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UVODEM
Vazeni pratelé,

véfime, Ze jste stravili pfijemnou dovolenou, odpocinuli
si a mate naplanovano, co vse do konce roku stihne-
te, jak v profesnim, tak soukromém Zivoté. | nasi Bio-
technologickou spole¢nost do konce roku ¢eka mno-
ho tkold, se kterymi se musime vyrovnat a téSime se,
Ze nam s tim pomdazete. Piedné do konce roku mu-
sime zvolit novou Radu nasi spole¢nosti na dalsi tfi-
leté obdobi. Dle nasich stanov se volby uskuteé¢ni ko-
respondenénim zplsobem. Zddame Vas proto, abyste
laskavé nejdéle do 30. fina 2015 podali navrhy na ¢leny
Rady. V zdjmu nasi spolecnosti je, aby cleny Rady byli
zastupci regiont, biotechnologickych instituci z vyrob-
ni i akademické sféry. Uvitdme navrhy na mladé aktivni
¢leny spole¢nosti. Volby se uskute¢ni ve druhé poloviné
listopadu a veskeré informace dostanou ¢lenové spo-
le¢nosti dopisem.

Jak jsme Vas jiz informovali, je na soucasné Radég,
aby se vyporadala s pozadavky ,Nového obcanského
zakoniku”. Konecné také vychazi specialni cislo Bio-
technology Advances (JBA, Vol. 33, Issue 6, Part 2,
pp- 993 — 1276 Elsevier), kde je publikovano 20 vybra-
nych pfehlednych ¢lankt z mezinarodniho symposia
Biotech 2014, které vSechny prosly tvrdym recenznim
fizenim.

Radi bychom Vas upozornili, abyste na webovych
strankdch EFB (European Federation of Biotechno-
logy) www.efb-central.org sledovali EFB Newsletter,
kde ziskate aktualni informace o vsech aktivitach EFB,
zejména o konani nejriznéjsich konferenci. Chtéli by-
chom Vam zejména pfipomenout, ze v dobé od 3. do
6. Cervence 2016 se bude konat v polském Krakové
17t European Congress on Biotechnology (ECB 2016).
Na programu je 25 symposii, kterd prakticky pokryvaji
~Sechny barvy biotehnologii”.

Témér v kazdém nasem Gvodniku si také pfipomina-
me rQzné zajimavosti a zejména vyro¢i meznikd védy.
Je tomu zhruba 50 let co doslo k piekvapivému objevu,

Literatura k problematice prioni a sladkych proteinii:

Ze nékteré choroby nervového systému jako napf. ,ne-
moc Silenych krav” a Creutzfeldt-Jakobova nemoc ne-
jsou zpUsobeny bakteriemi, plisnémi, viry ¢i parazity,
ale chybnym poskladanim struktury proteint (,misfol-
ded proteins”). Nazor, ze diivodem téchto hroznych ne-
Iéc¢itelnych chorob (,infekénim agens”) je jeden protein
(prion), byl tak prekvapivy, ze byl dlouhou dobu obtizné
pfijiman. Nicméné se postupné nezvratné prokazalo, ze
tvorba prionové bilkoviny je skute¢né diivodem téchto
vzacnych a smrtelnych chorob, takze v r. 1997 Stanley
B. Prusiner obdrzel Nobelovu cenu za objev nového
mechanismu infekce. V letoSim roce vysla Prusine-
rova kniha, ktera podrobné popisuje prionovou ana-
basi. V souc¢asné dobé uz vime, ze Spatné poskladani
proteinovych molekul je pficinou fady dalSich dege-
nerativnich nervovych chorob jako jsou Alzheimerova
choroba (abnormalné poskladany amyloid (-protein
a tau-protein), Parkinsonova choroba ¢i MSA (Multiple
System Atrophy).

Stoupajici pocet lidi nemocnych diabetem a obezitou
vyvoléva potiebu nahradit jak cukry, tak uméla sladidla,
jejichz pravidelné uzivani je spojeno s nékterymi neza-
doucimi problémy. Zda se, Ze problém by mohly fesit
sladké proteiny. V tomto ohledu vzbudili pozornost ze-
jména dva proteiny izolované ze zapadoafrickych rost-
lin, které maiji byt tisickrat sladsi nez sacharosa. Jsou
to monelin (izolovany z plodd Dioscoreophyllum cu-
mminsii) a miraculin (izolovany z plodd Synsepalum
dulcificum). Thermalni denaturace monelinu (pfi zahfi-
vani nad 50° C) sice vede ke ztraté sladkosti (ta je tedy
zavisla na struktuie proteinu), ale ukazalo se, Ze pomo-
ci genového inZenyrstvi Ize (dokonce rliznymi zplsoby)
tento nedostatek odstranit.

Piejeme Vam pfijemné pocteni ¢lankd, které jsme
pro Vas v tomto ¢isle vybrali.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova
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ZPRAVA Z KONFERENCE

PO DVOU LETECH SE DO OLOMOUCE VRATILA
MEZINARODNI KONFERENCE GREEN FOR GOOD

Prostor pro sdileni novych informaci o biotechnolo-
giich rostlin i misto pro inspirativni diskuze, pfi nichz
Casto vznikaji nové napady a navazuji se konkrétni spo-
luprace. To vSe podle organizatort nabidla konference
Green for Good Ill, ktera se minuly tyden konala na pfi-
rodovédecké fakulté.

Green for Good Il uspofadalo Centrum regionu Hana
pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum (CRH)
ve spolupraci s Evropskou biotechnologickou federaci,
kterou na konferenci zastupoval jeji viceprezident Jeff
Cole. Odborného féra se ucastnilo zhruba 130 védec-
kych pracovnik( a studentt biotechnologickych obort
ze 14 zemi. Od pondéli do ¢tvrtka se vénovali napfiklad
struktufe dédi¢né informace, biotechnologiim obilovin,
nutnosti druhé zelené revoluce ¢i reakci rostlin na stre-
sové podnéty.

Uvodni ptednéaska patiila hlavnimu hostovi, jimz
je predni svétovy odbornik na chemickou ekologii
John Pickett z Velké Britanie. Hostim konference
jej predstavil dékan Ivo Frébort, ktery mu nasledné
piedal pamétni medaili. Nositel prestizni Wolfovy ceny
za zemédélstvi svyym vystoupenim nasadil ostatnim
prednasejicim latku vysoko.

~Pfednasim pravidelné a vidy si vybiram mista, kte-
ré jsou pro mé zajimava a piinosna. Ceska repub-
lika si uvédomuje, jak je zemédélstvi dilezité. Ma
v této oblasti dlouhou tradici. Nejde zde jen o kalorie,
ale i o kvalitu potravin,” objasnil nékteré z divoda své
navstévy Pickett.

Nevyloucil ani pfipadnou spolupraci se zdejSimi véd-
ci. ,Zajimam se zejména o ristové stimulatory, které

skytaji mnoho pfilezitosti, jak napfiklad z obilovin ziskat
vyssi vynosy. Pokud tyto procesy pochopime, nau¢ime
rostliny, aby samy zvySovaly svoji produkci,” doplnil
védec z Rothamsted Research v Harpendenu.

V nasledujicich dnech prezentovalo na 30 védca vy-
sledky své prace v Sesti sekcich — Genome structure:
its evolution and function; Cereal biotechnology; Ge-
netic modification and gene editing; Metabolic regula-
tion and methods of analysis; Stress response and cell
signaling; Plant-pathogen interactions. Kazdou sekci
uved| svou piednaskou jeden ze zvanych fecnikd, kte-
rymi byli mimo jiné Bruno Studer (ETH Ziirich, Swit-
zerland), Setsuko Komatsu (National Institute of Crop
Science, Tsukuba, Japan), Johannes van Staden
(Research Centre for Plant Growth and Development,
Pietermaritzburg, South Africa), Danny Vereecke (De-
partment of Applied Biosciences, Faculty of Bioscien-
ce Engineering, Ghent University, Belgium), ¢i Peter
Hedden (Rothamsted Research, Harpenden, UK).

V pribéhu konference se v3ak nasel ¢as i na méné
formalni diskuze a navazovani dileZitych profesnich
vztahl pro pfipadnou budouci spolupréci v prostiedi
pevnosti Fort Kfelov nedaleko Olomouce. Soucasti od-
poledniho programu byla po vSechny tfi dny konferen-
ce i posterova sekce, kde dostali pfilezitost prezentovat
své vysledky zejména studenti a mladi védci. Na zavér
konference byly vyhlaseny tfi nejlepsi studentské pos-
tery, jejichz autory byli: Cintia Marchetti (CRH), Lukas
Nosek (CRH) a Tomas Beseda (UEB).

— -
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ODBORNE PRISPEVKY

UZ JSTE VYZKOUSELI METADYN VIEW?

Petr Hosek, Vojtéch Spiwok

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha; http://metadyn.vscht.cz, hosekp@vscht.cz, spiwokv@vscht.cz

V nasi skupiné jiz nékolik let vyuZivame a snazime
se rozvijet metodu molekuldrniho modelovani zvanou
metadynamika'2. Jednim z produktd tohoto snazeni
je i prohlize¢ Metadyn View pro vizualizaci vysledku
této metody. Dovolujeme si pfi této pfileZitosti laskavé
pozadat komunitu ¢tenaiG Bioprospektu o otestovani
tohoto programu.

Metadynamika? je simula¢ni metoda, kterd umoz-
nuje studovat déje probihajici v delSich ¢asovych tse-
cich nez konven¢ni molekularni simulace. V principu je
mozné pomoci konvenéni simulace molekulové dyna-
miky simulovat sbalovani proteint z rozbaleného stavu
do nativni struktury, vazbu ligandu na protein nebo riz-
né rozsahlé konformacni zmény biomolekul. Prakticky
je to casto neproveditelné kvili tomu, Ze tyto procesy
probihaji v delich ¢asovych méfitkach, nez jsou casy
dosazitelné v simulacich. Atomistické simulace pouzi-
vaji integracni krok v fadu femtosekund. To znamena,
ze kazidou jednu nebo dvé femtosekundy je vypocte-
no jakymi silami na sebe atomy systému pusobi, jak
tyto sily posunou atomy a jak bude systém vypadat
za dalsi jednu nebo dvé femtosekundy. Abychom moh-
li simulovat piko-, nano-, mikro- az milisekundy, mu-
sime provést 103, 10°, 10° respektive 10" krokl. Diky
této narocnosti je mozné konven¢né simulovat tseky
ze Zivota proteind v fadu jednotek nanosekund za den
na jednom osobnim pocitaci. Pro simulaci delSich ¢ast
je nutné pouzit vykonna vypocetni centra®> nebo spe-
cidlni hardware®.

Jinou moznosti je pouzit néjakou vylepSenou simu-
la¢ni metodu, mezi které patfi i metadynamika. Pfesto-
Ze tato metoda byla zavedena do praxe teprve relativné
nedéavno (2002)2 prosla od té doby intenzivnim vyvo-
jem. PouZiti metadynamiky je vhodné pro molekular-
ni simulace nejriznéjSich systémd, pro které plati, ze:
1.) klasické simulace je zpomalena kvtli velkym ener-
getickym bariérdm mezi pro nas zajimavymi stavy sys-
tému, a 2.) pfechod mezi témito stavy mizZeme popsat
pomoci nékolika vhodné zvolenych strukturnich para-
metrGd. Pomoci metadynamiky byly simulovany zmé-
ny krystalovych struktur hornin v zemském jadre’, byl
pocitacové proveden Millerliv experiment piedstavu-
jici vznik aminokyselin v raném stadiu planety Zemé®
nebo byl uréen vazebny mod protinddorové slouceniny
SSR128129E, coz umoznilo jeji posun v ramci klinickych
studii®. V soucasnosti je pro metadynamiku nejcastéji
vyuzivan programovy balik Plumed™", ktery je mozné
propojit s mnoha zavedenymi simula¢nimi programy.
Visualizace vystupt z programu Plumed je tikolem pro
nas program Metadyn View.

Konvenc¢ni simulace jsou neefektivni kvadli tomu,
ze systém zlstava dlouhou dobu zachycen v rlznych
lokélnich minimech energie. Metadynamika v pribéhu
simulace tato minima ,zaplavuje” pomoci ,zaplavovaci-
ho” potencialu a tak urychluje simulovany proces. To se

muze jevit jako podvod, protoze je systém ovliviiovan
nejen silami, jimiz na sebe vzajemné plsobi atomy, ale
také umélymi silami, které dodava zaplavovaci poten-
cial. Zaplavovacipotenciél je ale navrzen tak, aby na konci
simulace byla vdechna minima rovnomérné zaplavena
a hladina energie zarovnana. Jak bylo teoreticky i prak-
ticky prokazano, takto zarovnany zaplavovaci potencial
pfedstavuje ,otisk” volné (Gibbsovy nebo Helmholzo-
vy) energie. Vlysledkem simulace je tedy (obvykle jed-
no- nebo dvourozmérna) plocha volné energie. Kdo
se tedy chce dozvédét, jak se systém chova v delsich
¢asovych méfitkach, mize si z plochy zjistit rozdil vol-
nych energii pro vybrané stavy systému a prepocitat jej
na rovnovaznou konstantu. Z vysek energetickych ba-
riér zase maze odhadnout, jaké jsou rychlosti pfemén.

