Uspéch
spociva v komunikaci
s

Martin Kuthan, Zdena Palkova

Kdyz se fekne mikroorganismus, vétsina z nds si ziejmeé predstavi né&jakéeho jed-
nobunééného tvora nékolik mikrometrii velkého, Zijiciho v obrovskych poctech
kolem nis, pfipadné k nasi pramalé radosti pfimo uvnitf naseho téla. Mikroorga-
nismy ovliviuji pozitivné i negativné nas kazdodenni Zivot a i kdyz nejsou tak po-
pulirni jako velka zvifata africkych savan ¢i orchideje tropickych pralesi, jsou
minimalné stejné zajimavé a dokonce i krisné. Pojdte s nimi nahlédnout do kri-
lovstvi bakterii a kvasinek z trochu netradi¢niho uhlu pohledu.

Bakterie a kvasinky
jako mnohobunééné organismy

Jesté donedivna previadal i mezi odbor-
niky nizor, ze bakterie a kvasinky Ziji témeéf
vyluéné jako jednobuné¢né mikroorganis-
my. Tyto ndzory prameni z metodickych
pristupti tradi¢ni mikrobiologie, zalozene
na Kochovych postulitech a studiu ¢istych
kultur. Mnohobunééné struktury u nékte-
rych bakterii, znamé jiz pomérné dlouho,
viak byly vnimany spise jako specialni pri-
pady adaptace urcitych skupin bakterii na
riizné podminky prostredi. Pred 12 lety
publikoval J. A. Shapiro v casopise Scienti-
fic American ¢linek Bacteria as Multicellu-
lar Organisms, ve kterém byly popsany
pfedevsim rizné vzorce chovini a organi-
zace bunééné diferenciace v koloniich né-
kterych bakteriilnich druhu, véetné mo-
delové bakterie Escherichia coli. Pres
tento ¢linek a fadu dalsich publikaci mno-
ho badateli dlouho odmitalo pfiznat bak-
teriim (a obecné mikroorganismim) sta-
tut mnohobunééného chovini.

Vyjimku tvofily myxobakterie, zastupci
fidu Myxobacterales, jejichz nejprostudo-
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vanéjsimi druhy jsou Myxococcus xanthus
a Stigmatella aurantiaca. U 1€to skupiny
bakterii najdeme mnoho dravych pidnich
druhli doslova lovicich jiné druhy bakte-
rii. Myxobakterie jsou schopny aktivné se
pohybovat v rojich a spole¢né vyhledavat
svou kofist. Pri nedostatku potravy a hlado-
véni jsou schopny organizovat se do pozo-
ruhodné tvarované mnohobunécné plodni-
ce, Casto kefickovitého tvaru. V plodnicich
vznikaji z vegetativnich bunék odolné spo-
ry piezivajici nepfiznivé podminky. Mode-
lovymi eukaryotickymi mikroorganismy,
vytvifejicimi rovnéz za podminek hladové-
ni mnohobunééné utvary, se staly hlenky
(Myxomycota) a predevsim jejich nejzna-
méjsi zastupce Dictyostelium discofdetum.

Teprve béhem poslednich let se zacind
obecné uvazovat o principu mnohobunéc-
nosti jednobunéénych organismu, a to pre-
devsim bakterii (Shapiro 1998). Zijem se
obraci na jejich schopnost mezibunécné
komunikace, koordinovaného a tucelného
chowvini, diferenciace v ramci mnohobu-
nécné struktury i apoptozy (tj. programova-
né buneéné smrti), atributi drive pfisuzo-
vanych pouze ,pravym* mnohobunécnym

organismiim. Nejvice jsou prozkouminy
procesy uplatiujici se pfi mnohobunéc-
ném chovini jednobunéénych organismu
u dnes jiz tradi¢nich modelit — myxobak-
terii a hlenck. Zijem se viak stile vice
obraci i na chovini bakterii v rimci jiné
organizované mnohobunééné  struktury
— kolonie. Spole¢nym znakem mnohobu-
néénych plodnic myxobakterii a hlenek
je, ze vznikaji agregaci nedélicich se po-
hyblivych bunék. Pfi vyvoji bakteridlnich
kolonii a jejich preskupovini je sice po-
hyb jednotlivych bakterialnich bunék také
dulezity, ale uplatiuji se zde i procesy
souvisejici s jejich bunéénym délenim.
Mnohobunéénou strukturou tvofenou buri-
kami, které nemaji pohybovy aparat
a schopnost aktivniho pohybu, je kvasin-
kova kolonie (obr. 1 a 2).

