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ABSTRAKT

Cryptococcus neoformans je oportunné patogenni kvasinkou zapfticinujici kolem
600 000 iimrti ro¢né. Jeji schopnost vyvolat chronickou infekci je ddna mimo jiné vyskytem
riznych morfologickych forem. Tyto formy se li§i v bunéénych strukturach a mechanismech
ovliviiujicich virulenci a majicich vliv na odolnost vii¢i stresovym faktorim, jimz je tento
patogen v hostiteli vystaven. V praci jsou nejprve popsany molekuldrni mechanismy tvorby
povrchovych struktur ovliviiujicich virulenci. Dale jsou predstaveny nékteré¢ dulezité
morfotypy objevujici se pii infekci. Zaroven je pfedstaven pseudohyfalni morfotyp, ktery je
hypovirulentni, ale je zajimavy modifikaci signalizace, ktera jej navozuje. Popsané drahy pak
predstavuji mozné cesty regulace faktori virulence, tedy signalizace vedouci k projevu
jednotlivych morfotypt. Pochopeni téchto signalizacnich drah by pak mohlo zlepsit moznosti
vyvoje novych l1éCiv, jelikoZ tém soucasnym Cryptococcus neoformans ve velké mire

odolava.

Kli¢ova slova: Cryptococcus neoformans, prepinani fenotypu, titdnské buiky,

diferenciace bunek, virulence, Vadl, Rim101, Usvl01, RAM

ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is an opportunistic pathogenic yeast causing around 600 000
deaths annually. Its ability to cause a chronic infection is given by the emergence of different
morfotypes. These morphotypes differ in cell structures and mechanisms (virulence factors)
which have an influence on the resistance to stress factors encountered in the host. This work
first describes molecular mechanisms of formation of these virulence factors. Next, it presents
morphotypes occurring during infection and the hypovirulent pseudohyphal morphotype.
However, this morphotype is interesting because of a modification in the signalisation leading
to its manifestation. Finally, described signalling pathways present possible ways of
regulating the virulence factors, and so the manifestation of different morphotypes.
Understanding these signalling pathways could ultimately lead to improving the development

of new drugs, given that Cryptococcus neoformans is highly resistant to the existing ones.

Keywords: Cryptococcus neoformans, phenotypic switching, titan cells, cell

differentiation, virulence, Vadl, Rim101, Usv101, RAM
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Seznam zkratek

BS — bunééna sténa

C — pilovity fenotyp

cAMP — cyklicky adenosin monofosfat
CME - kryptokokova meningoencefalitida
ER — endoplasmatické retikulum

GA — Golgiho aparat

GAP — GTPase Activating Protein

GDP - guanosin difosfat

GTP — guanosin trifosfat

GlcpA — glukopyranosyluronova kyselina
GXM - glukuronoxylomanan

GXMG@Gal — galaktoxylomanan

HOG - high osmolarity glycerol, signalizacni
draha

IS — imunitni systém
MAPK — mitogen-activated protein kinase

MAPKK - mitogen-activated protein kinase
kinase

MAPKKK - mitogen-activated protein kinase
kinase kinase

Geny a proteiny

Ada2 — SAGA acetyltransferasa

Agsl — a-glukan syntasa

All1/2 — allergen 1/2

Amtl/2 — permeasa amonnych iontl
Bckl - MAPKKK PKC/Mpkl1 drahy
Cacl — adenylat cyklasa

Cac2 — chromatin assembly complex 2

Can2 — karbon anhydrasa

MC — mukoidni fenotyp

MTL — mating type locus

PA — pantotenova kyselina

PAK — p21 aktivovana kinasa

Pal/Rim — pH responsivni draha

PH — pseudohyfalni fenotyp

PI-3-K — fosfoinositol-3-kinasa

PKA — cAMP dependentni protein kinasa A
PKC — protein kinasa C

PLC — fosfolipasa C

RAM - regulation of Ace2 and
morphogenesis, signalni draha

SM — hladky fenotyp

SREB — draha odpovédi na hypoxii

SRG — Structural Reported Group

TF — transkrip¢ni faktor

TOR — target of rapamycin, signalni draha
UDP — uridin difosfat

UPP — ubiquitin proteasome pathway

WR — zvrasnény fenotyp

A — oznaceni delece prislusného genu

Casl — 6-O-acetyltransferasa
Cdal/2/3 — chitin deacetylasa
Cirl — protein vnimajici hladinu Zeleza

Crz1/Spl-like (Spl) — transkrip¢ni faktor,
efektor SREB drahy

Csr2 — regulator chitin syntasy

Ctrl/4 — transportér méd’natych iontl
Cxtl — B(1,2)-xylosyl transferasa
Digl/2 — inhibitor Stel2 u S. cerevisiae

EFG1 — gen kontrolujici fenotypové piepinani
u Candida albicans



Fks1 — B-glukan syntasa
Gasl — B-glukanasa
Gat201 — transkrip¢ni faktor regulovany PKA

Gpal/2/3 — o podjednotky trimerniho
G-proteinu

Gpbl — B podjednotka trimerniho G-proteinu
GPCR - G-protein coupled receptor

Gpr4/5 — GPCR receptory vnimajici
koncentraci zivin

Hogl — MAPK HOG drahy

Hyml — protein asociujici s Kicl u
S. cerevisiae

Chs3/8 — chitin syntasa

KIC1 — gen pro kinasu fosforylujici Orb6
Kre6 — enzym tcastnici se syntézy p-glukanu
Lacl1/2 — lakasa

LMP1 — gen pro hypoteticky protein
MANT1 — gen pro enzym syntézy GDP-manosy
Mkk1/2 - MAPKK PKC/Mpkl1 drahy
MOB?2 — gen pro protein asociujici s Orb6
Mpf3 — GPI-protein stimulujici T-bunky
Mpkl — MAPK PKC/Mpkl drahy

Msb2 — membranovy sensor HOG drahy
Notl — globalni represor transkripce

Nrgl — transkrip¢ni faktor, cil PKA

Orb6 — efektorova kinasa RAM signalizace
Pbs2 - MAPKK HOG drahy

Pck1 — fosfoenolpyruvat kinasa

Pkal/2 — katalytick4 podjednotka PKA
Pkrl — regulaéni podjednotka PKA

Plc1 — fosfolipasa C1

PIb1 — fosfolipasa B1

Qspl — quorum sensing protein

Rim101 — transkripéni faktor, cil PKA

vi

Scpl — protein SREB drahy

SGF29 — gen pro transkripcni faktor vazajici
histon deacetylasu

Shol — membranovy sensor HOG drahy
S. cerevisiae

Sknl — enzym ucastnici se syntézy p-glukanu

SIn1/Ypd1/Sskl — osmosensoricky komplex
HOG drahy S. cerevisiae

SOG2 — gen pro protein asociujici s Kicl
Srel — produkt genu SREBP

Ssk2 - MAPKKK HOG drahy

Ste3 — feromonovy receptor

Ste4 — protein feromonové signalisace
S. cerevisiae

Ste11/12/20 — proteiny feromonové signalizace
C. neoformans

Ste18 — protein feromonové signalisace
S. cerevisiae

STL1 — sugar transporter like protein

Stpl — protein SREB drahy

Swi6 — protein regulace buné¢ného cyklu
TAQO3 — gen pro scaffold protein RAM drahy
Tcol — histidinova kinasa SREB drahy

Torl — protein kinasa TOR drahy

Tufl — elongaéni faktor v syntéze
mitochondridlnich proteinti

UGDI — gen pro enzym syntézy
UDP-glukuronové kyseliny

UGE]1 — gen pro enzym syntézy
UDP-galaktosy

Usv101 — transkrip¢ni faktor, mozny klicovy
regulator virulence

UXS1 — gen pro enzym syntézy UDP-xylosy
Vadl — DEAD-box RNA helikasa

WORI1 — gen kontrolujici fenotypové prepinani
u Candida albicans



1 Uvob

Cryptococcus neoformans je kvasinkova houba ze tfidy Tremellomycetes pattici do
kmene Basidiomycota (Blackwell, Vilgalys et al. 2012). Je primarn¢ volné zijici kvasinka
bézn¢ nachazena na ptacich, a zejména holubich, exkrementech nebo v jejich hnizdech. Ve
svém piirozeném prostiedi se setkava se svymi pfirozenymi predatory, kterymi mohou byt
Acanthamoeba castellani (Steenbergen, Shuman et al. 2001) nebo Dictiostelium discoideum
(Steenbergen, Nosanchuk et al. 2003). Selekéni tlak vyvolany prostfedim a témito predatory
umoznil vyvoj riznych ptizpisobeni, ktera kvasince C. neoformans umoznila zacit vyuzivat
novou niku, prosttedi hostitele. Témito faktory jsou polysacharidova kapsule obalujici
bunécnou sténu (BS), melanizace BS a schopnost ristu pii zvysené teploté. U kvasinky
C. neoformans se také vyvinuly mikroevolucni mechanismy, které ji umoziiuji se rychle a

efektivné ptizplsobit ménicimu se prostiedi pomoci regulace faktorti virulence.

U C. neoformans tedy lze pozorovat nékolik bunécnych forem s rozdilnou fitness
v riznych prostiedich. Jsou jimi kvasinkové buiiky, hyfy, pseudohyfy, staré ned¢lici se
bunky, titanské builky a mikro buiiky a n¢kolik bunécnych forem v ramci fenotypového

prepinani. Nékteré tyto formy ukazuje Obrazek 1.
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Obrazek 1 - Vzhled n€kterych bunéénych forem pozorovanych u C. neoformans,
buriky izolované z plic nakazené mysi, barveni pomoci India Ink;
pievzato z (Zaragoza 2011)



U vétsiny zdravych hostitell je infekce kvasinkou C. neoformans typicky potlaena
¢innosti imunitniho systému, pokud vSak hostitel trpi néjakou z forem imunodeficience,
v soucasnosti nejcastéji AIDS, miize se Sifit po téle a zpiisobit zdvaznou kryptokokovou
meningoencefalitidu (CME). Sifeni z plic do mozku je zprostiedkovano makrofagy, které
kvasinku fagocytuji a pak prechazeji do krevniho obehu (Miyazato 2016). VysSe zminéné
faktory virulence totiz C. neoformans umozni uvnitt makrofaga ptezit a nechat se jim zanést
do kapilar zasobujicich mozek, kde kvasinka makrofaga opusti a nasledné prekonava

hematoencefalickou bariéru.

K infikovani dochazi ptevazné vdechnutim bazidiospor vznikajicich na bazidiich.
Molekularni mechanismy fidici hyfovy rtst a tvorbu spor jsou velmi dobie popsany jinde (viz
ptehledy (Fu, Sun et al. 2015) nebo (Hull and Heitman 2002)) a nejsou pfedmétem této prace.
Vykli¢ené spory se pak v hostiteli mnozi asexualné za vzniku klonélnich populaci, sexuélni

rozmnozovani a hyfovy rust v hostiteli neprobiha.