Zaplavovaci potencial je obvykle tvofen jako soucet
jedno- nebo dvourozmérnych Gaussovskych kopct. Vy-
stupem programu Plumed je seznam téchto kopct. Pro
kazdy kopec je zaznamenano kdy byl pfidan, jaké jsou
jeho soufadnice a jak je kopec Siroky a vysoky. BéZné
simulace pomoci metadynamiky vygeneruji desitky tisic
kopct. Pro vypocet plochy volné energie je nutné tyto
kopce secist. Tento krok sice vyZzaduje jen zlomek vypo-
Cetniho casu ve srovnani s vlastni metadynamikou, ale
i tak je pfilis pomaly pro pohodlnou a interaktivni vizu-
alizaci a analyzu vysledkl. To ma zménit Metadyn View.
Detaily toho, jak Metadyn View s¢ita kopce, budou po-
psany v samostatném ¢lanku. Stru¢né ale mazeme fici,
Ze program nahrazuje spojité pozice kopct nespojitymi
a Ze vyuziva pfedpocitany kopec, ¢imz se predejde opa-
kovanému voléni pocitatové naro¢né exponencialni
funkce ve vzorci pro Gaussovu kfivku nebo kopec.

Program Metadyn View je zalozen na modernich
webovych technologiich HTML5, Javascript a WebGL.
K programu je mozné pfistoupit v béZzném webovém
prohlize¢i zadanim adresy http://metadyn.vscht.cz.
Webova stranka obsahuje vlevo menu a vpravo ¢tver-
cové platno pro nahréni vysledkd metadynamiky. Pro
demonstracni Ucely je mozné kliknutim na tlacitko
Examples rozbalit nabidku tfi modelovych vysledkd
simulaci.

Prvni (2D AceAlaNMe) piedstavuje vypocet plochy
volné energie molekuly znamé v metadynamickych
kruzich jako alanindipeptid. Jedna se o aminokyselinu
alanin, ktera je na aminoskupiné acetylovana a kar-
boxylové skupina je pfevedena na N-methylamid. Tim
se chovani takto modifikovaného alaninu podoba cho-
vani aminokyseliny v proteinu. Alanindipeptid je tak
oblibenym ,pokusnym krélikem” pfi testovani novych
metod urychlenych simulaci. Prvnim krokem pouZiti
metadynamiky je vybér jednoho nebo dvou paramet-
rt (kolektivnich soufadnic) na které plsobi zaplavova-
ci potencial. V pfipadé alanindipeptidu jsou vhodnymi
kolektivnimi soufadnicemi Ramachandranovy torsni
uhly ¢ a y.
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Pokusnou vizualizaci mdzeme zacit tak, ze zmackne-
me knoflik Examples a pak 2D AceAlaNMe. Po nékoli-
ka vtefinach (podle rychlosti pfipojeni) se platno zbarvi
rudé. To znameng, Ze data byla nactena. Pak zmacknéte
Sipku vlevo dole. Tim se zac¢ne vizualizovat zaplavova-
ni plochy volné energie. Simulace zac¢ina z konforma-
ce, ktera ma hodnoty ¢ = -1,3 a y = +2.6 a odpovida
konformaci B-listu v proteinech (jako kdyby mél alanin
pfed a za sebou fetézec proteinu tvofici B-list namis-
to acetylu a metylaminu). Po par krocich je toto mini-
mum zaplaveno a konformace se zméni na ¢ = -1,4
a y= —-0.2, coz je struktura odpovidajici a-helixu. Po
probéhnuti asi desetiny vSech krokli dojde ke zméné
do konformace ¢ = +1,0 a y= +0,5 (levotocivy helix).
Knofliky vpravo dole umoziiuji provadét méfeni, regu-
lovat rychlost animace, ménit rozliSeni, exportovat ob-
razek, pfepnout mezi jednim pfehranim a nekonec¢nou
smyckou, prepinat WebGL méd a ménit velikost platna.
Po stisknuti knofliku na méfeni je moiné zjistit sou-
fadnice minim a sedlovych bodi a jejich volné energie
tak, Ze na né namifime kursor. Kliknutim zjistime, kdy
simulace tuto oblast navstivila (dobu pfidani tfi nejbliz-
Sich kopcti). Pokud kliknete na jedno misto, drzite levé
tlacitko mysi a pfesunete kurzor nékam jinam, ziskate
tak rozdil volnych energii. Pokud kliknete do jednoho
minima a pfetahnete kurzor do druhého minima, pak
muzete podle vzorecku AG = —RT In(K) pfedpovédét
rovnovaznou konstantu odpovidajici konformacni zmé-
né. Podobné, pokud potdhnete mys z minima k nejbliz-
$imu sedlovému bodu (transitnimu stavu), je mozné
pomoci Eyringovy rovnice vypocitat rychlostni konstan-
tu konformacni zmény.

Druhym pfipadem je racemizace [10]helicenu (2D
helicen). Heliceny jsou synthetické polyaromatické
slouceniny helikélniho tvaru. Heliceny jsou chiralni,
protoZe helix mGze byt pravo- nebo levotocivy. Toho je
mozné vyuzit v nanotechnologiich nebo chiralni kata-
lyze'. Heliceny ale mohou racemizovat. Pokud je heli-
cen pomoci chirdlni synthesy nebo separace pfipraven
jen v jedné, napiiklad levotocivé, formé, mize se stat,
Ze se bude postupné meénit na pravotocivou formu,
az vznikne racemicka smés. Bylo zjisténo, Ze racemiza-
ce helicentl neni klasickd chemicka reakce, ale v pod-
staté konformacni zména, pfi které se helicen pfevrati
+naruby”. Prvni kolektivni soufadnici pro urychlovani
této zmény metadynamikou byl torzni thel tvofeny
centralnimi atomy, ktery mé kladnou respektive za-
pornou hodnotu pro opac¢né stereocisomery. Druhou
byl soucet skalérnich soucind vektor kolmych na jed-
notlivda benzenova jadra. Ten je vysoky pro obé stabilni
formy, protoZe jsou viechna benzenova jadra podobné
orientovana, a snizuje se v transitnim stavu. Plocha vol-
né energie ma tvar obliceje (Obr. 1), kde obé ,ocicka”
predstavuji oba stereoisomery a ,pusinka” predstavu-
je transitni stav. K racemizaci dojde zhruba po prvni
desetiné simulace. Na konci simulace by diky symet-
rii mély mit obé minima stejnou energii, coz si mlze
kazdy ovéfit pomoci méficiho nastroje. Experimentalné
bylo zjisténo, Ze pfi teploté 390 — 400 °C je doba nutna
k racemizaci 75 min®. Je tedy prakticky nemyslitelné
simulovat racemizaci tohoto helicenu klasickou simula-
ci molekulové dynamiky.
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Obr. 1: Plocha volné energie racemizace [10]helicenu zobrazena na obrazovce Smart TV. Struktury a Sipky ukazuji levoto-
tocivou (vlevo) a pravotocivou (vpravo) formu helicenu a transitni stav racemizace (dole).
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Poslednim pfikladem je jednorozmérna plocha volné
energie pro konformaéni zmény peptidu Ace-Pro-Pro-
-NH, (1D AceProProNH2). Tento peptid obsahuje dvé
peptidové vazby pied prolinem, které mohou existovat
v cis itrans formé. Kolektivni soufadnice je navrzena
tak, aby aproximovala pocet cis vazeb'. Simula¢ni pro-
gram v kazdém kroku vypocte pro obé peptidové vazby
hodnoty torznich Ghld w (s hodnotou O pro cis a +n
pro trans vazbu) a pak vypocte kosiny jejich polovin
a ty secte. Vlysledek ukazuje, ze globalnim minimem je
stav s obéma vazbami v konfiguraci trans. Nejméné vy-
hodné lokalni minimum odpovidé stavu s obéma vaz-
bami v konfiguraci cis. Je ale nutné dodat, Zze metady-
namika v tomto pfipadé nebyla dostate¢né dlouha na
to, aby byla vypoctena dostate¢né pfesna plocha volné
energie. Pro dosaZeni dostate¢né pfesnosti by bylo nut-
né simulaci nékolikanasobné prodlouZit a zobrazovany
soubor by byl pfilis velky (jiz nyni ma vic nez 11 MB).
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Hosek P., Spiwok V.: Uz jste vyzkousSeli Metadyn View?

Jakozto tvirci programu Metadyn View bychom oce-
nili pomoc pfi testovani programu v riznych webo-
vych prohlizecich, riznych opera¢nich systémech a na
rznych zafizenich, jako jsou osobni pocitace, tablety
nebo chytré telefony. Vime napfiklad, ze nékteré webo-
vé prohliZze¢e neumoziiuji pouzivat technologii WebGL.
Soucasna verze Metadyn View byla tomuto faktu pfi-
zplsobena, ale existuje moznost, Ze existuji dalSi ome-
zeni. Proto bychom uvitali jakékoliv ohlasy ohledné
funkénosti programu Metadyn View. Véfime, Ze se pak
stane rutinnim néstrojem pro védce vyuzivajici metady-
namiku.
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Metadyn View je novy webovy nastroj pro vizualizaci vysledkd molekulérnich simulaci pomoci metody zvané metadynamiky. Cilem toho-
to ¢lanku je stru¢né predstavit ¢tenaiim Bioprospectu tuto metodu a nastroj Metadyn View a poZadat je o jeho otestovani na rliznych

pocitaovych platformach.

Klicova slova: Metadynamika, plocha volné energie, molekularni simulace, vizualizace dat

Summary
Hosek P., Spiwok V.: Have you tried Metadyn View?

Metadyn View is a new web-based tool for visualization of molecular simulation results obtained by the method called metadynamics.
In this article we want to briefly introduce metadynamics method and the Metadyn View tool to readers of Bioprospect and to kindly

request them to test it on different computer platforms.
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Uvod

Vice nez 65 % nosokomialnich infekci je vyvolano
pifitomnosti mikrobialnich biofilm& tvofenych pato-
gennimi ¢ oportunné patogennimi mikroorganismy.
Schopnost ucinné potlacovat vznik a rozvoj biofilmd,
pfipadné tyto jiz vzniklé, ¢asto vysoce rezistentni, mul-
ticelularni struktury Gspésné narusovat, nabyva v sou-
¢asné dobé na dilezitosti a je tedy prfedmétem zajmu
mnoha védeckych skupin. VétSina béziné dostupnych

antimikrobialnich latek byla vyvinuta a testovana k vy-
myceni planktonné Zijicich mikroorganismd. Biofilmové
populace jsou vsak schopné vyrovnat se s plisobenim
téchto latek i v desetinasobné az tisicinasobné vyssich
koncentracich'2

MozZnym feSenim tohoto problému by mohla byt
aplikace biologicky aktivnich pfirodnich slou¢enin. Né-
které produkty mikroorganismt a ptedevsim cela fada
extraktl z rostlin obsahuje latky, které disponuji anti-
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mikrobialnimi vlastnostmi. Prikladem téchto latek jsou
alkaloidy, kumariny, saponiny, taniny, chinony a fenoly>.
V neposledni fadé se nabizi moznost kombinace téchto
prirodnich latek a konven¢nich antibiotik. V fadé expe-
rimentalnich studii bylo jiz popsano jejich in vitro syner-
gické plsobeni*1617%1819,

Biofilm

V pfirodé existuje az 99 % mikroorganismt ve for-
mé biofilmu. Donlan a Costerton (2002) definuji zraly
biofilm jako spolecenstvi mikroorganismu nevratné pfi-
pojené k povrchu, které obsahuje exopolymerni matrix
a vykazuje charakteristické fenotypové vlastnosti. Mezi
nejpozoruhodnéjsi z nich patfi zejména vysoké odol-
nost vic¢i antimikrobidlnim latkam>. Jednotlivé buriky
v biofilmu jsou schopné vnimat ménici se podminky
prostiedi a diky mezibuné¢né komunikaci dochéazi ke
zménam v jejich genové expresi, coz vede k vyraznému
zvyseni Zivotaschopnosti. Bakterie, za ic¢elem mezibu-
nécné komunikace, syntetizuji signalni molekuly nazy-
vané autoinduktory (oligopeptidy a N-acyl-L-homoserin
laktony) a reaguji na né v procesu znamém jako quo-
rum sensing (QS). Planktonni bakterie pfi nizké buné¢-
né hustoté vylucuji tyto autoinduktory v koncentracich,
které jsou pfili$ nizké, nez aby indukovaly zménu v ge-
nové expresi. Jakmile doséahne bakteridlni populace
kritického mnozstvi, zvy3ena koncentrace autoindukto-
rd umozni jedné bakteridlni burice vnimat pfitomnost
ostatnich bakteriadlnich bunék. Mezi fyziologické proje-
vy, které jsou pomoci QS kontrolovany, patfi pfichyceni
(adheze) k povrchu, bioluminiscence a exprese faktort
virulence's,

Zraly biofilm neni ve vétsiné pfipadii homogenni jed-
noducha vrstva, ale rozvinuta tfidimenzionalni struktu-
ra, ktera se vyznacuje prostorovou a ¢asovou heteroge-
nitou. Architektura a slozeni se méni podle druhu mi-
kroorganismu i okolniho prostfedi. Struktura biofilmu
je prostoupena kanalky, které umoziiuji prinik tekutin
a usnadnuji vyménu Zivin a kysliku, jakoz i odstranéni
toxickych metabolitd. Buiiky v biofilmu pfednostné ne-
vyuZivaji ziviny k rlstu, ale spiSe k produkci extracelu-
larnich polymernich struktur' (EPS).

