungi). Rod byl charakterizovan v roce 1950 a jedna pelgfyletické organismy. Bktefi
zastupci rodu jsou patogeny schopné vyvolavat zavaimemoceni. Napadaji zejména
centraIni nervovou soustavu, vyvolavaji také kozZniplicni onemocgni nebo zééty
urogenitalniho traktu a zéty oci.

NejznangjSim zastupcem rodu j€ryptococcus neoformans. Jedna se o0 patogenni
organismus objeveny v roce 1894. Tato kvasinka yskyuje ve dvou varietach, variety
neoformans a gattii. Obs variety jsou patogenni a vyvolavaji onemétn- kryptokokézy,
které napadaji centralni nervovou soustavu ve §ameningitidy¢i meningoencefalitidyC.
neoformans var. neoformans napada zejména osoby s oslabenou imunitou, nejpeire;Si
je pro pacienty s HIV, pacienty po transplantacichbo pro pacienty po préldné
onkologické |€b¢. Varietagattii miZze napadat i osoby s neoslabenym imunitnim systémem
(imunokompetentni).

Ve své diplomové praci se zaiji na schopnost bwk C. neoformans adaptovat se
na hypoxické podminky v tkanich, které je prvotmidpokladem pro pozgi hemotogenni
rozsev, pekonani hematoencefalické bariéry a rmasi infekce do mozku. Schopnost
piizpasobovat se gmicim se koncentracim kysliku ve tkanich jéeditou Zivotni strategii
patogenniho organismt. neoformans a souvisi pedevsim s patogenezi. Hypoxické predt
vyvolava u bugk C. neoformans zmeénu v piibéhu burgéného cyklu. V nasledujici praci se
zametuji zejmeéna na vliviiznorodého sloZeni kulti¢aiho média na morfologii a proliferaci
burgk C. neoformans a na celkovy charakter kultitiai kultury v podmink&chizného stup&

aerace.
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Shromazdit dostupné literarni zdroje a vypratbtiexarni reSersi na dané téma.

Otestovani vlivu slozeni média na fenoG/meoformans v hypoxickeé kultie.

Otestovani vlivu konzistence i@pani média na fenotyp. neoformans v hypoxickeé

kultutfe.



3 LITERARNIi P REHLED

3.1 Obecna charakteristika roduCryptococcus

Zastupce rodCryptococcus zarazujeme mezeukaryotni organismy spadajici tige
hub. Tyto bazidiomycetové organismy jsou cetbew rozStené. Lze je nalézt n#glad
v padé, vzduchugi rostlindch. Nkteré z drufi jsou izolovany také z prasdi bohatého na
dusikaté latky, jako je ptatrus (Fellet Statzell-Tallman, 1998; Renketral., 2004; Soarest
al., 2005).

Podle Phaffet Fell (1970) byl rodCryptococcus charakterizovan v roce 1950 na
zaklad schopnosti fermentovat sacharidy. Jednd se o yeligky rod a neustala
molekularg biologicka analyza ispiva k zpesreni fylogenetickych vztah mezi
jednotlivymi druhy (Felket Statzell-Tallman, 1998).

Pro tento rod jsou charakteristickénky kulovitého¢i ovoidniho tvaru. RozmnoZzuji
se pomoci multilaterdlniho nebo polarniho¢gni. Nekteré druhy mohou vytvat také
telomorfni stadia, nd&jklad C. neoformans (Fell et Statzell-Tallman, 1998). Pro &wist maji
tyto kvasinky minimalni pozadavky, vyuZzivaji poupsdnoduché organické sléeniny.
Médium tudiZz nemusi byt obohacovano o vitamninyt¢hgll et Perfect, 1995). VSechny
druhy mohou hydrolyzovat Skrob, metabolizovat itadsh mohou produkovat ureazy, coz je
spolu s morfologickymi rysy vyznaminodliSuje od jinych kvasinek (Mitchekt Perfect,
1995).

Kvasinky z roduCryptococcus vykazuji bazidiomycetovy typ bgdného cyklu. Tento
typ burééného cyklu je vysitlen na pikladu C. neoformans jakoZto nejvyznam$Sim
zastupci. Na mateké buice vyiista pupen, do kterého sged zapoetim mitotického deni
presouva jadro. Jadro je rageno clicim vieténkem a jedno z diégrych jader aAstava
v pupenu, druhé se vraci do niate buiky. Poté dochazi k rozténi burgk (Mochizuki et
al., 1987; Mochizuki, 1998; Kopeckét al., 2000). Na povrchu b&&né stny pwicich
matgskych bugk lze detekovat jizvy poiedchozich pgenich¢i vehlipeniny plazmatické
membrany (Clearet Casadevall, 1999; Faganed#al., 2006; Takeet al., 1973; 1974). \L.
neoformans existuji dva parovaci typya a a. Za specifickych podminek lze navodit
i rozmonozovani pohlavni. Bazidiomycetovy typ Btmého cyklu uC. neoformans je
zobrazen na obrazku 1.

Specifickou charakteristikou rodu jéifemnost partikuli. Nachazi se nagjgi strar

burgcné sény a jsou velké kolem 20 nm. Diky partikulim mohiotasinky vytvédet vrejsi
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pouzdro nebo vytiét extracelularni sacharidy. Pouzdro Ize vizual@gomoci specifickych
metod pro pipravu mikroskopickych prepatatiedna se o fibrilarni strukturu (Edwaresal.,
1967; Takeaet al., 1973; Sakaguclet al., 1993).

Pouzdro, které se sklada z polysachardbsahujicich man6zu a manoproteinu, je
povazovano za nejvyznawjai faktor virulence (SteenbergenhCasadevall, 2003). Pouzdro
chrani buiku zejména fed fagocytdzou makrofdga pred vrejSimi negiznivymi vlivy,
napiklad ochrana f&d suchem, dusikem nebo amébami. Opfaresd bulky nevystavuji na
svém povrchu kryptokokové antigenygimZz nedochazi kjejich rozeznani makrofagy
a nasledné fagocytdze. Polysacharidy z pouzdiasEne uvohiuji do krve hostitele a tim
zabraiuji leukocytim rychle proniknout k mistu zétu (Bulmeret Sans, 1968; Kozet al.,
1988; Doering, 2000; SteenbergarCasadevall, 2003).

DalSimi faktory virulence rodGryptococcus jsou tvorba melaninu a manitolu (Kozel,
1995; lkedaet al., 2002). Melanin se podili na vyztuzeni &tme sény, to umo#uje
kvasinkam lépe&:elit stresovym faktarm a napomahda odolnostiidi oxidacnim ¢inidlam.
Pigment melanin také umidje wtSi odolnost uci ultrafialovému zé&eni. (Jacobson, 2000;
Nosanchuket Casadevall, 2003; Polacheekal., 1982; Ikedat al., 2002). Manitol chrani
bunky kvasinek ped (Einkem hydroxylovych radikal Mutantni kmeny, které produkuji
manitol v mensi nit€¢, jsou vice nachylné k teplotnimu Sokwysokym koncentracim soli,
jsou tedy méavirulentni (Kozel, 1995; Buchanas Murphy, 1998).

Onemoceini, kterd vyvolavaji zastupci rodGryptococcus, se souhrn nazyvaji
kryptokokdzy. Problematicka jsou zejména ta onerioicma nichZ se podi. neoformans.
Nejvice rizikovou skupinou jsou HIV pozitivni jedin (Mitchell et Perfect, 1995).
v Subsaharské Africe (Zaragoz al., 2010). Kryptokokdza zZigobenaC. neoformans
postihuje centralni nervovou soustavu ve féormeningoencefalitidy nebo meningitidy
(Mamidi et al., 2002; Bicaniet Harrison, 2004; Friedmast al., 2005).

Rod Cryptococcus miaze dale vyvolavat koZzni¢i plicni onemocsni, onemoc#ni
urogenitalniho charakteru nebo 2Bnoci (Mitchell et Perfect, 1995; Drouhet, 1997; Saaig
al., 2000).

-11 -
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Obréazek ¢. 1: Zivotni cyklus C. neoformans
(http://mmbr.asm.org/content/75/2/213/F10.expankioml)

3.1.1 Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans byl poprvé identifikovdn a popsan jako patogenni
organismus v roce 1894 &wa remeckymi Iékai, Otto Bussem a Abrahamem Buschkem. Ve
stejném roce byl tento organismus objeven taksékifah wWdcem Francesco Sanfelicem. Buss
a Buschke patogena izolovali ze &diného loziska na holeni pacientky, Sanfelicegbjevil
ve §aw z broskvi (Casadevadt Perfect, 1998).

Zarazeni a pojmenovani této kvasinky se &#ghu let rekolikrat zmenilo. V roce
1894 ji Busse pojmenoval jak&@accharomycosis homnis, Sanfelice ve stejné déb
pojmenoval C. neoformans jako Saccharomyces neoformans. Francouzsky patolog Curtis
objevil kvasinkovou infekci centralni nervové s@yst v roce 1896 a izolovanou kvasinku
pojmenoval jakoMegalococcus myxoides. V roce 1901 doSlo kipjmenovani kvasinky
izolované Bussem a Curtisem @ayptococcus hominid a kvasinky ziskané Sanfelicem na

Cryptococcus neoformans (Casadevalét Perfect, 1998).
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V souwasnosti zeéazujemeC. neoformans nasledova:
RiSe: Houby Fungi)
Kmen:Basidiomycota
Trida: Tremellomycetes
Rad:Filobasidiales
Rod:Fillobasidiella

C. neoformans je rozdlen do dvou variet, a t€. neoformans var. neoformans a C.
neoformans var. gattii. Toto rozadleni prokkhlo na zaklad odliSnych biochemickych,
epidemiologickych, ekologickych, patobiologickychzejména genetickych vlastnosti. Diky
povrchovym antigeim, jeZ se nachazi na &&im ochranném polysacharidovém poiezd
kvasinek, byly objevenytyii zakladni sérotypy: A, B, C, D. Varietaeoformans obsahuje
sérotypy A a D, zatimco varietgttii obsahuje sérotypy B a C (CasadeeaPerfect, 1998).

V letech 1975 - 1976 doSlo k popsani sexualnilaliagtC. neformans, které bylo
nazvanoFilobasidiella neoformans. Na zaklad objevu a popsani teleomorfniho stadia
kvasinky C. neoformans, doSlo k popsani také dvou variet, a di¢kbasidiella neoformans
aFilobasidiella bacillispora (Casadevalet Perfect, 1998).. Kwon-Chung Varma (2006)
zjistili, Ze F. neformans je tvareny sérotypy A a D &. bacillispora je tvareny sérotypy B a C.
Jedné se tedy o dvtelemorfni variety pro anamorfni varieB/ neoformans var. neoformans
a C. neoformans var. gattii.

