Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Biologie

e SN=A

B,

Martin Bauer

Faktory virulence u kvasinky Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans virulence factors

Bakalatska prace

Skolitel:
Mgr. Martin Kuthan, Ph.D.

Praha, 2019



Podékovani

Dé&kuji svému skoliteli Mgr. Martinu Kuthanovi, Ph.D. za pomoc a rady pfi psani této prace.

Prohlaseni:

ProhlaSuji, Ze jsem zavérecnou préci zpracoval samostatné a ze jsem uvedl vSechny
pouzité¢ informacéni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast nebyla

pfedloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 16. 8. 2019

Podpis



ABSTRAKT

Cryptococcus neoformans je oportunné patogenni kvasinkou zapfticinujici kolem
600 000 umrti ro¢né. Jeji schopnost vyvolat infekci je dana faktory virulence, mezi které patii
schopnost rastu pii zvysené teploté, polysacharidova kapsule, tolerance oxidativniho stresu a
exprese povrchovych proteinii. Lze mezi n¢ zatadit i neobvyklé resistentni titanské bunky
vznikajici v procesu titanizace a proces fenotypového piepinani. I pies intenzivni vyzkum
vSak stale nejsou tyto faktory virulence prozkoumané do detailu. Titdnské buiikky maji znamé
indukujici faktory a uCastnici se signalni drahy, aplny model titanizace vSak dosud neexistuje.
Mechanismus fidici fenotypové piepinani je také zatim neznamy. V této praci jsou

predstaveny a shrnuty soucasné znalosti o faktorech virulence C. neoformans.

Kli¢ova slova: Cryptococcus neoformans, faktory virulence, prepinani fenotypt,

mukoidni fenotyp, titdnské bunky

ABSTRACT

Cryptococcus neoformans 1s an opportunistic pathogenic yeast causing around 600 000
deaths annually. Its ability to cause a chronic infection is given by multiple virulence factors,
which include the ability to grow in high temperature, polysaccharide capsule, oxidative stress
tolerance and the expression of surface proteins. Unusual and resistant titan cells, which
develop through the process of titanization, and the process of phenotypic switching can also
be included. Despite intensive research, these virulence factors are yet to be fully described.
Inducing factors of titan cells and participating signalling pathways are known. However, a
complete model of titanization does not yet exist. So far, the mechanism of phenotypic
switching is also unknown. In this work the current knowledge of virulence factors of

C. neoformans is presented and summarised.

Keywords: Cryptococcus neoformans, virulence factors, phenotypic switching, mucoid

phenotype, titan cells
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SEZNAM ZKRATEK

BHI — Brain Heart Infusion broth (kultivaéni médium)
BS — buné¢na sténa

CME — kryptokokova meningoencefalitida
CNS - centralni nervova soustava

GXM - glukuronoxylomanan

GXMGal — galaktoxylomanan

HEB — hematoencefalicka bariéra

HOG — High Osmolarity Glycerol, signalni draha
MAPK — Mitogenem Aktivovand Proteinkinasa
MC — mukoidni

MAT — mating type

PA — pantotenova kyselina

PH — pseudohyfalni

PKA/PKC — Protein Kinasa A/Protein Kinasa C
PLB/PLC — Fosfolipasa B/Fosfolipasa C

PS — polysacharid

ROS - reactive oxygen species

RNS — reactive nitrogen species

SM — hladky

SRG — Structural Reported Groups

TF — transkrip¢ni faktor

UDP — uridin difosfat

WR — zvrasnény
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Cryptococcus neoformans je kvasinka pattici do kmene Basidiomycota. Poprvé byla
identifikovana v roce 1894 (Busse 1894) a pozdéji byla na zaklad€ imunologickych vlastnosti
kapsularnich polysacharidi (PS) rozdélena na nékolik sérotypi (Evans 1950, Wilson, Bennett
et al. 1968) nalezicich dvéma pivodnim variantdm, var. neoformans a var. gattii
(Kwon-Chung, Bennett et al. 1982). Od té doby proslo déleni druhu C. neoformans nékolika

zménami (Tabulka 1).

Druh Varianta Sérotyp
C. neoformans var. grubii A
Cryptococcus (Franzot, Salkin et al. 1999)
neoformans
C. neoformans var. neoformans D
(Franzot, Salkin et al. 1999)
Cryptococcus gattii B
(Kwon-Chung, Boekhout -
et al. 2002) C

Tabulka 1 — Soucasné déleni ptivodniho druhu C. neoformans. Ptvodni C. neoformans var. gattii a
var. neoformans byly povyseny na druh. Takto noveé vznikly druh C. neoformans byl dale rozdé€len na varianty
neoformans a grubii. V této praci bude pozornost vénovana C. neoformans var. grubii a var. neoformans.

C. neoformans ohrozuje imunokompromitované jedince, C. gattii je hrozbou pro imunokompetentni jedince.

C. neoformans je primarné volné zijici obligatn€ aerobni kvasinka b&ézné se nachéazejici
na ptacich, zejména holubich, exkrementech nebo v jejich hnizdech. V tomto prostiedi se
setkava se svymi piirozenymi predatory, kterymi mohou byt Acanthamoeba castellani
(Steenbergen, Shuman et al. 2001) nebo Dictiostelium discoideum (Steenbergen, Nosanchuk
et al. 2003). Selek¢ni tlak vyvolany prostfedim a témito predatory umoznil vyvoj riznych
faktori, které kvasince C. neoformans umoznily zacit vyuzivat novou niku, prostiedi
hostitele. Mezi tyto faktory patii zejména schopnost riistu pii zvySené teploté pomoci
udrzovani integrity bunécné stény, dale polysacharidové kapsule, melanizace bunécné stény,
schopnost zneskodnit oxidativni a nitrosativni ¢inidla a exprese rdznych povrchovych

proteint.



C. neoformans také umi navodit zmény ve fenotypu a v morfologii bunky, které dale
meéni jeho virulenci nebo resistenci. Zmény ve fenotypu jsou dany procesem fenotypového
prepindni (Goldman, Fries et al. 1998), které bylo popsano i u jinych patogenti, napiiklad
fenotypové prepinani povrchovych lipoproteinti u Mycoplasma bovis (Lysnyansky,
Rosengarten et al. 1996), antigenni variace u rodu Trypanosoma (Myler, Allison et al. 1984),
fazova variace u rodu Salmonella (Silverman, Zieg et al. 1979) nebo ptepindni kapsule u
Neisseria meningitidis (Swartley, Marfin et al. 1997). Zmény v morfologii typicky
pozorujeme pii prechodu z kvasinkové formy na formu hyfalni béhem sexuélniho
rozmnozovani. Narozdil od kvasinky Candida albicans, jednoho z nejznaméjSich houbovych
patogend, vSak C. neoformans hyfy béhem infekce netvoti. Morfologické zmény béhem
infekce C. neoformans zahrnuji dramatické zvétSeni bunky, kapsule a bunééné stény a nékolik
dalsich fenomént. ZvétSenim bunky, kapsule a bunécné stény vznikne resistentni bunécny typ
nazyvany titanské bunky (Zaragoza, Garcia-Rodas et al. 2010). Dal$im z fenomént jsou
zmeény u starnoucich bunék (Cordero, Pontes et al. 2011). Zmény v morfologii a fenotypu
jsou doprovazeny zménami v resistenci a virulenci bun¢k a dale zvySuji virulenci nebo

persistenci v hostiteli.

Diky vySe zminénym faktorim se C. neoformans stal velmi persistentnim patogenem

schopnym odolédvat Sirokému spektru terapii.

Seznam moZnych hostiteld této kvasinky je velmi obséhly. Mohou jimi byt vySe
zminéné amoeby (Chrisman, Albuquerque et al. 2011), bezobratli (napt. Galleria mallonella
(Garcia-Rodas, Casadevall et al. 2011), savci (Lester, Kowalewich et al. 2004) v¢etné delfint
(Venn-Watson, Daniels et al. 2012) nebo koal (Kido, Makimura et al. 2012), déle ptéci
(Lester, Kowalewich et al. 2004) a dokonce 1 rostliny (Warpeha, Park et al. 2013).