Biofilmy ve zdravotnictvi

Kromé kontaminace primyslovych zafizeni, prede-
v3im v potravinarstvi (v mlékarnach, pfi zpracovani ryb
i driibeze ¢i v pivovarnictvi), mikroorganismy velice ¢as-
to zpGsobuji komplikace spojené s jejich pfitomnosti
ve formé biofilm{ ve zdravotnictvi, kde timto zplisobem
vznika cela fada chronickych onemocnéni. Uspofadané
spolecenstvi biofilmu pro mikroorganismy pfedstavuje
vyznamny faktor virulence’.

Mezi velice zédvaind onemocnéni patfi biofilmové
infekce vznikajici v disledku pouZiti umélych implan-
tatd, které jsou aplikovany do krevniho fecisté (jedna
se o umélé chlopné, kardiostimula¢ni elektrody nebo
rzné typy katétrd ¢i kloubnich implantétdl). Vice nez
40 % vsech nosokomialnich infekci na jednotkach in-
tenzivni péce tvoii infekce mocovych cest a v 80 %
z téchto pfipadu jsou spojeny pravé s kolonizaci moco-
vych katétr(®. Mezi nejcastéjsi bakterialni kolonizatory

téchto katétr( patfi Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Staphylococcus epidermidis (Obr. 1) a Pseudo-
monas aeruginosa’. Nejastéji izolovanymi kvasinkami
(80 9% pfipad() jsou Candida albicans a Candida pa-
rapsilosis.

1 -
ﬂt\\'
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Obr. 1: S. epidermidis adherovany na povrch mocového
katétru. Snimek SEM (skenovaci elektronova mikroskopie)?

Dal3im zévaznym biofilmovym onemocnénim je také
infek¢ni endokarditida (IE), tedy zanét endokardu a sr-
decnich chlopni. Viyskyt IE stéle roste a umrtnost je i na-
vzdory zlep3eni diagnostiky a nastupu nové antibiotické
terapie nadale vysoka (9 - 46 %). Infekéni endokardi-
tidu zpUsobuji nejcastéji streptokoky, stafylokoky, ente-
rokoky a méné casto také nékteré gramnegativni bak-
terie a kandidy°.

Infekce po aplikaci kloubnich nahrad zplsobuiji pie-
vazné stafylokoky (S. aureus, S. epidermidis a dalsi).
Pro prevenci kolonizace titanovych nahrad je vyzkum
tykajici se boje proti tvorbé biofilmu na biomaterialech
zaméfen pfedevsim na hledani novych slitin téchto ma-
teriald a modifikaci jejich povrchii antibakterialnimi lat-
kami ¢i nanocésticemi™.

K béznym biofilmovym infekcim déle patfi, zejména
u déti se vyskytujici zanét stredniho ucha (Otitis me-
dia)".

Bakteridlni biofilm, ktery se tvofi na zubni skloviné
(tzv. zubni plak) muze vést az k chronické gingivitidé
(zanétu dasni) ¢i paradontitidé (zanétlivé onemocnéni
celého zavésného aparéatu zubu). Ve formé biofilmu se
k zubni skloviné pfichycuje i nejvyznamnéjsi ptivodce
zubniho kazu Streptococcus mutans.

K dal3im povrchiim s rizikem vzniku infekce patfi také
kontaktni ¢ocky, které osidluji zejména stafylokoky, rody
Proteus a Candida, a déle P. aeruginosa’.

Antibioticka rezistence

Rezistenci k antimikrobidlnim latkdm obecné délime
na absolutni (mikroorganismus nema cilové struktu-
ry pro zasah danou antimikrobialni latkou) a relativ-
ni (neni dosazeno potiebné koncentrace dané latky
v plasmé)™2. Déle rozliSujeme rezistenci primarni, ktera
je dana genetickou vybavou mikroorganismu, a sekun-
darni - tzv. ziskanou. Ziskana rezistence je vysledkem
mutace v chromozomu nebo ziskani nové genetické
informace horizontalnim pfenosem, konjugaci ¢i trans-
formaci.

Z biochemického hlediska si mikroorganismy vyvinu-
ly 4 nasledujici hlavni mechanismy rezistence: modifi-
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kace cilové struktury nebo syntéza zcela nové rozdilné
struktury; produkce enzymu, inaktivujiciho ¢i modifikué
jiciho antibiotikum; snizeni poctu ¢i redukce velikosti
porint, kterymi nékteré antimikrobialni latky vstupuiji
do buiiky; a nakonec vypuzeni antibiotika ven z burky
zprostiedkované proteiny zakotvenymi v membrané,

které funguji jako efluxni pumpy (Obr. 2)™.

lécivo

lécivo

lécivo 1ééivo lécivo:
ADP+P
CYTOPLASMA
MFS SMR MATE RND ABC

Obr. 2: Zastupci péti zakladnich skupin efluxnich sys-
téma souhrnné oznacovanych jako systémy schopné
exportu léciv z bunék (MES). Efluxni pumpy ze skupiny
RND se vyskytuji u gram-negativnich bakterii a skladaji se
z vice podjednotek — podjednotka TolC piedstavuje kanalek
ve vnéjsi membrané, ostatni skupiny se od této skupiny od-
lisuji nepfitomnosti tfislozkového membranového proteinu.
Typickou skupinou vyskytujici se u gram-pozitivnich bakterii
jsou MFS efluxni pumpy, zodpovédné napfiklad za export te-
tracyklinG. Stafylokoky disponuji prevazné efluxnimi pumpa-
mi ze skupiny SMR. Jako zdroj energie vyuzivaji tyto skupiny
chemoosmoticky tok, naproti tomu pumpy ze skupiny MATE
vyuZivaji namisto antiportu vodikd sodik. ABC skupina pied-
stavuje pumpy zavislé na hydrolyze ATP, a vyskytuje se pievéaz-
né u rodu Campylobacter?.

Rezistence biofilmu k antibiotikim

Snadno vznikajici rezistence biofilmu k antimikrobial-
nim latkdm neni doposud zcela vysvétlena.

Biofilmy jsou obklopeny matrici sloZzenou z polysa-
charidd, extracelularni DNA a proteind, jez poskytuji
burikam strukturni stabilitu a chrani je pfed rdznymi
¢inidly, véetné antibiotik?. Presto extracelularni matrix
neni jedinou podporou Zivota bunék v biofilmu. Tato
ochranna vrstva tvofi jakousi pocatecni bariéru, kte-
ra maze zpomalit penetraci antimikrobialnich latek™.
K ziskani vice informaci o rezistenci biofilmu k anti-
biotikiim je vyuzivano rliznych modelovych systémd.
Jednim z nich je simulace pomalého rdstu buné¢né
populace v biofilmu. V pfipadé, Ze mikroorganismy po-
stradaji ziviny, zpomali se jejich reprodukce. Pfechod
z exponencialni faze rdstu do faze stacionarni je obvyk-
le doprovazen zvySenim odolnosti k antibiotik(im. V ex-
perimentélnich studiich bylo touto metodou u E. coli
a S. epidermidis prokazano zvyseni citlivosti k antibio-
tikdm tobramycinu a ciprofloxaxinu, zvyseni rlstové
rychlosti bakterialni populace, proto Ize pfedpokladat,
Ze sniZeni rlstové rychlosti naopak vede k vyssi mife
rezistence biofilmu k antimikrobialnim latkam.

Pomaly rdist mikroorganismd mdzeme pozorovat pie-
devsim ve zralych biofilmech, kde jsou bunky ve stacio-

narni fazi 15x odolnéjsi k antimikrobialnim latkéam nez
bunky planktonni nachazejici se ve stejné rlistové fazi.
Tohoto zpomaleni neni dosazeno pouze omezenym
pfisunem Zivin, ale predevsim aktivaci obecné streso-
vé odpovédi, ktera vede ke zménam fyziologie bunék
za ucelem ochrany pied nepfiznivym vnéjSim prostie-
dim. Centralnim regulatorem této odpovédi je o faktor,
o kterém se nejprve soudilo, Ze je exprimovan pouze
béhem stacionarni faze ristu. Nicméné nedavné studie
ukazuji, Ze je tvofen také pfi dosazeni vysoké optické
denzity bunék v biofilmu'.

Biofilmy tvofi velmi slozité struktury a obvykle se se-
stavaji z heterogennich populaci bunék nachézejicich
se v rlznych rlstovych stadiich. Metabolicky aktivni
buriky na povrchu a pomalu rostouci buriky uvniti zra-
Iého biofilmu vykazuji vyrazné odlisné reakce, pokud
jsou vystaveny pUsobeni antimikrobiélnich latek. Na-
pfiklad antibiotika fluorchinolony a tetracykliny jsou
uc¢inné pouze v inaktivaci metabolicky aktivnich bunék,
naproti tomu lipopeptid kolistin se osvédcil v pfipadé
bakterie P. aeruginosa i pfi eradikaci bunék uvnitf zra-
Iého biofilmu.

Mechanismy vzniku rezistence biofilmovych struktur
mohou byt tedy rizné a miize dochazet ke kombinaci
vice moznosti najednou.

Pfirodnilatky vkombinacich s konvencnimi
antibiotiky

MozZnou strategii v boji proti rezistentnim mikroorga-
nismim je kombinace pfirodnich latek a konvenc¢nich
antibiotik. Jejich synergistické plsobeni bylo prokazéno
in vitro fadou experimentélnich studii'®'>'®'", Kombi-
nace dvou nebo tfi antimikrobidlnich latek s pozitivni
interakci (kombinatorické terapie) nabyvaji v klinickych
aplikacich stale vétsiho vyznamu a jsou béZnou praxi
v prevenci vzniku a rozvoje multirezistentnich infekci.
Biologicky systém je totiZ jen velice omezené schopen
kompenzovat soucasné plsobeni dvou nebo vice latek.

Podptirny uc¢inek pomocnych latek zélezi na mecha-
nismu ucinku konkrétni pfirodni latky, mdze se jednat
o doplnéni tcinku antibiotika, které samo o sobé nena-
rusuje tvorbu biofilmu (a tyto latky tak ¢ini — disperguiji
biofilm na planktonické buriky, coz ma za nasledek zvy-
Seni citlivosti k antibiotiku), ale také mohou disponovat
vlastnim biologickym Gcinkem stejné jako antibiotika.
Tato adjuvanta mizZeme oznacit jako slou¢eniny modi-
fikujici rezistenci (resistence-modifying agents, RMAs),
tj. slouceniny, které mohou upravovat nebo inhibovat
bakterialni mechanismy resistence. Do této skupiny fa-
dime napi. inhibitory efluxnich pump (EPIs), které za-
branuji exportu antibiotika ven z buriky.

Néavrat starsich typl antibiotik, ke kterym jsou mikro-
organismy rezistentni a musi se tudiz pouzivat ve vys-
Sich koncentracich, pfi kterych se jiz projevuji nezadouci
Gcinky, by mohl byt umoznén pravé kombinaci s RMAs.
Kombinaci téchto slou¢enin s antibiotiky by mohlo do-
jit k potenciaci ucinku, redukci koncentraci antibiotik
a nezadoucich ucinkd. Pokud by tyto latky prosly klinic-
kym testovanim, byl by umoznén navrat téchto antibio-
tik zpét do praxe*.
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V posledni dobé fada experimentalnich studii proka-
zala, Ze blokada efluxnich pump vede rovnéz k naruse-
ni tvorby biofilmu prozatim neznamym mechanismem.

Geneticka inaktivace jakékoli effluxni pumpy nebo jeji
chemicka inhibice ma za nasledek zhorsSeni schopnos-
ti tvofit biofilm u bakterii Salmonella enterica, E. coli,
P. aeruginosa a S. aureus. Studium role efluxnich systé-
mu by mohlo vést k objeveni novych mozZnosti v terapii
infekci spojenych s biofilmy™.

In vitro synergistické pilisobeni pf¥irodni
latky s antibiotikem

V fadé experimentélnich studii byly prokazany syner-
gistické ucinky pfirodnich latek a antibiotik.

Alkaloid reserpin sniZuje az ¢tyfndsobné minimalni
inhibi¢ni koncentraci (MIC) fluorochinolonl u Staphy-
lococcus aureus.

