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Abstrakt

M¢d’ je esencialni prvek pro takika vSechny zivé organismy. Jeji zasadni role v metabolismu je
déna ptfedevSim redoxnimi vlastnostmi tohoto kovu. Diky tomu je to cenny kofaktor mnoha
enzymu, které se podileji na energetickém metabolismu builky, ale také na detoxifikaci
reaktivnich forem kysliku. Piesto méd’ muze pii pfiliS vysoké koncentraci bunkam spise
uskodit. Jeji toxické plisobeni se projevuje piedevsim tvorbou hydroxylovych radikali, které
narusuji bunécné struktury. Dochézi i k poskozovani Fe-S center, ktera jsou nepostradatelna
pro mnoho enzymt. Aby nedoslo k projeviim toxicity, musi kazdé butika balancovat na hrané
mezi piiméfenym piijmem a regulovanym vydejem médi. Rada specializovanych pienase¢t
a ATPaz slouZzi vyhradné pro transport médi. Stejné tak najdeme metallochaperony, které vazou
potencidlné toxické kovy a transportuji je k cilovému proteinu. Pfipadné je zajimavy udél
metallothioneintl, které vyvazuji cytosolickou méd’. Pochopeni udrzovani homeostdzy médi
u patogennich organismi pifind$i mnoho zajimavych moznosti pro lepsi cilenou 1é¢bu
onemocnéni. Napiiklad nemoci zpisobené oportunistickymi houbami jako je Candida
albicans, Aspergillus fumigatus nebo Cryptococcus neoformans maji vyznamny podil na
umrtich imunodeficientnich pacientd. Jelikoz jsou nékteré drahy metabolismu médi u eukaryot
homologické, popsadni homeostazy tohoto kovu u parazitickych hub je pfinosné i pro
rozklicovani jeji homeostazy u dalSich parazitickych organismil. Potencialni vyuziti ionofort
médi, které zvySuji jeji intraceluldrni koncentraci, by tak mohlo byt zajimavym novym

zpusobem antifungalni a antiparaziticke 1éCby.

Kli¢ova slova: homeostaze médi, Candida, Cryptococcus, Aspergillus, méd’



Abstract

Copper is an essential trace element for almost every living organism. Its fundamental role
in metabolism is caused by the redox properties of this metal. Owing to that it is a vital cofactor
of many enzymes participating in cell energy metabolism as well as in the detoxification
of reactive oxygen species. Nevertheless, too high copper concentration can damage the cells.
The toxic effect of copper is manifested usually as the production of hydroxyl radicals distorting
the cell structures. It can also damage Fe-S clusters that are essential for many enzymes.
To avoid toxic manifestations the cell must balance on the edge of proper copper import
and regulated export. Many specialized transporters and ATPases serve exclusively for copper
transport. There are also known metallochaperones binding the potentially toxic metals
and transporting them to the target protein. An interesting role in metabolism is played by the
metallothioneins that bind cytosolic copper. Understanding copper homeostasis in pathogenic
organisms reveals many interesting possibilities for better targeted treatment. For example,
diseases caused by opportunistic fungi like Candida albicans, Aspergillus fumigatus
or Cryptococcus neoformans contribute significantly to the deaths of immunodeficient patients.
Some copper metabolism pathways are homologous in eukaryotes and that is why the
description of copper homeostasis in parasitic fungi is useful to resolve the copper homeostasis
in other parasitic organisms. The potential use of copper ionophores increasing the intracellular

copper concentration can thus represent a new type of antifungal and antiparasitic treatment.

Key words: copper homeostasis, Candida, Cryptococcus, Aspergillus, copper
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Uvod

Med je jednim z esencialnich prvki kazdého organismu. Nehled€ na jeji roli uvnitf
organismu, ma méd’ mnohé vhodné fyzikalni vlastnosti, diky kterym je uz od pravéku lidmi
vyuzivana. V dnesni dob¢ je diky svym antimikrobidlnim u¢inkiim pouZzivana jako material pro
rizné povrchy v 1ékarskych zatizenich, kdy prokazatelné snizuje ptenos patogent (Colin et al.,
2020). Uvnité organismu se vyskytuje jako médny (Cu") nebo médnaty (Cu?") iont
a samovoln¢ mezi t€émito oxidovanymi a redukovanymi formami pfechdzi. Homeostaza médi
ale podléha ptisné regulaci, aby se neprojevily jeji toxické vlastnosti. lonty médi se mohou
vazat na lipidy a proteiny a zptisobit tak nezddouci auto-oxidaci. Nezastupitelnou roli ma méd’
v metabolismu jako kofaktor enzymu c€astnicich se energetického metabolismu, homeostazy
Zeleza, odstraiiovani volnych radikélii a v mnohych dalSich biochemickych reakci (Linder &

Hazegh-Azam, 1996 ; Scheiber et al., 2013).

Vyznam médi pozorujeme i v reakcich imunitniho systému, kdy celkovéa deficience
médi snizuje funkénost v§ech leukocytl. Ale imunitni systém méd’ vyuziva i ve sviij prospech,
kdy se béhem infekce cilené zvySuje koncentrace médi v krevnim séru. JelikoZ je méd’ pro
patogeny toxicka i esencidlni, vyvinuly si mechanismy, diky kterym dokaZzou zvySenou
koncentraci prezit a vyuzit (Percival, 1998). Makrofagy, tkanové fagocytické bunky, uzaviraji
patogeny ve fagolyzozomu, kde je patogen vystaven reaktivnim formam kysliku (ROS),
proteazam a jinym latkdm, které maji patogen zneSkodnit. Pfi infekci Mycobacterium
tuberculosis je ve fagolyzozomu zvysena i koncentrace médi, kdy se vyuZiva jejiho toxického
ucinku (Wagner et al., 2005). Podobné tomu nastava u infekci patogennimi houbami a dal$imi

patogeny (Besold et al., 2016).

Popis a porozuméni metabolismu médi u parazitickych organismli mize oteviit nové
moznosti 1écby. Dosud zndmé jsou pfedevsim metabolické pochody u parazitickych hub, které
jsou zminény v praci nize. Tyto poznatky snad bude mozné aplikovat na vice druhi

parazitickych organismti a pfispét tak k boji proti mnohym parazitarnim onemocnénim.

1. Homeostaza médi

V bunécném prostiedi se méd témét nikdy nevyskytuje volné. Import i export
v eukaryotickych buiikéach zajiSt'uje vysokoafinitni pfenaSe¢ pro méd’ Ctr1, ptipadné Ctr3. Tyto
pienasece se skladaji ze tii identickych podjednotek. Kazda podjednotka ma extracelularni

1 intracelularni ¢ast, které oddé€lu;i tii transmembranové helixy TM1-3. PienaSe¢ Ctrl propousti



Cu' ionty bez nutnosti dodavat energii. Mechanismus transportu neni jasné rozlustén, béhem
pfenosu neni pozorovana zadnd konformacéni zména. Jeho selektivita je dana atomy siry
v triddach methionind v TM2 v centralni kavité pfenasece, kterd propousti Cu' ionty na zakladé

jejich elektrického naboje (Ren et al., 2019).