Organizace (a struktura) kvasinkovych ko-
lonii se musi vytviret jiz béhem jejich ristu
a musi byt zajiSténa predevsim signaly mezi
délicimi se bufikami, které urci polaritu bu-
nééného déleni (popf. i zménu tvaru bu-
nék) a tim i jejich distribuci v rimci vzni-
kajictho mnohobunééného ttvaru. Zde je
tedy situace analogicki k embryogenezi
vyssich eukaryotickych organismi (Zivoci-
chil i rostlin), kde pravé urcovini polarity
bunééného déleni predstavuje velmi dile-
ity vyvojovy parametr. Vzhledem k tomu,
7e bylo v mnoha pfipadech prokazano, ze
ziakladni bunécné regula¢ni mechanismy

Obr. 1 a 2 Obi4 kolonie kvasinek: Saccharomy-
ces cerevisiae na médin s metylénovou modii
(vlevo dole), Candida maogii na médiu s brom-
kresolovym purpurem (nahore )

jsou velmi konzervativni a Ze znalosti ziska-
né na kvasinkovych (nebo i bakteriilnich)
buiikich lze aproximovat na vyssi eukaryo-
ta, je pravdépodobné, Ze i poznini signali
uplatiujicich se pfi vyvoji kvasinkovych
kolonii muZe pfispét k nalezeni podob-
nych mechanismii u pravych mnohobunéc-
nych organismil.

Lze pfedpoklidat, Ze pfi vyvoji morfolo-
gie kvasinkovych kolonii jsou dilezité pfe-
devéim signdly na kritkou vzdilenost mezi
jednotlivymi bunkami (napf. dané kontak-
tem bufika-buiika). Nalezeni molekul spe-
cificky se vyskytujicich na povrchu bunék
v jednotlivych oblastech kolonie muze mit
proto velky vyznam pro urceni signalnich
molekul.

Existence mezibunéénych signali umoz-
fujicich koordinaci chovini byla postupné
objevena i u mnoha jinych skupin bakterii,
véetné nejroziifenéjsi modelove bakterie
E. coli. Buiky E. coli jsou schopny auto-
agregace (samoseskupeni), kterd je odpo-
védi na produkci chemoatraktivaich sig-
nilit — aspartitu a glutamatu. Obé tyto
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aminokyseliny slouzi jako signil pro zménu
populacni hustoty v situacich, kdy to muze
byt vyhodné. Chemicka Skila bakteridlnich
signilli obecné je ohromné Siroka. Kromé
aminokyselin slouZi jako signalni litky i oli-
gopeptidy, proteiny, nukleotidy, antibiotika
a dokonce i litky lipidické povahy. A prive
tato obrovskad variabilita signali se zdila
byt prekazkou pro vyvozeni néjakého vse-
obecného zivéru.

Pro zménu nizorQi na bakteriilni mno-
hobuné¢nost (multicelularitu) mél obrov-
sky vliv objev signilniho systému gram-
-negativnich bakterii, nazvaného quorum
sensing (Fuqua et al. 1994). Bakterie jsou
schopny pomoci tohoto systému doslova
citit svij pocet, resp. populacni hustotu,
Schopnost ziskat odpovéd na otiazku:
Kolik nds tu vlastné Zije? je v mnoha pfi-
padech velmi v¥hodni a umoziuje bakte-
riim regulovat expresi (projevy) specific-
kych geni v zavislosti na populaéni
hustoté. Takovi koordinace je nevyhnutel-
ni pro zivot bakterii v podminkich, v ni-
chz by jedna bakteriilni bunka neméla
Sanci na pfeziti, Quorum sensing je
u gram-negativnich bakterii velmi rozsife-
ny (ne-li viudypfitomny) a hraje vyznam-
nou tlohu v nejrozmanitéjsich oblastech
zivota bakterii. Objev tohoto pomérné
univerzilniho signilniho systému defini-
tivné potvrdil, Ze vyskyt mnohobunéc-

nych utvarii a mezibunééna komunikace
jsou vSeobecnymi vlastnostmi bakterii
a nejsou pouze vysadou urcitych speciali-
zovanych skupin. Podivejme se spolu na
néjaké univerzilni priklady mnohobunéd-
nosti.

