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Souhrn

Kvasinky rostouci na pevném povrchu vytvareji
mnohobunééné struktury, tzv. kolonie, s charakteristickou
organisovanou  morfologii, ktera vznika délenim
nepohyblivych kvasinkovych bunék. Organisace
kvasinkovych kolonii proto musi byt zajiSténa signaly
vysilanymi a prijimanymi délicimi se buiikami, které
kolonii tvofi. Z tohoto pohledu pripomina vyvoj kvasinkové
kolonie tvorbu tkani a orgiani vysSich mnohobunéénych
organismu

Jednou z charakteristickych vlastnosti mnohobunéénych
organismi je jejich schopnost vysilat a prijimat signily na
velké vzdalenosti. Kvasinkové kolonie vyuZivaji pro
komunikaci mezi koloniemi jednoduchou plynnou latku,
¢pavek (amoniak), ktery kolonie produkuji v pulsech.
Vlivem amoniaku sousedni kolonie synchronisuji sviij
VYVO0j.

Prechod kolonii z kyselé faze do faze intensivni produkce
amoniaku (alkalicka faze) je spojen s vyraznymi zménami
metabolismu bunék kolonii.

MizZeme se domnivat, Ze plyny amoniak se u
kvasinkovych kolonii uplatiiuje jako jakysi "alarm" signal,
ktery indukuje zmény vedouci k zapnuti adaptivniho
metabolismu a Uniku ze stresu.

Do budoucnosti by ziasahy do mezibunééné signalizace
mohly byt vhodnym cilem pro nové vyvijené antimikrobni
latky
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Summary

Yeast cells, when growing on solid surfaces, form
multicellular structures, colonies, with a characteristic
organised morphologies, formed during the division of non-
motile yeast cells. Organisation of yeast colonies should,
therefore be ensured by signals transmitted and received by
dividing cells within a colony

In this regard, the yeast colony exhibits an analogy to
embryogenesis of higher organisms,

One of the characteristic attributes of multicellular
organisms is their ability to emit and receive signals over
long distances. Yeast colonies use for the long-range inter-
colony signalling a simple volatile compound ammonia,
produced by colonies in pulses. Ammonia action results in
synchronisation of the development in neighbouring
colonies.

The transition of colonies from acidic phase to the phase
of intense ammonia production (alkali phase) is connected
with intensive metabolical changes.

In this regard volatile ammonia acts as starvation signal
between colonies.

If we are able to influence cell communication for
exampel by new antibiotics, we would protect ourselves

against several mycoses.
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1. UVOD DO PROBLEMATIKY KANDIDOZY

Ptedpokléada se, Ze 25 % vSech lidi trpicich rozlicnymi ptiznaky, jako jsou deprese,
bolesti hlavy bez zjevného divodu, sennéd ryma, tézké ¢i dlouhotrvajici akné, alergické
reakce, bolesti v krku, afty, vaginalni paleni a vytoky, casté zanéty mocového
méchyfe, opakované usSni infekce, zapomnétlivost, nadymani Zzaludku, chronicky
prijem nebo zacpa, astma, vykyvy nalad, letargie nebo menstruacni problémy, spojuje

fakt, Ze postiZzeni maji v téle pfemnozené kvasinky typu Candida albicans.

Candida albicans je kvasinka, ktera zije na povrsich (kize, sliznice) lidského téla,
kter4 kolonizuje jiz od okamZiku narozeni. Za normalniho stavu existuje rovnovéaha
mezi obrannymi mechanismy a kvasinkami, ktera vytstuje do komenzalniho stavu.
Avsak za urcitych okolnosti, naptiklad pokud je oslabena nebo narusena imunita, jako
je uzivani antibiotik, kortikosteroidi a hormonti, se mohou kvasinky pfemnozit.
Jakmile k tomu dojde, vymknou se imunitnimu dohledu. PfemnozZeni kandidy potom
muze vyvolavat nejriznéj$i patofyziologické stavy a piiznaky, které jsou neziidka

Spatné diagnostikovatelné, a tudiz mohou oddalit v€asné zahajeni G¢inné terapie.

Aby lécba kandidozy byla GispéSna, méla by byt komplexni a zahrnovat vice 1é¢ebnych
postuptl. Napft. pokud je onemocnéni vysledkem uzivani antibiotik, je dilezité obnovit
piirozenou stievni mikrofloru a posilit imunitni systém. Velkym problémem bohuZzel
je, ze uspeésna lécba klade na pacienta mnoho naroku. Jednak mutze byt 1écba
indikovani je neti¢innd a v neposledni fadé muze rovnéz negativné ovlivnit pacientovo
zdravi, nebot’ nékterd antimykotika maji fadu toxickych vedlejsich ucinki, pokud jsou
podavana celkové. Pravé z téchto divodu probiha intenzivni vyzkum a vyvoj novych

potencialné u¢innych piipravki, které maji rozlicny cil zasahu.

Dlouhou dobu panovalo obecné minéni, Ze kvasinky, stejn¢ jako bakterie, Ziji bez
vyjimky jako jednobunécné mikroorganismy. Toto tvrzeni, vzniklé podle postulath
jednoho ze zakladateli mikrobiologie R. Kocha, bylo podlozeno studiem Cdistych
kultur. Prilom témto informacim ucinil pfed devatenacti lety Shapiro v Casopise
Scientific American. Jeho ¢lanek predstavoval predev§im nejriiznéjsi vzorce chovani a
organizace bunécné diferenciace v koloniich nékterych bakterii. Od roku 1998 se

zaCind uvazovat o principu mnohobunécnosti jednobunéénych organismti.



U nas se touto myslenkou jiz 1éta zabyva védecky tym pod vedenim doc. Z. Palkové
na Pfirodovédecké fakulté¢ Univerzity Karlovy, kde probihd intenzivni vyzkum
kvasinkovych kolonii, zejména signaliza¢nich systémi sestavajiciho se z produkce
latek zvanych ,,quorum sensing“. Poznani a pochopeni téchto latek a toho jak funguji
by v budoucnu mohlo pftispét k nalezeni odpovédi na otazky, jez si klade cela tada
I¢katt, odbornikii a védeckych pracovnikl, a které se tykaji ptedev§im chovani

kvasinek a jejich kolonii v riznych situacich.

Kvasinky rostouci na pevném povrchu vytvaieji mnohobunécéné, pouhym okem
viditelné utvary zvané kolonie, s charakteristicky organizovanou morfologii, ktera
vznikd délenim nepohyblivych kvasinkovych bunék. Pro vyvoj takovych kolonii je
nezbytnd mezibunééna komunikace zalozena na signalizace. Organizace kvasinkovych
kolonii vyzaduje jak schopnost bunék signaly vysilat, tak i pfijimat. Vysilani a pfijem
signalli umoziuje koordinované reagovat na vngjsi podnéty, které jsou dilezité pro
rast a preziti.

Kvasinkove kolonie vyuZivaji pro komunikaci mezi koloniemi jednoduchou plynnou
latku, ¢pavek (amoniak), ktery kolonie produkuji v pulsech. Vlivem amoniaku
sousedni kolonie synchronisuji sviij vyvoj a v piipadé kolonii kvasinky Candida mogii
paraleln¢ dochazi k vyraznym zménam v morfologii bun¢k a tim i v morfologii
kolonii. Pro pulsni produkci amoniaku, zd4d se, hraje vyznamnou roli piijem
aminokyselin z prostiedi a jejich metabolismus. Pfechod kolonii z kyselé faze do faze
intenzivni produkce amoniaku (alkalicka faze) je spojen svyraznymi zménami

metabolismu bun¢k kolonii.
Do budoucnosti by zédsahy do mezibunécné signalizace mohly byt vhodnym cilem
pro nove vyvijené antimikrobni latky.

Pro¢ by 0¢inna terapie nemohla byt mifena jen na kolonie nachazejici se na lehce
dostupnych mistech? Tyto kolonie, samy na Ustupu, by pak vysilaly vlivem
antimykotik takové signaly, které by vedly k indukci apoptdzy u sousednich kolonii.
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2. TEORETICKA CAST

Témet dvé stoleti panoval mezi mikrobiology nazor, ze mikroorganismy existuji
prakticky vyhradné jen jako jednobunécné primitivni formy zivota, jejichz schopnost
komunikovat s vnéjsim okolim je velmi omezena. Tento nazor se utvaiel od dob
formulovani Kochovych postulatii az po dnesni dobu (Gershon, 2000), kdy probiha
intenzivni vyzkum doposud neprobadanych oblasti mikrosvéta. Laboratorni podminky,
za jakych je vétSina mikroorganismii zkouména, nam nemohou nikdy nahradit
ptirozené podminky, v nichZz se tyto organismy vyskytuji v ptirod¢é. Piesto nam
Vtomto piipadé umozni alespon cCasteéné poznat vztahy, které panuji v kolonii
kvasinek. Cilem prace je demonstrovat na koloniich kvasinek, Ze i takovéto
jednoduché formy Zivota spolu dokdzi navzajem komunikovat a tak ovliviiovat rlst a

vyvoj svych kolonii v zavislosti na okolnich faktorech.

Priméarné je tfeba si uvédomit, ze pro kvasinku je sama o sobé vvhodné&;si z hlediska

preziti tvorba kolonii neZ samostatna existence. Toto tvrzeni je podepieno napiiklad

vznikem bakterialnich biofilmu, struktur, jez velmi dobfe odoldvaji antibiotikiim.

Kolonie kvasinek maji schopnost produkovat Cetné signaly fidici vyvoj dalSich
kvasinkovych bunék uvniti kolonie. Intenzivnim vyzkumem bylo zjiSténo, Zze
jednotlivé druhy kandid mohou ménit strukturu a morfologii svych kolonii podle toho,
jak se méni podminky v jejich okoli. Schopnost adaptace umoziiuje Cetnym druhim
kandid osidlit a kolonizovat hostitelskou tkan. Pravé invazivni rist v tkdnich hostitele

je povazovan za faktor virulence.

2.1. PERIODICKY RUST KVASINKOVYCH KOLONII

Kazdy Zijici organismus roste, vyviji se a adaptuje se svému okoli v souladu se
svymi ,,biologickymi hodinami*, pod jejichz kontrolou spousti dalSi mechanismy
diilezité pro svou existenci. Bylo zjisténo, Ze biologické hodiny, jez jsou zodpovédné
za genovou expresi a aktivaci fady enzymi v Zivotné dulezitych metabolickych
drahach, jsou ve vétSin€ pripadi regulovany vnéj§imi faktory (teplotou, svétlem atd.).
Ristové periody maji bud’ podobu oscilujici kiivky a nebo se daji pfirovnat ke tvaru
presypacich hodin (Rensing a kol., 2001). Rastové periody organismil, jejichz rlst

osciluje mezi jednotlivymi obdobimi, trvaji vzdy stejny casovy usek. Podle délky



trvani periody rozliSujeme tfi kategorie cyklli: ultradidlni (kratSi nez jeden den),
cirkadialni (trva pravé jeden den) a infradialni (delsi nez jeden den). Naproti tomu,
periody tvaru piresypacich hodin maji dobu trvani pfizptisobenou aktudlnim
podminkam. Touto periodou prochdzi vétSina organismti béhem svého dospivéani a

vyvoje. Samoziejmé, Ze ve vétsin€ pripadi se oba typy rustovych period dopliuji.