Flavonoly kaempferol a quercetin v kombinaci s ci-
profloxacinem pusobi synergicky proti mnoha gram-
-negativnim bakteriim™. Baicalein, ktery ma slabé
antimikrobialni G¢inky (MIC = 100 mg/l), sniZuje pfi
koncentraci 25 mg/l MIC tetracyklinu ze 4 na 0,12 mg/I
u methicilin-resistentniho S. aureus (MRSA)".

Rostlinné fenolické slouceniny (napf. biochain A, lu-
teolin, verapamil, karvakol a resveratrol) plsobi jako
inhibitory efluxnich pump (EPIs), napfiklad v modelo-
vém systému s ethidium bromidem, a tim snizuji jeho
MIC. Je-li biochain A, jehoz MIC je 256 mg/|, aplikovan
pfi koncentraci 32 mg/l, snizuje MIC ethidium-bromidu
az 32x v jeho Gcinku proti Mycobacterium smegma-
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tis. Resveratrol, jehoz MIC je u této bakterie 64 mg/I,
snizuje pfi koncentraci 16 mg/| potiebnou davku ethi-
dium bromidu dvojnasobné®. Karvakrol, jenz je hlav-
ni slozkou esencialnich oleji z Thymus maroccanus
a Thymus broussonetii modifikuje rezistenci gram-
-negativnich bakterii k ciprofloxacinu. U nasledujicich
gram-negativnich bakterii E. coli, Salmonella sp., En-
terobacter cloacae, K. pneumoniae snizuje MIC cipro-
floxacinu az ctyfikrat™.

Zaver

Vznikajici rezistence mikroorganisma vici komeréné
pouzivanym antibiotikim, jak v podobé suspenznich
bunék, tak pfedeviim ve formé biofilmu je problém,
ktery stavi lidstvo pfed nutnost hledani alternativnich
feSeni. Podavéani vyssich davek antibiotik pacientlim
neni vhodnym vychodiskem, protoZe podporuje pravé
vznik téchto rezistenci a také zvysuje riziko projevl ve-
dlejsich G¢inkd.

Uzivani pfirodnich latek bud samotnych, anebo
v kombinaci s antibiotiky, se zda byt moznou cestou
k uspéchu. Latky, nejcastéji izolované z rostlin, byva-
ji u¢inné v nizkych koncentracich a nepodporuji vznik
bakterialni rezistence.
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Rast oportunné patogennich ¢&i patogennich mikroorganismd ve formé biofilmu, jejich schopnost indukovat infekci, kterd ¢asto vede
az k velice zavaznym chronickym onemocnénim, a pfedevsim jejich schopnost vzniku rezistence vi¢i bézné pouzivanym antibiotikim
je v soucasné dobé obrovsky medicinsky problém. ZvySovéani podavaného mnoizstvi antibiotik pacientim neni fe3enim. Takovy zplisob
lé¢by s sebou casto nese projevy nebezpecnych vedlejsich Gcinkd a naopak podporuje vznik rezistence u dalich druh mikroorganism.
Navrhovanou alternativou je proto vyufziti pfirodnich latek s prokazatelnou antimikrobialni ¢i anti-biofilmovou aktivitou, a dale také jejich
kombinace s konvenénimi antibiotiky, kterd umozni snizeni davky antibiotika, nepodporuje dalsi rozvoj rezistence a rovnéz mize umoz-

nit vratit nékteré starsi typy antibiotik zpét do klinické praxe.

Klicova slova: biofilm, rezistence, antibiotika, pfirodni latky, synergisticky efekt
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Summary

Paldrychova M., Kvasnickova E.: Antibiotic resistance of biofilm

The pathogenic or opportunistic pathogenic microorganisms’ biofilm formation, induction of infection leading to serious chronic diseases
and especially the emergence of resistance against standard used antibiotics is a huge medical problem. The use of antibiotics in higher
concentrations is not a solution. Such method of treatment often causes the manifestations of dangerous side effects and supports the
development of resistance in other microorganisms species. The use of natural substances with antimicrobial and anti-biofilm activity or
their combination with conventional antibiotics is a proposed alternative, which enables the antibiotics dose reduction, does not support
the additional resistance development and may allow return of some older antibiotics back into the clinical practice.

Keywords: biofilm, resistance, antibiotics, natural substances, synergistic effect

BIOFILMY VLAKNITYCH HUB

Vit Pauli¢ek, Eva Kvasnickova

Ustav biotechnologie, VSCHT v Praze; Vit.Paulicek@vscht.cz

Uvod

Biofilmy vladknitych eukaryot jsou oproti bakterialnim
a kvasinkovym mikrobialnim spole¢enstvim mladym té-
matem, které je doposud jen velmi malo prostudovano.
Prestoze existuje Siroka skala vlastnosti, které jsou pro
tuto formu Zivota vSech mikroorganismt spole¢né, lze
u biofilm@ vldknitych eukaryot nalézt mnoho vyznam-
nych rozdild, které je potieba spravné definovat. Timto
zplisobem je mozZné co nejvice se piibliZit k nalezeni
feSeni komplikaci, jeZ ve spojeni s tvorbou vlaknitych
biofilmd vznikaji. Jedna se pfedevsim o vazna onemoc-
néni, ktera jejich vyskyt a biologicka aktivita provazi.

Biofilm

Schopnost mikroorganism@ Zit a rozmnozovat se
ve formé mnohobuné¢ného konsorcia, nazyvaného
biofilm, asociovaného k cizimu povrchu, se stala dtle-
zitym prvkem pro zvySeni Sance na jejich pieziti v nepfi-
znivych podminkach okolniho prostfedi. Miizeme tedy
fici, Ze schopnost tvorby biofilmu se stala nastrojem
pfirozeného vybéru. Mikrobiélni biofilm Ize definovat
jako homogenni ¢i heterogenni spolecenstvi mikroor-
ganismd, tvofici trojrozmérnou strukturu, ireversibilné
pfichycenou k povrchu, pficemz bunky tohoto spole-
¢enstvi jsou enkapsulovany prostfednictvim produko-
vané extracelularni matrix (ECM). V soucasné dobé je
mezi odborniky obecné uznavana skute¢nost, ze rdst
mikroorganismd na povrchu je ¢asto dominantnim
zplsobem jejich Zivotniho stylu. Toto tvrzeni dopliiu-
je fakt, Ze vice nez 90 % mikroorganismi je schopno
tvorby biofilmu’. U vétsiny mikrobiélnich biofilmd tvo-
fi biomasa zhruba 10 % a extracelularni matrix 90 %
hmotnosti susiny biofilmuz2.

Biofilmy vlaknitych eukaryot se stavaji ¢asto diskuto-
vanym tématem, predevsim z diivodu zdravotnich kom-
plikaci, které jejich vyskyt a biologické aktivita provazi.
Jednim z hlavnich znakd, ve kterych se tyto biofilmy lisi
od bakterialnich a kvasinkovych biofilm je jejich struk-
tura, ktera je tvofena hustym propletenim hyf. Biofilm
vldknitych hub se nesifi jen po povrchu, ale prorista
i do vnitini struktury tkani ¢i poddajnych materiald,
za Ucelem ziskani Zivin nebo sporulace?. Dalsi velky
rozdil spociva v prostiedi, ve kterém vlaknity biofilm
roste. Bakterie a kvasinky jej tvofi ve vodném prostie-
di, kde jsou neustale pod vlivem stfiznych sil. Mdze se
jednat o bioreaktory, primyslové potrubi, chladici véze,

ale i zZivé hostitele — zvifata a clovéka. Biofilmy vlakni-
tych hub rostou v tzv. nenasyceném prostiedi, coz je
vzdusné prostiedi s vysokym procentem vlhkosti. Spory
se tedy Castéji pfendseji vzduchem, nez vodou?.

Spole¢nym znakem vSech mikrobiélnich biofilma je
zvySena rezistence vici mikrobicidnim latkam a kon-
ven¢nim terapeutickym metodam'.

Struktura biofilmu vlaknitych hub

Trojrozmérnd struktura biofilmu vldknitych hub
je tvofena hustou spleti paralelnich a kiizicich se
hyf. Napfiklad u biofilmu Aspergillus fumigatus
se ve struktuie vyskytuje dichotomické vétveni
v rizném rozsahu. Dal$im charakteristickym znakem
pro biofilmy vléknitych eukaryot je pfitomnost
intersticidlnich dutin a vodnich kanalk(, které hraji
vyznamnou roli pfi intenzifikaci pfestupu hmoty jednak
z okoli do biofilmu, ale i v opaéném sméru. Vznik
téchto vodnich kanalkd je vysvétlovan prostiednictvim
tzv. vertikdlné polarizovaného ristu a jejich mnozstvi
ma pfimou spojitost se snizenim vlivu difuze na limitaci
rGstu biofilmu'4>.

U studii provadénych in vitro s plisni A. fumigatus
byl prokdzan vyznamny vliv koncentrace konidii
v inokula¢ni suspenzi na strukturu a vlastnosti biofilmu.
Pii pouziti inokula¢ni suspenze s nizs$i koncentraci
(10* konidii/ml) vznika husty a snadno porusitelny bio-
film, zatimco u vyssi koncentrace (10° konidii/ml)
ma biofilm méné rozvinutou komplexni strukturu
a obsahuje méné biomasy. Filamentalné robustniho
a mechanicky odolného biofilmu je dosazeno pfi
poutziti inokula¢ni suspenze o koncentraci 10° koni-
dii/ml*. Struktura fungalnich biofilmi je specificky
zavisla na okolnich podminkéch, druhu mikroorganismu
a povrchu, na kterém dochazi k vlastnimu formovani.
Strukturalni vlastnosti zajistuji optimalni prostorové
uspofadani pro latkovou vyménu a rovnéz i pro
komunikaci bunék mezi sebou a s okolim®. Pro stu-
dium trojrozmérné struktury biofilmu se vyuziva
sofistikovanych mikroskopickych technik, jako jsou
konfokalni a elektronova mikroskopie'.

Extracelularni polymerni matrix (ECM)
ECM urcuje bezprostiedné zivotni podminky pro

bunky v biofilmu, a vytvéfi tak mikroprostiedi, které

je ovliviiovano jeji porozitou, hustotou, obsahem
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vody, ndbojem, sorp¢nimi vlastnostmi, a hydrofobitou.
Z tohoto ddvodu jsou mikroorganismy schopné
kolonizovat i mista s nevhodnymi podminkami pro
jejich rist. ECM mGzeme definovat jako konglomerat
rozdilnych biopolymer(, které jsou produkovéany
a sekretovany burikami biofilmu. Biopolymery vytvéieji
zéklad, ,leSeni”, trojrozmérné struktury biofilmu?”. Tato
matrix je jednim z nastroji zvySené rezistence biofil-
mu vG¢i mikrobicidnim latkédm a jinym nepfiznivym
podminkdm prostiedi biofilmu (napf. vysychani,
oxidace, pfitomnosti kovovych iontl, UV zafeni,
predéatorské chovani prvok(, imunitni odpovédi
hostitelského organismu), a tim vytvafi tzv. prvni
obrannou linii biofilmu. Jeji funkce ochranného stitu je
zalozena predevsim na jejich fyzikédlnich a biologickych
vlastnostech. Diky jeji hlenovité konzistenci dochazi
ke snizeni difuze antimikrobnich latek do biofilmu.
Kvalitativni a kvantitativni sloZeni je zavislé na daném
mikroorganismu a na vnéjsich podminkach. Obecné
Ize vsak fici, Ze v ECM se vyskytuji polysacharidy,
monosacharidy, dusikaté derivaty sacharidd, pro-
teiny (mnoho enzym), sekundarni metabolity a extra-
celularni DNA (eDNA)8. Napfiklad u plisné A. fumiga-
tus je hydrofobni ECM slozena z galaktomanand,
0—(1,3)—glukand, galaktosaminogalaktant, glukozy,
trehalozy, manoézy, galaktézy, rhamnézy, melaninu,
proteint (napi. antigeny a hydrofobiny), glykoproteiny
a glykolipidy*’. Na zékladé studii, které byly provadény
na biofilmu plisné Aspergillus niger, bylo zjisténo,
ze je-li biofilm vystaven stresovym podminkam
(napi. nizka aktivita vody) dochazi k zvy3eni produkce
ECM*“. Strukturni stabilita, kterou ECM poskytuje
biofilmu, je zplsobena hydrofobnimi interakcemi,
zesiténim zprostfedkovanym vice vazebnymi kationty,
propletenim biopolymerli a pfitomnosti eDNA’. Jak
vyplyva z vySe uvedenych informaci, ECM imobilizuje
bunky v biofilmu (Obr. 1), které jsou vzéjemné ve vhod-
né vzdalenosti tak, aby mohly probihat mezibuné¢né
interakce (napf. mezibuné¢na komunikace). Tato
matrix funguje také jako misto ,recyklace” komponent
lyzovanych bunék, které tak jsou k dispozici Zivym
bunkam?2.

»m Signal A = SEY
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Obr. 1: Termindlni cast hyfy plisné Aspergillus niger
obalena ECM®°.

