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(MDR). Zjištění, že potenciometrická fluorescenční sonda diS-C3(3) je substrátem 

hlavních MDR pump u tří druhů kvasinek, Saccharomyces cerevisiae, 

Kluyveromyces lactis a Candida albicans, nám umožnilo použít diS-C3(3) 

fluorescenční metodu pro sledování inhibice činnosti těchto membránových 

transportérů účinkem různých chemických stresorů (společných substrátů). 
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klinických izolátů C. albicans je zapotřebí použít látky účinně blokující činnost obou 

pump CaCdr1p i CaCdr2p. 
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Úvod 

Každá živá buňka se potřebuje chránit před negativními vlivy okolí i 

vlastními zplodinami. Nezbytnou podmínkou pro přežívání jednobuněčných 

organismů, jako jsou bakterie nebo kvasinky, je jejich efektivní obrana proti účinkům 

jak toxinů produkovaných soupeřícími mikroorganismy, tak škodlivých chemických 

látek přítomných v okolním prostředí. V důsledku nadměrného používání antibiotik a 

antimykotik při léčbě bakteriálních a kvasinkových infekcí došlo k tak intenzivnímu 

rozvoji různých buněčných obranných mechanismů, až se některé patogenní 

mikroorganismy staly vůči nim zcela rezistentní. Jedním z mnoha obranných 

systémů, který významnou měrou přispívá k odolnosti buněk k účinku xenobiotik, je 

nadměrná produkce membránových proteinů, které jsou zodpovědné za odstraňování 

nežádoucích látek z buněk, vedoucí k fenoménu tzv. mnohočetné lékové rezistence 

(anglicky multidrug resistance, odtud jejich označení jako MDR pumpy). 

Hlavními MDR transportéry kvasinek jsou ScPdr5p, ScSnq2p a ScYor1p 

u Saccharomyces cerevisiae, KlPdr5p u Kluyveromyces lactis a CaCdr1p a CaCdr2p 

u Candida albicans, z nichž většina je v důsledku evolučního vývoje navzájem 

vysoce homologní. Ačkoliv je známá celá řada strukturně a funkčně odlišných látek, 

např. léků, které jsou často společnými substráty MDR pump, informace 

o uspořádání vazebných kapes těchto pump jsou stále velmi omezené navzdory 

dlouhodobému intenzivnímu výzkumu v této oblasti, a stejně limitované je i 

množství jejich dosud identifikovaných účinných inhibitorů. Navíc značná část 

současných znalostí pochází od nejlépe prostudované MDR pumpy ScPdr5p. 

 

V disertační práci jsme se zaměřili nejenom na studium rozdílného 

uspořádání vazebné kapsy pumpy ScPdr5p u kvasinky S. cerevisiae a jeho méně 

prozkoumaného homologu KlPdr5p u nekonvenční kvasinky Kluyveromyces lactis a 

vlivu delece genů KlPDR16 a KlERG6 u buněk K. lactis na velikost jejich 

membránového potenciálu a aktivitu MDR pump (hlavně KlPdr5p), ale také 

na vyhledávání účinných inhibitorů dvou hlavních MDR pump CaCdr1p a CaCdr2p 

(homologů ScPdr5p) u podmíněně patogenní kvasinky Candida albicans. Podařilo se 

nám vyvinout efektivní postup pro vyhledávání inhibitorů pump CaCdr1p a CaCdr2p 
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spočívající v použití nepatogenních kvasinek S. cerevisiae pro prvotní monitorování 

inhibičních účinků velkých sérií látek, např. nově syntetizovaných. 

K dosažení vytýčených cílů disertační práce byla použita zejména diS-C3(3) 

fluorescenční metoda, která je citlivým nástrojem pro současné monitorování vlivu 

látek (inhibitorů, léků, atd.) na změnu membránového potenciálu buněk a aktivity 

jejich MDR pump, pro něž je sonda diS-C3(3) substrátem. 
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1 Teoretická část 

1.1 Kvasinky – prospěšné i nebezpečné mikroorganismy 

Kvasinky jsou často používaným modelovým eukaryotním organismem 

pro studium transportních procesů probíhajících na membránách buněk. Důvodů, 

proč jsou kvasinky (zejména Saccharomyces cerevisiae) tak oblíbené, je celá řada: 

1. Kvasinka je nejjednodušší (primitivní) eukaryotní buňka. 

2. Je možné ji velmi rychle množit. 

3. Celá řada buněčných procesů je stejná u kvasinek a u vyšších eukaryot. 

4. Jsou zavedené postupy přípravy geneticky modifikovaných mutantních 

kmenů. 

Stavba kvasinkové buňky je (s výjimkou buněčné stěny) srovnatelná se 

stavbou lidské buňky, obsahuje jádro a membránou ohraničené organely. Vzhledem 

k tomu, že kvasinka je jednobuněčný organismus, je obklopena nejenom 

plazmatickou membránou, ale také buněčnou stěnou, která ji chrání proti 

osmotickému tlaku, prostor mezi membránou a buněčnou stěnou se nazývá 

periplazma. 

V této studii jsme se zabývali činností membránových proteinů, které 

transportují látky z cytoplazmy do periplazmy, u tří druhů kvasinek, Saccharomyces 

cerevisiae, Kluyveromyces lactis a Candida albicans (obr. 1-1). Všechny použité 

modelové organismy patří do rodiny Saccharomycotina. 

1.1.1 Saccharomyces. cerevisiae 

S. cerevisiae je nejznámější, nejprozkoumanější a nejběžnější druh kvasinky. 

Jejich genom byl kompletně sekvenován jako první z řádu kvasinek. Jsou běžně 

používané v potravinářském průmyslu jako pivní, pekařské a vinné kvasinky. Jejich 

metabolismus v přítomnosti cukrů v okolním médiu upřednostňuje fermentaci [1], 

přirozeně se vyskytují například na ovocných slupkách, a proto je kvašení známo 

lidstvu již od pradávna. 

Vstup monosacharidů do buňky zajišťuje více než 18 hexózových 

transportérů [2]. V přítomnosti glukózy v médiu dochází k úplnému potlačení 
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buněčného dýchání (tzv. Crabtreeho efekt
*

), takže v buňkách probíhá pouze 

glykolýza a kvasinky S. cerevisiae se tedy označují jako Crabtree-pozitivní [3, 4]. 

Právě tato vlastnost poskytuje člověku potřebné výhody při kvašení ovoce 

na alkohol. 

1.1.2 Kluyveromyces lactis 

K. lactis je méně známý a méně prozkoumaný druh kvasinky. Pro svou 

schopnost asimilace laktózy je tato mléčná kvasinka využívána v potravinářském 

průmyslu, konkrétně v mlékárenském průmyslu. Tyto kvasinky produkují protein    

-galaktosidázu, která štěpí laktózu v mléku na glukózu a galaktózu a je komerčně 

využívána pro odstranění laktózy z mléčných výrobků pro osoby s alergií, dále se 

využívá i při výrobě sýrů, jogurtů nebo zmrzliny. Kvasinky K. lactis jsou také 

využívány k heterologní produkci enzymu chymozinu, syřidla pro výrobu sýrů, které 

v současné době nahradilo dříve používaný hovězí enzym [3]. 

Kvasinka K. lactis patří spolu s S. cerevisiae do rodu Hemiascomycete, přesto 

se však v několika důležitých vlastnostech výrazně liší, a proto jsou někdy kvasinky 

K. lactis označovány jako nekonvenční kvasinkový modelový organismus. Tyto 

kvasinky vykazují tzv. Kluyverův efekt, což znamená, že jsou schopné zpracovávat 

cukry jako galaktózu, sacharózu nebo maltózu pouze v aerobních podmínkách 

s dostatečným přísunem kyslíku [3]. Za anaerobních podmínek nejsou schopny 

transportovat cukry (a to dokonce ani glukózu) do buněk, takže tyto kvasinky jsou 

na rozdíl od S. cerevisiae striktně aerobní [4].  

U kvasinek K. lactis nedochází k potlačení dýchání v přítomnosti glukózy, 

dokáží tedy fermentovat i dýchat současně, dokonce upřednostňují dýchání 

před fermentací, takže se označují jako Crabtree-negativní [1]. To je možná 

důsledkem toho, že tyto kvasinky nejsou schopny života bez mitochondriální DNA a 

syntézy mitochondriálních proteinů, tj. jsou tzv. petite-negativní [4]. Tyto jejich 

vlastnosti mohou dále souviset s výrazně nižším množstvím hexózových transportérů 

v membráně buněk K. lactis (doposud 4 identifikované transportéry) oproti 

S. cerevisiae [2]. Buňky Kluyveromyces lactis mají tedy velice pomalý a regulovaný 

import glukózy a v buňkách je rychle a efektivně kompletně zpracována [4].  

                                                 

*
 tj. buňky pouze fermentují a dochází k hromadění etanolu v buňkách i v médiu 
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Genom K. lactis byl také sekvenován a stejně jako v případě její blízké 

příbuzné kvasinky S. cerevisiae, obsahuje srovnatelné množství genů kódujících 

stejné množství proteinů. Některé homologní proteiny jsou dokonce sekvenčně delší 

u K. lactis než u S. cerevisiae. Předpokládá se, že evoluční cesty kvasinek K. lactis a 

S. cerevisiae se rozešly ještě před tzv. zdvojením celého genomu, WGD 

(z anglického whole genome duplication)[5], obr. 1-1, a zatímco kvasinky 

S  cerevisiae podstoupily WGD a většinu genů tak obsahují nejméně ve dvou 

kopiích, tak K. lactis tímto procesem neprošly. Tomu odpovídá jednak zachované 

pořadí genů, jednak snížené množství genů transkripčních faktorů u K. lactis. 

Většina transkripčních faktorů, které jsou ve více kopiích u S. cerevisiae, má pouze 

jediného homologního zástupce u K. lactis [1, 6]. Vzhledem k tomu, že množství 

genů je u obou kmenů velmi podobné, předpokládá se, že geny, které nejsou 

homologní s geny S. cerevisiae, mají zřejmě odlišnou funkci nebo vlivem evoluce 

došlo k tolika mutacím, že je už nebylo možné ztotožnit mezi oběma druhy [1, 6]. 

 

Obr. 1-1 Fylogenetický strom příbuznosti kvasinek Saccharomyces cerevisiae, 

Kluyveromyces lactis a Candida albicans. Šipka označuje místo, kde pravděpodobně 

došlo ke zdvojení celého genomu (WGD) podle [5]. Upravený obrázek z publikace [6]. 

1.1.3 Candida. albicans 

Tyto podmíněně patogenní kvasinky se vyskytují běžně kolem nás a jsou 

součástí lidského mikrobiálního osídlení, aniž by to člověka ohrozilo na zdraví. 

Běžná jednobuněčná forma kvasinky bývá neškodná, za specifických podmínek se 

však může přichytit na lidském těle a vytvoří mnohobuněčné vláknité útvary (tzv. 

hýfy), které jsou silně invazivní a patogenní [7]. Pobídkou k tvorbě hýf může být 

zvýšené množství glukózy v médiu, změna pH, teploty nebo zvýšená koncentrace 

steroidních hormonů (především estrogenů) v okolí [8]. Z tohoto důvodu se 
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do okruhu lidí ohrožených touto kvasinkou dostávají diabetici, lidé dlouhodobě trpící 

stresem a těhotné ženy. Pro osoby s oslabenou imunitou, jako jsou předčasně 

narozené děti a staří lidé, pacienti trpící nemocí AIDS, onkologičtí pacienti po léčbě 

chemoterapeutiky nebo osoby léčené imunosupresivy po transplantaci, může infekce
†
 

způsobená kvasinkou C. albicans skončit jejich smrtí. 

Tyto kvasinky způsobují asi 9 % krevních infekcí, které však vedou až 

ve 40 % případů k úmrtí pacienta [9]. Více než 75 % žen se ve svém životě alespoň 

jednou setkalo s vaginální mykózou, z čehož 90 % bylo způsobeno právě kvasinkou 

C. albicans. Kandidóza je čtvrtou nejčastější nemocniční infekcí [10].  

Genom kvasinky C. albicans byl také sekvenován a v porovnání 

s S. cerevisiae má (podobně jako K. lactis) snížené množství genů transkripčních 

faktorů. Kvasinka C. albicans je však od S. cerevisiae fylogeneticky vzdálenější 

než K. lactis (obr. 1-1) [6].  

Přestože genom C. albicans obsahuje asi 19 genů kódujících hexózové 

transportéry, tedy prakticky stejné množství jako S. cerevisiae [2], tato kvasinka je 

stejně jako K. lactis Crabtree-negativní (tabulka 1-1). 

 

Kvasinky S. cerevisiae K. lactis C. albicans 

Preferovaný 

metabolismus 

fermentace 

(glykolýza) 

dýchání + 

fermentace 

(pentózový cyklus + 

glykolýza) 

dýchání + 

fermentace 

(pentózový cyklus 

+ glykolýza) 

 
Crabtree-pozitivní Crabtree-negativní Crabtree-negativní 

Růst aerobní i anaerobní striktně aerobní aerobní i anaerobní 

Využití 

(alkoholové) kvašení 

potravinářský 

průmysl 

heterologní 

produkce proteinů 

mlékárenský průmysl 

chymozin, 

-galaktosidáza 

heterologní produkce 

proteinů 

X 

lidský PATOGEN 

Tabulka 1-1 Porovnání vybraných charakteristik kvasinek Saccharomyces 

cerevisiae, Kluyveromyces lactis a Candida albicans. 

                                                 

†
 Infekce houbového původu jsou označované jako mykózy, pokud jsou způsobeny kvasinkami 

druhu Candida, nazývají se kandidózy. 
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1.2 Plazmatická membrána kvasinek 

Kvasinkové buňky jsou stejně jako všechny ostatní živé buňky ohraničeny 

membránou. Plazmatická membrána je dvojná vrstva lipidů, která je polární 

na povrchu a hydrofobní uvnitř vrstvy díky charakteru lipidů, které jsou tvořeny 

polární hlavičkou a nepolárními ocásky. Vzhledem ke schopnosti buněk tvořit různé 

polární hlavičky a spojovat je s různými lipidovými řetězci může být membrána 

jedné buňky tvořena až více než tisícem různých druhů lipidů [11]. Buněčná 

membrána je navíc asymetrická, takže složení vnitřního a vnějšího listu membrány se 

může diametrálně odlišovat i co se týče druhů lipidů. 

Kromě lipidů tvoří membránu i řada dalších molekul, významné postavení 

zaujímají steroly, z nichž nejdůležitější roli hraje ergosterol. Tyto molekuly mají vliv 

na biofyzikální vlastnosti membrány, jako je její permeabilita, fluidita, zakřivení, 

tloušťka, integrita, asymetrie nebo rigidita [12]. Pro kvasinkovou buněčnou 

membránu je ergosterol zcela esenciální a v případě narušení jeho biosyntetické 

dráhy může mít jeho nedostatek nebo výměna za jiné steroly fatální důsledky pro 

strukturu a funkci plazmatické membrány kvasinek [12]. V membráně buněk vyšších 

eukaryot, tj. i lidských buněk, se ergosterol nevyskytuje [13], ale stejnou funkci 

zastává cholesterol.  

Dvojná lipidní vrstva sama o sobě je polopropustná, mohou přes ni projít 

malé nenabité nebo hydrofobní molekuly. Vytváří tak přirozenou bariéru mezi 

vnějším prostředím s vnitřním prostorem buňky, jehož složení je koncentračně 

odlišné, a tím pomáhá buňce udržovat (nejen iontovou) homeostázi. Buňka však 

potřebuje pro svůj život a zdravý růst také přísun živin a iontů a odvod zplodin, proto 

je buněčná membrána prostoupena množstvím proteinů, které zprostředkovávají 

transport látek, které přes ni samovolně neprojdou. Kromě transportu slouží tyto 

proteiny také jako receptory, kotvy nebo enzymy [14]. 

Membrána je fluidní útvar a proteiny společně se steroly často tvoří jakési 

ostrůvky (tzv. mikrodomény), kde je procentuálně vyšší zastoupení sterolů, proteinů 

a sfingolipidů oproti zbytku membrány [15, 16]. Mikrodomény jsou rigidnější části 

membrány, které mohou hrát roli i v různých vnitrobuněčných procesech, při růstu i 

buněčné smrti, a pro některé membránové proteiny (např. proteiny ovlivňující 

koncentrace iontů K
+
, Na

+
 a H

+
 v buňce) je lokalizace v těchto místech nezbytná 
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k jejich správné funkci [16]. Nicméně se nejedná o stálé útvary, mohou vznikat a 

samovolně se rozpadat. 

1.2.1 Membránové transportní proteiny 

Membránové transportní proteiny můžeme rozdělit podle spotřeby energie 

do tří kategorií. Kanály, nebo také póry, umožňují pasivní průchod látky podle jejího 

koncentračního gradientu a nepotřebují k tomu přísun energie. Bývají vysoce 

selektivní a mohou být uzavíratelné/otevíratelné např. napětím, změnou pH či jinak 

[14]. 

Další proteiny zprostředkovávají aktivní transport, tj. přenášejí látky aktivně i 

proti směru jejich koncentračního gradientu za spotřeby energie. Pokud pochází tato 

energie z hydrolýzy ATP, mluvíme o primárně aktivních transportérech nebo 

pumpách. Pokud je energie získávána při transportu látky po spádu koncentračního 

gradientu k přenosu jiné látky proti jejímu koncentračnímu gradientu, pak jde 

o sekundárně aktivní transport [17]. Transportní proteiny se kromě cytoplazmatické 

membrány nacházejí také ve vnitřních buněčných membránách. 

1.2.1.1 Primárně aktivní transportéry - superrodina ATP-binding cassette (ABC) 

proteinů 

Superrodina ABC (z anglického názvu ATP-binding cassette) transportérů je 

významná skupina více než 3000 proteinů, které získávají energii z hydrolýzy ATP a 

jsou tedy primárně aktivní. Pumpy z této rodiny se nacházejí ve všech organismech 

od bakterií přes kvasinky, rostliny až po člověka [18, 19] a transportují široké 

spektrum látek, jako jsou cukry, aminokyseliny, peptidy, vitamíny, ionty, lipidy, 

steroidy, glukokortikoidy, toxiny, hormony, antimykotika, chemoterapeutika, 

polypeptidy a další látky [19-21].  

Zatímco prokaryotní buňky mají jak membránové exportéry, tak importéry 

(živin, růstových faktorů a stopových prvků) z rodiny ABC proteinů [19], ABC 

pumpy v eukaryotických buňkách zprostředkovávají pouze export ven z buněk nebo 

do lumenu organel – vakuol, mitochondrií aj. [19, 21] (obr. 1-2). Další proteiny z této 

rodiny fungují jako kanály nebo regulují aktivitu kanálů [22]. Některé ABC proteiny 

jsou netransportující systémy, které fungují jako receptory či proteázy [20], nebo se 

starají o regulaci procesů, opravu DNA či kontrolu translace [19].  
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Obr. 1-2 Schematické znázornění lokalizace ABC proteinů v membránách 

buňky kvasinek Saccharomyces cerevisiae. N jádro, V vakuola, ER 

endoplazmatické retikulum, GV Golgiho váčky, ES endozomy, M mitochondrie. 

Převzato z [23]. 

 

Superrodina ABC zahrnuje proteiny 6 rodin: PDR (pleiotropic drug 

resistance), MDR (multidrug resistance), MRP/CFTR (multidrug resistance-

associated protein/cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), RLI 

(RNase L inhibitor), ALDP (adrenoleukodystrophy protein) a YEF3 (yeast 

elongation factor 3) [20, 24]. 

Téměř všechny ABC proteiny mají zachovanou podobnou architekturu, 

kterou nejčastěji tvoří čtyři domény: dvě hydrofobní transmembránové domény 

(TMD) tvořené zpravidla šesti transmembránovými α helixy a dvě hydrofilní 

nukleotid vážící domény (NVD), u nichž dochází k vazbě a hydrolýze nukleotid 

trifosfátů, nejčastěji ATP, ale třeba také GTP, CTP nebo UTP [25, 26]. 

Kvasinkové ABC proteiny jsou tvořeny 1300 – 1600 aminokyselinami a 

jejich velikost se pohybuje mezi 140 a 170 kDa [17]. Standardní stavba proteinů 

ze superrodiny ABC (a minimální funkční struktura) je (TMD-NVD)2 [10, 27], 

existuje však i obrácené uspořádání (typické pro PDR rodinu proteinů) nebo proteiny 

poloviční délky (TMD-NVD), které pravděpodobně pracují jako homo/heterodimery. 