Bakteriilni film —
uspofiadana spolefnost

Ve vodnich ekosystémech previidaji bak-
terie a jiné mikroorganismy ve formé biofil-
mil dosahujicich tloustky az desitek mikro-
metri. Biofilmy osidlujici povrchy a rozhrani
riznych prostiedi jsou navzijem metabo-
licky a fyzicky propojené bakteridlni popu-
lace uzaviené ve hmoté nazyvané extrace-
lukirni matrix. To je sice v odborna
definice, ale asi nepfilis pritazliva. Jak tedy
biofilmy vypadaji a jaka je jejich architektura?

V prvni fadé je treba upozornit, ze biofil-
my nejsou pouze nahodné a neusporidane
povlaky bakterii. Naopak, maji pomérné vy-
soce organizovanou strukturu umoziujict
bakteriim Zijicim v biofilmech fungovat da
leko efcktiviéji nez smisené populace
planktonickych bunék. Architektura biofil-
mi je velmi proménlivi a zavisli na mikro-
organismech tvoficich biofilm. Podstatnou
¢ast biofilmu (dokonce 50-90 %) zabira
bud extracelulirni matrix (mimobunééna
hmota), nebo volné prostory vyplnéné ka-
palinou z okolniho prostredi. Extracelulirnt
matrix se sklidd z vysoce hydratovanych
polysacharidii (tvoficich sit) produkovanych
mikroorganismy. Tyto polysacharidy hraji
vyznamnou ulohu pfi ini tvorby biofil-
mu a jeho daldim ristu, jakoz i pfi ochrané

|0br. 3 Orm:.ramm zdny mezi kolonie-
Id—lrm riiznych kvasinek. (a) koloni,
b b | e | Kluyveromyces lactis; obri kolonie: ()
prom:rm ax!é:dm. (c) &:rdmmmwes cerevisiae;
j s torulpides: (e) Kfujr:rrmmy\' e

man(mum

pred skodlivymi litkami a predatory. Mno-
zeni bakterii spojené s produkci polysa-
charidi do vnéjsiho prostredi vede k tvorbé
mikrokolonii obklopenych (uzavrenych)
v extracelularni matrix. Mikrokolonie mo-
hou mit nejrozmanitéjsi tvar: od jednodu-
chych kuzelovitych utvara az po slozite
hibovité struktury. Cely biofilm je moine
si predstavit jako houbovity porézm dtvar
s kuzelovitymi a hnbovumu mikrokolonie-
mi a mNoZstvim nav m propojenych ka-
nalkl. Kanalky vyplnéné kapalinou z okol-
niho prostredi hraji v biofilmech velmi
dullezitou ulohu. Zjistilo s¢ totiz, ze umoz-
fuji proudéni kapaliny, a tedy i transport Zi-
vin a kysliku az do nejspodnéjsich vrstev
biofilmu. Kanalky tvofici propojenou sit
jsou dokonce tak veliké; Ze umoziuji po-
hyb az 0,3 um velkych latexovych kulicek.
Svou strukturou tak hmf‘]m\
pfipominaji tkiné vyssich organismu. Mi-
krokolonic jsou stavebnimi jednotkami bio-
filmu a jejich vnitini prostfedi je ovlivnéno
metabolickou aktivitou bakterii a chriinéno
extracelularni matrix. Biofilmy maji primi-
tivni troven homeostaze a primitivii obe-
hovy systém tvofeny siti kanalki. Takovi
pom i struktura biofilmi dava tw-
sit, ze i pro jejich vznik a vyvoj jsou potfeb-
né mezibunééné signaly, umoznujici koor-
dinaci ristu a metabolickych aktivit.
Kmmé dl:ﬁnnv:mé struktury a organizace
i sti mnoho-
djemna ko-
munikac 11ko celku. Pritom komunikacni
mechanismy mohou byt velmi riznorodé:
chemické signily (feromony hmyzu aj.),
zvukové (komunikace saved, ultrazvukove

—
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signily), svételne (mecdizy, hmyz) apod. Sti-
le vice se ukazuje, Ze i nepravé mnohobu-
nécné struktury tvorené jednobunécnymi
organismy, se mohou chovat koordinované
a produkovat signily jako celek. Dokonce
byly publikoviny dikazy naznacujici exi-
stenci ultrazvukové signalizace mezi bakteri-
alnimi koloniemi (Matsuhashi et al. 1995).
V nasi laboratofi jsme nediavno objevili exi-
stenci chemickych signalih mezi rostoucimi
kvasinkovymi koloniemi (Palkova et al. 1997).