Fenotypové prepindni je fenoménem poprvé objevenym u Candida albicans.
V populacich in vitro 1 in vivo dochazi u n€kterych bunék ke spontannim zménam ve
fenotypu. Tyto zmény vSak nastdvaji s frekvenci vyssi, nez je predpokladand frekvence
vzniku mutaci. Jsou dédi¢né, ale s obdobnou frekvenci dochazi i k jejich reverzi. Mimo to je
pocet riznych pozorovanych fenotypti maly. Selekéni tlak pak mize vést k prevladnuti
subpopulace s pfepnutym fenotypem. V piipadé prepinani fenotypti u kvasinky C. albicans
jde o trimorfni white-gray-opaque systém (Bommanavar, Gugwad et al. 2017), ktery je fizeny
zpétnovazebnou transkripéni smyckou tvotfenou transkripénimi faktory EFG1 a WOR1

(Noble, Gianetti et al. 2016).

Systém fenotypového prepinani C. neoformans zahrnuje pét fenotypt (smooth, mucoid,
wrinkled, serrated, pseudohyphal) rozliSenych vnéj$im a/nebo vnitinim vzhledem kolonie.
Mechanismy fidici fenotypové piepinani u C. neoformans jsou stale z velké ¢asti neznamé, a¢
jsou mozné podobnosti se systémy piepindni jinych kvasinek. Dale tedy v ramci
fenotypového prepinani bude vénovéana pozornost hlavné kvalitativnimu popisu nékterych

1épe poznanych fenotypti, tedy mukoidniho a pseudohyfalniho.

Titanské bunky jsou neddvno objevenym bunéénym morfotypem, o kterém bylo zahy
zjisténo, Ze je velmi vyznamny pii chronické infekci. Tim se dostal do centra pozornosti ve
vyzkumu zivotniho cyklu a patogenicity C. neoformans. Mimo to byly pozorovany také

»mikro buiiky* (Zaragoza 2011), ty vSak v této praci popsany nebudou.



V dalsich kapitolach bude nejprve popsana morfologie bunck, dale pak zmény v ramci
ruznych morfotypti a molekularni mechanismy, které by za t€émito zménami mohly stat. Tato
poznani jsou diileZitd jednak pro poznani C. neoformans jako takového a jednak pro vyvoj
novych uéinngjsich 1é¢iv pro pacienty trpici CME, mezi kterymi je stale velmi vysoka

mortalita.

Cilem této prace je tedy nabidnout souc¢asny piehled znalosti o regulaci fenotypového

pfepinani a diferenciace bun¢k kvasinky C. neoformans.

2  FAKTORY VIRULENCE

Jako faktory virulence zde budou oznacovany bunétné struktury, jeZ svymi vlastnostmi
umoznuji infekci hostitele (kapsule a bunécna sténa, ktera je pro kapsuli nezbytna) a
mechanismy, které je reguluji v nepfiznivych podminkach (naptiklad udrzeni integrity BS pii

zvysené teploté nebo jiném stresu).

Obrazek 2 — Vnéjsi obaly C. neoformans. C — kapsule; O — vnéjsi vrstva BS; I — vnitini vrstva BS;
PM - plasmaticka membrana, M — mitochondrie, W — buné¢na sténa; vpravo v podminkach
neindukujicich kapsuli, vlevo v podminkéch indukujicich kapsuli;
pfevzato a citovano z (Agustinho, Miller et al. 2018)



2.1 Bunééna sténa

Bunécna sténa (BS) se bézné jako faktor virulence neuznava, pro potieby této prace a

z diivodu jeji nezbytnosti pro manifestaci kapsule vSak bude mezi faktory virulence zafazena.

Bunééna sténa C. neoformans je rozliSena na vnitini vrstvu (skladajici se z B-glukand,
chitinu a chitosanu) a vnéjsi vrstvu (obsahujici hlavné B- a a-glukany). Mimo to se v obou

vrstvach nachazi i glykoproteiny a pigment melanin. (Agustinho, Miller et al. 2018)

Majoritnim polysacharidem celé BS je linearni B(1,3)-glukan prokiizovany kratSimi
jednotkami B(1,6)-glukanu. B(1,6)-glukan se véze i na chitin nebo glykoproteiny.
Glykoproteiny jsou na povrch transportovany ukotvené v membrané pomoci GPI-kotvy a az
pozd¢ji pteneseny na polysacharid (Agustinho, Miller et al. 2018). Mezi tyto glykoproteiny
patii naptiklad B-glukanasa (Gasl) (Eigenheer, Jin Lee et al. 2007) nebo fosfolipasa B1 (Plb1)
(Maruvada, Zhu et al. 2012). Hraji dtlezitou roli v sestavovani a remodelaci BS, nékteré
dokonce modifikuji odpovéd’ T-bun¢k hostitelského imunitniho systému (Specht and Levitz
2006). Tretim typem polysacharidu BS je a(1,3)-glukan, ktery slouzi k pfipojeni
polysacharidu kapsule (Agustinho, Miller et al. 2018).

Syntéza a(1,3)-glukani je zajisténa a-glukan-syntasou (Agsl) z jednotek UDP-glukosy.
B(1,3)-glukan je syntetizovan B-glukan syntasou Fks1. Syntézu B(1,6)-glukanu by mohly
zajiStovat syntasy Kre6 a Sknl (Agustinho, Miller et al. 2018).

Syntézu chitinu z UDP-N-acetylglukosaminu zaji§t'uje chitin syntasa (napt. Chs3) ve
spolupraci se svym regulatorem Csr2. Chitosan pak vzniké deacetylaci chitinu pomoci chitin

deacetylas (Cdal, Cda2, Cda3) (Doering 2009).

2.2 Kapsule

Kapsule je velmi dilezitym faktorem virulence — ptichazi do kontaktu s prostfedim
hostitele a jeji polysacharidy mohou byt znaéné imunogenni. Déle ovliviiuje, v jaké mife jsou
bunky C. neoformans fagocytovany makrofagy, a zamezuje lyzi buiiky, kterd by nastala
v disledku ¢innosti komplementového systému (Zaragoza, Rodrigues et al. 2009). Kapsule

zaroven prochdzi vyznamnymi zménami pii pfechodu mezi riznymi fenotypy.

Kapsule je tvofena polysacharidem glukuronoxylomananem (GXM, 90-95 %),
minoritnim polysacharidem galaktoxylomananem (GXMGal) (Turner, Cherniak et al. 1984),
v menSim mnozstvi obsahuje manoproteiny (Cherniak, Reiss et al. 1980). Majoritni GXM

tvofi variabilné vétveny polymer a(1,3)-manosy (Cordero, Frases et al. 2011), na ktery jsou



v pravidelnych intervalech substituovany jednotky glukuronové kyseliny (B(1,3)) nebo xylosy
(B(1,2) nebo B(1,4)). Manosa miize byt také 6-O-acetylovana
(Zaragoza, Rodrigues et al. 2009).

Syntéza prekurzorovych oligosacharidi vyzaduje aktivované monosacharidy —
GDP-manosu, UDP-galaktosu, UDP-glukuronovou kyselinu a UDP-xylosu. Syntézu

aktivovanych monosacharidl zajist'uji enzymy uvedené v Tabulce 1.

Aktivovany monosacharid | Asociovany gen Zdroj

GDP-manosa MANI1 (Wills, Roberts et al. 2001)
UDP-galaktosa UGEL1 (Moyrand, Lafontaine et al. 2008)
UDP-glukuronové kyselina UGD1 (Ankel, Ankel et al. 1966)
UDP-xylosa UXS1 (Ankel and Feingold 1966)

Tabulka 1 - Enzymy tcastnici se syntézy NDP-sacharidii pro syntézu prekurzora kapsule

Tyto latky jsou syntetizovany v cytosolu a nasledné transportovany do
endoplasmatického retikula (ER) nebo Golgiho aparatu (GA) (Hadley, Maggioni et al. 2014),
kde jsou pomoci glykosyltransferas spojovany do oligosacharidovych prekurzort. Tyto
prekurzory jsou oznacovany jako SRG (Structural Reported Groups) a v soucasnosti je
rozpoznano Sest takovych skupin liSicich se v mistech substituci na manosové kostie

(viz Obrazek 3).

U C. neoformans byla identifikovana B(1,2)-xylosyltransferasa (Cxtl) (Klutts and
Doering 2008) lokalizovana v GA nezbytna pro uplnou xylosylaci (f(1,2) 1 B(1,3)) GXMGal a
¢astecnou xylosylaci GMX, ale dalsi predpokladané glykosyltransferasy zatim potvrzeny
nebyly. Z GA jsou poté prekurzory transportovany sekre¢nimi vacky na povrch buiilky

(Agustinho, Miller et al. 2018) (Doering 2009).
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Mechanismus, kterym jsou extracelularné sestavovany polymery, jejichz molekulova
hmotnost miize dosahovat az 7000 kDa (McFadden, De Jesus et al. 2006), neni pfesn¢ znam a
zda se, ze by k sestavovani mohlo dochézet na vnitini (Cordero, Bergman et al. 2013) i vn&jsi
(Zaragoza, Telzak et al. 2006) strané kapsule. Za 6-O-acetylaci je zodpovédny enzym Casl.

Ptehled genti asociovanych s tvorbou kapsule je v Tabulce 2 a Tabulce 3.



Geny ucastnici se biosyntézy | Pfedpokladana funkce
CAP64 Podobny CMT1

CAP59 Regulace sekrece PS
CAP10 Podobny CXT1

MANI Syntéza manosy

GMT1 Transport manosy
UGDI Syntéza UDP-glukuronové kyseliny
UXSI1 Syntéza UDP-xylosy
CMTI Manosyltransferasa
CAS1/2/3 6-O-acetyltransferasa
CXT1 Xylosyltransferasa
UGEI1 Syntéza UDP-galaktosy

Tabulka 2 - Geny biosyntézy kapsule; pfevzato z (Zaragoza, Rodrigues et al. 2009)

Geny regulujici kapsuli Predpokladana funkce

CAP60 Podobny CEL1 (Agaricus bisporus)
CIR1 Receptor Fe

GPAI Alfa podjednotka trimerniho G-proteinu
GPR4/5 GPCR vnimajici AA/glukosu
PKAI Katalyticka podjednotka PKA
PKR1 Regulaéni podjednotka PKA

PDEI1 Nizkoafinitni fosfodiesterasa

CACl1 Adenylat cyklasa

ACAl Protein asociovany s CACI

CAN2 Karbon anhydrasa; vnimani CO2
NRGI1 Transkrip¢ni faktor

GAT201 Transkrip¢ni faktor

RIM101 Transkrip¢ni faktor

Tabulka 3 - Geny regulujici biosyntézu kapsule; ptevzato z (Zaragoza, Rodrigues et al. 2009)

Kapsule je variabilni v odpovédi na extracelularni signaly, vnitini vyvojové signaly
nebo fenotypové prepinani; miiZze se ménit jeji velikost, chemicka struktura nebo fyzikalni

vlastnosti (Zaragoza, Rodrigues et al. 2009)

Z vngjSich podminek indukuji tvorbu a zvétSovani kapsule zvysena koncentrace CO2,
nizka koncentrace zivin, nedostatek Zeleza nebo lehce zvysené pH (Zaragoza, Rodrigues et al.