Teprve nejnovejsi vyzkum objevil signdly, jimiz mikroorganismy dokazi
komunikovat mezi sebou samymi a se svym okolim. Signaly mohou mit rizny
charakter od chemické povahy az po vizualni podobu. Velmi dulezity signal
produkovany mikroorganismy, jehoZ prostfednictvim synchronizuji svij rist a vyvoj,
je znam jiz u bakterii a nazyvdme ho quorum senzory. Quorum senzorické latky
ovliviiuji jednotlivé bunky tak, ze jim umozni identifikovat populacni hustotu bun¢k v
okoli a piizpusobit sviij rust do mist, kde nedochazi ke konkurenci o Ziviny (Miller a
Bassler, 2001). Signaly na del§i vzdalenost nejsou tedy vyhradn¢ zalezitosti
mnohobunéénych organismt, ale jejich objeveni v mikrosvéte inspirovalo jiz fadu
vyzkumnych projekti. Dnes je jiz znama signalizace mezi koloniemi bakterii za
pouZziti ultrazvuku (Matsuhashi a kol., 1995) a signalizace mezi koloniemi kvasinek

pomoci jednoduché chemické slouceniny (Palkovéa a kol., 1997).

2.2. KOLONIE KVASINEK PRODUKUJI CHEMICKE
SIGNALY V PULSECH

Pocatecni studie chovani kolonii kvasinek odhalily existenci nacasovanych period,
béhem nichz dochazi ke zméndm pH v okoli kolonii a pravidelnému stiidani kyselé
faze s fazi alkalickou. Na agaru se tak Ize pozorovat smérované zony. Vznik téchto zon

naznacuje moznost uréité komunikace mezi individualnimi koloniemi

Molekula zodpovédnd za piechod zkyselé do zasadit¢ faze byla intenzivné
prozkoumana a navzdory ptivodnim predpokladiim bylo zjisténo, Ze se ve skutenosti
jednad o t€kavou molekulu amoniaku, signalu majicitho schopnost plsobit na delsi
vzdalenost mezi riznymi koloniemi. Jeho role se definitivné potvrdila tim, kdyz se
jedna z partnerskych kolonii substituovala amoniakem a indukovala tak tvorbu této
molekuly u druhé kolonie, kterd se objevila jako smérovana alkalicka zéna kolem

kolonie.
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Casové méfeni prokéazalo, e vydej amoniaku produkuji kvasinkové kolonie
Vv pulsech odpovidajicim zménam pH kolem rostoucich kolonii. Prvni puls vypousti
bunika kratce po vyockovani kmene a ukazuje se, Ze tento signal ma pouze orientacni
charakter. Rychle po ném dochazi k opétovné acidifikaci vnéjsiho prostiedi burky.
Druhy puls je vydan s vyrazné vétsi intenzitou a je jiz pfimo smérovan sousednim
koloniim, jejichz riist by mél byt nésledkem toho smérovan do mist, kde nedochazi

k takové konkurenci o Ziviny.

Toto chovani je ziejm¢e universalni vSem druhim kvasinek a u jednotlivych druht se

li8i v nacasovani vydeje pulstt amoniaku (Palkova a kol., 1997).

Ani druhy puls vsak neni kone¢ny. Kolonie mohou v pribéhu svého vyvoje opét
vstoupit do druhé acidické faze, na jejimz konci dojde opét ke tfetimu signalu
amoniaku (Palkova a Forstova, 2000). Celkovy pocet vydanych signalt tak zavisi na

rozloze plochy, kde kolonie rostou a na nabidce Zivin.

2.3. SYNCHRONIZACE KOLONII POD VLIVEM SIGNALU
AMONIAKU

Pifepinani z kyselé do alkalické faze za pomoci produkce amoniaku jako odpovédi na
ptichazejici signaly z okoli bylo predmétem nékolikaletého vyzkumu. Zjistilo se, ze
produkce amoniaku muze byt v jednotlivych koloniich indukovana bud pfijmem
molekul amoniaku od sousednich kolonii, nebo tato latka muze byt do média dodavana
uméle. Piijmové bunky pak maji schopnost spustit svou vlastni tvorbu téchto

signalnich molekul.

Diky této schopnosti dochézi po case k synchronizaci rastu sousednich kolonii a
jejich dalSiho vyvoje. Produkce amoniaku je spojena s intenzivnimi zménami
V metabolismu bun¢k a jednd se o dé€j velmi rychly, trvajici fddové jen né€kolik hodin.
Vysledkem je pfestavba metabolickych drah a inhibice rustu. Jestlize koncentrace
amoniaku Vv okoli klesa, dochazi opét k rapidnim zménam, organismus se navraci
k puvodnimu stavu a zacina opétovny rast v dalSi kyselé fazi vyvoje (Palkova a
Forstova, 2000).

Synchronizace ristu neni jen otazka kolonii stejného stari, ale bylo zjiSténo, ze i

kolonie nachazejici se v riznych stadiich svého vyvoje posléze prizpisobi své cykly
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okoli a zesynchronizuji svlij rist. Nachazi-li se jedna kolonie pfed vstupem do
alkalické faze, ostatni v jejim okoli se ji pod vlivem prvniho signalu rychle

piizptsobuji, ¢imzZ indukuji svou vlastni tvorbu amoniaku a signdl se tak zesiluje.

Dosavadni vyzkum dokazuje, Ze schopnost produkovat amoniak jako signalni
molekulu je spole¢na v§em druhiim kvasinek. Kolonie Candida mogii maji vsak jesté
jednu pozoruhodnou vlastnost. U tohoto druhu je produkce amoniaku navic spojena
S intenzivnimi zménami ve struktufe a morfologii kolonii, tudiz je jednoduse

pozorovatelne, v jaké fazi se bunky pravé nachazi.

Zesilovani produkce amoniaku jako odpovéd’ na pfijimané signdly umoziuje nove
rostoucim koloniim smérovat rast do mist, kde je jeSté dostatek zivin a kde o né
nemusi soutézit s ostatnimi koloniemi. Vyhodné vlastnosti molekuly amoniaku,
predevsim jeji schopnost voln¢ difundovat a rozptylovat se v okoli pifimo piedurcuji

jeji roli jako signalni molekuly.

2.4. ZDROJE AMONIAKU
Zdroje amoniaku jsou v zasad¢ dva :

1. amoniak dodavany bunkam z jejich bezprostiedniho okoli, a ktery bunka
piijme zvenci
2. amoniak vznikly pii katabolickych d¢jich a transaminaci aminokyselin, tedy
vlastni
Ke studiu zpisobu, jimz dochazi k pfijmu amoniaku do buiky, byly pouzity kolonie
Saccharomyces cerevisiae. Vysledky studii prokazaly, Ze za piijem této molekuly jsou
zodpovédné tfi membranové transportéry: permeazy Meplp, Mep2p a Mep3p (Marini
a kol., 1994, 1997). Tyto permedzy transportuji amoniak a jeho analog dovnitt

kvasinkovych bunék, pficemz dochazi k vydeji draselnych kationi jako antiportu.

Dalsi pozorovani potvrdila domnénku, Ze produkce amoniaku neni uplné zavisla na
jeho ptijmu z okoli. Jsou-li do média ptidavany molekuly amoniaku, zadné zmény tim
vyvolany nejsou. Zmény koncentrace amoniaku v agaru tedy nejsou zodpovédné za
jeho produkci koloniemi rostoucimi na tomto agaru. Ani builky majici urcity defekt

Vv transportérech se vyraznéji neliSily produkci amoniaku od bunék normaélnich.
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Zaveérem je tedy nutno fici, Ze bunéfna signalizace neni ovlivilovdna zménami

Vv koncentraci pfijimaného amoniaku (Zikanova a kol, 2002).

2.5. VLIV AMINOKYSELIN

Paralelni studie analyzy chovani kvasinkovych kolonii na riznych médiich ukézaly,
ze smérované zony kolem kolonii se netvofi na médiu bez ptidavku aminokyselin.
Kolonie rostouci na tomto médiu nedokazi amoniak produkovat v pulsech a nemohou
tak inhibovat rast. Po del§i dobé kultivace dochazelo k prortistani kolonii. Dodéni
aminokyselin do minimalniho média mélo za nasledek obnoveni tvorby amoniaku a
rustové inhibice mezi partnerskymi koloniemi. Tento fakt potvrdil ndzor, Ze inhibice
rustu mezi kvasinkovymi koloniemi je aktivnim procesem, nejen disledkem pouhého
vycerpani zivin.

Podobn¢ se jiz na normalnim médiu, tj. obsahujicim aminokyseliny, chovaly kmeny

Saccharomyces cerevisiae, které ztratily schopnost aminokyseliny utilizovat.

2.6. FORMY PRODUKCE AMONIAKU

Signalizacni systém kvasinkovych kolonii se sklddd ze dvou mechanismi: jednim
Z nich je prestavba bunécného metabolismu, jez vede ke tvorbé a vydavani molekul
amoniaku, druhy mechanismus pak zahrnuje piijem amoniakalniho signdlu buiikou

sousedni, v niz pak dochazi k tymz metabolickym zmé&nam.

Amoniak se nachazi ve dvou forméach, jako neprotonizovana forma NHj3; a jeho
protonizovany analog NHy.. Celkovy pomér obou sloucenin zavisi na aktualnim pH a
ob¢ formy se li§i ve schopnosti penetrovat biologické membrany. Zatimco kationt
NH,;" miize byt transportovan do bun&k pouze za pouziti specifickych transportérii
proteinové povahy, neprotonizovand forma NH; miZe difundovat volné skrz

fosfolipidovou membranu.

Za vydej amoniaku do okoli jsou zodpovédné proteiny plazmatické membrany,
zahrnujici Rhe proteiny (jez soucasné slouzi i k pfijmu téchto molekul) a Ato proteiny

(zodpovidajici za vydej amoniaku) (Palkova a kol., 2000).
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Expresi Ato proteinu fidi indukovatelné ATO geny, které jsou zapinany tésné pied

spusténim druhého pulsu amoniaku (Palkova a kol., 2002).

Jednoduché mutace v téchto genech jsou slucitelné se Zivotem a neprojevuji se ve
fenotypu (Costanzo a kol., 2000). Na druhou stranu, schopnost produkovat amoniak je
vyrazné sniZzena u kolonii Saccharomyces cerevisiae, jimz chybi nekteré ATO geny

(Palkova a kol., 2002).

Tvrzeni, Ze tvorba amoniaku je kodovana ATO geny, bylo doloZeno experimentalné
pokusem, kdy u bun€k nachazejicich se v alkalické fazi byla objevena zvySena exprese

Ato gentl.