Kvasinkové kolonie
spolu komunikuji

K vyzkumu kvasinkovych kolonii nas pfi-
vedla nihoda, jak uz to byvi u zajimavych
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2’ < lonif riiznych drubii kvasinek na mé-
ldin s pH indikdtorem — brombkresolo-
I.jfm purpurem, kiery se v alkalickém
prostiedi — tedy i v prostiedi hydroxidu
amonného — barvi ﬁaﬂvﬁ',‘ Candida mogi:.
b — Obit kolonie téie kvasinky C. mogii,
kde byla partnerskd kolonie nabrazena umé-
lym zdrojem amoniaku (wmisténym vpravo
od kolonie). ¢ — ObFii kolonie kvasin
Saccharomyces cerevisiae. d — Na minimdl-
nim médiu bez i ‘)‘;u’;u se kolonie kva-
sinky Candida mogii proriistaji. e — Na tom-
téé médiu, ale s pFidavkem aminokyselin se
kolonie téhoz drubu kvasinky vzdjemné ne-
proviistaji a dokonce se inhibuji v ristu
v prxkbgy’rb cdstech kolonif

[ |Obr. 4 a— Alkalizace okolf ob¥ich ko-

objevil. Ze zcela jinych divod jsme pouzi-
li pro vysev kolonii kvasinek druhu K/~
veromyces lactis pevna agarovi media se
zvysenou koncentraci riznych iontl, mezi
nimi i Ca**. Kdyz jsme pak po delsi dobé
prohlizeli narostlé kolonie, s pfekvapenim
jsme zjistili, Ze pravé na médiu s Ca** se
mezi koloniemi objevily zony, tvofené sra-
Zeninou v povrchové vrstvé agaru, sméfu-
jici od jedné kolonie k druhé (obr. 3a).
Vznik téchto zon naznacoval fascinujici
moiznost jakési komunikace mezi individu-
dlnimi koloniemi.

V nasledujicich letech jsme se pokouse-
li zjistit, co je pfi¢inou tvorby smérova-
nych zon, zda jde skuteéné o komunikaci,
a pokud ano, jaky ma pro kolonie vyznam.
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Dilezitym zjisténim, které umoznilo fadu
dalsich pokust, bylo, Ze orientované zony
vznikaji nejen mezi tzv. monokoloniemi
(kolonie vzniklé z jedné buriky), ale i mezi
tzv. obfimi koloniemi (vzniklymi z kapky
bunééné suspenze) (obr. 3b-¢). Stejné jako
monokolonie maji i obfi kolonie organizo-
vanou strukturu (morfologii), specifickou
pro dany kmen. Navic jsme zjistili, Ze feno-
mén tvorby smérovanych zon je univerzal-
ni a vyskytuje se u kolonii mnoha kvasinko-
vych rodd, a to i znaéné nepfibuznych
(obr. 3). Nasi snahou se stala identifikace
signalni molekuly.

Pri pokusech, kdy jsme se vkladinim
riznych bariér mezi kolonie snazili tvorbé
z0n zabranit a pripadnou komunikaci pre-
rusit, jsme stile vice dochizeli k nizoru,
ze muze jit o komponentu Sifici se vadu-
chem. Tuto teorii definitivné potvrdil ex-
periment, kdy jsme umistili dvé partner-
ské kvasinkové kolonie na agar, kaidou
samostatné tak, aby byly oddéleny vzdu-
chovou vrstvou. I v tomto pripadé docha-
zelo k tvorbé smérovanych zon. DalSim
dillezitym (a rovnéZ prekvapivym) zjisté-
nim, které nim nakonec pomohlo signalni
molekulu identifikovat, byly pulzni zmény
pH kolem rostoucich kvasinkovych kolo-
nii, tj. stfidani acidifikace a alkalizace (obr.
4a, ¢) okoli kolonii.

