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Suhrn

V sucasnosti sa stava coraz viac problematickou terapia nielen bakterialnych ale aj fungalnych
infekcii. Vaésinou je to z dovodu nadobudnutia mnohonasobnej rezistencie, ktora sa vyskytuje od
prokaryotickych buniek az po bunky c¢loveka. Fenotyp mnohonasobnej rezistencie predstavuje
odpoved buniek na pritomnost cytotoxickych latok v prostredi. Zakladnym mechanizmom
mnohonasobnej rezistencie je nadexpresia membranovych proteinov vyluéujucich toxické latky
von z bunky. Mechanizmus rezistencie zaloZzeny na efluxe inhibitorov z bunky v désledku
nadprodukcie transportnych proteinov bol pozorovany aj u niektorych patogénov rastlin,
zivoc¢ichov a nadorovych buniek ¢loveka. Fenomén mnohonasobnej rezistencie, spojeny
s nadmernym a dlhodobym pouzZivanim antifungalnych latok, najmi azolovych derivatov, sa
potvrdil aj u kvasinky Candida glabrata, ktora sa coraz viac dostava do pozornosti odbornej
verejnosti. Znizena citlivost predovsetkym na azolové derivaty, schopnost rychlej adaptacie na
stresové podmienky a kombinacia viacerych mechanizmov rezistencie voéi strukturalne
a funkéne nepribuznym antifungalnym latkam predstavuju druh C. glabrata ako potencialnu
hrozbu najméa v nemocni¢énych zariadeniach.

Kludové slova: Candida glabrata - faktory virulencie - mechanizmy rezistencie - biofilm -
antimykotika.

Summary

Berila N., Subik J.: Opportunistic Pathogen Candida glabrata and the Mechanisms of its
Resistance to Antifungal Drugs

Treatment of not only bacterial but also fungal infections is currently a growing concern. A major
reason is the acquisition of multidrug resistance in both prokaryotic and human cells. The
multidrug resistance phenotype is a cellular response to the presence of cytotoxic substances in
the environment. The basic mechanism of multidrug resistance is overexpression of the
membrane proteins involved in the extrusion of toxic substances outside the cell. The resistance
mechanism based on the efflux of inhibitors as a result of the overproduction of transport proteins
was also observed in some plant and animal pathogens and human tumour cells. The phenomenon
of multidrug resistance associated with an excessive and long-term use of antifungals, in
particular of azole derivatives, was also confirmed in the yeast Candida glabrata which is
becoming a growing concern for health care professionals. Reduced susceptibility to azole
derivatives in particular, a high potential for adapting to stressors, and multiple mechanisms of
resistance to structurally and functionally unrelated antifungal drugs make the species
C. glabrata a potential threat to hospital patients.

Key words: Candida glabrata - virulence factors - resistance mechanisms - biofilm - antifungal
drugs.

Taxonémia a evolucia

Druhy rodu Candida predstavuju saucast fyzio-
logickej mikroflory sliznic ¢loveka. U imunokom-
petentnych jedincov moézu byt pévodcami vagini-
tidy, ezofagitidy ¢i infekcie mocéovych ciest.
Nebezpeénymi sa stavaju hlavne pre Tudi s osla-

benym imunitnym systémom, u ktorych vyvola-
vaju nebezpetné systémové ochorenia, kandidé-
mie a kandidurie [1, 2]. VA¢Sina predstavuje rizi-
ko najm& v nemocni¢nom prostredi, kde figuruju
ako nozokomialne patogény s vysokou morbiditou
a mortalitou [3]. Zastupcovia rodu Candida tvo-
ria heterogénnu skupinu kvasiniek vyskytujiacu
sa v dvoch morfologickych formach: v podobe hyf
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(mycélium, pseudomycélium) alebo ako samostat-
ne existujuce bunky (kvasinky). Vzhladom na
fakt, Ze environmentalne naroky C. glabrata
a C. albicans sa velmi podobné, predpokladala sa
podobna biologicka charakteristika oboch druhov.
Na rozdiel od dimorfnej C. albicans sa C. glabra-
ta vyskytuje vyluéne v podobe blastokonidii [4].
Na zaklade nepritomnosti vldknitych Struktar
bola klasifikovana ako Torulopsis glabrata. Rod
Torulopsis bol prvykrat popisany v roku 1894, ale
neskor sa zistilo, Ze pritomnost resp. absencia hyf
nie je dostatoénym diskriminaénym znakom pri
klasifikacii zastupcov rodu Candida [5]. Preto
bola kvasinka 7. glabrata premenovana na
C. glabrata. Moderné molekularno-biologické pri-
stupy v taxonémii organizmov zalozené na kom-
paracii konzervativnych sekvencii 18S rRNA
potvrdili, ze C. glabrata ako druh ma evoluéne
blizsie k Saccharomyces cerevisiae ako ku C. albi-
cans. Petite-pozitivny charakter kvasinky C. gla-
brata bol dalsim faktom potvrdzujicim tato pri-
buznost. Rovnako aj podobné percentualne
zastuipenie G+C sved¢i o pribuznosti tychto dvoch
druhov. Zastupenie G+C u C. glabrata je 38,8 %,
u S. cerevisiae 38,3% [6-8]. Vysledkom rozsiahlej-
$ej straty génov je ich nizsi pocet u C. glabrata
v porovnani s ostatnymi druhmi hemiaskomycét,
pricom pocet chromozémov ani velkost genému
tato redukcia neovplyvnuje. Redukéna evoluicia je
pravdepodobne désledkom adaptability tohto
druhu zo saprofytického na paraziticky sposob
zivota [9]. Podla dostupnej internetovej databazy
http://cbi.labri.fr/Genolevures/ nie si v gendéme
C. glabrata zastipené také homolégy génov
S. cerevisiae ako napr. GALI, GAL3, GAL7,
GAL10,SUC2 ¢ HEX2 a MELI1.

Taxonomické zaradenie C. glabrata je nasle-
dovné:

Risa: Fungi

Oddelenie: Ascomycota

Pododdelenie: Ascomycotina

Trieda: Ascomycetes

Rad: Saccharomycetales

Celad: Saccharomycetaceae

Rod: Candida

Druh: Candida glabrata

Morfologia a fyziologia

C. glabrata sa obligatne vyskytuje fo forme
ovoidnych blastokonidii s priemerom 1-4 pm.
Vzhladom na absenciu dimorfizmu si komen-
zalna i patogénna forma tejto kvasinky morgo-
logicky totozné. Na Sabouraudovom dextrézo-
vom agare rastie v podobe lesklych, hladkych
kol6nii krémovej farby. Na diagnostickom
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médiu CHROMagar tvori kolonie ruzovej az fia-
lovej farby na rozdiel od kolénii C. albicans, kto-
ré si modro-zelené az zelené [10]. Klinické izo-
laty ziskané zo sterov vaginy sa vyznacuju
pritomnostou puzdra, v strede ktorého je uloze-
na ovalna bunka (tzv. ,halo“ efekt) [11]. Tvorba
vlaknitych Struktar sa pozorovala iba raz, a to
na okrajoch kolénii, ktoré sa kultivovali na
médiu bez zdroja dusika [12]. Niektoré druhy
rodu Candida su okrem asexualnej formy
schopné tvorit aj teleomorfné sStadium, ktoré
bolo popisané u 6smych druhov, nie v8ak u hap-
loidnej asexualnej kvasinky C. glabrata [13].
Rozmnozuje sa nepohlavnou cestou pucéanim
a tvorbou dcérskych buniek. C. glabrata zmeni-
la svoje metabolické naroky v porovnani so svo-
jim pribuznym druhom S. cerevisiae. Je to pri-
rodzeny proces adaptacie na komenzalny, resp.
paraziticky spdsob Zivota. V genéme C. glabrata
doslo ku strate viacerych génov zapojenych do
syntézy galaktézy, sacharézy ale aj metaboliz-
mu fosfatu, siry a dusika. C. glabrata asimiluje
iba glukézu a trehalézu (intracelularny zasobny
disacharid glukézy), ¢o predstavuje relativne
uzke spektrum v porovnani s inymi zastupcami
rodu Candida [14, 15]. Je auxotrofom pre tia-
min, pyridoxin a kyselinu nikotinovi. Zaroven
je schopné rast na glycerole ako jedinom nefer-
mentovatelnom zdroji uhlika. Pri ¢iastoénom
poskodeni (rho ) alebo tplnej strate mitochond-
rialneho genému (rho”) nestraca C. glabrata
zivotaschopnost, ¢im sa zaraduje medzi petite-
-pozitivne kvasinky. Je naopak schopna vyuzit
tieto mutacie vo svoj prospech, nakolko sa také-
to mutantné kmene vyznacuju vys$sou hladinou
rezistencie voéi antifungalnym latkam v porov-
nani s prislichajicimi Standardnymi kmenmi
[16, 17]. Ciastoéna, prip. uplna strata mito-
chondrialneho genému zvySuje expresiu vybra-
nych jadrovych génov. Ukazuje sa, Ze za rezi-
stenciu voéi azolovym antimykotikdm u petite
mutantov C. glabrata zodpoveda nadexpresia
jadrovych génov kédujucich efluxné pumpy. Je
mozZné, Ze jadrové gény kédujuce faktory podie-
Iajace sa na patogenite druhu C. glabrata st
ovplyvnené petite mutaciou [18]. O metabolickt
aktivitu sa opiera klinicka diagnostika kandid.
Pri makroskopickom vySetreni sa sleduje rast
na pevnom médiu, sfarbenie, textira a okraje
kolénie [11, 19]. Biochemické testovanie zahina
najmi asimilaciu sacharidov a ureazovy test.
V klinickej praxi sa fenotypova identifikacia
vykonava rutinne pomocou diagnostickych
suprav, ako je napr. API test, ¢i rastom na chro-
mogénnom diagnostickom médiu CHROMagar.
Na diagnostiku infekcii sa vyuziva aj sérolégia
[20-22]. Kvo6li vyssej Specificite a kratkosti ¢asu
potrebného na presnu identifikaciu bez nutnos-
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ti kultivacie su vSak tradi¢né metabolické testy
postupne vytlaéané molekularno-biologickymi
postupmi, ako napr. izolacia genémovej DNA,
rRNA sekvena¢na analyza, hybridizacia a géno-
vé sondy. PCR reakcia je v sucasnosti velmi
vyuzivana, pomerne jednoduché a presna meté-
da identifikacie mikrobidlnych agens. Slazi
najmi na medzidruhoviu ale aj vnutrodruhovia
klasifikaciu kandid [23, 24].

Genetika

Geneticky systém C. glabrata pozostava z chro-
moz6émov jadra a mitochondrialnej DNA. Pritom-
nost plazmidov nebola dosial opisana. C. glabra-
ta disponuje 13 chromozémami s velkostou
0,5 Mb az 1,4 Mb [25, 26]. Celkova velkost chro-
mozomalnej DNA je 12,3 Mb, pricom rDNA tvori
okrem toho dva samostatné lokusy na chromozé-
moch 12 a 13. Nachadza sa tu priblizne 5300
génov pre proteiny a vysSe 200 génov pre rbézne
typy RNA. V porovnani s kvasinkou S. cerevisiae
— 16 chromozoémov, 12,1 Mb, priblizne 6000 génov
— nie su tieto rozdiely evidentné. C. glabrata sa
vyznacCuje pomerne nizkou redundanciou DNA
a vysokym stupniom regresivnej evolucie, ¢o prav-
depodobne suvisi s prispésobenim sa patogénne-
mu sposobu zivota [26]. Kazdy z chromozémov
obsahuje popri génoch aj centromérova sekvenciu
(CEN) v subterminalnej az terminalnej oblasti
chromozoému, telomérové sekvencie (TEL) a auto-
némne sa replikujuce sekvencie (ARS), ktoré su
evoluéne konzervované [27]. Mitochondrialny
genéom C. glabrata patri medzi najmensie spo-
medzi vSetkych mitochondrialnych gendémov
hemiaskomycétnych hab. Cirkularna mtDNA ma
velkost 19 kb podla Shu a Martin (1991) — 20 kb
podla Koszul et al. (2003), a jej kompletna sekven-
cia je publikovana v praci Koszul et al. (2003).
Obsahuje gény pre apocytochrom b (COB), tri
podjednotky ATP-syntazy (ATP6, 8, 9), tri podjed-
notky cytochrémoxidazy (COX1, 2, 3), ribozomal-
ny protein VAR1p, 23 génov pre transferové RNA,
malu a velka ribozomalnu RNA a RNA podjednot-
ku RNazy P [28]. Tri introny typu I sa nachadzaja
v géne COX]1. Vsetky gény su prepisované z jed-
ného refazca mitochondrialnej DNA. U nie-
ktorych rho” mutantov C. glabrata sa zistila pri-
tomnost dvoch cirkularnych DNA o velkosti 3 um
a 6 um [30].

