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Abstrakt

Schopnost houbovych patogenti vyvolat infekci a pozdé€ji prezivat v hostiteli je zavisla
faktorech virulence Casto na bazi primarnich metabolitii (hydrofobiny, proteazy, fosfolipazy, katalyzy
a dalsi). Infekce se vsSak také tucastni cela fada patogenem produkovanych sekundarnich
metabolitd, jejichz role béhem infekce je ale casto upozad’ovana.

Prvni Cast této bakalaiské prace je vénovana tématu vztahu hostitel-patogen a obeznamenim
Ctenafe s nékterymi zakladnimi, obecné uznavanymi virulentnimi faktory hub. Ve druhé casti jsou
popsany znamé role sekunddrnich metabolitli v jednotlivych ¢astech pribéhu infekce. Pro uspésnou
infekci si patogen v prvni fazi vytvaii vhodného stanovisté na tkanich hostitele pro riist pomoci
produkce antimikrobialnich latek (...). V dalSich fazich potom zabranuje fagocytdéze svych spor
hostitlem (melaniny). Samotna infekce je Casto podminéna poskozeni tkani hostitele coz je umoznéno
naptiklad produkci cytotoxickych latek (xanthomegnin, riboflavin) a regulaci/modulaci odpovédi
imunitniho systému hostitele (gliotoxin, pseurotin). V neposledni fad¢ mezi faktory virulence fadime
i ty které umoznuji dlouhodobému piezivani v hostiteli (siderofory).

Houbové patogeny poikilotermnich zivocichti ¢asto nejsou primarnimi patogeny a produkce
zminénych sekundarnich metabolitd ¢asto neni vysledkem selekce téchto metabolitli na patogenni
zpusob zivota. Jejich role béhem Zivota sekundarniho patogena a jeho nepatogennich piibuznych
v prirozeném prostiedi je diskutovana v zavéru préce.

V této praci se tak podafilo shrnout nékolik latek sekundarniho metabolismu které
hraji vyznamnou roli v infekci hostitele. Prace tak poukazala na dulezitost vénovat pozornost také

témto latkam jak z ekologického hlediska, tak pro vyvoj novych terapeutik.

Klic¢ova slova: sekundarni metabolity, patogeneze, houby, faktory virulence, melanin, riboflavin,

glitoxin, pseurotin A, siderofory, xanthomegnin



Abstract

The ability of fungal pathogens to induce infection and later survive in its host is dependent
on virulence factors. Often these factors are based on primary metabolites (hydrophobins, proteases,
phospholipases, catalases etc.). Nonetheless many pathogen produced secondary metabolites are also
involved in the infection process. Their true role during infection used to be rather undervalued.

First part of this bachelor degree thesis aims to describe host-pathogen relation and afterwards
introduce reader with some basic, commonly accepted virulence factors of fungi. In the second part
of this thesis known roles of secondary metabolites are described in each stages of progressing
infection. In the first stage a pathogen needs to create a suitable habitat on host tissues to ensure
growth. This is in part done by antimicrobial substances (...). In later stages pathogen prevents
phagocytosis of its spores by host (melanins). Successful infection is often accompanied with host
tissue damage that is induced by production of cytotoxic substances (xanthomegnin, riboflavin) and
immunoregulation of host immune system (gliotoxin, pseurotin). Last but not least there are virulence
factors that ensure prolonged survival in host (siderophores).

Fungal pathogens of poikiloterm animals are mostly not primary pathogens and thus
production of mentioned secondary metabolites is often not the result of selection to pathogenic
lifestyle. Their role during secondary pathogen life cycle and other non-pathogenic related species in
their natural habitat is discussed at the conclusion of this thesis.

This thesis brings a summary of some secondary metabolites which play an important role in
the infection process within the host organism. This thesis also points to the importance of described

substances from ecological perspective and for future new therapeutic approaches.

Key words: secondary metabolites, pathogenesis, fungus, virulence factors, melanin,
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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Anglicky nazev Cesky nazev
PRR pattern recognition receptors pattern recognition receptory
PKS polyketide synthase polyketid syntetaza

NRPS nonribosomal peptide synthetase neribozomalni peptid syntetaza

ROS reactive oxygen species reaktivni formy kysliku

WNS white-nose syndrome syndrom bilého nosu

NET neutrophil extracellular trap neutrofilni extracelularni past
HPLC high-performance liquid chromatography | vysokoucinna kapalinova

chromatografie

DOPA dihydroxyphenylalanine dihydroxyfenylalanin

DHN dihydroxynaphthalene dihydroxynaftalen

FAD flavin adenine dinucleotide flavinadenindinukleotid
TNF-a tumor necrosis factor a faktor nadorové nekrozy o

IL interleukin interleukiny
NF-xB nuclear factor kappa B nuklearni faktor kappa B
LUBAC linear ubiquitin chain assembly complex | -
DTT dithiothreitol dithiotreitol
SNP single-nucleotide polymorphism jednonukleotidovy polymorfismus




1.Uvod

Z asi 99 000 znamych druht hub je asi jen 400 patogennich pro ¢lovéka [1-3]. VétSina téchto
druhti vytvati veelku neSkodné mykozy, které nejsou Zivot ohrozujici. Z téchto 400ti ma jen né€kolik
desitek druhti schopnost vytvéafet i systematické mykozy, které maji az 80% umrtnost [4—6].

I tak infekce houbovymi patogeny zabije ro¢né odhadem kolem 1,6 miliont lidi [7], coz je asi
o 100 000 vice, nez kolik ro¢né zabije infekce tuberkulozou [8]. Houbové patogeny ale neohrozuji
pouze lidské Zivoty, ale také mohou mit zni¢ujici charakter na zviteci spoleCenstva. Jako piiklad Ize
uvést rychle se Sifici a pro mistni spoleCenstva naprosto devastujici Batrachochytrium dendrobatidis,
ktera napada kizi obojzivelniki a ma zna¢nou mortalitu u postizenych druhti [9-11]. Dal§im
piikladem také muze byt Pseudogymnoascus destructans, ktery zpusobuje chorobu znamou jako
white-nose syndrome (syndrom bilého nosu), jeZ ma za nasledek vysokou mortalitu naivnich populaci
netopyri predevsim v Severni Americe [12].

Patogeny pfi infekci pouzivaji celou fadu riiznych virulentnich faktord. Muze se jednat
o rizné enzymy a také rizné sekundarni metabolity. Dilezitost sekundarnich metabolitii byla dlouhou
dobu spiSe ptehlizena, ale v posledni dobé se tento piistup méni kvilli novym poznatkiim na poli
sekundarnich metabolitii pfi infekci. Sekundarni metabolity hub je velmi pestra skupina latek, které
obecné nejsou nezbytné pro zivot organismu, ktery je produkuje, ale poskytuji svému producentovi
urcitou selekeni vyhodu, ktera se miize ukdzat byt nezbytna pfi infekci [13,14]. Mensi pocet studii se
ale vénuje vlivu sekundarnich metabolitl pfi patogenezi, jejich produkci, u¢inku a roli na prubéh
infekce.

Se zvySujicim se poCtem mykotickych infekci kazdy rok a stile se zvétSujicim poctem
vhodnych hostiteli, kterymi pro systétmové mykéozy (které vytvareji nejveétsi podil smrti) jsou
nejcastéji pacienti s oslabenym imunitnim systémem, roste také tlak na €inné&jsi a cilenéj$i metody
pro boj s témito infekcemi [15,16]. Sekundarni metabolity mohou byt jednou ze skupin, kterd pro
tento cil mize byt velmi piinosna.

V této bakalarské praci se pokusim vytvofit struény prehled sekundarnich metabolitd, které se
prokazateln¢ ucastni patogeneze u hub. Budou vysvétleny mechanismy pusobeni, ucinky na
organismus a piiklady producentd. V pribéhu prace bude také vysvétlovano, k jakému pivodnimu
ucelu mohl dany metabolit slouzit s ohledem na to, ze nékteré patogennich druhy v této bakalarské lze
oznacit za oportunistické patogeny, které maji své prirozené prostiedi v pade.

V zévéru budou predlozeny otazky, které je nutné jesté ohledné role sekundarnich metabolitii
pii patogenezi zodpovédét. Zaroven také budou nastinény konkrétni moznosti vyuziti patogennich

sekundarnich metabolitt ve zdravotnictvi.



2. Patogenita, virulence a virulentni faktory

Definice patogenity, virulence a faktoru virulence je slozita, jelikoz neexistuje jednotna shoda,
co pfesné tyto terminy znamenaji [17].

Historicky se jako patogen oznacoval jakykoliv organismus, ktery je schopen tvofit latky
(virulentni faktory), které maji schopnost virulence. Tato, do velké miry zastarala, definice narazi na
své limity a to hlavné¢ kvili novym poznatkim o tom, ze jsou jiz znamé velmi ptibuzné
mikroorganismy, které produkuji stejné virulentni faktory a piesto k zadné patogenité u nich

nedochdzi [17,18]. Zaroven tato definice zcela ptehlizi oportunistické patogeny [17,18].

imunitni odpovéd l jedince

Obrazek 1: Ukdzka modelu poskozeni—odezva [17] - upraveno

Novéejsi model poskozeni—odezva z roku 1999 (Obrazek ¢. 1) vétSinu téchto nedostatkt
odstranuje. Prichdzi s teorii, kdy “patogeneze je vysledek interakce mezi dvéma entitami, hostitelem
a mikrobem”, “relevantni vysledek interakce host-mikrob v konkrétnim hostiteli je poskozeni
hostitele” a “poskozeni neni staticky tdaj a mlze se ménit v zavislosti na miry imunitni odpovédi
nebo Casu”. Piiklad takového systému muizeme vidét na obrazku €. 1, kdy interakce host-mikrob je
reprezentovano parabolou a nejvétsi poSkozeni hostiteli lezi na obou koncich spektra. Tedy pokud
organismus zareaguje piili§ slabé, nebo kdy imunita reaguje pfili§ siln¢ a jeji samotna aktivita
zpusobuje $kody organismu a mize vést napiiklad az k cytokinové bouti, coz je Zivot ohrozujici stav
zplsobeny piechnanym vylevem cytokinli z makrofagli a rozvratem funkce imunitniho systému
[17,19].