Cryptococcus neoformans je kosmopolite rozStena kvasinka. Vyskytuje se ridgad
v pud¢, jako saprofyt nebo na rostlina¢h zviiecich hostitelich. Jednotlivé variety se ve
vyskytu liSi. Zatimco varietaeoformans je celos¥tové rozStena, varietagattii se nachazi
pouze v tropickéngi subtropickém pasu. Variet@oformans byla ziskana nafklad z pidy
nebo ptaiho (zejména holubiho) trusu, variggatti hlavre ze stroni eukalyptu (Elliset
Pfeifer, 1990; Sorredt al., 1996; Sorredt Ellis, 1997; Casadevadt Perfect, 1998).

Rozdily mezi varietami jsou patrné také na séiokdg a biochemické uUrovni. K
identifikaci se pouziva zejména rozdilnost varietktivité nékterych enzym, coz se vyuziva
k diagnostice chorob. Rozdilna enzymaticka aktivéia projevuje ndjklad v odlisSné
schopnosti asimlovat kyselinu fumarovogi sukcinovou, odliSna je také regulace
metabolismu kreatinu, rozdilna je i citlivost obwariet k antimykotikm (Casadevallet
Perfect, 1998). ¥Sina chorob a infekci vyvolanyc@. neoformas je zpisobena varietou
neoformans. Tato varieta je nebezfigd hlavié pro pacienty s oslabenou imunitou, daejtji
postihuje pacienty s virem HIV. Podle Khyrieghal. (2004) je vSak mnohem nebeazpgsi

varieta gattii, ktera infikuje i zdravé jedince. Onemaan zpisobena patogenent.
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neoformans se nazyvaji kryptokokozy. Jedna se o zavazna ocr@miolokalizovana zejmeéna
v centralni nervové soustamajici charakter meningitiddi meningoencefalitidy (Mamidét
al.,, 2002; Bicanicet Harrison, 2004; Friedmaet al., 2005). Patogen je prajmbdobr
vdechnut ve form bazidiospor, primarnim loziskem nakazy jsou tedigep Changet al.
(2004) popsali moznost hematogenniho rozsevu nakkwyjinych orgad prekonanim
hematoencefalické bariéry. Vyzkum prokazal, ze pekgnani této bariéry se tiky C.
neoformans nachazi nejprve ¥$né blizkosti cév, poz{ jsou ale schopny napadnout
mozkovy parenchym a pleny. Dochéazi zde k adaptagikona podminky v centralni nervové
sousta¥. Jednou z moznosti je adaptace na hypoxické pdgminmozkové tkani.
Koncentrace kysliku v mozkové tkani je mnohem ni#st jeho koncentrace v plicich, jako
primarnim loZisku nakazy, nebo v cévach, kteryrmujbuiky C. neoformans zaneseny do
centralni nervové soustavyi&ii kryptokokové infekce je zobrazeno na obrazkai

DalSi vyzkumy tykajici se patogenit¢. neoformans odhalili gigantické biiky
vyskytujicich se &hem infekce. Velikost gigantickych kryptokokovychurk mize
dosahovat az 50 - 1Q0n v priméru. Tyto buiky se vyskytuji v organismu jiz po prvnim dnu
infekce (tvai az 20 % ze vSech béin C. neoformans v plicich hotitele) (Okagaket al.,
2010). Ritomnost gigantickych bwhk patogena by v napadeném organismuisapoval
zavazny problém pro imunitni systém, uz jemizatiu velikosti busk. Zaragozat al. (2010)
uvedli, Zze gigantické hiky jsou mnohem odo#ijSi vici oxidativnim stresovym podminkam
v hostitelskych biikkach a maji schopnost delSihtepiti. Burgcné mechanismy ztSovani
kryptokokovych butk do gigantickych rozgra dosud nejsou ptznamy, nicmé# rast
burgk je Gzce zavisly na bgtném cyklu. Aby bylo mozné pokfavat v paibéhu burgcného
cyklu, je nutné dosahnout v hranich bodech kritické velikosti bék, Zaragozat al. (2010)
ve svém vyzkumu fiedpokladali, Ze gigantického &geni dosahnou kily C. neoformans
opakovanim @ faze bez &eni burgk. Stejni autéi také uvedli, Ze velikosti hiky je takeé
piimo anerny obsah DNA, coz podporuje teorii 0 opakovanéwbgrani G faze bez &eni
burgk.

Gigantické biiky C. neoformans jsou limitované svou velikosti a tudiz u nich
nedochazi k roz&ni do organismu hotitele, nejsou schopiiékpnat biologické bariéry.
Jejich patogenita souvisi se schopnosizipi v organismu, dokud nenastanou vhodné
podminky, poté jsou schopny produkovatikyimenSich velikosti, které snagirpiekonavaji
biologické bariéry (Zaragoz al., 2010; Okagakt al., 2010).
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Obrazek ¢. 22 Model Sfeni kryptokokoveé infekce

(http://www.sciencedirect.com/science/article/pii7892461312000091

3.2 Hypoxie

Termin hypoxie obeeénoznauje nedostatek kysliku ¥le ¢i jednotlivych tkanich. Od
hypoxie je pateba také odliSovat termin anoxie, jedna se o upddostatek kysliku. Kyslik
je nepostradatelnym prvkem téimpro vSechny organismy, jeil@zity pro metabolismus
(uplatiuje se pi fad® biochemickych reakci). Kyslik je také velmiildzitym faktorem
Zivotaschopnosti organismproto maji biky urcity mechanismus, ktery mnozstvi kysliku
v prostedi je obklopujici monitoruje. Podle Taylora Zhulina (1999) se vtomto
mechanismu uplatji jak proteinové receptory, tak i iontové kanghes které jsou reakce
n¢kolikanasoba rychlejsi.

Na nedostatek kysliku bky reaguji deéma zakladnimi z@soby: 1. Zpomaleni
burgcného cyklu; 2. Apoptéza (Goda al., 2003). Kazda bwina odpo¢d’ na hypoxii je
systémem slozitych reakcifipnichz se uplatuji transkrigni faktory a proteiny, které
sehravaji dlezitou roli g regulaci exprese gérdulezitych pro peziti buiky.

Mechanismus hypoxické reakce je nejlépe popsaungkbsavd. Reakce na snizeni
dostupnosti kysliku u sattcvede ke spushi aerobni gylokolyzy, ale také k aktivaci gen
zapojenych do transportu glukdzy, ¢enicastnicich se erytropoézy, vazodilatace
¢i angiogeneze. Dochazi také ke zpomaleni nebovaastaroced spotebovavajicich velké
mnoZstvi energie, zejména ke sniZzeni proteosyn{elty et al., 2003). B hypoxii se

exprimuji také HIF proteiny, ty jsou Kibvé vregulaci exprese cilovych gen
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e

NejdalezitejSim je HIF - 1. Tento hypoxia - inducible factorpbmaha udrzet homeostazu

organismu (Carmeliedt al., 1998).

3.2.1 Transkripéni faktory HIF

Prvni zminky o transkrimich faktorech HIF se objevilyfipstudiu erytropoetinu
(EPO) a jeho exprese v roce 1991. Semehah (1991) identifikovaly dvéleny rodiny HIF.
Pri vyzkumu zjistili, Ze na 3" enhancer EPO genu sev transkripni faktor, ktery
pojmenovali jako hypoxia - inducible factor. Pégdbyly podrobrgji popsany struktury
prvnich faktofi z HIF rodiny, a to HIF - 4 a HIF - 3 (Wanget al., 1995). O rok pozii byl
definovan HRE (hypoxia response elements) (Semetreda 1996). Tento objev pomohl také

k identifikci geri, které jsou regulovany v zavislosti na hypoxii.

3.2.1.1 Hypoxia - inducible factor 1

HIF molekula je sloZzena ze dvou podjednotek - alfaeta. V sotasnosti znameit
formy kazdé z podjednotek, ozngi se jako HIF - &, HIF - 20, HIF - 30, HIF - 18, HIF - 2B
a HIF - 3. Podjednotky alfa a beta spolu mohou vzajendimerizovat a ob jsou
exprimovany také za stavu normoxie. HIFB3-Zistava za stavu normoxie stabilni, HIFej&
rychle degradovana, coz zatwge spulini hypoxickych gea (Huang, 1998; Kallio, 1999;
Marxsen, 2004). Transkipi aktivita HIF - 1 je vykazovana pouze za stavietsgimeru,
z ¢ehoz vyplyva, Zze mnozstvi aktivniho HIF- 1 (HIF e 1) je giimo ungérné mnozstvi
podjednotky alfa, jelikoz jeji existence jéimpo untrnd koncentraci kysliku. Na mnoZzstvi
HIF - 1B koncentrace kysliku vliv nema (Kalliet al., 1999). HIF - & ma tedy za ukol
rychlou odpo¥d na hypoxii, takova akutni odpé&¥ je nepostradatelna pro kazdouku.

Nejlépe prozkoumanou molekulou HIF je alfa a t@jiformy (HIF - 1o / 20 / 30).
Podjednotky HIF - @ a HIF - 2u spolupracuji na rychlé odezwna hypoxii, v gkterych
piipadech psobi specificky, v jinych se prolinaji, zejménaukturni oblasti zodpaidné za
vazbu na DNACI heterodimerizaci jsou podobné (Mt al., 2003). HIF - @ pasobi jako
negativni regulator ostatnich alfa podjednotek.

HIF beta podjednotky byva oztwvana jako ARNT, tedy aryl hydrocarbon nuclear
translocator. Tyto podjednotky maji schopnost diposat i s jinymi proteiny, ndiklad
s aryl hydrokarbonovymi receptory (AhR) a Sim prmoyg(Chanet al., 1999).
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HIF -1 o / B pati do rodiny bazickych helix - loop - helix protéinStruktura vSech
HIF proteini je stejna, sklddaji se z bHLH a PAS domén (PAS éwnje tvéena deéma
Castmi - A a B). Tato molekularni struktura HIF m@iofi je nezbytna pro dimerizaci
podjednotek alfa a beta a pro jejich naslediiygogeni se na DNA (Wangt al., 1995).