Faktory virulencie a patogenita
Candida glabrata

Infekcie spbsobené zastupcami rodu Candida
predstavuju v sucasnosti zavazny terapeuticky
problém najmé pre imunokompromitovanych
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pacientov. Za poslednych dvadsat rokov sa kandi-
démia a ochorenia s nou asociované zaradili med-
zi najzavaznejSie fungalne infekcie so znacénou
morbiditou a mortalitou. Haploidna oportinne
patogénna kvasinka C. glabrata je druhym naj-
CastejSie izolovanym zastupcom rodu Candida
pochadzajicim z kandidémii [8, 31]. Participuje
na infekciach spojenych s katetrizaciou, zavede-
nim endoprotézy ¢i inych umelych nahrad do orga-
nizmu. Rovnako predstavuje riziko pre pacientov
s oslabenym imunitnym systémom, ako su diabe-
tici, pacienti s vaznym zakladnym ochorenim
a HIV pozitivni pacienti [32, 33]. K faktorom, kto-
ré vyznamne prispievaju k diseminacii kmenov
C. glabrata v nemocniénom prostredi patria
najma: (i) nizsi stupen susceptibility voéi antimy-
kotikam; (ii) rychly nastup ziskanej rezistencie
v dosledku haploidného genému; (iii) produkcia
faktorov virulencie (predovsetkym schopnost tvo-
rit biofilm); (iv) prolongovana terapia azolovymi
antifungalnymi latkami; (v) zmieSané fungalne
a bakterialne polymikrébne infekcie a v neposled-
nom rade zistenie, Ze rezistencia sa véc¢Sinou obja-
vuje ako nasledok selekcie rezistentnych klonov
z povodne zmieSanej populacie, a nie ako nasledok
mutacie [34-36]. Aj napriek relativne malému
mnozstvu faktorov virulencie zodpoveda C. gla-
brata za vysoké percento fatalnych ochoreni,
najmi u pacientov so systémovou kandidézou.
Medzi virulenéné faktory, ktoré moézu prispievat
k patogenite kvasinky C. glabrata patria najmaé:
adherencia, produkcia extracelularnych hydrolaz,
hydrofébnost bunkového povrchu (Cell Surface
Hydrophobicity, CSH) a schopnost tvorit biofilm.

Adherencia

Adherencia je vébec prvym krokom pri kolo-
nizacii hostitelského organizmu a néslednom
vzniku infekcie. V porovnani s C. albicans ma
C. glabrata slab$iu schopnost adherovat na
epitelidlne bunky gastrointestinalneho traktu,
urogenitalneho traktu a k endotelu ciev. Ma
ale schopnost adherencie na trombocyty, ¢o jej
umoznuje dobra distribtciu v krvnom rieéisku,
najmi pri diseminovanej kandidéze. Znizena
schopnost adherovat na epitely hostitela je
pravdepodobne doésledkom absencie pravych
hyf [37]. Adherencia je sprostredkovana gly-
koproteinmi lokalizovanymi na povrchu bun-
kovej steny — adhezinmi. Fungéalne adheziny
st zodpovedné za interakcie medzi bunkami
(flokulacia, filamentacia), medzi bunkou
a inertnym povrchom (agar, plasticky materi-
al) a za interakcie s hostitelskymi tkanivami
[38-40]. U patogénnych kvasiniek je zname
mnozstvo adhezinov kédovanych réznymi gén-
mi, ktoré sa exprimuja v rozliénych fazach
bunkovej morfogenézy. VSetky adheziny maju
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podobnu Strukturu. Skladaju sa z troch domén
(A, B, C) a amino-terminalnej signalnej
sekvencie. Signalna sekvencia je tvorena
20-30 aminokyselinovymi zvysSkami, ktoré su
pocas sekreénej drahy Stiepené signalnymi
protedzami. Za tnou nasleduje N-terminalna
doména (A), ktora ma Struktiaru podobnt imu-
noglobulinu a zodpoved4 za afinitu proteinu
k substratu. Na svojom povrchu nesie vdzbové
miesto a determinuje adherenciu. Za touto éas-
tou sa nachadza segment variabilnej dizky
(doména B), charakteristicky vysokym obsa-
hom zvySkov aminokyselin serinu a treoninu
s velkym mnozZstvom tandemovych repeticii.
Tato doména sluzi pravdepodobne ako medzer-
nik a udrzuje vdzobné miesto vo vhodnej vzdia-
lenosti od bunkovej steny. C-terminalna domé-
na mbze obsahovat glykozyl-fosfatidyl-
-inozitolovd (GPI) kotvu tvoriacu kovalentnu
viazbu s B-1,6-glukdnom bunkovej steny, ¢im
celej Struktare udeluje stabilnu topolégiu [41,
42]. Podla pritomnosti GPI kotvy delime adhe-
ziny na GPI zavislé a GPI nezavislé. Podla cha-
rakteru vizby klasifikujeme adhezivne inter-
akcie na [43]: (i) interakcie protein-protein
(bielkovina na povrchu mikroorganizmu viaze
proteinovy alebo peptidovy ligand na povrchu
hostitelskej bunky), (ii) interakcie protein-
-sacharid (protein s lektinovou aktivitou tvori
vizbu so sacharidom), (iii) interakcie protein-
-nedefinovany ligand. Najvac¢siu skupinu adhe-
zinov C. glabrata kéduje skupina génov ozna-
¢ovanych EPA (EPithelial Adhesin). Lektiny
EPA patria do rovnakej génovej rodiny ako flo-
kuliny S. cerevisiae, si Ca”" zavislé, ale na roz-
diel od S. cerevisiae sa viazu so sacharidom
obsahujicim B-galaktozyl a B-N-galaktozami-
nyl. Patria teda do lektinovej skupiny sacharid
viazucich GPI proteinov. U C. glabrata sa cha-
rakterizovalo 51 GPI proteinov vo funkecii
adhezinov, ktoré sa mézu podielat na adheren-
cii kvasiniek k povrchu hostitelskych buniek
[40]. Expresia génov EPA1, EPA6 a EPA7 je
indukovana pocas infekcie urogenitalneho
traktu, pricom kvasinke C. glabrata tak umoz-
nuje kolonizaciu mocového mechura [6]. Pro-
dukt génu EPA6 zohrava délezitu ulohu aj pri
tvorbe biofilmu [41]. V genéme C. glabrata sa
nenachadzaju homolégy Als adhezinov, ¢o
vysvetluje jej neschopnost bunkovej agregacie
[44]. Vlastnost adherencie méze byt ovplyvne-
na aj dalsimi faktormi, napr. hydrofébnostou
bunkového povrchu (CSH). CSH zvySuje adhé-
ziu buniek C. glabrata ku akrylatovym a sty-
rénovym povrchom. Schopnost adherovat je
limitujucim faktorom, ktory nielen u kandid
determinuje tvorbu biofilmu v podmienkach in
vitro aj in vivo [45, 46].

—ch-

Produkcia extracelularnych hydrolaz

Sekrécia hydrolytickych enzymov zohrava vo
virulencii kandid vyznamnu dlohu. Predovsetkym
su to hydrolazy dvoch typov: proteinazy a fosfoli-
pazy. Oba typy enzymov sa podielaju na destruk-
cii zloziek bunkovej membrany a umoznuju inva-
ziu kvasiniek vedicu v kone¢nom dosledku k lyze
napadnutych buniek hostitelského organizmu [37,
47]. Vsetky extracelularne sekretované proteinazy
produkované zastupcami rodu Candida patria do
rovnakej skupiny — sekretované aspartické prote-
4zy (SAPs). Produkcia tychto enzymov v8ak bola
u C. glabrata pozorovana len vo velmi malom
mnozstve, ¢o je dokazom celkovo znizenej virulen-
cie oproti C. albicans [6]. Fosfolipazy sa skupinou
enzymov hydrolyzujucich esterové vizby v glyce-
rolfosfolipidoch. Nazory na produkciu fosfolipaz
u kvasinky C. glabrata sa roznia. V istej Stadii sa
sledovalo 41 izolatov pochadzajucich z tstnej duti-
ny, pricom ani jeden z izolatov druhu C. glabrata
neprodukoval fosfolipazy [48]. Na druhej strane
stoji vysledok inej studie, kde izolaty druhu C. gla-
brata ziskané od 98 Zien s vulvovaginalnou kandi-
dézou boli schopné produkovat fosfolipazy [49].

