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Abstrakt

Mikroorganismy se v pfirodnim prostfedi nejcastéji vyskytuji v mnohobunéénych formach,
nejcastéji v biofilmech. Biofilm je charakterizovan jako spolecenstvi bunék, Zijicich na rozhrani
prostredi, uzavienych v extracelularni matrix. ECM tvofi vyznamnou slozku biofilmu
u kvasinkovych populaci. Extracelularni matrix funguje jako ochranna bariéra a umoznuje
bunkam pfezivat v nepfiznivych podminkach i lépe kompetovat o prostfedi s ostatnimi
mikroorganismy. Tvofi také Gcinnou bariéru proti antibiotikim ¢i jinym Skodlivym latkam, coz
déla z biofilmu velky problém ve zdravotnictvi a pramyslu. Tvorba matrix muaze byt ovlivnéna
morfologickymi formami kolonii. U nékterych mikroorganismt dochazi ke zvysené tvorbé ECM
pii fenotypovém prepinani jako reakce na zménu zivotnich podminek. Slozeni ECM je rodové

1 druhove¢ specifické. Hlavni slozku matrix tvofi polysacharidy a proteiny.

Klicova slova: kvasinky, extracelularni matrix, kolonie, biofilmy
Abstract

The microorganisms in a natural environment are frequently found in multicellular forms,
most commonly in biofilms. Biofilm is characterized as a community of cells living at the
interface of two environments, embedded in the extracellular matrix. ECM is a significant
component of biofilms in yeast populations. Extracellular matrix acts as a protective barrier and
allows cells to survive under adverse conditions and better compete with other microorganisms.
It also forms an effective barrier against antibiotics and other harmful substances, what makes
biofilms a serious problem in medicine and industry. Formation of the matrix may be influenced
by the morphological forms of colonies. Increased formation of ECM is commonly connected in
phenotypic switching in response to changes of their living conditions. The compositeion of the
ECM is a genus-and species-specific. The main component of the matrix consists of

polysaccharides and proteins.

Keywords: yeast, extracellular matrix, colonies, biofilms



L UVOD. sttt bbb bbb bbb 1
2. PREPINANI FENOTYPU U KVASINEK.......coocosmirmmirinriinsiiessiessiesssessssesssassssaens 2
2.1 Piepinani fenotypti u patogennich Kvasinek .....cccccvvvrviiiiieeiinnniiiiiiieciinniiiiieecnniieeeeccennneeeeeeeens 2
2.1.1 Prepinani fenotypt u kvasinek 10du Candid.....................ciiiiiiiiniiiiiniiiiiiiicic s 2
2.1.1.1 Charakteristika hladkych kolonif 10du Candida................coccocuveuniuiiiiiciiiiiiininicicec s 2
2112 Charakteristika vras¢itych kolonil t0du Camdida...............c.cvcuveuviuveuiicicineiniiininiciccsescsceeeee s 3

2.1.2  Ptrepinani fenotypa u kvasinky Cryptococcus neoformans ...............vviviiiciniiniisisisisisicessssssssssssssssnns 3
2.1.2.1 Mortfologické formy Cryptococcus neoformans ...............cvieiniisiiviisisisieisisissssisisss s 4

2.2 Piepinani fenotypli U SACCAAIOMYCES CELEVISIAC......uuuuuuuevreeiiiirinrrirreeeiiiiiiireeeeenntaaereeeeesssssssaseeeeens 4
221 Charakteristika vrasCitych kolonil Saccharomyces Cerevisiae ... ucnecneeneceiniccnienicnienecneeinecneeneennenes 5
222 Charakteristika hladké kolonie Saccharonzyces cerevisiae .......ucneneonevemniceinicenienicineenecneeneeneeneennenes 5

3. VYSKYT ECM ...iiiiiiiiiiiiitiieeinnireecnineeesnsssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssnns 7
3.1 Vyskyt extracelularni matrix u Candida AlDICANS..........uueeeeeiivivnnnnneeiiiiiiiiinrneeeiiinarreeeee s eeas 7
3.2 Vyskyt extracelularni matrix u CryptoCOCCUS NEOLOLIMIANS ........uuuuueeeeevivivrrnnrreeeiiiiiiinnnreeeeeieenaarreeeeeenes 8
3.3 Vyskyt extracelularni matrix U S2CCAAIOMYCES CELEVISIAC .....uuuuuuuuereeeiiirrnnrrrreeeiinniirireeeeinniaeeseeeeenns 9
3.3.1 Tvorba extracelularni matrix u vrascité kolonie Saccharonzyces cerevisiae ... nnunenevenerenenenerererreerreennens 10

4. SLOZENI ECM....oitiinetetetssts sttt 12
4.1 PolySAChAriAy ...cceiveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieecniiiee e e s e e s bba s s e e e e e e b bbb e s e e e e eens 12
411 Polysachatidy u £0dU Candida ...t 13
4.1.2  Polysacharidy u Saccharomyces cerevisiae................ccvciviuiiuniiicinciniiiiiiiiiiiisiciesis 13
4.2 PrLOtOINY ceeeiiiiiiuiiiiieiiiiiiiiiiiieeeeiiiiieieeectesssittsseeecesssbaasseeesessessssssaseesessssssssssaeeessssssssssseesessssssssssneeeesns 14
421 AlS PIOteiny Camtiada GlDICANS..............ouoevriiiiiiiiii s 14
4.2.2  Tlo proteiny Saccharomyces erepisiae. ...........uniniiniiriuiiurisisiseisississiscisisis st 15
4.3 EDINA .o e s b s e b e s bR e s b b s b b e e b s e s b s e s b b e s bae e sae s 16

4.4 DvojmoOCNE KAtIONLY cooovuuriiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiiiiiee e cesssiarre e ce s ssass s e e e e s s s ssbb s s e e e s s s asbba s e e e seaes 17



5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

VYZNAM EXTRACELULARNI MATRIX ..oooeuveeeteeeeeesreeeseeeseeessessssessssssssessssssssees 18

KOMPELICE cnvvriiieiiieiiiiiiecciteectte ettt ee e s bee s ae e e s sae e e s e sa e s e s saaesessaeesessanesesssnesessnnens 18
ZiAI0j ENEIZIC ..eeiiiuniiiiiiiiiiiiiie it s b e e e b s s e bbb e s b b s e e e b a e e e e abae e s 18
Rezistence a 0CHIanNa fUNKCE .. ciivuuiiiiueiiriiniiiiiimeiiniimeiisisrmiesrsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssnssss 19
Adheze a agregace bun€k v biofilmu c.....eeeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiecteecre e 19
ZASODAINA VOAY .euvreereiiiiiiiiiiiuieeiiiiiiiiiiutteeetiiiiiiieeteeessssssiissteeessssssssssseesssssssssssssesssssssssssssessssssssssssssnees 19
ZAVER ...coourtetietetetsistetesstsssssssssetsss st ssssssesssssssssssssssessssssesessssssessssssesassssssessssssssaens 21



1. Uvod

Mikroorganismy se v pfirodé vyskytuji v jednobunééné formé jako volné planktonni bunky,
nebo tvofi mnohobunécéné utvary napiiklad povlaky, ¢i tzv. maty, floky, kolonie a biofilmy
(Flemming & Wingender, 2010). Nejstudovanéjsim typem mnohobunécnych utvara jsou biofilmy
vyskytujici se prakticky ve vSech prostfedich. Jako biofilmy je mozné oznacovat mnohobunééna
k povrchu a uzaviena v extracelularni hmoté (Blankenship & Mitchell, 2006; Costerton, 1995).