Jakmile se méd’ dostane do cytosolu, je ihned zachycena metallochaperony. Jedna se
o rozpustné proteiny, které vazou méd’ a dopravi ji na konkrétni misto v buiice (Rosenzweig,
2001). Méd’ nejcastéji putuje do mitochondrii, kam jsou ¢asto smétovany i dalsi kovy (Baker
et al., 2017). Matrix mitochondrie obsahuje ,,pool* médi, ktery je tvoien nizkomolekularnimi
anionty. Jeho slozeni neni pfesné znamé a méd’ v ném neni vdzana na zadny protein. Tento

,»pool* je schopny reagovat na koncentraci médi v cytosolu (Cobine et al., 2004).

1.1. Metallochaperony

Jedna se o solubilni proteiny, které diky svym vlastnostem dokaZou navazat volny iont
Cu" a pfenést ho na cilené misto. V cytosolu bufiky je velmi nizka koncentrace médi, piiblizné
10" M, tedy méné nez jeden volny iont na buiiku (Rae et al., 1999). Pienos je piisné regulovan

a kontrolovan, aby nedochazelo k projeviim toxicity.

1.1.1. Atx1 (antioxidac¢ni proteinl)
Atx1 je metallochaperon, ktery nalezneme v Saccharomyces cerevisae, u lidi se jeho
homolog nazyva Hahl, pfipadné¢ ATOX1 (Klomp et al.,, 1997). Stejn€ tak byl objeven

u Arabidopsis thaliana jeho homolog nazvany rovnéz Atx1 (Shin et al., 2012).

Samotny Atx1 byl objeven piivodné jako supresor oxidativniho stresu a az pozd¢ji byla
jeho funkce pfesnéji objasnéna. Jedna se o maly solubilni protein slozeny ze 72 aminokyselin.
Ma Bappap strukturu, kdy jsou na jedné strané¢ molekuly dva helixy a na strané druhé Ctyfi
skladané listy. V prvnim helixu najdeme motiv z aminokyselin MXCXXC (Rosenzweig et al.,
1999). Diilezitou roli hraje lysin (Lys®®), ktery spolu s cysteiny tvofi vazebné misto pro méd’.

Tato struktura je evolucné konzervovana i u rostlin a savc (Portnoy et al., 1999).

V ptipad¢ Saccharomyces cerevisiae metallochaperon Atxl véze méd’ v cytosolu
ve form¢ Cu’ a piedava ji na ATPazu P-typu Ccc2 v Golgiho aparatu. Ccc2 neboli
,,Ca®" sensitive cross-complementer sdili s Atx1 podobny strukturni motiv, ktery umoziiuje
pfimé predani iontlh médi (Huffman & O’Halloran, 2000 ; Arnesano et al., 2002). Méd’ je
ATPazou vkladana do vacki a sekretorickou drdhou se pak dostavd na plazmatickou
membranu, nebo je vylucovana do extracelularniho prostfedi. Na plazmatické membrané je

lokalizovana Cu-dependentni ,,multicopper* oxidaza Fet3, ktera se podili na transportu Zeleza



(Yuan et al., 1997). Homologicky najdeme v lidském organismu Wilsonlv protein, ktery

prenasi méd’ na ceruloplasmin. (Fu et al., 1995 ; Dancis, 1998).

1.1.2. CCS (chaperon médi pro superoxid dismutizu)

Metallochaperon CCS (copper chaperone for superoxid dismutase) dodava méd’ do
cytosolického enzymu Cu/Zn-SOD1. Superoxid dismutaza 1 diky redoxnimu potencidlu medi
méni superoxid kysliku na peroxid vodiku a volny kyslik (Rosenzweig, 2001). Pro spravnou
funkci enzymu SODI1 je nutné posttranslacné vlozit atom médi a zinku. Pfenos méd’ného iontu
zajistuje pravé CCS, ktery doddva méd’ pouze pro tento enzym (Culotta et al., 1997). Tento
metallochaperon interaguje s C-koncovou intracelularni doménou pienasece Ctrl, od které¢ho
ptebird atom médi za vzniku pevného spojeni. Tuto interakci narusi az pevné ptipojeni SOD1.
Nejdtive vznika stabilni heterotrimer, ktery se rozpadne az po uplné aktivaci SOD1 a Gispésném

piedani Cu” iontu (Skopp et al., 2019).

Jedna se o nejveétsi znamy metallochaperon, sloZeny ze tii proteinovych domén. CCS
obsahuje homologicky strukturni Cu-vazebny motiv MXCXXC, ktery sdili s ostatnimi
metallochaperony (Fukuoka et al., 2017). Atxl-like doména vykazuje vysokou homologii
(34 %) s metallochaperonem Atx1. Dalsi domény slouzi predevs§im pro rozpoznani a navazani
SOD1 (Lamb et al., 1999). V Saccharomyces cerevisiae je pojmenovan yCCS a v lidském

organismu najdeme homologicky hCCS.

SOD1 najdeme 1 v intermembranovém prostoru mitochondrii. Pfes vnéjsi
mitochondridlni membréanu se dostava pomoci pora spolu s CCS, kdy je transport regulovan
koncentraci kysliku. Pravdépodobné zde redukuje ROS vzniklé respiraci (Kawamata and

Manfredi, 2010).

1.1.3. COX17 (chaperon médi pro cytochrom c oxidazu)

Cytochrom c oxidéaza je multi-podjednotkovy komplex zasadni pro bunéény energeticky
metabolismus. Je umisténa ve vnitini membrané mitochondrii. V cytochrom c oxid4ze jsou
zabudovany dva atomy médi do binukledarni podjednotky Cua a jeden atom meédi do
mononukledrni Cup. Dochazi zde k prenosu elektronii a protonti, tim vznikd protonovy
gradient. Redoxni potencidl médi a zeleza umoziuje posun elektronti na terminélni akceptor

kyslik (Horn and Barrientos, 2008).

Cox17 (copper chaperone for cytochrome c oxidase) dopravuje méd do enzymu
cytochrom c¢ oxidazy (CCO). Jedna se o polypeptid se Sesti cysteiny a motivem CCXC, ktery

umoziuje vazbu médi (Srinivasan et al., 1998). V oxidované formé& Cox17 obsahuje dva vysoce
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stabilni disulfidické mitistky a jeden nestabilni, na které vaze vétSinou dva atomy médi
(Voronova et al., 2007). Cox17 navaze méd’ v cytosolu a preda ji metallochaperoniim Scol
a Cox11, které jsou pevné vazané ve vnitini mitochondridlni membranég. Scol je maly protein,
ktery prenas$i meéd’ piimo do Cua €asti cytochrom c oxidazy. Do Cug Casti zajisStuje prenos médi

Cox11 (Horn and Barrientos, 2008).

1.2. Metallothioneiny

Metallothioneiny jsou skupina intraceluldrnich proteint, které dokézou vazat kovy jako
je méd’, zinek nebo kadmium (Bertini et al., 2007). Poprvé byly zaznamenany pii frakcionaci
koniské ledviny jako nizkomolekuldrni proteiny schopné vazat kadmium (Margoshes and
Vallee, 1957). Pozdé&ji byly popsany témet u kazdého organismu, ale strukturou i funkcei se
Casto lisi. Spole¢né této rodin¢ proteinti ale zistava vysoky podil cysteintl, které umoziuji
navazani kovil. Metallothioneiny se podileji na udrzovani homeostdzy kovii a ochrané pired
reaktivnimi formami kysliku 1 pfed toxicitou kovli. Mimo to maji v lidském organismu tlohu

pii stresové nebo imunitni reakei, napiiklad béhem zanétu. (Calvo et al., 2017).