Schopnost produkovat amoniak zavisi také na extraceluldrnim pH (zejména na
koncentraci vodikovych protonti). Vydej amoniaku prostfednictvim Ato proteint je

zprostiedkovan soucasnym piijmem vodikovych protonii, jedna se tedy o antipody

NH,*/H" (Palkova a kol., 2002).

Amoniak tedy mlze opoustét builku ve dvou formdach. V prvnim ptipadé
neprotonizovana forma volné prostupuje membranou bez pomoci membranovych
transportérti. Druhy ptipad vSak jiz existenci specifickych transportérti vyzaduje, jejich
¢innosti dochézi pak k aktivnimu transportu NH4" vyménou za H”, v okoli buiiky se

tak zvysi pH, coz umozni konverzi NH,4" na t&kavy NHjz a ten je pak uvolnén do okoli.

2NH;" + 2H" = 2NH3;

2.7. ROLE SIGNALU AMONIAKU PRO DLOUHODOBE
PREZIVANI KOLONII

tydnti vyvoje. Orientované zony vznikaji nejen mezi tzv. monokoloniemi (kolonie
vzniklé z jedné bunky), ale i mezi tzv. obfimi koloniemi (vzniklymi z buné¢né
suspenze). Oba typy, jak monokolonie tak i obfi kolonie, vykazuji organizovanou
strukturu. Navic bylo prokdzano, ze tvorba smérovanych zon je spolecna vsem druhlim

kvasinek (vCetné¢ neptibuznych druhti). Jednotlivé druhy se li§i pouze cCasovym

prabéhem pulzt (Palkova a kol., 1997).

Kolonie Saccharomyces cerevisiae rostouci za standardnich podminek na GM
médiu, prichazeji do acidické fadze po vydani prvniho kratkého signialu amoniaku

(trvajici maximalné jeden den). Druhy signal amoniaku je vydan okolo desatého dne
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vyvoje. Koncentrace amoniaku prudce stoupé nésledujici dva dny, kdy opét nésleduje
druhd acidickd faze (Meunier a Choder, 1999). V tomto obdobi jiZz dochéazi pouze
k velmi pozvolnému ristu koncentrace a celkovy pocet bunék se jiz nezvétSuje.
Kolonie vstupuji do stacionarni faze. Bylo vSak prokézano, Ze buiiky mohou opét

naprogramovat svilj metabolismus (Palkova a kol., 2000).

2.8. ZMENY METABOLISMU PRI PRECHODU Z KYSELE
DO ALKALICKE FAZE

Prepnuti z kyselé do alkalické faze je doprovézeno zménami v metabolismu buriky,
mezi néz patifi zmény v metabolismu aminokyselin, dochdzi rovnéz k vyrazné
odliSnému pribéhu mitochondriadlni oxidativni fosforylace a degradacnich procest

béhem citratového cyklu. Ve zvySené mife se exprimuji peroxisomy a ¢etn¢ enzymy.

Prvni molekuly NH4" opoustéjici buiiku pochédzeji pravé z degradace aminokyselin,

zejména z jejich deaminace.

V kyselé fazi se v buiice mnohonasobné zvySuje aktivita mitochondrii, v nichZ
probiha intenzivni respirace a pfechodem do alkalické faze se tato aktivita postupné

snizuje vypindnim exprese gent kodujicich mnitochondridlni funkce.

Zmény v prubéhu citratového cyklu jsou mnohem komplikovanéjsi. Enzymy, jako
mitochondrialni citratsyntaza (tvofi citrat a CoA z oxalacetatu a acetylCoA) a
metylisocitratlyaza (konvertuje citrdt a sukcindt na glyoxalat) jsou v aktivovanem
stavu, zatimco isocitratdehydrogenaza a  -ketoglutaratdehydrogenaza jsou
deaktivovany. Tyto zmény byly jiz prozkoumédny u bakterii a nazvany jako

glyoxalatovy cyklus (Cozzone, 1998).

Béhem této faze Krebsova cyklu je isocitrat pieménovan pifimo na glyoxylat a
sukcinat enzymem isocitratlyazou (pficemz vznika adekvatni mnozstvi CO, a NADH),
ktery se aktivuje pfi vstupu bunck do alkalické faze (Palkova a kol., 2002). Pro
spravny prubéh glyoxylatové dréhy potfebuje tedy buiika dva zakladni substraty,
oxalacetat a acetyl-CoA. Oxalacetat ptichazi jako produkt metabolismu karboxylovych
kyselin z cytosolu pomoci specialnich transportéri (Oaclp), jejichz geny jsou

indukovany na pocatku alkalické faze (Palmieri a kol., 1999).
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DalSim zdrojem oxalacetatu je deaminace aminokyselin. Aby se zabranilo okyselovani
extracelularniho prostoru bunky, ke kterému by logicky dochazelo prostfednictvim
uvoliovani karboxylovych skupin do okoli, preferuji bunky piimou reutilizaci

karboxylovych kyselin vznikajicich deaminaci aminokyselin (Palkova a kol., 2000).

Hlavnim zdrojem acetyl-CoA je peroxisomalni oxidace mastnych kyselin. Aktivace
celé fady enzyml zodpovédnych za tento proces se déje na pocatku alkalické faze a
produkce amoniaku. Utilizace acetyl-CoA do mitochondrii je zprostfedkovana

carnitinacetyltransferazou, jejiz gen CAT2 je zapnut (Palkova a kol., 2002).

Z vySe uvedeného tedy vyplyva, Ze snizeni mitochondridlnich funkci, k némuz
dochazi vstupem kolonii do alkalické faze, je castecné nahrazovano zapnutim
alternativnich drah glyoxylatového cyklu, zvysenou aktivaci metabolismu mastnych

kyselin a poctu peroxisomii (Epstein a kol., 2001)

2.9. ALKALICKA FAZE

Piechodem z kyselé do alkalické faze se kolonie kvasinek adaptuji na nepfiznivé
podminky vzniklé postupnym vycerpanim zivin (Palkovd a kol.,, 2002), zejména
sniZzenim aktivity svého metabolismu a do jisté miry i1 zastavenim svého rtistu a vyvoje.
Tim v8ak vyvoj kolonie zdaleka nekonéi, organismy jsou schopny pfichodem

priznivéjSich faktorti opét prepnout svlij metabolismus do kysel¢ faze (Palkova a

Forstovd, 2002).

Vyhodné chemicko-fyzikalni vlastnosti molekuly amoniaku ji ptimo pifedurcuji
k dilezité roli signalni molekuly, varujici okolni kolonie pifed blizicimi se
neptiznivymi podminkami. Kolonie, jez obdrzi tento varujici signél, jsou schopny
vyvolat vlastni produkci amoniaku. Celkovy signal se zesiluje, pfi¢emz dochazi

k synchronizaci ristu sousednich kolonii.

2.10. AMONIAK a pH

Neutralni slaba baze NH3z a jeho konjugovand kyselina NH4" se li§i nékolika
vlastnostmi, zejména nabojem a schopnosti prostupovat biologické membrany a

ovliviiovat tak pH.
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NH3 se rozpousti v tenké vodné vrstvé nachazejici se na povrchu bunék, nebot
rozpustnost molekuly amoniaku ve vod¢ je relativné vysokd (45mM/mmHg)

(Marcaggi a Coles, 2001).

Jednoduchou chemickou rovnici dochazi k peptonizaci molekuly NH3 na molekulu

NH,". Pomér obou slou¢enin je konstantni a je dan Henderson-Haselbachovou rovnici:

[NH:| [H.]=Ka=10
[NH ]
pH [NH4*]/[NH3)
3 1.78 x 10°
4 1.78 x 10°
5 1.78 x 10*
6 1780
7 178
8 17.8
9 1.78
pK1=19,25

Tab. 1 : pomér protonizované a neprotonizované formy amoniaku pii konkrétnim pH

(3-9)

Pro fyziologické hodnoty pH je pomér NHs/ NH," pfiblizné roven jedné. P¥i zvyseni

pH je vétsina molekul amoniaku pfitomna ve formé NH,"

Akumulace NH3/ NH4" na povrchu bunék vede k penetraci membrany. Schopnost
membréanou volné prostoupit jednoduchou diftizi mé vSak pouze neutralni molekula
NH3s. Rychlost difuze je ovlivnéna fadou fyzikélnich faktort, jako je teplota, dale
slozeni lipidové dvojvrstvy a jeji tloustka (Marcaggi a Coles, 2001). Membrana,
obsahujici vice lipofilnich molekul, napt. fosfatidylcholin, je pro NH3 htfe prostupna

dasledkem snizené schopnosti této molekuly rozpoustét se v tucich. Ptitomnost dalSich
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specifickych proteini membrany, napf. aquaporind, rychlost prostupu také znaéné
ovlivni. NH4" musi byt skrze lipidovou dvojvrstvu pfenesena pomoci transportérd.

Kone¢né mnozstvi NH3 molekul difundujich do bun¢k je dano hodnotou poméru

extracelularniho a intracelularniho pH.

ApH

[NHs" 11/[INH4* 1i: pHi: > pH, pHy: < pHy

1000 3
100
10 1

! pHi: = pHj

0.1 1
0.01
0.001 3

Pd

b

Tab. 2 : pomér mezi intracelularni a extracelularni hodnotou pH a vliv jeho hodnoty na

mnozstvi molekul amoniaku difundujicich plazmatickou membranou

Studium kolonii Candida mogii potvrdilo, ze molekuly jinych alkalii (véetné
chloridu amonného) nejsou schopny piepnout metabolismus bunék zkyselé do
alkalické faze. Chceme-li vyvolat v buiikach jejich vlastni produkci amoniaku, musime
k tomu pouzit opét jen molekuly plynného amoniaku, pfi¢emz nezalezi na tom, v jaké

vyvojové fazi se kolonie nachézi.

Kolonie, které jsou v kyselé fazi, potiebuji ke svému ptechodu do alkalické faze
mnohem vétsi mnozstvi molekul nez ty, které se k prepnuti jiz pomalu chystaji
(Palkova a Forstova, 2000). Rozdil v citlivosti kolonii na amoniak se vysvétluje tim, Ze
kyselé prosttedi kolem kolonii proponuje molekulu ptichazejiciho NH3 na NH,", ktery

schopnost indukovat vlastni tvorbu jiz nema.
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3. METODICKA A EXPERIMENTALNI CAST

3.1. SYNCHRONIZACE RUSTU A VYVOJE KVASINKOVYCH KOLONII
NA ZAKLADE MEZIBUNECNE SIGNALIZACE ,,QUORUM SENSING*

Ukolem tohoto pokusu bylo prokazat existenci piedpokladaného signalizagniho
systému, ktery poskytuje buitkdm kvasinkovych kolonii informace o podminkach
prostiedi, ve kterém rostou, zejména o aktudlnim stavu Zivin. Pomoci tohoto systému,
schopnosti vydavat, pfijimat a spravné informovat chemické signaly mohou bunky
rizného staii synchronizovat svlij dalsi rist a vyvoj tak, aby se co nejlépe piizptsobily

okolnim podminkam, které ne vzdy jsou pro tyto organismy vyhodné.