Mnohobunécné struktury a zejména biofilmy ovliviiuji na§ kazdodenni Zivot, protoze se
usazuji na raznych pramyslovych zafizenich, ale i na zubnich implantatech, cévkach, katetrech,
infuzich a dalSich zdravotnickych pomiickach. Dale se ukazalo, Ze pfedejit vzniku biofilmu nebo
jej znicit je velmi obtizné. Navic mohou biofilmy slouzit jako zdroj planktonnich bunck pro dalsi
siteni (Douglas, 2003; Hawser et al., 1998). Na mnohé mikroorganismy v biofilmech maji
antibiotika, ktera 1épe ptisobi na jednobunécné formy, pouze maly ucinek, a tim se biofilmy
stavaji velmi obtizné¢ odstranitelnymi. Nejnovejsi vyzkumy vsak ukazuji na moznost eliminace
biofilmt pomoc{ jinych typu latek jako napfiklad kyseliny kavové, esterovych derivata (De Vita et
al., 2014) a arachidonové kyseliny (Mishra et al., 2014), které jsou ucinnéjsi nez mnoha antibiotika.

Jiz v pocatcich vyzkumu byla v biofilmech prokazana existence hmoty oznacené jako
extracelularni matrix (ECM) tvofici Gc¢innou bariéru proti mechanickym i fyzikalnim vlivim
(Costerton, 1995).

ECM lze definovat jako material produkovany bunkami, ktery vypliuje mezibunéény prostor
mezi nimi a tvofi vrstvu pokryvajici a obalujici bunky. ECM je charakteristickym rysem vétsiny
ptirodnich populaci mikroorganismu, kde muze tvotit az 90% veskeré hmoty biomasy (Donlan,
2002). Slozeni ECM je druhové specifické, hlavnimi slozkami jsou polysacharidy a proteiny
(Flemming & Wingender, 2010; Flemming et al., 2007; Hawser et al., 1998; Costerton, 1995). Na
tvorbé ECM se podili i samotny povrch daného organismu (Branda et al., 2005).

Vétsina studii zabyvajici se extracelularni matrix je zaméfena na bakterie (Flemming &
Wingender, 2010; Flemming et al., 2007), kde je ECM velmi dobfe charakterizovana ¢etnymi
védeckymi publikacemi. Vyskyt ECM je prokazan i u kvasinkovych populaci (Joshi et al., 1973).
Nejvice studované rody kvasinek spojené s ECM jsou rody Candida a Cryptococcus. U téchto druht
bylo prokazano také fenotypové prepinani spojené s produkei extracelularni hmoty. Tvorba ECM
byla ale prokazana u mnoha dalsich rodu kvasinek, dokonce iu nepatogenni Saccharonyces
(Reynolds & Fink, 2001; Kuthan et al., 2003; Soll, 2014).

Cilem této bakalatské prace je piiblizit soucasny stav znalosti o extracelularni matrix

u kvasinkovych kolonii.



2. Pfepinani fenotypti u kvasinek

Prepinani fenotypu je mechanismus, pfi kterém nékteré druhy mikroorganismt kontrolované
méni své fyziologické a morfologické charakteristiky. Zména fenotypu pravdépodobné nema
puvod v nahodnych mutacich, protoze k ni dochazi ve velké frekvenci a je reverzibilni.

Molekularni mechanismus nenf zcela objasnén a zda se, ze kazdy mikroorganismus ma jiné
mechanismy zprostfedkujici pfepinani. Na pfepinan{ se mohou podilet mobilni genetické
elementy, umlcovani genové exprese ¢i aktivace mutatorovych genti (Goldman & Fries, 1998;
Fries et al., 2002).

Prepinani fenotypti pravdépodobné indukuje zména zivotnich podminek (Brown et al,

1999).

2.1 Pfepinani fenotyph u patogennich kvasinek
2.11 Prepinani fenotypti u kvasinek rodu Candida

Pii pozorovani kolonii riznych druht roda Candida jsou pozorovany morfologické zmény,
které jsou pravdépodobné vysledkem piepinani fenotypa. U Candida albicans byly identifikovany
3 druhy pfepinani fenotypt. Prvni z nich 3153A piepinaci systém byl objeven Slutskym a jeho
spolupracovniky (Slutsky et al., 1985). Dochazi{ pfi ném s pomérné vysokou frekvenci ke zménam
tvara kolonif na razné¢ strukturované morfotypy. Dale Pomés a kolektiv (1985) popsal piepinani
z hladké do vrascité morfologie (viz dale). Jako posledni byl popsan ,,white-opaque® pfechod,
kdy dochazi ke zméné bilé kolonie s hladkych povrchem na Sedou a vrascitou kolonii (Slutsky et
al., 1987). ,,White-opaque® pfepinani ma souvislost s pohlavnim rozmnozovanim a podstupuji ho
pouze homozygoti. Vyznam tohoto pfepinani je pravdépodobné ve vytvafeni genetické diverzity
u patogennich kvasinek (Lockhart et al., 2002; Soll, 2004). U vétsiny variant morfotypt je
dokazana reverzibilita téchto fenotypovych zmén (Franga et al., 2011).

Z hlediska studia ECM nas nejvice zajima pfepinani z hladké do vrascité morfologie. Pomés
s kolektivem (1985) popsali, Ze pfi pusobeni vnéjsich vliva (v jeho ptipadé UV zafeni) dochazi
u Candida albicans k ptepnuti fenotypu z ptvodné hladké kolonie na vrascitou. Pfi opakovaném
pusobeni UV zafen{ dochazi k dalsim zménam morfologie, véetné pfepnuti zpét na hladkou

morfologii (Pomés et al., 1985).

2.1.1.1  Charakteristika hladkych kolonii rodu Candida

U rodu Candida dochazi nejcastéji k piepinani z hladké morfologie na vrascitou, nebo jinak
strukturovanou morfologii. Pavodni rodicovské hladké kolonie Cundida nevykazuji vyraznou
strukturovanost a jejich povrch je neclenény. Kolonie jsou tvofeny pfevazné z blastopor, které

puci a spolecné s ECM tvoii propojenou sit” (Radford et al., 1994). Obsah ECM je ale vyrazné



nizsi nez u vrascitych kolonii. Mohou se vyskytovat i hladké kolonie s mirnymi poklesy (Obr. 1).

Tyto kolonie jsou oznacovany za tzv. polo-hladké (Franga et al., 2011).

2.1.1.2  Charakteristika vrascitych kolonii rodu Candida

Povrch vrascité kolonie je vyrazné strukturovany a existuji rizné morfotypy s odlisné
clenitymi okraji a povrchem kolonie (Radford et al., 1994). Kolonie mohou byt napiiklad vyrazné
vrascité, ¢i prstencovité (Obr. 1). Vrascité a prstencovité kolonie tvofi komplexni architekturu,
s vyskytem typickych hlubokych centralnich a perifernich oblasti s poklesem hmoty, tvofici jakési
dulky. U vrascitych kolonif jsou tyto poklesy a dulky jasnéji charakterizovany a nachazi se jich na
povrchu kolonie vétsi mnozstvi nez u prstencovitych (Franga et al., 2011).

Bunky v kolonii tvoif pfevazné pseudohyty nebo pravé hyfy, blastopor se vyskytuje jen malé
mnozstvi (Radford et al., 1994).

Bylo prokazano, ze vrascité kolonie tvoif velké mnozstvi extracelularni hmoty. ECM se ve

vétsi mife nachazi v dulcich strukturovanych kolonif (Franca et al., 2011).

Obr. 1: Architektura raznych morfotypt kolonii Candida tropicalis potizena pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie.  Vysvétlivky: a-hladka morfogie; b-polo-hladkd morfologie; c-prstencovitd morfologie; d-vrascita
morfologie. Pfevzato z Franca et al., 2011.

2.1.2 Ptepinani fenotypd u kvasinky Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans je patogenni kvasinka, které zpusobuje zavazné zdravotni problémy
a chronické infekce. Na povrchu kvasinek je unikatni polysacharidové pouzdro, které je také
hlavnim virulentnim faktorem. Toto pouzdro chrani bunky pfed fagocytézou imunitnim

systémem hostitele (Bulmer & Sans, 1968).