Tento novej$i model definuje patogena jako mikroorganismus, ktery ma schopnost Cinit
hostiteli urcité Skody. Virulence je naopak kapacita mikroorganismu c¢init poSkozeni hostiteli.
Virulentni faktory jsou mikrobialni komponenty, které maji schopnost poskozovat hostitele [20].
Nespornou vyhodou tohoto systému je uvédoméni si, ze patogenita i virulence neni staticky

proces, ale proces, ktery se mize v pribehu ¢asu vyvijet v zavislosti na podminkach [20].
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Obrazek 2. vyvoj interakce v case dle modelu poskozeni—odezva [20] - upraveno

Prikladem tohoto modelu mize byt houba Candida albicans a vyvoj infekce v ¢ase (Obrazek
¢. 2) [20]. Tento patogen je za normalnich okolnosti hojné se vyskytujicim komenzalem v ustni dutiné
a gastrointestinalnim traktu [21]. C.albicans ovSem dokaze vytvaret choroby, jakymi jsou oralni
kandidoza, vulvovaginalni kandidézu a ve vzacnéjSich pripadech také systémovou kandidozu, ktera
muize vyustit az ve smrt [22]. V klasické literatufe by byl takovy patogen oznacen za komenzala
a oportunistického patogena. V tomto modelu by byla C. albicans oznacena za patogena druhé tridy,
Patogen druhé tfidy je takovy patogen, ktery ptisobi poskozeni kvili slabé imunitni odpoveédi nebo
nastalym podminkam, které jsou odliSné od normalniho stavu (napftiklad poskozenim tkan¢) [4].

Tento koncept je dulezity pro zbytek této prace, jelikoz n€které virulentni faktory se vyskytuji
i u nepatogennich druhti. Infekce je totiz vysledkem vSech virulentnich faktorti (pfirozené se
vyskytujicich atribut patogena), ale predevSim imunitni odpovédi postizeného Cloveka [4]. Infekce
neni staticky d¢j, ale naopak se jedna o dé&j, ktery je vysoce dynamicky v Case [20].

Houbové patogeny miizeme také dale rozdélit na superficialni (kam také patfi houby ze
skupiny dermatofyta) a oportunni patogeny. Superficidlni houby jsou spiSe obligatornimi
a specializovanymi patogeny Clovéka a nebo jinych zvitat (zoonotické infekce) [23—25]. Pfirozené se
tyto superficialni infekce vyskytuji pfedevsim na kuzi nebo na keratinovych derivatech ktuze [23].
Oportunisti¢ti patogeni se vyskytuji pfevazné u hostiteldl s oslabenou imunitni odpovédi (napf. po
transplantaci, transplantaci kostni dien¢, AIDS, neoplasticka choroba, imunosupresivni terapie a dalsi
[4,26-29]) a mohou vyustit az v systémovou infekci a smrt hostitele [4]. V posledni dob¢ se ukazuje

jasny trend ve zvySovani poctu oportunistickych houbovych infekci i druhd, které je zptsobuji [4].


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=w878li
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2.1. Obecné faktory virulence patogennich hub

2.1.1. Termotolerance a rust pfi fyziologickém pH

Aby se mohla houba stit patogenem na homoiotermnim hostiteli, je nejdiive nutné, aby
mohla rtst pfi fyziologické teploté hostitelského organismu 37°C. V ptfipad¢ infekce uvnitf organismu
se jako dal$im obecnym faktorem udava schopnost rust pfi fyziologickém pH kolem 7,4 [30-32].

Néktefi autofi poukazuji na nepomér mezi poCtem znamych houbovych patogent
homoiotermnich zivocichti a poikilotermnich Zzivo€ichli. Zatimco u poikilotermnich Zivocicht
(naptiklad clenovcl)) vidime obrovské variace a mnozstvi houbovych infekci, u homoiotermnich
zivoCicht se s takovym poctem rozhodné nesetkavame [33,34]. Jednim z diivodu miZe byt prave

i restriktivnéj$i podminky pro preziti patogenu prave kvili stalé teploté [35].

2.1.2. SloZeni bunécné stény

Bunécna sténa je vysoce komplexni struktura s mnoha vrstvami, které maji jako primarni ukol
chranit houbu pfed vnéjs$imi vlivy prostfedi. Tyto vrstvy se lisi svym slozenim i komplexnosti.
Nejpocetnéjsi slozkou bunécné stény je 1,3-b-D-glucan, které se vyskytuji u vétSiny druhti hub. Dalsi
vyznamnou sloZzkou bunééné stény je chitin [36,37]. Obé tyto slozky jsou natolik asociované
s patogeny, Ze pii kontaktu s buitkami vrozené a adaptivni imunity stimuluji silnou zanétlivou odezvu
diky vazbé na pattern recognition receptory (PRR) imunitnich bunék [38,39]. Z téchto divodi jsou
nejcastéji tyto slozky skryty pod dalSimi vrstvami bunécné stény, které maji za kol maskovat, a tim
padem tlumit pfipadnou imunitni reakci organismu. Mezi takové slozky patii napiiklad RodA
hydrofobiny na konidiich rodu Aspergillus [40], dale také a-1,3-glukan u Histoplasma capsulatum
[41], mannoproteiny u C. albicans [42], a v neposledni fad¢ také DHN-melanin opét naptiklad u rodu
Aspergillus (sekundarni metabolit, jehoz ucinky budou rozebrany v pozdéjsich kapitolach) [43].

Mezi dalsi dtlezité komponenty bunécné stény patii také adheziny. Tyto molekuly maji jako
primarni funkci se pfichytit na povrch hostitele. Houby dokazi vytvaret velkou skalu adhezinti a diky
tomu mohou pfisednout na velké mnozstvi povrchl (napiiklad extraceluldrni matrix, membrana

hostitelskych bunék) [44].

2.1.3. Extracelularni proteiny a enzymy

Jako dalsi faktor virulence rozhodné patii schopnost vytvafet extracelularni enzymy
a proteiny, které ptimo, ¢i nepfimo ovliviiuji prostfedi kolem houby.
Proteazy jsou hydrolytické enzymy §tépici jiné proteiny. Dobfe prostudované jsou napiiklad

aspartylové proteazy (Sap), které se vyskytuji u C. albicans [45,46]. Tyto proteazy maji potvrzené



degradacni schopnosti mnoha rtiznych lidskych proteinii, naptiklad keratinu [47], albuminu [48],
hemoglobinu, kolagenu, mucinu [49] a sekretorni imunoglobulinu A (sIgA) [46].

Fosfolipazy jsou enzymy, které maji spole¢ny zakladni substrat - fosfolipid. Existuji ve vice
typech a jejich pfitomnost je dilezita naptiklad pti infekci C. Albicans a A. fumigatus [50,51].

Dal$im dulezitym enzymem pro virulenci jsou katalazy. Jsou dilezité jako mechanismus

vyrovnavani se s ROS. Stépi totiz peroxid vodiku na vodu a plynny kyslik [52].

3. Sekundarni metabolity jako faktor virulence

Jako sekundarni metabolity se souhrnné oznacuje velka skupina latek s nizkou molekularni
hmotnosti, které jsou odvozeny od latek primarnich drah. Ve vétsiné€ piipadd maji tyto latky urcitou
fyziologickou aktivitu, ktera ale nepodminuje pteziti daného organismu [13,14]. Chemickym
sloZzenim jsou sekundarni metabolity neskuteéné pestré skupina, a proto neni mozné piesné urcit
jednotici chemickou strukturu. Mezi Casté struktury ovSem patii fenylovy kruh [14,14,53,54].

Mnozstvi organismt, které produkuji sekundarni metabolity je obrovské [55]. K jednim
z velkych producentl také patii ptidni bakterie a houby [56]. Je vice nez jasné, ze bakterie i houby
jsou vystavované v pude extraceluldrnim signalim. V pudé dochazi k velmi silné kompetici jak
o zdroje, tak o Zivotni prostor. Jednim z hlavnich divodu, pro¢ sekundarni metabolity vytvaret je ten,
ze mohou mit vecelku neblahé ucinky na sousedni organismy [57]. Je obecné pfijimano, ze hlavnim
divodem tvorby sekundarnich metaboliti je chemicka signalizace, inhibice ristu kompetitora
a branéni si své niky [14].

Byt jsou sekundarni metabolity intenzivné studovany, tak o tom, jestli a jak se sekundérni
metabolity podileji na virulenci, vime bohuzel spiSe malo. V predchozich kapitolach byly
vysvétlovany zakladni faktory virulence hub. Zamémé byla vynechana kapitola o sekundarnich
metabolitech. U¢inky a funkce sekundarnich metabolitdl pfi patogenezi budou podrobné probrany

v nasledujicich kapitolach.

3.1. Sekundarni metabolity vytvarejici patogenu prostor

Houby (a dal$i mikroorganismy) jsou jiz po téméft stoleti znamé svoji schopnosti tvoftit latky,
které dokazi velice G€inné inhibovat rist bakterii a dalSich mikroorganismil - maji antimikrobialni
ucinky [58]. Antimikrobidlni latky jsou jednim z nejzkoumangjSich sekundarnich metaboliti hub
ajejich objeveny pocet s Casem pouze nardstd. VéEtSina dnes znamych antimikrobialnich latek je
ovSem produkovana spiSe saprotrofnimi druhy a druhy, které nejsou ve vztahu k Zivocichim
patogenni. Existuji ovSem 1 vyjimky, které budou v nésledujicich odstavcich podrobnéji popsany.