Voda

Nejvice zastoupenou latkou v ECM je voda. Protoze
ECM je vysoce hydratovanym prostiedim, dochazi
k jejimu pomalejsSimu vysychani v porovnani s okolim
a tvoii tak zasobu vody pro bunky biofilmu. Voda je
v ECM udriovana spiSe entropicky nez prostfednictvim
jinych mechanisma?2.

Exopolysacharidy

Exopolysacharidy jsou hlavni slozkou ECM u vétSiny
mikrobiélnich biofilm{. Nejcastéji se jedna o linearni
nebo vétvené molekuly s hmotnosti od 0,5 x 10° Da do
2 x 10° Da. Tyto polysacharidy mohou byt utilizovany
v piipadé, Ze se v prostiedi nevyskytuje vhodny zdroj
uhliku, nebo Ze se nevyskytuje v dostate¢ném mnozZstvi.
Prostfednictvim mikroskopickych technik bylo zjisténo,
ze nékteré polysacharidy tvofivlaknaspojenéds povrchem
buriky. Tato jednotliva vlakna vytvareji ve vysledku
komplexni sitovitou strukturu. VétSina polysacharidi
patfi do skupiny heteropolysacharid(i, které jsou
tvofeny zbytky neutrélnich a nabitych cukri. Mohou
obsahovat organické nebo anorganické substituenty,
které vyrazné ovliviuji jejich fyzikdlni a biologické
vlastnosti. V pfipadech, kdy je v exopolysacharidech
zastoupen alginat, xanthan a kyselina kolanova
hovofime o polyaniontovych polysacharidech?.

Extraceluldrni proteiny

U nékterych in vivo biofilmd (napi. na tkanich)
mohou tvofit tyto proteiny kvantitativné majoritni
skupinu biopolymeri v ECM a jsou zastoupeny
pfedevsim enzymy a strukturnimi proteiny. Kvalitativni
zastoupeni enzym( je velice variabilni, ale vétSina
z nich méa funkci degradace ve vodé rozpustnych
biopolymerd (napi. nékteré polysacharidy, proteiny,
nukleové kyseliny) i nerozpustnych (celuléza, chitin,
lipidy) a ostatnich organickych slouc¢enin. V ECM jsou
zastoupeny i enzymy, které maji za Ukol zajistovat
ochranu biofilmu pfed terapeutiky. Hlavnimi zéastupci
strukturdlnich  proteinG  jsou periferni proteiny
a glykoproteiny, které se zapojuji do polysacharidcké
sité, stabilizuji ji a predstavuji spojujici ¢lanek mezi
burikou a biopolymery v ECM2.
Extraceluldrni DNA

Pfesnd funkce extracelularni DNA v ECM neni dosud
zcela objasnéna. V nékterych piipadech je tato slozka
zastoupena ve vysokém mnozstvi. Do soucasné doby
bylo zvefejnéno nékolik teorii, tykajicich se jeji funkce
(napf. ptenasec elektront, komunikacni prostiedek,
struktura pro pohyb bunék v ramci biofilmu). Lze na-
lézt podobnost sekvence této DNA s DNA genomovou,
avsak jsou zde i vyrazné rozdily. Bylo by zcela mylné se
domnivat, Ze veSkera eDNA, ktera je obsazena v ECM,
pochazi pouze z lyze bunék v biofilmu. Z{stava tu vsak
otazka tykajici se bunécné energetiky. Molekula DNA je
z hlediska metabolické ekonomiky drahou slouc¢eninou
a neni zatim zcela objasnéno, zda jeji sekrece dokaze
pfinést bunkam dostate¢ny uzitek’.

V kazdém pfipadé je eDNA dilezitym prvkem ECM,
ktery napomaha zvysit strukturalni integritu biofilmu.
Mnozstvi eDNA, uvolnéné bunécnou lyzi, které se vy-
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skytuje v ECM je pfimo spojeno s Urovni resistence vici
antifungalnim latkam a hraje tedy duleZitou tlohu v re-
sistenci biofilmus.

Studie zaméfené na bakterialni biofilmy prokazaly, ze
transport eDNA z bunék je fizen prostfednictvim systé-
mu quorum — sensing’. U biofilmd vlaknitych hub ne-
byl tento mechanismus do soucasné doby popsan.

Quorum - sensing

Co se tyce regula¢nich mechanismda, bakterie a kva-
sinky pouzivaji pravé zminéné quorum - sensing.
Jedna se o regulacni proces, kterym buiky dokazi ur-
¢it hustotu bunék v populaci a ovlivnit tak dalsi rdst
a morfologii biofilmu. Pfi tomto procesu buriky biofil-
mu produkuji signélni molekuly, které vyvolavaji speci-
fické odezvy, jako napfiklad virulenci ¢i bioluminiscenci.
U eukaryotickych organismu byl poprvé popsan u C. al-
bicans a jednalo se o latku farnesol. Zatimco u bakterii
a kvasinek je tento systém nedilnou soucasti regulace
biofilmu, u vlaknitych hub jsou zatim poznatky omeze-
né. | pies to ale plni dilezité funkce, jako je inhibice kli-
¢eni spor. Jiné naopak inhibuji rGst mycelia a podporuji
tvorbu spor, nebo dokonce dokazi ménit formu rdstu
z puceni na vlaknity rst>1".

Tvorba biofilmu vlaknitych hub

Proces formovani biofilmu lze rozdélit do ftfi fazi:
1) adheze bunék na povrch, v zavislosti na charakteru
dané eukaryoty (napf. konidie, hyfy), 2) germinace
konidii a tvorba tzv. monovrstvy, 3) zrani biofilmuy,
béhem kterého dochazi k zvyseni mnozstvi biomasy
a k tvorbé vodnich kanalkd a intersticialnich dutin™.

Prvni a druhy krok tvorby biofilmu vldknitych hub je
stejny jako u bakterii — adsorpce a adheze. U tietiho
kroku — tvorba mikrokolonii nastava zména. Vznikaji
hyfy, které vyristaji z vrstvy bunék. Dale je produkova-
na ECM, ktera prekryva jak buriky, tak hyfy. Ve ¢tvrtém
kroku vznikd kompletni biofilm, slozeny z bunék a hyf,
ktery je protkany siti kanalkd ur¢enych k dopravé Zivin3.

Harding a kol. (2009) uvadi ve své préci nasledujici
model formovani biofilmu vlaknitych eukaryot, ktery je
odvozen z poznatk( ziskanych ze studii bakterialnich
a kvasinkovych biofilm@ (Obr. 2).

Adsorpce spor a vidknitych dtvarii

Tato faze je klicova pro dalsi formovani biofilmu a jeji
mechanismus se zde celkem vyrazné liSi od bakterii
a kvasinek. Zatimco bakterie a kvasinky adheruji na
povrch pfimo bunécnymi strukturami, vlaknité houby

zacinaji cely cyklus pomoci spor, sporangii nebo
fragmenta hyf".

Aktivni prichyceni k povrchu

K aktivnimu pfichyceni dochazi prostifednictvim
molekul, které jsou sekretovany béhem aktivniho
kliceni spor™.

Obecné u plisni k adhezi spor na bioticky ¢i abioticky
povrch dochazi na zékladé mnoha komplexnich
fyzikalné-chemickych a biologickych mechanismd.
Dulezité jsou fyzikadlné-chemické vlastnosti povrchu,
které ji podporuji a jsou pro ni klicové. Jsou to pfedevsim
hydrofobita, elektrostaticky naboj a drsnost. Vyznam
téchto vlastnosti byl v minulosti popsan i u tvorby
bakterialnich a kvasinkovych biofilma™.

Formovdni mikrokolonie I

Po germinaci spor nastdva stadium kolonizace,
kdy se hyfy rozristaji, za¢ina se vytvaret monovrstva
a produkuje se ECM, kterd umoznuje pfichyceni tvofici
se komplexni struktury k povrchu™.

Zrdni biofilmu

Kromé vyrazného rozvoje celkové komplexnosti
biofilmového systému se zacinaji tvofit také fruktifikacni
organy. Jednim z déjd, ke kterym dochazi béhem zrani
biofilmu je snizeni metabolické aktivity bunék a tvorby
hydrofobin( a proteind, které se Gi¢astni biosyntetickych
drah sekundérnich metabolit(i™.

Uvolnéni planktonickych bunék

Posledni stadium uzavird kruh procesu tvorby biofil-
mu. Planktonické buriky, at jiz spory ¢i fragmenty vla-
ken, které opoustéji biofilm, jsou schopny za urcitych
podminek vytvofit novy biofilm a zacit tak cely cyklus
od zacatku™".

Zaver

U biofilm@ vldknitych eukaryot se setkdvame s urdi-
tou podobnosti jako s biofilmy tvofenymi bakteriemi
a kvasinkami (netvoficimi vlaknité struktury). Tento
druh buné¢ného konsorcia vykazuje zvySenou odolnost
vGci nepfiznivym vnéjsim podminkam. Problematika
biofilm vlaknitych eukaryot je relativné nové téma a je
proto nezbytné se ji vénovat, pfedevsim z hlediska vznie
ku zdravotnich komplikaci, které jsou doprovazeny ¢in-
nosti nékterych mikroorganismu patfici do této skupiny
(napi. A. fumigatus). V nasledujicim kroku pak apliko-
vat tyto poznatky do praxe pfi hledani latek, které jsou

© 6

Obr. 2: Formovani biofilmu vlaknitych eukaryot; 1- adsorpce spor a vlaknitych fragmentd, 2 - aktivni pfichyceni k povrchu,
3 — formovani mikrokolonie I, 4 — formovani mikrokolonie I, 5 — zrani biofilmu, 6 — uvolnéni planktonickych bunék?.

Ro¢nik 25

Bioprospect ¢. 3/2015



schopny ovlivnit tyto biofilmy. Lécit onemocnéni, jejichz
pfesny vznik a ptivod neni zcela znam je totiz téméf ne-
mozné a Casto tak dochazi k vysoké mortalité pacientd.
Z tohoto diivodu je nezbytné nutné studovat tyto nové
mikrobialni systémy a hledat cesty k jejich lepSimu
pochopeni, které povede ke snazsi likvidaci téchto
pro clovéka casto velmi nebezpecnych infekénich
struktur.
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Schopnost mikroorganismd Zit ve formé mnohobunééného konsorcia, nazyvaného biofilm, je jednim z rozhodujicich prvki jejich preziti
v nepfiznivych podminkach okolniho prostiedi. Biofilmy, které tvofi patogenni ¢i oportunné patogenni zastupci vlaknitych eukaryot, jsou
novym a velice mélo prostudovanym tématem. Tyto biofilmy jsou ¢asto velmi odolné vii¢i metodam konvenéni terapie a jsou zdrojem
fady zdravotnich komplikaci. Pro nalezeni vhodnych metod lécby je dilezité rozsifeni doposud jen sporadickych znalosti o vlastnostech
téchto biofilm{.

Klicova slova: biofilm, biofilm vlaknitych eukaryot, struktura biofilmu, tvorba biofilmu

Summary

Paulicek V., Kvasnickova E.: Biofilms of filamentous fungi

The property of microorganisms to live and reproduce themselves in multicellular aggregates, called biofilm is one of the essential
features of their survival abilities in unfavorable conditions. Biofilm which are formed by pathogenic or opportunistic pathogenic
filamentous fungi are a new and slightly studied topic. These biofilms are often resistant to conventional therapeutic methods and they
are causative agents of many medical complications. It is very important to extend the sporadic knowledge about these biofilms for

finding biofilm-associated infections treatment.

Keywords: Biofilm, Filamentous fungi biofilm, Structure of biofilm, Formation of biofilm

OPORTUNNE PATOGENNI KVASINKY RODU CANDIDA

David Kundrat, Eva Kvasnickova

Ustav biotechnologie, VSCHT v Praz; kundratd@vscht.cz

Uvod

Kvasinky jsou béznou soucasti kazdodenniho Zivota.
Vyskytuji se jako komenzalni mikroorganismy napfi-
klad na lidské kazi, nebo v mikroflofe traviciho trak-
tu. Ne vidy je vsak jejich plsobeni prospésné. Mnoho
zastupcl kvasinek fadime do kategorie oportunnich
patogend, jelikoZ za vhodnych podminek, jakymi jsou
napfiklad oteviené rany nebo oslabena imunita, se tyto
kvasinky stavaji infekénimi mikroorganismy, které zpQ-
sobuji celou fadu zavainych onemocnéni. Pievaznou
vétsinu lokalnich mykoéz a fungémii zplsobuji kvasinky
rodu Candida, ptedevsim druh Candida albicans’.

Nejvétsi riziko vzniku téchto onemocnéni je spojeno
s pobytem v nemocnic¢nich zafizenich, jako disledek
¢astého nedodrzovani spravnych hygienickych zésad
v téchto prostorech. Velikou roli zde vsak ma i tvorba
biofilmd pravé zminénymi oportunnimi patogeny. Tyto

struktury jsou vysoce rezistentni vici béziné pouziva-
nym antimikrobialnim latkam, a proto se stavaji zdro-
jem infekci, které Ize jen velmi obtizné odstranit2.