Právě ze studia funkce těchto polovičních transportérů vznikla hypotéza, že proteiny 

o plné délce vznikly fúzí genů dvou různých proteinů poloviční délky [10, 28]. 

Některé ABC proteiny (konkrétně rodina MRP) mají strukturu dokonce delší o jednu 
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transmembránovou doménu, tedy TMD-(TMD-NVD)2, její funkce je ovšem nejasná 

[22]. 

Nukleotid vážící doména má sedm zachovaných klíčových sekvenčních 

motivů (z nichž první tři jsou nejvýznamnější), podle nichž se proteiny řadí do ABC 

rodiny (obr. 1-3): (1) Walker A motiv (P klička) spojuje konzervovaný β skládaný 

list se sousedním α-helixem, (2) Walker B motiv, který tvoří β skládaný list, (3) 

ABC podpis
‡
/C motiv či C klička („LSGGQ“), která spojuje 2 α-helixy přímo 

naproti motivu Walker B (jemuž předchází), (4) Q klička, která spojuje Walker A 

motiv s ABC podpisem, (5) pro-klička, která spojuje C-koncový α-helix ABC 

podpisu s β skládaným listem motivu Walker B, (6) H klička na konci Walker B 

motivu, která spojuje konzervovaný β skládaný list se sousedním α-helixem, a (7) D 

klička, která spojuje β skládaný list Walker B motivu se strukturně konzervovaným 

α-helixem [10]. Někdy se uvádí navíc ještě A klička a tzv. „switch“ motiv [29]. 

Motivy Walker A a Walker B tvoří zhruba 90 – 120 aminokyselin [17], 

zatímco C motiv pouze 12 konzervovaných aminokyselin [30]. Q klička hraje 

pravděpodobně signalizační roli v komunikaci mezi TM a NV doménami a také řídí 

rotaci NVD během konformační změny, D klička nejspíš ovlivňuje katalytickou 

aktivitu a komunikaci mezi aktivními místy TMD [21]. 

 

Obr. 1-3 Schematické znázornění důležitých motivů nukleotid vážících domén 

(NVD) ABC proteinů. Vytvořeno podle [10]. 

 

Obě NVD jsou navzájem odlišné, zatímco u jedné domény jsou vysoce 

konzervovány motivy Walker A a Walker B, u druhé domény je to právě ABC 

podpis, což dokazuje, že každá doména má odlišnou funkci při hydrolýze ATP [10]. 

                                                 

‡
 Při sekvenování je to právě zjištěný ABC podpis, který automaticky řadí zkoumané proteiny 

do ABC rodiny. 
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Nukleotid vážící domény jsou navzájem těsně provázané a tvoří společně dimer [31], 

který obsahuje dvě vazebná místa pro ATP (resp. NTP) tvořená vždy oběma Walker 

motivy, H, D a Q kličkou z jedné NVD a ABC podpisem z druhé domény [10, 29, 

32].  

Oproti NVD jsou TM domény daleko méně konzervovány napříč organismy 

[30]. Obě transmembránové domény společně tvoří v membráně pór s dostatečně 

velkou vazebnou kapsou [27], která obsahuje vazebná místa pro transportované látky 

[32]. TMD prodělávají daleko větší konformační změny při navázání, transportu a 

uvolňování substrátu než NVD při hydrolýze ATP [32]. 

Kličky spojující transmembránové helixy obou TMD mají také svou funkci. 

Vnitrobuněčné kličky jsou kratší a více konzervované a umožňují komunikaci 

mezi TMD a NVD, zatímco periplazmatické kličky hrají roli při skládání proteinu a 

jeho lokalizaci, ale i při rozpoznávání substrátu [8]. 

Podle dostupných krystalových struktur prokaryotních ABC proteinů a 

lidského P-glykoproteinu (shrnuto v [29]) byl navržen model transportu substrátů 

přes membránu, který je označován jako „switch“ model (obr. 1-4). Předpokládá se, 

že transport substrátů probíhá ve 4 krocích. Na začátku, v klidovém stavu, je vazebná 

kapsa tvořená transmembránovými helixy otevřená směrem do cytoplazmy, takže 

vazebné místo s vysokou afinitou je dostupné pro substráty zevnitř buňky (či 

vnitřního listu membrány). V prvním kroku dojde k vazbě substrátu do vazebného 

místa ve vazebné kapse, což vede ke konformační změně, která přiblíží helikální část 

NVD ke vnitrobuněčným kličkám, které váží transmembránové α-helixy (dochází tak 

ke komunikaci mezi TMD a NVD). Tato změna umožní vazbu ATP do vazebné 

kapsy tvořené oběma NVD a následně jsou obě vazebná místa obsazena molekulami 

ATP. Již tato vazba (a nikoliv samotná hydrolýza navázaného ATP) poskytuje 

dostatek energie k další konformační změně proteinu, kdy ve druhém kroku vzniká 

tzv. zavřený dimer (jde o malou konformační změnu - rotací obou NVD dojde 

k jejich přiblížení). Transmembránová část proteinu prochází větší konformační 

změnou, při níž se vazebná kapsa s navázaným substrátem otevře extracelulárním 

směrem a dojde k uvolnění substrátu (v důsledku snížení afinity vazebného místa 

k substrátu). Právě snížení afinity vazebného místa je klíčový prvek v tomto modelu, 

protože snižuje pravděpodobnost opětovného navázání substrátu do vazebné kapsy a 

tím minimalizuje riziko jeho transportu opačným směrem, tj. zpět do buňky [33]. 

Ve třetím kroku dojde po uvolnění substrátu z vazebné kapsy k hydrolýze 
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navázaného ATP, uvolnění Pi (navázané na ABC podpis jedné NVD) a následně 

uvolnění ADP (vázané motivem Walker A druhé NVD), které „přepne“ protein zpět 

do vnitrobuněčně orientované otevřené konformace (odtud název „switch“ model). 

Ve čtvrtém kroku dochází opět k rotaci obou NVD do stavu otevřeného dimeru a 

celý cyklus se může opakovat. [10, 19, 31, 34] 

 

Obr. 1-4 Schematické znázornění čtyř základních kroků při transportu 

substrátu ABC pumpou přes membránu („Switch“ model). Po navázání substrátu 

dochází k obsazení obou vazebných míst pro ATP (krok 1), což uvolní dostatek 

energie k tvorbě zavřeného dimeru nukleotid vážících domén (NVD) a změně 

konformace proteinu tak, že se vazebná kapsa (původně přístupná z cytoplazmy) 

otevře směrem do periplazmy a navázaný substrát se uvolní (krok 2). Následně 

probíhá hydrolýza ATP a protein se přepne směrem do cytoplazmy (krok 3), 

po uvolnění ADP vzniká otevřený dimer NVD a celý cyklus se může opakovat (krok 

4). Převzato z [34]. 

 

Z důvodu prevence zpětného přenosu substrátů do buněk fungují ABC 

proteiny jako tzv. „molekulární diody“. To znamená, že pokud z nějakého důvodu 

nedojde ke snížení afinity vazebného místa k substrátu při otevření vazebné kapsy 

do periplazmy (nebo se substrát z ní neuvolní), dojde k zablokování proteinu v této 

konformaci [33]. K přepnutí proteinu nedochází také v případě, že koncentrace 

transportované látky vně buňky je tak vysoká, že se substrát naváže i do místa 

se sníženou afinitou. Byla dokonce identifikována aminokyselina, která se na tomto 

mechanismu jednosměrného transportu podílí [33]. 
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Hydrolýza ATP pravděpodobně není pro samotný transport substrátu nutná, 

stačí energie uvolněná při vazbě ATP do vazebné kapsy dimeru tvořeného NVD. 

Stejně tak zřejmě není zapotřebí obsadit obě vazebné kapsy nukleotid trifosfátem (je 

možné že i vazba jednoho ATP stačí ke stabilizaci zavřeného dimeru NVD) a 

při vazbě ATP do obou vazebných míst nemusí vždy docházet k hydrolýze obou 

navázaných ATP [31, 34]. Stechiometrie transportu se tedy může u různých ABC 

transportérů lišit. Předpokládá se, že primární je hydrolýza ATP navázaného 

na NVD2, která je vyžadována pro přepnutí proteinu [8].  

Vazebná kapsa ABC proteinů je flexibilní a dostatečně velká na to, aby 

mohlo dojít k vazbě různých substrátů i k jejich kotransportu [10]. Uvnitř kapsy se 

nachází množství aromatických a hydrofobních aminokyselin, takže ke stabilizaci 

navázaného substrátu je využito van der Waalsových sil [27], ale také negativně 

nabitých aminokyselin, které mohou neutralizovat pozitivně nabité substráty [10, 

27]. Navíc nemusí docházet k vazbě substrátů pouze z cytosolu, ale ABC proteiny 

mohou zachytit substráty už při průchodu membránou přímo z vnitřního listu 

membrány [27], takže se nežádoucí látky vůbec nedostávají dovnitř do buněk a tyto 

pumpy tak představují vysoce efektivní první obrannou linii buněk proti chemickému 

stresu [17]. 

1.2.1.2 Sekundárně aktivní membránové transportéry - Major facilitators 

superfamily (Superrodina MFS) 

Další skupiny proteinů, které se podílejí na obraně buněk transportem široké 

škály strukturně a funkčně rozdílných látek z buněk, nezískávají energii k jejich 

transportu z hydrolýzy ATP (jako ABC proteiny), ale využívají elektrochemického 

gradientu protonů (případně jiných látek) přes membránu buněk (obr. 1-5). Tyto 

transportéry umožňují vstup protonů do buněk, přičemž energie získaná jejich 

přenosem je dostatečná k transportu jiných látek ven z buněk, jedná se tedy 

o sekundárně aktivní membránové transportní proteiny.  

Existují nejméně tři větší rodiny proteinů, jejichž členové se nespecializují 

na transport konkrétní látky: MFS (major facilitator superfamily), RND (Resistance-

Nodulation-Division) a SMR (small multidrug resistance) rodiny. RND proteiny se 

nacházejí u prokaryot i eukaryot a mají rozličné fyziologické funkce. Není jich 

mnoho a nejsou příliš prozkoumané. Proteiny z rodiny SMR se nacházejí pouze 

v prokaryotických buňkách. Jsou to nejmenší nespecifické transportní proteiny, které 
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se skládají ze čtyř transmembránových α helixů a málo výrazné domény umístěné 

mimo membránu, pracují jako dimery. [27] 

 

Obr. 1-5 Schematické znázornění primárně a sekundárně aktivních MDR 

transportérů. 

 

 Superrodina MFS proteinů zahrnuje více než 350 transportérů z bakterií i 

eukaryotických organismů, které zprostředkovávají uniport, symport nebo antiport 

cukrů, peptidů, iontů, organických kyselin a léků [35, 36]. Patří sem také všechny 

hexózové transportéry u S. cerevisiae [2]. Fylogeneticky zahrnuje superrodina MFS 

17 rodin, které se navzájem liší typem přenášených substrátů i směrem jejich přenosu 

[36]. Pouze dvě rodiny sdružují antiportéry protonů a různých chemických látek, 

DHA14 (drug:H
+
 antiporter) a DHA 12 [36]. 

 Proteiny z těchto dvou rodin se stavbou podobají ABC proteinům tím, že také 

obsahují dvě TMD po šesti (nebo sedmi) α helixech, které tvoří vazebnou kapsu 

pro substrát v membráně, nemají však hydrolytické NVD, obě TMD jsou propojené 

pouze cytoplazmatickou kličkou [37]. MFS transportéry jsou tvořeny 400 – 800 

aminokyselinami a mají velikost mezi 45 – 90 kDa [17]. Proteiny z rodiny DHA14 

mají 14 transmembránových  helixů, DHA12 jich má stejně jako většina ABC 

proteinů 12 [36].  

 Transport protonů a dalších látek je zřejmě prostorově oddělený, tyto 

transportéry fungují zřejmě na podobném principu jako ABC pumpy jen s jiným 
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zdrojem energie. Usnadnění difuze protonu vede ke konformační změně a otevření 

vazebné kapsy extracelulárním směrem a následnému uvolnění transportované látky 

snížením afinity vazebné kapsy. Pak dojde k uvolnění protonu a transportér se vrátí 

do původní konformace s kapsou otevřenou vnitrobuněčným směrem a s vysokou 

afinitou k transportované látce [27]. 

1.3 Membránový potenciál 

Při transportu iontů (nebo nabitých molekul) přes membránu vzniká na obou 

stranách membrány rozdílné napětí. Tento rozdíl je v buněčné biologii označován 

jako membránový potenciál (Δ), který je záporný uvnitř buněk. Vytváření a 

udržování membránového potenciálu je pro všechny živé buňky zcela esenciální 

proces, právě existence membránového potenciálu je základním poznávacím znakem 

každé živé buňky. U kvasinkových buněk jsou je membránový potenciál tvořen 

především tokem protonů (H
+
) a draselných iontů (K

+
). 

U kvasinek je hlavním generátorem membránového potenciálu primárně 

aktivní transmembránový protein H
+
-ATPáza (Pma1p). Tato protonová pumpa 

využívá energii z hydrolýzy ATP k exportu protonů přes plazmatickou membránu, 

čímž největší měrou přispívá k existenci a udržování membránového potenciálu. 

Tím, že generuje elektrochemický gradient protonů přes membránu, přispívá také 

k vnitřní pH homeostázi [38]. Pumpa Pma1p tvoří zhruba 10-20 % všech 

membránových proteinů u kvasinek [39]. Právě její aktivace (např. přidáním glukózy 

k buňkám) [40] či inhibice (přidáním známého inhibitoru 2-deoxy-D-glukózy) [41] 

se projeví především změnou hodnoty membránového potenciálu (hyperpolarizací či 

depolarizací) doprovázenou změnou vnitrobuněčného pH. Hodnotu membránového 

potenciálu a vnitřního pH mohou ovlivňovat také různé chemické stresory, nejvíce 

pak ionofory a protonofory. 

1.4 Fenomén mnohočetné lékové rezistence (MDR)  

Přítomnosti nadměrného množství proteinů z rodiny ABC a/nebo MFS 

v membránách buněk je připisován vznik fenoménu nazvaného mnohočetná léková 

rezistence, MDR (z anglického multidrug resistance). Buňky při něm vykazují 

vysokou odolnost vůči širokému spektru strukturně a funkčně odlišných léčiv a je 

jednou z hlavních příčin selhání léčby infekcí způsobených patogenními 
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mikroorganismy či selhání léčby nádorových onemocnění. Buňka se dokáže bránit 

proti chemickému stresu různými způsoby (viz kapitola 1.5.1), nicméně MDR 

pumpy hrají v buněčné obraně exkluzivní roli.  

Původním úkolem těchto pump bylo především ochránit buňku 

před toxickým stresem způsobeným jednak vlastními toxickými meziprodukty či 

odpadními látkami, jednak cizorodými látkami obsaženými ve vnějším okolí. Vlivem 

evoluce však tato buněčná reakce na stres (a tedy výhoda) v některých případech 

vyústila v nadměrnou expresi těchto pump, což způsobilo, že některé buňky 

(patogenní mikroorganismy nebo rakovinné buňky) mohou být vysoce odolné vůči 

léčbě antibiotiky, antimykotiky, chemoterapeutiky či jinými léky [27]. Tato 

rezistence bývá také často důsledkem nadměrného plošného a dlouhodobého 

používání antibiotik a antimykotik [12]. 

U kvasinek je vznik mnohočetné lékové rezistence spjat především s PDR 

rodinou ABC proteinů. Proteiny plné délky z této rodiny jsou až na výjimky 

o velikosti 160 kDa a oproti ostatním rodinám z ABC superrodiny mají obrácenou 

stavbu, tj. (NVD-TMD)2 [10, 28] (obr. 1-6). PDR pumpy se často nachází 

v rigidnějších místech membrány, která jsou bohatá na ergosterol a sfingolipidy, tj. 

v mikrodoménách [28]. 

 

Obr. 1-6 Schematické znázornění topologie PDR proteinů. NVD nukleotid vážící 

doména, TMD transmembránová doména složená ze šesti α-helixů, hydrolýza ATP 

probíhá za spolupráce obou NV domén. Vytvořeno podle [28]. 

 

U lidí jsou známy proteiny z rodiny PDR pouze poloviční délky [10] a 

za vznik mnohočetné lékové rezistence je zodpovědná především nadprodukce        

P-glykoproteinu, což je první objevený a nejprozkoumanější MDR protein vůbec. 
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Právě jeho nadměrná exprese u rakovinných buněk snižuje účinnost léčby 

chemoterapeutiky až u 40 % nádorů [27].  

Fylogeneticky se PDR proteiny dají rozdělit do 8 klastrů označených A-H, 

klastr H je rozštěpen na podskupiny H1 (a ten ještě na H1a a H1b) a H2, takže se 

někdy uvádí celkový počet 10 klastrů [28]. Klastr A se někdy označuje jako 

Pdr5p/10p/15p, klastr D jako Snq2p/Pdr12p, klastr E jako Aus1p/Pdr11p
§
, všechny 

tyto klastry obsahují proteiny kvasinek výhradně z rodiny Saccharomycotina [10, 28, 

42]. Mezi jednotlivé klastry je rozděleno:  

(1) 10 proteinů kvasinky S. cerevisiae (4 pumpy v klastru A, 3 proteiny 

v klastru D, 2 transportéry v klastru E a 1 protein v klastru F),  

(2) 5 proteinů kvasinky K. lactis (2 pumpy v klastru A, 2 transportéry v klastru 

D a 1 protein v F klastru) a  

(3) 7 proteinů kvasinky C. albicans (5 pump v klastru A, 1 protein v klastru D a 

1 transportér v klastru F) [10, 43].  

Předpokládá se, že proteiny klastru E fungují jako cholesterolové importéry a jsou to 

jediné kvasinkové PDR transportéry, které zprostředkovávají transport do buněk a ne 

ven. Proteiny z klastru F jsou jediné konzervované u mnoha testovaných 

kvasinkových druhů (jako jediný obsahuje zástupce z více než 6 různých druhů 

kvasinek) [28] a pouze u proteinů z tohoto klastru jsou obě NVD symetrické. 

U většiny ostatních proteinů je u NVD1 silně konzervován ABC podpis (ABC1) 

zatímco u NVD2 jsou to Walker A2, Walker B2 motivy a pro-, Q a H kličky [10] 

(viz obr. 1-3). 

Podle míry zachovaných aminokyselinových sekvencí je zřejmé, že 

membránový helix 2 je důležitý pro transport a rozpoznávání substrátu a podílí se 

na tvorbě vazebné kapsy, oproti tomu helix 10 se nejvíce liší napříč různými PDR 

proteiny, takže se předpokládá, že nemá funkci při transportu substrátů, ale tvoří 

spíše vnější část vazebné kapsy [28]. 

1.4.1 Transportéry Saccharomyces cerevisiae 

Genetický kód kvasinek S. cerevisiae obsahuje 31 genů kódujících ABC 

proteiny [28], z čehož nejvíce transportérů (9 proteinů plné délky a 1 poloviční) 

spadá do rodiny PDR [20].  

                                                 

§
 V jiných publikacích lze nalézt i jiné členění/označení klastrů: A Pdr12p, B Snq2p, C 

Pdr5p/10p/15p [43], jsou to však pouze různé terminologie, homologie proteinů zůstává zachována.  
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Jedním z prvních identifikovaných PDR transportérů, které způsobují 

rezistenci vůči velkému množství látek, je protein ScSnq2p, nazvaný podle toho, že 

způsobuje rezistenci buněk vůči mutagenu 4-nitroquinoline N-oxidu (NQO) [35]. 

Tento 169 kDa protein se podílí také na toleranci buněk ke kovovým iontům, jako 

jsou Na
+
, Li

+
 a Mn

2+
 [44, 45].  