2009). Vsechny tyto podminky najdeme v prostiedi plic hostitele.

Kapsule obaluje pravdépodobné také spory (Botts, Giles et al. 2009).



2.3 Melanizace

Melanizace je proces ukladani melaninu mezi polymery bunécné stény. Melanin chrani
bunku pted ucinky oxidacnich ¢inidel v hostiteli a UV zafenim ve vnéj$im prostfedi. Kromeé
toho také snizuje propustnost kapsule a BS, ¢imz mtize zpomalit difuzi 1é¢iv do cilovych mist
a zvysit resistenci C. neoformans k tomuto 1é¢ivu. Melanizované bunky jsou diky tomu
znacn¢ persistentni. Vyrazna melanizace kapsule a BS je tedy také vyznamnym faktorem

virulence, nezbytnym napftiklad pro odolnost titdnskych bun¢k.

Melanin je polymerni pigment vznikly oxidaci a polymeraci latek ze skupiny
katecholamint. U C. neoformans ho najdeme ulozeny v BS navéazany na chitin (Agustinho,
Miller et al. 2018), kde buiiku chrani primérné pted Skodlivymi uc¢inky UV zéfeni, sekundarné
pak pfed oxidativnim a nitrosativnim stresem, ktery vyuzivaji makrofagy imunitniho systému

ptipadného hostitele.

Melanin je syntetizovan z katecholaminti extracelularnimi méd’ vézajicimi enzymy
Lacl a Lac2 (Williamson 1997, Pukkila-Worley, Gerrald et al. 2005). Jejich aktivita je
regulovana stresovou signalizaci (viz kapitoly 5.2.2 a 5.2.3), pH signalizaci 1 nizkou
koncentraci zivin (viz kapitola 5.1). Dostupnost nezbytnych méd’natych ionti je zajistovana

transportéry Ctrl/4 (O'Meara, Xu et al. 2014, Gish, Maier et al. 2016).
3 FENOTYPOVE PREPINANI

Fenotypové ptepinani je proces spontanniho vzniku bun¢k odlisSného fenotypu
v matetskych koloniich o frekvenci vyssi, nezZ je predpokladana frekvence mutaci. Poklada se
za typ mikroevoluce umoziujici rychlou adaptaci na zmény podminek (Fries, Goldman et al.

2002).

Priimérné kvasinkova buiika C. neoformans mé primeér asi 5 pm, asi 0,1 um tlustou BS
a asi 1 pm tlustou kapsuli (odvozeno z pozorovanych hodnot u praci na fenotypovém
prepinani (Fries, Goldman et al. 1999) a titdnskych bunikach (Zaragoza and Nielsen 2013,
Hommel, Mukaremera et al. 2018)). Rtizné morfotypy se pak mohou lisit jak ve velikosti

nebo tvaru buiky, tak ve tloust'’ce kapsule ¢i slozeni bunécné stény.



U C. neoformans kment SB4, J32 a dvou variant kmene ATCC 24067 (ATCC 24067A
a RC-2) bylo popsano nékolik takovych fenotypt podle vnéjsiho vzhledu kolonie zalozené
bunikou odpovidajiciho typu — hladky (smooth — SM), mukoidni (mucoid — MC), zvrasnény
(wrinkled — WR), pilovity (serrated — C) a pseudohyfalni (pseudohyphal — PH) (Fries,
Goldman et al. 2002). Fenotypové piepinani se ale objevuje i u jinych kmeni C. neoformans a
bylo pozorovano i u C. gatii (naptiklad MC - SM u kmene NP1) (Jain and Fries 2008).
Ptehled fenotypti u jednotlivych kmenii ukazuje Tabulka 4.

Nejcastéji pozorované jsou fenotypy SM (ve vétsing ptipadii povazovan za matetsky),
MC (Casto se objevuje v klinickych izolatech) a PH (pozorovany v asociaci s pfirozenymi
predatory). Ostatni fenotypy jsou pomérné vzacné a v klinickych izolatech se béZzné

nevyskytuji (Jain, Wickes et al. 2005).

Kmen Fenotyp Srovnani virulence fenotypti
SB-4 SM, C, WR WR >SM >C

132 SM, MC —

24067A SM, PH, WR WR > SM > PH

RC-2 SM, MC MC > SM

NP1 (C. gatii) SM, MC MC > SM

Tabulka 4 - Fenotypy pozorované u jednotlivych studovanych kmenti. Pievzato z (Jain, Guerrero et al. 2006)
Buiiky kolonii odvozeného fenotypu vykazuji oproti rodicovskému rozdilné vlastnosti,
jako jsou delsi doba zdvojeni ¢i odli$na velikost kapsule (Jain and Fries 2008). Buiky MC
typu maji kapsuli vzdy vyrazng vétsi, a jejich kolonie vykazuji zvySenou sensitivitu
k lyzujicimu enzymu a osmotickému stresu (Jain and Fries 2008). Dalsi zmény zahrnuji
expresi riznych povrchovych molekul véetné imunogennich epitopli nebo rozdilnou acetylaci
GXM. Dochézi ke zméné v zastoupeni jednotlivych SRG. Zména v SRG u pfepinani na WR
(24067A) a C (SB4) fenotypy (respektive syntéza SRG M3 a M5, viz Obrazek 3) vyZzaduje
¢innost specialniho enzymu, ktery piipojuje xylosu vazbou B-(1,4) misto obvyklé B-(1,2)

vazby (Fries, Goldman et al. 1999).

Nedochazi vzdy ke zméné€ melanizace, ale mlize se menit schopnost tvorby biofilmu.
Zaroven maji buniky v biofilmu zménénou frekvenci fenotypového prepinani (Martinez, Ibom

et al. 2008).

Zda se, Ze matetské fenotypy maji zvySenou schopnost adheze k substratu a formace
biofilmu, ve kterém néasledné dochazi k mirnému zvyseni frekvence fenotypového prepinani.
Pti chronické infekci tak mize dochazet k mikroevoluci (Martinez, Ibom et al. 2008).

Frekvence fenotypového piepinani se také zvySuje s replikativnim a chronologickym



starnutim bunky, av§ak z dosud nezndmych pficin. Z toho diivodu zde nebude senescentnim
buitkdm vénovana pozornost, tato problematika u C. neoformans je zpracovana napiiklad
v pracich (Bouklas and Fries 2015) nebo (Bouklas, Jain et al. 2017). Dale se budu vénovat

zménam, ke kterym dochézi u vybranych morfotypu liSicich se svou virulenci.
3.1 Mukoidni morfotyp

Mukoidni kolonie byly poprvé popsany u kmene ATCC 24067 varianty RC-2, u které¢
dochazi k prepinani mezi matefskym smooth (SM) a odvozenym mukoidnim (MC)
fenotypem (Fries, Goldman et al. 2002). Kolonie zaloZené buitkami MC fenotypu maji vnitini
architekturu velmi podobnou jako kolonie matetské, 1i$i se vSak nadprodukei kapsularnich
exopolysacharidi (Fries, Goldman et al. 2002). Kapsule je z toho diivodu vyrazné zvétSena,
kapsulédrni polysacharidy jsou kratsi, mén¢ vétvené, ve vétsi mife se z kapsule uvoliluji a jsou
visk6zngjsi. To mize mit ptivod v rozmisténi GlepA (Glukopyranosyluronova kyselina) na
manosové kostie (Jain and Fries 2008). Z klinického hlediska jde o nejvyznamné;jsi

fenotypové piepinani, MC buriky jsou totiZ vyrazné virulentnéjsi.

V posledni dobé je pozornost soustiedéna na gen Allergen 1 (Alll), ktery reguluje
strukturu polysacharidu kapsule a hraje dilezitou ulohu v manifestaci MC fenotypu. (Jain, Li
et al. 2009). Vyznamné¢ jsou geny pro proteiny Ucastnici se homeostaze Zeleza a geny pro
proteiny transportu sacharidi, které maji u alll A mutanta zvySenou expresi. U tohoto mutanta
bylo zajimavé také pozitivni ovlivnéni exprese cytokin indukujiciho proteinu Cigl. (Jain,

Cordero et al. 2013).

Zmeény v aktivité Alll nevysvétluji vSechny charakteristiky tohoto fenotypu. Shora je
tento gen negativné regulovan dal$im TF nazvanym Vadl (Panepinto, Liu et al. 2005), ktery
je paralelou TOR signalizace (Park, Jarvis et al. 2018). Diilezitou tlohu zde pravdépodobné
hraje také TF Nrgl, ktery je efektorem cAMP/PKA signalizace (viz kapitola 5.1) a reguluje
expresi genl kapsule 1 BS. Velikost kapsule také v ur¢ité mife zavisi na mitochondrialni
aktivité (Trevijano-Contador, Rossi et al. 2017), ktera je z velké ¢asti také regulovana Vadl

(viz kapitola 5.4).

Podobné¢ regulovany je také pozd¢€ji objeveny homolog ALL1 nazvany ALL2, ktery by

mohl hrat roli v udrzovéani pH v cytoplasmé (Jain, Bouklas et al. 2016).
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3.2 Pseudohyfalni morfotyp

Pseudohyfalni morfologie bun¢k byla ptivodné pozorovana u nékolika kmenii sérotypu
A 1D. Je spojovéna s adaptaci na fagocytdzu prirozenym predatorem a vznika v odpovédi na

snizenou koncentraci amoniaku pies receptory Amtl/Amt2 (Lee, Phadke et al. 2012).