Bylo prokazano, ze Cryptococeus neoformans prepina z hladké morfologie do vrascité podobné
jako Candida albicans. Rtzné rody Cryptococens ptepinaji fenotyp do odlisné strukturovanych
morfologickych forem, napifklad do zoubkované, pseudohyfalni a hlenovité. Nejcastéji dochazi

k pfepnuti do hlenovité morfologie (Fries et al., 2002).

2.1.2.1 Morfologické formy Cryptococcus neoformans

Hladka morfologie se vyznacuje jednotnym povrchem bez filametnarnich auvart a hladkymi
hranami kolonie. Vrascité maji strukturovanéj$i povrch a okraje kolonie jsou clenité.
Pseudohyfalni jsou vyrazné vrascité jak na povrchu, tak i po okrajich kolonie (Obr. 2). Vrascité

kolonie jsou schopné i zpétného ptrepnuti do hladkého fenotypu.

Obr. 2: Jednotlivé druhy morfologie kolonii Cryptococcus  neoformans. SM-hladké, MC-hlenovité, PH-

pseudohyfilni, WR-vrascité. Prevzato z Fries et al., 2002.

Prepinani fenotypt doprovazi zmény mikroarchitektury kolonie a také zmény tvaru bunck.
Napiiklad pseudohyfalni kolonie maji buniky vyrazné prodlouzené na rozdil od hladkych, které
jsou tvofeny pfevazné symetrickymi kulovitymi bunikami.

Zménu morfologie kolonie také doprovazi zmény v adhezi bunék kagaru. Dochézi
pravdépodobné k cilené sekreci polysacharidi na povrch bunék, které umoznuji lepsi adhezi
k podkladu. Dals$i zmény jsou ve velikosti kapsularnich atvart (pouzder). Bunky ve vrascitych
a hlenovitych kolonifch maji mnohem vétsi pouzdra oproti rodicovskym hladkym kmenam.
Naopak pseudohyfalni bunky maji o poznani mensi pouzdra. To zfejmé souvisi s faktem, ze pii
pfepnuti fenotypu se méni téz virulentni schopnost (Fries et al.,, 1999; Goldman & Fries, 1998;

Fries et al., 2002).

2.2 Piepinani fenotyph u Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae je primarné nepatogenni kvasinka. Byly ale pozorovany i formy, které

mohou zpusobovat vazné infekce u dlouhodobé hospitalizovanych a oslabenych jedincta (Byron

et al., 1995).



V Laboratofi biologie kvasinkovych kolonii byly studovany divoké kmeny Saccharomyces
cerevisiae 1zolované z piirodniho prostfedi vykazujici tzv. vrasc¢itou morfologii. Péstovanim na
bohatém mediu za stalych laboratornich podminek dochazi ve zvysené frekvenci pfepnuti na
hladky fenotyp. Méni se tvar bunék, prodlouzené bunky vrascitych kolonii jsou nahrazeny
kulovitymi v hladkych koloniich.

Prepinani z vrascité morfologie na hladkou se nezda byt vysledkem mutaci, ale cilenou

adaptaci na stalé podminky a dostatek Zivin (Kuthan et al., 2003).

2.2.1 Charakteristika vrascitych kolonii Saccharomyces cerevisiae

Vrascité kolonie vykazuji strukturovanou morfologii a navic obsahuji velké mnozstvi ECM.
Oznaceni ,,vrascité” souvisi s tvorbou ruznych zahybu a fibrilarnich struktur, které jsou navzajem
propojené a tvoif vrascity povrch kolonie. U vrascitych kolonii se vyskytuje typicky tvar bunck,
které jsou ovalné az prodlouzené (Obr. 3). Tyto prodlouzené bunky mohou tvofit kratké
pseudohyfy. Vrascité kolonie jsou v prameéru vétsi nez hladké a obsahuji az 3x vétsi obsah vody.

Po opatrném smyti kolonie z zivné pudy je mozné vidét stopy kolonii zanechané v agaru
(Stovicek et al., 2010). V kolonii je vjznamna exprese genu FLO77 a to se projevuje silnéjsi
adhezi k povrchu. FILOT77 je také zodpovédny za pseudohyfalni a invasivni rast. Vykazuji také
vyssi expresi genu AQY7 (Kuthan et al., 2003), ktery kéduje aquaporin, jehoz hlavni funkce je
zprostiedkovavat transport vody (Bonhivers, 1998).

Vrascité kolonie zahrnuji napffklad kmeny BR-F, BR-99-F, BR-88-F a BR-103-F odvozené
z divokych kmena BR-99, BR-88 a BR-103 izolovanych z raznych pfirodnich prostfedi. Je mozné
také pozorovat pfechod mezi vrascitymi a hladkymi koloniemi, tzv. polo-vrascité kolonie. Tyto
kolonie jsou méné strukturované a obsahuji i mensi mnozstvi ECM nez vraséité (St'ovicek et al.,

2010).

2.2.2 Charakteristika hladké kolonie Saccharomyces cerevisiae

Hladké kolonie zahrnuji napifklad kmeny BR-S, BR-99-S, BR-88-S a BR-103-S. Hladké
kolonie nemaji vyrazné strukturovany povrch ani okraje. Bunky hladké kolonie jsou kulovitého
tvaru a jsou umistény blizko u sebe bez propojeni pomoci ECM (Obr. 3). Ackoliv kolonie
hladkého kmene zabiraji mensi teritorium, vyskytuje se v nich vice bunck na jednotku biomasy
nez u vrascitych kolonif (Stovicek et al., 2010).

Kolonie BR-S vykazuji jinou genovou expresi nez vrascité kolonie kmene BR-F. Zmény
genové exprese se tykaji hlavné genu, jejichz proteinové produkty hraji roli v metabolismu

a transportu sacharidd, transportu inositolu, homeostazy zeleza, reakci na environmentalni stres

a u genu kodujicich proteiny bunécné stény a aquaporiny (Kuthan et al., 2003).



Obr. 3: Porovnani vrascité (BR-fluffy) a hladké (BR-smooth) morfologie kolonii razného stafi rostoucich na

GM mediu. Dobfe patrnd je odlisna morfologie bun¢k u hladkych a vrascitjch kolonii. Pfevzato z Kuthan et al. 2003.



3. Vyskyt ECM

Zména fenotypu kolonif je spojena se zménami obsahu extracelularni matrix, kterd obaluje
kolonii. Vyskyt ECM byl mimo jiné prokazan u vrascitych a prstencovitych kolonil Candida
albicans (Franca et al., 2011), Cryptococcus neoformans (Martinez & Casadevall, 2006) a u vrascitych
kolonii Saccharomyees cerevisiae (St'ovicek et al., 2010; Kuthan et al., 2003). Pro vras¢ité kolonie je
charakteristicky vyskyt extracelularni hmoty, ktera se nachazi mezi jednotlivymi bunkami
a obaluje celou kolonii (Douglas, 2003). U hladkych kolonii ECM nebyla pozorovana.

To muze napt. u Saccharomyces souviset s tzv. domestikaci divokych kment, kdy vrascité
kolonie pfechazeji do hladké morfologie a méni schopnost tvorby ECM (Kuthan et al., 2003).
Jeden z davodu pro¢ hladké kolonie neprodukuji ECM, muze byt fakt, ze samotna tvorba je
velmi energeticky narocna a ve stalych zivotnich podminkach laboratofe zfejmé neni ochrana

kolonii a biofilmt nutna.

3.1 Vyskyt extracelularni matrix u Candida albicans

Candida albicans je kvasinka vyskytujici se v pfirodnim prostfedi, ale i jako komenzal travictho
traktu. Za urcitych podminek (jako je napf. oslabeni imunitnitho systému, 1écba antibiotiky) se
vsak z neskodného komenzala muze stat nebezpecny patogen, ktery zpusobuje vazné zdravotni
potize a dokonce i smrt (Hawser et al., 1998; Douglas, 2003).