Houby pfi disperzi svych propaguli (spor) pouzivaji velké mnozstvi riznych vektori. Mezi

vvvvvv M7 oMM

nejdilezitéjsi patii Sifeni skrze vzduch. Nékteré studie tvrdi, ze koncentrace spor na metr krychlovy



vzduchu miZe dosdhnout i hodnoty 10° tyto hodnoty jse oviem vyskytuji za velmi extrémnich
okolnosti [40]. Stfidm&jsi studie mluvi o koncentraci kolem 10°-10* spor na metr krychlovy [59]. I tak
se ovsem jedna o vcelku vysoké cislo, ze kterého vyplyva, Ze spory hub jsou v prostredi
vsudypiitomné a kompetice o prostor je proto obrovska.

Spora po dosednuti na povrch (naptiklad pokozku, nebo epitel dychaci soustavy) zacne za
urcitych podminek klic¢it a rst do okoli. VSechny tyto povrchy jsou ovsem kolonizované jinymi
zminované antimikrobialni latky [60].

Az v celku nedavné dobé¢ vyslo najevo, Ze dermatofytni houba Trichophyton erinacei, bézny
patogen evropskych jezkd (Erinaceus europaeus), je schopna produkovat antibiotikum
benzylpenicillin (n¢kdy také oznacovan jako penicillin G). Vedle produkce tohoto antibiotika bylo
také objeveno, Ze u napadenych jezkli se také vyskytuje rezistentni bakterie na penicillin G
Staphylococcus aureus [61-63].

Obecné piijimany mechanismus ptsobeni penicillinu je takovy, ze jeho struktura je dosti
podobné s molekulou D-Ala-D-Ala, ktera slouzi k prodluzovani fetézce mureinu. Murein je jednim
ze zakladnich stavebnich blokl bakteridlni bunécné stény. Zarazenim molekuly penicilinu vznika
nestabilni fetézec, ktery mé v konecném duasledku za nésledek lyzy bakterialni bunky [64,65]. Tento
obecné pfijimany model nemusi ale zcela specificky platit pro Penicillin G. Podle jedné studie
u penicillinu G dochdzi u nékterych bakterii k zastaveni produkce RNA a jejich metabolické aktivity,
nikoliv v8ak k lyzy bakteridlni buiiky samotné [66].

Spolecné s penicillinem G byl u 7T erinacei nalezen také dalSi sekundarni metabolit
6-(5-hydroxy-n-valeramido)-penicillanic acid (oznacen jako KPN). KPN, spole¢né s penicillinem G,
patii do skupiny sekundarnich metaboliti penicillinového charakteru. Vznikd deaminaci
a dekarboxylaci penicillinu N. Je proto predstavitelné, ze i KPN bude mit antibiotické Ucinky.
O téchto ucincich neexistuji ovsem zadné studie v dostupné literatute. [63,67]

Ve starsi literatufe jsou dokumentovany piipady dalSich druhti dermatofytnich hub, které
produkuji penicillin. Jsou jimi napiiklad druhy Epidermophyton floccosum [68] a T. mentagrophytes
[69].

Dalsi zdokumentovand antimikrobialni latka, ktera je produkovana patogenni houbou je
kyselina helvellova. Tato kyselina se pouziva i ve zdravotnictvi jako antibiotikum [70]. Toto
antibiotikum steroidni povahy je mimo jiné produkovéano patogennim druhem Aspergillus fumigatus
[71]. Na rozdil od dermatofytnich hub, které infikuji pfedev§im dermalni derivaty (ktize, nehty...) je
A. fumigatus vnitini oportunisticky patogen zpiisobujici invazivni aspergildzy, jez mohou ve vysokém
procentu piipadi vést az ke smrti. Rozvinuti takto vazné formy je ale nejcasteji podminéno oslabenim
imunitniho systému jinou zavaznou chorobou [72]. Samotna kyselina helvellova ma experimentalné
potvrzené antimikrobidlni U€¢inky vaci grampozitivni bakteriim, byt pfesny mechanismus jest¢ neni

zcela pochopen [73]. Kromé téchto ucinki se ale objevuji ditkazy i o dalSich ucincich, které mozna



mohou mit vyznamnéjsi efekt prave pii samotné patogenezi ve vnitinim prostiedi hostitele. DalSimi
ucinky jsou: inhibice archealniho (a pravdépodobné také eukaryotniho) elongac¢niho faktoru 2 (EEF2)
- esencialni pro translaci na ribozomech [74], zména permeability membrany a vyvolani vyliti
elektrolytti [75], inhibice oxidace LDL metabolismu u makrofagt [76]. Je tfeba ov§em zminit, Ze
veskeré tyto dalsi efekty nejsou v publikacich dokumentovany piimo u A. fumigatus, ale u dalSich
hub, které tento sekundarni metabolit produkuji a v n¢kterych piipadech pouze efekt samotné latky,
bez casti houby samotné. Neni ani znamo, jestli viibec A. fumigatus vytvari helvellovou kyselinu

v takovém mnozstvi, aby méla vysSe popsané fyziologické ti¢inky na hostitelsky organismus.

3.2. Sekundarni metabolity chranici houbu pied efekty
fagocytozy
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Obrazek 3: zjednodusena stavba bunécné steny [36] - upraveno

K uspésnému Sifeni houbovych spor je nutné zajistit jejich co mozna nejlepsi ochranu proti
vnéj§im vlivim prostfedi. Spory jsou proto chranény mnoha vrstvami o rlznych sloZenich
(Obréazek ¢. 3), které tuto protekci zajistuji. Nejsvrchnéj$i vrstva byva obalena hydrofobinovymi
(rodlet) proteiny. Tato vrstva zajistuje hydrofobicitu spory, adhezi na povrch, a zaroven slouzi jako
inertni povrch, na ktery bunky imunitniho systému nereaguji [36,40,77,78]. Rodlet vrstva ovSem mizi
po zacatku kli¢eni spory a obnazuje velmi dulezity sekundarni metabolit a jeden z hlavnich faktort

virulence - melanin.



3.2.1. Melaniny

Melaniny jsou velmi rozsifena skupina pigmentl napii¢ vSemi fiSemi. Jejich indolova
a fenolova polymerova struktura zpisobuje mimo jiné pohlcovani vétSiny spektra viditelného zateni,
atim udava i barvu samotného pigmentu, tedy tmavou [79]. Krom¢ viditelného svétla absorbuji
melaniny také UV zafeni a ¢ast ionizujiciho zafeni [79]. Zaroven maji melaniny redoxni potencial
a chelatacni potencial, jsou stabilni i pti vyssi teploté, jsou odolné vici koncentrovanym kyselindm
a v neposledni fadé obsahuji stabilni volné radikaly [79-83]. VSechny tyto vlastnosti z melaninu dé€laji
idealni $tit proti vnéj$im vliviim prostiedi.

Kwvuli vyse zminénym vlastnostem neni piekvapeni, ze velka vétSina hub syntetizuje melanin
na povrchu svych spor pro jejich ochranu proti vnéj$im vliviim. Vyjimkou nejsou ani patogenni druhy.
Syntéza byla potvrzena naptiklad u téchto druhii: Rhizopus oryzae [84)], Malassezia Furfur [85],
M.pachydermatis [86] Microsporum gypseum [87], T. rubrum [87], Cryptococcus neoformans [83],
C. gattii [88], Pneumocystis carinii [89], Penicillium marneffei [90], Paracoccidioides brasiliensis
[91], H. capsulatum [92], Blastomyces dermatitidis [93], C. albicans [94] a A. fumigatus [95].

Produkce melaninu se nékdy nemusi omezovat pouze na spory. Nékdy je melanin
syntetizovan 1 do bunécnych stén hyf. Tento fenomén byl mimo jiné potvrzen u nékterych
dermatofytnich hub v pokusech in vitro. Mezi takovymi byly naptiklad 7. rubrum, M. gypseum, E.
floccosum a T. mentagrophytes. Dle autori produkce melaninu korelovala s pfitomnosti enzymu
lakazy. Izolovany enzym z druhu 7. mentagrophytes vykazoval vysokou sekvencni homologii
s ostatnimi studovanymi dermatofyty, ale spiSe mensi s lakazou izolovanou z oportunniho patogenu C.
neoformans [87]. Je proto mozné, ze lakdza u C. neoformans mize vytvaiet zcela jiny typ melaninu,
nez je tomu u dermatofytnich hub. Autofi ¢lanku upozoriuji, Ze z dostupnych dat neni mozné vyvodit,
zda produkce melaninu na hyfach ma vyznam pii patogenezi dermatofytnich hub. K podobnym
vysledkiim dos$la i studie na jiné dermatofytni houb& Sporothrix brasiliensis ve které se podatilo
vyizolovat dva morfotypy stejného druhu. Tmavy morfotyp vykazujici jasnou produkci melanint
a svétly morfotyp, u kterého byla potvrzena produkce melaninu, ale ve zna¢né snizeném mnoZzstvi
oproti tmavému morfotypu. Oba morfotypy vykazovaly podobné riistové schopnosti, v piipadé testu
virulence na mys$im modelu se ovSem ukézalo, ze svétly morfotyp zplisoboval dokonce horsi prubéh
onemocnéni, nez morfotyp tmavy (s vét§i produkci melaninu)[96]. U oportunistickych houbovych
patogenti a systémovych infekci je role melaninu daleko lépe pochopena a také prozkoumana.
Z pohledu téchto typt patogent a infekci je jasné, Ze melanin je velmi u€inny a vSestranny virulentni
faktor, ktery ovliviiuje nemalé mnoZzstvi drah a mechanismti hostitele [97,98]. Tyto efekty budou
podrobnéji popsany v nasledujicich podkapitolach.