HIF proteiny funguji jako senzory koncentrace Kys| tato schopnost je umaira
diky degradaci alfa podjednotky. Za normalnich pouk HIF - 1 degraduje velmi rychle,
v fadech ®kolika minut. Odbourani alfa podjednotky s&jed prostednictvim ubikvitin -
proteazomové drahy. Degradace alfa podjednotky kpylakazana vé&kolika pokusech
s vyuzitim inhibitofi proteazomu (Huanget al., 1998; Kallio et al., 1999). Misto
zodpovidajici za degradaci se canja ODDD (oxygen dependent degradation domain) Tat
degradani doména je zavisl4 na koncentraci kysliku a objgamotivy pro hydroxylaci
a acetylaci (Marxen, 2004).

Za stavu normoxie dochazi k aktivaci prolyl hydréz, které hydroxyluji prolinové
zbytky nachazejici se v ODDD. Takto dochazi k raz@gmi a ozngeni proteinu, nasleduje
polyubikvitinizace a vazba pVHL (von - Hippel - ldau protein). pVHL je saiésti E3
ubikvitin - ligazového komplexu. Degradace probiea26S proteazomu (Coveli Simon,
2006; Marxen, 2004). Huang al. (1998) uvadi, Ze ke stabilizaci HIF e Za normoxie
dochéazi p odstragni ODDD.

Jestlize neni HIF - d odbourana, pak dochazi k jejimu transportu doajadde
dochéazi k dimerizaci s podjednotkou beta a vznkté&mai transkrigni faktor HIF - 1. HIF - 1
se pak vaze na DNA a tim dochazi k regulaci cilowyeri. Pokud v okolnim progdi dojde
k poklesu kysliku, pak se prostinictvim HIF - 1 spusti exprese hypoxickychigémagiklad
erytropoetin, glykolytické enzym§ VEGF - vascular endothelial growth factor), ktendji

zajistit obnoveni homeostazy (Kalgal., 1999).

3.2.1.1.1 Regulace transkripni aktivity HIF - 1

Regulace transkrimi aktivity HIF - 1 probiha na vice uUrovnich. Jedéo acetylace,
hydroxylace, S - nitrosylace, sumoylace a fosfagla

Za hypoxie dochazi k vagbheterodimeru HIF - 1 na HRE (hypoxia response
elements) oblast DNA (Semenggal., 1996). Progednictvim této vazby gsobi HIF jako
transkrigni faktor a pimo ovliviiuje expresi geily které obsahuji sekvenci (A / G) CGTG
(sekvence shodna se sekvenci v HRE oblasti) ve sy@motoru. Za vazbu specifickych

kofaktorii jsou zodpowdné oblasti nachazejici se v CTAD a NTAD, tedy v €oncove
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transaktivéni domeér a N - koncové transaktivai domeég. CTAD doména odpovida spiSe
za prepis gefi a NTAD doména zodpovida za expresi cilovychiggtu et al., 2006).

NejvyznamijSim transkrignim koaktivatorem je p300 a jeho homolog CREB
(cAMP response element binding protein) (Arabl., 1996). Hydroxylaci oblasti v CTAD
domért je znemoz#éna vazba koaktivatoru p300imz dojde k blokovani aktivity HIF - 1.
Pouze sprawhnavazany koaktivator na sebaife vazat dalSi nezbytngsti dilezité pro
acetylaci histofi a nasledné rozvaini chromatinu (Wangt al., 2010).

Mateoet al. (2003) uvadi, Ze stabilizace HIF - 1 je takBvaiovana fisobenim oxidu
dusnatého. V CTAD dochazi k S - nitrosilaci cysteintim se réni rozloZzeni nabdj ¢imz je
umozréna lepsi interakce HIF - 1 s p300 (Submagteal., 2003).

Regulace transkrimi aktivity HIF - 1 se &e i prostednictvim sumoylace. Tato
reakce modifikuje koaktivatory jako p306 HIF - 1B a tim dochazi k negativnimu
ovliviiovani stability HIF - 1 (Girdwoodt al., 2003). Sumoylace e i zvySovat stabilitu
HIF - 1 a to tak, Ze modifikuje lizinové zbytky vVDDD oblasti HIF - 1 (Baeet al., 2004).

DalSi vyznamnou formou regulace je fosforylacedlPoRichardaet al. (1999)
fosforylace zvySuje transkidpi aktivitu HIF - Jn. To se dje prostednictvim MAPK kinaz,
které se nachazi na specifickych zbytcich Hlk.- 1

Stabilitu HIF - 1 za hypoxickych podminekeprn¢ ovliviuji také ROS (reactive
oxygen species). Reaktivni kyslikové radikaly jsaeyntetizovany mitochondrialnim
komplexem lll, z¢ehoZ vyplyva, Ze ktovou roli v hypoxické odpasdi bunky hraje také
mitochondrie, jakoZto organela s nejvyssi sgmbu kysliku (Chandet al., 2000).

Jinym zmisobem regulace je regulace stability a trangkiipaktivity HIF - 1
prostednictvim proteinu FIH - 1 (factor inhibiting HIF1). Ten v zavislosti na koncentraci
kysliku hydroxyluje asparaginoveé zbytky v CTAD damédlF - 1lo. Hydroxylaci v CTAD je
znemozina vazba &kterych koaktivatar (nag. p300) a aktivita HIF - 1 je blokovana
(Landoet al., 2002).

3.2.2 Reakce na hypoxii ICryptococcus neoformans
Pro rekteré druhy kvasinek, zejména pro ty, které stazgi mezi fakultativa
anaerobni organismy, neni nedostatek kysliku ljfcitn faktorem.C. neoformans se aletadi

mezi obligat® aerobni organismy, pro které je kyslik rozhodujiédktorem. Studie Oddse

al. (1995) potvrdila, Zeist a viabilita této kvasinky je zavisla nétpmnosti kysliku.
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Hypoxickou reakciC. neformans studovali i japonsti &dci Ohkusuet al. (2001).
Porovnéavali kulturu s dostateym pristupem kysliku a kulturu gigtupem nedostateym.
Sledovali zejména koncentraci kysliku a glukézyamém médiu a v béhu rekolika hodin
studovali velikost bu¢ék a obsah DNA v nich. U kultury s omezenyrtispupem Kkysliku
zjistili, Ze v prvni fazi éstu burk znané piibyva, ale zarovie dochazi s rostoucim iem
v médiu (. 1 mg:F) dochazi k uko#eni exponenciéini fazeistu a zaina druha faze, ve
které je fist burgk velmi pozvolny a dochazi k celkovému zpomalemi&ného cyklu. Nizka
hladina kysliku ma za nasledek ovim jednotlivych krok v buré¢ném cyklu, hlava
tvorbu pupene, ta jefesunuta z faze S do, 3/ G, fazi buré¢ného cyklu pak dochazi vlivem
nizké hladiny kysliku k zastavcyklu. DalSim dsledkem nizké koncentrace kysliku je
vyrazre nizsi p@et puwicich burk, doSlo k poklesu z 30 - 40 % $ioich burk na 3- 6%
(Ohkusuet al., 2001).

Vnimani koncentrace kysliku je pf@ neoformans velmi dilezité. Rizpasobeni se
hypoxickym podminkam je rozhodujici preéegiti tohoto patogena v organismu hostitele, kde
je koncentrace kysliku mnohem nizSi nez v okolnitmaaférickém prosgedi. Hlavnim
mistem kryptokokové infekce jsou plice, které jdowslikem bohat zasobeny, poté ale
dochazi k roz$éni burgk do CNS (centralni nervovy systém), kde je hladiysliku mnohem
nizsi (Moranoveet al., 2009). Changt al. (2004) ve svém pokusu zkoumali mechanismus
pirekonavani hematoencefalické bariéry. V prvnich héch po infekci hostitelského
organismu #stavaji buiky C. neoformans v tésné blizkosti mozkovych cév. Po deseti dnech
od infekce se v mozkovém parenchymu objevuji cigétiéze. Setrvavani bek a cystickych
loZisek v blizkosti cév zajislje buikam patogena dostétes zasobeni kyslikem.

Mechanismus adaptace na hypoxii je i@olpopsan u modelovych organism
Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe, avSak uCryptococcus neoformans
se jednotlivé kroky adaptace a molekuly, které aainpodileji, zatim objasji. U S. pombe
je reakce na hypoxii spojena s proteiny Srel, Szdhsl. Tyto proteiny jsou homologni
k sakim proteirim SREBPs (sterol regulatory element binding prafeidejich role spova
v udrzovani homeostazy, v kontrole metabolismudiipa v kontrole exprese g&njejichz
produkty se dastni syntézy mastnych kyselin, fosfolipjdriglyceridi a cholesterolu (Horton
et al., 2002). V roce 2005 bylo zj&to, Ze kvasinkové proteiny Srel s Scpl jsou dafki
ortology k sa¢im proteimim SREBP a SCAP (SREBP - cleavage activating prpt&irel
protein se také aktivnpodili na adaptacs. pombe na hypoxii, je nezbytny praist burgk

v anaerobnich podminkach (Hughetsal., 2005). B nizké koncentraci kysliku dochazi ke
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zpomaleni syntézy stefgl nizSi hladina ster@l navozuje proteolytickou aktivaci Srel
proteinu, ten poté funguje jako transknp aktivator, ktery zajidje expresi geinpodilejicich
se na pechodu aerobni respirace na fermentaci (Hughal, 2005; Toddt al., 2006).

U S cerevisae sehrava tlezitou roli v adaptaci na snizenou koncentracilikys
v okoli molekula hemu. Hem je signalni molekuloujea zapojen do cel&ady dju
souvisejicich s vyuzitim kysliku. Hem pozitévovliviiuje transkripci aerobnich gera také
pusobi negativé na transkripci geinhypoxickych (Horet al., 2003). V tomto mechanismu je
dulezity protein Hapl (heme activated protein 1)opelaktivaci zajisuje molekula hemu.
Podle Hona a kolektivu (2003) se na aktivaci Hapdilp kromé hemu i kyslik. Hapl protein
je transkrigni aktivator fungujici za aerobnich podminek a vé@tse uplatuje jako represor
za stavu hypoxie, jeho akti&ai ¢i represni funkce jefppinana na zaklé&ditomnosti nebo
negitomnosti hemu (Hickmaat Winston, 2007).

Mechanismus vyuZzivajici hem jako senzor pro vnirk@ncentrace kysliku nebyl@.
neoformans prokdzan, zato proteiny Srel a Scpl, které hidgowou roli v adaptaci na
hypoxické podminky 8. pombe byly u C. neoformans objeveny a zastavaji podobnou Ulohu
(Changet al., 2007). Stejhjako uS. pombe dochazi p poklesu hladiny kysliku ke zpomaleni
syntézy sterdl a nasledné aktivaci Srel proteinu.@J neoformans byl objeven homolog
k saki protedze Site-2, kterd se podili n&pséhi SREBP proteinu u sayccoZz ma za
nasledek jeho aktivaci. 8. pombe Site-2 proteaza identifikovana nebyla (Cratral., 2007;
Espenshade, 2006).