Konkrétni ptiklad metallothioneinu je CUP1 u Saccharomyces cerevisiae. Vaze osm
iontd mé&di (Cu”) pomoci dvanacti cysteinylovych zbytki (George et al., 1988). Jedna se
o kratky peptid z 53 aminokyselin. Jeho role spo¢iva v udrZzovani homeostazy médi v cytosolu

a diky nému je burika schopna pfezit stres vyvolany nadmérnou intracelularni koncentraci médi.

11
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Bunééné jadro

Obrazek 1: Schematicky ndkres mechanismit homeostizy médi u modelového
eukaryotického organismu Saccharomyces cerevisiae. Ctrl je specificky prenasec médi
na plazmatické membrané. lonty médi jsou v cytosolu zachytavany metallochaperony CCS,
Atxl a Cox17, pripadné metallothioneinem Cupl. Kazdy metallochaperon sméruje ionty médi
k odlisnému cilovéemu proteinu. CCS dodava méd pro superoxid dismutazu SOD1. Atx] sméruje
do Golgiho aparatu, kde je pumpa Ccc2, kterad ionty médi nakldada do vacku sekretorické drahy.

Cox17 je zasadni pro dorucovani enzymu pro cytochrom c oxidazu (CCQO) v mitochondrii.

1.3. Poruchy homeostazy médi
1.3.1. Toxicita médi

Toxicita médi se projevuje na n€kolika trovnich. KdyZ je buika vystavena vyssi
koncentraci médi, dojde k naruSeni permeability plazmatické membréany a dalSich buné¢nych
membran (Borkow and Gabbay, 2005). Vysoky redoxni potencial tohoto kovu umoziuje tvorbu
volnych reaktivnich hydroxylu, které mohou poskodit dilezité soucasti bunky, jako jsou lipidy,
nukleové kyseliny a proteiny. Plsobeni téchto hydroxyli mize vést k oxidativnimu stresu
a k interakci s atomy siry. Sira je bézn¢ zabudovana do Zelezosirnych center (Fe-S), kterd jsou
dualezitou soucasti mnoha enzymu. V okamziku, kdy je v bunice nadbytek médi, je syntéza Fe-S
center blokovana, coz vede k dalSim komplikacim (Tan et al., 2017). Pisobeni toxicity médi je

Siroké, ale jesté stale neni presné popsané.
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1.3.2. Wilsonova choroba

V lidském organismu funguje podobny mechanismus transportu médi, jako byl jiz vyse
popsany u metallochaperonu Atx1 ze S. cerevisiae. Zde tuto funkci plni ATOX1, ktery prenasi
meéd k ATPaze ATP7B. Ta transportuyje meéd pies membranu Golgiho aparatu
do sekretorickych vackt. Touto cestou se dostane méd k ceruloplasminu, kde je klicova

pro spravné fungovani tohoto enzymu.

Wilsonova choroba je vyvolana mutaci, kterd vede ke ztraté funkce ATP7B, a proto
meéd’ nemuze byt dale vyuzivana. Hromadi se v riznych ¢astech téla, pfedevsim v jatrech, ale
ve zvySené koncentraci je 1 v mozkové tkani. Nasledné se projevuji toxické disledky nadbytku
médi (Lorincz, 2018). Samuel Kinnier Alexander Wilson v roce 1912 popsal tuto nemoc
a publikoval své poznatky (Broussolle et al., 2013). Jedna se o autozomaln¢ recesivni genetické
onemocnéni, které ma prevalenci 1:30 0000 — 1:40 000, ale v malych izolovanych populacich,

jako jsou nékteré vesnice na Krétg, je prevalence mnohem vyssi, az 1:15 (Sandahl et al., 2020).

Mezi ptiznaky pozorovatelné na prvni pohled patii v pokrocilej$im staddiu nemoci ¢asto
otevfena Usta vlivem stahu zygomatického svalu. Pacienti se ¢asto usmivaji a odhaluji horni ret
(Wilson, 1912). Kolem rohovky vznika Kayser-Fleischertiv prstenec hnédosedé barvy, ktery je
tvofeny meédi. Dalsi ptiznaky jsou spiSe neurologické, naptiklad tfes, Spatnd koordinace
pohybi, téZko ovladatelny jazyk a slintani (Scheinberg and Sternlieb, 1960). Indikovat
onemocnéni Ize i bez piiznakil na zaklad¢ koncentrace ceruloplasminu v krevnim séru; za velmi
nizkou koncentraci je povazovano 0-15 mg/100 ml (Aisen et al., 1960). Lécba je nastésti snadno
aplikovatelna a funkéni. Lze sniZit pfijem médi z potravy, ale také redukovat mnozstvi volné
médi v tkanich. Vyuzivd se 1ékd jako penicillamin, trientin, zinkovy acetdt nebo

tetrathiomolybdat, které jsou schopné vyvazat volnou méd’ z tkéni (Lorincz, 2018).

1.3.3. Menkeho choroba

Na transportu médi do vackt Golgiho aparatu a nasledné do sekretorické drahy se podili
krom& ATPazy ATP7B i ATP7A. Recesivni, pohlavné vazana choroba, kterd zplsobuje
poruchy ATP7A, byla popséna v roce 1962 a pojmenovana dle svého objevitele Johna Hanse
Menkese (Menkes et al., 1962). Gen pro Menkeho chorobu (MNK) lezi na X chromozomu
a koduje pravé ATPazu ATP7A. Typ mutace se 1i8i u jednotlivych ptipadt (Fujisawa et al.,
2019). Nebyla nalezena korelace mezi typem mutace a konkrétnim fenotypem. Celkem je
popséno piiblizné 160 typli mutaci a jejich fenotypovy projev je Casto odlisSny (Meller et al.,

2009).

13



Béhem tohoto onemocnéni méd’ ziistava v cytosolu, jelikoz ATPaza nefunguje a méd’
nemuze byt z buiikky sekretovana. Méd’ pfijimand z potravy zlstava v tenkém stievé a neni
distribuovéna krvi do celého téla. Tento lokalni nadbytek ale vyusti v systematickou deficienci
medi, kterd je problematicka zvIast pro enzymy, pro které¢ je méd’ zasadni kofaktor. Pokud
dojde k selhani enzymt, jako je COX, SODI, ale také lyzyl oxidaza nebo dopamin

betahydroxylaza, casto dochdzi k imrti ve velmi raném véku.

Cetnost onemocnéni neni stejnd ve viem zemich. Predikce odhaduji prevalenci 1:8 664
u muzského pohlavi, ackoliv incidence v Evropé je mnohonéasobné nizsi — 1:250 000 (Kaler et
al., 2020 ; Tennesen et al., 1991). Jasn€ viditelnym ptiznakem jsou drsné, fidnouci vlasy, ale
hlavné dochazi k poskozeni mozkové a pojivové tkané (Tiimer and Horn, 1997). Nedostatek
médi v mozkové tkani vede k nevratnym neurodegeneracnim poskozenim. Proto je nutné
nemoc co nejdfive rozpoznat. Cim diive se tak podaii, tim Iépe Ize nemoc 16¢it. Novorozenctim
l1ze denné¢ podavat subkutdnni injekce méd’-histidinu, diky kterym se zmirni neurodegenerace
(Kaler et al., 2008). Ale ani ¢asna 1écba mnohdy neodvrati pisobeni nedostatku médi a tyto

disledky mohou vést ke smrti (Kim et al., 2015).