Buriky jsou charakteristické protazenym tvarem a adhezi dcefinych bun¢k k materskym.
Kolonie PH bun¢k je zvrasnéné a povrch vypada suchy. Tyto buiiky jsou typické zhorSenou
schopnosti rastu pii 37 °C a jsou nachylnéjsi k inhibici kalcineurinu, jsou vSak v mensi mife

fagocytovany amoebou a vykazuji invazivni riist. (Lee, Phadke et al. 2012)

V praci Magditch, Liu et al. (2012) bylo zjisténo, Ze pseudohyfalni rist vykazuji bunky
s mutaci v nékterém z gentl pro proteiny RAM signalizace (viz kapitola 5.3). Ve spontanné
vzniklych pseudohyfélnich kolonii je nejcastéj$i mutace v genu TAO3, v mensi mife i
v ostatnich komponentech drahy. Tyto mutace zpusobily vznik STOP-kodonu uprostted genu

a tim znemoznily transdukci signalu v RAM signalizaci.

Vysledkem je tedy potlaceni RAM signalizace, coz vyusti v PH fenotyp. Navrat
k wild-type fenotypu probihd a je mozny pravdépodobné diky zpétnym mutacim. (Magditch,
Liu et al. 2012).

Zaroven jsou nezbytné permeasy amonnych iontd Amtl a Amt2, respektive alespont
jedna z nich, skrze které nedostatek amonnych iontli indukuje pseudohyfélni riist (Lee,

Phadke et al. 2012).

Byly tedy pozorovany kmeny C. neoformans (A a D) vykazujici PH rist a majici
mutaci v nékterém z komponentu RAM drahy. Ty produkuji PH potomstvo, ale u nékterych
muze dojit k reverzi v matetsky fenotyp. Pak byly pozorovany kmeny (A i D) vykazujici PH
rust po indukci snizenou koncentraci amoniaku v prostiedi. Ty po zvySeni koncentrace
amoniaku za¢nou produkovat potomstvo hladkého fenotypu (Lee, Phadke et al. 2012).
Pseudohyfalni morfologie se tedy objevuje jako odpovéd na snizenou koncentraci amoniaku
pomoci Amtl/2 a zaroven jako diisledek poskozeni aktivity RAM drahy. Jsou mozné dva
zplisoby propojeni, jeden pies zménu intracelularniho pH, na kterou zareaguje
cytoplasmaticky pH sensor, nebo situace, kdy Amt permeasy funguji jako aktivatory PKA
signalizace (Rutherford, Bahn et al. 2019).
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4 TITANSKE BUNKY

Jako titanské buiiky jsou oznaovany vyrazné vétsi bunky, 10x az 20x vétsi nez buiky
normalni, dosahujici velikosti dokonce az 100 pm (Zaragoza and Nielsen 2013). Maji silngjsi
bunécnou sténu (Zaragoza, Garcia-Rodas et al. 2010) a pozménénou strukturou obdobné
zvétsené kapsule (Cruickshank, Cavill et al. 1973). Také jsou vyrazné melanizovany
(Hommel, Mukaremera et al. 2018). Zména morfotypu z normalni bunky na titinskou bude

dale oznacovéana také jako titanizace.

O titanskych bunkach se in vitro mluvi od velikosti vétsi nez 15 pm (Zaragoza and
Nielsen 2013). Oproti starym buiikam, kter¢ také dosahuji vétsi velikosti, se tyto objevuji
v kolonii brzy a pievazné z buné¢k ptitomnych v poc¢ate¢nim inokulu (Hommel, Mukaremera

et al. 2018).

Tyto buniky jsou polyploidni (az 64n) a produkuji haploidni potomstvo normalni
velikosti, jak bylo pozorovéano v praci Gerstein, Fu et al. (2015) (citovano ze Zaragoza and

Nielsen, 2013).

Titanizace je pravdépodobné fizena cAMP/PKA signalizaci (Okagaki, Wang et al.
2011) ptes TF Rim101 (viz kapitola 5.5.1) a/nebo SREB (odpovéd’ na hypoxii) (Hommel,
Mukaremera et al. 2018). Déle se zvySuje po feromonové signalizaci pies Ste3a feromonovy
receptor u a parovaciho typu. Signalizace ptes Ste3a zvySuje tvorbu zastoupeni titdnskych
bunck v populaci pii koinfekcich obéma parovacimi typy (a/a), neni vSak pro titanizaci
nezbytna (Okagaki, Strain et al. 2010). Pro vyraznou melanizaci pak mohou byt dilezité
drahy PKC/Mpk1 a HOG (viz kapitola 5.2).

Delece genu pro vySe zminény Rim101 minimalizuje tvorbu titanskych bunék, coz
naznacuje jeho ulohu jako centralniho TF indukujiciho tvorbu tohoto morfotypu (Okagaki,

Wang et al. 2011).

Titanizace byla pozorovana jako odpoveéd’ na prostredi sav¢ich plic, pii kultivaci s
makrofagy, ale také jako odpoveéd’ na purifikovany fosfatidylcholin (Zaragoza and Nielsen
2013).

Zastoupeni titanskych bun¢k v populaci je také urceno hustotou populace — infekce
inokulem o cca 5x10* buné&k vytstila v jejich 30% zastoupeni, kdeZto pfi infekci inokulem o
velikosti cca 5x10° bungk tvotily titanské buiiky jen 15 % populace (Okagaki, Strain et al.
2010, Zaragoza, Garcia-Rodas et al. 2010).
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Quorum sensing (proces vnimani hustoty populace) je zajisStovan molekulami
pantotenové kyseliny (PA) nebo proteinem Qspl. PA mirn€ zvySuje zasoupeni titanskych
bunék v populaci, Qspl negativné ovliviiuje jak velikost, tak podil v populaci. Titanizace tedy
neni jen pouhou odpovédi na signaly prostredi, ale je také vysledkem mezibunécné

komunikace (Hommel, Mukaremera et al. 2018).

Daéle byly pozorovany tfi geny, jejichz delece také vyznamné ovlivnila titanizaci —

LMP1, SGF29 a SRE1 (SREBP) (Hommel, Mukaremera et al. 2018).

Srel je produktem genu SREBP a ucastni se bunéné odpoveédi na hypoxii. SrelA
mutanti maji snizenou indukci titdnskych bun€k, coz naznacuje pozitivni tlohu proteinu
v jejich indukei. Hypoxické prostiedi tedy indukuje titanizaci signalizaci ptes Srel (Hommel,

Mukaremera et al. 2018).

Jsou uvazovany jest€ dalsi dva geny — TSP2 a UVSI101. Tsp2 ovliviiyje titanizaci
negativné (pozitivné interaguje s cCAMP/PKA drahou), Uvs101A mutant vykazuje zvySeny
podil titanskych bunék, zaroven vsak také vetsi velikost bunék (Hommel, Mukaremera et al.

2018).

Byly identifikovany i dalsi proteiny zajist'ujici zvétSovani buiiky, naptiklad

Rho-GTPasy (Okagaki, Wang et al. 2011).
5 SIGNALIZACE SPOJENE SE ZMENAMI FENOTYPU

Jednotlivé morfotypy se odliSuji v manifestaci virulenc¢nich faktorti. Témito faktory jsou
kapsule, schopnost rist pfi zvySené teploté (integrita bunécné stény) a melanizace. V této
kapitole bude popsana regulace téchto faktorii. Pfedstava je takova, Ze zasadni zmény v téchto

regulacich v odpovédi na signaly z prostiedi pak vyusti ve zménu fenotypu.

Kapsule je ovliviiovana drahami cAMP/PKA, HOG (MAPK), TOR nebo Fe-vnimajici
kaskadou, které se ucastni protein Cirl (GATA-TF) hrajici roli v odpovédi na nizké

koncentrace Zeleza (Jung, Sham et al. 2006).

Integrita bunééné stény je fizena hlavné PKC/Mpk1 (MAPK) signalizaci a drahami
HOG a RAM.

Melanizace je fizena predevS§im pH responzivni Pal/Rim drédhou (popséno v rdmci
kapitoly 5.5.1) a cAMP/PKA, déle pak HOG, PKC/Mpk1 a TF Cirl (Kronstad, Saikia et al.
2012).
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U ptepinani mezi SM a PH fenotypem zfejmé hraje tlohu RAM signalizace, u pfepinani
mezi SM a MC fenotypem by to pak mohly byt TOR signalizace, signalizace pii nedostatku
zeleza (Cirl) a cAMP/PKA/Nrgl signalizace. MAPK drahy, cAMP/PKA/Rim101 a SREB
(Sp1) jsou dulezité pro indukci titdnskych bunék.

Déle popsany budou pouze obecné vyznamné drahy (cAMP/PKA, MAPK) a RAM a
TOR drahy, které se objevuji v systému fenotypového prepinani. Draha stojici v centru
adaptace na hypoxii (SREB), zminéna v souvislosti s titanskymi bunkami, je bohuzel u

C. neoformans malo poznand, proto bude kratce popsana pouze zde.

Soucasti SREB drahy jsou proteiny Srel, Stpl, Scpl a Tcol. (Moranova, Kawamoto et
al. 2009), kde Tcol je histidinova kinasa stojici na zac¢atku drahy a Srel je transkripcni faktor.
Jednim z cilt této drahy je CRZ1/SP1-like protein (CNAG_00156), ktery je za optimalnich
podminek regulovén kalcineurinem a v odpovédi na hypoxii zpomaluje progresi bunééného

cyklu (G2 arrest) (Moranova, Virtudazo et al. 2014).

Na konci kapitoly budou kratce shrnuty funkce TF Rim101 a Usv101 pro lepsi

porozuméni jejich rolim v indukci titdnskych bunék.
5.1 cAMP/PKA signalizace

cAMP/PKA dréha se vyskytuje u vS§ech znamych organismt, u kterych reguluje

napiiklad energeticky metabolismus nebo proliferaci.

U C. neoformans tato draha mimo vySe zminéné procesy reguluje vystavbu bunécné
stény a kapsule a melanizaci, to v§e v odpovédi na mnoZstvi zivin, mnoZstvi CO2 nebo
oxidativni a nitrosativni stres. Velikost kapsule je touto drahou regulovana pozitivné.

(Kozubowski, Lee et al. 2009).

Centralnim komponentem této drahy je heterotetramer protein-kinasy A
(Pkal/Pka2/Pkr1/Pkrl, dale PKA) aktivovany zvySenou hladinou cAMP. cAMP je druhy
posel produkovany adenylat-cyklasou. Ta je v genomu C. neoformans kédovéana genem
CACI. (Alspaugh, Pukkila-Worley et al. 2002) Upstream od Cacl figuruje GPCR (G-Protein

Coupled Receptor) sptazeny s trimernim G-proteinem (Kozubowski, Lee et al. 2009).