DalSim dilezitym mechanismem, ktery se spwi& s drahou vyuZivajici proteiny
SREBP, podili naifzpisobeni se hypoxickym podminkam, je drdha v niékbu roli hraje
histidinova kinaza Tcol (two - component - like)atd kinaza je senzorem, ktery za
negiznivych okolnich podminek spousti signalni drahkoj odpo¥d na stresovou situaci.
Kinazova signalni draha je zprietkovana fes Hogl (high osmolarity glycerol) - MAPK
(mitogen activated protein kinase) (Chenal., 2007; Bahret al., 2006). Ke spoustimu
mechanismu této drahy slouzi Tco, tedy dvousloZzkeystém. Sklada se vSak redasti -
prvni je histidinova kinaza (slouzi jako senzorjuldh ¢ast je Hpt protein (histidine -
containing phosphotransfer protein) i@tit casti je regulator, ktery spousti MAPK drahu.
Senzorick&ast pomoci fosforylace aktivuje Hpt proteifep ktery dojde kignosu fosforu
na regulator. Za normalnich podminek je neustalyem@sem fosforu na regulator aktivace
MAPK drahy inhibovana, ale stresova situace intebfgsforyl&ni systém a regulator je

hypofosforylovangimz dochazi k interakci ostatnich sloZzek signatéhg a k jejimu spuhi
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(Bahnet al., 2006). Tato signalizai draha byla «C. neoformans identifikovana v roce 2005
Bahnem a jeho kolegy.

Chunet al. (2007) identifikovali mutantg. neoformnas s mutaci v genu TCOL. Tito
mutanti vykazuji mnohem vySSi citlivost k hypoxickypodminkdam a také maji snizenou
virulenci. Jejich fenotyp je tedy podobny fenotyputanti, kterym chybi gen SRE1. Cheh
al. (2007) identifikovali tyto mutanty so&b¢ s Changemet al. (2007) a naslednym
srovnanim jednoduchych mutén$ dvojitymi prokazali, Ze SREBPs a Tcol drahy fijhg
paralel@, protoZe dvojiti mutanti jsou na nizkou koncentrigsliku mnohem citligjsi.
Mutanti s nizkou patogenitou a vysokou citlivosii medostatek kysliku vSak nejsou nijak
oslabeni viistu, na YNB médiu (za normoxickych podminek) rostoavnatel jako kmeny
nemutované (Chuet al., 2007).

Podle zatim provedenych pokugou Srel a Tcol prvnimi objastymi sowastmi
v mechanismu kryptokokové adaptace na hypoxii. iDpdiusy by mohly veést k lepSimu
porozungni mechanismu adaptace a obfdrtoho, zda jsou tyto dvdrahy jediné, které se
na adaptaci na hypoxii@Q. neoformans podileji.
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4 MATERIAL A METODY

4.1  Biologicky material

Experimenty byly provathy s kmenenCryptococcus neoformans IFM49144 (T46) z
Culture Collection of the Medical Mycology ResearCenter, Chiba University, Chiba,

Japan.

4.2  Seznam pouzitych chemikalii

* NacCl (Lachema)

* KCL (Lachema)

* NaHPO, (Lachema)
 KH,PQO,(Lachema)

* FeS0O4 x 7 KO (Penta)

* Albumin (ICN Biomedicals)

e Lidské sérum

» Kvasniny extrakt (Himedia)

* Mykologicky pepton (Himedia)
* D - Glukoza (Lach - Ner)

* RPMI 1640 (Sigma Aldrich)

* MOPS (Applichem)

* Chloramfenikol (Sigma Aldrich)
e Thiamin B (Sigma Aldrich)

» Destilovana voda

» Deionizovana voda

* NaOH (Lach - Ner)

» HCI (Lach - Ner)

» Bakteriologicky agar (Oxoid)
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4.3

Seznam pouzitych rozto a medii

PBS (pH=7, 4)

NacCl 089
KCl 0,02 g
NaHPO, 0,144 g
KH.,PQ, 0,024 g

Roztok FeSQ x 7 H,O
FeSO4 0,834 mg

Destilovana voda 1000 ml

Roztok Bovine serum - albuminu

Albumin 449
Destilovana voda 100 mi
YPG médium

Kvasniny extrakt 10g
Mykologicky pepton 109
Glukoéza 10g
Destilovana voda 1000 ml

RPMI 1640 médium s 0,1% roztokem glukdzy

RPMI 1640 8,449
MOPS 345¢9
1M NaOH 80 -90 ml
D - glukéza 1lg
Deionizované voda 1000 mi

RPMI 1640 médium s 1% roztokem glukdzy

RPMI 1640 8,449
MOPS 34,59
1M NaOH 80 -90 ml
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D - glukoza 109
Deionizovana voda 1000 ml

RPMI 1640 médium s 1% / 0,1% roztokem glukézy a PBS
RPMI 1640 s 1% / 0,1% D - gluk6zou 10 mi
10x koncentrovany roztok PBS 10 mi

Destilovana voda 80 ml

RPMI 1640 médium s 1% / 0,1% roztokem glukozy, PB& FeSQ x 7 H,O
RPMI 1640 s 1% / 0,1% D - gluk6zou 10 ml

10x koncentrovany roztok PBS 10 mi
10x koncentrovany roztok Feg©07 H,O 10 ml
Destilovana voda 70 ml

RPMI 1640 médium s 1% / 0,1% roztokem glukdzy, PBSeSQO, x 7 H,O a 0,3%
koncentrace agaru

RPMI 1640 s 1%/ 0,1% D - gluk6zou 10 mi

10x koncentrovany roztok PBS 10 mi

10x koncentrovany roztok Feg©7 H,O 10 ml

0,3% zasobni roztok agaru 10 ml

Destilovana voda 60 ml

RPMI 1640 médium s 1% / 0,1% roztokem glukézy, PBSFeSQ, x 7 H,O a
0,15% koncentrace agaru
RPMI 1640 s 1% / 0,1% D - gluk6zou 10 ml

10x koncentrovany roztok PBS 10 mi
10x koncentrovany roztok Feg©07 H,O 10 ml
0,15% zasobni roztok agaru 10 mi
Destilovana voda 60 ml

RPMI 1640 médium s 1% / 0,1% roztokem glukézy, PBSFeSQO, x 7 H,0, 0,3%
koncentrace agaru a albuminu
RPMI 1640 s 1% / 0,1% D - gluk6zou 10 mi
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10x koncentrovany roztok PBS 10 mi
10x koncentrovany roztok Feg©7 H,O 10 ml

0,3% zasobni roztok agaru 10 ml
Albumin 10 ml
Destilovana voda 50 ml

RPMI 1640 médium s 1% / 0,1% roztokem glukézy, PBSeSQ, x 7 H,0, 0,15%
koncentrace agaru a albuminu
RPMI 1640 s 1% / 0,1% D - gluk6zou 10 ml

10x koncentrovany roztok PBS 10 mi
10x koncentrovany roztok Feg©07 H,O 10 ml
0,15% z&sobni roztok agaru 10 ml
Albumin 10 ml
Destilovana voda 50 ml

RPMI 1640 médium s 1% / 0,1% roztokem glukézy, PBSFeSQ, x 7 H,0, 0,3%
koncentrace agaru a lidského séra
RPMI 1640 s 1% / 0,1% D - gluk6zou 10 ml

10x koncentrovany roztok PBS 10 mi
10x koncentrovany roztok Feg©07 H,O 10 ml
0,3% zasobni roztok agaru 10 ml
Albumin 10 ml
Lidské sérum 10 ml
Destilovana voda 40 ml

RPMI 1640 médium s 1% / 0,1% roztokem glukézy, PBSeSQ, x 7 H,0, 0,15%
koncentrace agaru a lidského séra
RPMI 1640 s 1%/ 0,1% D - gluk6zou 10 ml

10x koncentrovany roztok PBS 10 mi
10x koncentrovany roztok Feg©07 H,O 10 ml
0,15% z&sobni roztok agaru 10 ml
Albumin 10 ml
Lidské sérum 10 ml
Destilovana voda 40 ml
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4.4  Seznam pouzitych laboratornich pistroji a pomicek

» Sterilni box

* Komorovy termostat

* Vodni trepaci laz# Julabo SW 22 (Chemos)
» Centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet)

* Centrifuga EBA 12R (HettichZentrifuger)

* Analytické vahy (Boeco)

* Analytické vahy (Vibra)

*  Opticky mikroskop CX 41 (Olympus)

* Fotoaparat C - 5060 (Olympus)

* pH metr pH elektrode SenTix 41 (Inolab)
* Magnetické michadlo (JenWay)

* Erlenmeyerovy higky

«  Spicky

* Pipety

» Sklergné pipety 25 ml

e Automaticky nastavec na pipety (Hirschmann Labatgr
* Mikrozkumavky Eppendorf

* Petriho misky se Sabouraudovym agarem
* Ockovaci klicky

o 24 - jamkové destky (lwaki)

» Samolepici félie (Simport Canada)

» Filtry PowerPhil 25/ 0,2 (Rowemed)

* Podlozni skitka

* Kryci sklicka

4.5 Metodika a postupy

45.1 Hesnadni bunééna kultura

Pokusy byly zakladany Z@sn@ni kultury ziskané natovanim 10 ml tekutého YPG
média ve sterilni 200ml Erlenmeyetobvaice 1 - 3 koloniemC. neoformans a kultivované ve
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vodni tepaci lazni p 37 °C a 140 kmitech za minutu. Déepn@ni kultury bylo gidavano
10 pl thiaminu B a 20ul chloramfenikolu. Chloramfenikol slouZzil jako prawce bakterialni
kontaminace a thiamin B podporovalist burgk C. neoformans za pitomnosti
chloramfenikolu. YPG médium bylo zéavano jednou kolonii rostouci na Sabouraowdov

agaru.

4.5.2 RPMI 1640 médium

RPMI 1640 médium (Roswell Park Memorial Institu@ medium) bylo vyvinuto
v roce 1966 Moorem a jeho kolektivem v Roswell Phtkmorial Institutu v USA. Toto
médium se vyuzivarppodpde ristu mnoha typ buréénych kultur. Nejastji se pouziva pro
kultivaci humannich normalnich a neoplastickychktayth a svym sloZzenim napodobuje
vnitini prostedi sa¢iho organismu. Ve své praci jsem toto médium paupiio kultivaci
burgk C. neoformans a objastini adaptace jeho bgk na hypoxické podminky v lidské tkani,
protoze je svym slozenim mnohem blizSi podminkaiaki tkas ve srovnani k tradnim
mikrobiologickymi kultiva&nimi médii.