2. Metabolismus médi u bakterii

Prokaryota maji vyvinuté mechanismy pro udrZzovani homeostazy médi, které jsou
podobné vyse popsanym. Duslednd regulace ptijmu i vydeje médi je zdsadni pro piredchazeni
toxickému plisobeni tohoto kovu. Pfesné procesy nelze pro vSechna prokaryota generalizovat
(Andrei et al., 2020). VétSina enzymt vyzadujicich méd’ je umisténa v cytoplazmatické
membrang, aby se minimalizoval obsah volné médi v cytoplazmé&. U gram-negativnich bakterii
jsou tyto enzymy vyZzadujici méd’ v periplazmé, aby byl piijem médi jednodussi bez nutnosti

specifického ptenosu (Argiiello et al., 2013).

2.1. Systémy tolerance médi u Escherichia coli

Piikladem gram-negativni bakterie je E. coli, ktera je Casto vyuZivana jako modelovy
organismus pro studium prokaryot a homeostaza médi je v tomto ptipad¢é dobife prozkouména.
Pti vysoké koncentraci médi je spustén chromozomalni systém cue a cus (Outten et al., 2001 ;

Bondarczuk & Piotrowska-Seget, 2013).

Systém cue (copper efflux) je pro homeostazu médi primarni a probiha za aerobnich
1 anaerobnich podminek (Outten et al., 2001). Vlivem piisobeni transkrip¢niho regulatoru CueR

dochazi k expresi genli cueA a copA. CopA patii do rodiny ATPaz P-typu, kterd vylucuje
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nadbytecnou méd’ z cytoplazmy (Rensing and McDevitt, 2013). CueO je ,multi-copper*
oxidaza, ktera vaze Styfi atomy médi a oxiduje Cu* na Cu?"iont (Roberts et al., 2002). Chrani
periplazmatické enzymy pted poskozenim piisobenym médi a oxidativnim stresem (Grass and

Rensing, 2001).

Systém cus (copper sensing) je dvoukomponentni a sklada se z genti cusR a cusS. Tyto
geny jsou zasadni pro expresi cusC v pritomnosti médi (Munson et al., 2000). Tento systém
dava vznik vice-podjednotkovému transportéru cusCFBA, ktery ptfeklenuje obé membrany
a periplazmaticky prostor. Sklada se ze Ctyi proteini cusC, cusB, cusA a periplazmatického
chaperonu cusF (Loftin et al., 2005). Proton-motivni sila pohani pfenos jak iontd médi, tak

stiibra (Long et al., 2012) .

2.2. Mechanismy tolerance médi u patogennich prokaryot

Patogenni prokaryotické organismy musi byt schopné ptezit v prostiedi hostitele, kde je
mimo jiné Casto zvySena koncentrace médi (White et al., 2009). Patogen tedy musi byt schopny
na takové zvyseni reagovat. Porozuméni t€émto mechanismim mutze vést k cilenému naruseni
funkci jednotlivych komponent homeostazy, snizeni virulence bakterii a pfinést potencidlni

novou lécbu (Ladomersky and Petris, 2015).

2.2.1. Export médi pres cytoplazmatickou membranu

Ptenos médi zajiStuje podskupina ATPaz typu-Pig. Maji 6-8 transmembranovych
domén a od ostatnich ATPaz P-typu je odliSuje pfitomnost domény pro vazbu cytosolickych
kovli (Argiiello et al., 2007). U E. coli je to vySe zminénd CopA. Pro Mycobacterium
tuberculosis je zasadni CtpV. Transkripce této ATPazy je indukovand ve v&tsim mnoZstvi pfi
vy$si koncentraci m&di (Ward et al., 2010). Pseudomonas aeruginosa méa dvé strukturné
podobné ATPazy CopAl a CopA2 (Gonzdlez-Guerrero et al., 2010 ; Teitzel et al., 2006).
Bakterialni ATPazy P-typu jsou homologické tém eukaryotickym (Fagan and Saier, 1994).
Slouzi nejen k ochrané pied neZzadoucimi U€inky médi, ale k jejimu cilenému transportu
v bunice, kdy dodévaji méd’ do enzymi jako je Cu/Zn-superoxid dismutaza (Osman et al.,

2013).

2.2.2. Sekvestrace médi

Jedno z moznych feSeni je vyuziti metallothioneinii. Prvnim objevenym byl MymT
(mycobacterial metallothionein) u gram-pozitivni bakterie Mycobacterium tuberculosis. Jeho
role je vazat pfebyte¢nou méd’ v cytosolu. Exprimovan je pii vyssi koncentraci médi a také

za podminek, které panuji ve fagolyzozomu (Gold et al., 2008).
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V ptipad¢é Salmonella enterica serovar Typhimurium existuje gen cueP, ktery koduje
maly periplazmaticky protein. Tento systém supluje funkci systému cus, ktery najdeme
u E. coli, ajeho exprese je regulovana Cu-senzitivnim faktorem CueR (Pontel & Soncini, 2009 ;
Espariz et al., 2007). CueP vaze ionty médi v periplazmatickém prostoru a chrani tak toto

prostiedi pied toxicitou médi (Osman et al., 2010).

2.2.3. Oxidace médi pomoci ,,multi-copper* oxidaz

Funkce ,,multi-copper oxidaz byla jiz popsana vySe. Pomoci vazané médi redukuji
kyslikaté derivaty, které by jinak poskodily periplazmaticky prostor prokaryot. Salmonella
enterica serovar Typhimurium ma oxidazu CuiD, jejiz funkce 1 struktura je obdobna CueO
u E. coli (Achard et al., 2010 ; Espariz et al., 2007). Homologickd CueO byla objevena
iu Campylobacter jejuni a u jinych patogennich prokaryot (Silva et al., 2012).

3. Parazitické houby

Vétsina patogennich hub neptedstavuje pro teplokrevné zivocichy Zadny problém.
S jejich sporami se setkdvd kazdy organismus denné a imunitni systém dokaZe potlacit
jakykoliv nechtény nartst. Proto vétSinu oportunistickych parazitickych hub, stejné jako zde
uvedené Candida albicans, Aspergillus fumigatus a Cryptococcus neoformans, najdeme
vétSinou jako komenzidly mukéznich povrchl lidského téla, kde maji velké zastoupeni
v mikrobiomu (Kapitan et al., 2019). Jakmile je vSak imunitni systém oslaben, mohou zptlsobit
vazné nemoci. Diky svym unikatnim vlastnostem dokazou ptezit ve fagolyzozomu makrofagt
a odolat zvySené koncentraci médi v krevnim séru (Culbertson et al., 2020). Poznani
metabolismu médi u téchto hub je dilezitym krokem pro efektivni boj s fungalnimi infekcemi

a mozna cesta pro pochopeni metabolismu médi i1 u ostatnich parazit.