Ultrastrukturni analyzou bylo objeveno, Zze vétsina bunék je prakticky prekryta vrstvou
extracelularni matrix. Zejména v mistech, kde dochazi k raznym poklesim u prstencovitych
a vrascitych kolonii, se hojné vyskytuje ECM (Franga et al., 2011).

V casovych ddajich o pocatku tvorby ECM se jednotlivi autofi lisi. Rozdilnost muaze byt dana
faktem, ze jsou srovnavany casové udaje tvorby ECM u kolonif a u biofilmu, u kterych muze dojit
k dffvéjsimu nastupu tvorby ECM.

Zajimavé je, ze podle Frangy (2011) je vyskyt ECM, na rozdil od biofilmu, prokazan az
u kolonif starsich 2 dny, u mladsich kolonif se ECM netvofi. Pfi postupném vyvoji biofilmu se
mnozstvi extracelularn{ matrix zvétsuje a z puvodné malych usekd mezi bunikami se tvoif ucelena
vrstva matrix nejen v mistech, kde jsou vyrazné poklesy hmoty kolonie. Nejvice ECM se
vyskytuje v centralnim dulku kolonie (Franga et al., 2011).

Podle Chandry a kolektivu (2001) Candida albicans vykazuje 3 rozdilné stupné vyvoje
biofilmu, které souvisi s vyvoje extracelularni hmoty. Je to rana faze, kterou charakterizuje vyvoj
od prvotni adheze k povrchu az po par hodin starého biofilmu. Stfedn{ fazi je pfiblizné prvni den

vyvoje biofilmu. Posledni fazi vyvoje biofilmu je maturace, ktera probiha u jeden az tfi dny



starého biofilmu (Obr. 4). V pocateéni fazi vyvoje se vétsina bunck vyskytuje ve formé
blastospor, které adheruji k povrchu. Jiz u par hodin starého biofilmu jsou zfetelné mikrokolonie
pfichycené k povrchu, které nasledné tvofi tenkou vrstvu agregovanych bunék. Tyto bunky
netvoii ECM. Ve stfedni fazi vyvoje, se zacina tvofit extracelularni materidl, ktery je
pozorovatelny jako film na povrchu mikrokolonii. V obdobi maturace vzrasta mnozstvi

extracelularnfho materialu v case, az kompletné uzavte kolonii (Chandra et al., 2001).
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Obr. 4: Schématické znazornéni boc¢niho (side view)

a vrcholového (top view) pohledu na vyvoj biofilmu

Candida albicans. N rané fazi jsou znazornéné jednotlivé

bunky a nepravidelnosti povrchu (Iépe viditelné na bo¢nim

Intermediate

pohledu). Pocinaje stfedni fazi dochazi k tvorbé ECM,

ktera je znazornéna modrym povlakem. Pfevzato

z Chandra et al., 2001.

Jednotlivé faze vyvoje biofilmu a jejich vysledné morfologie se vyznamné nelisi za raznych
podminek. Napiiklad pfi zméné media na zivnou pudu podporujici pfednostné pseudohyfalni
rast namisto rastu blastopor nedochazi ke zméné metabolické aktivity kolonii ani se neméni
hmotnost suché biomasy. Z toho vyplyva, Zze tvorba biofilmu neni zavisla na morfologii bunck.
Experimenty 7z vivo bylo dokazano, ze biofilmy maji stejnou strukturu na intravenoznich
katetrech. Pfes vsechny tyto podobnosti jsou biofilmy velmi heterogenni, co se tyce architektury

a uspofadani bun¢k (Chandra et al., 2001).

3.2 Vyskyt extracelularni matrix u Cryptococcus neoformans

Podobné¢ jako u Candida albicans byl sledovan vyvoj biofilmu a tvorba ECM u Cryptococcus
neoformans. Byly dokonce pozorovany podobné faze vyvoje biofilmu. Extracelularni hmota se
zacala objevovat ve fazi maturace u jedno az dvoudennich biofilmu. Biofilmy se s vyvojem ECM

stavaji komplexnéjsi, kompaktnéjsi a maji i vétsi adhezi (Martinez & Casadevall, 20006).



3.3 Vyskyt extracelularni matrix u Saccharomyces cerevisiae

Pii sledovani divokych a domestikovanych kolonil Saccharomyces cerevisiae byly pozorovany
vyrazné rozdily. Jiz u velmi mladych (1 den starych) kolonii je vidét rozdil v strukturovanosti
kolonie vrascité a hladké morfologie (Obr. 3).

U hladkych kolonii nebylo pozorovano propojeni bun¢k pomoci ECM. Buriky jsou spise
nahloucené u sebe bez spojovactho materialu a prazdnych prostor (Obz. 5). U vrascitych kolonii
bylo pomoci environmentalni skenovaci elektronové mikroskopie detekovano velké mnozstvi
extracelularni matrix jako spojovaciho materidlu mezi jednotlivymi bunikami (Obr. 6). ECM tvofi

vlaknitou sit’, ktera propojuje jednotlivé bunky (Kuthan et al., 2003).

BR-fluffy

BR-smooth

Obr. 5: Povrch vrascité (BR-fluffy) a hladké (BR-smooth) kolonie studovany pomoci environmentalni

skenovaci elektronové mikroskopie pfi rizném zvétseni. Pfevzato z Kuthan et al., 2003.

Pii studiu propojeni pomoci ECM bylo objeveno, ze hmota je pozorovana u mladych
vrascitych kolonii a jeji mnozstvi stoupa se stafim kolonii (Obr. 6). Ve starsich koloniich lze

pozorovat vrstvu extracelularntho materialu, ktera uzavira kolonii (Kuthan et al., 2003).



BR-smooth

Obr. 6: Ultrastruktura vrascitych (BR-fluffy) a hladkych (BR-smooth) kolonii rostoucich na GM mediu
v rozdilnych fazich jejich vyvoje (d oznacuje stafi kolonif v dnech). Zkoumano pomoci environmentalni skenovaci

elektronové mikroskopie. Pievzato z Kuthan et al., 2003.

V extracelularni matrix se nachazi velké mnozstvi proteint, které nejsou kovalentné vazané
na bunécnou sténu kvasinek. To dokazuje napfiklad moznost jednoduchého vymyti proteint
pomoci fosfatového pufru (PBS). Neukotvené proteiny jsou smyty a zachyceny v pouzitém PBS
pufru. Hlavni{ slozkou extraktu z kolonii kmene BR-F vymytych pomoci PBS pufru, je material
proteinové povahy o molekulové hmotnosti nad 200 kDa. To, ze se jedna o material proteinové
povahy, bylo prokazano jeho stépitelnosti pomoci proteinazy K (Kuthan et al., 2003), kterd ma
silnou proteolytickou aktivitu (Ebeling et al., 1974).

Ukazalo se, ze proteiny obsazené v ECM jsou bohat¢ glykosylovany. To znamena, ze u nich
prob¢hla posttranslacni modifikace v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu, kde na né
byly navazany oligosacharidové zbytky. Glykosylace proteint byla ovéfena barvenim gelu pomoci
concanavalinu A (Kuthan et al,, 2003). Concanavalin A je znam silnou vazbou na glykosidy

(Hawkes, 1982).

3.3.1 Tvorba extracelularni matrix u vrascité kolonie Saccharomyces cerevisiae

Pii sledovani exprese faznich gent s GIFP a inducibilnim promotorem bylo pomoci
induktoria dodavanych do media pozorovano, ze existuji urcité useky v kolonii, kam se induktor
nemuze dostat a fuzni protein s GFP se neexprimuje. Pravdépodobna pficina muze byt
nepropustna ECM, ktera brani prichodu induktoru k bunikam uvniti kolonie (Vachova et al.,

2011).