POKUSNE BUNKY

Kmeny Saccharomyces cerevisiae GRF18 (a, his 3, leu 2), kmeny Candida mogii,
Rhodotula glutinis, Candida albicans, Saccharomyces occidentalis, Kluyveromyces
marxianus z kolekce sbirky Piirodovédecké fakulty University Karlovy Oddéleni

genetiky a mikrobiologie.

ZIVNE MEDIUM

GM-BKP agar :

1% kvasni¢ny extrakt (yeast extrakt)

3% glycerol

2% agar

30 mM CaCl2

0,01% bromkresolovy purpur (indikator pH)
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STRUCNY POSTUP PRIPRAVY A PH:

na celkové mnozstvi 0,5 | média : 5 g yeast extraktu, 15 ml glycerolu, 450 ml
destilované vody, 10 g agaru, 15 ml CaCl; (1 M), 5 ml EtOH
postup ptipravy:
1. 10 g agaru navazime do 500 ml Ehrlenmayerovy baiky, k agaru ptiddme 15 ml
glycerolu, ktery rozpustime ve 430 ml destilované vody.
2. Smés dobfe promichdme a zahfejeme.
3. Bailku se smési nechame klavovat v autoklavu pfi tlaku 1,21 MPa alespon 20
min.
4. Médium se necha zchladnout na cca 60° C.
5. Pted nalitim na Petriho misky pfidame yeast extrakt, CaCl,, bromkresolovy
purpur a EtOH (pficemz optimalni hodnota pH je 5,0).
6. Dobfe promichame.

7. Nalité misky s médiem nechame alespoii tyden vysychat.

POUZITY MATERIAL

Specialn¢ upravené¢ Petriho misky (s virologickou komirkou na vicku misky),

ockovaci klicky (popt. difevéna paratka).

USPORADANI POKUSU

Ke zjisténi, zda dand kolonie kvasinek vykazuje schopnost produkovat amoniak
k mezibunééné signalizaci byly do stiedu Petriho misky naockovany 2 kolonie
testovaného kmenu tak, aby vzdalenost mezi koloniemi byla 2 cm. K urychleni celého
pokusu byly tytéz kmeny naockovany po 6 koloniich na jednu misku. V tomto ptipadé

Cinila vzdalenost mezi jednotlivymi koloniemi 1,5 cm (obr.1).
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Obrazek 1: rozmisténi oékovacich mist na médiu

K o¢kovani se pouzilo 10 ul kvasinkové suspenze mlécné zkalené.

Poté se naockované misky inkubovaly v 28°C (pfi inkubaci v 31°C byl zaznamenan

Primarné je tfeba si uvédomit, 7e pro kvasinku je sama o sobé& vvhodné&jsi z hlediska

preziti tvorba kolonii neZ samostatna existence. Toto tvrzeni je podepieno napiiklad

vznikem bakteridlnich biofilmu, struktur, jez velmi dobife odolavaji antibiotikim.

narast drobnych kolonii, jez pro pozorovani a cely pokus nebyly vhodné¢) a sledoval
se vyvoj amoniaku, ktery se projevil jako vznik fialové zény kolem rostouci kolonie na
zaklad¢ zmény pH GM-BKP agaru.

3.2. KVANTIFIKACE VYDAVANEHO AMONIAKALNIHO SIGNALU

Do stfedu specidlné upravené Petriho misky se naockovaly opét dvé kolonie ve
vzdalenosti 2 cm. Specialné upravena Petriho miska (obr. 2) m¢la na vicku ptfichyceny
(ptilepeny) 2 virologické misticky tak, aby spocivaly pfimo nad rostoucimi koloniemi.
Do nich bylo aplikovano 500 ul kyseliny citronové 0,5%.

Do misti¢ek byl jiman vydavany amoniak a v jednotlivych intervalech (viz tabulka
1) byly odebirany vzorky (100 ul vzorku + 900 ul destilované vody), v nichZ bylo
stanoveno mnoZstvi amoniaku. Mnozstvi amoniaku bylo uréeno pomoci Nesslerova
¢inidla. Uvoliovany amoniak reagoval s Kyselinou citronovou za vzniku citronanu

amonného.

Reakci s Nesslerovym  ¢inidlem  vznikalo  zbarveni rizné intenzity,

spektrofotometricky jsme pak zjistili ptislusné mnozstvi amoniaku.
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V tomto pokusu neslo o ptesnou kvantifikaci amoniakéalniho signalu, ktera je zavisla
na mnoha vnéjsich faktorech a 1i8i se v riiznych koloniich. Cilem bylo zjistit v jakych

fazich amoniakalni signalizace je produkce amoniaku nejmohutné;si.

Giant
colonies

Obrazek 2: kvantifikace amoniakalniho signalu

kvasinka odbérové dny

Saccharomyces | 0-1 | 1-3 | 3-5 5-10 10-15 |15-20|20-25|25-30

Candidamogii | 0-5|5-9|9-10| 10-15

Tab. 3: Poradi a pocet jednotlivych odbérti u Saccharomyces a C. mogii ke kvantifikaci

amoniakalniho signalu

3.3. REZISTENCE BUNEK K METHYLAMONIU

Bunky, jez se nachazely vkysel¢ ¢i alkalické faze, byly vystaveny riznym
koncentracim methylamonia (0-100 mM) po dobu 1 hod. Poté byly burnky naockovany

na médium a po inkubaci bylo odecteno mnozstvi ptezivajicich bun¢k jako CFU.

BARVENI NEUTRALNI CERVENI

Buiiky byly odebrany v riznych fazich svého prechodu a obarveny pomoci 1mg/ml

neutralni ¢ervené a pozorovany pod mikroskopem.
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3.4. SCHOPNOST SYNCHRONIZACE KVASINKOVYCH KOLONII NA
ZAKLADE OBDRZENEHO AMONIAKALNIHO SIGNALU

Do malé virologické misticky na vi¢ku Petriho misky bylo odvazeno ekvimolarni
mnozstvi NH,Cl a 1M NaOH (70 mg NH,4Cl a 70 ul NaOH). Tato adobka pak byla
umisténa tak, aby byla naproti ve vzdalenosti 25 mm od rostouci kolonie. K pokusu

byly pouzity kolonie rizného staii a v riznych fazich vyvoje.

V nadobce vznikal amoniak nasledujici chemickou reakci:

NH4Cl + NaOH = NH; + H,O + NaCl

Vznikajici amoniak byl uvoliiovan do okolni atmosféry a kolonie tak byly vystaveny
rovnomérnému pusobeni této slouceniny. Diky absorpci amoniaku médiem vznikal
v médiu gradient o rtizné hodnoté pH, ktery byl vizualizovan jako fialova barva riizné
intenzity diky pfitomnosti indikatoru.

K dal§imu pokusu byl pouzit pfimo amoniak, ktery se aplikoval do malé misticky
umisténé na vicku Petriho misky tak, aby byl umistén naproti naockované kolonii

(obr.3)

Nadobka suvoliiovanym amoniakem simulovala piitomnost partnerské kolonie,

pfedevsim pak ptirozenou signalizaci pomoci molekul amoniaku.

Umé¢ly amoniakalni zdroj pak navodil ptechod exponované kolonie z kyselé do

alkalické faze, coz bylo pfedmétem pozorovani.

GM-BKP agar

Giant
colony

Obréazek 3: umisténi umélého zdroje amoniaku
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3.5. SCHOPNOST KOLONIi CANDIDA MOGII MENIT
STRUKTURU A MORFOLOGII SVYCH KOLONII NA
ZAKLADE OBDRZENEHO SIGNALU AMONIAKU

Do agaru bylo aplikovano 100ul 300 mM NH 4Cl a 100 pul 300 mM NaOH v ruznych

vzdalenostech od naockovanych kolonii: 1,0 cm, 1,5 cm a 2,0 cm.

Difuzi téchto slou¢enin vznikal v agaru opét gradient, jehoz plsobeni na rostouci
kolonie bylo opét predmétem pozorovani. V jednotlivych fazich ristu kolonie byly
odebirany vzorky, vzdy ze stiedu a okraje kolonie. Builkky byly pozorovany pod

mikroskopem a rozdily v morfologii byly nafoceny.

BARVENI BUNEK

Burnky kvasinkovych kolonii byly obarveny pomoci diaminofenylindolu

Bunky odebrané zriznych c¢asti kolonii byly resuspendovany v 10% etanolovém
roztoku diaminofenylindolu. Poté byly pozorovény ve fluorescen¢nim mikroskopu

v UV svétle (Olympus WIG filter)

Obrazky kolonii byly potizeny fotoaparatem Hitachi HV-C20

4. VYSLEDKY POKUSU

4.1 MEZIBUNECNA SIGNALIZACE

Po urcité dobé se na GM-BKP médiu objevila kolem rostoucich kolonii fialova zéna.

To znamenalo, Ze kolonie vstupuje do alkalické faze a zacina signalizovat.

Fialovd barva vznikala na zakladé zmény pH média a diky piitomnosti pH

indikatoru v tomto médiu.

Prokazali jsme, Ze signalizace byly schopny vSechny testované kmeny kvasinek,
Pficemz Casovy nastup signalizace neSel zobecnit, nebot’ zdvisel na tad¢ faktort.

Nejvice pak asi na sloZeni east extraktu, ktery byl pouzit v GM-BKP agaru, dale pak
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na teploté inkubace, poc¢tu dalsich kolonii na médiu (¢im vétsi pocet kolonii jsme na

agar vyockovali, tim rychleji signalizace nastala).

V riznych casovych intervalech byl pozorovan vyvoj signalizace jednotlivych

kolonii a zmény zachyceny pomoci fotoaparatu.

4.2. STAVY BUNEK PRI PRECHODU ZKYSELE DO
ALKALICKEFAZE

Kvasinkova burnka, jez pod vlivem obdrzeného signalu prechéazi z rastové faze do
faze klidové, kdy vyluCuje amoniak, prochazi Sesti mezistadii. Tento pokus byl
provadén na buikach obfich kolonii Saccharomyces cerevisiae BY4742 (Palkova a
kol., 1997). Byly sledovany dva fyziologické markery, na zakladé kterych byl cely
pfechod zkysel¢ do alkalické faze rozd€len do 6 stadii: 1. pozménéna afinita
bunécnych vakuol k neutralnimu ¢ervenému barvivu u bunék v riznych vyvojovych
stadiich, 2.zmény v intracelularni koncentraci aminokyselin a jejich rozdilna distribuce
mezi cytoplasmou a vakuolami. Intraceluldrni komponenty bunék v kyselé fazi nemély
afinitu k neutralni ¢erveni, a proto zistaly neobarvené (pod mikroskopem tedy nebyly
viditelné zadné Cervené utvary). Pfrechodem do alkalické faze se pod mikroskopem
postupné zacaly objevovat uvnitf bun¢k malé cervené utvary, jejichz pH bylo nizsi nez
okolni cytoplasma, coz umoznilo, aby mohly byt obarveny. Pocet téchto vezikul se
zvySoval srostouci produkci amoniaku. V kone¢né fazi byly jiz viditelné velké
cervené vakuoly uvnitt kazdé bunky. Intracelularni pool aminokyselin se snizoval ve 3.
stadiu a v 5. a 6. stadiu opét vzristal, zatimco cytoplasmaticka zasoba zlstala po celou

dobu témér nezménéna.