Po smichani RPMI (dodavané firmou Sigma - Aldrich) MOPS byl roztok
piefiltrovan a poté se kému pidaval 10x koncentrovany zasobni roztok 0,%%61%
glukdzy, ktery byl ped gidanim 15 minut autoklavovan. Nésleédse pomoci pH metru
upravovalo pH na 7, 0. K taktdipravenému kultivénimu médiu byla pipetovanagsna@ni
kultura dle nasledujici tabulky 1.

Kultivace bur¢né suspenze probihala ve 24 - jamkovych desth dodavanych
firmou Iwaki prelepené adhezni folii (Simport Canada) s minimg@ldpustnosti kysliku
(mére nez 0,01 %) v komorovém termostatiu 7 °C. Na zaklad analogie s publikovanymi
daty lze pedpokladat, Ze v jamkéach, kde byl objem média|@@0vice, nastaval stav vyrazné
hypoxie. Objem média 200 zajis’oval stav hormoxie, objem média 4(iDpak stav mirné
hypoxie. Buk¢na suspenze v jamce, ktera byla jiz jednou fetes, nebyla dale pouzivana

z divodu provzdusEni kultury v jamce.
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Tabulka ¢. 1. Pouzité objemy RPMI média d@gsna@ni kultury

200 10
400 20
800 40
1 600 80

4.5.3 Charakterizace odpowdi C. neoformans na hypoxii pfi riaznych arovnich areace

a rizném slozeni kultiv&niho média

Bunky C. neoformans byly kultivovany ve 24 - jamkovych des&tiach v objemech,
které jsou uvedeny vipdchozi kapitole (kapitola 4.5.2). Kultivace pradéza minimalniho
pristupu vzduchu, za konstantni teploty (37 °C) a tiepani v komorovém termostatu.
Minimalni pfistup vzduchu zaji®vala adhezni folie (Simport Canaddglppena fes 24 -
jamkovou destiku (propustnost kysliku ménnez 0,01 %). Kultivace probihala v médiu
RPMI 1640, které bylo postuprobohacovano o dalsi slozky, tak aby dochézelornkéng
parametit média, které by mohly mit vliv na proliferaci kiln na charakter kultury nebo na
morfologii burék v podminkachizného stuptiaerace.

Jednotlivé vyhodnocovani pokusu probihalo texh ¢asovych intervalech, a to po
trech, @ti a sedmi dnech od zaloZeni pokusu. Reakce neaxiypyla charakterizovana na
zakladt velikosti burgk C. neoformans.

Cely objem jamky byl odpipetovan do mikrozkumavipu Eppendorf a poté
centrifugovan na centrifuze Spectrafuge 24D (Labnei dobu 2 minut i 4000 g.
Supernatant byl z mikrozkumavky odstantak, aby #stal pouze sediment, ktery byl
nasledd v malém mnozZstvi RPMI média (20) resuspendovan. Poté bylo b bunécné
suspenze odebrano a byl vyiten preparat, ten byl dale pozorovan pod optickym
mikroskopem Olympus CX 41 a byly zhotoveny fotogrdfotoaparat Olympus C - 5060).

Pramér burgk na fotografiich byl naslednvyhodnocovan prostdnictvim programu
ImageJ (National Institutes of Health). Bylosimno vzdy nejmén 50 burgk, byl spa@itan
pramér a snérodatna odchylka a rozdily mezi velikosti Bknkultivovanych za tiznych

podminek a pouznou dobu byly vyhodnocovany Studentovym t - testdm test byl
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provadgn pomoci funkce v MS Excel 2007 dvoj\wbvym testem s nerovnosti rozptyls
dvoustrannym rozdenim. Vysledky byly zohletbvany vac¢i prislusné tabulce kritickych
hodnot Studentova t- testu.
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5 VYSLEDKY

V experimentélnicasti diplomové prace doSlo k otestovani viizrnych parametr
kultivacniho média na morfologii bak a charakter celé kultury v podminkacizmého
stupré aerace, fedstavovanéhdétyfmi odliSnymi objemy bu&né suspenze kultivované ve
24 - jamkovych destkach (objem jamek pouzitych desk je 3, 4 ml). Zamezenitigtupu
vzduchu do jamek s bt&nou suspenzi bylo dosazeno pouzitim adhezni fQégz
propustnost kysliku je mensi nez 0,01%. ¥&sgtis frelepenou adhezni f6lii byly pouzity na
zaklad predchozich experimeintkde se pro kultivaci bk pouzivaly Erlemeyerovy li&y
s vatovymi zatkami, které neposkytovaly dostatel zabranu proti pronikani vzduchu a
provzdusiovani bugcné kultury. Kultivace probihala za konstantni téple komorovém
termostatu (37C) a beziepani, tak aby byly nejlépe napodobeny podminkgiské tkani.

V experimentu pouZzité objemy &g simulovat stavy normoxie, mirné hypoxie
a vyrazné hypoxie. Stav vyrazné hypoxie nastdjamkach, kde byl objem média 8Q0
a 1600ul. Objem média 20Ql zajis’oval stav normoxie, objem média 4@0pak stav mirné
hypoxie.

Vychozim testovacim médiem bylo médium RPMI 164@eré bylo postuph
obohacovano o dalSi slozky, aby dochazelo kenZrparametit média. K RPMI médiu byl
nejprve gidan 10x koncentrovany 0,1% a 1% roztok glukozl, #e byly ziskany dva druhy
kultivacniho média: RPMI s 0,1% roztokem gluk6zy a RPMPs tbztokem glukozy. Poté
byl k obdma médiim fidan 10x koncentrovany roztok PBS, aby doslo k wpp. Nasleds
byl do médii pidan 10x koncentrovany roztok heptahydratu siragleznatého ( FESO 7
H,0). DalSim krokem byla Uprava viskozity médiadavkem agaru. Pro dalSi pokusy byly
pouzity d¥ koncentrace viskozity média, jedna takova, abkozga média byla mirna a
druh& koncentrace polavii k prvni, tedy roztok média s 0,3% koncentraaraga roztok
s 0,15% koncentraci. Poslednim krokem upravy kadtiiho média byl fdavek séra.
K roztoku byl gidan nejprve hoszi sérovy albumin a poté sérum lidské. Ve vSechto
meédiich byly kultivovany biiky za stejnych podminek po st&jdlouhou dobu.

Vyhodnocovani pokusu probihalo wedhcasovych intervalech, a to pteth, gti a
sedmi dnech od zaloZeni pokusu. Reakce na hypgicharakterizovana velikosti bikiC.
neoformans. Tyto Udaje byly ziskdny pozorovanim mikroskopitkypreparat a naslednym
vyhodnocenim fotografii ziskanych z pozorovatihto prepardit analytickym programem

ImageJ a statistickou metodou Studentova T- tdato.spravnou statistickou analyzu bylo
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nutné, aby se na fotografiich nachazelo vice nebustk, primérné vSak na jeden pouzity

objem bylo vyhodnocovano 300 - 400 Bkn

5.1  Vyhodnoceni kultivace bugk C. neoformans v médiu RPMI 1640 s 1% a 0,1%

glukézou

Mikroskopickou analyzou bylo nejprve zjigb, Ze buiky kultivované v médiu s 1%
hladinou glukézy byly na pohledét&i nez biky kultivované v médiu s nizSim obsahem
glukdzy a nejvice se jich nachazelo v jamkach emioj 400ul a 800ul buné¢né suspenze
(zobrazeno na obrazcich 3 a 4). Tento pozorovanyiqupoklad byl naslednpotvrzen
analyzou fotografii programem ImageJ a statistickyjiS&nim phiméra velikosti
pozorovanych buik.

Nejvétsi buiky byly zjistny v objemu 800ul v médiu obohaceném o 1% roztok
glukézy po tech dnech kultivace, pmérna velikost byla 6,251525m. NejwtsSi velikost
burek v médiu s 0,1% hladinou glukézy byla n&ena v objemu 40Qul, 5,52987 um.
NejmensSim zjigny praimér 4,499848um byl po sedmi dnech kultivace v jamce s objemem
burgcné suspenze 200 kultivacniho média s 0,1% hladinou glukozy. Podle &pigth dat
Ize usuzovat, Ze 1% hladina glukbézy v médiu £gj& lepSi vyZzivu nez médium s nizSim
obsahem glukdzy a kiy dosahuji ¥tSich velikosti. Grak. 1 znazofuje zjiS€né paimeéry,

jak v médiu s 1% hladinou glukézy, tak v médiu 50 roztokem glukozy.

—~ {,7

O O
Obrazek ¢. 3. Porovnani velikosti bk v objemu 400ul. A - kultivované bilky v RPMI
médiu s 1% hladinou glukézy; B - kultivovanénky v RPMI médiu s 0,1% hladinou
glukozy.
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Obréazek ¢. 4: Porovnani velikosti buwk v objemu 800ul. A - kultivované buiky v RPMI

médiu s 1% hladinou glukézy; B - kultivované nky v RPMI médiu s 0,1% hladinou

glukézy.

Graf ¢. 1. Zjistené paimery velikosti bugk v RPMI médiu s 1% obsahem glukozy a 0,1%

obsahem glukézy.

200/1% 200/0.1% 400/1% 400/0.1%

800/1%

800/0.1% 1600/1% 1600/0.1%

Hpo 3 dnech
Hpo 5 dnech

Epo7 dnech

Pozn.: Na ose x jsou znazeény objemy bui¢né suspenze v médiichienym obsahem glukézy. Na ose y jsou

znazorgny praméry burek v um. Velikosti burk byly ziskdny z analyzovanych fotografii.

5.2  Vyhodnoceni kultivace bugk C. neoformans v médiu RPMI 1640 s 1% a 0,1%

glukézou a pufrované PBS

Analyza fotografii busk kultivovanych v médiich pufrovanych PBS odhaliee

nedochazelo k vyraznym rozdiih velikosti bugk v ramci vSech pouzitych objéna v ramci

doby kultivace. Podokinjako u kultivace bugk v médiu, které nebylo pufrovano, n&si
velikosti dosahovaly hiky v objemu 800ul po tech dnech kultivace, 4,961974m.

Nejmensi velikost butk byla zjiS€na v objemu 160Qu (RPMI médium s 1% obsahem
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glukézy a PBS) poréch dnech kultivace, 3,72872&. Porovnani v3ech zjitych paméra
velikosti burk zobrazuje graf. 2.