Pseuglofilamentécia - tvorba tzv.
predlZenych buniek (tubes)

C. glabrata sa nevyznacuje tvorbou pravych
hyf, je vSak schopna vo velkej miere tvorit pre-
dizené bunky, ktoré intenzivne rastu do dlzky
viac ako je 6-nasobok priemeru bunky. Je to pri-
blizne 9 um. ,Tubes“ ako sa tieto vybezky nazy-
vaju sa na distalnom konci rozSiruju a tvoria
puciacu bunku, prip. prva priehradku provizérnej
pseudohyfy. V bunkach, ktoré tvoria takéto pseu-
dohyfy sa jadro deli. Jedno zostava v materske;j
bunke, druhé vstupuje do apikalneho vypucku.
Da sa predpokladat, ze ,tubes“ moézu sluzif ako
prostriedok Sirenia buniek C. glabrata cez tkani-
va hostitela, podobne ako je to v pripade hyf C.
albicans [50]. Tvorba pseudohyf sa u C. glabrata
pozorovala pri kultivacii na médiu bez zdroja
dusika [12] a na agare obohatenom CuSO, [50].
Za tvorbu pseudohyf v nepritomnosti zdroja dusi-
ka zodpoveda gén STE12. Kmene mutantné
v tomto géne nie st schopné tvorit pseudohyfy na
médiu zbavenom zdroja dusika [51].

Hydrofébnost bunkového povrchu

Pri rozvoji ochorenia zohrava délezitu ulohu
hydrofébnost bunkového povrchu (CSH), ktora
umoznuje adherenciu na tkaniva, syntetické
povrchy, ale aj morfogenézu a schopnost odola-
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vat fagocytéze. Miesto primarneho kontaktu
medzi patogénom a hostitelskym povrchom
predstavuje bunkova stena mikroorganizmu,
konkrétne jej fibrilarna vrstva. Je tvorena gly-
koproteinmi, z ktorych majoritna ¢ast prislicha
manoproteinom [52, 53]. Pravdepodobnost
uspesného kontaktu zvySuje stupen hydroféb-
nosti bunkovych povrchov [54]. Za hydrof6bny
charakter su zodpovedné glykozylované mano-
proteiny vonkajsej vrstvy bunkovej steny, najma
acido-labilné frakcie fosfomanoproteinov. Acido-
labilné frakcie su tvorené polymérmi B-1,2-glu-
kanu, ktoré sa viazu pomocou fosfodiesterove;j
vazby na N-glykan [55]. U hydrofilnych buniek
je fibrilarna vrstva bunkovej steny tvorena dlhy-
mi, pravidelnymi, radidlne usporiadanymi fibri-
lami. Kratke, tupo zakoncéené a nepravidelne
usporiadané fibrily sa charakteristické pre
povrch hydrofébnych buniek [56]. Korelacia
medzi CSH a glykozylaciou povrchovych mano-
proteinov sa dokazala kultivaciou pévodne hyd-
rofilnych buniek s tunikamycinom, inhibitorom
N-glykozylacie, ktoré tak nadobudli hydrofébny
fenotyp i hydrofébnu struktaru fibril [57]. Tieto
vysledky podporujua teériu, ze zvysSenie hydroféb-
nosti, a tym aj zvySenie adherencie, savisi so
znizenou glykozylaciou povrchovych proteinov.
Hydrofébne bunky maja v porovnani s hydrofil-
nymi vys$siu schopnost adherencie k epitelovym
i endotelovym bunkam, su rezistentné voéi fago-
cytoze (znizena koncentracia epitopov v dosled-
ku nizkej glykozylacie proteinov) a vSeobecne
virulentnejSie pri testovani in vivo [58]. Niekto-
ré antifungalne latky, napr. polyény nystatin
a amfotericin B, vyznamne znizuju CSH u kan-
did. Redukcia CSH vyvolana vplyvom tychto
antimykotik méze byt sposobena stratou povr-
chovych struktiar a fyzikalno-chemickymi zme-
nami bunkovej steny. Vonkajsie podmienky
najmi teplota a rast mézu taktiez ovplyviovat
CSH kandid [59].