Dilezit¢ bylo také zjistit, jakym zplsobem piechod zrastové do klidové faze
ovlivituje genovou expresi. K tomu dopomohla izolace RNA z kolonii rostoucich na
GM-BKP médiu. RNA byla izolovana z bun¢k rtiznych vyvojovych stadii: 1. z kolonii
v ,.pIné“ kyselé fazi, 2. z kolonii, jeZ byly na konci kyselé faze, 3. z ,,neutrdlnich®
kolonii, 4. z kolonii vstupujicich do alkalické faze, 5.z kolonii po¢inajich produkovat
amoniak a 6. z kolonii v pIn¢ alkalické fazi, kdy prostor mezi koloniemi byl zabarven

intenzivné fialové.
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Bylo provedeno cca 5885 testli vice nez 200 genili a zjistovaly se signifikantni

zmény v jejich expresi alesponl v jedné z Sesti fazi pfechodu.

Celou analyzu ztézovala skuteCnost, ze u vétSiny zkoumanych bunék neslo
jednoznacéné urcit, o které vyvojové stadium se jedna. Ackoli se totiz buiikky navenek
jevi jako klidové, jsou neustale ,,pfipraveny™ reprogramovat svilj metabolismus a

zahajit tak opét rast. (Meunier a Choder, 1999).

K diikazu, Ze analyzované geny byly skute¢né¢ odpovédné za amoniakélni produkci
nebo za piechod z kyselé do alkalické faze, byly analyzovany kolonie s ur¢itymi
delecemi v genomu. Byly srovnavany amoniakalni faze normalnich kolonii a
mutantnich kolonii. Ackoli vSechny kolonie, véetné mutantnich, dokazaly zahajit
prechod zkysel¢ do alkalické faze, uspéSné signalizovat zacaly jen kolonie

s normalnim genomem.

To potvrdilo zavér, ze mutace v genech odpovédnych za amoniakalni signalizaci
vedou k defektnimu signalizaénimu systému bunék, jak ve smyslu kvantity signald, tak

1 ve kvalité vydavanych signali.
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4.3. PRUBEH ZMEN V KVASINKOVYCH BUNKACH PRI
PRECHODU Z KYSELE DO ALKALICKE FAZE

Obrazek 4: Faze 1 (staii 7 dni), 2 (9 dni), 3 (10 dni), 4 (10,5 dne), 5 (11 dni), 6 (12 dni) znazoriuji

zmény pH okoli bunék béhem prechodu kysela/alkalicka faze.
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Obrazek 5: Zmény v intracelularni koncentraci jednotlivych aminokyselin béhem faze 1-6

prechodu
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Asp
Glu
Asn+Ser
Gly
Gin
His
Thr
Ala
Arg
Pro
Tyr
Val
Met
lie
Leu
Lys
Phe

Obrazek 6: Zmény v poméru koncentraci jednotlivych aminokyselin ve vakuolach a v cytoplazmé

béhem faze 1-6 pir‘echodu

4.4. SYNCHRONIZACE DRUHEHO AMONIAKALNIHO
SIGNALU OBRI KOLONIE CANDIDA MOGII

Sedm kmenu obfich kolonii Candida mogii bylo soucasné inokulovano do sedmi

misek s GM-BKP agarem a paralelné¢ inkubovano se sedmi nenao¢kovanymi miskami

s timto médiem pii 28°C. (Obr.1)

Po inkubaci byly naockovany nové kolonie, a to bud’ vedle obtich kolonii, nebo na
dosud nenaockované misky. VSechny nové€ rostouci kolonie vydaly sviij prvni
amoniakalni signal témét bezprosttedné po inokulaci. Prvni amoniakélni puls kolonie
vydaly nezavisle na vyvojovém stadiu své sousedni obii kolonie. Ale jiz druhy signal a
ptfechod mladych kolonii do druhé alkalické faze byl znacné ovlivnén vyvojovym

stadiem starSich sousednich koloni.

Jestlize byla nova kolonie ofkovana vedle staré, ktera se nachazela v kyselé fazi
pied druhym amoniakalnim pulsem, tato mlada kolonie byla ihned po vydani prvniho
slabého orienta¢niho signdlu amoniaku schopna plynule piejit do faze kyselé a druhy
signal byl jiz vyddn obéma koloniemi soucasné. Jestlize ale byla novad kolonie

inokulovéna vedle staré, jez pravé vstupovala do druhé¢ alkalické faze, byla kysela faze
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rostouci nové kolonie zcela eliminovana a nova kolonie byla ihned schopna odpovédét
na pfijaty signal amoniaku svou vlastni mohutnou a jiz orientovanou produkci

amoniaku.

Po indukovani amoniakélni produkce novych kolonii byl potlacen jejich vlastni riist a
expanze do okoli starSich obtich kolonii. Jako kontrola poslouZily prazdné misky, kde
naockovana nova kolonie rostla obvyklym tempem a jejich signaliza¢ni systém nebyl
nijak ovlivnén, tzn. byly pfitomny vSechny faze signalizace, jez builky kolonie

vydavaji za béznych podminek.

Vysledek tohoto pokusu tedy dokazal, Ze jednotlivé kolonie C. mogii mohou

prizplisobit svlij rastovy a vyvojovy cyklus signaliim, které¢ obdrzi od svych ,,starSich

soukmenovcu‘.
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Obrazek 7:Zmény pH okoli rostoucich kvasinkovych kolonii v riznych vyvojovych stadiich

A Zména pH u nové rostouci solitarni kolonie
B Zména pH mezi nové naockovanou kolonii a starsi kolonii

Zmény indikatoru bromkresolového purpuru: Zluta (pH=5.2) - fialova (6,8)
Barevné je vyznaéen pribéh vyvoje kolonii: zluta — kysela faze, fialovd — alkalicka
faze

Rimské &islice v pravé Gasti grafu znazorfiuji, Ze bylo provedeno celkem sedm

o¢kovani

Obr. B : snimky riznych vyvojovych stadii kolonie C. mogii z grafu na obr. A
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Starsi kolonie byla naoc¢kovana v ¢ase 0, Sipky v dolni casti grafu znazoriuji rtizné

doby, kdy doslo k dalsimu o¢kovani nové kolonie.
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4.5. AMONIAK JE ZODPOVEDNY ZA SYNCHRONIZACI
RUSTU

Cilem pokusu bylo zjistit, zda je mozné vyvolat druhy amoniakalni signal u kolonii
Candida mogii rizného stafi pomoci artificialniho zdroje amoniaku umisténé¢ho do
blizkosti téchto kolonii. (viz obr.2). Potfebovali jsme zjistit, co je vlastné zodpoveédné
za vyvolani signalu. Jestli neutradlni molekula amoniaku, amonny kationt ¢i zda 1 jina

alkalicka sloucenina mize do vyvoje kolonii vyznamné zasahnout.

Do blizkosti kolonie nachazejici se v kyselé rustové fazi byl tedy umistén zdroj NH,CI
nebo NaOH tak, aby tyto sloucCeniny vytvorily rizny koncentratni gradient

prostupujici zivnym médiem. Poté byl pozorovan ucinek na kolonie.

Pozorovanim bylo zjisténo, ze pouze samotny koncentracni gradient amoniaku NH 3 (z
artificialniho zdroje) je schopen vyvolat piechod kolonii z kyselé do alkalické faze,

zatimco samotné slou¢eniny NH4Cl nebo NaOH tento piechod indukovat nemohou.
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Obrézek 8: Umisténi artificialniho zdroje amoniaku do blizkosti kolonie

e

Obréazek 9: Fotografie pofizena 18 hodin po umisténi zdroje amoniaku vedle 3 dny staré kolonie 3
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nachazejici se pivodné v kyselé fazi
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Obii kolonie Candida mogii dokazi ménit strukturu a morfologii svych kolonii podle

stadia vyvoje, ve kterém se praveé nachazeji.

Bylo prokazano, ze morfologie kvasinkovych kolonii se dramaticky méni vstupem
do druh¢ alkalické faze navozené bud’ umélym zdrojem amoniaku, nebo ptirozenou

signalizaci sousedni kolonie.

V kyselé fazi maji kolonie relativné hladky povrch. Pfechodem do alkalické faze
zaCindme na povrchu rozezndvat urCitou hrubsi strukturu. Kdyz kolonie vstupuje do
faze, kdy za¢ind svou vlastni produkci amoniaku, ziskaji kolonie podobu drobnych
slabSich ¢i silngjSich vldkének podobnych Spagetdm. Tato strukturdlni zmeéna je
doménou celé kolonie a doprovazi tak ptechod bunék od formy invazivni k formeé

neinvazivni.

Pomoci obarveni jader jednotlivych bunék kolonii, bylo dokdzano, Ze v alkalické

fazi se buiiky kolonii ani ned¢li a ani dale nezvétSuji hranice svych kolonii.

Odstranénim zdroje amoniaku jednotlivé kolonie byly schopny vstoupit do kyselé faze
a opét zacit rast. Tento pfechod byl opét doprovazen vyraznou zménou v morfologii a

vlédkénkova podoba kolonie po ¢ase zmizela. Kolonie znovu ziskaly hladky povrch. Po
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probéhnuti druhé kyselé faze se buiiky nachazejici se nejblize zdroji amoniaku, at’ jiz
umélému ¢i pfirozenému od partnerské kolonie, ptipravily k druhému amoniakalnimu
signalu. Tuto zménu nasledovalo ihned ptfeskupeni povrchu kolonie opét do podoby
vldkének. Tato zména jiz nevykazovala symetrii a diky tomu tvar kolonii byl

nepravidelny.