Melanint existuje velké mnozstvi typt a kvuli problémtm s jejich studovanim (vychézejicich

z jejich chemickych vlastnosti) je také problém melaniny charakterizovat chemickym vzorcem [99].



Uhub se nejcastéji setkdvame se tfemi typy melaninu . Eumelanin (Castéji oznaCovan jako

DOPA-melanin), DHN-melanin a pyomelanin.

3.2.1.1. DOPA-melanin

Eumelanin (dale oznacovan jiz jen jako DOPA-melanin) je typ melaninu, jejimz hlavnim
prekurzorem je molekula L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), ktery je odvozen od
aminokyseliny tyrosinu [100]. DOPA-melanin je syntetizovan ve specializovanych liposomalnich
vaccich za pomoci enzymu lakazy. Vacky s DOPA-melaninem jsou deponovany na vné&jsi strané
bunécné stény a ukotveny za pomoci chitindzni sité [101].

C. neoformans je jednou z mala patogennich hub, u kterého byla zatim prokdzana produkce
pouze DOPA-melaninu a je tedy idedlnim modelovym organismem ke studiu, jaké dopady syntéza
DOPA-melaninu na organismus md. Oproti dermatofytnim houbam, kde nejsou presvédcivé dikazy
o dalezitosti produkce melaninu pfi patogenezi, je produkce DOPA-melaninu u C. neoformans
vyznamnym faktorem virulence. Mutantni kmeny a kmeny s cilené vypnutymi geny pro syntézu
DOPA-melaninu vykazuji znané snizenou virulenci oproti wild type kmenlim s normalni produkci
DOPA-melaninu [102,103]. Syntéza DOPA-melaninu neni stejnd za vSech podminek. Ke zvySeni
produkce DOPA-melaninu dochézi az za stresovych podminek nedostatku zivin (regulace pomoci
dostupnosti glukoézy) [98,104]. Kromé stresovych podminek je také zapotiebi vhodny substrat
v prostfedi. Tyto okolnosti nastavaji napfiklad pravé v hostitelském organismu, kdy C. neoformans
dokéze pouzit mimo jiné jako substrat katecholaminové neurotransmitery (dopamin, norepinephrin,
epinephrin) a pietvofit je na DOPA-melanin [105], jehoz U¢inky jsou mimo jiné imunoregulacni,
cytotoxické a proti inflamatorni. Neni proto divu, Ze zavazné infekce houbou C. neoformans konci
v asi 20% ptipadi meningoencephalitidou [106].

Studie dokazuji, ze DOPA-melanin pasobi jako uc¢inné ¢inidlo, které zabranuje, ¢i minimalné
snizuje uspésnost fagocytozy DOPA-melaninem pokrytych spor alveolarnimi makrofagy [107,108].
Zabranéni zahajeni procesu fagocytézy mize byt zpusobem vlivem samotného melaninu, a nebo
pravdépodobnéji kooperativnim efektem naboje kapsidy a melaninu v bunééné sténé [108,109].
DOPA-melanin mé ale dalezitou funkci v piipad€, Ze spora bude fagocytovana. DOPA-melanin
funguje totiz jako pohlcova¢ volnych radikalt, které se generuji pii fagocytéoze ve fagozomu
makrofagli s cilem znicit fagocytovanou ¢astici (v tomto ptipadé sporu C. neoformans) a zastavuje tak
tzv. oxidacni vzplanuti makrofagti [108]. O tom, jestli s DOPA-melanin podili na pfeziti spory ve
fagozomu jeste dalSim - aktivnim zptisobem, neni zcela jasné [110].

DOPA-melanin ma také nepfiznivy vliv na ptipadnou lékarskou terapii. Ukéazalo se totiz, ze
diky pritomnosti melaninu je C. neoformans rezistentni na nékteré antifungalni ¢inidla, jmenovité

amphotericin B a caspofungin [111].



3.2.1.2. DHN-melanin

Zkratka DHN-melanin vychazi z posledniho znamého intermediatu, ktery se objevuje pii
syntéze tohoto typu melaninu [112], 1,8-dihydroxynaftalen [113]. Pfesna chemicka struktura findlniho
produktu této melaninové drahy je ale stale neznama [114,115].

Mezi znamé patogenni producenty patii naptiklad: Sporothrix schenckii [116,117], Fonsecaea
pedrosoi [118], Exophiala dermatitidis [123][121], A. fumigatus [120], B. dermatitidis [93],
Talaromyces marneffei [121,122],

Z dostupné literatury vyplyva, ze DHN-melanin se syntetizuje pouze v konidiich [123-126].
U ostatnich dobie prozkoumanych typti melaninti (pyomelanin a L-DOPA melanin) byla produkce
téchto pigmentli zaznamenana i v hyfalnich stadiich [87,127]. Z tohoto duvodu je vyskyt
DHN-melaninu dilezity pouze v samotném zacatku infekce a pravdépodobné se neuplatiuje dale pii
ristu samotné houby v hostitelském organismu [97,115].

DHN-melanin je jeden z rozhodujicich virulentnich faktord zacatku infekce. Kmeny
A. fumigatus s poSkozenym/vypnutym genem pksP produkuji bilé konidie bez znamek ptitomnosti
DHN-melaninu [128,129]. Takto defektni konidie maji znacn& sniZenou virulenci a jsou snadnéji
rozpoznavany alveoldrnimi makrofagy [128,129]. Spolecn¢ s lepSim rozpoznanim se také ukazuje, ze
mutantni linie bez DHN-melaninového pigmentu je mnohem méné¢ odolna vuci acidifikaci ve
fagolyzozomech makrofagli. Fagocytované wild type konidie u¢inn€ inhibuji proces acidifikace
vzniklého fagolyzozomu v makrofagu, a tim zna¢né zvysuji Sanci pieziti fagocytované konidie [123].

DHN-melanin ma ale ptekvapivé naprosto opacny ucinek na plicni epitelidlni bunky. Na
rozdil od makrofagli, kde pksP mutanti jsou snadnégji a ucinnéji rozpoznavany, tak u epitelialnich
bun¢k byl pozorovéan efekt opacny [130]. V tomto piipad¢ byla vétsi mira fagocytozy epitelialnimi
bunikami pozorovana pravé u wild type konidii s DHN-melaninem [130]. Podobné jako u makrofagi
dochazi i u epitelidlnich bun¢k k inhibici procesu acidifikace fagolyzozomu, diky ¢emuz mize
konidie ptezivat v relativné “neutralnim” prostedi (u makrofagi je toto pH 6 [123], u epitelidlnich
bun¢k nebylo toto ¢islo empiricky zméteno [130]) [130]. Navic u fagolyzozomu epitelidlnich bunék
dochazi k velkym morfologickym ptestavbam a také spojovani nékolika fagolyzozomi s konidiemi do
jednoho velkého fagylozozomu [130]. Bylo také potvrzeno, Ze takto fagocytované konidie jsou
schopny pfezit v epitelidlnich buiikdch ptfes 24 hodin a ze také narusSuji pfirozenou apoptoézu bunck
[130]. Pritomnost DHN-melaninu na konidiich, jejich fagocytace a dlouhodobé piezivani muze byt
jako jeden dulezity faktor uspésného zacatku aspergildzové infekce - tedy nalezeni dobré niky pro
dalsi rast [130,131]. Jako spekulativnim divodem tohoto fenoménu autofi uvadéji rozdilnou
receptorovou vybavu makrofagl a epitelialnich buné¢k [130].

U myeloidnich buné¢nych linii (kam se fadi napiiklad také makrofagy [132]) byl nalezen

specificky receptor pro DHN-melanin (MelLec receptor), ktery rozpoznava naftalen-diolovou
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jednotku DHN-melaninu [133]. Jedinci se SNP mutaci tohoto receptoru maji znacné zvySenou Sanci
vzniku systémové aspergilozy.

Nové se také ukazuje, ze DHN-melanin na konidiich mé i funkci imunoregulac¢ni. U pksP
mutantil odpovida hostitelsky organismus zna¢né¢ silngji a dlraznéji [134]. Pozorované hodnoty
vylitych cytokinii jsou u wild type nizsi, ovSem stale dostatecné pro spravnou signalizaci a likvidaci
konidii. Priinou této snizené hodnoty vylitych cytokint je pravé piitomnost DHN-melaninu
v bunécné sténé konidie, jeZ musi inhibovat urcité prozanétlivé odpovedi [134]. Problém proto muze
nastat spiSe az u imunosuprimovanych jedinct, kdy vylu¢ované hodnoty nemusi byt dostatecné pro

spravnou funkci imunitni odpovédi [134].

3.3. Cytotoxické sekundarni metabolity

Cytotoxické latky jsou takové latky, které zptsobuji poSkozeni bunék. Efekt takovych latek
mize byt napiiklad zpomaleni/zastaveni proliferace postizenych bunék, apoptéza poskozené bunky
anebo nekréza [135]. U hub se setkdvame s oznacenim mykotoxiny. Jsou to latky, které v nizkych
koncentracich maji cytotoxicky efekt na bunky obratlovc. Mezi nejzndméj$i mykotoxiny patii
napfiklad aflatoxiny, ochratoxiny, fuminisiny, patuliny a dalsi [136].

Tato kapitola mykotoxiny vynecha a to z diivodu, ze mykotoxiny jsou nejcastéji produkovany
na zdrojich potravy (napfiklad Spatn€¢ uskladnéné obili) a nejedna se tedy o pfimy virulentni faktor
konkrétniho patogenu, ktery je produkovan v misté infekce. Z tohoto dtivodu se tato prace zaméti na
cytotoxické latky, které jsou prokazatelné produkovany pfi infekcich dermatofytnich hub (naptiklad

riboflavin, xanthomegnin) a systémovych patogenti (napiiklad gliotoxin).