Nejvíce a nejlépe prozkoumaným PDR proteinem je ScPdr5p, homologní 

s ScSnq2p (37 % identita, 50 % podobnost [46]), který byl objevený před více než 25 

lety [47]. Tento 160 kDa velký protein se nejvýrazněji podílí na vzniku MDR 

u kvasinek S. cerevisiae a vykazuje ještě širší spektrum exportovaných látek 

než ScSnq2p. Působí např. jako translokáza lipidů (např. fosfatidyletanolaminu) 

z vnitřního do vnějšího listu membrány, je to tedy flopáza [48]. Tento protein nebyl 

nikdy krystalizován, ale jeho předpokládaná struktura byla namodelována v rámci 

studie [49]. Exprese obou pump (ScPdr5p i ScSnq2p) je regulována dvěma 

transkripčními faktory ScPDR1 a ScPDR3 a jejich exprese může být indukována 

různým typem stresu, např. teplotním šokem nebo chemickým stresem [50]. Oba se 

také podílí na exportu kovových iontů [45] a estradiolu (a dalších sterolů) ven 

z buněk či do vnějšího listu membrány [51]. 

Dalšími blízkými homology ScPdr5p proteinu jsou ScPdr10p a ScPdr15p 

(více než 66 % a 74 % identita s ScPdr5p), které spolu s ním patří do klastru A a jsou 

exprimovány především při buněčném stresu [20, 44], jako je např. snížení pH, 

přítomnost slabých kyselin, zvýšení osmolarity nebo při hladovění [44]. Jejich 

exprese je řízena také transkripčními faktory ScPDR1 a ScPDR3 stejně jako 

u ScPdr5p [52]. Existuje předpoklad, že proteiny ScPdr5p a ScPdr15p vznikly 

při zdvojení celého genomu (WGD) z jednoho prapůvodního proteinu, zatímco 

ScPdr10p vznikl po WGD nezávisle [43]. Pumpa ScPdr15p se (stejně jako ScPdr5p) 

podílí na udržení lipidové asymetrie membrány transportem fosfatidyletanolaminu a 

pravděpodobně také odstraňuje poškozené lipidy z membrány [48], dále se podílí 

na rezistenci vůči některým substrátům ScPdr5p (např. chloramfenikolu) [44]. Jeho 

exprese je podobně jako u ScPdr5p závislá na růstové fázi, ale zatímco ScPdr5p je 

přítomen pouze v membránách buněk v exponenciální fázi růstu (tj. v přítomnosti 

glukózy v médiu), ScPdr15p je aktivní především u buněk v diauxické a 

postdiauxické fázi, tedy po vyčerpání glukózy [44, 53]. Přidání glukózy 

k hladovějícím buňkám znovu stimuluje expresi pumpy ScPdr5p [53]. 
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Nejbližší homolog proteinu ScSnq2p je ScPdr12p, který s ním sdílí téměř 

60 % sekvenční identitu [44] (a 37 % identitu s ScPdr5p [24]). Tento transportér se 

výrazně podílí na rezistenci buněk vůči slabým organickým kyselinám jako je 

kyselina octová, sorbová, benzoová nebo propionová, které se běžně používají jako 

konzervační látky pro potraviny. Jeho exprese je řízená jak přítomností těchto 

kyselin v okolí buněk, tak snížením vnitrobuněčného pH, případně i změnou 

osmolarity [44]. 

Protein ScPdr16p je i se svým homologem ScPdr17p (49 % identita, 75 % 

podobnost) regulován pouze transkripčním faktorem ScPDR1 [54]. Protein ScPdr16p 

patří do rodiny přenašečů fosfatidylinositolu, jehož přesun mezi membránami 

v buňkách zprostředkovává [55]. Pracuje jako dimer a fosfatidylinositol se 

pravděpodobně váže přímo do jeho vazebné kapsy [56]. Jeho přítomnost v buňkách 

zvyšuje jejich odolnost vůči azolovým léčivům, naopak jeho nepřítomnost vede 

k hromadění prekurzorů syntézy ergosterolu (např. lanosterolu či skvalenu) 

v membránách buněk [54, 55]. Z toho vyplývá, že protein ScPdr16p pravděpodobně 

ovlivňuje některý z enzymů syntetické dráhy ergosterolu, což může být i Erg11p, 

který je cílem právě azolových sloučenin (viz kapitola 1.6.2), případně se může 

podílet na přesunu sterolů a meziproduktů biosyntetické dráhy ergosterolu mezi 

membránami či mezi komplexy příslušných enzymů [55]. Spekuluje se také o jeho 

signální roli o složení plazmatické membrány, především obsahu sterolů [56]. 

Protein ScPdr17p se spolu s ScPdr16p podílí na procesu syntézy lipidů a možná také 

transportu lipidů do plazmatické membrány
**

, stejně se podobá transportérům 

fosfatidylinositolu, ale kromě něj umožňuje přesun také fosfatidylserinu [55]. Delece 

obou těchto proteinů vede ke zvýšení citlivosti buněk vůči širokému spektru léčivých 

látek, což je nejspíše důsledkem odlišného složení plazmatické membrány (tj. 

zvýšení obsahu meziproduktů syntetických drah ergosterolu a/nebo lipidů a snížení 

obsahu ergosterolu v plazmatické membráně), které umožňuje lepší difuzi léčiv 

do buněk [54]. Při deleci proteinu ScPdr16p může jeho funkci převzít právě jeho 

homolog ScPdr17p [55]. 

Také protein ScPdr18p ovlivňuje složení plazmatické membrány (stejně jako 

ScPdr16p a ScPdr17p). Jeho exprese je regulována mimo jiné transkripčním faktorem 

                                                 

**
 U obou těchto proteinů není zcela jasná jejich lokalizace. Jejich funkce je spjatá 

s transportem mezi membránami, takže se mohou vyskytovat jak v endoplazmatickém retikulu, 

lipidových váčcích, tak u plazmatické membrány [55]. 
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ScPDR3 a delece genu pro ScPdr18p způsobuje zvýšenou akumulaci meziproduktů 

biosyntetické dráhy ergosterolu (jako jsou lanosterol, skvalen a další) a snížení 

obsahu ergosterolu v plazmatické membráně, což je doprovázeno i poklesem 

membránového potenciálu buněk. Jeho přítomnost naopak vede ke zvýšené odolnosti 

buněk vůči xenobiotikům a dvojmocným kovovým iontům jako je Cd
2+

, Mn
2+

, Cu
2+

 

nebo Zn
2+

. Předpokládá se tedy, že hraje roli přímo při inkorporaci ergosterolu 

do plazmatické membrány. [57] 

Nejlépe charakterizovaným MRP proteinem kvasinek S. cerevisiae je 

ScYor1p, který byl identifikován jako transportér zodpovědný za rezistenci buněk 

vůči oligomycinu [20]. Je to zřejmě jediný MRP protein nacházející se v plazmatické 

membráně buněk [23] a je považován společně s pumpami ScPdr5p a ScSnq2p 

za hlavního původce mnohočetné lékové rezistence (MDR) u kvasinek S. cerevisiae. 

Substráty ScYor1p tvoří především anionty [39]. Substrátové specifity všech tří 

hlavních MDR pump se do značné míry překrývají (např. v případě itrakonazolu či 

flukonazolu) a exprese proteinu ScYor1p je řízena stejnými transkripčními faktory 

jako ScPdr5p, ScSnq2p, ScPdr10p a ScPdr15p [52]. Protein ScYor1p je také flopázou 

pro fosfatidyletanolamin [28]. 

Další transportní protein kvasinek S. cerevisiae z rodiny MRP je ScYcf1p, 

který se na rozdíl od výše zmíněných nenachází v plazmatické membráně ale 

v membráně vakuol, kde transportuje ionty těžkých kovů navázané na glutathion S 

[20, 44], takže jeho nadprodukce v buňkách je příčinou jejich zvýšené odolnosti vůči 

kadmiu (ale také arsenu či antimonu). Je možné, že hraje roli i při apoptóze buněk 

[23]. Vakuolární MRP pumpou homologní s ScYcf1p je pumpa ScBpt1p, která se 

také podílí na odstraňování kadmia z cytosolu buněk a také může transportovat 

glutathion a jeho konjugáty [23]. 

Kvasinky S. cerevisiae exprimují ještě vakuolární MRP pumpu ScYbt1p, 

která transportuje žlučové kyseliny a látky podobné detergentům do lumenu vakuoly, 

čímž se pravděpodobně také podílí na ochraně buněk před toxickým stresem [23]. 

Kvasinky S. cerevisiae mají čtyři zástupce z MDR rodiny, z nichž 

nejvýznamnější postavení má první objevený kvasinkový ABC protein ScSte6p, 

který transportuje feromon α-faktor ven z buněk. Tento membránový protein je 

homologní s lidským P-glykoproteinem [44], ale nepodílí se na vzniku mnohočetné 

lékové rezistence [24]. Ostatní tři proteiny se nacházejí v membráně mitochondrií. 

Zatímco protein ScMdl1p odstraňuje z mitochondrií peptidy, které vznikají 
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při proteolýze membránových proteinů z vnitřní membrány mitochondrií a může hrát 

roli i při odolnosti buněk vůči oxidativnímu stresu, role jeho homologu ScMdl2p 

zůstává nejasná [23]. Posledním zástupcem MDR rodiny u kvasinek S. cerevisiae je 

transportér poloviční délky (na rozdíl od předchozích tří) Atm1p, který jako 

homodimer exportuje Fe/S proteiny z mitochondriální matrix [20, 23, 44].  

Zástupce ABC importérů u S. cerevisiae představují pumpy ScAus1p a 

ScPdr11p (homology pump ScSnq2p a ScPdr12p). Tyto pumpy transportují 

cholesterol, ergosterol a další steroly do buněk, takže jsou nezbytné při anaerobním 

růstu, kdy si buňky nejsou schopny samy syntetizovat steroly [19, 24, 43]. 

 Genom S. cerevisiae obsahuje geny pro 28 MFS transportérů [58], z nichž jen 

některé se v menší míře podílejí na vzniku MDR. Např. ScAtr1p způsobuje 

rezistenci na aminotriazol [35].  

1.4.2 Transportéry Kluyveromyces lactis 

Nejprozkoumanější PDR pumpou u kvasinek K. lactis je KlPdr5p objevená 

v roce 2001. Tato 172 kDa pumpa je z 63,8 % identická s ScPdr5p, z 62,8 % 

identická s ScPdr15p a z 59,5 % identická s ScPdr10p [59]. Oproti ScPdr5p je její 

transkripce regulována jediným transkripčním faktorem KlPDR1 (Drobná et al., 

2008). Přítomnost pumpy KlPdr5p v membránách buněk zvyšuje jejich rezistenci 

vůči oligomycinu (jako ScYor1p), rhodaminu a azolovým antimykotikům [59, 60]. 

Genom K. lactis kóduje ještě dva proteiny podobné pumpám KlPdr5p a ScPdr5p, 

z nichž jeden je zřejmě homolog ScSnq2p a druhý zřejmě homolog ScPdr15p [61], 

jejich příspěvek k rezistenci buněk však nebyl dosud zkoumán. 

Dalším objeveným proteinem, který má svůj podíl na zvýšené odolnosti 

kvasinkových buněk K. lactis je KlPdr16p. Tento protein je z 66 % podobný 

ScPdr16p a pravděpodobně se také angažuje při syntéze ergosterolu, protože jeho 

odstranění vede k hromadění lanosterolu a snížení obsahu ergosterolu v membránách 

buněk [62]. Ovlivněním složení membrány může KlPdr16p měnit pasivní difuzi látek 

přes membránu. Přítomnost tohoto proteinu v buňkách zvyšuje jejich odolnost vůči 

azolům, oligomycinu, NQO a alkalickým iontům [62]. I tento protein je regulován 

jediným transkripčním faktorem KlPDR1, i když v menší míře než KlPdr5p [63]. 

V těchto kvasinkách byl dále identifikován protein KlYbt1p, vakuolární ABC 

transportér [61], jehož konkrétní funkce v těchto kvasinkách není doposud známá. 
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Genom kvasinky K. lactis dále obsahuje geny pro homology proteinů 

ScPdr12p (KlPdr12p), ScYor1p, ScYcf1p či ScAtm1p, nebyly však identifikovány 

geny pro proteiny podobné ScPdr11p nebo Aus1p [61]. Role těchto homologních 

proteinů zatím nebyla blíže studována. 

 Byly identifikovány dva MFS transportéry, které se podílí na exportu 

xenobiotik z buněk K. lactis, protein KlKnq1p, jehož substrátem jsou např. NQO, 

bifonazol nebo ketokonazol [64], a protein KlTpo1p, který transportuje polyaminy 

[63]. 

1.4.3 Transportéry Candida albicans 

Kvasinky Candida albicans mohou exprimovat až 28 ABC proteinů plné 

délky, což je velmi podobné množství jako u S. cerevisiae, a 95 MFS proteinů [28, 

65]. U těchto kvasinek se PDR proteiny označují jako CDR (z anglického Candida 

drug resistance). Genom C. albicans obsahuje 9 ABC pump z rodiny PDR, z čehož 7 

má plnou délku [8, 28]. 

U kvasinek C. albicans byly identifikovány 4 proteiny homologní s ScPdr5p a 

tedy i KlPdr5p [66]. První identifikovaný a nejvýznamnější 170 kDa velký protein 

byl označen jako CaCdr1p (56 % identita a 76 % podobnost s ScPdr5p, 42 % 

identita s ScSnq2p a 53,8 % identita s KlPdr5p [49, 59, 67]). Tento protein odstraňuje 

z buněk velké množství různých látek včetně azolových sloučenin či steroidů [28, 

44], čímž se právě jeho nadprodukce stává hlavní příčinou mnohočetné lékové 

rezistence u kvasinek C: albicans. Podobně jako ScPdr5p je i CaCdr1p flopázou 

pro membránový lipid fosfatidyetanolamin [44]. Jeho zvýšená exprese je pozorována 

u buněk v hýfové fázi růstu a může být také vyvolána stresem (jako u ScPdr5p) [68]. 

Tento transportér může navíc fungovat i jako protonová pumpa, čímž snižuje 

u některých látek průnik do buněk, pokud je závislý na pH [24]. 

Pumpa CaCdr2p je z 84 % identická s CaCdr1p a je také spojována se 

vznikem MDR [8, 24]. Pumpa CaCdr2p je opět fosfolipidovou flopázou [24]. 

Některé substráty pump CaCdr1p a CaCdr2p mohou tlumit transport fosfolipidů 

těmito pumpami, což dokládá, že vazebná místa pro fosfolipidy a jiné substráty 

ve vazebné kapse těchto pump se překrývají [24]. Oproti početné skupině substrátů 

pumpy CaCdr1p nebylo dosud identifikováno mnoho substrátů či inhibitorů pumpy 

CaCdr2p [69]. 
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Proteiny CaCdr3p (56 % identita s CaCdr1p, 55% identita s CaCdr2p) a 

CaCdr4p nehrají roli při vzniku mnohočetné lékové rezistence. Protein CaCdr3p je 

exprimován jen v určité fázi životního cyklu buněk, pravděpodobně je flipázou, ale 

jeho funkce zatím nebyla blíže objasněná [17], protein CaCdr4p je stejně jako 

CaCdr1p a CaCdr2p fosfolipidovou flopázou [28]. 

Protein CaPdr16p je homologem proteinu ScPdr16p (54 % identita, 68 % 

podobnost) a shodně s ní také patří do rodiny přenašečů fosfatidylinositolu [70]. Jeho 

delece vede až k dvojnásobnému snížení rezistence buněk C. albicans vůči účinkům 

azolů [70]. Společně s pumpami CaCdr1p a CaCdr2p bývá také nadprodukován 

v buňkách rezistentních klinických izolátů C. albicans, protože je regulován stejným 

transkripčním faktorem jako tyto pumpy [71].  

U těchto kvasinek byly dále identifikovány homology proteinů ScSnq2p [66], 

ScYor1p, vakuolárních pump ScYcf1p a ScBpt1p a všech tří identifikovaných 

mitochondriálních proteinů ScMdl1p, ScMdl2p a ScAtm1p [8] (viz tabulka 1-2). 

Buňky C. albicans navíc exprimují proteiny CaCdr11p, CaHst6p, pravděpodobný 

transportér feromonu a-faktoru a protein CaMlt1p, který transportuje 

fosfatidylcholin do vakuol a podílí se na virulenci těchto kvasinek [8]. 

Na mnohočetné lékové rezistenci buněk C. albicans se vedle ABC pump 

CaCdr1p a CaCdr2p výrazně podílí i MFS transportér označovaný jako CaMdr1p. 
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 Název Rodina Lokalizace Funkce 

S
a

cc
h

a
ro

m
yc

es
 c

er
ev

is
ia

e 

ScSte6p MDR plazm. membrána sekrece feromonu α 

ScPdr5p PDR plazm. membrána obrana proti toxickému stresu 

ScPdr10p PDR plazm. membrána obrana proti toxickému stresu 

ScPdr11p PDR plazm. membrána import sterolů do buněk 

rostoucích anaerobně 

ScPdr12p PDR plazm. membrána obrana proti slabým kyselinám 

ScPdr15p PDR plazm. membrána obrana proti toxickému stresu 

ScPdr17p PDR endoplazmatické 

retikulum 

role při syntéze fosfolipidů 

ScPdr18p PDR plazm. membrána transport a inkorporace 

ergosterolu do membrány 

ScYbt1p MRP membrána vakuol detoxifikace buněk 

ScAus1p PDR plazm. membrána import sterolů do buněk 

rostoucích anaerobně 

S
. 

ce
re

vi
si

a
e/

 
K

. 
la

ct
is

/ 
C

. 
a
lb

ic
a
n
s 

Snq2p PDR plazm. membrána obrana proti toxickému stresu 

Pdr16p PDR endoplazmatické 

retikulum/váčky 

přenašeč fosfatidylinositolu, 

role při syntéze ergosterolu 

Yor1p MRP plazm. membrána obrana proti toxickému stresu 

Ycf1p MRP membrána vakuol detoxifikace buněk (ionty 

těžkých kovů) 

Atm1p MDR membrána 

mitochondrií 

export Fe/S proteinů 

z mitochondrií 

K
. 

la
ct

is
 KlPdr5p PDR plazm. membrána obrana proti toxickému stresu 

KlPdr12p PDR plazm. membrána neznámá 

KlYbt1p MRP membrána vakuol neznámá 

C
a
n
d
id

a
 a

lb
ic

a
n
s 

CaCdr1p PDR plazm. membrána obrana proti toxickému stresu 

CaCdr2p PDR plazm. membrána obrana proti toxickému stresu 

CaCdr3p PDR plazm. membrána flipáza 

CaCdr4p PDR plazm. membrána flopáza fosfolipidů 

CaCdr11p PDR plazm. membrána neznámá 

CaMlt1p MRP membrána vakuol import fosfatidylcholinu 

CaHst6p MDR plazm. membrána transport feromonu a-faktor  

S
. 
ce

re
vi

si
a
e/

 

C
. 
a

lb
ic

a
n
s Mdl1p MDR membrána 

mitochondrií 

transport peptidů 

z mitochondrií 

Mdl2p MDR membrána 

mitochondrií 

neznámá 

Bpt1p MRP membrána vakuol detoxifikace buněk 

Tabulka 1-2 Přehled ABC transportérů kvasinek Saccharomyces cerevisiae, 

Kluyveromyces lactis a Candida albicans. Červeně jsou zvýrazněny proteiny, které 

jsou studovány v disertační práci. 
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1.5 Léčba kvasinkových infekcí a mnohočetná léková 

rezistence 

Klinicky nejvýznamnější roli hraje mnohočetná léková rezistence především 

u podmíněně patogenních kvasinek C. albicans. Při studiu rezistence tohoto druhu 

kvasinek se pro minimalizaci rizika při manipulaci s nimi často provádějí 

experimenty na kvasinkách S. cerevisiae, ve kterých byly heterologně exprimovány 

MDR pumpy z kvasinek C. albicans – především CaCdr1p a CaCdr2p (ale i 

CaMdr1p) [72, 73]. V takových systémech se však (nejen) exprese těchto genů řídí 

metabolismem příjemce [72] a výsledky těchto studií pak nemusí přesně odpovídat 

vlastnostem těchto proteinů v původním organismu. 

Důraz je však kladen také na výzkum přímo na klinických izolátech 

C. albicans získaných od pacientů trpících častými a stále se vracejícími 

kandidózami, jejichž původci jsou rezistentní na užívaná antimykotika (nejčastěji 

azolové sloučeniny). Převážná většina těchto izolátů disponuje zvýšeným množstvím 

MDR pump v membráně, především CaCdr1p i CaCdr2p [69, 74], ale také pumpy 

CaMdr1p [75]. Navíc u nich bývá i zvýšená exprese proteinu CaPdr16p [70] či 

enzymů biosyntetické dráhy [75] včetně CaErg11p [76]. U některých izolátů byly 

zjištěny také bodové mutace enzymů CaErg11p a CaErg3p (shrnuto v [12],[77] a 

[78]).  