Abychom Iépe odhalili dobu, kdy se buiiky ptestanou délit, pozorovali jsme buiky
na okrajich kolonii, které¢ jsou jako prvni vystaveny signdlim a zaCinaji tak sami
produkovat amoniak. Zadna z téchto bunék se nenachdzela ve stadiu mitozy, buiiky
mély kulaty ¢i ovalny tvar a pfevazné se nachazely ve formé kvasinek. Ve stejnou
dobu byly odebrany bunky nachazejici se na opacné strané kolonie. U nich byla
prokdzéana vlakénkova struktura tvoifena hyfami a pseudohyfami. O dva dny pozdéji,
kdyz do alkalické faze vstoupily jiz vSechny buiiky v kolonii, u pfevdzné vétSiny
pozorovanych bunék bylo vidét strukturu kvasinek a zadné stddium mitézy. O dalsi
den pozdé¢ji, kdy zacala vldkénkova struktura postupné mizet, bylo mikroskopicky
zaznamenany znamky déleni bunék (pfesto nékteré bunky mély jest¢ podobu
kvasinek). Sesty den se opétovné zacaly formovat pseudohyfy a o ti dny pozdgji byly
jiz kompletné zformovany hyfy a kolonie postupné zfialovély. Dalsi kysela faze jiz

nendsledovala.
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Obrazek 10: Buiiky kolonie C. mogii izolované z <&asti kolonie, jeZ nebyla pod vlivem

amoniakalniho signalu.
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Obrézek 11: Buiiky kolonie C. mogii izolované z ¢&asti kolonie, jeZ byla vystavena piisobeni

amoniakalniho signalu.

Snimky bunék byly potizeny ihned po indukci pfechodu, tj. v ¢ase 0 (a), po 2 dnech
(b), po 3 dnech (c), po 6 dnech (d), po 9 dnech (e).

Zvétseni : 1500krat
V levé casti jsou snimky ze svételného mikroskopu, v pravé pak vidime obrazky

ziskané z fluorescen¢niho mikroskopu po obarveni bunék diaminofenylindolem.
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4.6. SYNCHRONIZACE VYVOJE KVASINKOVYCH
KOLONII VYKAZUJE UNIVERZALNI CHARAKTER

Pfedmétem tohoto pokusu bylo zjistit, zda-li mezibunécna signalizace pomoci
amoniaku je doménou i jinych druhtt kvasinek. K pokusu byly pouzity dvé obfi
kolonie Candida mogii, Rhodotula glutinis, Candida albicans, Saccharomyces

cerevisiae, Kluyveromyces marxianus a Saccharomyces occidentalis.

Bylo prokazano, Ze kolonie R. glutinis a C. albicans poskytuji prvni signal amoniaku
mnohem vyssi intenzity nez kolonie C. mogii. Navic oba druhy, jak R. glutinis, tak i C.

albicans dokazi indukovat tvorbu amoniaku u kolonii C. mogii.

Indukce amoniakalni faze byla vyzkouSena na uvedenych druzich kvasinek a vzdy
byla uspésné vyvoldna. To jen potvrdilo domnénku, ze indukce alkalické faze je
universalni fenomén mnoha druhd kvasinek. Jednotlivé druhy se vSak odliSuji
Casovym prubéhem téchto fazi. Kolonie K. marxianus vstupuji do alkalické faze
daleko dfive po naockovani ve srovnani s koloniemi C. mogii, u kterych, ale coby
partnerska kolonie, vyvolavaji produkci amoniaku diive, nez jsou-li tytéZ kolonie C.
mogii vystaveny pusobeni uméle navozené signalizace, nebo signalizace od svych

partnerskych kolonii C. mogii.

Na zéklad¢ tohoto pokusu se da predpokladat existence amoniakdlni mezibunécné

signalizace i1 u dalSich druhti kvasinek, zejména pak u druhii patogennich.
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Obrazek 12: Indukce amoniakalni produkce a synchronizace vyvoje obfich kolonii u raznych

druhu kvasinek.
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Kolonie C. mogii, Cr. albidus a R. glutinis byly naockovany na médium v ¢ase 0 a

zobrazené fotografie byly pofizeny v ¢ase uvedeném vlevo na grafu

5. DISKUSE

Experimentalné byla prokdzana existence mezibunééné signalizace u kolonii
raznych druhii kvasinek. Rozhodujicim ¢initelem odpovédnym za tuto signalizaci je
molekula amoniaku, kterd diky idealnim vlastnostem, zejména rozpustnosti ve vodé a
schopnosti dobfe difundovat do okoli, je vhodna ke komunikace na delsi vzdalenosti

mezi jednotlivymi bunkami.

Amoniakalni signalizaci pouZivaji kvasinkové kolonie k ptedavani informaci o stavu
prostiedi, kde rostou, pfedevs§im o zdroji Zivin a velikosti prostoru, coZ jsou zakladni

podminky nezbytné pro spravny a optimalni vyvoj kolonie.

NeZ-1i vstoupi bunika do alkalické faze a za¢ne produkovat vlastni signal, kterym je
jiz zminéna molekula amoniaku, prochdzi jeji metabolismus radikalnimi zménami.
Tato metabolickd zména je d¢j velmi rychly, obvykle trvajici jen né€kolik hodin. Buiika
zapina ,,Setfici“ metabolické drahy, ¢imz vlastné reaguje na postupné vycerpavani
zdroje Zivin a také na ubyvani Zivotniho prostoru v dasledku piitomnosti dalsich
kolonii, jejichz bunky reaguji obdobné.

w7

smérem, kde jesté zadné jiné kolonie nerostou. Dochazi tak k urcité synchronizaci

rustu a vyvoje vSech koloniich rostoucich na médiu bez ohledu na jejich stafi.

Produkce amoniaku a vlastni signalizace je vyvolana bud nedostatkem Zivin a
dal$imi spoluptisobicimi ,,stresovymi* faktory, nebo je indukovéna na zaklad€ piijmu

amoniakalniho signalu od starsi partnerské kolonie rostouci v bezprostfednim okoli.

Intenzita a rychlost uvoliiovani amoniakalni produkce (kterou jsme schopni
vizualizovat diky pfitomnosti indikatoru bromkresolového purpuru ptiddvaného do
média) stoupala s rostouci velikosti a po¢tem kolonii, které se nachazely v okoli
signalizujici kolonie. To jen potvrdilo mySlenku, Ze velikost signalu je Umérna
neptiznivému faktoru, ktery ji vyvolava (Palkova, 1997). Vznikla tak hypotéza ,,ping-

pongové“ odpovédi bunck dostavajici signaly amoniaku: molekula amoniaku
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uvoliiovana signalizujicimi koloniemi t€k4 do okolniho prostoru a difunduje médiem,
¢imz je rozpozndvana bunikami sousednich kolonii. Ty jsou pak podnécovany
k pfeméné metabolickych drah a vlastni produkci molekul amoniaku, ktera byva
zpravidla vétsi nez produkce bunék, které zacaly signalizovat jako prvni. Tento
mechanismus napomahéd vysvétlit rychly, nartistajici a predev§im orientovany smér

Sifeni signalu mezi dvéma (¢i vice) sousedicimi kvasinkovymi koloniemi.

Pozorovanim bylo také zjisténo, ze prvni amoniakalni puls, jez je buiitkami kolonie
vydan kratce po inokulaci na zivné médium, ma charakter pouze orientacni, neni nijak
ovlivnén stupném vyvoje starsi partnerské kolonie v sousedstvi. To jen utvrdilo zaveér
uéinény na zakladé predchozich pokust, ze prvni amoniakalni signal neni zavisly na
slozeni média a poctu dalSich kolonii v okoli a buiiky ho vydaji vzdy témét ve stejnou
dobu nezavisle na okolnich podminkach. Pfedpoklada se , ze tento prvni amoniakalni
puls ma svlj pivod vpfeméné proteinii nebo/a v aktivaci bunécnych zasob

aminokyselin.

Jestlize na témZze médiu rostou spolecné kolonie rizného stafi nachéazejici se
v raznych fazich vyvoje, dochdzi po urcitém case k jevu, jez by se dal nazvat riistovou
synchronizaci sousednich kolonii. Kolonie téch druhii kvasinek, jeZ vstoupi do druhé
faze amoniakalni produkce, plisobi pomoci svych signdli na sousedni kolonie, u nichz
indukuji jejich vlastni tvorbu signali. Tim vlastné synchronizuji jejich rtst spolu
s vlastnim. Dale se zjistilo, ze bufiky nachazejici se v alkalické amoniakalni fazi
neprodélavaji mitézu a nejsou tedy schopny podilet se na ristu celé kolonie. Tento jev
patfi k universdlnim vlastnostem bunék kvasinkovych kolonii bez ohledu na

taxonomicky druh kvasinky.

Piechod bunék kolonii C. mogii z kyselé rustové faze do faze alkalické muze byt
vyvolan pomoci artificialniho zdroje amoniaku a davka potfebna k tomuto piechodu
zavisi na vyvojové fazi kolonie. Intenzivné rostouci kolonie (nachézejici se v ,,kyselé*
fazi vyvoje) potiebuji daleko vétsi mnozstvi molekul amoniaku k zahdjeni vlastni
tvorby, nez kolonie, které jsou uvnitt prvni alkalické faze nebo kolonie jiz se chystajici
spustit druhou alkalickou fazi. Tento efekt se da vysvétlit na zakladé protonizace
pfichazejici molekuly amoniaku, ke které dochazi v kyselém prostiedi. Vznikla
molekula NH," totiz neprostoupi buné&énou membranou, a tak buiiky neobdrzi zadny

signal.
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Hypotézu o tom, ze aktivni molekulou zpiisobujici indukci signalizace je neutralni
(neprotonizovany) amoniak potvrdily vyzkumy, kdy k rostoucim koloniim byly
aplikovany chemické slou¢eniny NH4Cl a NaOH. Jejich postupné Sifeni médiem
tvofilo gradient o rizné intenzit¢ téchto latek. Ale zadny efekt na bunky nebyl

zaznamenan.

Jiz v r. 1983 bylo potvrzeno, Ze neprotonizovany amoniak (NHs) dokaze prostupovat

biologické membrany prostou difuzi (Bolognez a kol., 1983).

Navic kolonie Candida mogii disponuji je$té¢ jednou pozoruhodnou vlastnosti.
Piechod z kyselé do alkalické faze je spjat se zménami v morfologii celé kolonie a
s intenzivni strukturalni pfestavbou, zahrnujici zménu podoby povrchu celé kolonie
Z hladké (tvotené pseudohyfami) na ,,Spagetovitou®. Tento d¢j je reversibilni a bunky
se po ukonCeni signalizace opét navraci do rostouciho stadia, pfiCemz ztraceji
vlakénkovou podobu a povrch kolonie je opét hladky. Kolonie tak podle stavu Zivin
v médiu piepinaji svlij metabolismus z ,,Setfici* alkalické faze do rustové kyselé faze a

naopak, pfi¢emz jejich rast se orientuje do volného prostoru.

Popsany mechanismus mezibunécné signalizace kvasinkovych kolonii pfiblizuje
chovani téchto primitivnich jednobunéénych forem Zivota mnohobunéénym
organismim, které se vyvijeji pravé kooperaci jednotlivych bun€k na zakladé

signaliza¢niho systému.