Rod Candida

Kvasinky, rodu Candida, jsou obecné malé bun-
ky ovoidniho charakteru s tenkou bunécnou sténou'.
Vyskytuji se v Sirokém spektru prostfedi od ptdy a vod-
nich zdrojG, az po kdzi a travici trakt zvifat a ¢lovéka.
Tento rod zahrnuje velké mnozstvi druhl (pfiblizné
300), avsak nejvétsi pozornost je vénovana oportunnim
patogenlm, které jsou pfi¢inou vaznych onemocnéni®.

Mezi tfi hlavni plivodce houbovych infekci fadime dva
rody z oddéleni askomycet, Candida spp. a Aspergillus
spp. a jeden rod z oddéleni basidiomycet, Cryptococ-
cus spp., pficemz rod Candida je zodpovédny za vznik
42 % vsech houbovych infekci. Celkovy podil rodu
Candida na nozokomialnich nakazach je 8 az 10 %®*.
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Nejlépe prostudovanymi kvasinkami rodu Candida
jsou Candida albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida krusei a Candida tropicalis,
z nichz nejvétsi podil na piipadech kandidémie s vysky-
tem az v 60 % ze viech pfipadt ma C. albicans 2>.

Candida albicans

C. albicans je jednim z nejcastéji se vyskytujicich lid-
skych patogen(, zplsobujici houbové infekce nejen
na povrchu sliznic a klze, ale také v krevnim obéhu
a v piilehlych tkanich®. Vzhledem k jejimu Sirokému vy-
skytu je tento druh velmi peclivé studovan a je vyuzivan
jako modelovy mikroorganismus pfi vyzkumu tykajicim
se kvasinek rodu Candida®.

Faktory, které zplsobi, ze se C. albicans projevi jako
nebezpecny mikroorganismus, jsou velmi rozmanité.
MuzZe to byt sniZeni imunity poddvanim imunosupre-
siv nebo disledek nemoci AIDS, avsak nékteré studie
poukazuji i na vék pacientd, jakoZzto determinant rizika
nékazy C. albicans. Nemalou roli v patogenité daného
mikroorganismu hraje také geneticka vybava konkrét-
niho kmene®.

Candida glabrata

C. glabrata je po C. albicans druhou nejcastéji izolo-
vanou kvasinkou z krevniho obéhu lidi. Az donedavna
byl tento druh povazovan za cisté saprotrofni mikro-
organismus, avsak rozsifené pouzivani imunosupresiv
a Sirokospektralnich antimykotik zptsobilo zvySeni vy-
skytu infekci, které ma na svédomi tato kvasinka’.

Podstata virulence neni v tomto pfipadé dostatec-
né prostudovana, prestoze vyskyt C. glabrata vzrista.
Problémem je také vznikajici rezistence vici azolovym
antimykotik@im (flukonazol a jiné), o které se zminuji
mnohé nezavislé studie. V kone¢ném dusledku jsou
tyto zminéné faktory pfi¢inou vyssi umrtnosti pacientd
pfi infekcich zplsobenych C. glabrata v porovnani s in-
fekcemi C. albicans™®®.

Jednou z hlavnich odliSnosti C. glabrata od ostat-
nich kvasinek rodu Candida je jeji blizka pfibuznost se
Saccharomyces cerevisiae a také jeji haploidni genom,
ktery je v kontrastu s diploidnim genomem ostatnich
oportunnich patogent rodu Candida. | tyto rozdily mo-
hou byt podstatou odliSného chovéni C. glabrata pfi
infekci lidského organismu®.

Candida parapsilosis

Mnozstvi pfipadl, kdy je plvodcem kvasinkové in-
fekce C. parapsilosis je porovnatelné s vyskytem C.
glabrata. Jelikoz je C. parapsislosis vyznamnou sou-
¢asti mikroflory kize a nehtd, je ¢asto izolovana z tinea
pedis (mykoza chodidlové &asti nohy), ale také z ony-
chomykoz a otomykdz*'. C. parapsilosis se také velmi
Casto vyskytuje v pfipadech, kdy je pacientem novoro-
zenec'. Déti po narozeni jsou vystaveny velkému rizi-
ku, jelikoz jejich imunitni systém a pokozka jesté ne-
jsou dostate¢né vyvinuty, a proto se nedokazi ucinné
branit napadeni mikroorganismy a néasledné vznikajici
infekci™.

Situace se jesté vice komplikuje u nedostate¢né vy-
vinutych novorozenct, ktefi jsou nuceni dlouhodobé
pfijimat vyZivu parenteralni cestou, napfiklad pomoci

centralniho Zilniho katétru. Tento zplsob vyZivy sebou
pfinasi velké riziko vzniku infekce spojené s osidlenim
katétru biofilmem. Poutziti antibiotik v téchto pfipadech
neni efektivnim feSenim, jelikoz biofilm je v{i¢i antibio-
tikim do velké miry rezistentni a tak je ¢asto jedinym
feSenim vyména celého zafizeni'>®.

Fenotypova variabilita rodu Candida

Kvasinky rodu Candida jsou specifické svou velkou
fenotypovou variabilitou. Zmény fenotypu jsou béiné
i v ramci jednoho kmene, pficemz tato zména muze
byt spontanni, avSak mnohem (astéji je indukovana
konkrétnim ptsobenim okolniho prostiedi™.

Tvar kolonii

Fenotyp je faktor, ktery mé& dopad na mnohé vlast-
nosti jak samotné kvasinky, tak na celou populaci kvasi-
nek. Jednim ze znak( zmény fenotypuy, ktery je nejlépe
sledovatelny, je tvar kolonii (Obr. 1). Tento makrosko-
picky znak je velmi rozmanity mezi jednotlivymi druhy
i kmeny®.

Obr. 1: Cty¥i riizné fenotypy C. parapsilosis: a) krepovity,
b) koncentricky, c) kraterovity a d) hladky ™.

Tvorba vidknitych struktur

RGzné fenotypy se lisSi nejen makroskopickymi,
ale i mikroskopickymi znaky. Kvasinky mohou vytvaret
kolonie typicky ovalnych bunék, nebo mohou tvofit
vldknité struktury. Tato vlastnost se vétSinou vztahuje
na konkrétni kmeny, které maji vétsi, nebo mensi
predispozici tvofit pseudomycelium. V pfirozeném pro-
stfedi je kultura ve vétsiné pfipadi tvofena smési obou
typt téchto bunék'.

Razné fenotypy v pfipadé C. parapsilosis ovliviiu-
ji i mnozstvi biomasy, které kvasinky vytvofi. Rozdily
mezi jednotlivymi fenotypy popisuji ve své studii Laffey
a Butler (2005). Koncentricky fenotyp, ktery mézeme
sledovat predevsim u kvasinek tvoficich pseudomyce-
lium, dominuje v mnozstvi vznikajici biomasy v po-
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rovnani s ostatnimi fenotypy, avsak rychlost narGstu
kultury je nejvétsi v pfipadé hladkého fenotypu, ktery
je tvofen ovalnymi kvasinkovymi burikami'.

Patogenita

Kromé morfologickych rozdil( se rGzné fenotypy od-
liSuji i v patogenité. Fenotypy tvofici pseudomycelium
jsou obecné vice invazivni, nez fenotypy tvofené nor-
malnimi bunkami. Tento trend je vysvétlovan schop-
nosti pseudomycelia pronikat do tkani hostitelského
organismu, zatimco béiné kvasinkové buriky touto
schopnosti nedisponuji".

Zajimavym faktem, ktery je spjat s celkovou patogeni-
tou C. albicans, je i hydrofobita bunék. Fenotyp tvofici
pseudomycelium se vyznacuje mnohem vyssi hydro-
fobitou nez obycejné buriky a maze tak rychleji a 1épe
kolonizovat pevné hydrofobni povrchy v porovnani
s fenotypem, ktery je tvofen béznymi ovalnymi bunka-
mi17,18_

Mykdzy

Mykoéza je onemocnéni zplsobené plisnémi nebo
kvasinkami. Obecné délime mykoézy podle mista vy-
skytu na lokalni, které se vyskytuji na kdzi a sliznicich
a systémové, kdy se kvasinky nebo plisné vyskytuji
v krevnim obéhu a v tkénich organd™.

LokdlIni mykozy

Lokélni mykozy jsou zplsobovany plisnémi a kva-
sinkami, které se vyskytuji na lidské kazi jako komen-
zélni mikroorganismy. V pfipadé snizené imunity se
mohou tyto mikroorganismy nekontrolovatelné roz-
mnozit a zpUsobit nepfijemné zanéty kize a nehtd.
Plvodci téchto onemocnéni jsou pfedevsim mikro-
bialni rody Candida spp., Microsporum spp., Trichophy-
ton spp. a Epidermophyton spp. Tyto mikroorganismy
jsou schopny vyuzivat keratin, jako zdroj Zivin a proto je
pro né kize idedlnim prostfedim. Zanéty nejsou Zivot
ohrozujici, avsak jsou velice nepfijemné, protoze jsou
doprovazeny intenzivnim svédénim™.

C. albicans je nejcastéjsim plvodcem mykoéz sliznic
napfiklad v plicich, gastrointestinalni soustavé ¢i vaginé.
Na rozdil od mykéz na kizi je u tohoto druhu mykozy
vyssi riziko prfenosu kvasinky do krevniho obéhu, jelikoz
sliznice jsou obecné velmi dobfe prokrveny?.

Systémové mykozy

Systémova mykodza, neboli fungémie je stav, kdy
jsou kvasinky nebo plisné pfitomny v krevnim obéhu
a v tkanich organt ¢lovéka. Fungémii mohou byt posti-
zeni predevsim lidé s oslabenym imunitnim systémem,
pficemz divody oslabené imunity mohou byt napfiklad
dlouhodobé uzivani antibiotik, steroidnich lé¢iv, & che-
moterapie. Fungémie se mohou projevit i v kombinaci
s jinym onemocnénim, napfiklad AIDS, jelikoz jedinci
postiZeni virem HIV ztraci schopnost obrany vi¢i pato-
genlim. Mezi obecné rizikové faktory patii také vék pa-
cientd, kdy jsou nejvic postizenou skupinou malé déti
a stafi lidé» 2.

Pojmem kandidémie oznacujeme fungémii, ktera je
zplsobena kvasinkou rodu Candida. Tyto infekce jsou
velmi nebezpe¢né z ddvodu velmi rychlého Sifeni in-

fekce po celém téle pacienta. Kvasinky se pomoci krev-
niho obéhu dostavaji do mozku, srdce, jater a dalsich
dulezitych organd téla a zplsobuiji tak velké poskozeni
organismu v pomérné kratkém case?.

DalSim faktem, ktery fadi kandidémie do katego-
rie vaznych onemocnéni je vysokd mortalita pacientd
trpicich touto infekci. Primérnd mortalita u infekci
zplsobenych C. parapsilosis je pfiblizné 29 %, zatimco
mortalita pacientl postizenych C. albicans je az 45 %™.

V piipadé rozsifeni kvasinky krevnim fecistém po ce-
Iém téle vznikaji infekce v jednotlivych organech téla.
vystelky srdce), meningitida (zanét mozkovych blan), ¢i
peritonitida (zanét pobfisnice). Méné Castymi pfipady
jsou zénéty kloubt a o¢ni infekce™.

Endokarditida

Endokarditida je zanét tkané uvniti srdce, pficemz nej-
Castéjsim piipadem je zanét srde¢nich chlopni (Obr. 2).

Tato tkan neni aktivné prokrvena, a tudiz neni pfimo
chrénéna imunitnim systémem (bile krvinky) a je pro-
to nachylnéjsi na vznik infekce. Nelé¢ena endokarditi-
da maze vést k trvalému poskozeni srde¢nych chlopni
a nasledné smrti?*.

Obr. 2: Srdecni chlopeii zasaZzena rozsahlou kvasinko-
vou infekci?.

Meningitida

Meningitida je akutni zanét mozkovych blan, které
pokryvaji mozek a michu. Toto onemocnéni je dopro-
vazeno mnoha symptomy, jakymi jsou napfiklad boles-
ti hlavy, ztuhly krk, horecka ¢i zvraceni. Meningitida je
nebezpeéné onemocnéni piedevsim z toho dlvodu, Ze
i pfi v€asné lécbé hrozi pacientovi vazné trvalé nasled-
ky, napfiklad epilepsie, hluchota ¢i poruchy vnimani©.

Peritonitida

Pobfisnice je tenkd vrstva tkané, kterd obaluje orga-
ny bfisni dutiny. Zanét pobfisnice neboli peritonitida je
nejcastéji zplsoben rupturou dutych organt v bfisni
duting, ale mGze byt také vysledkem nelécené apendi-
citidy (zanét pfivésku slepého stieva) ¢i fungémie. Toto
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onemocnéni zplUsobuje u pacienta silné bolesti v ob-
lasti bficha, spojené se zacpou, nevolnosti a horeckou.
Pii delSim zanedbani se mtze rozvinout do tézké sepse
s naslednym selhanim dulezitych organd?’.