Moznost, Ze signilni molekulou je plyn-
na alkalizujici latka nas pfivedla k amonia-
ku, o kterém se jiz v t€é dobé spekulovalo
jako o jedné ze signilnich molekul uplat-
fiujicich se pfi vyvoji hlenek D. discoi-
detm. Roli amoniaku jsme pak definitivné
prokazali experimenty, kdy jsme jednak
byli schopni amoniakem substituujicim
jednu z partnerskych kolonii indukovat
u druhych tvorbu orientované alkalické
zony (obr. 4b), jednak jsme byli schopni
sledovat produkci amoniaku kvasinkovou
kolonii. Casové méfeni ukizalo, Ze amoni-
ak produkuiji kvasinkove kolonie v pulzech
odpovidajicich zméniam pH kolem rostou-
cich kolonii a Ze je tato produkce vyrazné
zesilena (indukovina) u partnerskych kolo-
nii. V té dobé jsme rovnéz zjistili, Ze vy-
sledkem zesilené produkce amoniaku je za-
staveni (inhibice) ristu okraje sousednich
kolonii a orientace ristu kolonii do volné-
ho prostoru.

Paralelni experimenty analyzy chovini
kvasinkovych kolonii na riznych médiich
ukizaly, Ze se smérované zony netvofi na
tzv. minimilnim agarovém meédiu bez ami-
nokyselin. Kolonie rostouci na tomto mé-
diu neprodukuji amoniak v pulzech a ne-
dochdzi k jejich vzdajemné inhibici ristu
— po delsi dobé kultivace se kolonie pro-
rustaji (obr. 4d). Podobn¢ se chovaly na
standardnim médiu, tj. s aminokyselinami,
kolonie mutantnich kmenu 8. cerevisiae,
které pozbyly schopnost aminokyseliny do

bunék transportovat. Dodini aminokyselin
do minimilniho média obnovilo tvorbu
smérované zony, produkci amoniaku a ri-
stovou inhibici mezi partnerskymi kolonie-
mi kvasinek (obr. 4¢).

‘Tyto vysledky potvrdily, e inhibice ristu
mezi kvasinkovymi koloniemi je aktivni
proces, nejen disledek pouhého vycerpini
Zivin. Potvrzuje to i pokus, pfi némz jsou
ristové zdroje na minimilnim médiu, a to
predevéim v oblasti mezi koloniemi, mno-
hem chudsi nez na tomtéz médiu s amino-
kyselinami, a pfesto dochazi k prorustini
kolonii (obr, 4d).

Predpokladime, ze amoniak funguje jako
signalni molekula pfi vyvoji kvasinkovych
kolonii, jeho produkce je partnerskymi ko-
loniemi indukovina a jejim disledkem je
asymetricki inhibice ristu sousedicich ko-
lonii. Kvasinkové kolonie tak mohou orien-
tovat sviij daldi rist smérem k oblastem,
v nichz nedochizi ke konkurenci o Ziviny.

Vyznam poznini zpisobu komunikace
mikroorganismi pro praxi

I kdyz je vyzkum signila a mnohobu-
néénych struktur mikroorganismi fasci-
nujici, mnohé jisté bude zajimat, k éemu
vlastné¢ takové poznatky budou. Pomine-
me-li dilezitost pro samotnou védu (pro
omezeny okruh odborniki), tak se laikovi
na prvni pohled moini bude zdat, Ze
prakticky vyznam neni velky. Pokusime se
alespon na nékterych prikladech ukazat,
Ze podobny vyzkum mize mit i znacny
prakticky dopad.