S kvasinkou C. neoformans ptijde béhem zivota do kontaktu velka ¢ast lidi nahodnym
vdechnutim bazidiospor nebo vysusenych bunék, které se usadi v plicich. Zde se setkavaji
s alveolarnimi makrofagy, které hraji diileZitou roli v imunitni odpovédi a celkovém pribéhu
infekce (Shao, Mednick et al. 2005). VétSina takovych ptipada je asymptomatickd a kvasinka
je odstranéna ¢innosti imunitniho systému nebo se stdva dormantni v granulomech ¢i uvnitt
fagosomu makrofagh (Baker 1976, Feldmesser, Kress et al. 2000, Alanio, Vernel-Pauillac et
al. 2015). V ptipadech utlumené imunity je vSak schopnd se mnozit a §ifit se dale po téle
voln¢ 1 v makrofazich do vétSiny nebo vSech orgéanti, piicemz ale preferuje centralni nervovou
soustavu (CNS). Do CNS pronika pies hematoencefalickou bariéru (HEB) a vyvolava zde

zavaznou kryptokokovou meningoencefalitidu (CME).



C. neoformans je také schopny z makrofagt unikat, a to lyzi hostitelské buiiky nebo
procesem nonlytické exocytdézy (vomocytoza), kterd makrofagy neposkodi (Alvarez and
Casadevall 2006, Ma, Croudace et al. 2006, Watkins, Andrews et al. 2018). Téma lidské
nakazy touto kvasinkou (kryptokoké6za) dobie pokryva souhrnné prace ,,Cryptococcosis*

(Maziarz and Perfect 2016).

Cilem mé prace je predstavit a shrnout soucasné znalosti o faktorech virulence u

kvasinky C. neoformans, coz pomuze lepSimu pochopenti jeji patogeneze.

2 ZIVOTNi CYKLUS, ROZMNOZOVANI A VLIV NA VIRULENCI

Zivotni cyklus C. neoformans zahrnuje asexualni stadium pudici kvasinky a sexuélni
stadia, ve kterych probiha meidza a tvorba bazidiospor. Sexualni stadia se vyznacuji hyfovym
rustem a hyfy jsou pozorovany pii bisexualnim (Kwon-Chung 1975) nebo unisexualnim
rozmnozovani (Lin, Hull et al. 2005). Unisexudlni rozmnozovani zahrnuje 1 haploidni puceni

(Wickes, Mayorga et al. 1996).

C. neoformans ma dva parovaci typy (mating type), a a o, s odpovidajicimi MATa a
MATa lokusy. Unisexualni rozmnozovani se vyskytuje zejména u o parovacich typt (Wickes,
Mayorga et al. 1996, Lin, Huang et al. 2006). Pfi haploidnim pueni nedochazi k setkavani
dvou partnerti a vzniku dikaryotickych bunék, a tedy ani k fuzi jader. Diploidniho stavu je
dosazeno pomoci endoreplikace. Prubéh bisexudlniho a unisexualniho rozmnozovani ukazuje

Obrazek 1.

Filamentace je regulovana vlivem signdli z vnéjsiho prostiedi. Tyto signaly jsou
vnimany zndmymi drahami (HOG (Bahn, Kojima et al. 2005) nebo cAMP/PKA (D'Souza,
Alspaugh et al. 2001)). Nasledna produkce feromont, které jsou vnimany feromonovym
receptorem (Ste3) partnera, spousti filamentaci pfes feromonovou MAPK signalni drahu

aktivaci transkripCnich faktor Mat2 a Znf2 (Davidson, Nichols et al. 2003) (viz Obrazek 2).
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Obrazek 1 - Znazornéni prubehu bisexualniho a unisexualniho rozmnoZzovani a tvorby hyf u C. neoformans.
a) Bisexualni rozmnozovani s partnery opacného parovaciho typu. Nejprve dochazi k fuzi bunck a vzniku
zygoty. Nasleduje migrace jader a vznik hyf s piehradkami a pfezkami. Na apexu se diferencuje bazidium, ve
kterém probiha meidza. Nakonec dochazi ke sporulaci a vzniku bazidiospor.

b) Dvé mozné cesty unisexualniho rozmnozovani. Horni cesta zobrazuje unisexualni rozmnozovani dvou
partneri o typu. Pfi ném opét dochazi k fuzi bunék i jader. Spodni cesta zobrazuje haploidni puceni. Hyfy pfi
ném vznikaji pouze z jedné haploidni buiiky, kterd pozdéji prochazi endoreplikaci. Pfezky vznikaji, ty ale
nepropojuji sousedni burniky. Na apexu se diferencuje bazidium, probéhne meidza, dojde ke sporulaci a vzniku
bazidiospor. Existuje jesté moznost, Ze k endoreplikaci dojde uz ve stadiu kvasinky (b), horni cesta), v tomto
piipade se hyfa vyviji také jen z jedné buiiky. Pfevzato a upraveno podle Zhao, Lin et al. (2019)



Pheromone

cAMP/PKA Light sensing sensing Calcineurin HOG
[ Gpr4 | i ' Steda |
e A 1 A v,
G | (Gpa2)_ X, )
“AGib2 | - 1 'Gpb1 Gpg2
St <apolBPaS)
@_ Fpngj ! ;;@
| P e (" ste20a )
1 (Crgl) L LR
Cacl ! —
, |
A ' Stella
M ¥
(" Pk :. Bwcl 2 Ste7 )
| 1 Zh s
L '
(Pkal2) Cpk,}

Am— e
s 1 ~
¥ ¥ 4
r R F o Y o ~,
(Ste3a) (Mfa) (sxila)
\ S (sxiza
ok ¥ Adhesion/ mRNA
Prezygote Postzygote matrix signal stablility
Conjugation and Yeast-to-hypha transition
postfusion development and sporulation

Obrazek 2 — Soucasna predstava genetické regulace pohlavniho rozmnozovani. Pferusované Sipky znaci
potencialni regulace, otazniky znac¢i nepotvrzené charakteristiky. Na regulaci se podili (zleva) cAMPK/PKA
draha vnimajici koncentraci zivin, svétlo vnimajici draha, feromonova draha, kalcineurin a osmosensitivni HOG
draha. Tyto drahy pfedavaji signal konecnym transkripénim faktortim, kterymi jsou Mat2, Sxila/Sxi2a a Znf2,
které reguluji sexualni vyvoj a morfogenezi. Pfevzato ze Zhao, Lin et al. (2019)

MAT lokus C. neoformans je unikatni svou velikosti (pfes 100 kbp) a obsahuje vice nez
20 gentl, mezi nimiZ jsou homeodoménové geny, geny pro feromonové receptory, feromony a
nékteré dalsi komponenty feromonové signalni drahy (Lengeler, Fox et al. 2002). N&které
z produktli téchto genti jsou diilezité pro virulenci, naptiklad feromonovy receptor Ste3
(viz kapitola 3.7 a Chang, Miller et al. (2003)), Stel12, (regulace kapsule a melanizace)
(Chang, Wickes et al. 2000, Chang, Penoyer et al. 2001) nebo Ste20 (rlst pfi zvySené teplot¢)
(Wang, Nichols et al. 2002).

Pozorovany pomér mezi a a a typy v klinickych 1 ptirodnich izolatech je dramaticky ve
prospéch a typu (Kwon-Chung (1978), citovano podle Zhao, Lin et al. (2019)), proto byla

zajimava otazka, pro¢ tomu tak je. MoZnosti mohla byt i skutecnost, Ze je a typ virulentné;jsi.



Prvni prace svédcily ve prospéch této hypotézy (Kwon-Chung, Edman et al. 1992), av§ak
pozd¢jsi vyzkumy obecné posileni virulence u a parovacich typti nepotvrzuji (Chang, Penoyer
et al. 2001, Nielsen, Cox et al. 2003, Nielsen, Cox et al. 2005, Zhai, Zhu et al. 2013). Rozdil
ve virulenci mezi parovacimi typy nebyl pozorovan ani u ptibuzného Cryptococcus gattii

(Zhu, Zhai et al. 2013).