Molekula amoniaku predstavuje diky svym vlastnostem ideédlni signalizacni
molekulu v pfirozenych podminkach. Diky schopnosti kvasinek pfijimat tento signal a
velmi rychle vyhodnotit informaci, kterou tato molekula nese, spustit vlastni produkci
a predat tak signal dal, dokazi bunky kvasinkovych kolonii synchronizovat sviij rtist a

vyvoj, coz pro n¢ predstavuje dilezitou vyhodu z hlediska dlouhodobé¢jsiho pieziti.
REGULACE PRECHODU BUNEK KVASINKOVYCH KOLONIi Z KYSELE DO

ALKALICKE FAZE

Zmény v metabolismu a chovani bun¢k kvasinkovych kolonii v pribéhu prechodu
z kyselé rustové faze do klidové alkalické faze poukazuje na skutecnost, Ze existuji

alesponi dva kontrolni body fidici tyto zmény.

Prvni kontrolni bod zodpovidd za ,rozhodnuti“ bunky spustit fetézec zmén

spojenych s konverzi metabolismu a produkci amoniaku jako signalni molekuly.
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Druhy bod kontroluje jiz samotnou tvorbu amoniaku, jeho uvolfiovani z bunky a
Siteni do okoli.

Aktivace fady genii zapojenych do metabolismu aminokyselin (faze 1 a 2),
signifikantni zmény v intraceluldrnich bunécnych zéasobach aminokyselin, zvySena
schopnost piijimat aminokyseliny z okoli a produkovat amoniak poukazuje na fakt, Ze
pro ,,rozhodnuti buiiky konvertovat sviij metabolismus a zahajit pfechod z kyselé do
alkalické faze, je dualezitd deplece aminokyselin v Zivném médiu, kterd samotnou

indukci ptechodu podporuje.

UVOLNOVANI AMONIAKU

Aktivace fady enzymu katabolizujici aminokyseliny vede k vyraznému snizeni
nitrobunééného poolu aminokyselin, jez je piedstavovan ¢etnymi drobnymi vakuolami.
Tento poznatek byl ziskan pfi pozorovani ubytku téchto vakuol, ke kterému dochazi
v alkalické fazi. To podpofilo domnénku, Ze amoniak uvolfiovany v pribéhu alkalické

faze pochazi z aminokyselin.

Dodnes vSak nemtzeme s jistotou fici, zda je amoniak z bun€k uvoliiovan ve formé
neprotonizované (a schopné tedy pfimé difize skrz membranu bez ptitomnosti

transportniho proteinu) nebo zda je uvoliiovany amoniak ve formé NH,".

Na druhou stranu vime, Ze dochazi k ur¢itému sniZeni extracelularniho poméru NHa/
NH,4", coZ znamena, Ze tékavy NHs je v jisté mife uvonovan z bun¢k do okoli. Jelikoz
je tato chemicka slou¢enina ve vyS8ich koncentracich toxicka, rozbiha se intenzivni
exprese genil pro permedzy $tépici amoniak pravdépodobné ihned po té, kdy zacne

bunka vydavat detekovatelné mnozstvi amoniaku.

Casna aktivace transportérti protonti do bundk, spolu s represi genii kédujicich H*
ATPazu plazmatické membrany (vylucujici vodikovy proton z bunék), je s nejveétsi
pravdépodobnosti zodpovédna za snizeni extracelularniho pH, acidifikaci cytoplazmy

a z toho vyplyvajici depolarizaci plazmatické membrany.

Provedena pozorovani potvrzuji myslenku, Ze za transport amoniaku ven z bunék u
kolonii Saccharomyces cerevisiae odpovidaji Ato proteiny. Geny pro tyto proteiny se
zacinaji prepisovat pii vstupu bunék do alkalické faze a jejich zapnuti je spojeno se
zvysenim celkové produkce amoniaku. Jejich delece vede opét ke snizeni amoniakalni

produkce. Dal$i zajimavy poznatek je, Ze hodnota pH kolem 4 podporuje vydavani
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amoniakalniho signalu po zhruba 20 minutové inkubaci pti 28°C, zatimco pii pH 7,0 je
produkce snizena. Bunky s vysokou expresi ATO gent se stavaji vice rezistentnimi ke

Skodlivému ptisobeni toxického analogu amoniaku — methylamonia.

Tyto vysledky pokust vedly jednozna¢né k zavéru, ze Ato proteiny Saccharomyces
cerevisiae se uplatiiuji v antiportu NH;/H®, vyludujice tak amonné Kkationy ven
Z bunky spolu s ptijmem vodikovych protonti do nitra buniky, ¢imz se snizuje hodnota

pH okoli.

POSTUPNA METABOLICKA ALTERACE U BUNEK VSTUPUJICICH DO
ALKALICKE FAZE

Jelikoz bunika prechodem do alkalické faze zastavuje svij rist a vyvoj z ditvodu
postupného vycerpavani zivin, je pro ni nezbytné piizpusobit t¢émto pomérim sviij

metabolismus.

Mezi ,radikdlni zmény patii aktivace metabolismu aminokyselin, zvySeny piijem
karboxylovych kyselin do cytoplazmy, transport oxalacetatu do mitochondrii, represe
mitochondrialni oxidativni fosforylace a enzymu ucastnicich se citratového cyklu.
Tyto zmény jsou v mnohém podobné metabolickym zméndm zndmym jiz u bakterii
jako glyoxylatova draha (Cozzone, 1998). Tato alternativni metabolicka draha
umoznuje acetylCoA (vznikajici z acetadtu nebo z mastnych kyselin) a oxalacetat
preménit pfimo na isocitrat, ktery je konvertovan na glyoxylat a sukcinat enzymem
isocitratlydzou, kliCovym enzymem tohoto déje. Glyoxylatova draha je jedind mozna
varianta pfimého vyuziti acetylCoA jako ziviny pro riist u mikroorganismt (Cozzone,

1998).

U kvasinkovych kolonii hraje glyoxylatova draha zajisté stejnou roli pfedstavuje tak
pro bunky pravdépodobné jedinou moznost na preziti za ztizenych podminek, kdy
dochazi zdroj Zivin.

Mezi prvni zménu V metabolismu zahajovanou soucasné se vstupem do alkalické
faze patfi utilizace karboxylovych kyselin, které jsou ziskavany z metabolismu
aminokyselin pfimou deaminaci. Tento dé&j zodpovidd také za prvni uvolnéni
amoniaku. Diky tomu dojde bezprostiedné po zahajeni piechodu z kyselé do alkalické
faze k vyraznému sniZeni intracelularnich zasob aminokyselin. Karboxylovy skelet je
metabolizovan na oxalacetat, jeZ je za pomoci specifického transportéru Oacl pienesen

z cytosolu do mitochondrii (k dalSimu vyuziti) a acetylCoA.
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V pozd&jsi fazi prechodu je aktivovana -oxidace mastnych kyselin, kterd slouzi
coby dalSi zdroj acetylCoA. V téZze dobé dochazi k vyrazné translaci genli pro
mitochondridlni  citratsyntdzu a isocitratlyazu. Paralelni aktivace enzymu
aspartataminotransferazy poukazuje na propojeni produkce oxalacetatu s opétovnou
biosyntézou aminokyselin, jez je dulezitd pro znovuobnoveni zdsob aminokyselin

V bunéénych vakuolach.

Vsechny uvedené poznatky tak sméiuji k zaveéru, ze amoniak uvolilovany bunkami
kvasinkovych kolonii slouZi jako tzv. ,,alarmujici* signal, ktery ma podavat informaci
sousednim buiitkdm o postupném vycerpavani zdroje zivin. Schopnost tékavé molekuly
amoniaku indukovat jeho tvorbu u bunky, jez signal pfijima, umoznuje tento signal

potencovat a smérovat rust a dalsi vyvoj bun¢k do mist s vhodnéjSimi podminkami.

40



6. ZAVER

Vysledky provedenych pokusii jednoznacné potvrdily existenci mezibunécné
signalizace mezi testovanymi kvasinkovymi koloniemi, jejimz pivodcem je molekula
amoniaku. Potvrdilo se, Ze pravé molekula amoniaku je vhodna diky svym chemickym
vlastnostem pro komunikaci kolonii i na delSi vzdalenost.

Amoniakalni signalizaci pouZzivaji kvasinkové kolonie k pifedavani informaci o stavu
prostiedi, kde rostou, piedevsim o zdroji zivin a velikosti prostoru, coz jsou zakladni

podminky nezbytné pro spravny a optimalni vyvoj kolonie.

DalSim pozorovanim a pokusy bylo prokazano, Ze produkce amoniaku a vlastni
signalizace je vyvoldna bud® nedostatkem zivin a dalSimi spoluptisobicimi
»Stresovymi“ faktory, nebo je indukovana na zaklad¢ pfijmu amoniakalniho signalu od

starSi partnerské kolonie rostouci v bezprosttednim okoli.

Intenzita a rychlost uvoliiovani amoniakalni produkce, jiz je mozno vizualizovat diky
pritomnosti indikatoru bromkresolového purpuru piidavaného do média, stoupa
s rostouci velikosti a po¢tem kolonii, které se nachazeji v okoli signalizujici kolonie.
Dalsi zajimavy jev, ktery byl zjistén nékolika nezavislymi pokusy, je, Ze vydej
amoniaku, tj. vlastni signalizace, ma pulsni charakter. To znamend, Ze prvni
amoniakalni puls je pouze orienta¢ni a G¢inny je az druhy amoniakalni puls, ktery je
mnohonasobné¢ siln¢j$i a da se povazovat za vlastni signal.
Jestlize na témZe médiu rostou spolecné kolonie rlizného stari nachazejici se v riznych
fazich vyvoje, dochdzi po urCitém cCase kjevu, jenZ je mozno nazvat ristovou
synchronizaci sousednich kolonii

Kolonie, jez vstoupi do druhé faze amoniakalni produkce, plisobi pomoci svych
signali na sousedni kolonie, u nichz indukuji jejich vlastni tvorbu signalti. Tim
V podstaté synchronizuji jejich rist spolu s vlastnim. Tento jev patii k universalnim
vlastnostem bunck kolonii téch druhti kvasinek, jez ziji ve volné piirod¢ a nejsou
patogenni. Zda-li totéZ muzeme piedpokladat i u patogennich druhti, mize byt

predmétem dalSiho pozorovani a pokusti.
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Kolonie Candida mogii disponuji jest¢ jednou pozoruhodnou vlastnosti, jez se da
s vyhodou vyuZit v sou¢asné mikrobiologické praxi. Pfechod z kyselé do alkalické faze
je spjat se zménami v morfologii celé kolonie a s intenzivni strukturalni ptestavbou,
zahrnujici zménu podoby povrchu celé kolonie z hladké (tvofené pseudohyfami) na
»spagetovitou”. Tento d& je reversibilni a builkky se po ukonceni signalizace opét
navraceji do rostouciho stadia, pficemz ztraceji vlakénkovou podobu a povrch kolonie

je opét hladky.

Na zéklad¢ cetnych cilenych pokusti byla domnénka o existenci mezibunécéné
komunikace mezi buitkami kvasinek v kolonii i mezi koloniemi navzajem potvrzena.
Diky tomu vime, Ze butiky jsou schopny ptedavat si informace o stavu okoli, zejména
o pfitomnosti zivin ¢i naopak ruznych stresovych faktorti. Na zdklad¢ pfijimanych
informaci jsou pak tyto kolonie schopny ptizptsobit sviij rist do mist s vyhodné&jsimi

podminkami a zastavit tak expanzi tam, kde se jsou Ziviny jiz vycerpany.