Masový rozmach dlouhodobého a opakovaného užívání antibiotik a 

antimykotik, u nichž byly minimalizovány vedlejší účinky na lidské buňky, vedl 

k rostoucí odolnosti patogenních organismů vůči nim [79]. To spolu se zvyšujícím se 

podílem lidí s narušenou imunitou v populaci (předčasně narozené děti, staří lidé, 

pacienti trpící AIDS, lidé po chemoterapii či pacienti užívající imunosupresiva 

po transplantaci) vede k nebývale důležitému cíli překonat rezistenci u patogenních 

mikroorganismů, které mohou způsobit i smrt těchto osob. 

1.5.1 Možnosti buněčné obrany proti lékům 

Kvasinkové buňky (podobně jako ostatní eukaryotní buňky) mají ke své 

ochraně proti cizorodým látkám (včetně léků) více možností. Mohou aktivně snížit 

vnitrobuněčnou koncentraci těchto látek tím, že cíleně pozmění složení membrány 

(či buněčné stěny), aby byla pro tyto látky méně propustná, omezí aktivní transport 

xenobiotika do cytosolu nebo nadprodukují proteiny, které transportují léky ven 
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z buněk (např. MDR pumpy). Dále snižují účinnost léků tak, že zvýší produkci 

proteinů/enzymů, které jsou cílem daného léčiva, či je modifikují tak, aby se jejich 

aktivita zvýšila nebo/a jejich afinita k danému léku maximálně snížila (obr. 1-7). 

Navíc může být buněčná ochrana ještě posílena tím, že je léčivo deaktivováno 

v cytosolu pomocí enzymatického aparátu či transportováno do organel, a společně 

s tím buňky také často zintenzivní opravu DNA. [27, 67, 77, 80] 

 

Obr. 1-7 Schematické znázornění čtyř hlavních příčin rezistence kvasinek vůči 

lékům. Vytvořeno podle [67].  

 

Většina výše zmíněných ochranných opatření je účinná pouze vůči úzkému 

spektru léčivých látek, proto aktivní odstraňování pomocí MDR pump, které 

transportují stovky různých chemických sloučenin ven z buněk a tím mohou vést až 

k mnohočetné lékové rezistenci, tolik vyniká mezi ostatními možnostmi. 

Mnohočetná léková rezistence nejvíce komplikuje jak léčbu rakoviny, tak 

léčbu infekcí způsobených patogenními mikroorganismy, v případě kvasinek se pak 

nejčastěji jedná o kandidózy. Mnoho léků (od peptidů, steroidních hormonů, 

přes azoly, antibiotika a antimykotika až po chemoterapeutika) je tvořeno poměrně 

malými lipofilními planárními molekulami, takže mohou procházet membránou 
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do buněk [27]. Většina z nich je však substrátem hlavních kvasinkových MDR pump 

(ScPdr5p, ScSnq2p, KlPdr5p, CaCdr1p a CaCdr2p), takže jejich vnitrobuněčná 

koncentrace je aktivně snižována a tím se redukuje i jejich účinnost. Nejen z tohoto 

důvodu je znalost substrátové specifity jednotlivých MDR transportérů stále v centru 

vědecké i lékařské pozornosti. 

1.5.1.1 Nespecifický transport zprostředkovaný MDR proteiny - vazebná kapsa 

Proč však vede nadprodukce některých pump k mnohočetné lékové 

rezistenci? Z jakého důvodu je jejich substrátová specifita tak málo omezená? 

Vzhledem k tomu, jak široké spektrum nesourodých látek jsou schopny MDR 

pumpy transportovat, nebylo dosud možné identifikovat specifické chemické 

vlastnosti látek, které by předem určovaly, zda bude sloučenina substrátem pumpy či 

nikoliv. Při zkoumání rozpoznávání jednotlivých substrátů ScPdr5p a jejich 

vlastností byla objevena významná role celkového povrchu transportovaných 

molekul, optimální velikost transportovaných substrátů je mezi 200 a 225 Å
3
 

(minimálně však 90 Å
3
), a schopnost substrátů tvořit vodíkové vazby [81]. Zřejmě 

však již není tolik podstatná samotná hydrofobicita látek či jejich schopnost ionizace 

[81]. Je možné, že hydrofobicita substrátů je spjatá s velikostí molekul, tj. čím je 

molekula větší, tím je většinou i více hydrofobní, a proto požadavek na velikost 

molekul může být primární a zahrnovat v sobě také jejich hydrofobicitu. Malé 

molekuly navíc rychle difundují přes membránu, větší procházejí pomaleji, čímž se 

zvyšuje šance jejich zachycení ve vazebné kapse přímo z membrány a mohou tedy 

být exportovány MDR pumpou efektivněji. U CaCdr1p jsou preferované substráty 

často rozvětvené aromatické sloučeniny, které tuto podmínku splňují [28].  

Obecně je jako vysvětlení velmi široké substrátové specifity přijímán 

předpoklad, že ABC proteiny (konkrétně jejich TMD) tvoří v membráně velkou 

hydrofobní vazebnou kapsu, ve které se nachází množství vazebných míst, která se 

mohou i překrývat a lišit v afinitě k jednotlivým substrátům, případně se 

do jednotlivých vazebných míst mohou vázat odlišné substráty a být i společně 

transportovány [8, 19, 27, 31, 34]. Tento předpoklad potvrzují také výzkumy 

na hlavním lidském MDR transportéru P-glykoproteinu, kde se předpokládá až 7 

odlišných vazebných míst ve vazebné kapse [49, 79]. Vazebná kapsa pumpy 

CaCdr1p obsahuje nejméně tři vazebná místa [28, 82], jedno pro rhodamin 6G 
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(R6G) a azoly (itrakonazol, ketokonazol, mikonazol)
††

, jiné místo pro flukonazol a 

pravděpodobné další pro iodoarylazidoprazosin [28, 83]. Pomocí cílených 

jednobodových mutací bylo zjištěno, že vazebnou kapsu CaCdr1p tvoří 

aminokyseliny z helixů 1, 3 a 6 z jedné TM domény a z helixů 7, 9, 11 a 12 z druhé 

TMD
‡‡

 [79]. Helix 4 se vůbec nepodílí na vazbě substrátů, zatímco helix 10 je 

součástí vazebné kapsy pouze v otevřené konformaci proteinu [79]. Vazebná kapsa 

je také tvořena převážně hydrofobními a aromatickými aminokyselinami, proto má 

větší afinitu k hydrofobním než k hydrofilním látkám [8, 79].  

U pumpy ScPdr5p se již od roku 1996 předpokládalo více vazebných míst 

ve vazebné kapse [84]. Sledováním akumulace radioaktivně značených substrátů 

chloramfenikolu a tritylimidazolu (TI) v buňkách bylo za pomoci série relativně 

jednoduchých strukturně podobných substrátů zjištěno, že jde o nejméně 3 vazebná 

místa, do jednoho se váže chloramfenikol, do jiného TI a existuje nejméně jedno 

další [81]. Klotrimazol (Clo) je schopný úplně kompetitivně inhibovat transport 

chloramfenikolu a méně výrazně blokovat i transport tritylimidazolu, z čehož 

vyplývá, že některé substráty se mohou vázat do více vazebných míst (případně 

s lišící se afinitou) nebo se některá vazebná místa mohou překrývat [81]. 

V následující studii byla místa označena jako 1, 2 a 3, přičemž místo 1 bylo 

charakterizováno výtokem fluorescenční sondy R6G, místo 2 výše zmíněným 

radioaktivně značeným TI. S použitím jiné série jednoduchých substrátů bylo 

ukázáno, že substráty místa 1 mají většinou tři skupiny akceptorů vodíkové vazby 

(donory elektronového páru), nebo alespoň dva donory elektronového páru a jednu 

elektronegativní skupinu na aromatickém kruhu, která umožňuje elektrostatické 

interakce mezi substrátem a místem 1, substrátům místa 2 stačí mít jednu skupinu 

akceptoru vodíkové vazby [85]. Následující výzkumy však ukázaly na substráty 

místa 1, které nesplňují ani jedno z uvedených pravidel, takže nelze souhrnně 

definovat, jaké jednoznačné vlastnosti má substrát vazebného místa 1 [86]. Podobně 

jako u chloramfenikolu způsobuje klotrimazol koncentračně závislou inhibici 

transportu R6G, která je kompletní po přidání 40 μM Clo [85]. Podle vzájemného 

ovlivnění transportu modelových substrátů míst 1 a 2 se zdá, že se nachází v těsné 

                                                 

††
 Potvrzeno pomocí zjištěné kompetice R6G s azoly [82]. 

‡‡
 V jiné publikaci je uváděno, že vazebnou kapsu tvoří helixy 1, 2 a 11 na jedné straně a 

na druhé helixy 4, 5 a 8 [8]. Tyto výsledky vycházejí ze série 250 jednobodových mutací proteinu 

CaCdr1p. 
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blízkosti, takže substráty vazebného místa 1 mohou obsadit či stericky ovlivnit i 

vazebné místo 2 [85], nebo snad dokonce místo 1 zahrnuje i vazebné místo 2 [86]. 

Klotrimazol navíc inhibuje ATPázovou aktivitu pumpy ScPdr5p, což ale překvapivě 

nepřeruší transport tímto proteinem, stejný účinek má i TI [26]. Jako jediný se ani 

do místa 1 ani do místa 2 neváže tetrabutylcín (TBT), takže definuje vazebné místo 3 

ve vazebné kapse ScPdr5p, které má zřejmě nároky na hydrofobicitu substrátu [86]. 

Metodou výtoku sondy R6G byly identifikovány jako další substráty vážící se 

do místa 1 2-(metyl-trityl-amino) etanol (MTAE) a 2-(chloro-etyl)-metyl-tritylamin. 

Detekcí koncentračně závislé úplné inhibice transportu značeného TI byly nalezeny 

další substráty vážící se do místa 2 (např. tritylamin) [86].  

U ostatních kvasinkových MDR pump však nebyly tak podrobné studie 

provedeny, takže jejich vazebná kapsa není ani zdaleka tak detailně zmapována. 

1.5.2 Možnosti překonání mnohočetné lékové rezistence 

Strategií, jimiž lze překonat mnohočetnou lékovou rezistenci u lidských 

patogenů bez zásahu do genetického kódu buněk, je několik. Nejjednodušší možností 

je zvýšení dávek antimykotika tak, že vstup kvantitativně převýší aktivní výstup [42]. 

Tím se však bohužel zintenzivní i nežádoucí vedlejší účinky na lidské buňky a tato 

metoda nemusí vždy vést k vyléčení pacienta. 

Další cestou je snaha vyvinout nová léčiva, která nebudou MDR pumpami 

transportována. Nejčastěji se přistupuje k modifikacím již používaných účinných 

léků, které jsou známými substráty některé MDR pumpy. Při těchto úpravách však 

často ztrácí nově vyvinuté látky svůj léčebný účinek, nehledě na to, že většina buněk 

obsahuje více MDR transportérů, které nemusí mít stejné substrátové preference 

[27]. Vývoj nového účinného léku je navíc časově i finančně značně náročný a 

metody, jimiž lze otestovat, zda jsou nová léčiva substrátem MDR pump, jsou velmi 

omezené. Z tohoto důvodu je žádoucí hledat nejen nové účinné látky, ale také nové 

metody, jimiž lze ověřit, že tyto látky nebudou transportovány MDR pumpami ven 

z buněk [87]. Vzhledem k tomu, že v případě vnitrobuněčných cílů většiny léčiv má 

buňka více možností jeho zneškodnění (viz kapitola 1.5.1 a obr. 1-7), nadějnými 

kandidáty na antimykotika jsou povrchově aktivní látky, které působí na buněčnou 

stěnu a membránu a nemusí tedy proniknout až do buněk [88]. 

Pokud bychom však chtěli k léčbě použít známé léčivo, které je substrátem 

přítomné MDR pumpy, bez nutnosti zvyšování jeho dávek pacientovi, můžeme 
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využít tzv. kombinované terapie. Při tomto postupu se podá lék společně s další 

látkou, která způsobí zablokování exportu léčiva MDR transportérem (nazýváme ji 

tedy inhibitorem), čímž dojde ke zvýšení vnitrobuněčné koncentrace účinného léku 

[27, 88]. Inhibitory mohou blokovat výstup léčiva z buněk jednak tím, že jsou také 

substrátem pumpy a soutěží (kompetují) tak s léčivem o transport pumpou, nebo 

zablokují činnost MDR pump přímou interakcí s proteinem či nepřímo ovlivní jeho 

blízké lipidní okolí. Inhibitor nemusí mít nutně antifungální vlastnosti, jeho hlavní 

příspěvek k léčbě spočívá především v inhibici aktivního odstraňování léčiva MDR 

pumpami [89]. Známými inhibitory/substráty pumpy ScPdr5p jsou enniatin B nebo 

farnesol, u pumpy CaCdr1p je to také enniatin B nebo jeho analog beauvericin, který 

inhibuje i činnost CaCdr2p. Pro účinnou kombinovanou terapii lze použít např. 

běžně používaná antimykotika jako je ketokonazol či itrakonazol společně 

s beauvericinem [87]. 

Jinou možností zastavení transportu léčiva z buněk je vyčerpání ATP, které 

poskytuje energii k transportu ABC pumpami [42], avšak stresory vedoucí 

k vyčerpání ATP mohou působit i na buňky pacienta. 

1.6 Způsob účinku chemických stresorů (modulátorů, 

inhibitorů a substrátů)  

Jak již bylo několikrát zmiňováno, je známo velké množství substrátů 

hlavních MDR pump různých kvasinkových druhů (Pdr5p, Snq2p, Cdr1p, Cdr2p), ať 

už jsou to antibiotika či antimykotika, ionofory (CCCP, enniatin, beauvericin), 

fluorescenční substráty (rhodamin 6G, rhodamin 123, rhodamin B, nile red,           

diS-C3(3)), ale stejně tak i fyziologické substráty jako steroidy nebo lipidy [28, 52, 

90, 91]. Zatímco u některých substrátů/inhibitorů jsou známé informace o jejich 

způsobu účinku, cílových enzymech nebo afinitě k vazebným místům ve vazebné 

kapse MDR pump, vyhledávání látek s potenciálem inhibovat tyto pumpy je stále 

v centru nejen lékařské pozornosti.  

1.6.1 Látky způsobující vyčerpání ATP  

Omezení či zastavení činnosti pump závislých na energii z hydrolýzy ATP je 

možné dosáhnout použitím 2-deoxy-D-glukózy (2-DG). Jedná se o malou molekulu, 

která je analogem D-glukózy, a hojně se používá jako glykolytický inhibitor [41, 92]. 
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2-DG vstupuje do glykolýzy, kterou však zastavuje po třetí reakci a inhibuje enzym 

hexokinázu [92] a tím kompetitivně blokuje i činnost enzymu fosfoglukoizomerázy 

[93]. Jejím působením tak dochází k postupnému vyčerpání buněčných zásob ATP 

[41]. K vyčerpání ATP se mohou používat i inhibitory mitochondriální H
+
-ATPázy 

jako je např. oligomycin. 

1.6.2 Antimykotika (azolové sloučeniny) 

Mezi nejběžněji používaná antimykotika v lékařské praxi obecně patří 

azolové sloučeniny, kromě klotrimazolu je to ketokonazol, mikonazol, flukonazol a 

itrakonazol. Azoly byly objeveny koncem 60. let minulého století a během 

uplynulých více než 40 let zažívá jejich používání velký rozmach a jsou stále 

vyvíjeny nové varianty [94]. Tyto sloučeniny patří mezi tzv. fungistatika, tj. do určité 

výše jejich koncentrace v okolí jsou kvasinkové buňky schopné přežívat, ale dojde 

k zastavení jejich růstu a rozmnožování [88].  

Azolová antimykotika jsou syntetické látky se shodným základním 

mechanizmem účinku. Všechny azoly narušují biosyntézu ergosterolu (obr. 1-8), 

nejdůležitějšího strukturního sterolu plazmatické membrány kvasinek, tím, že 

inhibují enzym spojený s cytochromem P450 14α-lanosterol demetylázu (Erg11p), 

což je klíčový enzym této dráhy v kvasinkách [42, 95]. Jeho inhibice vede 

k zastavení buněčného růstu [88] a následkem přerušení syntézy ergosterolu dochází 

jednak k postupnému vyčerpání ergosterolu z plazmatické membrány [42], jednak 

k hromadění sterolových meziproduktů v buňkách a buněčných membránách [74, 88, 

96]. Obě tyto skutečnosti mohou mít za následek zvýšení propustnosti membrány 

pro další léčiva i její větší náchylnost k poškození [96].  

Azolové sloučeniny můžeme podle struktury rozdělit na deriváty imidazolu 

(klotrimazol, ketokonazol, mikonazol, bifonazol) a deriváty triazolu (itrakonazol, 

flukonazol). Starší imidazolové sloučeniny mají komplexnější účinek na buňky, 

jejich vyšší koncentrace mohou působit přímo na buněčnou membránu, inhibují i 

některé enzymy spojené s membránou nebo biosyntézu lipidů [96, 97]. Jejich vazba 

na Erg11p je navíc méně specifická a mohou tak napadat i jiné enzymy spojené 

s cytochromem P450 [97]. Novější triazolové sloučeniny jsou selektivnější a jsou 

pomaleji metabolizovány, takže mají zanedbatelný vliv na syntézu sterolů lidského 

organizmu [98] a minimální výskyt vedlejších nežádoucích účinků [94]. Proto se 
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pro léčbu systémových mykóz volí hlavně triazolové sloučeniny a imidazoly se 

používají převážně pouze k lokálním aplikacím [94]. 

 

Obr. 1-8 Azoly narušují syntetickou dráhu ergosterolu. Biosyntetická dráha 

ergosterolu v kvasinkách (A) s vyznačenými významnými enzymy a její vedlejší 

dráha při inhibici enzymu Erg11p účinkem azolů (červeně) (B). Vytvořeno podle [99, 

100]. 

 

Imidazolové deriváty první generace jsou dodnes hojně využívané 

v dermatologii a gynekologii. Klotrimazol je složkou krémů proti kožním mykózám 

(jako je Aknecolor nebo Canesten) a tablet užívaných pro léčbu vaginálních 

kandidóz (např. Candibene) [94, 101], mikonazol se v 70. letech minulého století 

pravidelně používal i k léčbě systémových mykóz, dnes je však již překonán 

modernějšími triazolovými sloučeninami a používá se formou gelů (např. Daktarin) 

či tablet především proti povrchovým a slizničním mykózám [94]. Také deriváty 

imidazolu druhé generace mají své místo při léčbě dermatologických a 

gynekologických onemocnění způsobených kvasinkami. Šampony proti lupům (např. 

Nizoral) obsahují ketokonazol a krémy na kožní či nehtové mykózy (např. Canespor 

nebo Mycospor) zase bifonazol [94, 101]. 
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Triazolová antimykotika jsou označována jako třetí generace azolových 

derivátů [94]. Flukonazol s minimem vedlejších účinků dodnes vykazuje dobré 

výsledky při léčbě kožních i slizničních infekcí, itrakonazol s širším spektrem 

účinku
§§

 se používá jak na kožní mykózy, tak ve formě tablet při léčbě mykóz sliznic 

či vnitřních orgánů [101]. Od konce 80. let jsou nejvyužívanějšími (azolovými) 

léčivy právě flukonazol a itrakonazol
***

 pro jejich schopnost bezpečně a efektivně 

léčit lokální a systémové houbové infekce bez velkých vedlejších účinků [12, 102].  

Díky intenzivnímu a plošnému používání azolových sloučenin došlo 

k dlouhodobému vystavení patogenních organismů jejich účinkům, což významnou 

měrou přispělo ke zvýšenému výskytu rezistentních kmenů nejen u kvasinek [79]. 