Dalsi studie zabyvajici se moznymi rozdily ve virulenci parovacich typti ukazovala na
lepsi schopnost a parovaciho typu $itit se do CNS (neurotropismus) béhem koinfekce obéma
parovacimi typy kmene H99 (sérotyp A) (Nielsen, Cox et al. 2005). Jina studie, provedend na
kmeni sérotypu D, vSak rozdily v neurotropismu nepozoruje (Zhai, Zhu et al. 2013), pouze
naznacuje vliv miry exprese ZNF2. Nepomér vyskytu parovacich typt se tedy zda byt spise

vysledkem unisexualniho rozmnozovéni, které je asociovdno s o parovacim typem.



3 FAKTORY VIRULENCE

Faktorem virulence se rozumi cokoli, co patogenu umoziuje infikovat a poSkozovat
hostitele, tedy co umoziiuje patogenu byt patogenem. Bunééna sténa typicky faktorem
virulence neni, ale z divodu, Ze obsahuje melanin a je dulezita pro rist pii zvySené teploté, se

ji zde budu také vénovat.

Faktory virulence C. neoformans jsou tedy melanizace bunécné stény, rust pii zvySené
teploté, polysacharidova kapsule, schopnost vydrzet oxidativni a nitrosativni stres ve
fagosomu makrofagl, n¢kolik povrchovych proteini dilezitych v riznych fazich infekce,

fenotypové prepinani a tvorba titanskych bunék.
3.1 Bunécna sténa

Bunécéna sténa (BS) je polysacharidovou strukturou lezici vné plasmatické membrany.
Zajist'uje tvar buiky, dodava ji mechanickou ochranu a tvoii bariéru proti difuzi riznych

molekul.

Majoritnim polysacharidem bunécné stény je linearni B(1,3)-glukan proktizovany
kratSimi jednotkami B(1,6)-glukanu. a(1,3)-glukan je dal§im polysacharidem BS, ktery je
dulezity pro udrzeni kapsule (Reese and Doering 2003). Déle se zde nachazi chitin, jehoz
znacna Cast je deacetylovana na chitosan (Banks, Specht et al. 2005). Chitin a chitosan jsou

dalezité pro integritu BS a virulenci (Baker, Specht et al. 2007, Baker, Specht et al. 2011).

V bunécné sténé se také nachazi mnozstvi proteinil (Eigenheer, Lee et al. 2007), z nichz
mnoho je diileZitych pro virulenci, naptiklad enzymy syntetizujici polysacharidy BS
(napft. chitin deacetylasy, viz nize), fosfolipasa B (Plb1) (Maruvada, Zhu et al. 2012) a
proteasy (viz kapitola 3.5).

Syntéza a(1,3)-glukanu je zajisténa a-glukan-syntasou Agsl z jednotek UDP-glukosy
(Reese and Doering 2003). B(1,3)-glukan je syntetizovan B-glukan syntasou Fks1
(Thompson, Douglas et al. 1999). B(1,6)-glukan je syntetizovan pomoci Kre5, Kre6 a Skn1
(Gilbert, Donlin et al. 2010). Syntézu chitinu zajiStuji chitin syntasy (napiiklad Chs3)
(Banks, Specht et al. 2005), deacetylaci na chitosan provadéji chitin deacetylasy (Cdal, Cda2,
Cda3) (Baker, Specht et al. 2007). Remodelace BS pomoci téchto enzymti je nezbytnd pro
udrzeni jeji integrity ve zvySené teploté (viz kapitola 3.2) a je tedy nezbytnym virulenénim

faktorem.



Mezi polymery bunécné stény se uklada také pigment melanin. Melanin chrani bunku
pted skodlivymi u¢inky UV zafeni ve vnéj$im prostiedi, v hostiteli pak pied oxidativnim a
nitrosativnim stresem, ktery vyuzivaji hostitelské makrofagy (Wang and Casadevall 1994).
Kromé toho poskytuje ochranu proti mnozstvi dalSich faktora, naptiklad zlepsuje
termotoleranci nebo chrani bunky pted enzymatickou degradaci a 1é¢ivy (Rosas and
Casadevall 2001, van Duin, Casadevall et al. 2002). Melanizované buiiky jsou diky tomu

znacné resistentni. Jde tedy o vyznamny faktor virulence.

Melanin je syntetizovan z katecholamint extracelularnimi lakasami Lacl a Lac2
(Williamson 1997, Pukkila-Worley, Gerrald et al. 2005), které jsou pod kontrolou
cAMP/PKA signalizace (Pukkila-Worley, Gerrald et al. 2005).

3.2 Adaptace na zvySenou teplotu

Schopnost riist pti télesné teploté je zakladnim piedpokladem pro to, aby
mikroorganismus mohl byt pro ¢lovéka patogenni. U kvasinek je tato schopnost zajisténa
aktivni remodelaci a udrzovanim integrity bunécné stény (viz napiiklad souhrnné prace o
udrzovani integrity bunééné stény u Saccharomyces cerevisiae (Heinisch, Lorberg et al. 1999,
Klis, Mol et al. 2002)), pfi¢emZ zde hraje centralni roli stresova signalizace pomoci

PKC/MAPK dréhy.

PKC/MAPK draha udrzuje integritu bunécéné stény i u C. neoformans. MAP kinasa byla
nazvand Mpkl a byla identifikovana v roli pro udrzeni integrity BS ve zvySené teploté v roce
2003 (Kraus, Fox et al. 2003). Mpk1 podléha fosforylaci v odpovédi na poruseni integrity
bunééné stény a ovlivituje expresi genu pro B(1,3)-glukan syntasu (FKS/). Zaroven bylo

v této praci zjisSté€no, Ze k udrZzovani integrity bunééné stény ptispiva i ¢innost kalcineurinu.

Kalcineurin udrzuje integritu bunécéné stény interakei s transkripénim faktorem Crz1
(také oznacovan jako Spl), ktery je v odpovédi na zvySenou teplotu, vapenaté ionty a
poskozeni BS lokalizovan do jadra, kde indukuje expresi chitin syntasy (Lev, Desmarini et al.
2012). Crz1 1idi integritu bunécné stény také v zavislosti na PKC pfi nedostatku zivin (Adler,

Park et al. 2011).

Reakce na zvySenou teplotu vSak nezahrnuje pouze zménu exprese genll pro enzymy
bunécné stény, ale dochazi ke zméné exprese Siroké Skaly genli kodujicich naptiklad proteiny
translace, enzymy chranici pfed oxidativnim stresem (oxidoreduktasy) nebo chaperonové a

heat-shock proteiny.



Kromé Mpkl, Crz1 a kalcineurinu je také delsi dobu zndmo nékolik proteinti hrajicich
roli pii ristu ve zvySené teplot¢ — GTPasa Rasl (Alspaugh, Cavallo et al. 2000),
p21-aktivovana kinasa Ste20, ktera je soucasti MAT lokusu (Wang, Nichols et al. 2002),
fosfolipidy vazajici protein Cts1 (Calcineurin Temperature Suppressor 1), ktery odpovida na
aktivitu kalcineurinu (Fox, Cox et al. 2003), vakuolarni ATPasa Vphl (Erickson, Liu et al.
2001) a trehalosa syntasa (Petzold, Himmelreich et al. 2006).

Ve dvou ptipadech byla analyzovéana exprese pii adaptaci na zvysSenou teplotu. Byla
pozorovana indukce gent pro proteiny diilezité pro translaci (ribosomalni proteiny, tEFla a
tIF3), chaperon BiP a heat-shock proteiny, mitochondridlni proteiny a oxidoreduktasy
(Steen, Lian et al. 2002). V druhém ptipad¢ byla mimo jiné pozorovana indukce genti pro
chitin syntasu (CHS6), protein kinasu asociovanou se syntézou trehalosy (RIM15) a indukce

genu MGA?2 (biosyntéza mastnych kyselin, filamentace) (Kraus, Boily et al. 2004).