3.3.1. Xanthomegnin

Xanthomegnin je latka naftochinonového charakteru, ktera diky své komplexni strukture lame
svétlo a vytvaii zluto-oranzovo-Cervené zbarveni (dle pH média) u produkujicich kolonii hub
[137,138]. Xanthomegnin ma tedy vlastnosti pigmentu, ale zaroven ma i cytotoxicky efekt na
hostitelské bunky.

Tento sekundarni metabolit (dle dostupné literatury) vytvaii naptiklad tyto houby:
P viridicatum [139], A. melleus [140], A. sulphureus [140], T. megnini [138], T. violaceum [141] a M.
cookei [142]. Je nutné zdlraznit, Ze nejveétsi vyzkum xanthomegninu byl provadén v 60. 70. a 80.
letech minulého stoleti, a proto seznam hub produkujicich xanthomegnin nutné¢ nemusi odpovidat
skute¢nému.

Xanthomegnin ma pti oralnim pozieni (napiiklad skrz krmivo nebo potraviny) projevy
spojené s abnormalitami na ledvinach a jatrech. Patologickymi pfiznaky byla zloutenka, ztrata barvy u
ledvin, a nekrotické folikuly u jater. Nekrotické zanétlivé 1éze byly také pozorované u zlucovych cest

a zlu¢niku [143]. Tyto pfiznaky jsou pravdépodobné spojené s uncoupling aktivitou xanthomegninu
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na mitochondrie [142]. Pfi procesu neregulovaného uncouplingu dochazi k neregulovanému piesunu
protond skrz wvnitini a vnéj§i mitochondridlni membrénu. Takové prostupovani méa nebezpeci
predevs§im v tvorbé ROS (reactive oxygen species) a obecné destabilizace funkce mitochondrie
a poskozeni DNA mitochondrie [144]. Autoii uvadéji, Ze tento efekt je s nejveétsi pravdépodobnosti
zapricenén hydroxy-fenolovou skupinou ve struktufe naftochinonové stavebni jednotky molekuly
xanthomegninu [142]. Schopnost xanthomegninu byt mutanogennim ¢inidlem potvrzuje také jina
studie, ktera se zaméfila na indukci DNA reparacniho systému bunc¢k hepatocytii po vystaveni
xanthomegninem. Test ukazal, Ze po vystaveni bun¢k xanthomegninem skute¢né doslo ke zvyseni
aktivity reparacnich systému buiiky, z ¢ehoz autofi usuzovali, ze xanthomegnin muze byt mutanogen
[145].

Mezi houby produkujici xanthomegnin je také vyznamna dermatofytni houba T. rubrum
[146]. Piivodni informace z roku 1965 o produkci xanthomegninu touto houbou byly opét potvrzeny
ve studii z roku 2000, jez se ovSem zamgéfila na vice sesbiranych vzorkt 7. rubrum z riiznych ¢asti
lidského téla [146,147]. Z celkem 12ti odebranych vzorkd se u kazdého potvrdila produkce
xanthomegninu. deset vzorkd bylo odebrano z nehtii, dva z koznich infekci. K potvrzeni pfitomnosti
xanthomegninu byla pouzita metoda HPLC a ukdzala v priméru spise vétsi mnozstvi produkovaného
xanthomegninu ve vzorcich odebranych z nehtii [147]. Autofi spekuluji, Ze produkce xanthomegninu
muze u Trichoptyton rubrum byt jednim z faktor( virulence. Zaroven ale poukazuji na dal$i moznost,
tedy Ze houba vytvari xanthomegnin primarné jako ochranu proti jinym organismim v misté infekce,
jako napriklad agresivnim parazitickym bakteriim z rodu Pseudomonas. Toto tvrzeni stavi na
predpokladu, Ze xanthomegnin bude mit podobné vlastnosti, jako jiné naftochinony, tedy naruseni

respira¢niho mechanismu bakterii a produkce ROS [147,148].

3.3.2. Riboflavin

Riboflavin, znadméjsi spiSe jako vitamin B2, je esencialni latka, kterd se zapojuje do
metabolismu lipidd, bunécéné respirace, redoxni bilance a metabolizace xenobiotik a 1éciv. Riboflavin
je totiz vyborny akceptor a donor elektronil, a proto je pouzivan v mnoha oxida¢né-redukénich
reakcich [149]. Aktivovany riboflavin je soucasti mnoha proteint a latek, jmenovité naptiklad FAD
[149,150]. Deficience v pfijmu riboflavinu vedou ke vzniku fyziologickych ptiznakli, naopak
nadmérné mnozstvi je za normalnich okolnosti odstranovano z téla skrz moc¢ [149]. Riboflavin je
u obratlovet ziskavan pouze z potravy, geny nutné pro syntézu se totiz u obratlovci nevyskytuji.
Riboflavin ale dokazi syntetizovat de novo protista, rostliny a naptiklad také houby [151,152].

Jako pozoruhodnym faktorem virulence se riboflavin jevi u parazitické houby
Pseudogymnoascus destructans, pivodce WNS (white-nose syndrome), tedy potencidlné smrtelné
choroby u naivnich hibernujicich populaci netopyrt, pfevazné ze Severni Ameriky [12,153,154]. Bylo

objeveno, ze P. destructans vytvaii v misté infekce velké mnozstvi riboflavinu, ktery se akumuluje
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v okolnich buiikach. Za normalnich okolnosti by si postizena tkan dokazala s nadmérnym obsahem
riboflavinu poradit bud’ pfeménou na jiné molekuly (jiz naptiklad zmiflovany FAD a dalsi), nebo
pfevodem do krve a vypuzenim z téla skrz moc. Hibernujici netopyr se ale nachazi
v hypometabolickém stavu, v némz jsou nékteré fyziologické odpovédi na stres zpomaleny, nebo
zcela zastaveny [155]. ZvysSend koncentrace riboflavinu vede k oxidativnimu stresu postizenych
bungk, ztraty membranového potencialu u mitochondrii a nekroze poskozené tkané [156]. Nakazeny
netopyr musi vydavat vétsi mnozstvi zdrojii na boj s infekci a opravu poskozené tkané, coz vede ke
zrychlenému vydaji naakumulovanych tukovych zasob a ke smrti z divodu vyhladovéni pied
ukoncenim hiberna¢ni periody [156]. V pfipad€, ze netopyr postupujici infekci piezije do konce
hiberna¢ni periody a zvladne vylétnout ze zimovisteé, tak mize dojit k dal§imu, jeSté zvySenému
oxida¢nimu stresu kvuli vystaveni riboflavinu slune¢nimu zatreni [156,157]. Poskozena tkan reaguje
silnou zanétlivou odpoveédi a patologii poSkozenych mist (pievazné kiidel) [156]. Takto zjizvena tkan
je sice ve vetSin¢ piipadi slucitelnd se zivotem, ale dle zjisténi nedochdzi k jejimu obnoveni, coz
muze vést ke snizené fitness postizeného jedince, nebo dokonce smrti kviili nedostateéné schopnosti
se krmit [158].

Teorie, Ze riboflavin je produkovan v tak velkych mnozstvich jako redukéni €inidlo pro
siderofory (dalsi faktor virulence, ktery je podrobné probran v dalSich kapitoldch) [159] se
nepotvrdila, jelikoz maximalni produkce sideroforii byla dosazena v Sestém tydnu infekce, ale
riboflavin byl kumulovan linearné dale (pozorovani konci ve 12. tydnu) [156].

Syntéza riboflavinu se ale jevi jako dulezitym virulentnim faktorem u vice patogennich hub
[160,161], nicméné jiz s méné cytotoxickym ucinkem na tkan. Z tohoto divodu se k tématu
riboflavinu v této bakalafské praci kratce vratim v kapitole o sideroforech, které hraji zasadni roli

v ziskavani Zeleza z hostitelské bunky/tkané [159].

3.3.3. Gliotoxin - cytotoxické Uc€inky

Gliotoxin (zkracené GT) je mykotoxin patiici do vétsi rodiny tzv. epipolythiodioxopiperazind,
kterd se mimo jiné vyznacuje obsahem disulfidické vazby [162,163]. Tato disulfidicka vazba je
divodem vysoké toxicity pro zasazené bunky. Gliotoxin je syntetizovan pomoci NRPS. Cluster pro
syntézu gliotoxinu obsahuje 13 genl (u A. fumigatus) [164]. Jeden z téchto gent - GIiT, zajistuje
vlastni rezistenci na tento sekundarni metabolit [165].

Hlavni vyzkum o tvorbé, regulaci a afektech gliotoxinu pochazi ze studii oportunistického
systémového patogena A. fumigatus. Gliotoxin je ale produkovan i dalSimi houbami, napiiklad
Trichoderma virens [166], A. chevalieri [167], P. cinerascens [168] a dalSich.

Gliotoxin mé& kromé cytotoxického uc¢inku také imunomodulaéni U€inky [169], které se
nejvice projevuji predevsim v zacatku prubéhu infekce a budou podrobnéji probrany v nasledujici

kapitole. V pozdéjsich fazich systémové infekce patogenem A. fumigatus, tedy ve chvili, kdy je houba
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v aktivni rastové fazi a prochazi plicemi pomoci hyfalnich vybézkt [170], se uplatiiuje krome
imunomodula¢niho t¢inku i silny apoptoticky efekt gliotoxinu na buiiky hostitele [171-173].