10



Pomoci téchto induktort byl sledovan postupny vyvoj a tvorba ECM v rostouci kolonii.
U 33-35 hodin staré kolonie se zacina tvofit malo propustna vrstva ECM v centralni oblasti
blizko agaru a tvorba této ECM se rozsifuje postupné do celé kolonie (Obr. 7, Obr. 8). V této
oblasti se bunky déli a dale produkuji matrix, ktera brani prostoupeni molekul induktort, jako je
galaktéza a méd’naté ionty. Stejnym principem brani i propousténi jinych Skodlivych molekul

(Vachova et al., 2011).

33h 35 h 38h 55 h
Obr. 7: Vyvoj ECM v raznych ¢asech vyvoje kolonie. Zelené: butiky, ke kterym se dostal induktor, ktery spustil
expresi genu s fuzovanym GFP ve formujici se kolonii. Cervené: autofluorescence véech bunék v kolonii, které jsou

v piimém kontaktu s ECM kolonie. Pfevzato z Vachova et al., 2011.

.

Obr. 8: Schématicky model rozmisténi nepropustné ECM (Zlut€) a bunek v kolonii (Sed¢) u 3 dny staré kolonie

Vichova et al., 2011.
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4. Slozeni ECM

vevs

glukéza. Neméné vyznamnou slozkou jsou proteiny. Dale se v hmoté vyskytuje fosfor, voda,
dvojmocné kationty a nukleové kyseliny. Neékteré analyzy prokazaly piitomnost acetylovych
zbytkd, kyseliny mocové a dalsich kyselin (Baillie & Douglas, 2000). Slozeni ECM se u raznych
druhti mikroorganismu lisi, je tedy druhové specifické (Bales et al., 2013). Nicméné 1 u populaci
stejného druhu se mohou poméry jednotlivich slozek lisit. Zakladni slozky jsou obsazené
u vétsiny roda v raznych procentualnich zastoupenich (Baillie & Douglas, 2000).

Pti studiu zastoupeni polysacharidi a proteind ECM u riznych Candida rodt byla potvrzena
rodova specificnost. ECM Candida parapsilosis obsahuje pomérné velké mnozstvi polysacharidu
a relativné malé mnozstvi proteint. Naproti tomu Candida tropicalis obsahuje malé mnozstvi jak
polysacharidu, tak i proteinu a Candida glabrata obsahuje velké zastoupeni obou slozek. Mnozstvi
proteint se muze lisit u stejného rodu, ale jinych druht az pétinasobné (Silva et al., 2009).

Candida albicans vykazuje razné zastoupeni jednotlivych slozek v porovnani extracelularni
polymerni hmoty u planktonnich bunck a biofilmta. U planktonnich bunck tvofi vétsinu hmoty
polysacharidy (86%, z toho 4,7% glukéza) a dale proteiny (8%) a fosfor (0,3%). Naproti tomu
v biofilmu jsou polysacharidy obsazeny ve vyrazné mensim mnozstvi (41%). Asi 16 az 32%
polysacharidt tvofi glukéza, coz je v porovnani s extracelularni hmotou planktonnich bunék

vyznamny rozdil (Baillie & Douglas, 2000; Al-Fattani & Douglas, 20006).

4.1 Polysacharidy

Nejobsahlejsi slozkou ECM jsou polysacharidy. Polysacharidy jsou dlouhé linearni fetézce
monosacharida spojenych glykosidickou vazbou. Retézce mohou byt rizné vétvené. Podle typt
jednotlivych monosacharidd se déli na homopolysacharidy, které obsahuji opakujici se
monosacharidy jednoho druhu, a heteropolysacharidy, kde se opakuji rizné druhy. Bohaté
vétveni polysacharidovych fetézci umozfiuje vytvofit velkou kapacitu pro zachytavani vody
(Flemming & Wingender, 2010; Pavlova et al., 2005).

Polysacharidy se uplatiuji v adhezi bunck jedna k druhé. Molekuly polysacharida obsazené
v ECM jsou schopné vazat nckteré skodlivé latky a tim zabranuji jejich praniku k samotnym
bunkam (Billings et al., 2013). Jelikoz je v ECM polysacharida velké mnozstvi, tvofi strukturni
kostru celé hmoty obklopujici jednotlivé bunky (Nett et al., 2007; Hawser et al., 1998; Al-Fattani
& Douglas, 2006). Nékteré polysacharidy mohou dokonce hrat dualezitou roli v bunécné

signalizaci, jako napfiklad Psl polysacharid u bakterie Pseudomonas aernginosa, ktery indukuje tvorbu
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intracelularnfho druhého posla cGMP a ten pfes pozitivni zpétnou vazbu iniciuje dalsi tvorbu
polysacharida (Irie et al., 2012). Je velmi pravdépodobné, Ze podobné signalizacni mechanismy se

nachazeji i u kvasinek.

4.1.1 Polysacharidy u rodu Candida

U Candida albicans je hlavni slozkou monosacharida extracelularni hmoty glukéza, ktera tvoii
az 19,3% suché hmoty ECM. S mens§im zastoupenim se v ECM také vyskytuje galaktéza (3,1%)
a manoza (9%). Dale byl v hmoté¢ v malém mnozstvi (3%) detekovan také hexosamin (Baillie &
Douglas, 2000).

V matrix Candida albicans byla prokazana vyrazna aktivita enzymu B-1,3 glukanazy, ktera
hydrolyzuje 3-1,3 glukan. Pfi pasobeni 3-1,3 glukanazy vyrazné klesi mnozstvi ECM v biofilmu
(Al-Fattani & Douglas, 2006) a u mutantnich kment s deletovanymi geny pro tvorbu glukanu se
méni architektura biofilmu 1 celkovy vzhled ECM (Taff et al., 2012). To poukazuje na fakt, ze
ECM obsahuje velké mnozstvi 3-1,3 glukanu (Al-Fattani & Douglas, 2006; Nett et al., 2007),
ktery je také hlavni slozkou bunééné stény (Otlean, 2012).

Hexosamin tvofi majoritni slozku polysacharida v Candida tropicalis namisto glukézy. V ECM
zaujima 27% (Al-Fattani & Douglas, 2006). Hexosamin je polysacharid 3-1,6 vazbou spojenych
N-acetylglukosaminovych zbytkt obsahujici deacetylované amino skupiny, sukcinat a fosfat. Na
hexosamin bohaté ECM jsou zfejmé vice odolné proti antibiotikim, protoze je pro né mnohem
mén¢ propustna nez napifklad ECM, kde je majoritni slozkou glukéza jako napf. u Candida

albicans (Al-Fattani & Douglas, 2000).

4.1.2 Polysacharidy u Saccharomyces cerevisiae

Analyzou ECM Sacchcaromyces cerevisiae bylo prokazano, ze az 20% ze vsech podjednotek
polysacharidt tvoii hexdzy. Nejcastéjsi podjednotka je glukdza, ktera tvoif az 60% obsahu hexdz.
Dalsi je galaktéza, kterd zaujima 32% podjednotek. Nicméné galaktdza je u Saccharomyces cerevisiae
neobvykla a jeji hojny vyskyt ve studované ECM muze byt zpusoben pfidanim galaktézy do
media a jejim zainkorporovanim do extracelularni hmoty. Tieti nejcastéjsi podjednotka je
manodza, tvofici az 8% monosacharidi. Etanolem vysrazena frakce je tvofena z 90% mandzou
a z 10% glukézou (Beauvais et al., 2009).