Nedavna prace zkouma regulacéni roli protein kinasy Sch9 a transkripéniho faktoru Hsfl
(Heat Shock Factor 1) v termotoleranci a odpovédi na oxidativni stres (Yang, Jung et al.
2017). Sch9 se zda regulovat expresi fady genl dilezitych v odpovédi na zvySenou teplotu
pfimo i pomoci regulace exprese HSF'1 a/nebo posttranslacni regulace Hsfl. Hsfl pak
reguluje expresi genti pro heat-shock proteiny, chaperony a pro enzymy odpovidajici na
oxidativni stres, v souhlasu s pracemi zkoumajicimi expresi v zavislosti na teploté

(Steen, Lian et al. 2002, Kraus, Boily et al. 2004).

3.3 Kapsule

Kapsule je velmi dilezitym faktorem virulence. Pfichazi do kontaktu s prosttedim
hostitele a jeji polysacharidy mohou do znacné miry ovliviiovat, jakym zplisobem na
kvasinku zareaguje imunitni systém hostitele (tomuto obsirnému tématu se vénuje napiiklad
souhrnna prace od Vecchiarelli, Pericolini et al. (2013)). Kapsule také inhibuje fagocytozu
(Kozel and Gotschlich 1982) a chrani proti oxida¢nim ¢inidlim (Zaragoza, Chrisman et al.
2008). Nejnovejsi vyzkum popisuje schopnost kapsularnich polysacharidt pufrovat pH
fagosomu diky pfitomnosti glukuronové kyseliny (De Leon-Rodriguez, Fu et al. 2018).
Kapsule obaluje pravdépodobné také spory (Botts, Giles et al. 2009).



Kapsule je tvotena polysacharidem glukuronoxylomananem (GXM, 90-95 %) a
minoritnim polysacharidem galaktoxylomananem (GXMGal) (Turner, Cherniak et al. 1984).
Tyto polysacharidy mohou mit molekulovou hmotnost az 7 MDa (McFadden, De Jesus et al.
2006). Manosova kostra GXM muze na nékterych pozicich podléhat O-acetylaci (Previato,
Vinogradov et al. 2017), kterd ma vyznam pii interakci s imunitnim systémem (Ellerbroek,

Lefeber et al. 2004).

Polysacharidy kapsule jsou tvofeny opakujicimi se skupinami, které jsou oznaCovany
jako SRG (Structural Reported Groups). V soucasnosti je znamo Sest takovych skupin lisicich

se v mistech substituci na manosové kostte (viz Obrazek 3).

Kapsule je variabilni v odpovédi na extraceluldrni signaly a vnitini vyvojové signaly;

muze se ménit jeji velikost, chemicka struktura nebo fyzikalni vlastnosti.

Z vnéjsich podminek indukuji zvétSovani kapsule zvySend koncentrace CO> (Granger,
Perfect et al. 1985), nizka koncentrace zivin (Zaragoza and Casadevall 2004) nedostatek
zeleza (Vartivarian, Anaissie et al. 1993) nebo sav¢i sérum (Zaragoza, Fries et al. 2003). Tyto
podminky ukazuji na to, Ze k indukei zvétSeni kapsule dochazi pii kontaktu s prostfedim plic

hostitele.

Hlavni signalni drahou, kterd v zavislosti na téchto signalech reguluje velikost kapsule,
je cAMP/PKA (D'Souza, Alspaugh et al. 2001, Geddes, Caza et al. 2016) pomoci
transkripéniho faktoru Nrgl (Cramer, Gerrald et al. 2006).

Uloha kapsule jako virulenéniho faktoru je nezpochybnitelna, otdzka vlivu velikosti
kapsule na virulenci je slozit¢j$i. Studii o vlivu velikosti kapsule na zavaznost infekce bylo
(Robertson, Najjuka et al. 2014, Bojarczuk, Miller et al. 2016), v dalSim ptipadé byla
zavazngj$i infekce hypokapsuldrnimi kvasinkami (Sabiiti, Robertson et al. 2014) a v jednom

ptipad¢ byly méné virulentni kvasinky hypo- i hyperkapsularni (Pool, Lowder et al. 2013).

Neéktefi autofi (Casadevall, Coelho et al. 2018) navrhuji, Ze by se tyto zdanlivé rozporné
vysledky daly vysvétlit bud’ odlisnym vlivem velikosti kapsule v jednotlivych fazich infekce
nebo by velikost kapsule mohla odraZet miru adaptace kvasinky na hostitelské podminky.
Kapsule je indukovand v podminkach nedostatku Zeleza a zivin a mala kapsule by tedy mohla

znamenat kvasinku adaptovanou na prostiedi hostitele, a tedy schopnou mu vice uskodit.
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Obrazek 3 — a) Struktura Sesti oligosacharidovych skupin (SRG) M1-M6, které se lisi
substitucemi na manosové kostie; (Cherniak, Valafar et al. 1998)
b) strukturni jednotka GMXGal (Heiss, Klutts et al. 2009)
Legenda (shora doli): glukuronova kyselina, xylosa, manosa, galaktosa.
Pievzato z a citovano podle Doering (2009)

Ve vztahu velikosti kapsule a jejiho vlivu na virulenci se objevuji také prace zkoumajici
fenotypové prepinani, které popisuji zvySenou virulenci u bun€k, u kterych doslo ke zvétSeni
kapsule (Goldman, Fries et al. 1998, Fries, Goldman et al. 1999, Fries, Taborda et al. 2001).
Tyto zmény ve virulenci by ale mohly byt zplisobeny zménami komplexnéj$imi, nez je jen

zména ve velikosti kapsule (viz kapitola 3.6.1).

Zmeény v kapsuli nastavaji také béhem starnuti bun¢k (Cordero, Pontes et al. 2011) a
bylo potvrzeno, Ze maji vliv na virulenci. Kapsule starych bun¢k jsou vétsi a kompaktngjsi,
coz by mohlo pfispivat ke zvySené resistenci téchto bunék vici 1é¢iviim, oxidativnimu stresu

vyvolanému peroxidem vodiku nebo fagocytéze (Bouklas, Pechuan et al. 2013).
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3.4 Oxidativni stres

Béhem infekce se kvasinka musi adaptovat na oxidativni a nitrosativni stres
zpusobovany kyslikovymi (ROS) a dusikatymi (RNS) radikaly. ROS a RNS jsou vyuzivany
makrofagy ke zneskodnéni patogenti. Kvasinka se tedy s nimi dostava do kontaktu ve

fagosomu.

Je zndmo, ze kvasinka ke zneskodnéni ROS a RNS béhem infekce vyuziva
peroxiredoxin (Tsal, Tsa3) (Missall, Pusateri et al. 2004), thioredoxin (Trx1, Trx2) (Missall
and Lodge 2005a) a thioredoxin reduktasu (Trrl) (Missall and Lodge 2005b), superoxid
dismutasu Sod1 (Cox, Harrison et al. 2003) a Sod2 (Giles, Batinic-Haberle et al. 2005),
alternativni oxidasu (Aox1) (Akhter, McDade et al. 2003) nebo flavohemoglobin denitrosilasu
(Fhb1) (de Jesus-Berrios, Liu et al. 2003). Také byl pozorovan mozny transportér manitolu
(Polyol Transporter 1, Ptpl), ktery byl vysoce exprimovany v kvasinkach izolovanych

z amoeb i makrofagi (Derengowski, Paes et al. 2013).

Byla zkoumana také zména v genové expresi v odpovédi na oxidativni stres u bunék
vystavenych peroxidu vodiku (Upadhya, Campbell et al. 2013) a u buné€k izolovanych
z fagosoml makrofagt (Fan, Kraus et al. 2005). Kromé& mnoZstvi enzym patficich do
skupiny oxidoreduktas dochazi ke zvySené expresi genti pro proteiny ucastnici se transportu
hexos nebo iontil Zeleza, dale genl pro proteiny ucastnici se autofagie a metabolismu uhliku,

napiiklad enzymy pentosafosfatové drahy (Upadhya, Campbell et al. 2013).