Cytotoxické ucinky gliotoxinu maji jiny mechanismus, nez ty, které zplsobuji
imunomodulaci. Gliotoxin interaguje s jinymi bunéénymi drahami a zda se, Ze k navedeni buiiky na
apoplastickou smrt nepotiebuje ani proniknout do builky. Ptekvapiva sekvence dé&u vedouci
k apoptoze bunky, které jsou zpisobeny Cisté vazbou gliotoxinu na plazmatické membrané
epitelidlnich bunék, vedouci ke ztrat¢ adheze s extracelularni matrix, aktivaci Bak apoptoplastické
drahy a apoptozy takto zasazené bunky [174]. Buika, kterd nema adhezi s okolni tkani, pacha
bunécnou sebevrazdu déjem anoikise. Anoikise je zcela ptirozené se objevujici regulovana cesta
bunécné smrti (tedy apoptoticka cesta), ktera se hojné vyuziva u naptiklad epitelidlnich bunék [175].
Gliotoxin indukuje nové objevenou drahu anoikise pomoci vazby na cysteinové zbytky na o a
fetézci integrinu [176]. Integrin se vyskytuje na bunééné plazmatické membrané a funguje jako
“lepidlo” mezi extracelularni matrix a buiikou. Jsou také dilezitym signadlem pro pfezivani bunky
[177]. Pisobenim gliotoxinu dochdzi k uvolnéni bunky z extraceluldrni matrix, vylitim cytochromu c
z mitochondrii a apoptdzou takto zasazené bunky [173,174,176].

Nespecifickd cytotoxickd drdha gliotoxin je zplsobena cyklovanim mezi oxidovanou
aredukovanou formou disulfidické vazby po pfijeti gliotoxinu buiikou do cytoplazmy.. Toto
cyklovani ma za néasledek tvorby ROS, které zplsobuji poskozovani struktur a molekul v okoli
(proteinti, primarnich/sekundarnich metabolitti buiiky, RNA i DNA) [178,179]. Piekvapivé je tento
efekt umocnén piitomnosti redukénich Cinidel jako je DTT a glutathionu, které za normalnich
okolnosti funguji jako ochrana pfed ROS [178]. Gliotoxin se dostava do buiiky v oxidovaném stavu.
Po vstupu do bunky dochazi k redukci diky pfirozené se vyskytujicim redukénim €inidlim v buiice
(zminované DTT a glutathion). Za ptfitomnosti kysliku se ovsem redukovana forma GT méni opét na
oxidovanou. Pfi této reakci se spotiebovava kyslik a jako vedlejsi produkt vznika peroxid vodiku
a kyslikové radikaly. Oxidovana forma je ale opét rychle redukovana redukénimi €inidly, ¢imz se
vytvari cyklus tvorby ROS. Osud bunky je tedy zavisly na mnozstvi redukénich ¢inidel, predevsim
glutathionu [180,181]. Z tohoto divodu je pro Aspergillus nesmirné dulezity gen GIiT, jez koduje
enzym, ktery udrzuje gliotoxin v redukované formé a zabranuje opétovné reoxidaci a vzniku ROS
[165].

Cytotoxické ucinky gliotoxinu jsou viditelné uz i pti nizké davce kolem 375 az 1500 ng/mL
[182]. Objem produkovaného gliotoxinu ale v priiméru dosahuje v mist¢ infekce koncentraci kolem

4000 ng/mL [183].

3.4. Imunomodula¢ni sekundarni metabolity

Pro jakykoliv patogen je velmi dilezit¢ se pokud mozno vyhnout pfimé konfrontaci

s imunitnim systémem hostitele [184]. V této bakalaiské praci jiz byly probrany nékteré sekundarni
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metabolity (napfiklad melaniny [130]) a jiné molekuly (napftiklad hydrofobiny [40]), které do urcité
miry chrani spory pfed fagocytozou nekterymi konkrétnimi typy imunitnich bunék.
V nasledujicich kapitolach budou rozebrany latky, které moduluji imunitni odpovéd

a umoznuji tak pribéh infekce.

3.4.1. Gliotoxin - imunomodulaéni G¢inky

Gliotoxin se tak jevi jako velmi v§estranny imunomodulacni agens, ktery ovliviiuje jak bunky
vrozené, tak adaptivni imunity [139]. Kromé cytotoxickych ti¢inkli ma gliotoxin také velmi dilezité
imunomodula¢ni U¢inky. Gliotoxin ovliviiuje plno imunitnich bunéénych typli, mezi nimi jsou
naptiklad cytotoxické T lymfocyty [185], pamétové B lymfocyty [179], makrofagy (alveolarni
i bronchialni) [186], monocyty a neutrofily [187].

Studie prokazuji, ze gliotoxin nema pouze lokalni G¢inky v misté infekce patogenem (viz
napiiklad predchozi kapitola gliotoxin - cytotoxické ucinky), ale ze zpusobuje také apoptdzu
v nékterych dalSich organech. Kromé apoptdzy jaterni tkané dochazi také k apoptdze v primarnich
a sekundarnich lymfatickych organech, jmenovité slezina, brzlik a mezenterické lymfatické uzliny
[188]. Spole¢né s tim byl u imunosuprimovanych mysi pozorovan také efekt opozdéné maturace
B lymfocytt [188] a problémy s indukci aloreaktivnich (aktivnich) forem T lymfocytt, které poté ridi
boj s infekei [171]. B lymfocyty se netcastni boje s patogenem piimo, ale jsou dilezité pro boj
s jinymi infekcemi [188]. Nakazeny hostitel proto mize byt vice nachylny na jiné choroby.
T lymfocyty na druhou stranu hraji naprosto klicovou roli v boji proti patogenu. Piivodni studie proto
predpokladaly, Ze gliotoxin neti¢inkuje pfimo na T lymfocyty (jelikoz jejich pocet a rychlost maturace
bylo po vystaveni gliotoxinu nezménéna [188]), ale spise ze T lymfocyty nedostavaji potiebné signaly
od bungk vrozeného imunitniho systému [171].

Jak se v pozd¢jsich studiich ukézalo, tak gliotoxin skute¢né¢ meéni signalizaci postizenych
buné€k vrozeného i adaptivniho imunitniho systému, a tim méni i celou imunitni odpovéd’ [189].

S gliotoxinem se do kontaktu jako prvni dostavaji alveolarni makrofagy. Kromée
nespecifickych efektti gliotoxinu, které mohou vézt k apoptéze makrofagu se ukazuje, ze existuji
i proteiny, se kterymi si specificky vaze gliotoxin a meéni jejich strukturu, a v dasledku ovlivituje
fyziologické drahy buniky. Mezi takové patii naptiklad sniZzeni produkce fosfolipidu[190]. Fosfolipid
PtdIns(3,4,5)P; se nachazi na plazmatické membrané a jeho pfitomnost je zapotiebi u makrofagl ke
spravné fagocytéze vétSich castic [191].Snizenim produkce tohoto fosfolipudu dochazi k tvorbé
nestabilnich membranovych vybézkli makrofagli a narusuji spravné dokonceni fagocytdzy [190].

V pozdgjsich fazich infekce je hyfalni sit’ jiz pfilis velikd na fagocytoézu. V takové fazi infekce
prechazi hlavni kol boje s patogenem na neutrofily, které dokazi s takovymi obrovskymi strukturami
bojovat pomoci NET6zy [192]. Jedna o proces, pii kterém neutrofil dekondenzuje jaderny chromatin,

nasedd na n¢j velké mnozstvi proteind a vackt do struktury podobné pavucing. Takto transformovany
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chromatin je posléze vypustén ven z bunky. Tyto pavucinové NET struktury maji za ukol chytit
a zastavit postup rostouciho patogenu (kupiikladu houbové hyfy). Od tohoto také pochazi nazev
neutrofilni extracelularni past (anglicky trap) - NET [193]. K aktivaci NETo6zy je nutny enzym
NADPH oxidaza [194]. Gliotoxin ovSem zabranuje spravné sestaveni tohoto enzymu inhibici
fosforylace proteinu p47°™ | ¢imz snizuje tvorbu NET a zaroveii snizuje tvorbu ROS, ktera jsou
primarnim produktem tohoto enzymu [194-196]. O vyznamu NETo6zy v boji proti 4. fumigatus se
stale vedou urcité spory. Nov¢jsi studie totiz naznacuji, ze se efekt NETozy je proti houbovym
patogenim nadhodnoceny [197]. Ani tato skutecnost ale neméni nic na faktu, Ze inhibici NADHP
oxidazy ma za nasledek minimalné mensi pocet ROS v okoli hyfy [195].

Dalsim ovlivnénym proteinem po vystaveni pusobeni gliotoxinu je nuklearni faktor kappa B
(NF-xB) [198]. Tento transkripéni faktor je dilezity pro zapoceti, regulaci a ukonceni zanétlivé
odpovédi [199]. Transkripéni faktor NF-«B ovlivituje velké mnoZstvi gend a jeho aktivace je fizena
predevSim externimi stimuly, jakymi jsou naptiklad cytokiny TNF-o (tumor necrosis factor alfa)
aIL-1 (interleukin 1), které tvofi buniky vrozené imunity v misté infekce [199]. Gliotoxin ma podle
vice studii schopnost snizit tvorbu nékterych cytokini u makrofag. M4 se jednat naptiklad
o zminovany TNF-a [200], IL-1[186,200], IL-6[182], IL-10 [182] a dalsi. Hlavnim mechanismem této
snizené produkce (v nékterych piipadech naopak nadprodukce [182]) téchto cytokinli by méla byt
prave inhibice NF-xB gliotoxinem [198]. Zaroven také u neutrofili dochazi k navozeni apoptdzy po
vystaveni gliotoxinu[169]. Tento efekt by opét mél byt spojen s inhibici NF-«xB [169]. Gliotoxin miZze
také nepfimo ovlivnit aktivaci B a T lymfocyti, jejichz proliferace je zavisld na cytokinech

z inhibovaného NF-kB[198].
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Obrazek 4: LUBAC komplex v interakci s gliotoxinem [201]

Gliotoxin se také nekompetitivné vaze na 20S proteazom [202]. Tento komplex je
zodpovédny za degradaci proteini [203]. Gliotoxin se na proteazom vaze nekovalentné
a pravdépodobné zpisobuje konformac¢ni zménu, ktera zabrani degradaci urCitych proteind [202].
Konforma¢ni zména po navazani by totiz neméla byt natolik velka, aby zcela zabranila funkci

proteazomu [202]. Autofi této studie podle svych zjisténi predikovali, Ze toto je hlavni diivod inhibice
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NF-kB [202], ale nov¢jsi studie ukazalo, ze tento efekt ma na svédomi inhibice enzymatické ¢innosti
LUBAC komplexu gliotoxinem [201]. LUBAC komplex (Obrazek €. 4) je jednim z mnoha komplext,
které jsou nezbytné pro spravné slozeni a aktivaci NF-xB [201]. Inhibici LUBAC nedojde
k ubikvitinaci NEMO proteinu [201,204]. Bez ubikvitinace NEMO nedochazi k aktivaci NF-xB
a nastartovani odpovidajici imunitni odpovédi [201].