Vratme se nejdiive k mnohobunéénym
strukturim mikroorganismu. Je az s podi-
vem, kolik oblasti naseho Zivota je mnoho-
bunéénymi strukturami mikroorganismi
ovlivnéno. Napf. v prirodé viudypfitomné
biofilmy. Jejich ckologicky vyznam je ob-
rovsky, ale jejich pfitomnost nim na dru-
hé strané zpuhsobuje znacné problémy.
V pramyslovych vodnich systémech ury-
chluiji biofilmy mikroorganismui korozi po-
trubi a kovovych zafizeni, dokonale ucpa-
vaji filtraéni systémy a vyrazné snizuji
ucinnost vyméniki tepla. S biofilmy se
setkime i v mediciné — mikrobidlni bio-
filmy se vyznamné podileji na vzniku zub-
niho kazu, osidluji endoprotézy, kardiosti-
mulitory a jiné implantaty, které se tak
mohou stit latentnimi zasobdrnami pato-
genu pro chronické infekce. Odolavaiji
pfitom béznym divkim antibiotik a tak je
jejich kontrola — tj. omezeni podtu — ve-
lice obtizna. Pro pacienty s poruchami
imunity predstavuji biofilmy dokonce smr-
telné nebezpedi.

Uz dlouho se predpokladalo, Zze pro vy-
voj mikrobialnich biofilmi je potrebni
mezibunécna signalizace. Teprve nedivno
ziskané vysledky potvrdily dilezitou roli

Obr. 5-7 Imprese z mikrobidlniho svéta. De-

taily kolonii riznych mikroorganismii na mé-

din s pH indikd,
a Z. Palkové
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mezibunéénych signialh v tomto procesu.
Pro vyvoj biofilmi tvofenych viudypfitom-
nou bakterii Pseudomonas aeruginosa
(zplisobujici téZzké infekce u pacienti
s HIV ¢&i s tézkym dédi¢nym onemocnénim
— cystickou fibrozou) je potfebny jiz zmi-
nény quorum sensing. Zjistilo se, Ze mu-
tantni kmeny této bakterie s poruchami
v mezibunééné signalizaci vytvifeji je-
nom tenké biofilmy citlivé jiz k nizké
koncentraci detergentli. To ma prirozené
obrovsky prakticky vyznam. Dokazuje
to, Ze mezibunécna signalizace se poten-
cidlné muze stit vybornym teréem pro
antimikrobidlni latky.

Zastavme se jesté u niami studované kva-
sinky Saccharomiyces cerevisiae. Tento
dnes jiz tradi¢ni eukaryoticky modelovy or-
ganismus skyta stale obrovské mozZnosti.
Vyhod je celd fada: znimia kompletni se-
kvence celého genomu, mnoZzstvi mutant,
haploidni i diploidni fize Zivotniho cyklu,
propracované metody genetickeé a moleku-
larni analyzy a mnoho dalsich. Kromé téch-
to feknéme technickych vyhod maji tyto
kvasinky jesté jin€é prednosti. Protoze jde
o eukaryotick€ organismy, je moZné mnog-
stvi poznatki ziskanych na téchto kvasin-
kach aplikovat pfimo na vy$si organismy
véetné clovéka.

O paralelich mezi vyvojem kvasinkove
kolonie a embryogenezi jsme se jiZz zmini-
li, ale je zde jesté dalsi oblast, pro kterou
muze byt vyzkum téchto kvasinek pfinos-
ny. Ne vSechny kvasinky jsou tak mirumi-
lovné jako S. cerevisiae, nékteré jsou do-
konce vyznamnymi patogeny. Nejzniméjsi
patogenni kvasinkou je Candida albicans
zpusobujici téiké systemické infekce hlav-
né u osob s poskozenou imunitou (napi. po
chemoterapii). Problém je v tom, Ze mole-
kulirni biologie C. albicans je pomérné
milo prozkoumani, coz ztézuje vyvoj ucin-
nych terapii. A privé zde mohou vyrazné
pomoci vysledky vyzkumu modelové kva-
sinky 8. cerevisiae.

Doufime, Ze nias daldi vyzkum komunika-
ce mezi kvasinkovymi koloniemi pfinese
informace nejen pro biologii kvasinek, ale
stane se i dalsim podnétem pro studium
signalizace v embryogenezi ¢i pfi pfenosu
signili mezi nervovymi bunkami (dokonce
i v centrilni nervové soustavé ma amoniak
zatim bohuZel milo prozkoumanou signal-
ni roli).

Jiz v uvodu pfispévku jsme se zminili
o tom, ze mikroorganismy mohou byt
i krisné — makrofotografie mikrobiil-
nich kolonii jisté nepotfebuji zidny ko-
mentar (obr. 5-7).
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