Z vyse zminéné analyzy vyplyva, ze ECM Saccharomyces cerevisiae je slozena prevazné z glukozy
a rozvétvené mandzy. Jednotlivé monosacharidy jsou sekretovany specificky a spojuji se 3-1,6,

B-1,3 a 3-1,2 glykosidickymi vazbami do polymert (Beauvais et al., 2009).
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4.2 Proteiny

ECM obsahuje také velké mnozstvi proteind. Nékteré z nich mohou byt kovalentné spojené
s bunécnou sténou, napftiklad pomoci glykosylfosfatidylinositolové kotvy (GPI kotva), ktera je
pfipojena na C-konci proteinu a do mezibunécného prostoru vycénivaji volné N-konce proteind.
Dals$i proteiny nejsou pevné ukotveny a asociovany s bunécnou sténou, nebo plazmatickou
membranou (Kuthan et al., 2003).

Proteiny v mezibunééné hmoté plni rizné funkce. Jsou to napfiklad degradujici enzymy,
které degraduji latky pfijimané z okoli, nebo i vlastni ECM. Dile se v matrix vyskytuji ECM-
modifikujici enzymy, které pozménuji strukturu hmoty a strukturalni proteiny tvofici kostru
biofilmu. Proteiny nachazejici se v ECM hraji dalezitou roli v agregaci ¢i adhezi jednotlivych
bunck a v tvorbé biofilmt (Flemming & Wingender, 2010).

Dale se v extracelularni hmoté mohou nachazet proteiny, které ovliviiuji schopnost
kolonizace odlisného prostiedi a virulenci nékterych patogennich kvasinek. Tyto proteiny mohou
remodelovat a degradovat ruzné slozky prostfedi nebo také okolni tkan hostitele a umoznuji tak
vyhodnéjsi kolonizaci. Mohou to byt rizné hydrolytické enzymy, napfiklad aspartyl proteazy
zvané Sap (Koelsch et al, 2000; Naglik et al., 2004). N¢které tyto enzymy jsou pfichyceny
k bunce pomoci GPI kotvy (Monod et al., 1998).

Nejvyznamnéjsi proteiny extracelularni matrix jsou adheziny, které zprostfedkovavaji
pfichyceni bunék k povrchim agaru i jinym materialaim a spojuji jednotlivé buniky mezi sebou.
U Candida albicans to jsou hlavné Als proteiny a dale také Hwplp, Eaplp a Cshlp (Chaffin &
Lopez-Ribot, 1998). U Saccharomyces cerevisiae plni tuto funkci zejména proteiny Flo a také

aglutininy (Dranginis et al., 2007).

4.2.1 Als proteiny Candida albicans

Als  (agglutinin-like sequence) proteiny zprostfedkovavaji adhezi k epitelim, agregaci
kvasinkovych buné¢k a formovani biofilmt (Dranginis et al., 2007).

Geny pro Als proteiny jsou clenény do 3 domén. C-koncova cast proteinu je glykosylovana
a obsahuje oblast bohatou na serin a threonin. Na C-konci je také GPI kotva, ktera kotvi protein
k bunécné sténé. N-konec tvoii konzervované domény antiparalelnich 3-skladanych listt o stejné
sekvenci a délce napti¢ genovou rodinou. Centralni oblast genu se skladd z tandemovych repetic
vysoce konzervované struktury. Als genova rodina zahrnuje 8 gena: ALST — ALS7 a ALS9. U
ALSE se ukazalo, ze se jedna o stejny gen jako AILS3, proto byl odebran z nazva genu této
genové rodiny. V ruznych kmenech se vyskytuji odlisné alelické formy jednotlivych proteint

(Hoyer et al., 2001; Zhao, 2003; Sheppard et al., 2004).
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Als proteiny je mozné rozdélit do 3 skupin, kde se kazda skupina lisi hydrofobicitou,
nabojem a potencialem tvofit vodikové mustky. Jednotlivé Als proteiny se lisi ve specifité adheze.
Skupina A zahrnuje Alslp, Als3p a Als5p a je zodpovédna za adhezi napfiiklad ke kolagenu a
epitelialnim bunkam. Als5p je zodpovédny na agregaci bunck. Ve skupiné B jsou proteiny Als6p
a Als7p. Als2p, Alsdp a Als9p tvoif skupinu C a jsou strukturné odlisné od predeslych dvou
skupin (Sheppard et al., 2004; Filler, 2000).

4.2.2 Flo proteiny Saccharomyces cerevisiae

Flo proteiny se nachazeji v mezibunééném prostoru, kde plni svoji funkci adhezivnich
molekul. Flo proteiny maji podobnou strukturu jako Als proteiny u Candida. C-konec proteinu je
kovalentné nebo ptres GPI kotvu vazan k bunécné sténé kvasinky (Caro et al., 1997) a N-konec,
obsahujici lektinovou doménu, vaze sacharidové zbytky okolnich buné¢k (Dranginis et al., 2007).
Flo proteiny jsou vysoce glykosylované a obsahuji centralni oblast bohatou na serin a threonin.
(Douglas et al., 2007). Funkce Flo proteinu je zprostfedkovavat adhezi mezi butikami a bun¢k
k povrchu vedouci k flokulaci a pfipadné i k invasivnimu nebo pseudohyfalnimu rastu (Lo &
Dranginis, 1998; Verstrepen & Klis, 20006).

Do Flo rodiny patii proteiny Flo1p, Flo5p, Flo9p, Flo10p a Flo11p (Teunissen & Steensma,
1995; Lo & Dranginis, 1996).

Proteiny Flolp, Flo5p, Flo9p a Flo10p jsou nazyvany flokuliny, protoze zprostiedkovavaji
hlavné adhezi jedné burky k druhé. Funkce flokulinG je zavisld na pfitomnosti Ca*" iontd
(Verstrepen & Klis, 2006). Geny FLLO7, FL.O5, FI.O9 a FLLO10, ze kterych jsou tyto proteiny
exprimovany, jsou castecn¢ sekvenéné homologni (Caro et al., 1997). Pii expresi genu FLLOT
vyrazné¢ stoupa agregace bunék. Byl dokonce prokazan uzky vztah s transkripci FLOT
a mnozstvim extracelularnf hmoty na povrchu bunck nad bunécnou sténou. Pii deleci FLLO7 se
netvofi zadna ECM a ruzné drovné transkripce koreluji s mnozstvim ECM. Nicméné ECM neni
nezbytna pro flokulaci (Beauvais et al., 2009).

Exprese proteinu Flo11p z genu FLLO77 je typicka pro tvorbu pseudohyf a prakticky chybi
u kvasinkovych forem bunék (Guo et al, 2000). FLO77 pravdépodobné ma ivztah
k strukturovanosti vrascité kolonie, protoze u hladkych koloniich jeho exprese neni vyznamna
a je dokazan pfimy vztah mnozstvi mRNA FLLO77 se slozitosti strukturovanosti kolonie. Dale
také u vrascitych kolonif zprostfedkovava adhezi k agaru, diky ¢emuz kolonie nejde tak snadno
smyt a zanechava vyrazné stopy v agaru (Stovicek et al., 2010). FLO77 vykazuje vyznamnyj
polymorfismus, ktery souvisi s riznou schopnosti vytvaret biofilmy (Zara et al., 2009).

Gen FLOS je transkripéni aktivator FLLO7 (Kobayashi et al., 1996) a FLLO77 (Rupp et al,,
1999).
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4.3 eDNA

eDNA je extracelularni DNA pojmenovana podle ECM, ktera se nachazi v extracelularnim
prostoru biofilmu. Jeji vyskyt byl dokazan pomoci aktivity pfidanych DNaz. eDNA nebyla
prokazana u vSech druht kvasinek tvoficich ECM. Napiiklad u Candida tropicalis nebyl
zaznamenan zadny efekt DNazy I, kterd se vyuziva pro detekci DNA (Al-Fattani & Douglas,
2000).