Utinky gliotoxinu na buiiky imunitného systému jsou zna¢né sofistikované a rozsahlé na to,
ze primarnim vyskyt rodu Aspergillus jsou prevazné pudy [169,182,186,191,198,200,202,205]. Jedno
z vysvétleni muze byt, Ze gliotoxin se vyvinul primarné jako ochrana proti amébam zijicich v pidé
[206]. Améby totiz obyvaji podobné prostfedi jako naptiklad rod Aspergillus, a proto je
pravdépodobné, Ze si vytvorily mechanismy, kterymi se proti itokiim améb brani [207,208]. Pokusy
s amébou Dictyostelium discoideum a A. Fumigatus odhalily, ze i malé davky gliotoxinu (0,3 pg/ml)
maji vliv na D. discoideum [209]. Prvotnim projevem gliotoxinu pii nizkych koncentracich je
hrudkovani postizené améby a pifi zvysenych koncentracich dochazi k lyze celé buiky [209].
Koncentrace gliotoxinu, pfi které dochazelo k hrudkovani améby (0,3 pg/ml) [209] je az pozoruhodné
blizkd pozorovanym koncentracim gliotoxinu, které ovliviiuji funkci makrofagd (od 0,375 pg/m)
[182]. Dalsi pokusy potvrzuji velkou miru podobnosti interakce améb a makrofagl i objevujicich se
strategii, jak se napiiklad vyhnout fagocytdze spor (tento proces se ale nezdd byt zavisly na
gliotoxinu) [208]. Gliotoxin nejspi§ tedy primarné vznikl jako obrana proti amébam, ale podobnost
améb a bunék imunitniho systému umoznila rozsiteni niky rodu Aspergillus, jakoZto oportunistického

patogena cloveka [208-210].

3.4.2. Pseurotin A

Pseurotin A je latky ergot-alkaloidni povahy, ktera byla plvodné vyizolovéana
z Pseudoeurotium ovalis [211]. Kromé této nepatogenni houby jej ale produkuje napiiklad i patogenni
houby A. fumigatus [212,213]. Aktivace produkce pseurotinu A u A. fumigatus je nejspis zptisobena
navozenim hypoxického stavu v hostiteli [214], ktery ma za nasledek odblokovani specifickych
transkripénich faktorti a produkce pseurotinu A [215].

Pseurotin A vykazuje antimikrobialni ucinky [216]. Jak moc je tento Gc¢inek vyhodny pii
Imunoglobulin E v B lymfocytech [217]. Tato specificka interakce s B lymfocyty ma za nasledek
imunosupresi postizeného jedince [217]. Pfesny molekularni zaklad této interakce bohuzel neni znam.

Pseurotin A ma ovSem také u¢inky na makrofagy v misté infekce [218]. Interakce makrofagu
a pseurotinu A vyustila ve snizenou proliferaci postizeného makrofagu, ovSem narozdil od gliotoxinu
pseurotin A nevykazuje cytotoxické ucinky [218]. Kromé& zpomaleni proliferace makrofagu dochazelo
také k modulaci produkovanych cytokinti a to snizenou produkci prozanétlivych IL-6. Zaroven také

dochazelo ke snizeni produkce iNOS (indukovatelnd syntdza oxidu dusnatého) [218]. Vyslednym
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produktem iNOS komplexu je oxid dusnaty (NO), bioaktivni molekula, kterd se pouziva pro
signalizaci [219,220] a pfi zvySeném mnozstvi funguje také jako cytotoxicky agens [221]. Obé tyto
slozky se ucastni zanétlivé odpovedi a tudiz vlivem pseurotinu A se intenzita zanétlivé odpovédi

snizuje [218].
3.5. Esencialni sekundarni metabolity pro rast v hostiteli

3.5.1. Siderofory

Zelezo je esencialni prvek pro jakoukoliv bufiku [222] . Schopnost Zeleza pfechizet mezi
vyuziti jak pti katalytickych reakcich, tak ve strukturni biologii [222]. V aerobnim prostiedi se Zelezo
vyskytuje nejéastéji v nerozpustné oxidované formé, coz snizuje dostupnost pro organismy [223].
jedna - sideroforova [222,225].

Siderofory jsou chelata¢ni molekuly, které maji za ukol ziskavat Zeleza za pomoci jejich
vysoké afinity viuci tomuto prvku [226]. Nejedna se o jednu specifickou latku, nybrz o celou tadu
latek fazenych do vice skupin s podobnymi schopnostmi - vyvazovat zelezo [227]. Siderofory dokazi
efektivné ziskat zelezo, které se vyskytuje bud’ volné v okoli, nebo je vazané v proteinech . Mezi
takové proteiny patii mimo jiné laktoferin [228] a transferin [229] - hlavni proteiny uskladiujici
a prepravujici Zelezo v lidském téle [224]. Houbové patogeny se v hostiteli setkavaji s prostfedim,
které je mimofadné chudé na zelezo (udavaji se hodnoty kolem 107'* M [230]) a pii spusténi imunitni
odpovédi se dostupnost Zeleza jesté dale snizuje [231]. Pii tak nizkych koncentracich jsou ostatni
systémy ziskavani Zeleza netcinné, a tak se zapind vysokoafinitni sideroforovd draha [232].
Sideroforové draha ziskavéni zeleza se ale nevyskytuje univerzaln¢ u vSech hub [224,233]. Mezi
druhy, které ale tuto drahu maji, patii napiiklad i tyto patogenni zastupci: A. fumigatus [225],
A. nidulans [234] a Rhizopus microsporus [235],

Siderofory jsou pro nékteré vySe zminéné druhy naprosto zasadni virulentni faktory. Pfi
vymazani genu SidA (kodujici enzym pro prvni krok tvorby sideroford) u druhu 4. fumigatus doslo
dokonce k naprosté ztraté virulentni schopnosti [225]. Byla pozorovéana snizena schopnost rustu,
snizena mira konidiogeneze, snizena odolnost vici oxidativnimu stresu a sniZeny vnitrobunécny
prenos Zeleza [225,236].

Transport sideroforu obohaceného o “ukradené” Zelezo zpét do hyfy je zprostiedkovano skrz
transportér SIT [227]. SIT transportér se ale vyskytuje také u hub, které zadné vlastni siderofory
nevytvari [237]. Takovéto houby vyuzivaji siderofory, které produkuji jiné organismy a pomoci SIT je
tyto siderofory akorat vychytavaji [237]. Efektivné tak “kradou kradené zelezo”. Pro takové

siderofory se pouzivd oznaCeni xenosiderofory [224]. Dtvodi pro tahovou strategii miize byt nékolik.
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Asi nejpravdépodobnéjsi moznosti je, Ze vyuziti xenosiderofor je urcitd forma uspofeni energie
azvySeni Sance ukofisténi zeleza v puadeé [224]. Ukazuje se ale také, ze i xenosiderofory jsou
dilezitym faktorem virulence. Naptiklad u patogenni houby C. albicans vymazanim genu pro SIT
doslo ke snizeni virulence [237] Byla pozorovana zhorSena schopnosti penetrovat keratinocyty
a oproti kontrole (s funkénim SIT transportérem) také obecné mensi poskozeni bun¢k [237]. Podobné
vysledky se objevuji také u dalSich patogennich hub. Jmenovité naptiklad C. neoformans [238,239]

V kapitole o riboflavinu bylo zminéno, Ze se jedna o esencialni virulentni faktor u vice druhi
hub. Riboflavin se jevi jako esencialni sekundarni metabolit u H. capsulatum [240] a také
A. Fumigatus [152]. U A. fumigatus je zaroven prokazané, ze riboflavin hraje nezastupitelnou roli pfi
tvorb¢ sideroforti (pravdépodobné jako kofaktor pro SidA) [152]. Deleci genti pro syntézu riboflavinu
a udrZzovani nizké koncentrace tohoto sekundarni metabolitu na minimalnim médiu s nedostatkem
zeleza ukédzala na masivni snizeni tvorby sideroforti (u nékterych typti dokonce o 96%) [152].
A. fumigatus s deletovanymi geny pro syntézu riboflavinu se stdva zcela avirulentni [152]. Jako
jednim z faktorti této zmény virulence uvadéji autofi pravé zamezeni tvorby zminiovanych sideroforti
[152]. Virulence byla opét obnovena po piesunuti houby s deletovanym genem pro tvorbu riboflavinu
na médium s dostatkem Zeleza. V takovém pftipad¢ totiz houba neni limitovana nedostatkem zeleza

a tvorba sideroforti neni nutna, tedy delece genu se neprojevi (v tak velkém métitku) [152].
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4. Diskuze a zaveér

V prubéhu této bakalarské prace byly popsany sekundarni metabolity, které se v pribéhu
patogeneze uplatiuji jako virulentni faktory. Prvni dilezitou roli sekundarnich metabolitli mtze byt
vytvoreni a udrzeni si niky pomoci produkce antimikrobidlnich latek. Tento efekt je nazorné viditelny
napiiklad u T erinacei a produkce penicillinu G [63]. Otazkou ovSem zlstava, jak moc tyto
antimikrobidlni latky pfispivaji pfi samotné invazi patogena v tkanich hostitele (mysleno efekty na
tkan). Zde probirané antimikrobialni latky maji vétSinou specificky efekt na urcitou komponentu
prokaryotni stény [66,73]. Nebylo by ale ani piekvapivé, kdyby méli také skryty efekt na eukaryotické
bunky hostitele. V ptfipadé kyseliny helvellové jsou takové ucinky znamé, nicméné chybi presvedcivy
dikaz, ze stejné ucinky se objevuji ve tkanich in vivo.