Gpr4 je jednim z téchto GPCR a muze byt aktivovan nizkou koncentraci aminokyselin,
zvlasté methioninu (Xue, Bahn et al. 2006). DalSim receptorem je GprS5, ktery se aktivuje pti

nizkych koncentracich glukézy (Rutherford, Bahn et al. 2019). Tyto dva receptory aktivuji
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trimerni G-protein s alfa podjednotkou Gpal a beta podjednotkou Gpbl (Kozubowski, Lee et
al. 2009). V genomu C. neoformans jsou kdédovany i dalsi alfa podjednotky, Gpa2 a Gpa3,
asociujici s Gpbl ve feromonové signalizaci, tyto dalsi podjednotky jsou vSak pro virulenci
mén¢ dulezité (Li, Shen et al. 2007). Aktivita alfa podjednotek je regulovana pomoci

vvvvvv

Crg2, ktery reguluje Gpal, Gpa2 i Gpa3 (Li, Shen et al. 2007).

Aktivovand Gpal muze aktivovat adenylat-cyklasu (Cacl) (Kronstad, Hu et al. 2011),
jejiz produkt (cAMP) pak aktivuje PKA, ktera fosforylaci aktivuje cilové proteiny.

Druhym aktivatorem Cacl je HCO; tvofeny z CO2 enzymem Can2. CO; piitomny ve
velkém mnozstvi v plicich hostitele difunduje skrze plasmatickou membranu, v cytoplasme je
pomoci Can2 hydratovan na hydrogenuhli¢itan, ktery se miiZze pfimo véazat na Cacl a

aktivovat ji (Bahn, Cox et al. 2005, Mogensen, Janbon et al. 2006).

Lac1/2 (Pukkila-Worley, Gerrald et al. 2005) a TF Nrgl (Cramer, Gerrald et al. 2006)
jsou jedny z proteint, jejichz aktivita je regulovana touto drahou. V podminkach nizké
koncentrace glukosy (0,1 %) Nrgl reguluje expresi gent kddujicich proteiny metabolismu
sacharidl a jinych uhlovodikl (Cramer, Gerrald et al. 2006). Také dosud neznamym
zptisobem ovlivituje u bunék miru flokulace. Je mozné, ze by podobné mohla byt ovlivnéna i
adheze k epitelu pii infekci. Dal§Simi regulovanymi proteiny jsou TF Gat201 (Gish, Maier et
al. 2016) nebo Rim101 (viz kapitola 5.5.1).

Do kontroly regulace kapsule je také zapojena UPP (Ubiquitin Proteasome Pathway),
ktera je PKA inhibovana (Geddes, Caza et al. 2016).
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5.2 Signalizace spojené s MAP-kinasami

5.2.1 Feromonova signalizace

Tato dréha je dulezita pro parovani a hyfalni rst, kontroluje vSak také nékteré faktory
virulence. Spousti ji vazba ligandu na Ste3 receptor (GPCR), kdy ligandem je feromon
opacného parovaciho typu. Downstream od Ste3 figuruje trimerni G-protein, piic¢emz
aktivacéni roli v této draze hraje beta/gama podjednotka. U S. cerevisiae jde o Ste4/Stel8
heterodimer, u C. neoformans je beta podjednotka kddovana genem GPB1 (Hull and Heitman
2002), alfa podjednotky se zde objevuji dve a jsou kodovany geny GPA2 a GPA3 (Li, Shen et
al. 2007).

Nékteré komponenty MAPK drahy (Ste20/11/12) jsou umistény v MTL, a a a parovaci
typy tedy nesou odlisné alely. Stel2 je predpokladanym spojenim mezi MAPK a PKA drahou
(viz Obrazek 4). Na jeho N-konci nalezneme homeodoménu, na C-konci pak Zn-finger
doménu. Oproti homolognimu Stel2 S. cerevisiae tento neobsahuje Digl/2-vazebnou
doménu. U S. cerevisiae Digl/2 funguje jako inhibitor, regulace Stel2 u C. neoformans tedy
probiha pravdépodobné cestou cAMP/PKA. Pievzato z (Hull and Heitman 2002).

i cells acells
pheromone signail pheromona signal
:ilii ; ped| e b
i ¥
=
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v 2 ¥
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X & G X
X/ N /N

mating fruiting virulence mating

Obrazek 4 - Feromonova signalizace C. neoformans;
prevzato z (Hull and Heitman 2002)
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5.2.2 PKC/Mpk1 - Teplotni sensitivita

Signalizace pomoci PKC/Mpk1 odpovida na extraceluldrni signaly jako jsou osmoticky
stres, oxidativni a nitrosativni stres nebo na poruSeni integrity bunécné stény. Ve velké mifte
kooperuje s PLC/kalcineurin signalizaci. Z virulen¢nich faktortt PKC negativné ovliviiuje
velikost kapsule, pozitivné ovliviiuje melanizaci a schopnost rust pii zvySené teploté, tedy

integritu BS (Jung and Bahn 2009).

Tato signalizace je dobfe popsana u S. cerevisiae a u C. neoformans je velmi podobna
(Kraus, Fox et al. 2003). Centralni kinazou v této signalizaci je MAPK Mpkl1, od ni upstream
figuruji MAPKK Mkk1/Mkk2, MAPKKK Bck1 a PKC (Jung Bahn 2009) (viz Obrazek 5).

Mpkl1 pak zvySuje aktivitu napiiklad Fksl1, ktera pfimo udrzuje integritu BS pfi ristu za
zvysené teploty (Jung Bahn 2009).

Environmental Cues
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Anti-Tungal resistance
(e.g. Mudioxonil)
Anti-metabalite resistance
(e.g. methylglyoxal)
Oxiduitive and nitrosative
TESHESE

Obrazek 5 - PKC/Mpkl signalizace C. neoformans; pievzato z (Jung and Bahn 2009)
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5.2.3 HOG - osmoticky stres

Tato drdha odpovida na osmoticky stres a je opét velmi dobie popsana u S. cerevisiae.
Centralni MAPK je Hogl (Jung and Bahn 2009), jehoz homolog se nachazi i v genomu
C. neoformans a muze byt aktivovan dvéma cestami. Upstream od MAPK Hogl figuruji

MAPKK Pbs2 a MAPKKK Ssk2 nebo Stell (Jung and Bahn 2009).

Jedna cesta zahrnuje aktivaci Ssk2 pomoci membranového osmosensorického
komplexu SIn1/Ypd1/Sskl, ktery aktivuje Ssk2 (za normalnich podminek je Ssk1
inhibovany) (Jung and Bahn 2009). Druha cesta zahrnuje membranovy sensor Shol a PAK
Ste20, ktery aktivuje Stell. (Jung and Bahn 2009)

Ob¢ cesty se sbihaji na MAPKK Pbs2 (Jung and Bahn 2009). Pbs2 ptimo aktivuje
Hogl, ktery je translokovan do jadra, kde funguje jako TF (Kraus, Fox et al. 2003).

U C. neoformans sérotypu D je draha velmi podobna modelové, u sérotypu A doslo
k modifikaci vyznamné pro regulaci virulence (Bahn, Geunes-Boyer et al. 2007). Hogl je
v tomto piipad€ za normalnich podminek konstitutivné fosforylovany a v odpovédi na
osmoticky stres je defosforylovany. Ssk2 je klicovy faktor regulace virulence touto cestou
(Jung and Bahn 2009). Shora by draha mohla byt aktivovana histidinovymi kinasami Tcol/2
nebo Msb2/Shol (Rutherford, Bahn et al. 2019). Regulace faktorti virulence touto drahou je
znazornéna na Obrazku 6.

Environmental cues
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Obrazek 6 - HOG draha C. neoformans; ptevzato z (Jung and Bahn 2009)
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5.3 RAM signalizace

Tato signalizace je pozorovana v ramci celé skupiny Fungi a je nejlépe prozkoumana u
S. cerevisiae a C. albicans (Saputo, Chabrier-Rosello et al. 2012). U S. cerevisiae v této
signalizaci figuruji kinasy Kicl a Cbk1 a jejich scaffold protein Tao3. Hym1 a Sog2 jsou
proteiny asociujici s Kicl, protein Mob2 asociuje s Cbk1. Signal je pfijiman kinasou Kicl,
ktera fosforyluje, a tim aktivuje, kinasu Cbk1. Ta pak fosforyluje své cilové proteiny. U
S. cerevisiae muze cilovym proteinem byt TF Ace2. Typickym disledkem aktivni RAM

signalizace je napiiklad polarizovany rist.

U C. neoformans doslo k pomérné¢ vyznamnym zméndm — mutanti s poSkozenou RAM
dréhou maji podpotfeny polarizovany rust (Walton, Heitman et al. 2006) a jsou citlivéjsi
k latkdm inhibujicim kalcineurin (kalcineurin i RAM drdha maji spole¢ny efektor,

viz CRZ1/SP1-like protein déle). Ztraita RAM signalizace také vede ke ztraté kapsule.

Z klasickych komponentt této drahy chybi u C. neoformans protein Kicl asociujici
s Hym1, Cbk1 homolog je zde nazvan Orb6 a zaroven nebyl nalezen homolog proteinu Ace?2.
Misto toho byl u C. neoformans nalezen gen podobny TF CRZ1/SP1 (Walton, Heitman et al.
2006, Moranova, Virtudazo et al. 2014), nejcasteji nazyvan SP1. Orb6/SP1 reguluje naptiklad
expresi enzymi vystavby BS (Chow, Clancey et al. 2017).

5.4 TOR signalizace

PI-3-K TORI je aktivovana v podminkach dostatku Zivin. Za téchto podminek aktivuje
Chromatin Assembly Complex 2 (Cac2), ktery funguje jako transkripéni represor mnozstvi
genu v subtelomerickych oblastech (Kaufman, Kobayashi et al. 1997). Mechanismy
transdukce signalu z vné¢j$iho prosttedi k Cac2 jsou prozatim malo znamé (Rutherford, Bahn

etal. 2019).

Vyznamnym cilem Cac2 je gen Sugar Transporter Like 1 (STL1), jenZ se vSak
v subtelomerické oblasti nenachazi. Exprese STL1 vede k utilizaci alternativnich zdroju

uhliku a ke zménam v kapsuli. (Park, Jarvis et al. 2018)

Vadl je DEAD-box RNA helikasa negativné ovliviiujici genovou expresi na urovni
stability mRNA (Panepinto, Liu et al. 2005). Neni ¢lenem linedrni kaskddy TOR signalizace,
ale funguje paralelné s Torl, pfesto bude popsan na tomto miste. Pti dostatku zivin je Vadl
inhibovany a jeho efekt na Cac2 je inhibi¢ni (Park, Jarvis et al. 2018). Dal§imi cili Vadl jsou

mRNA proteinti Pck1 (fosfoenolpyruvat kinasa), Tufl (elonga¢ni faktor u€astnici se syntézy
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mitochondrialnich proteint), Mpf3 (GPI-protein stimulujici T-buiiky) nebo Notl (globélni
represor transkripce) (Panepinto, Liu et al. 2005).