Mnozstvi eDNA v ECM je ovlivnéna slozenim media, na kterém kvasinky rostou. Pfipadné
je mozné, ze urcité podminky dané specifickym mediem a obsahem zivin zpusobuji vétsi
akumulaci e DNA v matrix. Aktivita pfidanych DNaz, které by dokazovaly pfitomnost eDNA,
nebyla prokazana u kolonif mladsich 2 dnt. To naznacuje fakt, ze u mladych kolonii se eDNA
netvofi a nema zadnou funkci. U dva dny staré kolonie se eDNA za¢ne akumulovat v ECM
a dale ma vyznamnou funkci v maturaci biofilmu. eDNA ma pravdépodobné v ECM u starsich
biofilmti dulezitou funkci v udrzovan{ integrity a stability biofilmu. To je prokazano pfidanim
DNz, kdy byl zaznamenan signifikantn{ ubytek hmoty biofilmu (Martins et al., 2010).

Piavod eDNA neni znam, nicméné existuji 3 hypotézy pravdépodobného ptavodu eDNA
u bakterii. Prvn{ z nich fika, Ze je to DNA zbyla po lyzi subpopulaci v biofilmu (Allesen-Holm et
al., 2006). Druha hypotéza tvrdi, ze DNA je uvolnovana z zivych bunék pomoci membranovych
vacka (Renelli, 2004; Whitchurch et al., 2002). Posledni hypotéza je zalozena na aktivni sekreci
DNA do ECM (Hara & Ueda, 1981). Nejpravdépodobnéjsi hypotéza je, ze e DNA je DNA zbyla
po lyzi bunék. Southern blot analyza ukazala, Ze eDNA je shodna s chromosomalni DNA bunék
pfitomnych v kolonii (Vilain et al., 2009; Rajendran et al., 2013). Bylo také dokazano, Ze pfi
tvorbé¢ ECM v biofilmu jsou umlcovany geny, které kéduji represory Iyze bunék. To ma za
nasledek hojnéjsi Iyze bunck a vzrist mnozstvi eDNA (Pammi et al., 2013).

Velké mnozstvi e DNA je zaznamenano u buné¢k ve stacionarni fazi, kde by velky obsah
mohl byt zptusoben bunécnou smrti, lyzi bun¢k a vyliti bunééné DNA do extracelularniho
prostoru (Martins et al., 2010).

eDNA muze pfispivat k pevnosti ECM a tim i k vétsi odolnosti celého biofilmu (Hu et al.,
2012). Pii pouziti DNaz béhem vyvoje biofilmu dojde ke snizeni schopnosti adheze a agregace
bunck k povrchu a dalsich bunkam, to dokazuje vyznamnou roli eDNA ve stabilité celého
biofilmu (Pammi et al., 2013).

eDNA tvofi organizované filamentarni struktury, podobné organizaci polysacharida a je
spojena s dalsimi slozkami ECM. Toto spojeni je ovliviiovano zménou pH (Hu et al., 2012).
eDNA muze také spojovat jednotlivé butiky, coz podporuje hypotézu, ze eDNA je dulezita pro

stabilitu biofilmu. Pro prokazani této domnénky byly realizovany pokusy, které pracovaly se
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zelezem indukovanou tvorbou eDNA v ECM. S nedostatkem Zeleza se tvofilo i malé mnozstvi
eDNA, coz se projevilo v poklesu celkové stability a mensim mnozstvi biomasy biofilmu oproti
biofilmim s vétsim mnozstvim eDNA (Yang et al., 2007). Dalsi pokusy byly zaméfeny na gen
cdA u bakterie Staphylococcus aurens, ktery za urcitych podminek podporuje lyzi buné¢k. Pomoci
delece genu widA, se snizila lyze bunék (po smrti bunék nedochazelo k lyzi) a tedy 1 klesl celkovy
obsah eDNA v biofilmu. Biofilmy s deleci v genu wdA méli az 2,5 krat slabsi biofilmy nez
biofilmy s funkénim genem (Rice et al., 2007).

4.4 Dvojmocné kationty

Vyznamny podil extracelulirni matrix tvofi také dvojmocné kationty. Jsou to pfedevsim Ca**
a Mg*". Jejich hlavni role je adheze a stabilita matrix. Jde o adhezi v rimci matrix k burikim, ale
také o vzajemnou adhezi jednotlivych slozek ECM. Po odstranéni dvojmocnych kationtd
z matrix napf. pomoci chelata¢niho ¢inidla EDTA, dochazi k destabilizaci celého biofilmu (Sheng
et al., 2000).

To plati i u jednotlivych slozek ECM. Napfiklad lektinova doména proteinu Flolp je Ca**
dependentni a po pfidani EDTA dochazi k deflokulaci a tedy k pferuseni vazby mezi lektinovou
doménou Flolp a sacharidovymi zbytky okolnich bunék. Navic dochazi k odpoutini ECM.
Hlavnim dévodem je odstranéni Ca®* iontd, diky kterym Flo1p d¢inné adheruje buriky k sobé. Po
odstranéni EDTA a opétovném pfidani Ca**, Flolp obnovi vazbu mezi burikami a to zptisobi
opétovnou agregaci bunék. To lze dokazat opétovnym odebranim a pfidanim EDTA spolecné
s pfidavanim Ca®*. Po mnoha takovychto procedurich dochizi k vymizeni vrstvy ECM, piestoze
Flo1p stale uc¢inné drzi bunky v tésné blizkosti. To poukazuje na to, ze ECM je k bunééné sténé
bunc¢k pfichycena pravdépodobné jen pomoci slabych chemickych interakci, jako jsou napiiklad
elektrostatické interakce nebo vodikové mustky (Beauvais et al., 2009; Dranginis et al., 2007).

Bunky maji pfirozené zaporny naboj, kvuli némuz se odpuzuji a nemohou koexistovat
v tésné blizkosti. Vétsina starsich bunék je ale obklopena extracelularni matrix s rozdilnym
rozlozenim naboju, coz umoznuje piiblizeni a vazbu bunck k dalsim bunikam a tvoif tak stabilni

a pevny utvar (Li & Yang, 2007).
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5. Vyznam extracelularni matrix

Extracelularni matrix muze byt charakterizovaina mnozstvim a hustotou vytvofeného
materialu. Tyto dva parametry vymezuji vlastnosti ECM a urcuji vyhody, které matrix poskytuje
bunkam. Vznik ECM nenf jednoduse vysvétlitelny evolucni selekci. Bunky produkujici matrix se
pomaleji déli a biomasa tak roste pomaleji, coz se muze zdat nevyhodné. Nicméné tuto zdanlivou
nevyhodu kompenzuji vihody spojené s raznymi funkcemi extracelularni matrix. Cim je kolonie
starsi, tim vice ECM se v nf vyskytuje a matrix tak dokaze lépe vykonavat razné funkce (napf.

obranné, ochranné, adhezivni{ a zasobovaci).

5.1 Kompetice

I pfes nizsi rastovou rychlost mohou mikroorganismy produkujici ECM rychleji kolonizovat
prostredi a zaroven chranit bunky uvnitf spolecenstva. Napiiklad u divokych kment kvasinek
bylo pozorovano, ze jejich kolonie zabiraji vétsi plochu pfi mensim poctu bunck. Dochazi tedy
v prvnf fadé ke kolonizaci vétitho tzemi a nasledné k ristu biomasy (St'ovicek et al., 2010). To
muze poskytovat vyznamnou vyhodu pii kompetici o prostfedi s jinymi druhy. Simulace ukazuji,
ze bunky produkujici matrix, které rostou ve smisenych populacich, jsou schopny rychleji
a ucinnéji obsazovat nova uzemi. To jim zajist'uje lepsi piistup k Zivinam i ochranu pfed jinymi

druhy mikroorganismu (Xavier & Foster, 2007).