Tvorba biofilmu

Schopnost tvorit biofilm predstavuje pre mikro-
organizmy ako pdvodcov ochoreni unikatny
nastroj obrany. S virulenciou druhov rodu Candi-
da uzko suvisi schopnost tvorit biofilm v pod-
mienkach in vivo. Ako biofilm mézeme definovat
diferencované mikrobialne spolo¢enstvo sesilnych
buniek uloZenych v extracelularnej gélovitej hmo-
te adherujace k inertnym i Zivym povrchom [60
az 62]. Extracelularna matrix predstavuje kom-
plex extracelularneho materialu zvéésa glykopro-
teinového charakteru, ktory ochranuje jednotlivé
bunky biofilmu pred fagocytézou, znizuje preni-
kanie toxickych latok k bunkam, ma podpornu
funkciu, a tak stabilizuje integritu Struktuary bio-
filmu. Vo vSeobecnosti je az 65 % mikrobialnych
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ochoreni Tudi asociovanych s tvorbou biofilmu
[63-65]. Pri tvorbe biofilmu sa navySe vyznamne
meni expresia génov v porovnani s planktonicky
Zijucimi bunkami [66-68]. To ma za néasledok
mnohonasobné zvysenie virulencie kandid. Biofil-
my su tieZ rezistentné voci celej skale antifungal-
nych latok, ¢o zna¢ne komplikuje terapiu takych-
to infekcii [69]. Nazory na vyznam tvorby
biofilmu su v stcasnej dobe velmi podobné. Moz-
no s urditostou povedat, Ze asociacia volnych
planktonickych foriem do diferencovaného spolo-
¢enstva vo forme biofilmu predstavuje nastroj,
ktorym bunky ovela efektivnejsie ¢elia nepriazni
okolitého prostredia [70, 71]. Vyraz ,,Quorum sen-
sing® (politicky vyznam pre uznasania schopnost)
presne vystihuje stav, kedy méze déjst ku tvorbe
biofilmu. Na zac¢iatku musi byt pritomné isté
minimalne (kritické) mnozstvo mikrobialnych
buniek. Cely proces totiz spo¢iva v aktivaénych
drahach medzi bunkami sprostredkovanych sig-
nalnymi molekulami. Medzibunkova signalizacia
zabranuje premnozeniu kvasinkovych buniek
a pripadnému nedostatku zivin. Rovnako dolezita
je aj v procese infekcie, najmé pri diseminécii
a rozvoji perzistentnej infekcie. U C. albicans sa
najvyznamnej$imi regulatormi expresie génov
zapojenych do tvorby biofilmu alifaticky alkohol
farnezol a tyrozol. Maju antagonisticky efekt,
kym farnezol inhibuje proliferaciu buniek a tvor-
bu biofilmu, tyrozol naopak stimuluje tvorbu
vypuckov a nasledné delenie buniek [72]. Hoci
kvasinka C. glabrata nie je schopna filamentovat,
predpoklada sa analogicky efekt oboch zlicenin
pri formovani biofilmu s vynimkou tvorby vlakni-
tych Struktar [46, 73]. Proces tvorby biofilmu
predstavuje sled na sebe zavislych reakeii.
Primarnou fazou je adhézia solitérnych plank-
tonickych foriem a ich agregacia do mikrokolénii,
ktorej vysledkom je vznik savislej monovrstvy.
Spéajanie buniek je zavislé na interakcii povrcho-
vych $truktdr, najmi adhezinov. Vytvorenim
suvislej monovrstvy dochadza k dalsej maturacii
biofilmu a k tvorbe mikrokolénii, na vznik kto-
rych nadvézuje diferenciacia makrokolénii. Tieto
procesy predstavuju ireverzibilnd fazu a bunky
takto spojené uZz nemézu disociovat na volné
planktonické formy. Postupnym organizovanim
deliacich sa buniek sa formuji mnohopocetné
pory a kanaliky, prostrednictvom ktorych sa
zabezpecuje plynula cirkulacia molekdl medzi
bunkami v biofilme a okolitym prostredim. Péry
maja pomerne velky priesvit a pradom tekutiny
su lahko unasané castice latexu s priemerom
0,3um [74, 75]. Neustale meniacu sa dynamiku
biofilmu potvrdzuje fakt, Ze po dosiahnuti dife-
rencovaného stavu sa niektoré bunky z kol6nie
oddeluji a menia sa na planktonické formy
schopné kolonizovat dalsie povrchy. Toto Stadium
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Obr. 1 Zobrazenie medicinsky vyznamnej tvorby biofilmu a jej
dlohy v ochrane kvasiniek pred: (a, b) antimykotikami a pro-
tilatkami, (¢, d) fagocytézou. Upravené podla:
(http://www.geocities.com/cesarcaro314/papers/Image9.jpg).

Fig. 1. Representation of medically relevant biofilm formati-
on and of its role in the protection of yeasts from: (a, b) anti-
fungals and antibodies and (c, d) phagocytosis. Adapted from:
(http://www.geocities.com/cesarcaro314/papers/Image9.jpg).

sa nazyva aj disperzna faza. Pritom si ale jednot-
livé bunky ponechavaju isty ¢as svoj povodny
fenotyp, najmi vys$si stupen rezistencie proti
antifungalnym latkam [76, 77]. Spustacie podne-
ty pre zmenu regulacie v ¢innosti génov su dané
vonkaj$imi podmienkami v tvoriacom sa biofilme
— zvy$eny osmoticky tlak, znizeny obsah kyslika
a rastiuca hustota populacie. V stc¢asnej klinicke;j
praxi je podiel infekcii vyvolanych bakterialnymi
a fungalnymi patogénmi tvoriacimi biofilm viac
nez len vyznamny. Vo svete celoploSne rastie
podiel imunokompromitovanych pacientov s pro-
longovanou hospitalizaciou a tiez pacientov
s dlhodobo zavedenymi drénmi, kanylami, katét-
rami, tubusmi, prip. inymi umelymi nidhradami
do organizmu. Kazdy zo spomenutych faktorov je
predispoziciou pre kolonizaciu biofilm tvoriacimi
kvasinkami. Mortalita, zapri¢inena kandidé-
miou, sposobenou takymito kmenmi kvasiniek, je
signifikantne vyssia v porovnani s kandidémiou,
sposobenou kvasinkami, ktoré nie su schopné tvo-
rit biofilm [78]. Z medicinskeho hladiska predsta-
vuje asociacia patogénnych mikroorganizmov do
Struktury biofilmu zavazny terapeuticky pro-
blém. Bunky kvasiniek rastice v podobe biofilmu
su schopné odolavat vytrvalej terapii vdaka kom-
binacii ochrannych mechanizmov ako su: (i) zni-
Zena permeabilita extracelularnej vrstvy zabra-
nujuca prieniku antifungalnych latok; (ii)
zmenené chemické vlastnosti mikroenvironmen-
tu na urovni biofilmu, ktoré inaktivuja ucinok
antimykotik; (iii) aktivacia mechanizmov adap-
tivneho stresu a synchronizovany rast a delenie
buniek. Zavazny problém predstavuje okrem spo-

minanych pritomnost biofilm tvoriacich kvasi-
niek na oddeleniach ako si ARO, chirurgia, trau-
matolégia a jednotky popalenin. Kolonizacia
povrchu, najmé uz spominanych kanyl, katétrov,
drénov a tubusov, predstavuje hrozbu z hladiska
permanentného zdroja infekcie. Liecba takychto
ochoreni casto zlyhava, resp. exacerbuje, z dovo-
du eradikacie len planktonickych foriem mikro-
organizmov pritomnych v lozisku. Po ich sanacii
sa vSak uvolnia dalSie jedince pritomné v biofilme
a infekcia prepukne znova [79, 80].

Charakteristika mechanizmov rezistencie
vo¢i antifungalnym latkam u C. glabrata

Nielen u patogénnych kvasiniek predstavuje
rezistencia proti klinicky relevantnym antifun-
galnym latkam postupny sled rozliénych proce-
sov a mechanizmov. Dostupné antimykotika
patria na zaklade S$truktdry iba k malému
poctu chemicky odlisnych latok, ¢o ¢asto spbso-
buje vznik rezistencie proti viacerym lie¢ivam
suctasne. K mechanizmom zodpovednym za
fenotyp rezistencie voc¢i antifungalnym latkam
patria najmaé: (i) hyperexpresia ¢i mutacia cie-
Tového miesta, (ii) zmeny v zloZeni lipidov fun-
galnej cytoplazmatickej membrany, (iii) zvyse-
na expresia membranovych efluxnych pamp,
ktora méa za néasledok mnohonasobnu rezisten-
ciu proti $truktdrne a funkéne odliSnym lat-
kam. Enzymatickd inaktivacia a modifikacia
antimikrobnych latok predstavujiuca rozsireny
mechanizmus rezistencie u prokaryontov, nebo-
la zatial pozorovana u kandid. U fungalnych
patogénov sa tiez nestretavame s prenosnou
rezistenciou podmienenou horizontalnym
transferom plazmidov ¢i inych mobilnych gene-
tickych elementov [6, 81, 82].