V préci z roku 2015 byla navrZena role vysokoafinitniho Ca** kandlu ve sniZeni
oxidativniho stresu in vitro i v makrofazich. Tento kanal se skldda ze dvou proteinti, Cchl a
Midl, a jeho roli v odpovédi na oxidativni stres je nutné prozkoumat do detailu. V tuto chvili
bylo pozorovéno, Ze delece pouze Cchl nebo Midl vyrazné zhorSuje toleranci oxidativniho

stresu, zatimco delece obou zaroven ma efekt velmi maly (Vu, Bautos et al. 2015).

Nejnovejsi prace se zamétila na regula¢ni ulohu dvou komponent kinasového modulu
mediatorového komplexu — Cdk8 a Ssn801. Jejich delece negativné ovlivnila mitochondrie,
dale zhorsila resistenci k oxidativnimu stresu, schopnost proliferace v makrofazich a virulenci

(Chang, Kang et al. 2019).

Resistence k oxidativnimu stresu je dale vyssi u titanskych bunék (viz kapitola 3.7) a

starnoucich bunék (Bouklas, Pechuan et al. 2013).
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3.5 Povrchové proteiny

Pteziti uvnitf makrofagi a migrace pifes HEB jsou velmi dilezitymi aspekty patogeneze

C. neoformans. Rizné povrchové proteiny v téchto pripadech hraji dilezitou roli.

Jakym zptisobem C. neoformans ptekonavd HEB zatim neni dopodrobna znamo.
Nekolik studii o migraci C. neoformans pies HEB bariéru poukazuje na transcelularni migraci
(Vu, Tham et al. 2014), dale na migraci paracelularni (Xu, Zhu et al. 2014) a existuji 1 studie
popisujici migraci mechanismem Trojského koné (Charlier, Nielsen et al. 2009,

Santiago-Tirado, Onken et al. 2017).

U n¢kolika raznych povrchovych proteint bylo pozorovano, zZe hraji dilezitou roli
v patogenezi C. neoformans. Jsou jimi fosfolipasa B (Cox, McDade et al. 2001), ureasa
(Cox, Mukherjee et al. 2000), lakasa (viz kapitola 3.1 a (Qiu, Davis et al. 2012)) a proteasy

(viz nize).

Analyza povrchovych proteinti C. neoformans (Eigenheer, Lee et al. 2007) ukazala na
ptitomnost n¢kolika proteas na povrchu buiiky. Kromé serinovych a aspartatovych proteas se
mezi nimi nachazela i v t¢ dob¢ bliZe nespecifikovand metaloproteasa CNBJ1810, dfive

identifikovana jako upregulovand béhem infekce mozku (Steen, Zuyderduyn et al. 2003).

Dalsi vyzkum této proteasy (Vu, Tham et al. 2014), nyni nazvané Mprl, odhalil, Ze je
nezbytna pro transcelularni migraci pies HEB. Exprese MPRI v S. cerevisiae byla dostatecna
pro migraci kvasinky pfes HEB, je tedy otdzka, jakym mechanismem migraci umozuje. Dale
je zdlraznéna role Mpr1 v adhezi na epitel a byla pozorovana zména morfologie epitelovych

bunék (lamelipodia a ,,ruffles*) jako vysledek dynamiky cytoskeletu (Vu, Tham et al. 2014).

Nasledujici vyzkum této proteasy se zaméfil na identifikaci hostitelskych proteini, které
by mohly s Mprl interagovat. To by vedlo k pfedpoklddanym piestavbam cytoskeletu,
endocytoéze a tedy transcelularni migraci (Na Pombejra, Salemi et al. 2017). Analyzou
povrchovych proteinti epitelovych bunék bylo zjisténo, Ze jsou to proteiny diilezité pro
reorganizaci cytoskeletu a pro zménu tvaru membrany béhem endocytdzy. Mezi témito
proteiny se autoii zaméfili na anexin A2 (AnxA2), jenz je nezbytny pro prestavbu cytoskeletu
a fuzi membran pii exocytoze. Byla navrZzena moznost, Ze anexin A2 hraje roli v pohybu
kvasinky v cytosolu a ndsledné exocytoze. To by mohlo znamenat, Ze C. neoformans skute¢né
vyuziva Mprl k transcelularni migraci pies HEB diky dosud dopodrobna nevysvétlené

interakci s AnxA2.
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V paracelularni migraci pak byla pozorovana serinova proteasa (Xu, Zhu et al. 2014).
Kvasinka v tomto modelu vyuzivé serinovou proteasu ke zvyseni permeability HEB, detailni

mechanismus je ale zatim nezndmy.

Uvniti makrofagl jsou povrchové proteiny C. neoformans dulezité pro ziskavani

nékterych zivin, upravovani pH fagosomu a pro tnik z makrofagt.

Ureasa je enzym katalyzujici hydrolyzu mocoviny na oxid uhli¢ity a amoniak a je
virulen¢nim faktorem v patogenezi C. neoformans. Ureasa muze slouzit k ziskavani dusiku
uvnitt fagosomu a zaroven zde vyuzivat uvolnény amoniak na pufrovani pH. Bylo
pozorovano, ze C. neoformans velmi dobie roste (ma optimum riistu) pii pH 4-6. Cinnost
ureasy pak dokaze zvysit pH fagosomu ptiblizn€ o 0,4 (Fu, Coelho et al. 2018). Napomaha
tedy k vytvofeni optimalniho prostfedi uvnitf kyselého a na ziviny chudého fagosomu. Ureasa
také hraje roli pti migraci pies HEB (Olszewski, Noverr et al. 2004, Shi, Li et al. 2010).
Migrace by v tomto ptfipadé mohla byt umoznéna permeabilizaci kapilary diky produkci
amoniaku, ktery je pro endotelové bunky kapilar toxicky. Jde tedy o model paracelularni

migrace.

Fosfolipasa B (PLB) je dal§im povrchovym proteinem a virulen¢nim faktorem
dilezitym v interakci s makrofagy. Hraje roli pfi usazeni a pieziti v plicich, Sifeni mimo plice
(Santangelo, Zoellner et al. 2004) 1 v transcelularni migraci pfes HEB (Maruvada, Zhu et al.
2012). Siteni mimo plice a migrace pfes HEB jsou z &asti zprostfedkovany makrofagy, role
PLB v tomto jevu by tedy mohla spocivat ve zlepSeni pfeziti a replikace uvnitt makrofagi
(Evans, Li et al. 2015). Ve stejné studii byla naznacena moznost, ze by PLB mohla hrat roli 1
ve formaci titdnskych bunék, jelikoz bylo pozorovano zvétSeni bunék a zvySeni ploidie u

PIb1A mutantli uvnitt makrofagi.

PLB je dulezita také pro vomocytoézu (Chayakulkeeree, Johnston et al. 2011). Jinad
studie pak ukazuje roli PLB v permeabilizaci membrany fagosomu a tlohu této

permeabilizace v podpoteni lytické exocytdzy (De Leon-Rodriguez, Rossi et al. 2018).

U lakasy bylo pozorovano, ze hraje dilezitou roli v Sifeni kvasinky po téle a invazi do
CNS (Qiu, Davis et al. 2012, Sabiiti, Robertson et al. 2014), pravdépodobné z dlivodu zvySeni

resistence uvnitt makrofagu.
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3.6 Fenotypové prepinani

Fenotypové piepinani je proces, kdy v populacich in vitro 1 in vivo dochazi u nékterych
buné¢k ke spontdnnim zménam ve fenotypu. Tyto zmény vSak nastavaji s frekvenci vyssi, nez
je predpokladand frekvence vzniku mutaci. Jsou dédicné, ale s obdobnou frekvenci dochézi i
k jejich reverzi. Mimo to je pocet riznych pozorovanych fenotypti maly. Selek¢ni tlak pak

muze vést k prevladnuti subpopulace s prepnutym fenotypem.