Extracellular  Nutrients
space i T

ks
*.| [channel
=l

' . . Obrazek 7 - Draha Tor/Vadl ve virulenci
_caPEUIEfU"u'E nce || Matmg_ I C. neoformans; ptevzato z (Park, Jarvis et al. 2018)

5.5 Efektory signalnich drah

V této kapitole bude vénovana vétsi pozornost dvéma transkripénim faktoriim, které
hraji diileZitou roli v indukei titdnskych buné¢k béhem infekce. Rim101 fidi formaci titanskych
bunck v odpovédi na nedostatek zivin pfes cAMP/PKA drahu a nejspis 1 pres pH responsivni

Pal/Rim drahu.

Usv101 je druhy TF, u které¢ho je mozna diilezit4 role v indukci titdnskych bunék.
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5.5.1 Transkrip¢ni faktor Rim101

Produkce melaninu, tvorba kapsule a indukce titanskych bunék jsou alesponi do né&jaké
miry ovliviiovany TF Rim101 (Okagaki, Wang et al. 2011, Kronstad, Saikia et al. 2012).

Konzervovana Pal/Rim dréaha je aktivovana mirn¢ zvySenym pH (Selvig and Alspaugh 2011).

Alkaline pH
High salt

Tissue culture conditions

pH responses Capsule biosynthesis
Salt tolerance Cell'wall Melanin

Metal homeostasis

Obrazek 8 - Dvé cesty aktivace Rim101 u C. neoformans; pievzato z (Selvig and Alspaugh
2011)

Zaroven vsak je Rim101 pfimo regulovan také PKA (O'Meara, Norton et al. 2010).
Tento typ regulace se u Rim101 homologfi nevyskytuje (Selvig and Alspaugh 2011). Ridi
adhezi kapsule k BS (Ags1) a indukci titdnskych buné¢k (viz kapitola 4) (Hommel,
Mukaremera et al. 2018). Geny cilené Rim101 jsou uvedené v Tabulkach 5 a 6.

Gen Funkce

CCK1 Kasein kinasa

CDC24 Rho-GTPasa

CFT1 Transport Fe

CIR1 Fe-responsivni TF
CTR4 Transport Cu

HAPX Fe-responsivni TF
RIM9 pH-responsivni protein
SP1 CRZ1/SP1-like TF
SSK2 MAPKKK HOG drahy

Tabulka 2 - Geny pozitivné regulované Rim101; podle (O'Meara, Xu et al. 2014).
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Gen Funkce

FKS1 B-glukan syntasa

AGS1 a-glukan syntasa
CHS1/5/6/8 | Chitin syntasa

CDA3 Chitin deacetylasa

CHI22 Chitinasa

SKN1 Protein syntézy B-glukanu
KRE61 Protein syntézy -glukanu

Tabulka 3 - Geny syntézy BS pozitivné regulované
Rim101; ptevzato z (O'Meara, Xu et al. 2014)

5.5.2 Transkripéni faktor Usv101

Usv101 je transkripcnim faktorem a dtlezitym regulatorem virulence u C. neoformans.
Shora je kontrolovan vyhradné Swi6 (Gish, Maier et al. 2016), ktery je soucasti regulace
bunécéného cyklu (Kelliher, Leman et al. 2016). Negativné ovliviiuje expresi transkripénich
faktorit SP1, RIM101, paralelné s cAMP/PKA inhibuje expresi GATA-transkripénich faktora
GAT201 a ADA2 (Maier, Haynes et al. 2015). Dale také negativné reguluje dalsi geny
ucastnici se vystavby BS nebo kapsule ¢i geny nezbytné pro melanizaci (viz Tabulka 7)
(Gish, Maier et al. 2016). Je negativnim regulatorem titanizace (Dambuza, Drake et al. 2018).
Usv101 by také mohl ovliviiovat cAMPK/PKA signalizaci interakci s Gpal (Dambuza, Drake
et al. 2018).

Na Obrazku 9 jsou pocitacem predikované interakce Usv101 s dal$imi dalezitymi

regulatory.
Gen Funkce
ADA2 SAGA acetyltransferasa
CTR1 Transport Cu
UXS1 UDP-Xyl syntasa
AGSI1 a-glukan syntasa
CHSS Chitin syntasa
SKN1 B-glukan syntasa
CNAG_02773 | Transporter hexos podobny STL1 S. c.
CNAG 02479 | Transporter hexos podobny STL1 S. c.
CNAG 05387 | Transporter galaktosy podobny HXTS S. c.

Tabulka 4- Geny upregulované u usv101A; pfevzato z (Gish, Maier et al. 2016)
(S. c. — Saccharomyces cerevisiae)
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Obrazek 9 — Pocitacem predikované interakce, pouze pro ilustraci
moznych interakei; prevzato z (Gish, Maier et al. 2016)

6 ZAVER

Bunky mukoidniho fenotypu se od hladkého fenotypu 1isi abnormalné velikou kapsuli,
respektive nadprodukci pozménénych exopolysacharidi. Aktivita Vadl by mohla vysvétlit
vétsSinu ne-li vSechny pozadavky na abnormalni zvétSeni kapsule a manifestaci mukoidniho
fenotypu — inhibuje translaci All1, dale ovliviiuje ¢innost mitochondrii (Tufl),
glukoneogenezi (Pck1) a pravdépodobné ovlivituje miru fagocytdzy hostitelskymi makrofagy
(Mpf3). Déle snizenim translace Cac2 muze aktivovat translaci mnoha gent
v subtelomerickych oblastech. To by mohlo vyustit ve zvySeni dodavky hexos pro vystavbu
kapsule a v pfizpiisobeni se nedostatku Zeleza. ZvySeni exprese STL1 déle podpofi

glukoneogenezi nebo energeticky metabolismus v podminkéach nedostatku hexos.

Pseudohyfalni buniky se oproti matefskému fenotypu lisi protazenym tvarem a
porusenou cytokinezi po mitdze a suchym, zvrasnénym vzhledem kolonie. Suchy vzhled
kolonie je dan absenci kapsule, ktera chybi nejspise z divodu zménéné struktury BS.
Protazeny tvar a poruSend cytokineze u C. neoformans je disledkem ztraty RAM signalizace.
Zajimavé bylo zjisténi, ze pro pseudohyfélni fenotyp u S. cerevisiae je funkéni RAM
signalizace naopak nezbytna.

Zasadni tlohu v indukci titdnskych bunck ma cAMP/PKA signalizace. Vliv na indukci
titdnskych bunék ma i fosfatidylcholin. To naznacuje, Ze by indukce tvorby titdnskych bunck

mohla byt obecnou odpovédi na piitomnost membranovych fosfolipidi. Mohlo by jit o

vnimani hostitelskych fosfolipidl, konkrétné tedy fosfatidylcholinu, moZzna 1 dalSich
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fosfolipidii, coz by mohlo spustit cAMP/PKA/Rim101 signalizaci. V kombinaci se
zastavenim bunécného cyklu v diisledku hypoxie pomoci Spl a vzajemné signalizace mezi
kvasinkovymi buitkami pomoci PA nebo Qspl by tedy mohlo dojit k indukei titanizace u ¢asti

populace.

Rim101, ktery byl navrzen jako dilezity regulétor titanizace, zvySuje expresi genli
dalezitych pro integritu BS a gen SSK2. SSK2 je soucasti HOG drahy, jez ovliviiuje BS,
melanizaci 1 vystavbu kapsule. K charakteristickému zvétSeni buiiky by mohlo dochazet
v disledku polyploidizace nebo regulace Rho-GTPas. ZvysSena genova doze v disledku
polyploidizace by pak mohla také ptispét ke zvétSeni kapsule (kterd pomérem k velikosti
bunky odpovida ,,normélnimu stavu‘) nebo BS. K inhibici Usv101, ktery inhibuje titanizaci,
by mohlo dojit v disledku zastaveni bunécného cyklu, protoZe je aktivovany proteinem Swib.
Usv101 sdm inhibuje expresi Rim101 a alesponl nékterych gent syntézy BS a kapsule. Na
zaklad¢ informace o pravdépodobné interakci Usv101 s Gpal by se dalo usoudit, Ze tato

regulace je negativni a touto cestou probiha regulace Rim101.

Cilem této prace bylo nabidnout soucasny piehled regulace ptepindni fenotypii a
diferenciace bun¢k u Cryptococcus neoformans. Pozornost byla vénovana zménam, k jakym

dochazi u vybranych morfotypi lisicich se svou virulenci.

BohuzZel v této praci nebyl prostor pro prozkoumani vztahu mezi permeasami amonnych
ionth Amt1/2 a RAM signalizaci. Déle by tedy mohlo byt zajimavé se na tuto interakci
zaméfit.

Proteiny dilezitymi pro manifestaci MC fenotypu tedy jsou Alll a All2 a jejich mozné
regulatory Vadl, Nrgl a Cirl. Hierarchie jejich interakci je vSak stale predmétem vyzkumu a
jeji poznani bude nezbytné pro pochopeni problematiky tohoto systému fenotypového
pfepinani.

V dalSich pracich zabyvajicich se studiem titanizace u C. neoformans by mohla byt
pfedmétem kontrola bunééného cyklu v zavislosti na stresové signalizaci a jak diky tomu
dochézi 1 k né€kolikanasobné polyploidizaci. Dale by mohlo byt ptedmétem hlubsi
prozkoumani role Rim101 a Usv101 v manifestaci tohoto morfotypu nebo vyznam lipidové

signalizace.

I ptes pokrok vyzkumu tedy stale zlistava spousta malo prozkoumanych oblasti, jejichz
dalsi vyzkum by mohl vést ke zlepSeni naSich schopnosti 1é¢by pacientti trpicich chronickou

CME.

24



7 ZDROJE

Agustinho, D. P., L. C. Miller, L. X. Li and T. L. Doering (2018). "Peeling the onion: the
outer layers of Cryptococcus neoformans." Memorias do Instituto Oswaldo Cruz
113(7): e180040-e180040.

Alspaugh, J. A., R. Pukkila-Worley, T. Harashima, L. M. Cavallo, D. Funnell, G. M. Cox, J.
R. Perfect, J. W. Kronstad and J. Heitman (2002). "Adenylyl cyclase functions
downstream of the Galpha protein Gpal and controls mating and pathogenicity of
Cryptococcus neoformans." Eukaryotic cell 1(1): 75-84.

Ankel, H., E. Ankel and D. S. Feingold (1966). "Biosynthesis of uridine diphosphate D-
xylose. 3. Uridine diphosphate D-glucose dehydrogenase of Cryptococcus laurentii."
Biochemistry 5(6): 1864-1869.

Ankel, H. and D. S. Feingold (1966). "Biosynthesis of uridine diphosphate D-xylose. 1.
Uridine diphosphate D-glucuronate carboxy-lyase of Cryptococcus laurentii."
Biochemistry 5(1): 182-189.