Mechanizmy rezistencie voci
azolovym derivatom

V terapii mykotickych ochoreni sa najcastejSie
vyuzivaju imidazolové a triazolové antifungalne
latky. AvSak ich nadmerna spotreba a perma-
nentny selekény tlak antimykotik indukuje
najmi v nemocni¢nom prostredi vznik hyperindu-
cibilnych mutantnych kmenov kvasiniek, ktoré
su Casto rezistentné aj voci $trukturalne nepri-
buznym latkam. Medzi najcastejSie mechanizmy
rezistencie patogénnych kvasiniek rodu Candida
proti azolom patria: (i) zmeny v bunkovej stene
alebo cytoplazmatickej membrane; (ii) zmena afi-
nity cielovej $truktary Ergllp (enzym 14a-lano-
steroldemetylaza) spésobena mutaciou ¢i hyper-
expresiou; (iii) aktivny eflux lie¢iva z bunky
sprostredkovany membranovymi transportnymi
proteinmi [83, 84]. U kvasinky C. glabrata sa
stretavame s tzv. vrodenou a ziskanou rezisten-
ciou voci azolom. Molekularny mechanizmus vro-
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denej rezistencie nie je presne znamy, ale pravde-
podobne zahfna nizku afinitu Ergllp k azolom,
prip. schopnost hyperexprimovat gén ERGI1I
pocas vystavenia buniek pritomnosti azolov [85].
Vo fenotype ziskanej rezistencie figuruju dva
mechanizmy. Nadexpresia membranovych trans-
portérov a génu ERGII. Aktivne vyluCovanie
xenobiotik z bunky sa realizuje dvomi typmi
membranovych transportérov: proteinmi patria-
cimi do skupiny primarnych ABC transportérov
(ATP-Binding-Cassettes), ktorych zdroj energie
pre transfer substratov predstavuje ATP. Sa to
napr. produkty génov CgCDR1 a CgCDR2
(PDH1). Druht skupinu tvoria sekundarne MFS
prenasace energizované proténmotivnym gra-
dientom na cytoplazmatickej membrane (Major
Facilitator Superfamily), ku ktorym patri
u C. glabrata napr. produkt génu CgMDR]1 [18,
86, 87]. U C. glabrata bol in vitro popisany feno-
mén zvySenej rezistencie voci azolovym prepara-
tom, tzv. HFAR (High-Frequency of Azole Resi-
stance). Fenotyp HFAR je navodeny po expozicii
kvasiniek subinhibi¢nym koncentraciam azolov
a podla viacerych autorov suvisi s nadexpresiou
génov pre ABC-transportné proteiny [17, 88].
Mechanizmus HFAR je tiez tzko prepojeny
s funkénym stavom mitochondrii [16, 17, 89, 90].
Je mozné, zZe sa stratou funkénych mitochondrii
navodi nadprodukcia aj inych ABC-transportnych
proteinov, okrem CgCdrlp a CgCdr2p, ¢o je pod-
porené zistenim, Ze rho” mutantny ziskané po eti-
dium-bromidovej mutagenéze a defektné v gé-
noch CgCDR1 a CgCDR2 vykazovali aj nadalej
rezistenciu voci azolom [88]. Existuje tiez hypoté-
za, ze funkéné mitochondrie zodpovedaju za kon-
verziu netoxickych prekurzorov ergosterolu
na toxické. Preto je strata funkénych mitochond-
rii vysledkom selekéného tlaku navodeného pou-
zitim azolov [91]. Zlyhanie schopnosti kvasinko-
vych buniek akumulovat azoly je vedicou
pri¢inou rezistencie voci tejto skupine lie¢iv. Ten-
to fenomén sa pozoroval u C. albicans [92], C. gla-
brata [34], C. krusei [93, 94] a tiez v pripade Cryp-
tococcus neoformans. Pri¢inu tohoto zlyhania
predstavoval zniZzeny influx alebo zvySeny eflux
azolov z bunky. Nakolko je vstup azolov do bunky
sprostredkovany, najmi pasivnou difaziou, je ich
intracelularna koncentracia ovplyvnena zvyse-
nym efluxom z buniek. Najcastejsie je efluxny
mechanizmus rezistencie asociovany s aktivitou
ABC a MFS transportérov. ABC transportéry su
zahrnuté v mnohych fyziologickych procesoch,
vratane prijmu Zzivin z prostredia, neklasickej
sekrécii molekul a toxinov a v neposlednom rade
v mnohonasobnej rezistencii fungalnych patogé-
nov. Ich fyziologickou funkciou je pravdepodobne
detoxifikacia bunky, pretoze sa podielaji na vylu-
¢ovani endogénnych metabolitov, ako aj xenobio-
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Obr. 2 Schématické znazornenie ABC transportného systé-
mu. Upravené podla:
(http//www.ucm.es/info/mfar/U2/ antifu2.gif).

Fig. 2. Diagrammatic representation of the ABC transport
system. Adapted from:
(http://www.ucm.es/info/mfar/U2/antifu?.gif).

tik z bunky. DalSou potencialnou funkciou ABC
proteinov je dynamicka regulacia obdsahu lipidov
a ich distribicia v membrane. ATP-zavislé pumpy
su schopné transportovat velké mnozstvo Struk-
turalne rozdielnych substratov, od malych iénov
az po rozmerné proteiny. Transportny proces je
pohanany hydrolyzou ATP [95, 96]. Vsetky ABC
transportné pumpy maji podobnu Struktiru.

Sa zlozené z jednej alebo dvoch zakladnych
strukturnych elementov: hydrofébnej integralne;j
membranovej domény obsahujtcej 4 az 6 trans-
membranovych oblasti a ATP viazicej domény
orientovanej do cytosolu. Tieto domény obsahuju
$pecifické sekvencie: tzv. Walker A motiv a Wal-
ker B motiv, ktoré su od seba oddelené sekvenciou
priblizne 120 aminokyselin. ABC signatura, alebo
C motiv, je situovana medzi Walker motivmi.
Transmembranové domény tvoria cestu pre
pohyb substratu a determinuju tak substratova
§pecificitu transportného systému [97]. Gén
CgCDRI1 kéduje integralny membranovy protein
s velkostou 169 kDa. Struktura a organizacia
domén je typicka pre ABC membranové proteiny
[17, 98]. CgCDR1 vykazuje vysoku sekvencnu
homolégiu s génom CDR1, ktory bol prvykrat izo-
lovany komplementaciou mutacie pdr5 kvasinky
S. cerevisiae. CgCdrlp je s produktom Pdr5p
identicky na 75 %. Gén PDR5 je zodpovedny za
rezistenciu voéi cykloheximidu, chloramfenikolu,
azolovym derivatom a inym nepribuznym latkam.
Komplementaciou doslo k znovuobnoveniu rezi-
stencie, ¢im sa potvrdila ucast tohto proteinu na
fenotype rezistencie. Delécia CgCDR1 vedie
k hypersenzitivite voéi flukonazolu, itrakonazolu,
ketokonazolu, terbinafinu, amorolfinu, cyklohexi-
midu, brefeldinu A, flufenazinu, metabolickym
inhibitorom [99, 100] a k akumulacii azolov, ¢o
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MFS transportér

Obr. 3. Schématické znazornenie MFS transportného systé-
mu. Upravené podla:
(http://www.ucm.es/info/mfar/U2/ antiful.gif).