Kvasinkové buňky si v reakci na azoly vyvinuly vysoce účinné obranné mechanismy 

(obr. 1-7). Kromě (1) nadměrné exprese MDR pump, které aktivně odstraňují azoly 

z buněk, kvasinky také (2) nadměrně exprimují právě cílový enzym azolů Erg11p 

nebo (3) ho cíleně jednobodově mutují tak, aby se výrazně snížila jeho afinita 

k vazbě azolů [28, 42, 74], případně (4) pozmění biosyntetickou dráhu ergosterolu 

(obr. 1-8A) tak, aby nevznikaly vedlejší toxické produkty této dráhy [12, 103, 104]. 

U některých buněk kvasinek C. albicans odolných vůči účinkům azolů byla také 

zjištěna mutace enzymu Erg3p, při jehož dysfunkci buňky hromadí netoxický 

meziprodukt vedlejší syntetické dráhy ergosterolu 14α-metylfekosterol (viz obr. 1-

8B) [88, 103, 104]. Předchozí studie navíc ukázaly, že ketokonazol může díky přímé 

interakci s transkripčním faktorem ScPdr1p stimulovat expresi některých PDR 

proteinů (ScPdr5p a ScPdr15p) [9], ale také enzymů syntetické dráhy ergosterolu 

(Erg3p a Erg11p) [88], takže dlouhodobé vystavení buněk jeho účinkům u nich 

indukuje vznik MDR a snižuje tak jeho účinnost.  

Azoly jsou známé substráty hlavních MDR pump ScPdr5p a KlPdr5p ale také 

CaCdr1p [39, 60, 63, 72-74, 105, 106] (a také lidského P-glykoproteinu [107]), ale 

u pumpy CaCdr2p se informace o jejich transportu rozcházejí v závislosti 

na použitých kmenech kvasinek [73, 108]. Některé azoly jsou také substráty MFS 

proteinů, konkrétně proteinu CaMdr1p [88]. Předpokládá se, že jejich vazebné místo 

je hluboko uvnitř vazebné kapsy MDR pumpy [79]. 

                                                 

§§
 Itrakonazol účinkuje proti širokému spektru kvasinkových a houbových druhů, často se 

používá v případech, kdy selže léčba flukonazolem [94]. 

***
 Itrakonazol se používá méně na systémová onemocnění, protože jeho vstřebávání je 

závislé na kyselém prostředí v žaludku, takže se těžko dosahuje potřebné účinné koncentrace [94,102]. 
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1.6.3 Ionofory 

Ionofory jsou látky, které dokáží prostoupit membránou při současném 

přenosu iontů. Tím jednak narušují iontovou homeostázu buněk (i permeabilitu 

buněčné membrány pro daný typ iontů), jednak ovlivňují membránový potenciál 

buněk [109].  

Látkou s ionoforickými vlastnostmi je známý mykotoxin enniatin, který je 

produkovaný plísněmi rodu Fusarium [110]. Do rodiny enniatinů patří i látka 

beauvericin (větší analog enniatinu), která byla prvně identifikována jako produkt 

houby z rodu Beauveria a je také (stejně jako enniatin) produkována plísněmi rodu 

Fusarium [111]. Enniatin i beauvericin se tedy často vyskytují jako kontaminanty 

kukuřice, pšenice a ječmenu, které jsou těmito plísněmi napadeny [110, 111]. Obě 

látky jsou cyklické hexadepsipeptidy s antibiotickými účinky [111, 112] a působí 

jako ionofory s vysokou selektivitou pro jednomocné, zejména draselné, ionty [110, 

112]. Beauvericin může transportovat ionty alkalických kovů [111], tvořit 

v membránách kanály selektivní pro kationty [110] a značně narušuje hladinu také 

vápníku v buňkách
†††

 [87]. Jak beauvericin, tak enniatin jsou lipofilní molekuly, a 

proto se snadno inkorporují do buněčných membrán, kde vytvářejí dimerní struktury 

propustné pro ionty, čímž narušují jejich fyziologickou rovnováhu [112]. 

Po průchodu plazmatickou membránou mohou tyto ionofory prostoupit až do vnitřní 

mitochondriální membrány a zkratovat tak mitochondriální membránový potenciál 

důsledkem vtoku K
+
 do mitochondriální matrix, čímž dochází k inhibici respirace 

spojené se syntézou ATP [112]. 

Enniatin je známým netoxickým (kompetitivním) inhibitorem
‡‡‡

 a současně 

také substrátem pumpy ScPdr5p a CaCdr1p, nikoliv však pumpy ScSnq2p a 

CaCdr2p [69, 90, 113, 114] (také viz příloha 3). Bylo dokázáno, že beauvericin 

blokuje činnost


 obou pump CaCdr1p a CaCdr2p [87] a dokonce i činnost lidského 

P-glykoproteinu v lidských rakovinných buňkách [115]. Jeho kombinované přidání 

s mikonazolem vedlo ke zvýšení citlivosti buněk C. albicans k jeho účinkům a to i 

u klinických izolátů, které jsou rezistentní vůči flukonazolu [116]. Tyto skutečnosti 

                                                 

†††
 Přítomnost beauvericinu v buňkách vede ke zvýšení vnitrobuněčné koncentrace vápníku a 

tím i ke vzniku oxidativního stresu, který může být předzvěstí buněčné smrti [87]. Přesné příčiny 

zvýšené hladiny Ca
2+

 v buňkách ani zdroj vápenatých iontů však nejsou dosud zcela objasněny. 

‡‡‡
 Blokuje výtok rhodaminu 123 nebo odstraňování fluorescenční sondy diS-C3(3) 

z kvasinkových buněk. 
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poukazují na jeho výrazný potenciál k použití v rámci kombinované terapie s běžně 

používanými antimykotiky, ale také chemoterapeutiky u lidských buněk.  

1.6.4 Signální molekula - modulátor aktivity MDR pump 

Hlavní signální molekula kvasinek C. albicans farnesol byla identifikována 

jako modulátor
§§§

 MDR pump ScPdr5p, CaCdr1p a CaCdr2p (nikoliv 

CaMdr1p)[117]. Tento seskviterpenový alkohol, který se přirozeně vyskytuje 

v esenciálním oleji některých rostlin a který je prekurzorem při syntéze sterolů 

v kvasinkách, byl objeven jako první tzv. „quorum sensing“ molekula 

u  eukaryotního organismu [118]. Jeho akumulace při vysoké buněčné hustotě 

kvasinek C. albicans blokuje morfologickou přeměnu kvasinkové formy 

na vláknitou [118], tvorbu biofilmů [119], inhibuje syntézu proteinů a translaci [120] 

a může indukovat apoptózu [117]. 

Tato látka je vhodná pro kombinovanou terapii např. s flukonazolem či 

itrakonazolem [119] a právě její synergická funkce s běžně používanými 

antimykotiky představuje efektivní možnost léčby kandidóz při použití netoxických 

koncentrací obou látek [117]. 

1.7 Fluorescenční sondy pro sledování aktivity MDR pump 

Substráty a inhibitory MDR pump lze identifikovat několika málo metodami. 

Kromě radioaktivního značení látek (substrátů) a následného sledování jejich 

akumulace v buňkách s aktivními MDR pumpami (jako např. v [51, 74, 81]), se často 

využívají i fluorescenční sondy, které jsou také často substrátem těchto pump.  

1.7.1 Rhodaminová barviva 

Ke sledování aktivity MDR pump je nejdéle používána potenciometrická 

sonda rhodamin 6G (R6G), která je aktivně odstraňována pumpami ScPdr5p [84], 

KlPdr5p [60] a také CaCdr1p a CaCdr2p [72, 73]. Metoda je založená na tom, že 

sonda je držena membránovým potenciálem uvnitř buněk a pokud je substrátem 

sledované MDR pumpy, je aktivně odstraňována z buněk. 

Buňky se před měřením 1-2 hodiny inkubují se sondou a nechají se 

vyhladovět většinou přidáním 2-deoxy-D-glukózy (případně jen odmytím média a 

                                                 

§§§
 Inhibuje transport rhodaminu 6G z buněk [117]. 
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inkubací v pufru bez přítomnosti glukózy). Jinými slovy u buněk dojde úplnému 

vyčerpání ATP, takže pumpy nemohou exportovat sondu ven a to má za následek 

zvýšenou akumulaci R6G uvnitř buněk. Poté je sonda odmyta z vnějšího média a 

k buňkám se přidá glukóza [84]. Po dodání energie se aktivují přítomné MDR pumpy 

a dochází k výtoku sondy ven z buněk. Následně je možné pomocí fluorescenční 

flow cytometrie nebo fluorescenční mikroskopie sledovat zbývající akumulaci sondy 

v buňkách [60, 90, 121], případně pomocí spektrofluorimetrie sledovat vzrůstající 

signál fluorescence rhodaminu z okolního pufru [84]. Různé modifikace metody 

zahrnují v rámci přípravy ještě např. omývání studeným pufrem (0 °C) a další 

manipulaci s buňkami desítky minut před samotným měřením [60, 90]. 

Při vyhledávání inhibitorů pump touto metodou jsou buňky inkubovány 

předem s testovanou látkou, a pokud nedochází po přidání glukózy k buňkám 

s akumulovanou sondou R6G k jeho zvýšenému výtoku ven z buněk (a je tedy 

detekováno více fluorescence z opůsobených buněk oproti kontrole bez opůsobení), 

tak je testovaná látka inhibitorem. Pokud je inhibitor přidán až po glukóze v průběhu 

experimentu, je vidět postupné snižování transportu sondy ven z buněk [84]. Tímto 

způsobem byly testovány substráty ScPdr5p např. v rámci studií [84] a [85] a tuto 

metodu lze úspěšně použít i s fluorescenční sondou rhodaminem 123, jak byly 

identifikovány např. inhibitory pumpy ScPdr5p enniatin B a D [90]. Rhodamin 123 

je stejně jako R6G substrátem jak pumpy ScPdr5p [84], tak pumpy CaCdr1p [72]. 

1.7.2 Potenciometrická fluorescenční sonda diS-C3(3) 

Také potenciometrická fluorescenční sonda diS-C3(3) je substrátem MDR 

pump a fluorescenční metoda (diS-C3(3) assay) vyvinutá týmem doc. Gáškové 

využívá vlastností této sondy ke sledování jak membránového potenciálu buněk 

kvasinek, tak aktivity MDR pump přítomných v jejich membráně. 

Tato kladně nabitá redistribuční sonda je lipofilní, takže snadno prochází 

do buněk, do nichž je navíc tažena jejich záporným membránovým potenciálem. 

Pomocí změny vnitrobuněčné akumulace sondy tedy můžeme sledovat změny 

membránového potenciálu v reálném čase in vivo bez nutnosti (časově ani jinak) 

náročné přípravy buněk [122]. 

Charakteristickou vlastností této sondy je její reverzibilní vazba 

na cytosolické komponenty po jejím vstupu do buněk. Tato vazba je doprovázena 

posunem maxima a intenzity fluorescence (max a Imax) sondy (viz obr. 1-9A). 
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Fluorescenční spektrum volné sondy má maximum na vlnové délce 569 nm, 

při vazbě sondy dochází k posunu polohy tohoto maxima do červené oblasti spektra 

až o 13 nm a ke zvýšení kvantového výtěžku fluorescence [122]. Při vhodné volbě 

poměru koncentrací buněk a sondy, může tento posun názorně odrážet aktuální 

změny membránového potenciálu [122, 123]. Časovou závislost polohy maxima 

fluorescence sondy λmax nazýváme „barvicí křivkou“ (obr. 1-9B) [124], proto 

fluorescenční metoda sledování akumulace fluorescenční sondy diS-C3(3) v buňkách 

někdy označuje jako metoda barvicích křivek.  

Vstup sondy do kvasinkových buněk probíhá až do dosažení dynamické 

rovnováhy, tj. do vyrovnání koncentrací volné sondy vně a uvnitř buněk (v řádech 

minut). Ustavení rovnováhy mezi volnou a vázanou sondou uvnitř buněk je takřka 

okamžité. Pronikání sondy do buněk je ale zpomaleno buněčnou stěnou, takže je 

dosaženo dynamické rovnováhy během 20-30 minut v závislosti na její tloušťce a 

propustnosti [122, 123, 125]. 

 

Obr. 1-9 Vstup potenciometrické fluorescenční sondy diS-C3(3) do buněk je 

doprovázen posunem polohy maxima její fluorescence do červené oblasti 

spektra. (A) Změny emisních parametrů fluorescence sondy diS-C3(3) po jejím 

navázání na cytosolické komponenty. Fluorescenční spektrum volné sondy (zelená) a 

vázané sondy (červená). (B) Časová závislost posunu polohy maxima fluorescence 

sondy λmax po jejím přidání k suspenzi kvasinkových buněk, tzv. barvicí křivka. 

Rovnovážná hodnota λmax odráží velikost membránového potenciálu buněk (pokud 

nejsou přítomny MDR pumpy v membráně). 

 

Už v roce 1999 vznikla hypotéza, že sonda diS-C3(3) může být substrátem 

MDR pump a v roce 2002 bylo potvrzeno, že je skutečně transportována hlavními 

pumpami kvasinek S. cerevisiae [125]. V další studii bylo dokázáno, že sondu 
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aktivně odstraňují z buněk pumpy ScPdr5p a ScSnq2p ale nikoliv ScYor1p [126]. 

Právě toto zjištění umožnilo modifikaci metody ke sledování účinků různých látek, 

chemických stresorů, a to jak na membránový potenciál, tak na aktivitu těchto dvou 

pump. 

Touto fluorescenční metodou bylo již na začátku testování zjištěno, že změny 

membránového potenciálu nemají vliv na aktivitu pump, a stejně tak naopak platí, že 

přítomnost pump v membráně buněk nemá vliv na velikost jejich membránového 

potenciálu [126]. Navíc bylo ukázáno, že membránový potenciál se u starších buněk 

postupně snižuje [125, 126].  

Následně bylo touto metodou dokázáno, že na aktivitu pump ScPdr5p a 

ScSnq2p má zásadní vliv, v jaké růstové fázi se buňky nacházejí, respektive, kolik 

živin zbývá v růstovém médiu [126-128]. Toto pozorování bylo potvrzeno i jinými 

studiemi, kde bylo zjištěno, že u starších buněk již nedochází k expresi některých 

PDR pump [53], nicméně pumpy mohou být znovu exprimovány po přidání glukózy 

a živin k buňkám [127]. 

Přidání chemického stresoru k buňkám může vést ke změně jejich 

membránového potenciálu (k hyperpolarizaci či depolarizaci buněk) nebo k inhibici 

transportu sondy sledovanou MDR pumpou (z různých příčin). Důležité však je 

rozeznat tyto změny od barvení permeabilizovaných buněk. Pokud jsou v suspenzi 

permeabilizované buňky, sonda se naváže na uvolněné cytosolické komponenty 

v médiu, takže poloha maxima fluorescence sondy se posune do vyšších vlnových 

délek
****

 [129] podobně jako v případě inhibice transportu sondy MDR pumpami 

nebo při hyperpolarizaci. Za účelem rozlišení těchto případů byl vyvinut 

diagnostický postup detekce množství permeabilizovaných buněk v měřeném 

vzorku. K testované suspenzi buněk je na konci měření přidáván tzv. CD koktejl 

[113]. Jedná se o kombinaci dvou látek, protonoforu CCCP (karbonylkyanid             

3-chlorofenylhydrazon) a inhibitoru H
+
-ATPázy DM-11 (2-dodekanoyloxyetyl-

dimetylamonium chlorid), která vede ke „zkratování“ membránového potenciálu 

živých buněk. Po přidání CD koktejlu k živým buňkám dochází k rychlému posunu 

fluorescenčního maxima do modré oblasti (většinou kolem 570-572 nm) a 

detekujeme výrazný a rychlý pokles polohy maxima v barvicích křivkách. Pokud 

                                                 

****
 V důsledku přítomnosti vázané sondy vně buněk se poloha maxima fluorescence sondy 

diS-C3(3) z média posouvá do červené oblasti spektra, v základním uspořádání experimentu 

detekujeme z okolí buněk pouze signál volné sondy a příspěvek vázané sondy pochází z živých buněk. 
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jsou však buňky účinkem stresoru permeabilizované (mrtvé), k žádnému takovému 

poklesu nedochází. Pokud je pozorován jen částečný pokles, dá se odhadnout 

množství mrtvých buněk ve vzorku [130].  

Při inhibici transportu sondy může mít testovaný stresor vliv přímo na protein 

či jeho těsné lipidní okolí (je tedy inhibitor MDR pumpy) nebo může být substrátem 

pumpy, jedná se tedy o kompetitivní inhibici transportu sondy, anebo stresor způsobí 

vyčerpání ATP a dojde k vypnutí pump v důsledku nedostatku pohonné energie 

exportu. Při vhodné volbě stresorů, doplňkových experimentů a jejich kombinace 

můžeme v některých případech přesně stanovit, jaká je příčina inhibice transportu 

sondy, kterou detekujeme metodou barvicích křivek (diS-C3(3) assay). Ukázkovým 

příkladem je komplexní studie účinku alkoholů na ScPdr5p a ScSnq2p [130]. 

Touto metodou byly určeny inhibitory (v některých případech i substráty) 

pumpy ScPdr5p, které nemají vliv na membránový potenciál, jako je FK506, enniatin 

B nebo rapamycin [113], dále substrát ScPdr5p, který ovlivňuje velikost 

membránového potenciálu benzalkonium chlorid, nebo povrchově aktivní látky, jako 

oktenidin dihydrochlorid, které nemají vliv na činnost pump, ale depolarizují 

buněčnou membránu a často i permeabilizují buňky [131]. 

Dále se mírnou modifikací metody barvicích křivek dá zkoumat, zda je 

inhibice transportu sondy trvalá, tj. inhibitor se např. pevně naváže na protein a 

znemožní tak jeho správnou funkci i poté, co je odstraněn z okolního prostředí. 

Reverzibilita vazby se zkoumá pomocí odmytí inhibitoru, který necháme 

před měřením na buňky působit. Takto bylo prokázáno, že zatímco inhibice pomocí 

FK506 je trvalá, tzn. pumpa ScPdr5p není schopna exportovat sondu ani 

po odstranění FK506 z okolního média, činnost pump ScPdr5p i ScSnq2p se 

po opůsobení a následném odmytí alkoholů o různé délce řetězce (propanol - 

hexanol) téměř plně obnoví [130]. 

Na našem pracovišti bylo navíc v rámci bakalářské práce dokázáno, že 

fluorescenční sonda diS-C3(3) je substrátem také lidské MDR pumpy                       

P- glykoproteinu [132], což ukazuje na její potenciál do budoucna, kdy bude možné 

pomocí fluorescenční diS-C3(3) metody k vyhledávání inhibitorů a substrátů přímo 

na lidských buňkách. V současné době se metoda používá i na modelovém 

organismu Candida albicans nejen u nás, ale i v laboratoři v Polsku, kde bylo 

zjištěno, že sonda diS-C3(3) je substrátem i pro pumpy CaCdr1p a CaCdr2p, ale 

nikoliv pro CaMdr1p[114].  
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V rámci této disertační práce jsme metodu modifikovali, abychom ji mohli 

použít na novém modelovém organismu Kluyveromyces lactis. Navíc jsme pomocí 

zavedení nové veličiny umožnili porovnat vliv stresorů (azolů a dalších látek) 

na transport sondy pumpami Pdr5p dvou druhů kvasinek. Využitím sondy diS-C3(3) 

jako modelového substrátu v kombinaci se substráty jednotlivých vazebných míst 

ve vazebné kapse pumpy ScPdr5p jsme detailně prozkoumali obě vazebné kapsy, 

tedy jak ScPdr5p, tak KlPdr5p z hlediska jejich velikosti, počtu vazebných míst i 

vazby konkrétních substrátů. Ověřili jsme si, že metoda lze dobře použít také 

pro sledování vlivu delecí jiných genů na velikost membránového potenciálu 

kvasinek K. lactis. 