V piipadé kvasinek bylo poprvé objeveno u Candida albicans. U této kvasinky jde o
dobfte poznany trimorfni white-gray-opaque systém (Bommanavar, Gugwad et al. 2017),
ktery je fizeny zpétnovazebnou transkripéni smyckou tvorenou transkripénimi faktory Efgl a

Worl (Noble, Gianetti et al. 2016).

U C. neoformans bylo fenotypové piepinani popsano poprvé u nékolika kment — SB4 a
J32 (sérotyp A) a 24067 (sérotyp D) (Goldman, Fries et al. 1998). Podle téchto autorti dochazi
béhem fenotypového piepinani ke zméndm ve virulenci. Déle byly odhaleny zmény
v morfologii, ve struktute kapsuldrniho polysacharidu a velikosti kapsule a virulenci pfi
pfepinani mezi hladkou (smooth, SM) morfologii kolonie, zvrasnénou (wrinkled, WR)
morfologii kolonie a koloniemi s pseudohyfalnimi buitkami (pseudohyphal, PH) (Fries,
Goldman et al. 1999). Zmény ve virulenci byly pozorované i u varianty kmene 24067 (RC-2),
ktera piepina mezi hladkou a mukoidni (mucoid, MC) morfologii kolonie (Fries, Taborda et
al. 2001). Bunky mukoidnich kolonii jsou typické vyrazné zvétSenou kapsuli. Dal§i zmény
zahrnuji expresi riznych povrchovych molekul véetné imunogennich epitopti nebo rozdilnou
acetylaci GXM. Dochazi ke zmén¢ v zastoupeni jednotlivych SRG (Fries, Goldman et al.
1999).

Fenotypové ptfepinani bylo pozorovano i u C. gattii (naptiklad pfepinani z mukoidnich

kolonii na hladké u kmene NP1) (Jain, Li et al. 2006).

Adheze na epitel a nasledna tvorba biofilmu jsou dal$imi faktory hrajicimi roli v
patogenezi C. neoformans (toto téma shrnuje napiiklad prace od Aslanyan, Sanchez et al.
(2017)). Adheze na epitel je prvnim krokem v procesu tvorby biofilmu a pfi migraci ptes
HEB. Buiiky rostouci v biofilmu maji zménénou frekvenci fenotypového ptepinani a
jednotlivé fenotypy mohou mit rtiznou schopnost adheze na povrch (Martinez, Ibom et al.
2008). Zda se, ze matetské fenotypy maji zvysenou schopnost adheze k substratu a formace

biofilmu, ve kterém nasledn¢ dochédzi k mirnému zvyseni frekvence fenotypového piepinani.
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Frekvence ptepinani zpét na mateisky fenotyp (hladky, SM) pak byla pozorovana vyssi u
planktonnich bunék (Martinez, Ibom et al. 2008).

Frekvence fenotypového prepinani se také zvySuje s chronologickym starnutim bunky
(pokusy byly provadény in vitro), avSak z dosud neznamych pticin (Jain, Cook et al. 2009).
Jako jeden z moznych mechanismu zvySeni frekvence fenotypového piepinani autotfi uvadeji

niz$i stabilitu genomu a Castéjsi pripady rekombinace u starych bunék.
3.6.1 Mukoidni fenotyp

Mukoidni kolonie byly poprvé popsany u kmene 24067 varianty RC-2, u které dochazi
k prepinani mezi matetskym SM a odvozenym MC fenotypem (Fries, Taborda et al. 2001).
Kolonie zalozené buitkami MC fenotypu maji vnitini architekturu velmi podobnou jako
kolonie matetské, 1i$i se vSak nadprodukci kapsularnich polysacharidi (Fries, Taborda et al.
2001). Kapsule je z toho diivodu vyrazné zvétSend, kapsularni polysacharidy jsou krats$i, méné
vétvené, ve vEtsi mife se z kapsule uvoliuji a jsou visk6znéjsi. Z klinického hlediska jde o

vyznamny fenotyp, buniky mukoidnich kolonii jsou totiz vyrazné virulentné;si.

Bylo pozorovano, ze manipulaci s genem nazvanym ALLI 1ze navodit bunky
pfipominajici buiikky mukoidnich kolonii (Jain, Li et al. 2009). Gen ALL1 by tedy mohl hrat
roli ve fenotypovém piepinani. DalSim zkoumanim u¢€inkd tohoto genu bylo zjisténo, ze
ovliviiuje expresi gend pro proteiny ucastnici se homeostaze Zeleza a geny pro proteiny
transportujici sacharidy (Jain, Cordero et al. 2013). Kapsularni polysacharidy u bunék
s nefunkénim ALL I mély pozménénou strukturu, byly krat§i a méné vétvené a dochazelo
k jejich odvrhovani (Jain, Cordero et al. 2013). Nadprodukce a odvrhovani visk6znich
polysacharidl je davano do souvislosti se zvySenym nitrolebecnim tlakem pacientt

(Fernandes, Brockway et al. 2018).
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3.7 Titanské bunky

Titanské bunky byly poprvé pozorovany v izolatu bun¢k C. neoformans z 1éze z plic
nemocné divky v roce 1973 (Cruickshank, Cavill et al. 1973). Dlouho o jejich vyzkum nebyl
ptilis velky zdjem a do centra pozornosti se dostaly teprve neddvno (Okagaki, Strain et al.
2010, Zaragoza, Garcia-Rodas et al. 2010). Dnes jsou znamé jako bunécny typ vyznamny pfi

chronické infekci, prispivajici k odolnosti C. neoformans proti 1é¢iviim a k $ifeni po téle.

Izolované bunky se raznily ve velikosti, pficemz vétSina jich métila 40 az 50 pm
v pruméru. Tyto obii buiikky mély nadto jesté zvétSenou kapsuli a BS. Po vyseti na médium a
inkubaci pfi zvySené teploté¢ mely buiiky novych kolonii normalni kapsuli, BS i velikost.
O par let pozdé&ji byly obdobné velké bunky kvasinky C. neoformans pozorovéany v izolatu
z mozku (Love, Boyd et al. 1985). Nékteré dosahovaly velikosti az 60 um v pruméru.
Bylo zjisténo, Ze v laboratornich podminkéch Ize indukovat zvétSeni bunék kultivaci na BHI
(Brain Heart Infusion broth) pii zvySené teploté, ale ne kazdy kmen byl toho schopen (Love,

Boyd et al. 1985).

Pozdé&jsi vyzkum téchto bunék ukazal, Ze bez kapsule mohou dosahovat az 100 pm
v pruméru, jsou jednojaderné, polyploidni, mnozi se pu¢enim a jsou odolné vici fagocytoze a
oxidativnimu a nitrosativnimu stresu (Okagaki, Strain et al. 2010). Buné¢na sténa mutze
dosahovat az tficetindsobku své obvyklé tloustky a kapsule je kompaktn&jsi (Zaragoza,
Garcia-Rodas et al. 2010). Buné¢na sténa titdnskych bunék obsahuje vice chitinu a je

vyrazn€ji melanizovand (Hommel, Mukaremera et al. 2018).

Takeé bylo pozorovano, Ze pokud jsou v hostiteli ptitomny oba parovaci typy, dochazi u
typu a ke zvySeni podilu titanskych bun¢k. Tento efekt byl ve stejné praci ptisouzen
signalizaci pfes Ste3a feromonovy receptor (Okagaki, Strain et al. 2010). Podil titanskych
bunék se meéni také s hustotou bunék v plicich (Hommel, Mukaremera et al. 2018),

s koncentraci Zivin a s teplotou (Okagaki, Strain et al. 2010). Titanizace (pfeména normalnich
kvasinkovych bunék na titdnské) byla dale pozorovana jako odpovéd’ na prostiedi sav€ich
plic, pfi kultivaci s makrofagy a také jako odpovéd’ na purifikovany fosfatidylcholin
(Okagaki, Strain et al. 2010, Zaragoza, Garcia-Rodas et al. 2010, Chrisman, Albuquerque et
al. 2011).