Graf ¢. 2 Zjistené pamery velikosti burgk v RPMI médiu s 1% obsahem glukézy a PBS a
0,1% obsahem glukézy a PBS.

7
6
5
4 Hpo 3 dnech
3 Hpo 5 dnech
5 Epo7 dnech
1
0
200/1% 200/0.1% 400/1% 400/0.1% 800/1% 800/0.1% 1600/1% 1600/0.1%

Pozn.: Na ose x jsou znazény objemy bui¢né suspenze v médiichiznym obsahem glukézy &igavkem
PBS. Na ose y jsou znazeny praméry bursk v um. Velikosti burtk byly ziskany z analyzovanych fotografii.

Na nasledujici sérii obra@k. 5 je zobrazen rozdilny vliv dvou kultisaich médii na

velikost burtk u objemu 40Qul v médiu s 1% roztokem glukézy a PBS.

A B
Obréazek ¢. 5. Porovnani velikosti bwk v objemu 400ul. A - kultivované buaky v RPMI

médiu s 1% hladinou glukézy a roztokem PBS po sedimaich kultivace; B - kultivované

buiky v RPMI médiu s 0,1% hladinou glukdzy a roztokBiS po pti dnech kultivace.
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5.3  Vyhodnoceni kultivace bugk C. neoformans v médiu RPMI 1640 s 1% a 0,1%

glukdézou, pufrované PBS a obohacené Zelezem

NejvyrazrejSich velikosti dosahovali iy kultivované v médiu sifdavkem Zeleza v
podok¥ FESQ x 7 H,O (v porovnani s ostatnimi kultisaimi médii). Nejetsi byly buiky
v objemech 800 a 16Q4, oboji v kultivatnim meédiu s 1% hladinou glukdzy, pufrované PBS
a s gidavkem Zeleza. V obowdhto objemech velikost bk presahovala um. Nejmensi
velikosti byly zaznamenany v objemu 2@0 v obou typech kultivéniho media. Zde se
velikost burk pohybovala kolem 4, mm. NejwtSi velikost 5,63911um byla nalezena
v objemu 160Qul v médiu s 1% hladinou glukdzy, pufrované PBS @idavkem Zeleza po
sedmi dnech kultivace, naopak nejmensi velikosa lzgznamenana u 2@0 v médiu s 1%
hladinou glukézy, pufrované PBS ai$davkem Zeleza posp dnech kultivace, a to 4,085793
um. Na grafué. 3 jsou rozdily v pimérech velikosti znazogmy.

Graf ¢&. 3. zjistene pamery velikosti bugk v RPMI médiu s 1% / 0,1% obsahem glukozy a
piidavkem PBS a FESOx 7 H,0.

6
5
4 Hpo 3 dnech
3 Hpo 5 dnech
- Epo7 dnech
1
0
200/1% 200/0.1% 400/1% 400/0.1% 800/1% 800/0.1% 1600/1% 1600/0.1%

Pozn.: Na ose x jsou znazény objemy bugéné suspenze v médiichinym obsahem glukézy aigavkem
PBS a Zeleza. Na ose y jsou zn&Zoynpraméry burgk v um. Velikosti burk byly ziskany z analyzovanych

fotografii.
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5.4  Vyhodnoceni kultivace bugk C. neoformans v médiu RPMI 1640 s 1% a 0,1%
gluk6zou, pufrované PBS, s fidavkem Zeleza a viskozitou upravenouifidavkem

agaru

Pridanim roztok agaru ke kultivénim meédiim doSlo k Upra&v viskozity. Dw
koncentrace byly pouzity proto, aby vzniklo médiunirné viskdézni a pro srovnani vlivu
agaru jedt koncentrace polovni. Vyrazné rozdily velikosti bk mezi jednotlivymi
koncentracemi agaru zaznamenany nebyly, u obol nygdii se velikost butk pohybovala
na hranici 4um. V porovnani fedchozich kultivénich médii sdmi obohacenymi o agar
doSlo v této kultivaci k vyraznému zmenSeni #ynstatisticka vyznamnost byla naslédn
potvrzena provedenym Studentovym T - testem, jgfumifobné vysledky jsou prezentovany
v kapitole 5.7.

V médiu s agarem o koncentraci 0,3% bylykunejwtsi v objemu 160@l. Naopak
nejmensi velikosti dosahovaly iky v objemu 200ul. V médiu obohaceném o 0,15%
koncentraci agaru byla velikost btknnepatrg vétSi nez v médiu s koncentraci 0,3%, ®&jv
bunky byly také zaznamenany v objemu 1600nejmensi pak v objemu 2Q0. V porovnani
téchto dvou médii byly nejtSi buiky pozorovany v RPMI médiu s 1% hladinou glukézy a
0,15% hladinou agaru pcstp dnech kultivace, a to 4,5788n. NejmenSi velikost, 3,33122
um, byla pozorovana v tomtéZz médiu po sedmi dnedtivkae. Piimérné velikosti busk

v obou mediich zachycuji graty 4 a 5.

Graf €. 4 Zjisténé paméry velikosti bugk v RPMI médiu s 1% / 0,1% obsahem glukozy a
piidavkem PBS, FES{x 7 H,0O a 0,3% roztoku agaru.
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4 Epo3 dnech
3 Hpo 5 dnech
’ Epo7 dnech
1
0
200/1% 200/0.1% 400/1% 400/0.1% 800/1% 800/0.1% 1600/1% 1600/0.1%

Pozn.: Na ose x jsou znazény objemy bugéné suspenze v médiichinym obsahem glukézy aigavkem
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PBS, Zeleza a agaru. Na ose y jsou zn&pyrnpriméry burgk vpm. Velikosti bugk byly ziskany

z analyzovanych fotografii.

Graf €. 5. Zjisténé paméry velikosti bugk v RPMI médiu s 1% / 0,1% obsahem glukozy a
ptidavkem PBS, FES{X 7 H,O a 0,15% roztoku agaru.

7
6
5
4 Hpo 3 dnech
3 Hpo 5 dnech
5 Epo7 dnech
1
0
200/1% 200/0.1% 400/1% 400/0.1% 800/1% 800/0.1% 1600/1% 1600/0.1%

Pozn.: Na ose x jsou znazény objemy buiéné suspenze v médiichie&nym obsahem glukozy aigavkem
PBS, Zeleza a agaru. Na ose y jsou znd&myrnpriméry burgk vum. Velikosti bugk byly ziskany
z analyzovanych fotografii.

Vliv agaru na velikost a get burgk je patrny ze série obrazKk. 6. Na fotografii A
jsou buiky kultivované v objemu 40Ql pouze v médiu RPMI s 1% obsahem glukézy, na
fotografii B je zobrazen tentyz objem i médium gadpvku 0,3% roztoku agaru, na fotografii
C je zachycen row stejny objem i médium pariplani 0,15% roztoku agaru. Z fotografii je
patrné, ze ffdavkem agaru,tauz vyssici nizSi koncentrace, se velikost remensila, coz

dokazuji i data uvedena wgaichozich grafech.

A B
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Obrazek ¢. 6. Porovnani velikosti buk v objemu 400ul. A - kultivované buiky v RPMI
médiu s 1% hladinou glukozy; B - kultivovanéily v RPMI médiu s 1% hladinou glukozy a
0,3% hladinou agaru; C - kultivovanéitky v RPMI médiu s 1% hladinou glukézy a 0,15%

hladinou agaru.

5.5 Vyhodnoceni kultivace bugk C. neoformans v médiu RPMI 1640 s 1% a 0,1%
glukézou, pufrované PBS, obohacené o Zelezo, skeisitou upravenou agarem a s

piridavkem howziho séroveého albuminu

S @idanim agaru do kultivaich médii doslo ke zmenSeni kultivovanych &ua ani
piidanim albuminu k navySeni {pnérnych velikosti busk nedoslo. Podokin jako
v piedchozi kapitole byla velikost bé okolo 4 um. NejmenSi velikost byla zachycena
v objemu 400ul kultivacniho média s 0,1% hladinou glukézy a 0,15% hladiagaru po
sedmi dnech kultivace, a to 3,565263. NejwtSi velikosti dosahovaly liky kultivované
v médiu s 0,1% hladinou glukézy a 0,3% hladinouragajamce o objemu 800l po pati
dnech kultivace, 4,41133um. V porovnani s ostatnimi meédii zde doSlo ke émn
v piedchozich pokusech tky dosahovaly neptSi velikosti v objemech 400l a nejmensi
velikosti v objemech 20Ql, pfidanim albuminu se nejt8i buiky nachazi v objemu 80,
tedy objemu simulujici stav vyrazné hypoxie, a re8i buiky jsou v objemu 400Qul,
simulujici stav mirné hypoxie. Grafy zachycujici &m v ptimérnych velikostech buik

kultivovanych médii s albuminem jsou oZeaycisly 6 a 7.
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Graf €. 6. Zjisténé paméry velikosti bugk v RPMI médiu s 1% / 0,1% obsahem glukozy a
pridavkem PBS, FES{X 7 H,0O, 0,3% roztoku agaru &igavkem albuminu.
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Pozn.: Na ose x jsou znazény objemy buiéné suspenze v médiichie&nym obsahem glukozy aigavkem
PBS, Zeleza, agaru a albuminu. Na ose y jsou zn&mpipraméry burgk v um. Velikosti buk byly ziskany

z analyzovanych fotografii.

Graf ¢&. 7: zjistené pameéry velikosti bugk v RPMI médiu s 1% / 0,1% obsahem glukozy a
pridavkem PBS, FES(X 7 H,0O, 0,15% roztoku agaru &gdavkem albuminu.
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Pozn.: Na ose x jsou znazény objemy bugéné suspenze v médiichinym obsahem glukézy aigavkem
PBS, Zeleza, agaru a albuminu. Na ose y jsou zn&apipraméry burgk v pm. Velikosti burk byly ziskany

z analyzovanych fotografii.

Na analyzovanych fotografiich bylo mozné pozorovast burgk ve shlucich

(zobrazeno na obréazku 7). To mize byt dano tim, Ze vySSi koncentrace agaru a &arov

piitomnost albuminu, dinngji branila pasivnimu pohybu bgk v médiu.
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Obrazek ¢. 7: Shluky burk vytvorené po fidani albuminu k RPMI médiu s 1% roztokem

glukozy, PBS, Zelezem a 0,3% roztokem agaru (odj@dul po sedmi dnech kultivace).