V neposlední řadě jsme pomocí této fluorescenční metody navrhli efektivní 

postup k vyhledávání účinných inhibitorů pump CaCdr1p a CaCdr2p u patogenní 

kvasinky Candida albicans pomocí testování potenciálních látek na pumpách 

ScPdr5p a ScSnq2p nepatogenních kvasinek S. cerevisiae. Tento postup se osvědčil a 

při následném testování na rezistentním klinickém izolátu jsme potvrdili náš 

předpoklad, že účinné inhibitory transportu sondy pumpami ScPdr5p a ScSnq2p jsou 

také inhibitory transportu sondy pump CaCdr1p a CaCdr2p, což má perspektivu 

v možném budoucím lékařském využití našich poznatků. 
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2 Materiál a metody 

2.1  Chemikálie a materiál 

Chemikálie Výrobce Doplňující informace 

Kvasinkový extrakt Serva 

Složky živných prostředí 

pro kultivaci a uchovávání 

kvasinkových kultur 

Bakteriologický pepton Oxoid 

Bakteriologický agar Roth 

D-glukóza Sigma 

Glycerol bezvodý p. a. Lach-Ner 

Hydrogenfosforečnan 

disodný dodekahydrát 

p. a. 

Sigma 

Složky citrát-fosfátového pufru 

Kyselina citrónová 

(bezvodá) 
Penta 

Ketokonazol Sigma 

 

Společné 

substráty 

MDR pumpy 

Pdr5p 
u S. cerevisiae 

a K. lactis 

Itrakonazol Sigma 
 

Bifonazol Sigma 

 

Mikonazol Sigma 

 

Klotrimazol Sigma 
 

Flukonazol Sigma 

 

TI 

Tritylimidazol 
AlfaAesar 

 

MTAE 

2-(metyl-trityl-amino)-

etanol 

Sigma 

 
TBT 

Tetrabutylcín 
Sigma 

 

 

Tabulka 2-1: Přehled použitých chemikálií a materiálu (Část I) 
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Chemikálie Výrobce Doplňující informace 

CCCP 

karbonylkyanid 

3-chlorofenylhydrazon 
Sigma 

 

Protonofor Složky 

diagnostického 

CD koktejlu 
DM-11 

2-dodekanoyloxyetyl-

dimetylamonium chlorid 

Technická 

univerzita 

ve Wroclavi
††††

 

 

Lyzozzomotropní látka 

Inhibitor H+-ATPázy 

diS-C3(3) 
3,3´-dipropylthiokarbocyanin 

jodid 

Fluka 
 

Fluorescenční 

Sondy 

Rhodamin 6G Sigma 

 

Derivát H 
5-izopropyl 2,3-dimetyl 6-metyl-

4-(3-nitrofenyl)-1,4-
dihydropyridin-2,3,5-

trikarboxylát 

Slovenská 

technická 

univerzita 

v Bratislavě
‡‡‡‡

  
Potenciální 

inhibitory 

(modulátory) 

MDR pump 

CaCdr1p a/nebo 

CaCdr2p 

u C. albicans 

a ScPdr5p 

u S. cerevisiae 

Derivát S 
5-izopropyl 3-metyl-2-

(dimetoxymetyl)-6-metyl-4-(3-
nitrofenyl)-1,4-dihydropyridin-

3,5-dikarboxylát 

Slovenská 

technická 

univerzita 

v Bratislavě
†††

  

Derivát 5 
5-izopropyl 3-metyl 2-kyano-6-

metyl-4-(3-nitrofenyl)-1,4-

dihydropyridin-3,5-dikarboxylát 

Slovenská 

technická 

univerzita 

v Bratislavě
†††

  

Derivát 7 
Kyselina 5-izopropoxykarbonyl-

3-metoxykarbonyl-6-metyl-4-(3-

nitrofenyl)-1,4-dihydropyridín-
2-karboxylová 

Slovenská 

technická 

univerzita 

v Bratislavě
†††

  

2-deoxy-D-glukóza Sigma 
 

Inhibitor 

glykolýzy 

Tabulka 2-1: Přehled použitých chemikálií a materiálu (Část II) 

 

                                                 

††††
 Látka DM-11 byla syntetizována v Oddělení chemie (prof. S. Witek) na Technické 

univerzitě ve Wroclavi a darována dr. A. Krasowskou  (Ústav genetiky a mikrobiologie Wroclavské 

univerzity). 

‡‡‡‡
 Deriváty H, S, 5 a 7 byly syntetizovány v Oddělení organické chemie na Fakultě chemické 

a potravinářské technologie Slovenské technické univerzity v Bratislavě a poskytnuty Ing. Petrou 

Olejníkovou z Oddělení biochemie a mikrobiologie Slovenské technické univerzity v Bratislavě. 

http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiX1py3lYPWAhUBOBoKHaFqChQQjRwIBw&url=http://www.bvda.com/en/rhodamine&psig=AFQjCNE-Z_7LjiP3Bc46RBMnvjGLWgVdEw&ust=1504326430250194
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Chemikálie Výrobce Doplňující informace 

Farnesol Sigma 
 

Inhibitory/substráty 

MDR pump 

CaCdr1p a/nebo 

CaCdr2p 

u C. albicans 

a ScPdr5p 

u S. cerevisiae 

Beauvericin 

Cayman 

Chemical 

Company 

 

Enniatin B Sigma 

 

Etanol 

pro UV spektroskopii 
Lachema 

Rozpouštědla 

diS-C3(3),        

rhodamin 6G 

farnesol, beauvericin 

DMF  
(N,N-dimetylformamid) 

pro UV spektroskopii 
Fluka CCCP, TI 

DMSO 
(dimetylsulfoxid) 

Fluka 

azoly, MTAE, 

enniatin B,  

1,4-DHP 

Aceton Fluka TBT 

Destilovaná voda - 
DM-11, D-glukóza, 

2-deoxy-D-glukóza 

BIO LA TEST 

Glukosa liquid 1000 

Pliva-Lachema 

Diagnostika, 

s.r.o. 

Činidlo pro stanovení obsahu glukózy 

v médiu 
Návod použití je uveden na příbalovém letáku 

Tabulka 2-1: Přehled použitých chemikálií a materiálu (Část III)¨ 

 

Zásobní roztoky fluorescenční sondy diS-C3(3), enniatinu B a protonoforu 

CCCP jsme uchovávali při teplotě -18°; roztoky všech ostatních látek při teplotě 4°C. 

2.2 Kultivační média a pufr 

 Kultivační médium YPD   YPD agar 1(2) %  

kvasinkový extrakt 20 g     kvasinkový extrakt 20 g 

Pepton 10 g  Pepton 10 g 

D-glukóza 20 g  Agar 10 (20) g 

destilovaná voda 1000 ml    D-glukóza 20 g 

   destilovaná voda 1000 ml 

 

https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjf972v6b_XAhUGtBoKHTHxCOMQjRwIBw&url=https://www.glentham.com/en/products/product/GK0125/&psig=AOvVaw06-NMu7g_H6sOnnZX6b_JV&ust=1510809186516164
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 10 mM citrát-fosfátový pufr (C-P pufr) 

Na2HPO4 . 12 H2O 3,6 g 

destilovaná voda 1000 ml 

Titrací kyselinou citrónovou jsme nastavili pH C-P pufru na hodnotu pH = 6,0. 

2.3 Kvasinkové kmeny 

 
Kmen Genotyp 

Zdroj 

 Důsledek 

S
a

cc
h

a
ro

m
yc

es
 c

er
ev

is
ia

e AD12 
MATα, pdr1-3, ura3, his1, 

yor1Δ::hisG, snq2Δ::hisG 

Sbírka UCL

 

Absence pump ScYor1p a 

ScSnq2p 

AD13 
MATα, pdr1-3, ura3, his1, 

yor1Δ::hisG, pdr5Δ::hisG 

Sbírka UCL

 

Absence pump ScYor1p a 

ScPdr5p 

AD1-3 
MATα, pdr1-3, ura3, his1, 

yor1Δ::hisG, snq2Δ::hisG, 

pdr5Δ::hisG  

Sbírka UCL

 

Absence pump ScYor1p, 

ScSnq2p a ScPdr5p 

AD1-8 

MAT, pdr1-3, ura3, his1, 

yor1::hisG, snq2::hisG, 

pdr5::hisG, pdr10::hisG, 

pdr11::hisG, ycf1::hisG, 

pdr3::hisG, pdr15::hisG 

Sbírka UCL

 

Absence pump ScYor1p, 

ScSnq2p, ScPdr5p, ScPdr10p, 

ScPdr11p, ScYcf1p a 

ScPdr15p a transkripčního 

faktoru ScPdr3p 

K
lu

yv
er

o
m

yc
es

 l
a
ct

is
 

CK373/1 
MATa uraA1 ade2 Rag

+
 

pKD1
+
, pdr5Δ::kan 

Sbírka UKB

 

Absence pumpy KlPdr5p 

CK373/1 + 

KlPDR5 

MATa uraA1 ade2 Rag
+
 

pKD1
+
, pdr5Δ::kan/KlPDR5 

Sbírka UKB

 

Exprese pumpy KlPdr5p 

z plazmidu 

Klku80Δ 

(CBS2359ku80) 
MATa ku80::loxP 

Sbírka UKB

 

rodičovský kmen 

Klku80Δ pdr16Δ 
MATa ku80Δ::loxP, 

Klpdr16Δ::kanMX 

Sbírka UKB

 

Absence vnitrobuněčného 

proteinu KlPdr16p 

Klku80Δ erg6Δ 
MATa ku80Δ::loxP, 

Klerg6Δ::kanMX 

Sbírka UKB

 

Absence enzymu 

sterol C-24 metyltransferázy 

Tabulka 2-2: Přehled použitých kvasinkových kmenů (Část I) 

 

 

                                                 


 UCL - Université Catholique de Louvain, Faculté des Sciences Agronomiques, Belgium 


 UKB - Univerzita Komenského v Bratislave, Prírodovedecká fakulta, Slovensko 
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Kmen Genotyp 

Zdroj 

 Důsledek 

C
a

n
d

id
a

 a
lb

ic
a

n
s 

Δcdr1 
(DSY 448) 

ura3Δ::imm434/ura3Δ::imm434, 

cdr1Δ::hisG-URA3-hisG/cdr1Δ::hisG 

Sbírka STUB
 

Absence pumpy CaCdr1p 

Δcdr2 
(DSY 653) 

ura3Δ::imm434/ura3Δ::imm434, 

cdr2Δ::hisG-URA3-hisG/cdr2Δ::hisG 
Sbírka STUB

 
Absence pumpy CaCdr2p 

Δcdr1Δcdr2 
(DSY 654) 

ura3Δ::imm434/ura3Δ::imm434, 

cdr1Δ::hisG/cdr1Δ::hisG, 

cdr2Δ::hisG-URA3-hisG/cdr2Δ::hisG 

Sbírka STUB
 

Absence pump CaCdr1p a 

CaCdr2p 

SC5314 URA3/URA3  

Sbírka UKB

 

Standardní kmen citlivý  

na flukonazol 

CY 1123 - 

Sbírka UKB

 

Klinický izolát rezistentní  

na flukonazol  

Tabulka 2-2: Přehled použitých kvasinkových kmenů (Část II) 

2.4 Uchovávání a kultivace kvasinkových kultur 

Všechny zásobní buněčné kultury byly uchovávány při teplotě -80 °C 

v médiu obsahujícím 60 % glycerol, 10 % glukózu, 20 % pepton a 10 % kvasinkový 

extrakt. V případě klinického izolátu CY 1123 médium navíc obsahovalo flukonazol 

v koncentraci 64 g/ml. Z těchto konzerv jsme sterilní kličkou přenesli malé 

množství kvasinek na Petriho misky s 2 % YPD agarem a nechali je růst 24 hodin 

při teplotě 30 °C v inkubátoru Incucell 55. Kultivace buněk klinického izolátu CY 

1123 a standardního divokého kmene SC5314 probíhala při teplotě 37 °C po dobu 

48 hodin. Misky s kulturami kvasinek Saccharomyces cerevisiae byly uchovávány 

v lednici při teplotě 4°C maximálně po dobu jednoho měsíce, misky s kvasinkami 

Kluyveromyces lactis a Candida albicans po dobu 1 týdne. 

Kultivace kvasinkových kultur pro měření probíhala ve dvou krocích. 

Nejprve jsme do 10 ml YPD média (v Erlenmayerově baňce o objemu 50 ml) sterilní 

kličkou přenesli z misky malé množství kvasinek. Buňky jsme aerobně kultivovali 

v reciproké třepací lázni při teplotě 30 °C po dobu 24 hodin. Poté jsme malý objem 

                                                 


 STUB – Slovenská Technická Univerzita v Bratislave, Fakulta Chemickej a Potravinárskej 

Technológie, Slovensko 
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(1 – 10 μl) takto vzniklého inokula
#
 zaočkovali do 10 ml čerstvého média a buňky 

jsme kultivovali v třepací lázni při 30 °C, dokud nedosáhly požadované fáze růstu.  

2.5 Měření růstových křivek a stanovení obsahu glukózy 

v médiu během růstu kvasinek  

Měření růstových křivek
§
 jsme prováděli pomocí spektrofotometrické detekce 

zvyšujícího se zákalu (optické hustoty) buněčné suspenze, tj. OD (z anglického 

optical density). Optickou hustotu jsme měřili na vlnové délce 578 nm (OD578) 

na spektrofotometru Amerschan Biosciences Novaspec III v 1 cm spektroskopických 

kyvetách.  

Pro měření růstových křivek jsme do 10 ml čerstvého YPD média zaočkovali 

takové množství inokula, aby počáteční OD578 kultury bylo přibližně 0,1. Poté jsme 

odečítali hodnoty OD578 narostlé kultury v hodinových intervalech po dobu 40 hodin. 

Vzorky hustších buněčných suspenzí jsme ředili 30 - 50x, aby naměřené hodnoty OD 

nepřekročily hodnotu 0,4, která je horní hranicí lineárního rozsahu přístroje 

Novaspec III.  

Současně s měřením OD buněčné kultury jsme stanovovali také obsah 

glukózy v růstovém médiu YPD pomocí činidla BLT Glukosa Liquid 1000. 

V důsledku chemické reakce činidla s glukózou dochází ke vzniku chinoniminového 

barviva. Intenzita vzniklého růžového zabarvení, která je úměrná koncentraci 

glukózy, se detekuje spektrofotometricky. 

Pro stanovení změn obsahu glukózy v médiu během růstu buněčné kultury 

jsme v hodinových intervalech odebírali 100 μl buněčné suspenze 

do mikrozkumavek typu Eppendorf. Z těchto vzorků jsme po odstředění odebrali 

10 μl supernatantu a přenesli do kyvety s 1 ml činidla BIO LA TEST Glukosa liquid 

1000. Po 20 minutách inkubace jsme přidali 1 ml destilované vody a změřili OD578 

roztoku na absorpčním spektrofotometru Novaspec III.  

                                                 

#
 V případě, že byla během jednoho týdne prováděna série experimentů, bylo toto inokulum 

uchováno v chladničce při 4 °C a opakovaně použito k zaočkování hlavní kultury. 

§
 Růstová křivka je grafické vyjádření průběhu přírůstků počtu buněk v suspenzi 

v pravidelných časových intervalech od zaočkování kultury. 
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2.6 Stanovení velikosti buněk a jejich počtu ve vzorku 

Velikost buněk S. cerevisiae a K. lactis a jejich počet ve vzorku o známé 

hodnotě OD578 jsme stanovovali pomocí zobrazovacího cytometru Vision Cellometer 

(Nexcelom Bioscience). Buňky připravené podle kapitoly 2.4 jsme dvakrát promyli 

destilovanou vodou (2 min, 3000 otáček/min, Megafuge 1.0) a naředili C-P pufrem 

(pH 6) na různé hodnoty OD578 (0,1 – 0,25, Novaspec III). Do počítacích komůrek 

přístroje (speciální mikroskopická sklíčka) jsme umístili 20 μl vzorku a pomocí 

programu, který je součástí zobrazovacího cytometru, jsme stanovili jak průměrnou 

velikost buněk, tak jejich počet ve vzorku.  

2.7 Testy citlivosti kvasinkových buněk k chemickým 

stresorům založené na sledování inhibice jejich růstu 

2.7.1 Zónový test (Disk-diffusion assay)  

 Tato standardně používaná metoda umožňuje stanovit antifungální účinnost 

testované látky, tj. citlivost buněk k ní, pomocí velikosti inhibiční zóny, oblasti 

bez viditelného růstu buněk. Inhibiční zóna se vytvoří díky difuzi látky aplikované 

na papírový terčík umístěný na agarovém médiu s buňkami po 48 hodinové inkubaci. 

Velikost zóny závisí na tom, jak účinná je látka při inhibici růstu buněk. 

 Inhibiční účinnost látky může být samotnými buňkami výrazně snížena díky 

jejímu aktivnímu odstraňování z buněk MDR pumpami, pro které je látka 

substrátem. Tato skutečnost činí metodu velmi populární při stanovení substrátové 

specifity MDR pump. Z rozdílné velikosti inhibičních zón, které vzniknou po přidání 

látky k buňkám majícím a postrádajícím MDR pumpu, lze totiž snadno usuzovat 

na to, že látka je substrátem dané pumpy (jako příklad je ukázána látka 

benzalkonium chlorid na obrázku 2-1). V disertační práci byly pomocí zónových 

testů identifikovány substráty pumpy KlPdr5p u kvasinek Kluyveromyces lactis a 

také substráty pump ScPdr5p a ScSnq2p u kvasinek Saccharomyces cerevisiae a 

CaCdr1p a CaCdr2p u Candida albicans. 

B A 
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Obr. 2-1 Odstraňování látek z buněk MDR pumpami vede ke snížení jejich 

inhibiční účinnosti. Rozdíly ve velikosti inhibičních zón u buněk AD1-3 

postrádajících pumpu Pdr5p (A) a AD12 s její nadprodukcí (B) vytvořených 

po aplikaci benzalkonium chloridu o různé koncentraci.  

 

Buňky testovaných kmenů jsme kultivovali podle kapitoly 2.4. Kvasinky 

jsme dvakrát promyli sterilní destilovanou vodou (2 min, 3000 otáček/min, Heraeus 

Instruments Megafuge 1.0) a resuspendovali v destilované vodě. Poté jsme do 1 % 

YPD agaru přidali takový objem kvasinkové suspenze, aby výsledná koncentrace 

buněk byla 1.10
6
 buněk/ml. 10 ml takto připravené suspenze buněk (teplota agaru 

byla nižší než 45°C) jsme vylili na Petriho misku (průměr 9 cm) s pevným 2 % YPD 

agarem (15 ml). Po zatuhnutí agaru jsme na jeho povrch umístili sterilní kolečka 

z filtračního papíru, na která jsme následně nanesli 3-7 μl zkoumané látky, obr. 2-2.  

V případě, že bylo cílem experimentu zjistit, zda testovaná látka (substrát) 

kompetuje s jinými substráty o transport zkoumanou MDR pumpou, použili jsme 

modifikovanou verzi zónového testu (tzv. „dvojí přidání“ nebo „trojí přidání“), 

při níž jsou jednotlivé dvě nebo tři látky nanášeny na totéž kolečko s časovým 

odstupem nejméně 15 minut. Misky jsme nechali růst při teplotě 30 °C v inkubátoru 

po dobu 48 hodin. Po 24 a 48 hodinách růstu jsme misky vyfotografovali a porovnali 

jsme velikosti inhibičních zón.  
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Obr. 2-2 Schematické znázornění postupu při zónovém testu. 

2.7.2 Kapkový test (Spot assay) 

Citlivost buněk vůči účinkům chemické látky je u tohoto testu určována 

pomocí jejich rozdílného růstu na pevném agarovém médiu bez a v přítomnosti 

testované látky. Buňky definované koncentrace se kapou v malém objemu buněčné 

suspenze na povrch média. Tento způsob experimentálního uspořádání (opačný 

než u zónového testu) umožňuje současně na jedné misce testovat buňky až osmi 

kvasinkových kmenů, což řadí kapkový test mezi vysoce výkonné vyšetřovací 

metody. Z důvodu zvýšení citlivosti metody jsou na agar v řadě nanášeny kapky 

z různě naředěné zásobní suspenze (postupné desetinásobné ředění), což umožňuje 

testování antifungální účinnosti látky při různém poměru koncentrací látky a 

buněk
§§§§

. 