3.1. Candida albicans

C. albicans patii do kmene Ascomycota (houby vieckovytrusné) a celedi
Saccharomycetaceae. Za béznych podminek jde o komenzalni houbu teplokrevnych organismi
véetné Clovéka (McCullough et al., 1996). Kolonizuje pfedevSim gastrointestinalni systém,
zensky reprodukéni trakt, ustni dutinu a kazi. Nicméné za urcitych vnéjSich i vnitinich
podminek se zni stdva oportunisticky parazit, ktery v téle hostitele mtize zptsobit vazna
onemocnéni. Pievazné u imunosuprimovanych pacientii nebo u lidi s onemocnénim diabetes
mellitus mize pusobit velké komplikace (Belazi et al., 2005). Mezi bézn4 onemocnéni miizeme
zahrnout vulvovagindlni kandidozu, kterou jednou za Zivot zazije pfiblizn¢ 75 % vSech Zen

(Foxman, 1990 ; Sustr et al., 2020). Ve vaznych ptipadech, naptiklad u lidi s nedostatkem
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neutrofili, organismus nedokaze udrzet rovnovédhu a dochazi k silnému nartstu populace
C. albicans na sliznicich a vzniku lokalni infekce. VétSinou dojde ke tvorbé souvislych biofilmi
na sliznicich, kdy buiiky diky adhezi na epitely 1épe odolavaji pisobeni imunitniho systému,
a nasledné se muze rozvinout infekce (Gulati and Nobile, 2016). Kandidémie neboli diseminace
infekce do krve vede k rychlému Sifeni do dalSich vnitinich organti (Kim and Sudbery, 2011).

Nasledna mortalita téchto pfipadu je az 40 % (Koehler et al., 2019).

Candida se vyskytuje v néckolika morfologickych variantdich. Bud pfetrvava
v kulovitém jednobunécném kvasinkovém stadiu, nebo vznikaji dlouhé hyfy, piipadné
pfeména mezi jednotlivymi morfotypy hraje zasadni roli pro virulenci (Witchley et al., 2019).
Ackoliv se jedna o diploidni organismus bez jakéhokoliv pohlavniho rozmnozovéni, jeho
genom piesto umoznuje velkou genetickou variabilitu 1 bez meiotického déleni (Molero et al.,
1998). V buiice je sice pfitomny dé¢lici aparat, ale neni vyuzivdn, a misto toho probiha
parasexualni cyklus, kdy dojde k redukci poctu chromozomu a vzniku novych variant genomu

(Forche et al., 2008).

3.2. Aspergillus fumigatus

Saprofytickd padni houba Aspergillus fumigatus se fadi mezi Ascomycota a celed’
Trichocomaceae. Jedna se o béznou pliseni, jejiz konidie se snadno §ifi vzduchem (Mullins et
al., 1976). Lidsky organismus je tak potencialni infekci vystavovan velmi ¢asto. Vdechnuté
konidie jsou v plicich zdravého jedince snadno zlikvidovany a nezddouci rozsifeni je potlaceno.
Pokud ale imunitni systém neni pln¢ funkéni, miZe se tato béZzna houba stat vaZnym parazitem
a tvorit tak narasty ptfimo uvnitt lidského téla (Kwon-Chung & Sugui, 2013 ; Paulussen et al.,
2017). U nekterych astmatickych pacientll se slabsimi plicemi se mlze rozvinout alergicka
bronchopulmonalni aspergiléza (Moss, 2005). Pokud pfedchozi nemoci zna¢né narusily plicni
sklipky, mohou vlaknité hyfy vzniklé otvory a dutiny plic siln€¢ prorlst a tvofit husté utvary
se 1 mimo tkan plic, kdy dojde k diseminaci do krve a naslednému S$ifeni k dal$im organtim
(Denning, 1998). Jednd se o vazné onemocnéni, které u pacientll s rakovinou nebo AIDS
mnohonasobné zvysuje mortalitu (Latgé and Chamilos, 2020). Hruba mira smrtelnosti (case-
fatality rate) 58 % ukazuje, o jak zavazné onemocnéni se jednd, hlavné s ohledem na neustaly

narast imunodeficientnich pacientti (Lin et al., 2001).

Aspergillus fumigatus se rozmnoZzuje jak pohlavné, tak nepohlavné (O’Gorman et al.,

2009 ; Korfanty et al., 2021). Nejcastéji probiha nepohlavni rozmnoZovani, jelikoZ se vzniklé
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konidie a spory velmi rychle a snadno $ifi. Pravé v tom spociva problematika této patogenni
houby. Konidie dosahuji velikosti 2-3 pum a maji kapénkovy tvar, ktery je idealni pro $ifeni
vétrem. Pfi vdechnuti se konidie zadrzi v alveolech plic, nasledné se mohou rozristat a pisobit
znacné plicni potize. Konidie navic obsahuji melanin, diky kterému jsou chranéné pted
ultrafialovym zatfenim, reaktivnimi formami kysliku i pted fagocytéozou (Schmaler-Ripcke et

al., 2009 ; Pihet et al., 2009 ; Ferling et al., 2020).

Samotny Aspergillus produkuje mnoho mykotoxind, jako jsou aflatoxiny a gliotoxiny
(Gardiner and Howlett, 2005). Také produkuje extracelularni enzymy peptidazy a lipazy, které
narusuji soudrznost okolnich bun¢k (Beauvais et al., 1997 ; Markaryan et al., 1994). Béhem
chronickych a invazivnich infekei tvoti biofilmy, které predstavuji velmi komplexni a odolnou

vrstvu. Takova pevna struktura je mnohem odolnéjsi jak proti ptisobeni imunitniho systému,

tak 1 proti antifungdlnim Iéktim (Seidler et al., 2008).

3.3. Cryptococcus neoformans

Na rozdil od predchozich zéastupci patii Cryptococcus neoformans do kmene
Basidiomycota. Jedna se o ptidni saprofyticky organismus, ktery dokaze piezivat i v extrémné
odlisnych podminkach, jako je vnitini prostiedi teplokrevnych zivo€ichli. V prostiedi vétSinou
formuje ovalné bunky velkosti 5-10 pm. Pozoruhodné jsou gigantické buiiky (titan cells), které
se tvoii v nékterych piipadech uvnitt hostitele. Bunka zesili vrstvu chitinu v bunééné sténé
a zvetsi svlj objem az 5x. Béhem toho dochazi i k odstépovani mensich dcetfinych bunék
(Zaragoza et al., 2010). Tato zvétSena struktura snadnéji odold nepfiznivym podminkdm
prostiedi. Behem pohlavniho rozmnoZovani ale vytvaii i pseudohyfy. Bipolarni rozmnozovaci
systém se sklada ze dvou alel lokalizovanych na MAT lokusu a 1i$i se od vSech ostatnich

systémi pohlavniho rozmnoZovani hub (Lengeler et al., 2002).

Patogenni pulsobeni se projevuje predevSim koznimi problémy, ale miize se pfi
nedostate¢né odezveé imunitniho systému rozs$ifit dal. Nartst nejdiive probiha v plicich, ale
diseminace muZe postihnout i centralni nervovou soustavu. Pravé tam dochézi k rozvinuti
fatdlntho onemocnéni, jakym je kryptokokova meningitida (Bicanic and Harrison, 2004).
Pfevazné v Africe a Asii je to velmi ¢asté onemocnéni u imunodeficientnich pacientl a plisobi

pul milionové ztraty Zivotti HIV pozitivnich jedinct ro¢né (Park et al., 2009).