5.6  Vyhodnoceni kultivace bugk C. neoformans v médiu RPMI 1640 s 1% a 0,1%
glukézou, pufrované PBS, obohacené o Zelezo, skeisitou upravenou agarem a s

piridavkem howziho sérového albuminu a lidského séra

Ani po pridavku lidského séra nedoSlo uapkrnych velikosti budk ke zwtSeni,
muzeme tedy usuzovat, Ze snizenimérnych velikosti budk zpisobuje pray pridani agaru
ke kultivainimu médiu. Velikost butk zistala ténsi shodna s velikosti bék kultivovanych
v mediu, které bylo obohaceno agarem. Stgako v gedchozich kapitolach se velikost
burgk pohybovala kolem hodnoty dm. NejwtSi buiky jsou zaznamenany v objemech 1600
ul, jak u média s 0,3% koncentraci agaru, tak u médioncentraci nizsi. Podabjako u
piedchoziho média, nejtsi buiky se vyskytuji v objemu reprezentujicim stav vy&z
hypoxie. Nej¢tSi hodnota byla zaznamenana v daném objemu v m&0id% obsahem
glukézy a 0,3% obsahu agaru p@dh dnech kultivace, a sice 4,55310m. Nejmensi
velikost dosahovaly hiky kultivované v médiu s 1% hladinou glukézy a 0,3fi&dinou
agaru po @i dnech kultivace v objemu 8Qd, 3,80654um. Pimérné velikosti busk jsou

zaznamenany v nasledujicich dvou grafech.
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Graf €. 8 Zjisténé paméry velikosti bugk v RPMI médiu s 1% / 0,1% obsahem glukozy a
piidavkem PBS, FES(X 7 H,0, 0,3% roztoku agaru &davkem albuminu a lidského séra.
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4 Hpo 3 dnech
3 Hpo 5 dnech
? Epo7 dnech
1
0
200/1% 200/0.1% 400/1% 400/0.1% 800/1% 800/0.1% 1600/1% 1600/0.1%

Pozn.: Na ose x jsou znazény objemy buiéné suspenze v médiichie&nym obsahem glukozy aigavkem
PBS, Zeleza, agaru, albuminu a lidského séra. Haygsou znazormy priméry burgk v um. Velikosti burgk

byly ziskany z analyzovanych fotografii.

Graf €. 9. Zjisténé paméry velikosti bugk v RPMI médiu s 1% / 0,1% obsahem glukdzy a
piidavkem PBS, FES(X 7 H,0, 0,15% roztoku agaru d@igavkem albuminu a lidského séra.
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200/1% 200/0.1% 400/1% 400/0.1% 800/1% 800/0.1% 1600/1% 1600/0.1%

Pozn.: Na ose x jsou znazény objemy buiéné suspenze v médiichie&nym obsahem glukozy aigavkem
PBS, Zeleza, agaru, albuminu a lidského séra. Haygsou znazormy priméry burgk v um. Velikosti burgk

byly ziskany z analyzovanych fotografii.

5.7  Vysledky statistickeého vyhodnoceni dat progédnictvim Studentova T - testu

Statistické hodnoceni vysleflkmetodou T - testu bylo nejprve pro¥ad pomoci
funkce v MS Excel 2007 dvojv¢bovym testem s nerovnosti rozptyls dvoustrannym

roz&klenim. Po tomto provedeném vypo byla nalezena data o velmi vysoké hladin
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vyznamnosti (P < 0,01), kterd potvrzujfedpoklady z porovnavani jomérnych velikosti
burgk.

Statisticky nejvyznamiji se projevil gidavek agaru (statisticky nejvyzna#si
hodnota nalezena po sedmi dnech kultivace v objé6tuul v médiu obohaceném o 1%
hladinu glukézy a 0,3% hladinu agaru, a to p = 25°%, jelikoz po jeho fidani
kultivované buiky vykazovaly zn&né¢ menSi velikost nez v kultivacich bez agaru. Siaka
vyznamnost tohoto ffdavku je na 1% hladéinvyznamnosti. V kultivacich provédych po
pridani albuminu a lidského séra nedoslo k zadnézwaaznene, velikosti burgk zustaly
témei shodné s velikostmi bk kultivovanych v médiu s agarem.

Mezi statisticky vyznamné hodnoty setadila kultivace v médiich obohacenych
0 gluk6zu a také fiidavek Zeleza (ve forfnlOx koncentrovaného roztoku FES©O 7 H0).
Pridavek PBS neZsobil v porovnani s kultivaci v médiu RPMI oboha&en pouze
0 glukézu zadné zémy, prtamérné velikosti budk zastaly u porovnavanych medii tém
shodné. Vyraz¥jSi zmenu kultivace pineslo gidani roztoku FESQx 7 H0. V porovnani
s médiem s roztokem PBS doSlo k sdn pamérnych velikosti budk. Tato zngna ve
sloZeni kultivéniho média (fdavek PBS a Zeleza) se nachazi na 1% hadmnamnosti.
Vzajemné porovnavani statisticky nejvyznasich hodnot v ramci pou dni kultivace, tedy
experimenty provedené v médiu s 1% a 0,1% roztojekozy, v médiu obohaceném o PBS
a zarové o roztok FES@x 7 H,0 a v médiu obohaceném o agar, zobrazuji gtafy0, 11
al2. Grafy uvadi zémy v nangienych pamérnych velikostech v odliSnych typech
kultivacnich médii, kde byla tato zma statisticky nejvyznandjgi, v danych objemech
a paitech dnech, po kterych byla kultivace vyhodnocovana

Tabulkac¢. 2 zobrazuje hodnoty T - testu. Tato data dokazgiprovedena &eni

a vypaity pramérnych velikosti budk a sn¢rodatnych odchylek jsou natiena spravé
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Tabulka & 2 Hodnoty testového kritéria dle t- testu (vzorec MScel 2007).Cervers

ozna&ené hodnoty jsou statisticky velmi vyznamné, na hRdire vyznamnosti. Zeleh

ozna&ené hodnoty jsou statisticky vyznamné na 5% htadimgznamnosti. Neoziané

hodnoty jsou statisticky nevyznamné.

RPMI vs RPMI + PBS

po 3 dnech
po 5 dnech

po 7 dnech

RPMI + PBS vs RPMI + PBS + FeSO4

po 3 dnech
po 5 dnech

po 7 dnech

RPMI + PBS + FeSO4 vs RPMI + PBS +

FeSO4 + 0.15%Agar
po 3 dnech
po 5 dnech
po 7 dnech
RPMI+PBS+FESO4 VS.
RPMI+PBS+FES04+0.3%AGAR
po 3 dnech
po 5 dnech
po 7 dnech
RPMI+PBS+FES04+0.15%AGAR VS
RPMI+PBS+FES04+0.3%AGAR
po 3 dnech

po 5 dnech

po 7 dnech
RPMI+PBS+FES04+0.15%AGAR VS
RPMI+PBS+FESO4+0.15%AGAR+
ALBUMIN
po 3 dnech
po 5 dnech
po 7 dnech
RPMI+PBS+FESO4+0.3%AGAR VS
RPMI+PBS+FESO4+0.3%AGAR+
ALBUMIN
po 3 dnech
po 5 dnech

po 7 dnech

200/0.1

,119303509

0,21875237

400/0.1

800/0.1 1600/1 1600/0.1

0,84837340

0,534885281

0,445090077

0,771730086

0,079817345

0,15087758

0,410065164

0,290447514
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Graf ¢ 10 ZjisSténé pameéry velikosti burk kultivovanych v médiich se statisticky

nevyznamgjjSimi pridavky po tech dnech kultivace.
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H RPMI ERPMI+ PBS + FeS0O4
ERPMI+ PBS + FeSO4+ 0,152 AGAR BERPMI+ PBS + FeS04 + 0,32 AGAR

Pozn.: Na ose x jsou znazény objemy buiéné suspenze v médiich se statisticky nejvyzrggmmi piidavky.

Na ose y jsou znazofny priméry burgk v um. Velikosti burk byly ziskany z analyzovanych fotografii.

Graf ¢ 11 Zzjisttné phaméry velikosti burk kultivovanych v médiich se statisticky

nevyznamgyjSimi pridavky po @ti dnech kultivace.
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ERPMI+ PBS + FeSO4+ 0,152 AGAR BERPMI+ PBS + FeS04 + 0,32 AGAR

Pozn.: Na ose x jsou znazeény objemy buiéné suspenze v médiich se statisticky nejvyzrggmmi piidavky.

Na ose y jsou zndzogny praméry burgk v um. Velikosti burk byly ziskany z analyzovanych fotografii.
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Graf ¢ 12 ZjiSténé pameéry velikosti burk kultivovanych v médiich se statisticky

nevyznamgjjSimi pridavky po sedmi dnech kultivace.

200/1%  200/0.1%  400/1%  400/0.1%  800/1%  800/0.1% 1600/1% 1600/0.1%

H RPMI MRPMI+ PBS + FeSO4
M RPMI+PBS + FeSO4+ 0,15%AGAR ERPMI+ PBS + FeSO4 + 0,3%AGAR

Pozn.: Na ose x jsou znazény objemy buiéné suspenze v médiich se statisticky nejvyzrggmmi piidavky.

Na ose y jsou znazofny priméry burgk v um. Velikosti burk byly ziskany z analyzovanych fotografii.
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6 DISKUZE

Ve sveé diplomové praci jsem pro kultivaci kryptokekch burk pouzila RPMI 1640
meédium, které nahradiloébreé vyuzivana mikrobiologicka média. Toto médium seiya,
aby simulovalo prosgédi sa¢iho organismu. Nahrazenim traglich mikrobiologickych médii
médiem RPMI 1640 a optimalizaci kultdrsich podminek jsem se snazZila objasnit
mechanismus adaptace BkrC. neoformans na hypoxické podminky v lidské tkani. Podle
piedchozi studie Raclavskékbal. (2009), jez se zabyvala vlivem provziloéani a tepani
in vitro kultury na Sieni kryptokokoveé infekce, mi byly stanoveny nasjedupodminky
kultivace, a to kultivace bezigpani, za konstantni teploty 37 °C a v mikrotitfah
desttkach pelepenych adhezni folii, ktera zatwge pistupu vzduchu. Auto pavodns
kultivovali buiky v Erlenmeyerovych bigkach s vatovymi zatkami a zazné drove tiepani,
zjistili, Ze vyrazné iepani vede u bk C. neoformans k rychlejSi proliferaci a také
k rychlejSimu vg¢erpani kyslikug¢imz dochazi k zastaveni higného cyklu a k vyraznému
zpomaleni proliferace. Pouzivaléznd mikrobiologicka média. Abych vytiia in vitro
model, ktery co nejlépe simuluje podminky &atkarg, bylo nutné nahradit mikrobiologicka
média médiem RPMI 1640.