Buňky testovaných kmenů jsme kultivovali podle kapitoly 2.4, dvakrát 

promyli sterilní destilovanou vodou (2 min, 3000 otáček/min, Megafuge 1.0) a 

resuspendovali v destilované vodě. Poté jsme do jamek mikrotitrační destičky 

připravili naředěné suspenze jednotlivých kmenů o koncentracích 1.10
7
, 1.10

6
, 1.10

5
 

a 1.10
4
 buněk/ml. Na misky s 30 ml 2 % YPD agaru jsme osmikanálovou pipetou 

kapali 4 μl takto připravených buněčných suspenzí, obr. 2-3. Kontrolní misky 

neobsahovaly žádnou látku, v agaru ostatních misek byla přítomna testovaná látka 

v požadované koncentraci. Misky jsme následně 48 hodin kultivovali při teplotě 

30 °C v inkubátoru a poté vyfotografovali. Ukázka výsledku kapkového testu 

                                                 

§§§§
 V zónovém testu, u něhož zůstává koncentrace buněk v agarovém médiu konstantní, se 

tento poměr mění v důsledku klesající koncentrace látky směrem od terčíku při její difuzi agarem. 
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dokumentující vliv přítomnosti MDR pumpy ScPdr5p v membráně buněk na jejich 

citlivost k mikonazolu je na obrázku 2-4. 

 
 

Obr. 2-3 Schematické znázornění postupu při kapkovém testu. 

 

 

Obr. 2-4 Výsledek kapkového testu. Vliv různé koncentrace mikonazolu na růst 

buněk postrádajících MDR pumpu Pdr5p (pdr5-) a s její nadprodukcí (PDR5+). 

2.8 Měření akumulace potenciometrické fluorescenční sondy 

diS-C3(3) v buňkách 

Kladně nabitá fluorescenční sonda diS-C3(3), která díky svému lipofilnímu 

charakteru snadno prochází plazmatickou membránou, se akumuluje v cytosolu 

buněk, neboť hnací silou pro vstup sondy do buňky je nejenom její koncentrační 

gradient (původní koncentrace v buňce je totiž nulová), ale také existence 

membránového potenciálu  (záporný uvnitř buňky), viz kapitola 1.7.2. 

Rovnovážná koncentrace sondy v buňce je tím vyšší, čím je membránový potenciál 

uvnitř buňky zápornější. Stanovení rozdílů ve velikosti membránového potenciálu 

buněk na základě odlišné rovnovážné vnitrobuněčné koncentrace sondy je však 

komplikován skutečností, že sonda je substrátem některých MDR pump (např. 

ScPdr5p a ScSnq2p u kvasinky S. cerevisiae [113, 126]), CaCdr1p a CaCdr2p 

u patogenní kvasinky C. albicans [114] i lidského P-glykoproteinu [132]. Tyto 

pumpy aktivně odstraňují sondu z cytosolu buněk, a proto rovnovážná vnitrobuněčná 

koncentrace sondy neodpovídá velikosti jejich membránového potenciálu, ale je 
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nižší. Jinými slovy, z pouhé znalosti akumulace sondy v buňkách, u kterých nebyly 

geny kódující tyto pumpy odstraněny, nelze jednoduše získat informaci ani 

o velikosti membránového potenciálu ani o aktivitě pump. Nízká vnitrobuněčná 

koncentrace sondy může být stejně tak důsledkem nízkého membránového 

potenciálu buněk s nízkou, popř. nulovou, aktivitou pump jako vysoké aktivity pump 

u buněk s vysokým membránovým potenciálem. 

2.8.1 Fluorescenčně mikroskopické monitorování akumulace a 

lokalizace sondy v cytosolu buněk  

Buňky připravené podle kapitoly 2.4 jsme dvakrát promyli destilovanou 

vodou (2 min, 3000 otáček/min, Megafuge 1.0) a naředili C-P pufrem (pH 6) 

na hodnotu OD578 = 0,1 (Novaspec III). K suspenzi buněk testovaných kmenů jsme 

přidali fluorescenční sondu diS-C3(3) na výslednou koncentraci 2.10
-8

 M a nechali 

inkubovat 30 minut. Poté jsme na mikroskopické sklíčko nanesli 10 l buněčné 

suspenze a sledovali na vybrané části vzorku akumulaci a lokalizaci sondy v buňkách 

pomocí laserového skenovacího konfokálního fluorescenčního mikroskopu Olympus 

IX83/FV1200 s objektivem UPLSAPO 60x/1.2 s vodní imerzí (ex = 515 nm, em = 

575 – 620 nm). 

2.8.2 Spektrofluorimetrické monitorování akumulace sondy v buňkách: 

diS-C3(3) fluorescenční metoda (metoda barvicích křivek) 

Výhodou této metody je, že umožňuje sledovat celý průběh akumulace sondy 

v buňkách pomocí monitorování polohy maxima (max) a intenzity (Imax) měřeného 

fluorescenčního signálu v čase, viz kapitola 1.7.2. Závislost max nebo Imax na čase 

od přidání fluorescenční sondy k buněčné suspenzi se nazývá „barvicí křivka“ (odtud 

název metody). 

Buňky testovaných kmenů jsme připravili podle kapitoly 2.4, dvakrát promyli 

destilovanou vodou, popř. C-P pufrem (pH 6), a resuspendovali v C-P pufru 

na požadovanou hodnotu OD578 0,11 nebo 0,125 pro buňky S. cerevisiae, 0,13 

pro buňky K. lactis a 0,1 pro buňky C. albicans. K 3 ml buněčné suspenze 

ve spektroskopické kyvetě (PMMA, optická dráha 1 cm) jsme 30 sekund 

před změřením prvního fluorescenčního emisního spektra přidali sondu diS-C3(3) 

tak, aby její výsledná koncentrace byla 2.10
-8

M. Fluorescenční emisní spektra jsme 
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měřili při pokojové teplotě každých 4 – 8 min na spektrofluorimetru FluoroMax-4 

(JobinYvon – skupina HORIBA) za občasného jemného promíchání vzorků. 

Excitační vlnová délka byla 531 nm, emisní spektra byla měřena v rozsahu 560 – 590 

nm a rozptýlené světlo bylo eliminováno skleněným oranžovým filtrem s cutoff 

vlnovou délkou 540 nm. Změření jednoho spektra trvalo 20 sekund. Komunikaci 

mezi počítačem a spektrofluorimetrem zajišťoval program DataMax. 

Námi používané experimentální uspořádání, tj. rotování kyvet se vzorky 

s vůči sobě posunutými časy přidání sondy, umožňuje současně měřit barvicí křivky 

až 16 vzorků. Tímto způsobem lze v rámci jednoho experimentu testovat například 

(1) účinek stresoru v širokém koncentračním rozmezí, (2) působení různých stresorů 

a zejména (3) účinek stresoru na buňky s různým zastoupením membránových 

transportérů, především  MDR pump, nebo vnitrobuněčných proteinů.  

V závislosti na konkrétním záměru experimentu může být stresor přidán buď 

předem, nebo následně po přidání sondy k buněčné suspenzi (obvykle 20 min). 

Pokud je zapotřebí v rámci experimentu potvrdit, že změny v barvicích křivkách 

po přidání stresoru nesouvisejí s permeabilizací buněk, je k „obarvené“ suspenzi 

buněk na konci měření (obvykle po 60. minutě barvení) přidán tzv. CD koktejl

. CD 

koktejl je v těchto experimentech běžně používán jako diagnostický nástroj 

pro stanovení integrity buněk [130]. 

                                                 


 Složení CD koktejlu: 10 μM CCCP + 10 μM DM-11 pro buňky S. cerevisiae a C. albicans  

           5 μM CCCP + 5 μM DM-11 pro buňky K. lactis 
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3 Výsledky a diskuze 

3.1 Cíle práce 

Život buněk je neodmyslitelně spjat s neustálou výměnou látek s okolím, jako 

je přijímání živin, odstraňování odpadních látek a transport malých anorganických 

iontů (Na
+
, K

+
, Ca

2+
) a protonů přes plazmatickou membránu při udržování iontové 

homeostáze. Specifický import a export těchto fyziologicky relevantních látek je 

zprostředkován selektivními kanály a pumpami, tvořenými molekulami proteinů, 

které prostupují membránu. 

V membránách buněk však existuje také specifická skupina relativně 

neselektivních pump, z nichž každá je schopna odstraňovat z buněk široké spektrum 

strukturně i funkčně odlišných látek, které do nich pronikly. V průběhu evoluce se 

tyto pumpy vyvinuly u všech buněk (bakterie, kvasinky i živočišné buňky včetně 

lidských) jako obranný systém buněk před toxickými účinky nejrůznějších typů 

chemických látek ve vnějším prostředí, což jim umožňovalo přežít za nepříznivých 

podmínek. Jejich nadprodukce v membráně buňky vede k fenoménu nazvanému 

mnohočetná léková rezistence (anglicky multidrug resistance - odtud vyplývá i jejich 

název MDR pumpy). V dnešní době představuje tento fenomén hlavní klinický 

problém při léčbě bakteriálních a kvasinkových infekcí a/nebo rakoviny. Tyto pumpy 

jsou zodpovědné například za rezistenci patogenních mikroorganismů vůči 

antibiotikům, antimykotikům a dezinfekčním přípravkům nebo rezistenci 

rakovinných buněk vůči chemoterapeutikům. Proto je velké úsilí vynakládáno 

na vyhledávání látek (inhibitorů), které by činnost těchto pump zablokovaly, což by 

vedlo k zefektivnění léčby konvenčními léky. 

Navzdory dlouhodobému intenzivnímu výzkumu v této oblasti jsou znalosti 

o interakcích látek s MDR pumpami stále velmi omezené. Dodnes se například 

nepodařilo dát jednoznačnou odpověď i na tak zásadní otázku, jakou je počet a 

uspořádání vazebných míst ve vazebné kapse MDR transportérů. Navíc, převážná 

část současných poznatků pochází od patrně nejlépe prostudované MDR pumpy 

ScPdr5p u kvasinky Saccharomyces cerevisiae. 

 

Hlavním cílem první části předkládané disertační práce bylo charakterizovat 

společné a rozdílné vlastnosti pumpy Pdr5p u kvasinky S. cerevisiae (ScPdr5p) a 
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jeho méně prozkoumaného homologu u nekonvenční kvasinky Kluyveromyces lactis 

(KlPdr5p). V této části jsme se soustředili zejména na objasnění následujících otázek: 

 Lze fluorescenční metodu „diS-C3(3) assay“, která byla vyvinuta na školícím 

pracovišti pro sledování aktivity dvou hlavních MDR pump u kvasinek 

S. cerevisiae, ScPdr5p a ScSnq2p, použít také pro monitorování aktivity pumpy 

KlPdr5p u K. lactis? Jinými slovy, je fluorescenční sonda diS-C3(3) substrátem 

nejenom ScPdr5p, ale rovněž KlPdr5p? 

 Pokud ano, lze pomocí stanovení míry inhibice transportu sondy vyvolané 

společnými substráty obou pump (azoly a další) zjistit, do kolika vazebných míst 

v jejich vazebné kapse se fluorescenční sonda váže? 

 Existují rozdíly v uspořádání vazebné kapsy ScPdr5p a KlPdr5p, konkrétně 

v počtu rozlišitelných vazebných míst a v celkové velikosti?  

 

V druhé části práce jsme se zabývali studiem vlivu delece dvou genů 

(KlPDR16 a KlERG6) u buněk K. lactis na velikost jejich membránového potenciálu 

a aktivitu MDR pump, zejména KlPdr5p. Oba tyto geny kódují vnitrobuněčné 

proteiny, které se účastní tvorby (KlERG6) resp. transportu (KlPDR16) metabolitů 

esenciálních pro výstavbu plazmatické membrány buněk. Gen KlERG6 kóduje 

enzym sterol C-24 metyltransferázu katalyzující přeměnu zymosterolu na fekosterol 

v biosyntetické dráze ergosterolu, viz kapitola 1.6.2, který je esenciální stavební a 

regulační složkou kvasinkové membrány. Gen KlPDR16 kóduje protein KlPdr16p, 

který transportuje fosfatidylinositol z endoplazmatického retikula do membrány, viz 

kapitola 1.4.2. Není proto překvapující, že delece těchto genů ovlivňuje vlastnosti 

plazmatické membrány vedoucí ke zvýšené citlivosti buněk vůči široké škále 

cizorodých látek [62, 133]. Aby bylo možné pomocí metody barvicích křivek odlišit 

vliv delece daného genu na membránový potenciál od vlivu na transportní aktivitu 

MDR pump, bylo nutné k buňkám jak rodičovského, tak mutantního kmene přidat 

specifický inhibitor, který činnost těchto pump zablokuje, např. 2-deoxy-D-glukózu. 

Vzhledem k tomu, že akumulace sondy v buňkách s inhibovanými MDR pumpami je 

řízena pouze velikostí jejich membránového potenciálu [113], odráží diference mezi 

barvicími křivkami buněk obou kmenů v přítomnosti inhibitoru jejich rozdílný 

membránový potenciál. O aktivitě MDR pump u buněk daného kmene vypovídá 

diference mezi jejich barvením bez (kontrola) a v přítomnosti inhibitoru. Nulová 

diference indikuje, že MDR pumpy u těchto buněk nejsou aktivní. 
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Hlavním cílem třetí, závěrečné části práce bylo zavedení efektivního postupu 

pro vyhledávání účinných inhibitorů dvou hlavních MDR pump CaCdr1p a CaCdr2p 

u podmíněně patogenní kvasinky Candida albicans. Skutečnost, že fluorescenční 

sonda diS-C3(3) je substrátem nejenom pump ScPdr5p a ScSnq2p [126], ale rovněž 

pump CaCdr1p a CaCdr2p [114], homologních s ScPdr5p a ScSnq2p, a že se jejich 

substrátové specifity často překrývají, nás totiž přivedla na myšlenku, jak zredukovat 

počet fluorescenčních experimentů s patogenními kvasinkami při testování 

inhibičního účinku velkých sérií látek, např. nově syntetizovaných. Naše strategie 

spočívá v použití nepatogenních kvasinek S. cerevisiae s nadprodukcí pumpy 

ScPdr5p nebo ScSnq2p v membráně pro prvotní monitorování inhibiční účinnosti 

všech testovaných látek. Pouze ty látky, které efektivně inhibují transport sondy 

zprostředkovaný alespoň jednou z těchto pump, jsou následně testovány jako 

potenciální inhibitory pump CaCdr1p a CaCdr2p. Po ověření platnosti námi 

navrženého postupu pomocí několika látek (farnesol, enniatin B a jeho analog 

beauvericin), které jsou známými modulátory aktivity pump ScPdr5p a CaCdr1p, 

popř. CaCdr2p, jsme tento způsob vyhledávání účinných inhibitorů pump CaCdr1p a 

CaCdr2p použili při testování série derivátů 1,4-dihydropyridinu (1,4-DHP), viz 

tabulka 2-1, část II. Testováním látek schopných inhibovat transport sondy alespoň 

jednou z dvojice pump CaCdr1p a CaCdr2p na buňkách rezistentního klinického 

izolátu C. albicans, jsme jednoznačně prokázali, že k úplnému zablokování aktivního 

odstraňování sondy z těchto buněk je zapotřebí použít látky účinně inhibující činnost 

obou pump. Nicméně, i látky, u kterých bylo zjištěno, že inhibují pouze pumpu 

CaCdr1p, mohou být z lékařského hlediska velmi důležité. Dokázali jsme totiž, že 

aktivní odstraňování mnoha léků, zejména azolů, je zprostředkováno právě touto 

pumpou. 

3.2 Studium funkčních odlišností pumpy Pdr5p kvasinek 

Kluyveromyces lactis a Saccharomyces cerevisiae 

Pdr5p je hlavní MDR pumpou u obou druhů, která je schopná odstraňovat 

z buněk celou škálu strukturně a funkčně odlišných látek. Obě tyto pumpy jsou si 

z hlediska jejich sekvence, struktury i funkce velmi podobné. Pumpa KlPdr5p 

(1525 aminokyselin) sdílí 63,8 % sekvenční identitu s ScPdr5p (1522 

aminokyselin) [59]. Mají také podobnou molekulární strukturu se stejnou 
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organizací jejich funkčních domén [59]. Ačkoli nevykazují zcela překrývající se 

substrátovou specifitu, aminokyseliny, jejichž mutace vedou ke ztrátě transportní 

aktivity nebo ke snížení exprese ScPdr5p, jsou striktně konzervovány v KlPdr5p 

[59, 134].  

Zatímco funkce a struktura ScPdr5p byly podrobně studovány a popsány 

během posledních více než 25 let (shrnuto v [47]), informace o jeho homologu 

KlPdr5p jsou doposud spíše sporadické. Na rozdíl od rozsáhlých studií o povaze 

vazebné kapsy ScPdr5p[81, 84-86, 135, 136], nebyl zatím podobný výzkum 

u pumpy KlPdr5p proveden.  

Proto bylo hlavním cílem této studie poskytnout nové informace o pumpě 

KlPdr5p, zejména o případném rozdílném uspořádání její vazebné kapsy 

v porovnání s ScPdr5p se zaměřením na jejich velikost a počet vazebných míst.  

3.2.1 Ovlivnění růstu kvasinek Kluyveromyces lactis a Saccharomyces 

cerevisiae přítomností pumpy Pdr5p v jejich membráně  

K základním rozdílům mezi kvasinkami K. lactis a S. cerevisiae patří 

bezesporu jejich odlišný metabolismus uhlíku. Na rozdíl od buněk S. cerevisiae 

nedodržují buňky K. lactis striktně fermentativní metabolismus v přítomnosti 

glukózy, ale fermentují a respirují souběžně. Proto jejich růstové křivky postrádají 

jasně rozlišitelné fáze růstu kultury pozorované u buněk S. cerevisiae, 

tj. exponenciální fázi, diauxii a post-diauxický růst, které souvisejí s přechodem 

těchto buněk z fermentativního na oxidativní metabolismus. Zajímalo nás, jakým 

způsobem ovlivňuje přítomnost pumpy Pdr5p růst buněk obou druhů v souvislosti 

s jejich odlišným metabolismem. Pro sledování případného rozdílného vlivu Pdr5p 

na růst buněk byla použita dvojice izogenních kmenů lišící se přítomností pumpy 

Pdr5p v membráně (CK373/1 a CK373/1 + KlPDR5 u K. lactis, AD1-3 a AD12 

u S. cerevisiae), které jsou dále v práci značené jako pdr5- a PDR5+ kmeny. Je 

potřeba zdůraznit, že u obou kmenů PDR5+ není exprese pumpy Pdr5p řízena 

fyziologicky, tj. u K. lactis je KlPdr5p exprimována z plazmidu, u S. cerevisiae je 

ScPdr5p nadprodukována v důsledku přítomnosti pdr1-3 alely (viz tabulka 2-2, část 

I).  
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Obr. 3-1 Vliv pumpy Pdr5p na růst kultury kvasinek K. lactis (A) a S. cerevisiae 

(B) v bohatém kultivačním médiu YPD. Plné symboly – růstové křivky 

jednotlivých kmenů kvasinek, korespondující prázdné symboly – závislost obsahu 

glukózy v růstovém médiu na době kultivace kultury.  

 

Jak je patrné z obrázku 3-1, ovlivňuje přítomnost Pdr5p v plazmatické 

membráně buněk K. lactis a S. cerevisiae jejich růst opačným způsobem. Zatímco 

u buněk kmene K. lactis CK373/1 má její přítomnost pozitivní dopad na růst kultury 

(obr. 3-1A), kultura buněk kmene S. cerevisiae AD12 (PDR5+) dorůstá na nižší 

hodnoty OD a k přechodu do diauxické fáze potřebuje kratší dobu než kmen AD1-3 

(pdr5-), obr. 3-1B. Tento negativní vliv přítomnosti ScPdr5p u buněk S. cerevisiae 

na jejich růst, který byl již dříve popsán [126], lze vysvětlit rychlejším vyčerpáním 

glukózy z růstového média během striktně fermentativního růstu v důsledku vyšší 

spotřeby ATP spojené s činností pumpy ScPdr5p, jak je patrné z obrázku 3-1B. To 

má samozřejmě za následek, že u buněk AD12 dochází k přechodu do diauxie (a 

následnému pomalejšímu post-diauxickému růstu) při nižších hodnotách OD než 

u kmene AD1-3. Ačkoliv i u buněk K. lactis exprimujících pumpu KlPdr5p dochází 

k rychlejšímu vyčerpání glukózy z růstového média než u buněk „bezpumpového“ 

kmene, obr. 3-2A, neprojeví se tato skutečnost zpomalením jejich růstu. Naopak se 

zdá, že úbytek glukózy z  média růst kultury akceleruje. Je tedy možné, že u těchto 

buněk, které fermentují a respirují současně, zpomaluje glukóza jejich růst. 