Cryptococcus ma velmi vyhodné virulentni faktory, diky kterym dokéze odolat
pusobeni imunitniho systému (Alspaugh, 2015). Zaklad tvofi velmi pevnd bunécna chitinova

sttna a polysacharidova kapsule (Banks et al.,, 2005). Zakladni slozkou kapsule je
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glukuronoxylomannan (GXM) a glukuronoxylomannogalaktan (Heiss et al., 2009). GXM
pfidava na odolnosti C. neoformans proti buitkdm imunitniho systému a pievazné proti
fagocytoze. Pro sekreci GXM na povrch buiiky je vytvofeny specialni systém extracelularnich
vackl, tzv. virulence bags (Rodrigues et al., 2008). Vacky obsahuji i enzymy, jako je
fosfolipaza B, superoxid dismutaza nebo ureaza, které maji roli pii boji s imunitnim systémem
(Cox et al., 2003 ; Wright et al., 2007 ; Cox et al., 2000). Nékteré vacky obsahuj i lakazu, ktera

je zasadni pro syntézu melaninu (Lee et al., 2019).

3.4. Spole¢né mechanismy homeostazy médi

Ptestoze jsou vysSe zminéni zastupci hub biologicky i taxonomicky zna¢né odlisni,
mechanismy homeostdzy médi jim zlstavaji pomérné spolecné. Homologické struktury, které
byly popsany vyse u Saccharomyces cerevisiae, najdeme s malymi rozdily i mezi ostatnimi

zastupci hub.

Naptiklad rodina Ctr (copper transporter) prenaSecl je velmi konzervovand v celé
zivoCi$né TiSi a vétSinou v genomu hub alespon jeden pienase¢ nalezneme (Li et al., 2019).
Vysokoafinitni pfenaSece médi pro S. cerevisiae se nazyvaji Ctrl a Ctr3 a zajist'uji import meédi
pres cytoplazmatickou membranu buiiky. Oproti tomu nizkoafinitni ptenase¢ pro méd’ Ctr2 je
na membrané vakuoly (Rees et al., 2004). C. neoformans kéduje dva homologické pienaSece
lokalizované na plazmatické membrané Ctrl a Ctr4 (Waterman et al., 2007 ; Ding et al., 2011).
A. fumigatus ma prenasece CtrA2 a CtrC, které jsou homologni pienasec¢i Ctrl (Park et al.,
2014). Pro tyto prenaSece jsou charakteristické tfi transmembranové domény (Dumay et al.,
2006). Na N-konci druhé transmembranové domény je vysoce konzervovany MXXXM motiv,
ktery je pravé za vazbu médi zodpovédny (Puig et al., 2002). Aktivita téchto pfenasecl zavisi
na Cu’ metalloreduktdzach Frel a Fre2. Ty katalyzuji redukci iontu Cu** na Cu*, ale také
redukci Fe’* na Fe?" na cytoplazmatické membrané buriky (Georgatsou et al., 1997). M&d'ny
iont je méné reaktivni, a tim padem ho Ize snadnéji transportovat ptes membranu. Uvnitf bunky
jsou ionty médi vazany na metallochaperony Atx1 a CCS, ptfipadné na jejich homology, stejné
jako v ptipadé S. cerevisiae, a pomoci nich doru¢ovany k enzymtm, kterym méd’ slouzi jako

kofaktor (Walton et al., 2005).

Exprese téchto prenasecu je ovlivnéna koncentraci médi v buiice. Pfi jejim poklesu je
vlivem méd’-responzivnich elementti (CuRE) aktivovéan transkripéni faktor Macl v ptipadé S.
cerevisiae nebo jeho homolog Cufl u C. neoformans (Labbé et al., 1997 ; Waterman et al.,
2007). Tento transkrip¢ni faktor se navaze na promotory, které ovlivituji expresi pienasect Ctrl

a Ctr3, pfipadn¢ 1 metalloreduktazy Frel (Georgatsou et al., 1997 ; Yamaguchi-Iwai et al.,
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1997). Exprese pienasece Ctr2 a metallochaperonti CCS a Atx1 je piekvapivé podminéna
i mnozstvim zeleza v bunice (Fei and Deng, 2007). Transkripéni faktor Macl je s malymi
odchylkami konzervovan pro vSechna ascomycota, spole¢né jim jsou konzervované struktury
na N-konci a motivy bohaté na cystein na C-konci. Tento transkripéni faktor najdeme jak

u S. cerevisiae, tak i v C. albicans a A. fumigatus (Cai et al., 2017).

V hostitelském prostiedi jsou patogeny podrobeny mnohym toxickym plsobenim, mezi
které lze zahrnout i reaktivni ionty médi. Pokud dojde k naruSeni jeji homeostazy, je pro
patogeny zasadni eliminovat nadbytecnou méd’ z cytosolu. JelikoZ je pro patogenni houby
zéasadni Gspésna kolonizace prostredi, proliferace a nakonec invaze do dalSich Casti organismu,

musely pfijit s mechanismy, diky kterym budou mit nad hostitelskym prostfedim vyhodu.

Konzervovanou strategii je vyuziti metallothioneind, které na sebe vazou cytosolické
ionty médi a zabranuji tak jejich reakcim. V C. albicans transkripéni faktor Acel v zavislosti
na koncentraci médi reguluje expresi metallothioneind Cupl a Crd2 (Winge et al., 1985).
V C. neoformans byly identifikovany dva metallothioneiny CMT1 a CMT2, které¢ jsou
exprimovany za zvySené koncentrace médi (Ding et al., 2011). A. fumigatus vyuziva

transkripéni faktor AceA, ktery reguluje expresi metallothioneinu AfCrdA (Cai et al., 2018).

Krom¢ metallothioneinti v C. albicans funguje jesté export médi z buiikky pomoci
ATPazy P-typu Crpl (Riggle and Kumamoto, 2000). Crpl je exprimovana pii zvySené
koncentraci mé&di a efektivné vyluCuje piebyteéné Cu’ ionty (Weissman et al., 2000).

Homologicka ATPaza P-typu CrpA je vyuZivana v A. fumigatus (Cai et al., 2018).

Velkou roli v rezistenci vi¢i iontim meédi hraje 1 bunéfnd sténa a plazmaticka
membrana. Je mozné, Ze se ionty médi vaZi pfimo na fosfolipidy v membrané, a tim narusi jeji
permeabilitu. Proto je vhodné organizace a sloZeni membrany pro rezistenci vici médi také
zasadni. V C. albicans byl popsan integralni membranovy protein Sur7. Tento protein se podili
na spravném prostorovém usporadani bunécné stény a jeji rigidit¢ (Wang et al., 2011). Kromé
toho ma dulezitou roli v rezistenci vii¢i médi. Bez Sur7 dochazi v bunikach po vystaveni vyssim
koncentracim médi ke znaénym defektiim a k naruseni permeability membrany. Mohl by to tak
byt zajimavy cil pro budouci boj s patogeny (Douglas and Konopka, 2019).