Bahn, Y.-S., G. M. Cox, J. R. Perfect and J. Heitman (2005). "Carbonic Anhydrase and CO2
Sensing during Cryptococcus neoformans Growth, Differentiation, and Virulence."
Current Biology 15(22): 2013-2020.

Bahn, Y.-S., S. Geunes-Boyer and J. Heitman (2007). "Ssk2 Mitogen-Activated Protein
Kinase Kinase Kinase Governs Divergent Patterns of the Stress-Activated Hogl
Signaling Pathway in Cryptococcus neoformans." Eukaryotic Cell 6(12): 2278-2289.

Blackwell, M., R. Vilgalys, T. Y. James and J. W. Taylor. (2012, 30 January). "Fungi.
Eumycota: mushrooms, sac fungi, yeast, molds, rusts, smuts, etc." Retrieved 6 May
2019, from http://tolweb.org/Fungi/2377/2012.01.30.

Bommanavar, S. B., S. Gugwad and N. Malik (2017). "Phenotypic switch: The enigmatic
white-gray-opaque transition system of Candida albicans." Journal of oral and
maxillofacial pathology : JOMFP 21(1): 82-86.

Botts, M. R., S. S. Giles, M. A. Gates, T. R. Kozel and C. M. Hull (2009). "Isolation and
Characterization of Cryptococcus neoformans Spores Reveal a Critical Role for Capsule
Biosynthesis Genes in Spore Biogenesis." Eukaryotic Cell 8(4): 595-605.

Bouklas, T. and B. C. Fries (2015). "Aging as an emergent factor that contributes to
phenotypic variation in Cryptococcus neoformans." Fungal Genetics and Biology 78:
59-64.

Bouklas, T., N. Jain and B. C. Fries (2017). "Modulation of Replicative Lifespan in
Cryptococcus neoformans: Implications for Virulence." Frontiers in Microbiology
8(98).

Cordero, R. J. B, A. Bergman and A. Casadevall (2013). "Temporal Behavior of Capsule
Enlargement by Cryptococcus neoformans." Eukaryotic Cell 12(10): 1383-1388.

Cordero, R. J. B., S. Frases, A. J. Guimarées, J. Rivera and A. Casadevall (2011). "Evidence
for branching in cryptococcal capsular polysaccharides and consequences on its
biological activity." Molecular Microbiology 79(4): 1101-1117.

25



Cramer, K. L., Q. D. Gerrald, C. B. Nichols, M. S. Price and J. A. Alspaugh (2006).
"Transcription Factor Nrgl Mediates Capsule Formation, Stress Response, and
Pathogenesis in Cryptococcus neoformans." Eukaryotic Cell 5(7): 1147-1156.

Cruickshank, J. G., R. Cavill and M. Jelbert (1973). "Cryptococcus neoformans of Unusual
Morphology." Applied Microbiology 25(2): 309-312.

Dambuza, I. M., T. Drake, A. Chapuis, X. Zhou, J. Correia, L. Taylor-Smith, N. LeGrave, T.
Rasmussen, M. C. Fisher, T. Bicanic, T. S. Harrison, M. Jaspars, R. C. May, G. D.
Brown, R. Yuecel, D. M. MacCallum and E. R. Ballou (2018). "The Cryptococcus
neoformans Titan cell is an inducible and regulated morphotype underlying
pathogenesis." PLOS Pathogens 14(5): e1006978.

Doering, T. L. (2009). "How sweet it is! Cell wall biogenesis and polysaccharide capsule
formation in Cryptococcus neoformans." Annual review of microbiology 63: 223-247.

Eigenheer, R. A., Y. Jin Lee, E. Blumwald, B. S. Phinney and A. Gelli (2007). "Extracellular
glycosylphosphatidylinositol-anchored mannoproteins and proteases of Cryptococcus
neoformans." FEMS Yeast Res 7(4): 499-510.

Fries, B. C., D. L. Goldman and A. Casadevall (2002). "Phenotypic switching in
Cryptococcus neoformans." Microbes and Infection 4(13): 1345-1352.

Fries, B. C., D. L. Goldman, R. Cherniak, R. Ju and A. Casadevall (1999). "Phenotypic
Switching in Cryptococcus neoformans Results in Changes in Cellular Morphology and
Glucuronoxylomannan Structure." Infection and Immunity 67(11): 6076-6083.

Fu, C., S. Sun, R. B. Billmyre, K. C. Roach and J. Heitman (2015). "Unisexual versus
bisexual mating in Cryptococcus neoformans: Consequences and biological impacts."
Fungal genetics and biology : FG & B 78: 65-75.

Geddes, J. M. H., M. Caza, D. Croll, N. Stoynov, L. J. Foster and J. W. Kronstad (2016).
"Analysis of the Protein Kinase A-Regulated Proteome of Cryptococcus neoformans

Identifies a Role for the Ubiquitin-Proteasome Pathway in Capsule Formation." mBio
7(1): e01862-01815.

Gish, S. R, E. J. Maier, B. C. Haynes, F. H. Santiago-Tirado, D. L. Srikanta, C. Z. Ma, L. X.
Li, M. Williams, E. C. Crouch, S. A. Khader, M. R. Brent and T. L. Doering (2016).
"Computational Analysis Reveals a Key Regulator of Cryptococcal Virulence and
Determinant of Host Response." mBio 7(2): €¢00313-00316.

Hadley, B., A. Maggioni, A. Ashikov, C. J. Day, T. Haselhorst and J. Tiralongo (2014).
"Structure and function of nucleotide sugar transporters: Current progress."
Computational and Structural Biotechnology Journal 10(16): 23-32.

Hommel, B., L. Mukaremera, R. J. B. Cordero, C. Coelho, C. A. Desjardins, A. Sturny-
Leclére, G. Janbon, J. R. Perfect, J. A. Fraser, A. Casadevall, C. A. Cuomo, F. Dromer,
K. Nielsen and A. Alanio (2018). "Titan cells formation in Cryptococcus neoformans is
finely tuned by environmental conditions and modulated by positive and negative
genetic regulators." PLOS Pathogens 14(5): €e1006982.

Hull, C. M. and J. Heitman (2002). "Genetics of Cryptococcus neoformans." Annual Review
of Genetics 36(1): 557-615.

Cherniak, R., E. Reiss, M. E. Slodki, R. D. Plattner and S. O. Blumer (1980). "Structure and
antigenic activity of the capsular polysaccharide of Cryptococcus neoformans serotype
A." Molecular Immunology 17(8): 1025-1032.

26



Chow, E. W. L., S. A. Clancey, R. B. Billmyre, A. F. Averette, J. A. Granek, P. Mieczkowski,
M. E. Cardenas and J. Heitman (2017). "Elucidation of the calcineurin-Crz1 stress

response transcriptional network in the human fungal pathogen Cryptococcus
neoformans." PLOS Genetics 13(4): e1006667.

Jain, N., T. Bouklas, A. Gupta, A. K. Varshney, E. P. Orner and B. C. Fries (2016). "ALL2, a
Homologue of ALL1, Has a Distinct Role in Regulating pH Homeostasis in the
Pathogen Cryptococcus neoformans." Infection and Immunity 84(2): 439-451.

Jain, N., R. J. B. Cordero, A. Casadevall and B. C. Fries (2013). "Allergenl regulates
polysaccharide structure in Cryptococcus neoformans." Molecular Microbiology 88(4):
713-727.

Jain, N. and B. C. Fries (2008). "Phenotypic Switching of Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii." Mycopathologia 166(4): 181.

Jain, N., A. Guerrero and B. C. Fries (2006). "Phenotypic switching and its implications for
the pathogenesis of Cryptococcus neoformans." FEMS Yeast Research 6(4): 480-488.

Jain, N., L. Li, Y.-P. Hsueh, A. Guerrero, J. Heitman, D. L. Goldman and B. C. Fries (2009).
"Loss of Allergen 1 Confers a Hypervirulent Phenotype That Resembles Mucoid Switch
Variants of Cryptococcus neoformans." Infection and Immunity 77(1): 128-140.

Jain, N., B. L. Wickes, S. M. Keller, J. Fu, A. Casadevall, P. Jain, M. A. Ragan, U. Banerjee
and B. C. Fries (2005). "Molecular Epidemiology of Clinical Cryptococcus neoformans
Strains from India." Journal of Clinical Microbiology 43(11): 5733-5742.

Jung, K.-W. and Y.-S. Bahn (2009). "The Stress-Activated Signaling (SAS) Pathways of a
Human Fungal Pathogen, Cryptococcus neoformans." Mycobiology 37(3): 161-170.

Jung, W. H., A. Sham, R. White and J. W. Kronstad (2006). "Iron regulation of the major
virulence factors in the AIDS-associated pathogen Cryptococcus neoformans." PLoS
biology 4(12): e410-¢410.

Kaufman, P. D., R. Kobayashi and B. Stillman (1997). "Ultraviolet radiation sensitivity and
reduction of telomeric silencing in Saccharomyces cerevisiae cells lacking chromatin
assembly factor-1." Genes Dev 11(3): 345-357.

Kelliher, C. M., A. R. Leman, C. S. Sierra and S. B. Haase (2016). "Investigating
Conservation of the Cell-Cycle-Regulated Transcriptional Program in the Fungal
Pathogen, Cryptococcus neoformans." PLoS genetics 12(12): €e1006453-e1006453.

Klutts, J. S. and T. L. Doering (2008). "Cryptococcal Xylosyltransferase 1 (Cxtlp) from
Cryptococcus neoformans Plays a Direct Role in the Synthesis of Capsule
Polysaccharides." Journal of Biological Chemistry 283(21): 14327-14334.

Kozubowski, L., S. C. Lee and J. Heitman (2009). "Signalling pathways in the pathogenesis
of Cryptococcus." Cellular Microbiology 11(3): 370-380.

Kraus, P. R., D. S. Fox, G. M. Cox and J. Heitman (2003). "The Cryptococcus neoformans
MAP kinase Mpk1 regulates cell integrity in response to antifungal drugs and loss of
calcineurin function." Molecular microbiology 48(5): 1377-1387.

Kronstad, J., S. Saikia, E. D. Nielson, M. Kretschmer, W. Jung, G. Hu, J. M. H. Geddes, E. J.
Griffiths, J. Choi, B. Cadieux, M. Caza and R. Attarian (2012). "Adaptation of
Cryptococcus neoformans to mammalian hosts: integrated regulation of metabolism and
virulence." Eukaryotic cell 11(2): 109-118.

27



Kronstad, J. W., G. Hu and J. Choi (2011). "The cAMP/Protein Kinase A Pathway and
Virulence in Cryptococcus neoformans." Mycobiology 39(3): 143-150.