Fig. 3. Diagrammatic representation of the MFS transport
system. Adapted from:
(http://www.ucm.es/info/mfar/U2/ antiful.gif).

poukazuje na klucova ulohu tohto génu v rezi-
stencii vo¢i azolovym derivatom. Produkt génu
CgCDR2/PDH1 ma molekulovi hmotnost 175
kDa a s CgCdrlp vykazuje 73% homolégiu [100].
K jeho substratom patri najmé azoly, terbinafin,
amorolfin a dalSie metabolické inhibitory. V praci
Sanguinetti et al. (2005) sa pozorovala paralelna
hladina expresie génov CgCDRI a CgCDR2. Za-
tial ¢o expresia génu CgCDR2 bola priemerna az
podpriemernd, hladina CgCDR1 vykazovala tro-
ven hyperexpresie. Predpoklada sa, Ze na vzniku
MDR sa gén CgCDR]1 podiela vy$Sou mierou ako
gén CgCDR2 [101]. Fenotyp mnohonasobnej rezi-
stencie méze byt u kvasinky C. glabrata spojeny
aj s nadexpresiou génu CgSN@®2, koédujiaceho
ABC transportér. Sekvencia génu vykazuje vyso-
ki homolégiu s génom ScSNQ2 kvasinky S. cere-
visiae a 40 % homolégiu s génom ScPDR5 tejto
kvasinky [101]. Proteiny CgSnq2p a ScPdr5p su
podobné nielen Struktarou, ale aj funkciou a ¢ias-
tocnou substratovou Specificitou. Promoétorova
oblast génu ScSNQ2 obsahuje tri PDRE oblasti
a YRE motivy, ¢o indukuje expresiu pod kontrolou
transkripénych faktorov Pdrlp a Pdr3p a tran-
skripéného faktora Yaplp [102]. Nadexpresia
génu sposobuje zvySenie rezistencie vo¢i mutagé-
nom, ako napr. 4-nitrochinolinoxid (4NQO), sulfo-
meturonmetyl, staurosporin, flufenazin, ale
u C. glabrata aj voci flukonazolu [103]. ScSnq2p
je esencialny pre Standardny rast bunky [104].
Transkripénym regulatorom génov CgCDRI,
CgCDR2/PDH]1 aj CgSNQ2 je CgPdrlp, ktory je
homolégom produktu génu PDR1 u S. cerevisiae.
Transkripény faktor s motivom zinkového prstu
CgPdrlp sa podiela na konstitutivnej i indukova-
nej expresii génov pre efluxné pumpy a tiez na
expresii navodenej deléciou mtDNA [105, 106].
Gain of function mutacie génu CgPDR1 spojené
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so substiticiou aminokyselin v proteinovej Struk-
tare jeho produktu CgPdrlp zodpovedaju za
hyperexpresiu génov pre membranové efluxné
transportéry. Substiticie aminokyselin W297S,
F575L a P927L (Trp297Ser, Phe575Leu,
Pro927Leu) v CgPdrlp zodpovedaju za konstitu-
tivnu nadexpresiu génu CgPDRI1 pre samotny
transkripény faktor a génov pre membranové
efluxné pumpy CgCDRI1 a CgCDR2 u Kklinickych
izolatov C. glabrata rezistentnych voéi azolom
[85, 106]. V nasom laboratériu sme identifikovali
viaceré mutacie CgPDR1, z ktorych vSak iba dve
mali vplyv na substiticiu aminokyselin v CgP-
drlp. Jednalo sa o zamenu L347F (Leu347Phe)
a H576Y (His576Tyr) v CgPdrlp, ktoré pri expre-
sii v hostitel[skom deleénom kmeni C. glabrata
pdrlA navodili rezistenciu transformantov voéi
flukonazolu [107]. Mutécia spojena so zamenou
prolinu v polohe 822 za leucin (P822L) viedla ku
nadmernej expresii CgSNQ2, pricom nemala Zia-
den vplyv na zvySenie expresie génov CgCDR1
a CgCDR2 [103]. Posledné studie na mySacom
modeli navySe dokazali suvislost a vplyv gain of
function mutacii v géne CgPDRI na zvySenie
virulencie a schopnosti kvasinky C. glabrata
efektivnejsie prezivat v tele hostitela [108].
Transport latok prostrednictvom MFS transpor-
térov je energizovany proténmotivnou silou tvore-
nou membranovym potencidlom a elektrochemic-
kym proténovym gradientom. MFS transportéry
su rozdelené do troch skupin oznacovanych ako I,
II, a ITI. Kritériom tohto rozdelenia je pocet a stu-
pent hydroféobnosti domén [109, 110]. MFS tran-
sportéry su pritomné v prokaryotickych i eukary-
otickych bunkach a funguju ako sekundarne
aktivne transportéry, vyuzivajice symport, uni-
port a antiport na vyluCovanie Struktirne aj
funkéne odlisnych latok. V porovnani s ABC tran-
sportérmi maju uzsiu substratova Specificitu.
MFS antiportery obsahuja konzervované motivy
rozptylené po celej dlzke proteinu. Motivy A a B
su evoluéne konzervované u vSetkych MF'S prote-
inov, s vynimkou motivu C typického pre tran-
sportéry s 12 a 14 transmembranovymi segmen-
tami. Motiv C je charakteristicky pritomnostou
repetitivnej sekvencie GXXXG, ktora je nevy-
hnutna pri spravnej konformacii helixov a dime-
rizacii. Vzhladom na vy$si stupennt homolégie pro-
teinov v N-terminalnej casti, zodpoveda za
substratovu $pecificitu pravdepodobne C-termi-
nalna oblast [110]. Struktira MFS transportérov
je schématicky znazornena na obr. 3.