17



Signalizace v zavislosti na koncentraci zivin se u C. neoformans dé&je pies cAMP/PKA
signaliza¢ni drahu (Xue, Bahn et al. 2006). cAMPK/PKA signalizace je skutecné nezbytna
pro titanizaci (Zaragoza, Garcia-Rodas et al. 2010) a d¢je se tak aktivaci transkripéniho
faktoru Rim101 (Okagaki, Wang et al. 2011). Vliv cAMPK/PKA signalizace na titanizaci byl
pozdéji n€kolikrat znovu potvrzen (Dambuza, Drake et al. 2018, Hommel, Mukaremera et al.

2018).

Proces vniméani hustoty populace (quorum sensing) je u C. neoformans zajistovan
molekulami pantotenové kyseliny (PA) (Albuquerque, Nicola et al. 2014) nebo proteinem
Qspl (Homer, Summers et al. 2016). N¢kolikrat bylo pozorovano, ze PA podil titanskych
bun¢k v populaci ovlivituje mirné pozitivné, zatimco Qsp1l negativné ovliviiuje jak velikost,
tak podil v populaci (Hommel, Mukaremera et al. 2018, Trevijano-Contador, de Oliveira et al.

2018).

Bylo pozorovano, ze také PKC signalizace ma na titanizaci pozitivni vliv
(Trevijano-Contador, de Oliveira et al. 2018). Podle pozorovaného vlivu séra a lipidi na
titanizaci (Chrisman, Albuquerque et al. 2011) pak autofi spekuluji o vlivu fosfolipasy C

(PLC) produkujici diacylglycerol, ktery aktivuje PKC.

Ve dvou riiznych pracich byl pozorovany negativni vliv pleiotropniho transkripéniho
faktoru Usv101 na titanizaci (Dambuza, Drake et al. 2018, Hommel, Mukaremera et al.
2018). Usv101 hraje roli ve virulenci, ovliviiuje velikost kapsule, odvrhovani kapsularnich
polysacharidli a melanizaci (Gish, Maier et al. 2016). Dale tidi expresi n¢kolika dalsich TF
vcetné Rim101 nebo Crzl (Spl) (Gish, Maier et al. 2016). Delece genu USV101 vyusti ve
snizenou virulenci a tvorbu vyrazné vyssiho podilu titdnskych buné€k (Dambuza, Drake et al.
2018). Také je mozné, Ze transkripce Usv101 je ovliviiovana bunéénym cyklem (Kelliher,

Leman et al. 2016), konkrétné reguldtorem bunécéného cyklu Swi6 (Gish, Maier et al. 2016).
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4 ZAVER

Kvasinka Cryptococcus neoformans je ptilezitostnym patogenem, ktery disponuje
faktory typickymi pro patogenni kvasinky, jako je naptiklad schopnost ristu pfi zvySené
teploté nebo vyskyt fady povrchovych proteinii. M4 k dispozici také faktory mezi kvasinkami
neobvyklé nebo unikatni. Jedna se napiiklad o schopnost titanizace nebo tvorbu
polysacharidové kapsule. Tato kvasinka je tedy velmi dobie vybavena ke dlouhodobému
ptfezivani uvnitf hostitele, kdy vytvaii chronickou ¢i latentni infekci s buitkami nejcastéji
lokalizovanymi v plicich nebo uvnitf makrofagi, i k akutnimu §ifeni po té€le do CNS, které

Casto vyusti ve smrt hostitele.

Jedinecnost této kvasinky podtrhuje i soucasna podoba a pifedpokladana historie jejiho
rozmnozovaciho systému (Lengeler, Fox et al. 2002). Z ptivodné¢ tetrapolarniho systému
s vice parovacimi typy se stal systém bipolarni s dvéma parovacimi typy (a/a) (Hsueh, Fraser
et al. 2008). V soucasné podobé ma MAT lokus délku pies 100 kbp a obsahuje mnoho genti
(ve srovnani s MAT lokusy klasickych bipolarnich kvasinek, které maji délku jen nékolik tisic

parii bazi) (Lengeler, Fox et al. 2002).

Rozmnozovaci systém, respektive geny MAT lokusu, maji svou roli ve virulenci.
Zaprve, diky unisexudlnimu a haploidnimu rozmnoZovani obecné existuje mnohem vice
bunck C. neoformans o parovaciho typu, o kterém se spekuluje, Ze je obecné virulentné;jsi,
nez a typ. Zadruhé, MAT lokus C. neoformans obsahuje fadu gent dilezitych ve virulenci

(viz kapitola 2).

Vysledky zkoumani vyssi virulence u a typu vSak nejsou jednoznaéné v souhlasu se
spekulacemi. Byla-1i v n€kterych pfipadech pozorovéana vyssi virulence pro a parovaci typ,
zda se, ze jde pouze o specidlni piipady a obecné je virulence geneticky shodnych a a a
parovacich typli podobna (viz kapitola 3.3). Varianta feromonového receptoru Ste3a ma

dokonce pozitivni vliv na indukci titanskych bunék (viz kapitola 3.7).

Pro latentni infekci, $ifeni po téle a Castecné pro migraci pies HEB se musi ¢ast
populace nachazet ve fagosomech bunék imunitniho systému hostitele (Feldmesser, Kress et
al. 2000). Ve fagosomech se kvasinka musi vyrovnat s nedostatkem zivin, oxidativnim
stresem a snizenym pH. Adaptace na prostfedi fagosomu tak zahrnuje ptechod z glykolyzy na
glukoneogenezi a katabolismus mastnych kyselin. ZvySuje se mira autofagie a dochazi
k indukci genil pro peroxisomalni enzymy (Fan, Kraus et al. 2005, Derengowski, Paes et al.

2013).
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Déle byla pozorovéna represe u gend pro proteiny ucastnici se translace (Fan, Kraus et
al. 2005). Na zaklad¢ dat ziskanych o indukovanych genech autofi soudi, Ze adaptace na
prostiedi fagosomu je fizena cAMP/PKA signalizaci (Fan, Kraus et al. 2005). Nizké pH
fagosomu miize kvasinka upravit pomoci enzymu ureasy (viz kapitola 3.5), preziti ve
fagosomu napomaha také kapsule a melanizovana bunécnd sténa (Zaragoza, Chrisman et al.
2008, De Leon-Rodriguez, Fu et al. 2018). Aktivita fosfolipasy B napomaha replikaci uvnitt
fagosomu a hraje roli v tiniku z fagosomu bud’ procesem lytické exocytdzy nebo vomocytdzy

(viz. kapitola 3.5).

C. neoformans ma také schopnost uvnitt makrofagii migrovat pies HEB do mozku
(Trojsky kun, viz kapitola 3.5). Mimo to byly pozorovany i dva dal$i mozné mechanismy
migrace, transcelularni a paraceluldrni. Zd4 se, Ze by se migrace pfes HEB mohla dit skute¢né
vSemi tfemi mechanismy. Kazdy z nich by mohl byt vyhodny za jinych podminek a moznost
vyuzivat vSechny najednou by tedy mohla zvySovat virulenci.

vvvvv

dualezitou roli kapsule. Nelze fici, Ze je pro vyssi virulenci obecn€ vyhodné vétsi ¢i mensi
kapsule. Velka kapsule by mohla byt vyhodna pro latentni chronickou infekci diky jejim

imunomodula¢nim u¢inkdm, schopnosti pufrovat pH fagosomu nebo inhibici fagocytozy
(viz kapitola 3.3). Tyto faktory by ve vysledku vedly k pozorovani niz$i virulence, a tedy
kolonizaci plic (Feldmesser, Kress et al. 2001) a v makrofazich (De Leon-Rodriguez,

Rossi et al. 2018).