Biofilm

Sledovani mikroorganism se po velmi dlouhou dobu
soustifedilo na samostatné bunky a jejich vzdjemna
spoluprace a komunikace byla ¢asto opomijena. V sou-
¢asné dobé se vsak pozornost pfesouva k biofilmdm,
jelikoz tato forma vyskytu mikroorganism je v pfirod-
nich ekosystémech prevazujici. Také v pfipadé infekci
lidského organismu se mikroorganismy casto vyskytuji
ve formé biofilmu a zvy3uji tak zavaznost a ¢asto i mor-
talitu infekénich onemocnéni. Pravé z tohoto davodu je
nutné se intenzivné vénovat problematice tvorby a fun-
govani biofilmu?.

Pojmem biofilm je oznacovéna Siroka paleta mikro-
bialnich komunit, které se vyskytuji piedevsim na roz-
hrani kapalného a pevného prostiedi. Toto seskupeni
bunék je pfichyceno na pevny povrch pomoci extrace-
lularnich polymernich latek (EPS), které buriky obaluji
a také je propojuji mezi sebou?.

Biofilmy mdzeme nalézt v pfirodnim prostiedi, jakym
jsou napfiklad feky nebo mofe a jsou také pfirozenou
soucasti Gstni a stifevni mikroflory. Mikroorganismy vsak
nepohrdnou ani Zivotem v prostiedi, které bylo vytvo-
fené lidmi, jakym je napfiklad vodovodni systém mést
a primyslu, nebo umélé implantéty v lidském organi-
smu. Pravé v téchto pfipadech je pfitomnost biofilmu
nezadoucim faktorem?.

Vyhody existence bunék ve formeé biofilmu

Mikroorganismy, které se v prostiedi vyskytuji ve for-
mé biofilmu, jsou v porovnani se svymi planktonicky-
mi protéjsky ve zvyhodnéném postaveni. Matrix biofil-
mu, ktera buriky obaluje je tvofena siti polysacharidg,
proteint a extracelularnich nukleovych kyselin®. Tato
struktura poskytuje burikdm biofilmu komplexni ochra-
nu va¢i mnoha vlivim prostiedi, které by jinak bunky
zahubily. Mezi buriky ohrozujici faktory patfi napfiklad
vysoka salinita, intenzivni UV zafeni nebo pfitomnost
tézkych kovd, ¢i velké vykyvy pH a teploty?'.

Zvysend odolnost viici antibiotikim

Nejvétsi pozornost je vsak vénovéna zvySené odol-
nosti biofilmu vii¢i komeréné pouzivanym antibiotikdim.
SniZena citlivost k antibiotikim neni zptsobena jednim
specifickym Cinitelem, nybrz nékolika samostatnymi
faktory. Velka diverzita mechanismi rezistence vdci
antibiotikim pfispiva k tomu, Ze je tato problematika
znacné slozitd, jak po strance biologické, tak po strance
chemické a fyzikalni®.

Jednim z hlavnich princip zvySené odolnosti biofil-
mu je funkce matrix biofilmu jako molekularniho sita,
které mechanicky brani pfistupu ucinnych latek k bun-
kam biofilmu32.

Dalsim faktorem je distribuce Zivin v biofilmu. Ta ne-
musi byt stejna ve viech castech biofilmu, coz vede
ke vzniku oblasti, ve kterych maji bunky nedostatek
potiebnych latek, a proto zpomali sv{j metabolizmus.

Jelikoz vétsina antibiotik ma podstatné vétsi efektivitu
pfi zabijeni rychle rostoucich bunék, jejich tcinek je
v téchto oblastech velmi maly.

Ve spojeni s rezistenci biofilmu k antibiotikim je také
vénovana pozornost burikdm, které jsou nazyvany ,perv
sister cells” (buriky pfetrvavajici na pevném povrchu
i po lécbé pomoci antibiotik). Studie zabyvajici se timto
jevem fikaji, Ze buriky v biofilmu nemusi byt nevyhnut-
né odolnéjsi vici antibiotik@im, ale problém tkvi v tom,
ze biofilm se nikdy nepodaii odstranit Gplné. Nékolik
bunék, které pieziji plisobeni antibiotik je schopnych
postupem casu vytvofit novy, zcela vyvinuty biofilm,
ktery se stava zakladem nové infekce-.

Tyto preZivi burky si navic mohou vytvofit toleran-
ci na dané antibiotikum a tuto informaci predat dal-
$im generacim bunék, ¢imz se vytvéii biofilm slozeny
z bunék, které jsou vici antibiotiku zcela imunni. To ma
za nasledek prodlouzeni Ié¢by pacienta a také zvysené
néklady na jeho lécbu3-.

Specificka exprese genii v biofilmu

Tvorba biofilmu zacina ve vétsiné ptipadl pfichyce-
nim mikroorganismu na pevny povrch, nebo na bunky
hostitelského organismu. Tato interakce viak neslouzi
jen k ukotveni buriky, ale vyvolavé také zmény v genové
expresi, které jsou v mnoha pfipadech esencialni pro
dalsi rast biofilmu. Mnohé studie se zabyvaji témito
zménami, jelikoZz maji vliv na dtlezité vlastnosti biofil-
mu, jakou je napfiklad i zvy3ena odolnosti biofilmu vici
antibiotikim?3>.

Genovou expresi v biofilmu C. albicans se intenziv-
né zabyva nékolik védeckych skupin®¢338, Geny rozdé-
luji do nékolika funkénich skupin, podle jejich funkce
v metabolismu a bunéénému cyklu. Z téchto studii je
patrné, Ze zména genové exprese je ve velké mife za-
visla na konkrétnim kmenu C. albicans, avsak v urcitych
vysledcich a zévérech se shoduji. Zména genové expre-
se se projevuje pfiblizné u 5 % gent z celého genomu
a vétsinou se jedna o zvySeni exprese téchto gen(i*%3738,

Pfi studii genové exprese v biofilmu je také nutné zo-
hlednit fakt, Ze proces tvorby biofilmu ma nékolik fazi,
od prvotni adheze bunék, az po vytvoreni zralého biofil-
mu. V rliznych fazich tvorby biofilmu se méni i genova
exprese a to ndm muzZe v mnoha pfipadech pomoci
objasnit procesy spojené s vytvarenim biofilmu?3e.

Geny metabolismu

Nejvyraznéjsi zména je zaznamenana u genu, kte-
ré se podili na metabolismu aminokyselin a proteind.
ZvySena exprese se projevuje také u gend regulujicich
transkripci a translaci, které jsou tzce spojeny s meta-
bolismem proteind. Ke zvySeni exprese dochazi také
u gend, které souvisi s metabolismem lipidd, mastnych
kyselin a sacharid(. VSechny tyto slozky jsou nedilnou
soucasti EPS, které tvofi zéklad matrix biofilmu a je pro-
to pochopitelné, ze zvySena potieba téchto latek pfi
tvorbé biofilmu se projevi zvySenim exprese relevant-
nich gen@?e.

Geny skupiny ALS
ALS geny (agglutinin-like sequence — sekvence DNA
kodujici aglutina¢ni latky) koduji objemné molekuly
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glykoprotein(, které mdzeme nalézt na povrchu bunék
a vyznamné se podileji na adhezi mikroorganisma a na
vystavbé matrix biofilmu. V pfipadé rodu Candida se
pfi experimentalni studii exprese téchto genl v biofil-
mu zvysila nékolikanasobné>°.

Geny kodujici bunécné pumpy

Buné¢né pumpy, které jsou nedilnou soucasti cyto-
plazmatické membrany a pfepravuji latky dovnitf i ven
z buriky jsou jednim z faktord, které pfispivaji k odol-
nosti mikroorganismd vici antibiotikdm. Tyto trans-
portéry piepravuji latky na zékladé chemiosmotického
gradientu (transportéry MFS — major faciliator family),
nebo na pfepravu vyuzivaji energii ziskanou z rozkla-
du ATP (transportéry ABC — ATP-binding cassette). Tyto
bunécéné pumpy jsou kédovény geny ze skupin CDR
(Candida drug response — reakce rodu Candida na an-
tibiotika) a MDR (multidrug resistence — rezistence vici
spektru latek) a v biofilmu je jejich exprese podstatné
vyssi nez u planktonickych bunék. Mizeme tedy pied-
pokladat vétsi mnozZstvi transportéru v cytoplazmatické
membrané bunék v biofilmu384°,

Tento systém zvySené rezistence je popisovan prede-
v3im v souvislosti s antibiotiky azolového typu, jakymi
jsou napfiklad flukonazol, anebo vorikonazol“.

Geny reagujici na vlivy vnéjsiho prostredi

ZvySena odolnost bunék biofilmu va¢i nepfizni-
vym vlivim prostiedi je pfipisovana pfedevsim matrix
biofilmu, kterd buriky obaluje. Avsak buriky samotné
také pfispivaji k tomuto jevu. V pfipadé C. albicans je
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Zaver
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Souhrn

Kundrat D., Kvasnickova E.: Oportunné patogenni kvasinky rodu Candida

Kvasinky rodu Candida jsou jednim z nej¢astéjsich pivodc nozokomialnich infekci. Tyto infekce velmi ¢asto pferdstaji do zavaznych
onemocnéni, jakymi jsou napfiklad endokarditida, nebo meningitida. Jednim z diivod, které ¢ini tyto kvasinky tak nebezpe¢nymi opor-
tunnimi patogeny je jejich schopnost tvofit biofilm. Tato komunita mikroorganismd je schopna odolavat nepfiznivym podminkam pro-
stiedi a také vysokym davkam antimikrobialnich latek. Na téchto vlastnostech ma velky podil specifickad exprese gen( v biofilmu a také
fenotyp kvasinek.

Klicova slova: oportunni patogen, Candida, fenotyp, mykozy, biofilm

Summary

Kundrat D., Kvasnickova E.: Opportunistic pathogenic yeasts of the genus Candida

Yeasts of the genus Candida are one of the most common causes of nosocomial infections. These infections can further evolve into
serious conditions such as endocarditis or meningitis. One of the reasons, why these opportunistic pathogens are so dangerous is their
ability to form biofilm. This community of microorganisms is able to withstand adverse effects of surrounding environment and is even
immune to very high amounts of antimicrobial agents. These properties are present mainly due to specific gene expression in biofilm

and phenotype of yeast.

Keywords: opportunistic pathogen, Candida, phenotype, mycoses, biofilm

ULOHA CYKLIN-DEPENDENTEJ KINAZY 1
PRI MEIOTICKOM DOZRIEVANI OOCYTOV

Ivana Ferencova, Petr Solc

Ustav Zivo&isné fyziologie a genetiky AV CR, v. v. i, Laboratof integrity DNA; zigova@iapg.cas.cz

Uvod

Meidza je unikatny typ bune¢ného delenia uplatiiu-
juci sa pri vzniku pohlavnych buniek: oocytov a spermii.
Redukcia poc¢tu chromozémov v priebehu meidzy je za-
bezpecena dvoma za sebou nasledujtcimi bune¢nymi
deleniami (mei6za | a meidza Il), ktorym predchéadza
len jedna duplikacia DNA. V prvom meiotickom deleni
(meidza I) dochadza k segregacii homolognych chro-
mozomov, tvorenych dvojicou chromozémoy, z ktorych
povodne jeden pochadza od otca, jeden od matky. Pre-
to v priebehu meidzy | dochédza k redukcii poctu chro-
mozdémov. Poc¢as meidzy Il si, obdobne ako v mitoze,
separované chromatidy- zduplikovany chromozom
obsahuje dve chromatidy. Meidza cicav¢ich oocytov je
dlhy, komplexny a dvakrat docasne preruseny proces.
Zacina uz v priebehu fetélnej fazy Zivota a je fyziolo-
gicky zastaveny uz v profaze meidzy | (blok v profaze
). V tomto stave oocyt zotrvava aj niekolko rokov, kym
v priebehu reprodukéného veku neddjde k znovuza-
hédjeniu meidzy a oocyt pokracuje dalej v meiodze I.
Po dokonceni meidzy | vstupuje priamo do meidzy I,
kde je jeho delenie zastavené v metafaze, pokial nedo-
jde k oplodneniu spermiou’. Len malé cast oocytov
blokovanych v profaze I je schopna v priebehu rastu vo
folikule dosiahnut meiotick(i a vyvojovii kompetenciu
a znovuzahajit meiézu. Pri narodeni je v tele dievcata
pritomnych asi 600-800 tis. oocytov zastavenych v pro-

faze I, ale menej ako 500 z nich dokéaze dojst az do
Stadia oocytu znovuzahajujiceho meidzu a vyvinut sa
v plnohodnotny oocyt v metafaze Il (vajicko, pripravené
na oplodnenie)2.