Mimo to vyuziva proteiny na plazmatické membrané Alsl a Als3. Podili se predev§im
na heterogenité bunécné stény a adhezi k povrchiim, piesto jejich pfitomnost v buiice zvysuje
rezistenci vaci médi a také reguluje jeji ptijem z okoli (Zheng et al., 2016). Na povrchu bunky

najdeme superoxid dismutazy Sod4, Sod5 a Sod6, které maji jako kofaktor pouze vazanou méd’.
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Podili se na likvidaci ROS produkovanych imunitnimi buiikami (Frohner et al., 2009 ;
Schatzman et al., 2020). C. neoformans vyuziva mitochondridlni ABC transportér Atm1, ktery
je zapojen do regulace homeostazy Zeleza a predevsim tvorby Fe-S center (Do et al., 2018).
Jelikoz prave Fe-S center neni pii toxickém plisobeni médi dostatek, je tento transportér klicovy
pro virulenci. Pravé pii stresu piisobenym médi je zvySena exprese Atml, aby byl nedostatek

Fe-S center dorovnan a funkce buiiky tak nebyla narusena (Garcia-Santamarina et al., 2017).
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Obrazek 2: Schematicky ndkres shrnujici vySe popsané mechanismy homeostazy médi
u zdastupcu patogennich hub. U viech zdstupcu jsou prenaSece z rodiny Ctr, které importuji
meédné ionty. Redukci ionti médi zajistuji metalloreduktazy (Frel) na povrchu buriky.
Metallochaperon Atxl transportuje med do Golgiho apardatu a sekretorické drahy. CCSI
dodava méd’ pro superoxid dismutdzu. Metallothioneiny Crdl, CMTI1, CMT2 a Cupl slouzi pro
vyvazovani cytosolickych ionti médi. Export iontu médi zajistuji ATPazy P-typu Crpl a CrpA.
C. albicans ma specificky membranovy protein Sur7 a extracelularni SOD 4,5,6, které jsou
v rezistenci vii¢i medi zasadni. C. neoformans naopak produkuje lakdazu 1 (Lacl). ktera se podili
na syntéze melaninu na povrchu bunky. Transkripcni faktory Macl a Cufl jsou senzitivni

ke koncentraci medi a ovliviiuji expresi komponentit pro udrzovani homeostazy médi.
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3.5. Mechanismy virulence patogennich hub

Jednu stranku taspéchu patogennich hub tvofi pieziti zvySené koncentrace médi nejen
ve fagolyzozomu imunitnich buné€k, ale n¢kdy i v samotnych tkanich lidského téla. Druhou
¢asti je protitutok a vyuziti toxicity medi ve vlastni prospéch. Mnohé patogenni houby maji své

zpusoby, kterymi vyuzivaji proti imunitnimu systému jeho vlastni zbran.

3.5.1. Candida albicans

Béhem systematické kandidozy, kdy se infekce §ifi do dalSich organti, narazi C. albicans
na rozli¢né prekazky. Celkova hladina médi v butice se odrazi i v homeostaze Zeleza, flexibilité
bunky reagovat na zmény v prostiedi a také na schopnosti odolavat reaktivnim formam kysliku.
Vsechny tyto déje jsou provazané a ukazuji, jak vyfazeni nékterého pienaSeCe médi ma pro
C. albicans fatalni disledky. Béhem pocatecni infekce je v ledvinach zvySena hladina médi, na
kterou C. albicans reaguje vyssi expresi exportnich pump Crpl. Imunitni systém vytvoii zony
s nedostatkem zeleza, které se pak stane limitujicim prvkem pro patogen (Potrykus et al., 2013).
Pozdéji je v ledvinach 1 nedostatek médi, a tak je zvySena exprese importnich pienaSect Ctrl.
Stejné tak pisobeni C. albicans ovliviiuje hostitelské tkané a narusuje v nich homeostazu médi
(Mackie et al., 2016). Na zmény koncentrace médi dokéze C. albicans reagovat i vyménou
kofaktoru v superoxid dismutéze. Pti nedostatku médi je vlivem transkripéniho faktoru Macl
zvySena exprese Sod3, ktera jako kofaktor vyuziva mangan, a nahrazuje tak funkci Cu/Zn-Sodl

pfi haSeni reaktivnich forem kysliku (Li et al., 2015).

3.5.2. Cryptococcus neoformans

Unikatni sloZkou virulence v C. neoformans je kapsule a bunétna sténa, které byly
zminény vySe. Ohledné¢ homeostdzy médi je zajimavé, Ze vyuZivd rozlicnou strategii
v odlisnych tkanich. Infekce ma Casto pocatek v plicich, kde je vysoka koncentrace médi,
a nasledné se presune do mozkove tkané, kde je naopak médi nedostatek. Schopnost regulovat
expresi prenaSecli Ctrl a Ctr4 vzhledem k podminkam prosttedi je pro virulenci zasadni. Béhem
infekce v plicich je import médi ptes Ctrl rychle omezen tim, Ze je Ctrl degradovan. Naopak
v mozkové tkani je jeho exprese zvysSend (Sun et al., 2014). Exprese Ctrl i Ctr4 je regulovana
transkripénim faktorem Cufl, ktery je citlivy na koncentraci médi. Ctr4 neni pro piijem médi

zéasadni, ale bez jeho pfitomnosti je znané snizena virulence (Waterman et al., 2012).

Dal8im faktorem virulence je tvorba melaninu. Povrchova vrstva melaninu chrani buniky
nejen pied UV zafenim, rozdily teplot, ale 1 pfed fagocyt6zou a antifungélnimi léky (Rosas &

Casadevall, 1997 ; Liu et al., 1999). Lakaza, kterd katalyzuje prvni krok syntézy melaninu,
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obsahuje atomy médi jako kofaktor, diky kterym muze oxidovat Siroké spektrum substrati
(Williamson et al., 1998 ; Williamson, 1994). Lakazu kéduji dva paralogy, ale vice je
exprimovany LAC1 nez LAC2. Pfi vysS$i koncentraci extraceluldrni médi je vlivem
transkrip¢niho faktoru Cufl indukovana exprese lakazy, a tak je regulovana i syntéza melaninu

(Mauch et al., 2013 ; Jiang et al., 2009).

3.5.3. Aspergillus fumigatus

Prekvapivé 1 pres detailn¢ prozkoumané pisobeni aspergilézy neni presné popsano,
k jakym zménam v homeostaze médi a vzdjemnym reakcim mezi hostitelem a 4. fumigatus
dochazi (Raffa et al., 2019). Rozhodné je regulovana exprese transportérit meédi vlivem jeji
koncentrace, ale ptesné dusledky nejsou ziejmé. Velkou roli v tom zastdvaji transkripéni
faktory Acel a Macl (Cai et al., 2017). Zajimavou odliSnosti od ostatnich patogennich hub je,
ze v A. fumigatus byly popsany biosyntetické genetické klastry (BGC), které produkuji
sekundarni metabolity. Konkrétné byly popsany dvé isokyanidové syntdzy, které exprimuji
isokyanid xantocilin (xan BGC) a méd’-responzivni metabolit CrmA (crm BGC). Isokyanidy
maji v metabolismu rozli¢né role, ale mohou také slouzit jako chelatory kovti. Exprese téchto
klastrii je regulovana extraceluldrni koncentraci médi a transkripénimi faktory Acel a Macl. Je

pravdépodobné, ze maji velkou roli ve virulenci (Lim et al., 2018).

4. Metabolismus médi u dalSich paraziti

Parazitické organismy predstavuji velice heterogenni skupinu a navzdory jejich
dilezitosti neni spektrum znalosti o homeostdze médi zatim nijak Siroké. Ani u vybranych
zastupcl neni cely mechanismus jasné prozkoumany, ale i tak miZeme pozorovat urcité

homologie se zastupci hub ¢i prokaryot.