Jediny transportér z tejto skupiny identifiko-
vany u C. glabrata je produkt génu CgMDR]I,
o ktorom nie je vela poznatkov [111]. Expresia
CgMDR]1 spbsobuje rezistenciu iba voéi fluko-
nazolu. Podrobnejsie je prestudovany MFS
transportér pritomny u C. albicans — CaMDR]1.
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Protein CaMdrlp je HY/substrat antiporter
homologicky s MFS transportérom ScFlrlp
kvasinky S. cerevisiae a jeho nadexpresia
v bunkach C. albicans vedie k fenotypu rezis-
tencie vocéi Sirokej Skale roznych zlicenin, napr.
flukonazolu, cykloheximidu, metotrexatu, bre-
feldinu A, ceruleninu, 4NQO, 1,10-fenantrolinu
[17], benomylu a flufenazinu [112]. V kmetioch,
v ktorych boli nezavisle od seba exprimované
CaMdrlp a Cdrlp, sa pozorovalo, Ze sice oba
transportéry zodpovedajua za eflux flukonazolu
a metotrexatu, avSak afinita Cdrlp k metotre-
xatu je nizSia. Predpoklada sa, Ze spominané
proteiny sa liSia v substratovej $pecificite a su
zodpovedné za navodenie rezistencie voci roz-
nym inhibitorom [113]. ZvySena expresia
14-a-lanosteroldemetylazy, cielového miesta
azolovych antimykotik, je taktiez zahrnuta
v rezistencii voéi tejto skupine lieéiv. ZvySena
expresia génu ERG11 vedie k zvySenej produk-
cii Ergllp, ktorého koncentracia presiahne
inhibi¢nt kapacitu intracelularne lokalizova-
nych azolov. Hyperexpresia génu ERG11 mbze
byt sp6sobena zmenou v regulacii transkripcie,
za ktoru zodpovedaju najmé gain of function
mutacie v génoch pre transkripéné faktory, ako
napr. CgUPC2 [128]. U kmenov C. glabrata
rezistentnych voc¢i flukonazolu bola tiez doka-
zana zvysSena amplifikacia génu ERG11 [37, 87,
114]. Azoly ovplyviiuju transkripént reguléaciu
prométora ERGI11. Hladina indukcie je maxi-
malna pocas postdiauxického rastu a ovplyv-
nuju ju dva faktory: ¢as rastu v pritomnosti
azolov a rastova faza buniek v ¢ase pridania
azolov do kultivaéného média. Iné inhibitory
biosyntézy ergosterolu maju analogicky efekt
[115]. Mutacie v géne ERGII sd beznym
mechanizmom rezistencie vo¢i azolom u klinic-
kych izolatov C. albicans. Znizena afinita azo-
lovych derivatov k cielovému miestu je spéso-
bena substiticiou aminokyselin v proteinovej
Strukture Ergllp. Zamena aminokyselin zod-
povedd za zmenu interagujucich miest
14-o-lanosteroldemetylazy bud priamo alebo
nepriamo modifikaciou terciarnej Struktary
miesta vstupu. Mo6zZe nastat aj pripad, kedy lie-
¢iva vobec nedosiahnu cielové miesto [37, 116].
Tento mechanizmus rezistencie vo¢i azolom
nebol zatial pozorovany u kvasinky C. glabra-
ta. Nami detegovana mutacia v géne CgERG11
(A1505T) mala za nasledok substitiiciu amino-
kyseliny v proteinovej Struktire CgErgllp,
ktora znamenala nahradenie kyseliny glutamo-
vej valinom v polohe 502 (Glu502Val). Hetero-
logicka expresia mutantnej alely CgERGII
v citlivom kmeni S. cerevisiae v§ak nepotvrdila
podiel tejto mutacie na rezistecii voéi azolom
u klinickych izolatov C. glabrata [107].
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Mechanizmus rezistencie voci polyénom

Rezistencia proti polyénovym antimykotikam
je u klinickych izolatov kvasiniek pomerne vzac-
na, hoci ma za poslednych dvadsat rokov stupaja-
ci trend. Predpoklada sa, Ze za primarny mecha-
nizmus rezistencie proti polyénom zodpoveda
u patogénnych kvasiniek zablokovanie urcitého
kroku v biosyntetickej drahe ergosterolu. Zablo-
kovanie syntézy ergosterolu vedie k nahromade-
niu jeho prekurzorov, ktoré sd v porovnani
s ergosterolom charakteristické znizenou afinitou
k polyénom. Takyto mechanizmus rezistencie voéi
polyénom bol pozorovany prave u klinickych izo-
latov C. glabrata [117]. Kvantitativna analyza
obsahu sterolov v cytoplazmatickej membrane
klinickych izolatov odhalila hromadenie nesko-
rych sterolovych intermediatov spojené s defici-
tom maturovaného ergosterolu. Sekvenaéna ana-
lyza génov CgERGI11, CgERG6, CgERGS5
a CgERG4 odhalila iba jedinu $pecificka missen-
se mutaciu v géne CgERG6, ktora spodsobila
nahradenie cysteinu fenylalaninom v proteinovej
Strukture sterol-A24metyltransferézy. Zistilo sa
tieZ, Ze spominané gény podliehaju zvySenej
expresii. Missense mutacia CgERG6 spobsobuje
prerusenie biosyntézy ergosterolu, ¢im vyvolava
rezistenciu voéi polyénom. Zmena v zloZeni stero-
lov cytoplazmatickej membrany kvasiniek vyvo-
lana opisanou mutaciou zodpoveda aj za tvorbu
pseudohyf, ktora sa pozorovala u klinického izo-
latu C. glabrata bez zavislosti na pouzitom médiu
[89, 117].

Mechanizmus rezistencie voci
5-fluorocytozinu a echinokandinom

Fluoropyrimidin  5-fluorocytozin  patri
k S$trukturalnym analégom dusikatych baz
a interferuje s metabolizmom pyrimidinovych
nukleotidov, ¢im inhibuje biosyntézu DNA,
RNA a tym nepriamo aj syntézu proteinov.
Rezistencia vo¢i nemu modze byt sposobena
nedostatkom enzymov esencialnych pre meta-
bolizmus 5-fluorocytozinu v bunke. Druhou
moznostou je deregulacia biosyntetickej drahy
pyrimidinov v bunke hub, ktorej produkty su
schopné kompeticie s produktami metabolizmu
5-fluorocytozinu. U C. glabrata sa pozoroval
prvy uvedeny mechanizmus. Rezistencia voci
5-fluorocytozinu bola sp6ésobena stratou cyto-
zinpermeazovej aktivity, ¢im nedochadzalo ku
jeho konverzii na 5-fluorouridinmonofosfat
[118, 119].

Rezistencia voéi echinokandinom bola v pripa-
de kvasinky C. glabrata pozorovana len v ojedi-
nelych pripadoch ako désledok znizenej afinity
B-(1,3)-D-glukansyntazy (Fkslp) voéi tejto skupi-
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ne lie¢iv. Napriek tomu toho ¢asu nepredstavuje
vazny problém [120].

Zaver

C. glabrata je najcastejSie izolovanym druhom
zo skupiny non-albicans a tiez druhym najcastej-
§im povodcom kvasinkovych vulvovaginitid. Zvy-
Senu pozornost si infekcie vyvolané C. glabrata
zasluhujd najmé znizenou citlivostou tohto druhu
na flukonazol a vysokym percentom umrtia paci-
entov so systémovou kandidézou vyvolanou
C. glabrata. Charakteristika molekularnych
mechanizmov rezistencie voéi antifungalnym lat-
kam u klinickych izolatov C. glabrata ma vyznam
z niekolkych dévodov. Jednym z nich je délezitost
poznat spdsob, akym sa patogénne kvasinky bra-
nia pred déinkom antifungilnych latok. Tento
fakt je délezity pre dalsiu efektivnu terapiu pro-
blematickych infekcii spdsobenych rezistentnymi
kmenmi.
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