Lee, S. C., S. Phadke, S. Sun and J. Heitman (2012). "Pseudohyphal Growth of Cryptococcus
neoformans Is a Reversible Dimorphic Transition in Response to Ammonium That
Requires Amtl and Amt2 Ammonium Permeases." Eukaryotic Cell 11(11): 1391-1398.

Li, L., G. Shen, Z.-G. Zhang, Y.-L. Wang, J. K. Thompson and P. Wang (2007). "Canonical
heterotrimeric G proteins regulating mating and virulence of Cryptococcus
neoformans." Molecular biology of the cell 18(11): 4201-4209.

Magditch, D. A., T.-B. Liu, C. Xue and A. Idnurm (2012). "DNA Mutations Mediate
Microevolution between Host-Adapted Forms of the Pathogenic Fungus Cryptococcus
neoformans." PLOS Pathogens 8(10): €1002936.

Maier, E. J., B. C. Haynes, S. R. Gish, Z. A. Wang, M. L. Skowyra, A. L. Marulli, T. L.
Doering and M. R. Brent (2015). "Model-driven mapping of transcriptional networks

reveals the circuitry and dynamics of virulence regulation." Genome research 25(5):
690-700.

Martinez, L. R., D. C. Ibom, A. Casadevall and B. C. Fries (2008). "Characterization of
Phenotypic Switching in Cryptococcus neoformans Biofilms." Mycopathologia 166(4):
175-180.

Maruvada, R., L. Zhu, D. Pearce, Y. Zheng, J. Perfect, K. J. Kwon-Chung and K. S. Kim
(2012). "Cryptococcus neoformans phospholipase B1 activates host cell Racl for
traversal across the blood—brain barrier." Cellular Microbiology 14(10): 1544-1553.

McFadden, D. C., M. De Jesus and A. Casadevall (2006). "The Physical Properties of the
Capsular Polysaccharides from Cryptococcus neoformans Suggest Features for Capsule
Construction." Journal of Biological Chemistry 281(4): 1868-1875.

Miyazato, A. (2016). "Mechanism of Cryptococcus Meningoencephalitis." Medical Mycology
Journal 57(1): J27-J32.

Mogensen, E. G., G. Janbon, J. Chaloupka, C. Steegborn, M. S. Fu, F. Moyrand, T. Klengel,
D. S. Pearson, M. A. Geeves, J. Buck, L. R. Levin and F. A. Miihlschlegel (2006).
"Cryptococcus neoformans Senses CO2 through the Carbonic Anhydrase Can2 and the
Adenylyl Cyclase Cacl." Eukaryotic Cell 5(1): 103-111.

Moranova, Z., S. Kawamoto and V. Raclavsky (2009). "Hypoxia sensing in cryptococcus
neoformans: biofilm-like adaptation for dormancy?" Biomed Pap Med Fac Univ
Palacky Olomouc Czech Repub 153(3): 189-193.

Moranova, Z., E. Virtudazo, K. Hricova, M. Ohkusu, S. Kawamoto, V. Husickova and V.
Raclavsky (2014). "The CRZ1/SP1-like gene links survival under limited aeration, cell
integrity and biofilm formation in the pathogenic yeast Cryptococcus neoformans."
Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub 158(2): 212-220.

Moyrand, F., I. Lafontaine, T. Fontaine and G. Janbon (2008). "UGE1 and UGE2 regulate the
UDP-glucose/UDP-galactose equilibrium in Cryptococcus neoformans." Eukaryot Cell
7(12): 2069-2077.

Noble, S. M., B. A. Gianetti and J. N. Witchley (2016). "Candida albicans cell-type switching
and functional plasticity in the mammalian host." Nature Reviews Microbiology 15: 96.

28



O'Meara, T. R., D. Norton, M. S. Price, C. Hay, M. F. Clements, C. B. Nichols and J. A.
Alspaugh (2010). "Interaction of Cryptococcus neoformans Rim101 and Protein Kinase
A Regulates Capsule." PLOS Pathogens 6(2): e1000776.

O'Meara, T. R., W. Xu, K. M. Selvig, M. J. O'Meara, A. P. Mitchell and J. A. Alspaugh
(2014). "The Cryptococcus neoformans Rim101 Transcription Factor Directly

Regulates Genes Required for Adaptation to the Host." Molecular and Cellular Biology
34(4): 673-684.

Okagaki, L. H., A. K. Strain, J. N. Nielsen, C. Charlier, N. J. Baltes, F. Chrétien, J. Heitman,
F. Dromer and K. Nielsen (2010). "Cryptococcal Cell Morphology Affects Host Cell
Interactions and Pathogenicity." PLOS Pathogens 6(6): ¢1000953.

Okagaki, L. H., Y. Wang, E. R. Ballou, T. R. Meara, Y.-S. Bahn, J. A. Alspaugh, C. Xue and
K. Nielsen (2011). "Cryptococcal Titan Cell Formation Is Regulated by G-Protein
Signaling in Response to Multiple Stimuli." Eukaryotic Cell 10(10): 1306.

Okagaki, L. H., Y. Wang, E. R. Ballou, T. R. O'Meara, Y.-S. Bahn, J. A. Alspaugh, C. Xue
and K. Nielsen (2011). "Cryptococcal Titan Cell Formation Is Regulated by G-Protein
Signaling in Response to Multiple Stimuli." Eukaryotic Cell 10(10): 1306-1316.

Panepinto, J., L. Liu, J. Ramos, X. Zhu, T. Valyi-Nagy, S. Eksi, J. Fu, H. A. Jaffe, B. Wickes
and P. R. Williamson (2005). "The DEAD-box RNA helicase Vadl regulates multiple
virulence-associated genes in Cryptococcus neoformans." The Journal of Clinical
Investigation 115(3): 632-641.

Park, Y.-D., J. N. Jarvis, G. Hu, S. E. Davis, J. Qiu, N. Zhang, C. Hollingsworth, A. Loyse, P.
J. Gardina, T. Valyi-Nagy, T. G. Myers, T. S. Harrison, T. Bicanic and P. R.
Williamson (2018). "Transcriptional Profiling of Patient Isolates Identifies a Novel
TOR/Starvation Regulatory Pathway in Cryptococcal Virulence." mBio 9(6): €02353-
02318.

Pukkila-Worley, R., Q. D. Gerrald, P. R. Kraus, M.-J. Boily, M. J. Davis, S. S. Giles, G. M.
Cox, J. Heitman and J. A. Alspaugh (2005). "Transcriptional Network of Multiple
Capsule and Melanin Genes Governed by the Cryptococcus neoformans Cyclic AMP
Cascade." Eukaryotic Cell 4(1): 190-201.

Rutherford, J. C., Y.-S. Bahn, B. van den Berg, J. Heitman and C. Xue (2019). "Nutrient and
Stress Sensing in Pathogenic Yeasts." Frontiers in Microbiology 10(442).

Saputo, S., Y. Chabrier-Rosello, F. C. Luca, A. Kumar and D. J. Krysan (2012). "The RAM
Network in Pathogenic Fungi." Eukaryotic Cell 11(6): 708-717.

Selvig, K. and J. A. Alspaugh (2011). "pH Response Pathways in Fungi: Adapting to Host-
derived and Environmental Signals." Mycobiology 39(4): 249-256.

Specht, C. A. and S. M. Levitz (2006). "The molecular basis for the immunogenicity of
Cryptococcus neoformans mannoproteins." FEMS Yeast Research 6(4): 513-524.

Steenbergen, J. N., J. D. Nosanchuk, S. D. Malliaris and A. Casadevall (2003). "Cryptococcus
neoformans virulence is enhanced after growth in the genetically malleable host
Dictyostelium discoideum." Infection and immunity 71(9): 4862-4872.

Steenbergen, J. N., H. A. Shuman and A. Casadevall (2001). "Cryptococcus neoformans
interactions with amoebae suggest an explanation for its virulence and intracellular
pathogenic strategy in macrophages." Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 98(26): 15245-15250.

29



Trevijano-Contador, N., S. A. Rossi, E. Alves, S. Landin-Ferreiroa and O. Zaragoza (2017).
"Capsule Enlargement in Cryptococcus neoformans Is Dependent on Mitochondrial
Activity." Frontiers in microbiology 8: 1423-1423.

Turner, S. H., R. Cherniak and E. Reiss (1984). "Fractionation and characterization of
galactoxylomannan from Cryptococcus neoformans." Carbohydrate Research 125(2):
343-349.

Walton, F. J., J. Heitman and A. Idnurm (2006). "Conserved Elements of the RAM Signaling
Pathway Establish Cell Polarity in the Basidiomycete Cryptococcus neoformans in a
Divergent Fashion from Other Fungi." Molecular Biology of the Cell 17(9): 3768-3780.

Williamson, P. R. (1997). "Laccase and melanin in the pathogenesis of Cryptococcus
neoformans." Front Biosci 2: €99-107.

Wills, E. A., I. S. Roberts, M. Del Poeta, J. Rivera, A. Casadevall, G. M. Cox and J. R.
Perfect (2001). "Identification and characterization of the Cryptococcus neoformans

phosphomannose isomerase-encoding gene, MAN1, and its impact on pathogenicity."
Molecular Microbiology 40(3): 610-620.

Xue, C., Y.-S. Bahn, G. M. Cox and J. Heitman (2006). "G protein-coupled receptor Gpr4
senses amino acids and activates the cAMP-PKA pathway in Cryptococcus
neoformans." Molecular biology of the cell 17(2): 667-679.

Zaragoza, O. (2011). "Multiple Disguises for the Same Party: The Concepts of
Morphogenesis and Phenotypic Variations in Cryptococcus neoformansy." Frontiers in
Microbiology 2(181).

Zaragoza, O., R. Garcia-Rodas, J. D. Nosanchuk, M. Cuenca-Estrella, J. L. Rodriguez-Tudela
and A. Casadevall (2010). "Fungal Cell Gigantism during Mammalian Infection." PLOS
Pathogens 6(6): €1000945.

Zaragoza, O. and K. Nielsen (2013). "Titan cells in Cryptococcus neoformans: cells with a
giant impact." Current Opinion in Microbiology 16(4): 409-413.

Zaragoza, O., M. L. Rodrigues, M. De Jesus, S. Frases, E. Dadachova and A. Casadevall
(2009). "The capsule of the fungal pathogen Cryptococcus neoformans." Advances in
applied microbiology 68: 133-216.

Zaragoza, O., A. Telzak, R. A. Bryan, E. Dadachova and A. Casadevall (2006). "The
polysaccharide capsule of the pathogenic fungus Cryptococcus neoformans enlarges by
distal growth and is rearranged during budding." Molecular Microbiology 59(1): 67-83.

30