Velmi znamy pivodce malérie Plasmodium falciparum je zkouman ze vSech uhlq, ale
metabolismus médi je teprve pomalu odkryvan. P. falciparum infikuje v lidském hostiteli
erytrocyty, ve kterych je méd’ vétSinou vazana v Cu/Zn-SOD. V infikovaném erytrocytu je
koncentrace meédi snizend oproti normalnimu stavu. Pravdépodobnym zdrojem médi
pro P. falciparum je pravé protein Cu/Zn-SOD, nebo muze byt pfijiména specidlnim
pfenaSeCem. Ackoliv byl u P. falciparum nalezen membranovy protein schopny vazat méd’,
ktery je castetné¢ podobny Ctrl v S. cerevisiae, neni jesté¢ jeho funkce pfesné popsana
(Choveaux et al., 2012). Na membrané parazita, ale i na membrané erytrocytu je ATPaza
P-typu, ktera pfenasi redukované ionty médi pies membranu buiiky. Pravdépodobné hraje roli

v ochrané pted toxicitou médi. Obsahuje jednu charakteristickou doménu MXCXXC, ktera
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umoziuje navazani médi (Rasoloson et al., 2004). Krom¢ toho byl popsan cytosolicky
metallochaperon, ktery se podili na transportu iontd médi k cytochrom c oxidaze, ktery je
oznacovan obdobn¢ jako u §. cerevisiae nazvem Cox17 (Choveaux et al., 2015). Dostatek médi
je zasadni pro spravny vyvoj parazita predevsim v rané fazi infekce. Pii naruSeni homeostazy
medi miize dojit k zastaveni vyvoje, coz by mohl byt potencidlné cileny postup pro 1écbu

malarie (Asahi et al., 2014).

U dalSich parazitickych protist neni popsano z homeostdzy médi mnoho mechanism.
Casto je spoleénym prvkem ATPéaza P-typu umisténa na plazmatické membrané nebo alespoit
protein, ktery by potencialné mohl plnit jeji funkci. Trypanosoma brucei brucei je vyznamny
puvodce spavé nemoci, ve kterém byla identifikovana ATPéaza P-typu (TbbCuATPaza) pro
prenos médi a také metallochaperony Cox 17, Cox 11 a Scol (Isah et al., 2020). V zastupcich
skupiny Leishmania byla popsana ATP4za LmATP7 s charakteristickym motivem pro vazbu
médi CXXC (Paul et al., 2021). Odlisny organismus, Naegleria fowleri, kterd mize v lidském
téle zpusobit primarni amébovou meningoencefalitidu, dokaze piezivat v rozmanitych
podminkach, které se 1i$i nejen koncentraci médi. Pro udrzeni homeostazy médi a export iont
médi z bunky vyuzivd ATPéazu P-typu (Nf-CuATPaza). Pravdépodobné jeji genom koduje

1 ptenasece pro méd’ homologické s Ctrl a Ctr2 v S. cerevisiae (Grechnikova et al., 2020).

5. Metody vyuziti médi v 1é¢bé parazitarnich onemocnéni

Vyuziti médi jako 1é¢iva mize samo o sobé vyvolat bunéénou smrt pii vystaveni bunky
toxickym hladinam, které pfevySuji pfirozenou toleranci viici tomuto kovu. Vlastnosti médi
mohou byt vyhodné 1 pro zesileni G€inku jinych 1éc¢iv, kdy lze vyuzit komplexy s navazanymi
ionty médi. Napiiklad bis(thiosemikarbazon) méd’naty [Cu(btsc)] tvoti malé, stabilni a lipofilni
komplexy, které maji antimikrobialni ucinek (Djoko et al., 2015). Ptipadné vyuziti dalSich
médnatych komplexti se ukazuje jako mozna cesta v 1€cb¢ infekce pusobené Toxoplasma
gondii (Portes et al., 2017). Stéle rostouci rezistence vici antibiotikiim je vazny problém.
Pyrazolopyrimidiny a jejich derivaty zvysuji intracelularni koncentraci médi v burice, a tak by

mohly byt novym zajimavym feSenim tohoto problému (Crawford et al., 2019).

Cilené naruseni homeostazy médi lze vyvolat vyuzitim médnatych ionoford. Jedna se
o latky schopné ptechazet ptes membranovou dvojvrstvu. Jejich pisobenim jsou méd’naté ionty
transportovany do bunky, ¢imz se zvySuje intracelularni koncentrace médi. Potencidlné by tak
jejich vyuziti mohlo pfinést vysledky nejen v 1écb¢ infek¢nich onemocnéni, ale i rakoviny

(Alfonso & Quesada, 2013 ; Oliveri, 2020). Pfikladem médnatého ionoforu je zinkovy
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pyrithion (ZPT), ktery je bézné¢ vyuzivan pro 1écbu lupti. Mimo to ZPT reaguje
s extracelularni médi a nésledné vznika pyrithion s vdzanym iontem médi (CuPT), ktery mtze
byt transportovan do buiiky. Pfi inkubaci s buiikami S. cerevisiae znaéné zvysuje intracelularni
koncentraci médi a zastavuje bunécny rast. Dochdzi 1 k naruSeni funkce enzymii s vazanymi
Fe-S centry (Reeder et al, 2011). Dalsimi pfiklady ionoford jsou disulfiram
a 8-hydroxychinolin (Dalecki et al. 2015 ; Festa et al. 2014). Uginky ionoforii s médi byly
uspésné ovéteny u Naegleria fowleri a mohly by tak potencidlné ucinkovat i na dalsi zastupce

parazitickych améb (Grechnikova et al., 2020).

6. Zavér

Parazitické organismy stale predstavuji zavazny problém v lidské i veterinarni
medicin€. Proto je vyvijena silnd motivace, aby doslo k dikladnému porozuméni jejich
metabolismu a mechanismil virulence, které by umoZznilo vyuziti ucinnéjSich moznosti
k zastaveni parazitarniho naristu. Cilem bakalafské prace bylo shrnout dosavadni znalosti
o homeostaze médi nejen v eukaryotické 1i8i, ale také vychazet z jiz ziskanych znalosti z fiSe
prokaryotické. Méd’ je zajimavy prvek v metabolismu kazdého organismu vzhledem ke svym
obojetnym vlastnostem. Diky jejim redoxnim vlastnostem se stava jak vyhodnym kofaktorem
mnoha enzymd, tak nebezpe¢nym protivnikem, pokud se v buiice vyskytuje volné. Tuto

vlastnost sdili naptiklad i s zelezem, jehoz metabolismus je jiz ale mnohem Iépe objasnén.

Nejlépe pochopené principy udrzovani homeostazy médi najdeme u S. cerevisiae, kde
je patrné zapojeni rozlicnych molekul, které sdili podobné vazebné motivy pro meéd’, diky
kterym ji mohou pfendset a vyuZzivat. Stejné tak jsou velmi dobie charakterizované drahy médi
u patogennich hub zminénych v préaci. Lze pozorovat urcité homologie v fisi hub, které se
s médi vyrovnavaji obdobné. Zakladnimi mechanismy jsou selektivni pienasece pro méd’,
metallochaperony, metallothioneiny a ATPazy P-typu. Pfesto interakce mezi imunitnim
systémem a patogenem nejsou plné prozkoumadny, a tak zbyva mnoho otazek. Je také nutné
pfipomenout nedostatek poznatkii o metabolismu médi, atim i nové moZnosti vyzkumu
u ostatnich eukaryotickych parazitii. Zde je mnoho prazdného prostoru, jehoz zaplnéni by
mohlo byt pfinosné v hledani novych molekularnich cili antiparazitik pro 1écbu zavaznych

parazitarnich onemocnéni, které se stale nepodatila vymytit.
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