Kultivatni podminky jsem gnila postupnym pdavanim 10x koncentrovanych
roztokii glukézy, PBS, Zeleza, agaru, Baiho sérového albuminu a lidského séra. Hypoxické
a normoxické podminky kultivace zaja@aly ¢tyii raizné objemy, a to 200, 400 ul, 800l
a 1600ul. Na zaklad analogie s fedchozimi publikovanymi daty vime, Ze v objemu 200
jsou zajis&ny normoxické podminky, v objemu 4Q0 se jednd o podminky mirné hypoxie
a v objemech vysSich nez 800se jedné o stav vyrazné hypoxie.

Po srovnani vSech objéma meédii lze také konstatovat, Ze r&V buiky se
vyskytovaly v objemu 40@l v médiich s 1% obsahem glukézy (a dalSiidavky). &tsi
obsah glukdzy v médiichrgjmé poskytuje kryptokokovym hikam lepsi vyZivu, a proto byly
v médiich stimto obsahem glukézy n#@i. V zavislosti na dostatku Zivin a stale
dostatéeném gistupu vzduchu bylo préw tomto objemu butk nejvice a byly dostate¢
velké. NejétsSi buiky se ve ¥tSiné kultivaci vyskytovaly v daném objemu pd@tpdnech
kultivace.

NejmenSich velikosti dosahovalyitky v objemu 20Qul v témet vSech kultivénich
médiich, zejména ale ¥dah s 0,1% hladinou gluk6zy, pouze pigdani albuminu a lidského
séra se nejmensi velikosti knnachazely v objemu 400l jak v médiu s 1% hladinou

glukozy, tak v médiu s nizSi hladinou glukézy. Nemdich velikosti dosahovaly iky
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kultivované po dobu sedmi dnZmeéna nastala pouze u kultivace Bkrv médiu obohaceném

o PBS a Zelezo, kde naopak po sedmi dnech doSl@t&eni. To nize byt dano vlivem
piidavku Zeleza, ktery #gobil zwtSeni busk ve vSech objemech a takéepr¢ ovlivnil
Zivotnost bugk, jelikoz jsem ¥tSi buiky pozorovala po sedmi dnech kultivace i v objemech
s vyraznou hypoxii. Je tedy mozné, Ze pagvku Zeleza jsou lily schopné fezit i ve
stavu vyrazné hypoxie.

Jak potvrzuji provedené statistické hodnoce#iiSina znén paramett kultivace ma
vyznamny vliv na velikost butk. Jako statisticky nejvyznarg8i se jevi pidavek agaru,
at’ uz v koncentraci 0,3%i 0,15%. V tchto podminkach byla ve srovnani se stavéed p
pfidanim zaznamenana nejvy3si hodnota T - testweapsi= 2,2230T1°%, co? reprezentuje
vysoce vyznamnou statistickou hodnotu na 1% htagiiznamnosti (P < 0,01). Paigani
agaru do kultivaniho média dosSlo k vyraznému zmémsS burek, jak ukazuji i grafy
v piedchozi kapitole 5.4. Naopak vyrazné&tdeni bugk nastalo po fdavku Zeleza, tato
zmeéna je podle vysledk T - testu také vysoce vyznamna, nachazi se na [Ediné
vyznamnosti. MZeme tedy konstatovat, Zertigavek Zeleza ovlivnil kultivované
kryptokokové biiky pozitivre, stejré jako obohaceni média o 1% roztok glukozy. Jako
negativni se jevi ovliwni kultury agarem, ktery Zigsobi zahu&hi média a dojde k poklesu
velikosti burgk. Prav@podobr to miZze byt zfisobeno tim, Ze hiky v hustSim médiu
nemaji dostatany prostor protst a proliferaci.

Kmen T46 - 1 byl satasti podobnych pokiss predchozich pracich vedenych MUDr.
Raclavskym, Ph.D., kde dochéazelo k charakterizatpowdi burgtk C. neoformans na
hypoxické podminky. V. Hugkova ve své diplomové praci (2008) kultivovalanky C.
neoformans v béZném mikrobiologickém médiu za@azanych podminek aerace. Ve své praci
doSla k zawru, Ze nejlépe provzdiasvané kultury buék dosahovaly menSich roznd, ale
zarover obsahovaly nejtSi mnozstvi bukk. Stedre okyslicované kultury proliferovaly dle
jejich pokus pomaleji, ale byly #tSi. V mé praci jsem objevila blkly s nej¥tSim paiimérem
praw v kulture stedre okyslicované, zarovievsak bylo &chto burk v ténetr vSech pokusech
nejvice (zhodnoceni fotografii mikroskopickym paaainim). Butky kultivované v médiu
s glukézou, PBS a Zelezem vykazovaly sty ptimérné velikosti busk v objemu 400ul,
ktery zajifuje prae stav mirné hypoxie. Situace seé&nia po gidani agaru, kdy doslo ke
zmenSeni bugk.

Raclavskyet al. (2009) ve své studii uvadfipmnost malych d@aych kapkovitych
burgk kolem jedné matské buiky. Kryptokokové biiky byly kultivovany v YPG médiu za

omezeného fistupu vzduchu. Ja jsem ve své praegina mikrobiologicka média nahradila
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médiem RPMI 1640, ijesto i ja jsem &em vyhodnocovani svych experimermodobna
soubuni také pozorovala, a to zejména po sedmihdkigltivace v objemech reprezentujicich
stav vyrazneé hypoxie, tedy v 8@0a 1600ul. Autofi studie uvadi, Ze tato soubuni pozorovali
po osmi dnech kultivace b#ék coz dokazuje, Ze ¢které z busk dokazaly v
hypoxickych podminkachipzit a mit potomstvo. Malé d@ee buiky vSak nejsou schopny se
od matéské oddlit a odumiraji. Podobna bizarni soubuni ve sve&ippéezentuje také V.
Husikkova. Tato soubuni jsou praymbdobré vysledkem poruchy tvorby septa mezi
matgskou a dcénou buikou, resp. poruchou v procesu élohi dcéiné buiky od matky.

Autori Zaragozaet al. (2010) pozorovali vyskyt gigantickych kryptddavych burk
béhem infekce v sasich buikach. Tyto biiky mely dosahovat velikosti az 2om v priméru.
J& jsem \n vitro modelu takovéto ztSené biiky nepozorovala, &oli jsem se snazila
navodit podminky kultivace co nejvice podobné podd@im vyskytujicim se v lidské tkani.
Mnou nalezena neftSi velikost kryptokokovych buk, kultivovanych v RPMI médiu s 1%
hladinou glukdzy, byla &m. Pimérna velikost bugk kultivovanych vin vitro podminkach
je 4 - 5um. V téntt vSech kultivacich jsem i j ve své préaci dosahmyeimérnych velikosti
burgk okolo 4 - 5um. Pouze poifidavku agaru se velikost béknzmensSila na 3,5 - gm.

Provedenymi experimenty bylo prokdzano, Ze slozekbnzistence média vyrazn
ovliviiuje velikost a také proliferaci kryptokokovych na mnohdy mzZe byt limitujicim
faktorem fistu, stej@ jako rizné stupwy aerace. Biky C. neoformans se snazi hypoxickym
podminkdm Bhem kultivace pfzpisobovat tak, aby nedochazelo k Uplnémuwevgani
kysliku v kultue.
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7 ZAVER

Ve své diplomové préci jsem s€novala Upravam kultivaniho média tak, abych
popsala vliv jednotlivych sloZzek tohoto média ndikast burek C. neoformans. Tradini
mikrobiologické médium jsem nahradila médiem sirjialupodminky v sa& tkani (RPMI
1640). Toto médium jsem nésleédobohacovala oizné koncentrace glukézy, PBS pro
Upravu pH , Zeleza, agaru pro Upravu viskozity,&atho sérového albuminu a lidského séra.
Bunéénou suspenzi jsem kultivovala &znych podminkach aerace, které byly stanoveny
¢tyimi odliSnymi objemy, i 37 °C po dobuit, psti a sedmi da.

Statisticky nejvyznamijSi vliv na kultivaci ngl ptidavek agaru, ten byl do média
piidan ve dvou tiznych koncentracich. Jehdigéni vedlo k vyraznéme zmenSeni velikosti
burgk béhem kultivace a tento stav se dale nézinani po gidani howziho sérového
albuminugi lidského séra.

Pro podporu tvorby velkych bgk se jako nejlepSi jevilofani Zeleza (ve fortn
roztoku FESQ@ x 7 H0). VeétSi buiky jsem pozorovala také vipodnim médiu RPMI
obohaceném o dva roztoky glukozyiiddavek PBS neZjsobil Zzadné vyrazné zmy,
pramérné velikosti bugk byly ténei shodné s giméry v pavodnim meédiu.

Déale jsem vyhodnotila, Ze hkly C. neoformans dosahovaly neptSich velikosti
v podminkadch mirné hypoxie, tedyi pbjemu 400ul a pi piidavku 1% glukozy, takze
i v podminkachtasténého provzdudmi dosahovaly kultivované kly nejwtSich velikosti,
fadow 5 um. Kultivované biiky v médiu obohaceném pouze o 0,1% roztok glukdzy

nedosahovaly velkych rozfm.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AhR
ARNT
bHLH
CNS
CREB
CTAD
DNA
EPO

FESQ x 7 H:0

FIH-1
G

Gy
Hap 1
HIF - 1
Hog 1
Hpt
HRE
MAPK
MOPS
NTAD
ODDD
PAS
PBS
RPMI 1640
pVHL
S
SCAP
Scpl
Srel
SREBPs
Tcol
VEGF

aryl hydrocarbon receptor

aryl hydrocarbon nuclear translocator
transaktivéni doména

centralni nervova soustava

CAMP response element binding protein
C - koncova transaktivai doména
deoxyribonukleova kyselina

erytropoetin

heptahydrat siranu Zeleznatého

factor inhibiting HIF - 1
G; faze bukcného cyklu

G, faze bugcného cyklu

heme activated protein 1

hypoxia inducible factor 1

high osmolarity glycerol

histidin - containing phosphotransfer protei
hypoxia response elements

mitogen - activated protein kinase
sodium salt Buffer grade

N - koncové transkakti¢ai doména
oxygen - dependent degradation domain
transaktiveni doména

phosphate buffer saline

Roswell Park Memorial Institute 1640den
von - Hippel - Lindau protein

S faze buftného cyklu

SREBP cleavage - activating protein

Srel cleavage activating protein, Scafi Scp

sterol regulatory element binding protein, transtoon factor

sterol regulatory element binding proteins
two - component - like

vascular endothelial growth factor

-49 -



YPG yeast - peptone -glucose medium

YNB yeast nitrogen base
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