Inovuzahajenie meiozy po bloku v profazel

Blok v profaze | a znovuzahajenie meidzy je u oo-
cytov riadené aktivitou cyklin dependentnej kinazy 1
(CDK1) v komplexe s cyklinom B1 (regula¢na podjed-
notka CDK1)3. Aktivita CDK1 je regulovana fosforylaciou
na jej aminokyselinovych zvyskoch: treonine 14 (Thr14)
a tyrozine 15 (Tyr15) (Obr. 1). Pocas bloku v profaze I je
CDK1 inhibovand, pretoZe Thr14 a Tyr15 st fosforylo-
vané prostrednictvom Wee1B a Myt1 kinazy*. Naopak,

CDC25
fosfatazy

(eyKlin

Obr. 1: Regulacia aktivity CDK1 v priebehu meiotického
zrenia. Aktivita cyklin-dependentnej kindzy 1 (CDK1) pocas
meiotického delenia je regulované fosforylaciou na amino-
kyselinovych zvyskoch: threonine 14 (Thr14) a tyrozine 15
(Tyr15). Fosforylacia Thr14 a Tyr15 prostrednictvom WeelB
a Myt1 kinaz vedie k inaktivacii CDK1. Naopak, aby bola
CDK1 aktivna, Thr14 a Tyr15 musia byt defosforylované. Za to
su zodpovedné CDC25 fosfatazy.
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pre znovuzahdjenie meidzy je nevyhnutné, aby CDK1
bola aktivna®. Preto musia byt aminokyselinové zvys-
ky Thr14 a Tyr15 defosforylované, ¢o zabezpecuju du-
alne CDC25 (cell division cycle 25) fosfatazy®’®. Z toho
dévodu CDC25 fosfatazy predstavuju hlavné aktivatory
CDK1 v priebehu znovuzahdjenia meiézy. Na udrzani
bloku v profaze | prostrednictvom inhibicie CDK1 sa
podielaji spolo¢ne Wee1B a Myt1 kinaza®.

U cicavcov su CDC25 fosfatazy exprimované v troch
izoformach: CDC25A, CDC25B a CDC25C°. Pre zno-
vuzahéjenie meidzy u mysich oocytov je povazovana
CDC25B fosfataza za esencialnu, pretoze oocyty mysi
s deléciou pre CDC25B nie su schopné znovuzahdjit
meiozu z dévodu neschopnosti aktivovat CDK16. Mysi
deletované pre CDC25C su Zzivotaschopné a fertilng,
¢o napoveda, Ze CDC25C nema kltucovu funkciu v prie-
behu oogenézy®. Co sa tyka CDC25A, zda sa, Ze nie
je absolitne nevyhnutnd pre znovuzahéjenie meiozy,
ale spolo¢ne s CDC25B prispieva k iniciacii a k ¢asovo
korektnému nastupu znovuzahajenia meiozy’®. TieZ sa
ukazuje, Ze degradacia CDC25A je nutna pre spravny
prechod z meidzy | do meiozy II5.

V procese znovuzahdjenia meidzy je aktivita CDK1
zavislad na aktivite jej regulatorov: inhibi¢nych kinaz
(Wee1B/Myt1) a aktivacnych fosfataz (CDC25). Rov-
nako ddlezita je aj lokalizacia tychto molekul v ramci
bune¢nych kompartment (translokacia medzi jadrom
a cytoplazmou)*. Blok v proféaze | je udrziavany vysokou
koncentraciou cAMP", ktora vedie k aktivacii protein ki-
nazy A (PKA). PKA inhibuje aktivaciu CDK1, ¢o zabez-
pecuje nepriamo prostrednictvom regulécie aktivity CD-

C25B a Wee1B. Fosforylacia CDC25B prostrednictvom
PKA, vedie k vytvoreniu vdzbovych miest pre 14-3-3§3
protein. Ten bréni translokacii CDC25B z cytoplazmy do
jadra, kde musi dojst k aktivacii CDK1 pre Uispesné zno-
vuzahajenie meidzy, a teda aj rozpad jadrovej membra-
ny'2'3, Zaroven PKA prostrednictvom fosforylacie aktivu-
je Wee1B kinézu, ktora fosforyluje CDK1 na Tyr15 a tym
udrZuje CDK1 v inhibovanom stave'.

Pocas bloku v profaze | je Wee1B vyhradne lokalizo-
vand v jadre, zatial ¢o CDC25B je v cytoplazme. Tesne
pred znovuzahajenim meiozy je vac¢sina CDC25B tran-
slokovana do jadra a naopak majoritna cast WeelB
do cytoplazmy*. Pokles cAMP pri znovuzahajeni meidzy
vedie k poklesu aktivity PKA, k defosforylacii a aktiva-
cii CDC25B, a zaroven k odhaleniu jeho aminokyseli-
novej sekvencie pre transport CDC25B do jadra. CD-
C25B nasledne translokuje do jadra, kde aktivuje malu
frakciu CDK1. Jednou z hypotéz je, ze takto aktivovana
mala ¢ast CDK1 potom fosforyluje a inaktivuje Wee1B,
ktord je nasledne aktivnym transportom exportovana
z jadra. Tym sa zniZuje koncentrécia inhibi¢nej moleku-
ly Wee1B v jadre, ¢o so sti¢asnym importom aktivacnej
CDC25B do jadra vedie k narastajlcej aktivacii CDK1.
Po dosiahnuti urcitej hladiny aktivacie CDK1, dochéadza
k znovuzahjeniu meiozy.

Meioticka maturacia riadena CDK1

Pre oocyty blokované v profaze | je charakteristic-
ké velké jadro s neporusenou jadrovou membranou.
Po aktivacii reguluje CDK1 prostrednictvom fosforyla-
cie laminov rozpad jadrovej membrény®, ¢o je prvym

viditelnym znakom znovuzahéjenia

CDK1

BOEROO

meidzy. T4 mbze nastat len u zrelych
oocytov, v in vivo podmienkach pod
vplyvom  luteiniza¢ného  horménu
alebo v in vitro podmienkach po me-
chanickom uvolneni oocytov z folikul
a ich naslednej kultivacii vo vhodnom
médiu™'e. Aktivovana CDK1 dalej proa
strednictvom fosforylacie histonu 1
iniciuje  kondenzaciu chromatinu.
V oocyte sa nasledne zac¢ne vytvarat
deliace vretienko. Jeho tlohou je vdze
ba na chromozémy a ich rovnomerné

rozdelenie v anafaze I. Polovica chro-

Obr. 2: Meiotické zrenie mySich oocytov a aktivita CDK1. A. Blok v profaze I.
Oocyt mé neporusent jadrovi membranu, dekondenzovany chromatin a v cyto-
plazme sa zadinaju vytvarat MTOC (microtubule organizing center). B. Znovuza-
hajennie meidzy. Prvym vizualnym znakom je rozpad jadrovej membrany a kon-
denzacia chromatinu, ktoré st nasledované tvorbou deliaceho vretienka C. Tvorba
multipolarneho deliaceho vretienka. Mikrotubuly polymerizuji z MTOC D. Bipola-
rne deliace vretienko vznika po elongacii a bipolarizacii multipolarneho deliaceho
vretienka. Chromozomy sa usporiadavju do ekvatorialnej roviny deliaceho vreti-
enka E. Anaféza I. Vydelenie prvého pélového telieska s polovi¢nou sadou chro-
mozomov. F. Metafaza Il. Po ukonéeni prvého meiotického delenia oocyt vstupuje
priamo do druhého meiotického delenia (meioza Il), kde je jeho delenie zastave-
né v metafaze, kym neddjde k oplodeneniu spermiou.

Znovuzahéjenie meidzy a prechod prvym meiotickym delenim je u mysich oo-
cytov kontrolované cyklin-dependentnou kindzou 1 (CDKT). Pocas profazy je
CDK1 inaktivna. Pre znovuzahéjenie meidzy musi byt CDK1 aktivovana. Jej aktivita
v priebehu prvého meiotického delenia narasté pomaly postupne. Aby mohlo
dojst k vydeleniu prvého poldévého telieska, aktivita CDK1 musi klesnut. Pri vstupe
do meidzy Il aktivita CDK1 narasta a riadi prechod meio6zou 1.

mozémov je vydelena v prvom polo-
vom teliesku a druha polovica zostava
v oocyte.

Deliace vretienko u mysich oocytov
vznikd z mnohonasobnych mikrotubul
organizujucich centier (microtubule
organizing center-MTOC), ktoré funke-
ne nahradzaju centrozém. MTOC pred-
stavuju nuklea¢né miesta, z ktorych
polymerizuji mikrotubuly. V oocyte
sa najskor vytvori multipolarne de-
liacie vretienko, z ktorého naslednym
predlZzovanim a bipolarizaciou vznika
bipolarne deliace vretienko (Obr. 2)
To je zodpovedné za rozdelenie chro-
mozomov v anafaze 1. Aktivita CDK1
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narasta v priebehu meiézy | postupne pomaly (Obr. 2).
Prave tento postupny pomaly néarast CDK1 aktivity je
zodpovedny za korektné a stabilné napojenie chro-
mozomov na deliace vretienko a rovnomerné rozde-
lenie chromozémov medzi prvym pdélovym telieskom
a oocytom'™. Homoldgne chromozomy st ku vldknam
deliaceho vretienka napajané najskor lateralne, k vy-
tvoreniu standardného mikrotubul-kinetochor spojenia
dochédza az v anafaze. V pripade, Ze nie je chromozém
pripojeny na deliace vretienko spravne, preorganizuje
sa jeho pripojenie. Vysledkom je spravne nacasova-
nie anafazy a rovnomerné rozdelenie chromozémov,
ktoré boli stabilne napojené na deliace vretienko™. Na-
opak rychla aktivacia CDK1 vedie k pred¢asnej anafa-
ze a k segregacii chromozomov, ktoré nie st stabilne
pripojené na deliace vretienko a k nerovhomernému
rozdeleniu chromozémov pocas anafazy 1. Na konci
metafazy | dochadza k poklesu aktivity CDK1, ktory je
nevyhnutny pre vstup do anafazy | a nasledné vydele-
nie prvého polového telieska. Po GispeSnom vydeleni
prvého pdlového telieska aktivita CDK1 vyrazne stlpne,
riadi vstup oocytu do metafazy II°.
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Suhrn

Zaver

Meiotické delenie cicavcich oocytov je jedinecny pro-
ces. Predovsetkym z hladiska schopnosti oocytov zno-
vuzahajit meiézu po dlhodobom zotrvani v bloku v pro-
faze | a po UspeSnom dokonceni meidzy tak dat vznik
plnohodnotnému oocytu. Ten po oplodneni spermiou
vedie k vzniku nového jedinca. Napriek tomu, Ze znovu-
zahéajenie meidzy je intenzivne skiimanou problemati-
kou, dodnes nie je dostato¢ne objasnena tloha jednych
z hlavnych regulatorov CDK1, CDC25 fosfatéz. Poznanie
regulacnych partnerov CDK1 by prispelo k objasneniu
molekularneho mechanizmu, ktorym CDK1 riadi pre-
chod meidzou | u mysich oocytov.
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Ferencova L., Solc P. : Uloha cyklin-dependentej kinazy 1 v meiotickom dozrievani cocytov

Meiotické delenie cicavéich oocytov je fyziologicky zastavené v profaze prvého meiotického delenia (blok v profaze I). Navrat do mei-
0zy sa nazyva znovuzahajenie meidzy. U oocytov je kontrolované cyklin-dependentnou kindzou 1 (CDKT1). Aktivita CDK1 je negativne
regulovana fosforylaciou na treonine 14 a tyrozine 15. Pocas bloku v profaze | je CDK1 inaktivovana, pretoze tieto aminokyseliné zvysky
su fosforylované prostrednictvom Wee1B/Myt1 kindz. Pre znovuzahdjenie meidzy musi byt CDK1 aktivovana a aminokyselinové zvysky
defosforylované pomocou CDC25 fosfataz. Aktivacia/inaktivacia CDK1 zavisi na aktivite regula¢nych kinaz a fosfataz a rovnako aj ich
lokalizacii v oocyte.

Klucové slova: cyklin dependentna kindza 1 (CDK1), znovuzahajenie meidzy, CDC25 fosfatazy, Myt kinazy

Summary

Ferencova L., Solc P. : The role of cyclin-dependent kinase 1 in meiotic maturation of oocytes

Meiotic division in mammalian oocytes is physiologically arrested in prophase of the first meiotic division (prophase I arrest). The re-
activation of meiosis is called meiosis resumption. In oocytes it is controlled by cyclin-dependent kinase 1 (CDK1). Activity of CDKT1 is
negatively regulated by phosphorylation on threonine 14 and tyrosine 15. During prophase | arrest CDK1 is inactivated, because these
amino residues are phosphorylated by Wee1B/Myt1 kinases. For meiosis resumption CDK1 has to be activated and amino residues
dephosphorylated by the activation of CDC25 phosphatases. Activation/deactivation of CDK1 depends on activity as well as localization
of these regulating kinases and phosphatases in oocytes.

Keywords: cyclin-dependent kinase 1 (CDK1), meiosis resumption, CDC25 phosphatase, Myt kinases
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