Tento jev lze prakticky vyuzit tak, Ze jestlize navodime vné&j$im zasahem nepfiznivé
podminky pro riist a mnozeni u jedné kolonie, ta je pak s nejvétsi pravdépodobnosti
preda postupné daldim koloniim. Cili miZeme uvaZovat o zefektivnéni testovani
novych potencialné ucinnych antimykotik nebo o mnohem mensi intenzité terapie,

kterd nebude pfilis zatéZovat pacienta.

42



7. DOPLNKOVE INFORMACE A PRILOHY

7.1. VYVOJOVE FAZE KVASINKOVYCH KOLONII

Colony
inoculation

NH,

ALKALI
ALK

S.cerevisiae

Obrazek 13: Vyvojové faze
A : schéma vyvoje kvasinkové kolonie z hlediska mezibuné¢né signalizace

B : detailni zobrazeni tranzice kolonii Saccharomyces cerevisiae z kyselé do alkalické

amoniakalni faze

a : moznost indukce amoniakalni produkce u kolonie Candida mogii pomoci
artificialniho zdroje amoniaku, tato kolonie se nachazela ptivodné v kyselé fazi vyvoje
(Péalkova a Forstova, 2000)

b : jednotlivé faze ptechodu z kyselé do alkalické faze (druhy amoniakalni puls)
popsane doc. Palkovou

7.2. TRANSPORTNI SYSTEM AMONIAKU

K nejrychleji a nejmohutnéji zapinanym geniim béhem prvni alkalické faze bunky
patii ti1 geny, jez koduji tii transmembranové Ato proteiny. Dva z nich, Ynr002p a
Ycr010p, vykazuji znacnou homogenitu ve slozeni aminokyselin (78%). Treti,

Ydr384p je homologii pouze z 38%.
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Jednoduché mutace v téchto genech jsou slucitelné se zivotem a neovliviuji
viditelné genotyp bun€k. Amoniakalni produkce téch bunék, nesouci urcité mutace
Vv téchto genech, je vSak ovlivnéna, a to zejména v druhé fazi amoniakalni produkce,
kdy tyto buiikky uvoliiuji mnohem mensi mnozstvi molekul amoniaku nez bunky

s normalnim genomem.

JelikoZ je znamo, Ze mnozstvi uvolnéného amoniaku roste s rostoucim pH v okoli
kolonie, musela byt vyloucena moznost, Ze geny koédujici proteiny Ynr002p, YcrO10p
a Ydr384p ovliviiuji piednostné extracelularni pH a produkce amoniaku je pouze

disledek tohoto jevu.

Buiky kolonii nachazejici se v odliSnych stadiich, byly exponovany identické
hodnot¢ pH okoli a byla u nich sledovéana produkce amoniaku. Bylo zjisténo, Ze bunky
ve stadiu 6 (tedy v pIn¢ rozvinuté alkalické fazi a S plné€ aktivovanou genovou expresi
proteini Ynr002p, YcrO10p a Ydr384p) produkuji vétsi mnozstvi amoniaku, nez

buiiky analyzované ve stadiu 2.

Timto pokusem se tedy dokazalo, Ze produkce amoniaku nezavisi pouze na okolnim
pH, ale také na stupni exprese geni kodujicich Ato proteiny, jez se podili na transportu

molekul amoniaku ven z kvasinkové bunky.

Aby mohla byt role Ato proteinil jako transportnich Cinitelll potvrzena, zjistovala se
schopnost transportovat toxicky analog amoniaku, methylamonium, ven z buiiky po
predchozi expozici této slouceniné. Bylo zjisténo, Ze bunky s aktivovanymi geny pro
Ato proteiny maji vEétsi schopnost piezit pisobeni této jedovaté molekuly diky své
schopnosti transportovat ji ven z intracelularniho prostoru. Buiiky, jez se nachazi

v kyselé fazi a maji geny pro Ato proteiny deaktivované nebo jen Caste¢né aktivované

vwr

7.3. DALSI PROTEINY ZAPOJENE DO PRENOSU
AMONIAKU

Jiz béhem 1. a 2. faze konverze buiiky jsou aktivovany geny kodujici téi permeazy
plazmaticke membrany, YLRO04c, YOL119c, YOR306c, které jsou s nejvétsi
pravdépodobnosti zapojeny do transportu karboxylovych kyselin, ktery je aktivovan.

Tato skute¢nost dokazuje fakt, Ze utilizace karboxylovych kyselin je v prvnich fazich
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prechodu spjata s metabolismem aminokyselin. Karboxylové kyseliny mohou byt

metabolisovany zapojenim enzymu ucastnicich se déju v glyoxylatovém cyklu.

Exprese rozlicnych gent kodujicich permeazy plazmatické membrany, transportujici
rizné ionty a pravdépodobné se podilejici na ovlivnéni extracelularniho pH c¢i

elektrické polarity plasmatické membrany, je také vyrazné zménéna.

Geny kodujici permeazy pro pienos sulfatové skupiny (SUL1, SUL2) a zine¢natych
kationit (ZRT1) jsou aktivovany ve fazich 1 nebo 2. Geny pro permeazy prendsejici
fosfatovou skupinu se aktivuji béhem fazi 2 nebo 3. Naproti tomu ve fazi 4, kdy jiz
muizeme s jistotou detekovat prvni molekuly amoniaku, se vypina exprese geni PMAI
a PMA2, genl kodujicich membranovou ATPazu zodpovédnou za transport
vodikovych kationti. Tim je vysvétlend snizend schopnost bunék vylucovat protony a

snizovat tak extracelularni pH béhem faze 4.

7.4 ZMENY V ENERGETICKEM STAVU BUNEK ZAHRNUJICI ZMENY
V MITOCHONDRIALNICH FUNKCI A ZMENY V PRUBEHU
CITRATOVEHO CYKLU

Vypinani gent, jejichz produkty jsou funkéné spjaté se spravnym pribéhem
mitochondridlni oxidativni fosforylace, zafind brzy po zahajeni pfechodu bunék
Z kyselé do alkalické faze a tato represe je plné¢ dokoncena ve fazi 5 az 6. Produkty
téchto gent jsou enzymy ucastnici se pienosu elektronti v komplexech I — IV, enzym
ATPsyntéza, transportéry fosfatové funkcni skupiny skrze mitochondridlni membranu,
proteiny zodpovédné za import do mitochondrialni matrix a poriny vnéjsi
mitochondridlni membrany spjaté s NADH influxem do bun¢k. VSechny vyse uvedené

enzymy a proteiny jsou béhem alkalické faze v represi.

To ma za nasledek rapidni snizeni bunécné respirace, jez probiha prave

v mitochondriich.

Béhem féaze 3 a 4 se zacinaji postupné vypinat i geny kodujici enzymy citratového

cyklu soucasné s geny pro transport ADP/ATP.
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SniZeni mitochondrialnich funkci se snejvétsi pravdépodobnosti d&je za ucelem
Setfeni energii a tudiz se zacinaji aktivovat méné energeticky néro¢né alternativni

metabolické drahy.

Béhem faze 1-2 je zapinan gen OAC1 zodpovédny za pienos oxalacetatu
Z cytoplazmy dovniti mitochondrii. Spolu s nim se aktivuji geny kodujici proteiny
metabolismu aminokyselin. Jednim z enzyma citratového cyklu, jehoz aktivita se
v pribéhu alkalické faze spiSe zvySuje, je citratsyntaza (vyuZiva oxalacetat a
acetylCoA, z nichz tvoti citrat a CoA, tvorba citratu se tedy dé&je v mitochondrialni
matrix, z tohoto divodu nemuize citrat efektivné vstupovat do citratového cyklu ve fazi

5a6b).

Spolu s aktivaci citratsyntazy se aktivuje 2-methylisocitratlyaza, konvertujici citrat
na sukcinadt a glyoxalat. Mezi dalsi aktivované geny patii geny kédujici dvé
mitochondridlni aldehyddehydrogenazy katalyzujici oxidaci acetaldehydu na acetat, pfi

tomto dé&ji se regeneruje NADH.

Dalsi metabolické zmény se tykaji peroxisomalnich funkci § -oxidace mastnych
kyselin. Geny pro enzymy zapojené do produkce acetylCoA v peroxisomech a
Vv transportu  mastnych kyselin pifes peroxisomalni membranu jsou aktivovany
v prub¢hu 3 a 4 faze ptechodu. Z toho vyplyva skuteénost, Ze alternativni zasoby Zivin,
jako jsou mastné kyseliny, jsou mobilizovany béhem faze, kdy bunka vylou¢i prvni
detekovatelné mnoZzstvi amoniaku. Z nich je pak tvofen acetylCoA potiebny pro dalsi
d&je. Aby mohl byt acetylCoA vyuzit mitochondialni citratsyntazou, musi byt
transportovan z peroxisomd do mitochondrialni matrix. To se d&je na zaklad¢ aktivace

genu pro CAT2 pro carnitin O-acetyltransferazu.
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7.5. STRUKTURA KOLONIE A MORFOLOGIE BUNEK CANDIDA
MOGIT A ZMENY DOPROVAZEJICI PRECHOD KOLONIi Z KYSELE

RUSTOVE DO KLIDOVE ALKALICKE FAZE PRODUKCE AMONIAKU.

Obr. 14

A : indukce obfi kolonie zdrojem amoniaku, ktery byl umistén v pravé c¢asti od

rostouci kolonie (b)

ZvétSeny detail ,,kyselého levého okraje rostouci kolonie (a) a ,,alkalického* pravého

okraje kolonie (c).

Detailni snimek ¢asti kolonie v bile oramovaném useku na obr. b, kde byly nejdfive

zaznamenany strukturalni zmény (e, f)

Bunky z ,.kyselé* ¢asti kolonie — invazivni forma (d) a z ,,alkalické* ¢asti kolonie —

klidovéa forma (g)

B : Podoba kolonie a jeji struktura v ristové kyselé fazi vyvoje (a).
Detailni zabér okraje kolonie (b).

Me¢nici se struktura kolonie ve fazi po vydani detekovatelného amoniakélniho signalu

(c,d)
ZvétSenti :

4krat:Ba, C
S5krat: Ab
1l4krat: Ae
20krat: B b, d
35krat: Aa, c
600krat: Ad, g
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Obrazek 14.

Obr. 15

Kolonie C. mogii a morfologie bunék nachazejici se v druhé kyselé fazi vyvoje a

behem piechodu do treti alkalické faze (e).
Zvétsené detaily morfologie kolonie (b, ¢, f, g) a bunék k centralni ¢asti kolonie (d, h)

ZvétSeni : 2krét : a, e, 10krat : b, f, 30krat : ¢, g ,600krat : d, h
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Obrazek 15
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