5.2 Zdroj energie

Extracelularni matrix muze byt vyuzita jako zdroj energie pfi nepfiznivych podminkach a za
nedostatku zivin. To bylo potvrzeno pifi studiich zabyvajicich se biodegradaci extracelularniho
materialu (Zhang & Bishop, 2003). U mikroorganismi z aktivovanych kald autofi pozorovali
né¢kolik fazi biodegradace ECM. Testované bunky zacaly po pfidani extracelularnich polymera
s jejich degradaci a postupné zaroven s produkci vlastnich rozpustnych slozek ECM. Ve finalni
fazi bunky kompletné spotfebovaly veskery degradovatelny extracelularni material a jejich
metabolicka aktivita se snizila. Pozorovana biodegradace ECM je pfimym dikazem, ze proteiny
a polysacharidy v ni obsazené mohou byt vyuzity jako zdroj energie samotnymi bunkami, které
ECM tvofi, ale také dalsimi bunikami, které tuto ECM nevytvortily (Zhang & Bishop, 2003).

Zda se, ze polysacharidy jsou utilizovany rychleji a ve vétsi mife nez proteiny. To muze byt
zpusobeno faktem, ze polysacharidia se v ECM pfirozené vyskytuje vetsi mnozstvi nez proteina

a jsou také bohats$im zdrojem energie a karbohydratu.
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vee,

podminek hladovéni, kdy ECM muze byt vhodnym zdrojem energie 1 pfes piipadné nedostatky

zpusobené ztratou ochranné vrstvy (Zhang & Bishop, 2003; Xavier & Foster, 2007).

5.3 Rezistence a ochranna funkce

Boj s biofilmy tvofenymi patogennimi kvasinkami je velmi obtizny, protoze vykazuji
mnohem mensi reakci na antibiotika pouzita v koncentracich ucinkujicich na planktonické formy.
Extracelularni matrix poskytuje bunkam velmi dobrou bariéru, ktera je chrani pfed antibiotiky,
dalsimi vlivy a Skodlivymi molekulami. Mnohé studie ukazuji, ze biofilmy jsou 500 az 1000 krat
odoln¢jsi vici antibiotikim nez planktonni bunky (Hawser & Douglas, 1995; Costerton, 1995).

Zpusob, jakym matrix zabranuje antibiotikim prochazet k bunkam, neni zatim zcela jasné
objasnén. Extracelularni matrix pravdépodobné funguje jako velmi husté sito, které nepropusti
nezadouci molekuly skrz bariéru. Navic tyto molekuly aktivné zachytava a tim zabranuje jejich
dalsi difdzi. Velkou roli v tomto procesu ma pravdépodobné jedna z hlavnich slozek ECM
8-1,3 glukan, ktery je schopny vazat néktera antibiotika (Nett et al., 2011; Al-Fattani & Douglas,
2000; Baillie & Douglas, 2000). S poklesem tvorby -1,3 glukanu vyrazné klesa i vazba antibiotika
flukonazolu v ECM (Nett et al., 2010).

Dalsi teorie tykajici se rezistence se zaklada na pfitomnosti vodnych kanalt v celém biofilmu.
Je mozné, ze antibiotika prochazeji kanaly a k samotnym bunkam se dostavaji velmi pomalu,
v malé koncentraci a nafedéné. Dale je mozné, ze se v ECM nachazeji enzymy, které umi néktera
antibiotika degradovat nebo neutralizovat (Al-Fattani & Douglas, 2004).

I daldi slozky ECM, podobné¢ jako $-1,3 glukan, mohou zachytavat antibiotika ¢i vychytavat

dalsi skodlivé molekuly a diky tomu fungovat jako Gc¢inna bariéra (Costerton, 1995).

5.4 Adheze a agregace bunék v biofilmu

Jedna z hlavnich funkei ECM v biofilmu je udrzet jednotlivé bunky pohromadé tak, aby
mohly spolupracovat na tvorbé biofilmu. Bunky maji zaporny naboj, tvorbou a obalenim ECM
dochazi k interakci mezi buntkou a ECM a to umoznuje agregaci bunék (Flemming & Wingender,
2010).

V ECM se nachazi mnozstvi adhezivnich molekul, napfiklad proteinové adheziny zminéné

vyse, které zajist’uji kontakt jednotlivych bunék.

5.5 Zasobarna vody
Zhang se spoluautory zjistili, ze ECM je az z 97% tvofena vodou ve formé tzv. hydrogelu
(Zhang, X et al., 1998). Voda ma v biofilmech velky vyznam, protoze vytvaif vhodné prostied{ ¢i

dokonce drahy pro difazni procesy (Schmitt & Flemming, 1999).
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ECM tvofi v biofilmech razné prohlubné, otvory a kanaly, kudy muze proudit voda a dalsi
ziviny. To zajist'uje stejnomérny rozvod vody a zivin po celém biofilmu a zabranuje hladovéni
bunck, které se nachazeji uprostied. Kanaly také propojuji vnéjsi a vnitini prostredi, diky cemuz
je zajistén odvod odpadnich latek a pffjem Zivin, kysliku a vody. Propojeni kanalt si lze pfedstavit
jako primitivni cirkulacni systém podobny obéhové soustavé u mnohobunéénych organismu
(Costerton, 1995).

Z ECM mohou byt také utvofené dutiny, kde je mozné uchovavat vodu po delsi dobu, aby
v pfipad¢ sucha mohla byt vyuzita bunkami v biofilmu (Flemming & Wingender, 2010). Dalsi
moznost zachyceni vody je zajisténa polysacharidy, které maji velkou kapacitu pro vazbu vody
a dalsich latek. Tento systém pomaha ustavit urcity stupenl homeostaze, optimalni vztah mezi

jednotlivymi bunkami a efektivni viménu zivin (Flemming & Wingender, 2010; Costerton, 1995).
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6. Zavér

Extracelularni matrix u mikrobidlnich populaci je 1 pfes intenzivni vyzkum stale jeste
zahalena rouskou mnoha tajemstvi, ktera cekaji na sva odhaleni. Diky spojitosti s patogenitou
a rezistenci mikroorganismu se stava sttedem zajmu hlavné farmaceutickych spole¢nosti, nicméné
mnoho laboratoff po celém svété se zabyva zakladnim vyzkumem tykajicim se samotnym
slozenim ECM ¢i zptusobem tvorby a dopravy latek do extracelularniho prostoru.

Mnohé aspekty biofilmi a ECM u bakterii a kvasinek jsou si velmi podobné, ale diky
rozmanitosti rodu a druht jsou znatelné rodové odlisnosti. Rozdily ve slozeni ECM jsou patrné
dokonce 1 u stejnych druht jako reakce na podminky raznych prostfedi, které piimo ovliviuji
tvorbu biofilmu.

Bylo prokazano, ze u nékterych druhi kvasinek dochazi k prepinani fenotypt. Dochazi tak
ke zméné morfologie u Candida a Cryptococens z hladké na strukturovanou a naopak u Saccharomyces
pfepind vrascita morfologie na hladkou. Zmény morfologie doprovazi i zmény v produkci
extracelularni matrix. Ta se hojné vyskytuje prave u vice strukturovanéjsich kolonii.

Hlavni slozkou ECM jsou polysacharidy. Nejhojnéjsi slozkou polysacharidu vyskytujici se
v extracelularni hmot¢ je u vétSiny rodu glukéza. Dale se v matrix vyskytuji proteiny, které zde
plni razné funkce. Nejvétsi vyznam maji adheziny, které zprostfedkovavaji agregaci bunék
a ukotveni biofilmu k agaru. Déle se v ECM v mensi mife vyskytuje eDNA, dvojmocné kationty
a dalsi slozky.

Extracelularni matrix pfinasi biofilmim mnohé vyhody. Uplatiuje se v kompetici s jinymi
mikroorganismy o nové prostredi, muze slouzit jako zdroj energie v nepiiznivych podminkach,
chrani bunky pfed antibiotiky a jinymi Skodlivymi molekulami, udrzuje bunky ve vzajemné

blizkosti a muze fungovat jako zasobarna vody.
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