Mensi kapsule se pak zda byt vyhodna pfi invazi do mozku diky zvySené mite
fagocytdzy (a tedy Sifeni po téle diky makrofagiim) a mozna kvili nezbytnosti povrchovych
proteinli pro migraci pies HEB, které by pfilis velka kapsule mohla kryt. DilleZita je tedy
regulace velikosti kapsule béhem infekce. Tomu napovida i ptipad ve zkoumani vlivu
velikosti kapsule na virulenci (Pool, Lowder et al. 2013), ve kterém m¢l, ve srovnani
s rodiCovskym kmenem, hyper- 1 hypokapsuldrni mutant nizsi virulenci. Mutanti byli
vytvoreni poskozenim genlt CAP59 (hypokapsuldrni) a PKR1 (hyperkapsularni), které jsou
dilezité v regulaci velikosti kapsule béhem infekce (D'Souza, Alspaugh et al. 2001, Grijpstra,
Gerwig et al. 2009).
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Zdanlivé rozpory pak lze nalézt i ve vyhodnosti jednotlivych funkci kapsule. Naptiklad
velikost kapsule ma vliv na miru inhibice fagocytozy (Kozel and Gotschlich 1982), kterou
vyuzivaji makrofagy ke zneSkodnéni kvasinky. Na obranu proti makrofagtim je tedy lepsi
kapsule vétsi. Na druhou stranu, Sifeni mechanismem Trojského koné€ po téle i do CNS se zda
byt pro patogenezi vyznamné a vyzaduje fagocytdézu (Charlier, Nielsen et al. 2009), v tomto
pohledu by tedy nejspis byla vyhodnéjsi kapsule mensi. Heterogenita ve velikosti kapsule by

tedy také méla hrat diilezitou roli ve virulenci.

Pro patogenezi C. neoformans se tedy zda byt zasadni regulace velikosti kapsule
v jednotlivych fazich infekce a heterogenita ve velikosti a sloZeni kapsule v populaci
(¢ast populace s pramérné vétsi kapsuli bude 1épe unikat obrannym mechanismtim hostitele a
¢ast s kapsuli primérné mensi se bude vice §ifit do CNS). Heterogenitu v kapsuli zvysuje

fenotypové prepinani a starnuti bunck.

Starnouci bunky jsou dal§im Sirokym tématem v patogenezi C. neoformans
(viz naptiklad prace od Bouklas and Fries (2015)) a zvySuji heterogenitu v populaci.
Vlastnosti pozorované u starnoucich bunék, jako zvétSeni buiiky, zmény struktury i velikosti
kapsule a pozorovana zvysena resistence, spolu s potencidlni akumulaci béhem infekce a
zvysenou frekvenci fenotypového piepindni, ukazuji, Ze hraji dleZitou roli v chronické
infekci (Jain, Cook et al. 2009, Cordero, Pontes et al. 2011, Bouklas, Pechuan et al. 2013).
Staré bunky by tedy mohly pfi infekei tvofit resistentni latentni rezervoar bunék se zvySenou
frekvenci fenotypového piepinani. To by pak mohlo v pfihodnych podminkéch vyustit

v nahlé zvyseni virulence piepnutim na virulentngjsi fenotyp nasledované Sifenim po téle.

Fenotypové piepinani a titanizace béhem infekce nabizi dal§i moznost zvyseni

heterogenity populace.

U bunék mukoidnich kolonii dochazi k indukci exprese gent pro proteiny ucastnici se
homeostdze Zeleza a geny pro proteiny transportujici sacharidy (Jain, Cordero et al. 2013).
Spolu se zvétsSenim kapsule to ukazuje na komplexnéjsi adaptaci na prostiedi hostitele, kde se
kvasinka setkava s nizkou koncentraci zeleza a Zivin a je napaddna imunitnim systémem.
Zmény ve struktuie kapsule béhem fenotypového piepinani by pak mohly pomahat tiniku

ptfed rozpoznanim imunitnim systémem hostitele.
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Titanské bunky jsou neobvykle velké polyploidni buniky se zvySenou resistenci vici
stresu, které se objevuji zejména, ale ne pouze, v plicich brzy po kolonizaci (Feldmesser,
Kress et al. 2001) a pievazné z bunék pfitomnych v ptivodnim inokulu (Hommel,
Mukaremera et al. 2018). Slouzi k persistenci v tkanich, kde diky produkci normalné velikych
haploidnich, diploidnich nebo aneuploidnich dcefinych bunék vybavenych zvysenou

resistenci viici stresu (Gerstein, Fu et al. 2015) napomahaji sifeni kvasinkovych bunék po téle.

Titanizace je stimulovana riznymi faktory typickymi pro prostiedi hostitele.
Dosud byly identifikovany dva transkripéni faktory (Rim101 a Usv101) a dvé signalizacni
drahy (cAMP/PKA a PKC), které dramaticky ovliviuji titanizaci. Déle titanizaci ovliviiuji
signalizace pfes feromonovy receptor u a parovaciho typu (Ste3a), signalizace hustoty
populace (PA a Qspl) a mozna nékteré regulatory bunécného cyklu (Swi6) (viz kapitola 3.7).
Spekuluje se, Ze titanské buiiky vznikaji procesem endoreplikace (Okagaki, Strain et al. 2010,
Zaragoza, Garcia-Rodas et al. 2010). Titanizace tedy neni jen pouhou odpovédi na signaly

prostiedi, ale je také vysledkem mezibunééné komunikace.

Kvasinka C. neoformans disponuje klasickymi faktory virulence, jako jsou schopnost
rustu pii zvysené teploté, povrchové proteiny a enzymy chranici pfed bunéénou imunitou,
které ji umoziuji byt patogenem. Aktivni regulace faktorti virulence a heterogenita populace

uvniti hostitele jsou zdsadnimi mechanismy patogeneze této kvasinky.

Klasické virulen¢ni faktory jsou v sou€asné dobé pomérné dobie prozkoumané.
Remodelace BS pfi zvysené teploté az na malé rozdily odpovida modelu u S. cerevisiae a
zbyva identifikovat jednotlivé komponenty signalnich drah. Termotoleranci u C. neoformans
tidi drahy PKC/MAPK (Kraus, Fox et al. 2003), signalizace pomoci kalcineurinu
(Lev, Desmarini et al. 2012) a objevuje se zde otdzka regulacni role protein kinasy Sch9

v termotoleranci a odpovéd’ na oxidativni stres (Yang, Jung et al. 2017).

Povrchové proteiny C. neoformans jsou zname, vcetné jejich role ve virulenci, pouze u
nékterych z nich (napi. Mprl nebo Plbl) je tieba detailné popsat jejich funkei. Vyzkum Mprl
je v tomto ohledu nejdale (Na Pombejra, Jamklang et al. 2018).

Je zndmo, které enzymy kvasinka vyuZziva pro boj s ROS a RNS vyuZivané bunikami
imunitniho systému k boji s patogeny (viz kapitola 3.4), ale regulace zatim popsana neni,
pouze bylo pozorovéano né€kolik proteinti, napt. Cdk8 a Ssn801 (Chang, Kang et al. 2019),

které by se ji mohly tcastnit.
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Z hlediska kapsule je velmi dopodrobna popsano jeji slozeni a fyzikalni vlastnosti a
mnozstvi dil¢ich roli, které kapsule hraje v patogenezi. Ve velké mife je prozkouména i
syntéza kapsule, ktera byla shrnuta v nedavném review (Wang, Li et al. 2018). Je vSak tfeba
vytvofit jasny model regulace kapsule béhem infekce. Zmény v kapsuli nastavaji také béhem
fenotypového piepinani a titanizace. Jednotlivé fenotypy, mezi nimiz k pfepinani dochazi,
jsou dobie prozkoumané z hlediska své virulence a byla zjisStovana i exprese gent u bunék
mukoidnich kolonii. Mechanismy fenotypového piepindni a jeho role v patogenezi jsou vSak

prakticky neznamé.

Titanské bunky jsou velmi dobie prozkoumané z hlediska indukujicich signali, o néco
méng¢ pak z hlediska uceleného modelu signalizace. Titanské buiiky se v soucasnosti zdaji byt
v centru pozornosti pii zkoumani patogeneze kvasinky Cryptococcus neoformans a detailni

popis signalnich drah fidicich titanizaci nabizi Siroké pole pro budouci vyzkum.
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