Dalsi dulezitou roli sekundarniho metabolitu mtize byt zajisténi ochrany pted fyzikalnimi
vlivy (slunecni zafeni, UV, stabilita pti vysSich teplotach, odolnost viici koncentrovanym kyselinam
atd...). Tuto funkci mohou piebirat rizné typy melaninti. Vedle tohoto primarniho ucelu se ale také
ukazuje, ze melaniny mohou byt také velmi efektivni virulentni faktory, které chrani houby (ale
predevsim spory) pied efekty fagocytozy. Samotné studium melanint je ale dosti naro¢ny proces kvuli
jejich chemickym vlastnostem, které zna¢né znesnadnuji presné uréeni jejich struktury [241]. Z tohoto
divodu se prichazi s typizaci melanint na zaklad€ obecnych vlastnosti (napi. DHN-like melanin nebo
DOPA-like melanin), jelikoz piesna struktura zatim zlstava skryta. Zaroven se objevuji prace, které
naznacuji, ze virulentnimi faktory nemusi byt samotné melaniny, ale spiSe enzymy, které je
vytvati - lakazy [104,242,243]. Odpovédi na tyto otazky stale chybéji a to (opét) predevsim z diivodu
neznamé vysledné chemické struktury produkovanych melaninti. Novéjsi technologie by snad ale
tento problém mohli brzy vyfesit a dat definitivni odpovéd’, co je pravym virulentnim faktorem.

Cytotoxické tc€inky sekundarnich metabolitd hub jsou znamé jiz po dlouhou dobu. Nekteré
patogenni houby vytvaieji tyto latky i v misté€ infekce. Jsou jimi naptiklad xanthomegnin, riboflavin
a gliotoxin. Zatimco u xanthomegninu je mira pfispéni k patogenezi spiSe otdzkou [244,245],
u gliotoxinu je jeho dulezitd role a cytotoxicky efekt potvrzen mnoha studiemi. Mechanismus
plsobeni riboflavinu pii infekci P. destructans byl popsan celkem neddvno a pomohl vysvétlit jednu
z moznych pfi¢in zavazné choroby, jakou je white-nose syndrome [156]. Stale ale zlstavaji otazky
ohledn¢ riiznych obrannych mechanisma populaci netopyrd z Evropy a z Ameriky. P, destructans
napada obé populace, ale zda se, ze jen u t€ americké zplsobuje vysokou umrtnost [156,246].
Nadprodukce riboflavinu je tak pouze z jednim faktori zplsobujici patogenezi, nikoliv ale
definitivnim. Je také mozné, Ze Evropské populace nasli mechanismus, jak si z tohoto symbiotického
vztahu vytvofit vztah spiSe mutualisticky skrze specifické interakce s P. destructans. Teoreticky je
vyhodné se pfi hibernaci nechat osidlit relativné agresivni, zato pro netopyra dobie kontrolovatelnou

houbou, neZ tento prostor nechat otevieny pro jiné patogenni druhy. Benefitem mutze byt také samotna
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nadprodukce esencidlniho vitaminu B2 (riboflavinu), ktery si netopyr sim nedokaze vyrobit. Infekce
by mohla zajistit stabilni a dlouhotrvajici pfisun esencialniho vitaminu a diky tomu pomoci
netopyrum prezit dlouhé obdobi hibernace. Dlouhodobé izolovana Americka populace netopyru by
tento mechanismus interakce nemeélo a to by mohl byt jednim z diivodt tak vysoké umrtnosti.

Nékteré sekundarni metabolity nemaji nutné pouze jeden typ ucinku (napf. cytotoxicky), ale
vice ucinkd najednou. To je piipad gliotoxinu, ktery ma jak cytotoxické, tak i imunomodulaéni
umoznuje dlouhodobé pieziti v hostiteli. Diky disulfidickému mistku je gliotoxin nesmirné
vsestrannou latkou schopnou interakce s mnoha systémy jak epitelialniho, tak imunitniho. Proteazom
[202], NF-«kB [198], NADPH oxidaza [196], integriny [176] a mnohé dal$i molekuly a systémy jsou
timto sekundarnim metabolitem ovlivnény. Gliotoxin vznikl pravdépodobné jako ochrana pied
mikroorganismy v pudé (konkrétné améby) a pouze Cistou ndhodou funguje jako vyborny virulentni
faktor proti imunitnimu systému hostitele.

U systémovych mykotickych infekci je problém, ze diky (relativn€) nizkému vyskytu tak
zavaznych stavii nemtize byt dostate¢né silny selekéni tlak na vznik takto sofistikovanych virulentnich
faktorti (melaniny, gliotoxin) pro tyto ucely. Mnohem pravdépodobnéjsi tedy je, ze tyto systémové
mykézy vznikaji Cistou ndhodou diky virulentnim faktoram, které jsou ale urCeny na boj proti
mikroorganismtim, které se vyskytuji v pfirozeném prostiedi téchto hub - nejcastéji v pade. Toto
nahrava teorii o environmentalni virulentni Skolce [247,248]. Tato teorie vysvétluje vyvoj virulentnich
faktort jako konvergentni evoluci proti amébam a ostatnim mikroorganismim v pfirozeném prostredi
patogennich hub. Stejny selek¢éni tlak vedl k podobnym mechanismim, jak se s témito
mikroorganismy vypotadat. Zaroven tak ale oteviraji dvefe pro moznost patogeneze, ktera ale neni
primarnim cilem houby, nybrz vedlej$im produktem environmentalni patogenni skolky [248].

Popsanim sekundarnich metabolitd, jejich klasifikaci a zkoumanim jejich Gc€inkd, struktury
a exprese muzeme vytvorit mnohem lepsi I¢kaiské terapie, které mohou dramaticky snizit umrtnost na
houbové patogeny. To samé ale mtizeme dé€lat i pro mykotické infekce u jinych zvitat. Naptiklad po
objeveni pisobeni riboflavinu pfi infekci P. destructans jiz ta sama studie nabizela moznost lepSiho
a efektivnéjsiho boje proti této rychle se §ifici nakaze. Ta by spocivala v cilenému umlceni a nebo
utlumeni biosyntetickych drah riboflavinu a tim zamezeni jeho produkce [156].

Zde probirané sekundarni metabolity je jen maly prufez celkovou znamou, ale 1 skrytou
diverzitou. Podle genomovych studii a prediktivniho hledani clusteri sekundarnich metaboliti
(pomoci metody SMURF) bylo zjisténo, ze genom A. fumigatus ukryva asi 30 clusterti sekundarnich
metabolitd [249]. JeSt¢ o par let diive bylo ale znamo pouze 26 clusterti [250]. Tento trend pouze
potvrzuje, ze téma sekundarnich metabolitt rozhodné jesté neni vycerpano. Nékteré z nich mohou byt
dalezitymi virulentimi faktory pfi infekcei, ale k jejich zapnuti jejich produkce dochdzi pouze ve velmi
specifickych podminkach, které naptiklad in vifro neumime napodobit a v in vivo nejsme schopni

zatim vyizolovat.
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V nékterych ptipadech neni produkce virulentnich sekundarnich metabolitii nutné na skodu.
Ve zdravotnictvi se setkavame s velkym problémem spravného a dostatecné rychlého rozpoznéni
houbové infekce, coz ma casto za nasledek prechod do systémové formy infekce, kdy je 1écba jiz
znaén¢ komplikovana. JakoZzto velmi zajimavou moznosti piesné a vcelku rychlé detekce infekce
mohou byt siderofory, piesnéji piijem siderofori houbovym patogenem [251]. Radioaktivnim
oznaCenim in vitro vytvorenych sideroforti a vstiiknutim do pacienta se docili specifické kumulaci
téchto sideroford v pfitomném patogenu, jelikoZ pouze patogen ma specifické transportéry pro tyto
siderofory. Tato kumulace se da velmi dobie vyobrazit pomoci PET skenu. Testy na zvifecich
modelech vypadaji velmi dobfe, a v budoucnu by se tedy mohlo jednat o velmi u¢inny a zcela
bezpecny nastroj vizualizace infekce [251].

Neékdy naopak je vyhodné virulentni faktor pouzit v naprosto odli$né situaci. Pseurotin A je
imunomodula¢ni sekundarni metabolit, ktery ale oproti gliotoxinu nevykazuje zjevnou cytotoxicitu
[218,252]. Proto by v budoucnu mohlo byt jednim z vyuziti 1écba alergickych reakci a dlouhodoba
terapie CD4 a B lymfocytovych onemocnéni. Slibn¢ také vypadaji vysledky nasazeni pseurotinu A
jako léku proti revmatoidni artritidé a osteopordze [253,254].

Zkoumani sekundarnich metaboliti i z téchto divodl mize pfinést jest€ mnoho piekvapivych
zjisténi, z nichz nékteré mohou mit zna¢ny dopad at’ uz na zdravotnictvi, ¢i pramysl, kde se

sekundarni metabolity hub hojné aktivné vyuzivaji [255,256].
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