Závěrem lze tedy konstatovat, že ovlivnění růstu kultury kvasinek obou druhů 

přítomností pumpy Pdr5p v jejich membráně je vyvoláno zvýšenou spotřebou 
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glukózy z růstového média. Rychlejší vyčerpání glukózy má však v důsledku jejich 

rozdílného metabolismu opačný vliv na průběh růstu kultury. 

3.2.2 Vliv přítomnosti pumpy Pdr5p v membráně kvasinek obou druhů 

na akumulaci fluorescenční sondy diS-C3(3) v buňkách 

Předností diS-C3(3) fluorescenční metody, která byla vyvinuta na školícím 

pracovišti, je možnost současného monitorování změn membránového potenciálu a 

aktivity dvou hlavních MDR pump u kvasinek S. cerevisiae, ScPdr5p a ScSnq2p, 

účinkem různých chemických stresorů [113, 130]. Vzhledem k vysoké citlivosti 

metody a možnosti sledování těchto změn u buněk v jejich relativně nezměněném 

fyziologickém stavu
$
 jsme se rozhodli použít tuto metodu také pro získání nových 

informací o pumpě KlPdr5p, zejména o případném rozdílném uspořádání její 

vazebné kapsy v porovnání s ScPdr5p.  

Klíčovým požadavkem pro studium činnosti pumpy KlPdr5p pomocí diS-

C3(3) fluorescenční metody bylo, že sonda musí být touto pumpou odstraňována 

z buněk K. lactis, tj. být jejím substrátem. Jak je patrné ze snímků z fluorescenčního 

mikroskopu (obr. 3-2A), sonda se v buňkách PDR5+ obou druhů akumuluje 

podstatně méně než v buňkách pdr5-, což svědčí o jejím aktivním odstraňování 

z buněk jak pumpou ScPdr5p, tak KlPdr5p
¶
. Nižší vnitrobuněčnou koncentraci sondy 

v buňkách PDR5+ potvrzuje také menší velikost inhibičních zón vytvořených 

po aplikaci sondy na terčík v porovnání se zónami pozorovanými u buněk pdr5-, obr. 

3-2B. Tyto výsledky jasně demonstrují, že fluorescenční sonda diS-C3(3) je 

substrátem nejen pumpy ScPdr5p ale i pumpy KlPdr5p. Tento výsledek, který byl 

prezentován už na 31. konferenci SMYTE v roce 2013 (příloha 4), umožnil použít 

metodu barvicích křivek (diS-C3(3) assay) k rozsáhlé studii funkčních odlišností 

těchto dvou pump (příloha 1, příloha 6).  

                                                 

$
 Buňky nejsou před měřením výrazně stresovány, např. hladověny, pouze promyty 

v destilované vodě a resuspendovány v C-P pufru (viz kapitola 2.8.2) 

¶
 Tmavý prostor uvnitř buněk na obrázku 3-2A představují vakuoly, do kterých sondu 

neproniká. Jejich membránový potenciál je totiž na rozdíl od potenciálu plazmatické membrány 

pozitivní uvnitř, protože vakuolární V-ATPáza pumpuje protony do vakuoly. 
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Obr. 3-2 Fluorescenční sonda diS-C3(3) je substrátem nejenom pumpy ScPdr5p, 

ale také pumpy KlPdr5p. (A) Vnitrobuněčná akumulace sondy v buňkách 

S. cerevisiae AD1-3 (pdr5-) a AD12 (PDR5+) a K. lactis CK373/1 (pdr5-) a 

CK373/1 + KlPDR5 (PDR5+) byla detekována pomocí konfokálního mikroskopu 

po 30 minutách inkubace s 2·10
-8

 M diS-C3(3). (B) Inhibiční zóny všech testovaných 

kmenů vytvořené po aplikaci 1 mM diS-C3(3). 

 

Nezbytným krokem při zavádění fluorescenční metody barvicích křivek 

na novém modelovém organismu (K. lactis) je určení „experimentálního okna“, tj. je 

potřeba definovat použitelné rozsahy koncentrací buněk a sondy pro dosažení 

lineárního vztahu mezi polohou maxima fluorescence (max) z buněčné suspenze a 

vnitrobuněčnou koncentrací sondy. Navíc, je-li cílem experimentu porovnávat 

barvení buněk dvou odlišných druhů, jejichž velikost se může lišit, je nezbytné 

při použití dané koncentrace sondy držet jejich celkovou biomasu ve vzorku 

konstantní [122]. Vzhledem k tomu, že buňky K. lactis jsou menší než buňky 

S. cerevisiae (VKl/VSc ~ 0.6), bylo nutné použít vyšší koncentraci buněk K. lactis 

(2,5.10
6
 buněk/ml odpovídající OD578 0,13) než buněk S. cerevisiae (1,8.10

6
 

buněk/ml odpovídající OD578 0,11). 

Jak je patrné z obrázku 3-3, barví se buňky PDR5+ obou druhů díky 

aktivnímu odstraňování sondy z cytosolu pumpou Pdr5p méně než buňky pdr5-. 

Zatímco buňky Scpdr5- a Klpdr5-, ve kterých se sonda akumuluje v závislosti 

na jejich membránovém potenciálu, se intenzivně barví a jejich rovnovážné hodnoty 

max jsou srovnatelné, je vnitrobuněčná koncentrace sondy u buněk KlPDR5+ vyšší 
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než u buněk ScPDR5+. Činnost pumpy Pdr5p neovlivňuje membránový potenciál 

buněk, a proto je rozdíl mezi barvením buněk „pumpového“ a „bezpumpového“ 

kmene ve stejné růstové fázi odrazem pouze aktivního odstraňování sondy z buněk, 

tedy transportní aktivity pumpy Pdr5p [113, 126]. Vzhledem k výrazně nižšímu 

barvení buněk AD12 než buněk CK373/1 + KlPDR5, je tato diference u buněk 

S. cerevisiae podstatně větší než u K. lactis, což svědčí o výrazně vyšší celkové 

aktivitě pumpy ScPdr5p v porovnání s KlPdr5p.  

Pravděpodobnou příčinou pozorovaného rozdílu v celkové aktivitě obou 

pump je nadprodukce ScPdr5p v membráně buněk použitého kmene S. cerevisiae, 

AD12 [46]. Samozřejmě existují i jiná možná vysvětlení pozorovaného rozdílu. 

Například, odstraňování sondy z buněk pumpou ScPdr5p je efektivnější než pumpou 

KlPdr5p, protože ScPdr5p je schopna v rámci jednoho transportního cyklu přenést 

větší počet molekul sondy než KlPdr5p.  
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Obr. 3-3 Celková aktivita pumpy Pdr5p u buněk KlPDR5+ je menší než 

u ScPDR5+. Barvicí křivky exponenciálních buněk S. cerevisiae AD1-3 a AD12 

(modře) a buněk K. lactis ze zrychlené fáze růstu (červeně). Diference mezi 

rovnovážnou hodnotou max (pdr5-) a max (PDR5+), která odráží celkovou aktivitu 

pumpy Pdr5p, je u obou druhů zvýrazněna obdélníkem v odpovídající barvě.  

3.2.3 Vliv chemických stresorů na aktivní odstraňování fluorescenční 

sondy diS-C3(3) z buněk pumpou ScPdr5p a KlPdr5p 

Je-li k buňkám PDR5+ přidána chemická látka (stresor), jejímž účinkem 

dojde k inhibici transportu sondy pumpou Pdr5p, mizí diference mezi barvením 

buněk pumpového a bezpumpového kmene. Jinými slovy, vnitrobuněčná 
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koncentrace sondy v buňkách PDR5+ dosáhne stejné úrovně jako v buňkách pdr5-. 

Tato úroveň je dána pouze aktuální hodnotou membránového potenciálu buněk 

po působení stresoru [113, 131].  

Zjištěná absence transportu sondy pumpou však může mít několik příčin: 

(1) Působením stresoru může dojít k vyčerpání ATP, které poskytuje energii 

potřebnou pro aktivní transport substrátu MDR pumpou z buněk, 

(2) Stresor může být stejně jako sonda substrátem pumpy a účinně tak soutěžit 

(kompetovat) se sondou o transport, 

(3) Stresor může modulovat (inhibovat) činnost pumpy v důsledku jeho přímé 

interakce s pumpovým proteinem a/nebo jeho lipidovým okolím. 
 

Abychom mohli pomocí diS-C3(3) fluorescenční metody zjistit případné 

odlišnosti v uspořádání vazebné kapsy Pdr5p u kvasinek S. cerevisiae a K. lactis, 

použili jsme sérii poměrně jednoduchých azolů
⸿
 (klotrimazol, mikonazol, bifonazol, 

ketokonazol a itrakonazol), které jsou známými substráty jak ScPdr5p [39, 81, 85], 

tak KlPdr5p [63, 137], viz také obr. 3-4. Konkrétně jsme se zaměřili na monitorování 

koncentračně závislého inhibičního účinku testovaných azolů na transport sondy 

pumpou Pdr5p obou druhů. To nám umožnilo získat informace o schopnosti těchto 

společných substrátů kompetitivně inhibovat transport sondy pumpou ScPdr5p a 

KlPdr5p a rozhodnout tak, jestli se tyto substráty a sonda diS-C3(3) váží do stejného 

místa či míst ve vazebné kapse pumpy. 

                                                 

⸿
 Všechny testované azoly jsou klinicky používaná antimykotika, viz kapitola 1.6.2. 
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Obr. 3-4 Testované azoly jsou substráty jak pumpy ScPdr5p, tak KlPdr5p. 

Inhibiční zóny buněk pdr5- a PDR5 + obou druhů vzniklé účinkem klotrimazolu 

(5,8 mM), mikonazolu (4,8 mM), bifonazolu (6,4 mM), ketokonazolu (3,8 mM) a 

itrakonazolu (2,8 mM). 

3.2.3.1 Porovnání inhibičního účinku klotrimazolu na transport sondy diS-C3(3) 

pumpou ScPdr5p a KlPdr5p 

Abychom optimalizovali naši diS-C3(3) fluorescenční metodu 

pro porovnávání rozsahu inhibice transportu sondy oběma pumpami po přidání jejich 

společného substrátu, použili jsme jako modelovou sloučeninu klotrimazol. U něj 

jako jediného z testovaných substrátů bylo známo, že se váže do dvou vazebných 

míst (označené jako místo 1 a místo 2) ze tří doposud identifikovaných ve vazebné 

kapse ScPdr5p [81, 86].  
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Vzhledem k výrazně vyšší celkové aktivitě pumpy ScPdr5p při odstraňování 

sondy z buněk v porovnání s KlPdr5p, viz obr. 3-3, bylo pro dosažení srovnatelného 

rozsahu inhibice transportu sondy oběma pumpami po přidání klotrimazolu zapotřebí 

použít řádově vyšší koncentrace tohoto substrátu u buněk S. cerevisiae než u buněk 

K. lactis, obr. 3-5A, B. Jak je patrno z obrázku 3-5, přidání klotrimazolu k buňkám 

pdr5- obou druhů, jejichž barvení je řízeno pouze velikostí membránového 

potenciálu [125], nevede k výrazným změnám v  barvení buněk vzhledem 

ke kontrole, což svědčí o malém vlivu této látky na jejich membránový potenciál. 

Naopak, přidání klotrimazolu k buňkám PDR5+ obou druhů má za následek 

koncentračně závislý nárůst jejich barvení v porovnání s barvením kontroly. Tato 

skutečnost způsobuje, že se zvyšující se koncentrací klotrimazolu se diference mezi 

barvicími křivkami buněk PDR5+ a pdr5- zmenšuje (u buněk K. lactis je 

při koncentraci klotrimazolu 1,7 M dosaženo dokonce nulového rozdílu), což 

demonstruje koncentračně závislý charakter inhibice transportu sondy 

klotrimazolem. Abychom jednoznačně prokázali, že nárůst v barvení buněk 

exprimujících pumpu Pdr5p po přidání klotrimazolu je skutečně výsledkem inhibice 

transportu sondy a nesouvisí s pouhým nárůstem frakce permeabilizovaných buněk 

ve vzorku, přidali jsme k suspenzi buněk diagnostický CD koktejl, viz kapitola 2.8.2. 

Koincidence všech barvicích křivek po přidání koktejlu jasně prokazuje absenci 

permeabilizovaných buněk ve vzorcích [130]. 

 

Obr. 3-5 Inhibiční účinek klotrimazolu na transport fluorescenční sondy diS-

C3(3) pumpou KlPdr5p (A) a ScPdr5p (B). Barvicí křivky buněk pdr5- a PDR5+ 

obou druhů vystavených účinku klotrimazolu. Prázdné symboly – barvení 

kontrolních buněk. Levá šipka spolu s přerušovanou čarou označuje čas přidání 

klotrimazolu (Clo), pravá šipka pak čas přidání diagnostického CD koktejlu.  
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Schopnost klotrimazolu kompetovat se sondou diS-C3(3) o transport pumpou 

ScPdr5p a KlPdr5p stanovenou pomocí fluorescenční metody jsme prokázali rovněž 

pomocí zónového testu (obr. 3-6). Po aplikaci klotrimazolu a sondy na jeden terčík 

dochází totiž u buněk PDR5+ obou druhů ke zvětšení velikosti inhibiční zóny 

v porovnání se zónami vytvořenými v přítomnosti samotného klotrimazolu nebo 

sondy.  

 

Obr. 3-6 Klotrimazol kompetuje s fluorescenční sondou diS-C3(3) o transport 

pumpami KlPdr5p a ScPdr5p. Porovnání velikosti inhibičních zón vytvořených 

u buněk PDR5+ K. lactis (vlevo) a S. cerevisiae (vpravo) vystavených účinku 

klotrimazolu (0,01 mM pro K. lactis / 4,4 mM pro S. cerevisiae), sondy diS-C3(3) 

(1 mM) a jejich příslušné kombinaci. 

 

Ačkoliv je monitorování celého průběhu barvení buněk (barvicí křivky) velmi 

vhodné pro sledování dynamiky procesů, které probíhají po přidání substrátu či jiné 

testované látky, jako například změny membránového potenciálu, není tento způsob 

prezentace výsledků příliš vhodný pro porovnávání účinku větší série chemických 

látek u více kvasinkových druhů. Vzhledem k tomu, že hlavním cílem této studie 

nebylo sledování změn membránového potenciálu, ke kterým dochází při působení 

testovaných látek/substrátů, ale stanovení inhibičního účinku těchto látek 

na transport sondy pumpou KlPdr5p a ScPdr5p, rozhodli jsme se pro stanovení 

rozsahu inhibice transportu sondy zprostředkované substrátem použít pouze 

rovnovážné hodnoty λmax barvicích křivek a následující rovnici: 

          Rozsah inhibice transportu sondy = (1 − A

B
 ) ∙ 100,                                     (1) 

kde A označuje rozdíl mezi rovnovážnými hodnotami λmax u buněk pdr5- a PDR5+ 

v přítomnosti substrátu a B v jeho nepřítomnosti, zlomek A/B pak představuje 

zbytkovou aktivitu pumpy po přidání substrátu. 
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Výhodou tohoto způsobu vyhodnocení výsledků získaných metodou 

barvicích křivek je i možnost plného využití statistické analýzy při vícenásobném 

opakování daného experimentu. Navíc je možné v rámci jednoho obrázku porovnat 

schopnost substrátu inhibovat transport sondy zprostředkovaný pumpou Pdr5p 

u obou studovaných druhů kvasinek (obr. 3-7), ve kterém jsou tímto způsobem 

vyhodnoceny výsledky pěti nezávislých experimentů s klotrimazolem, jejichž 

reprezentativní ukázka je na obr. obr. 3-5. 

Jak je patrné z levé části obrázku 3-7, dokonce i nízká koncentrace 

klotrimazolu (1,7 M) je dostačující k úplné inhibici transportu sondy pumpou 

KlPdr5p, což indikuje, že se klotrimazol váže do stejného místa či míst v její vazebné 

kapse jako sonda diS-C3(3). Na druhou stranu dokonce ani nejvyšší použitá 

koncentrace klotrimazolu (30 M) není dostatečná k úplnému potlačení transportu 

sondy pumpou ScPdr5p (pravá část obr. 3-7). Rozsah inhibice transportu sondy činí 

v tomto případě jen ~ 60 %. Zjištěná saturační a neúplná kompetitivní inhibice 

transportu sondy pumpou ScPdr5p klotrimazolem je typickým rysem vazebných 

kapes s více vazebnými místy [85], v nichž se substráty mohou vázat do různých 

vazebných míst a být tak společně pumpou transportovány z buněk.  

Vzhledem k tomu, že se klotrimazol váže pouze do vazebných míst 1 a 2 

ve vazebné kapse ScPdr5p [26, 81], dospěli jsme k závěru, že saturovaná neúplná 

inhibice transportu sondy touto pumpou vyvolaná klotrimazolem je důsledkem vazby 

sondy diS-C3(3) nejen do vazebných míst 1 a/nebo 2, ale také do třetího vazebného 

místa označeného jako místo 3. Jinými slovy, vazba sondy i do vazebného místa, 

do kterého se klotrimazol neváže, umožňuje pumpě ScPdr5p současně transportovat 

oba substráty (klotrimazol a sondu). Při vysokých, saturačních koncentracích 

klotrimazolu by tak zbytková aktivita pumpy (~ 40 %) měla být důsledkem 

transportu sondy vázané pouze místem 3. 
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Obr. 3-7 Klotrimazol zcela inhibuje transport fluorescenční sondy diS-C3(3) 

pumpou KlPdr5p nikoliv však pumpou ScPdr5p. Rozsah inhibice transportu 

sondy pumpou KlPdr5p (červeně) a ScPdr5p (modře) po přidání klotrimazolu. 

Klotrimazol byl přidán ve 20. minutě barvení, rozsah inhibice transportu sondy byl 

určen podle rovnice (1). Střední hodnoty a směrodatné odchylky byly získány z pěti 

nezávislých experimentů. 

3.2.3.2 Identifikace vazebných míst ve vazebné kapse pumpy ScPdr5p, do kterých se 

váže fluorescenční sonda diS-C3(3) 

Abychom dokázali naše tvrzení, že sonda diS-C3(3) se váže nejenom do míst 

1 a/nebo 2, ale také do místa 3 ve vazebné kapse ScPdr5p (viz předchozí kapitola), 

použili jsme diS-C3(3) fluorescenční metodu a sérii relativně jednoduchých látek, 

které, jak bylo identifikováno Johnem Golinem a jeho týmem [81, 85, 86], jsou 

substráty pumpy ScPdr5p vážící se specificky pouze do jednoho z vazebných míst 

ve vazebné kapse pumpy. Látka 2-(metyl-trityl-amino)-etanol (MTAE) se váže 

pouze do místa 1, tritylimidazol (TI) do místa 2 a tetrabutylcín (TBT) se váže 

výhradně do místa 3. Jejich strukturní vzorce jsou uvedeny v tabulce 2-1, část I. 

Stejně jako v případě klotrimazolu, způsobují všechny testovací substráty 

jednotlivých vazebných míst saturační neúplnou kompetitivní inhibici transportu 

sondy pumpou ScPdr5p, s rozsahem inhibice ~ 40 % až 50 % (obr. 3-8). Výsledky 

tohoto experimentu jasně dokazují, že sonda se váže do všech tří vazebných míst 

ve vazebné kapse pumpy ScPdr5p, i když pravděpodobně s odlišnou afinitou. 

Nemůže být tedy dosaženo úplné inhibice transportu sondy touto pumpou pomocí 

substrátu, který se váže pouze do jednoho nebo do dvou vazebných míst (jako 
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v případě klotrimazolu). Jinými slovy, k úplné kompetitivní inhibici transportu sondy 

pumpou ScPdr5p je zapotřebí použít substrát, který, podobně jako sonda diS-C3(3), 

interaguje se všemi vazebnými místy v její vazebné kapse.  
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Obr. 3-8 Fluorescenční sonda diS-C3(3) se váže do všech tří vazebných míst 

ve vazebné kapse ScPdr5p. Koncentračně závislý rozsah inhibice transportu sondy 

pumpou ScPdr5p po přidání (A) MTAE - místo 1; (B) TI - místo 2; a (C) TBT - 

místo 3. Všechny testovací substráty byly přidány ve 20. minutě barvení, rozsah 

inhibice transportu sondy byl určen podle rovnice (1). Střední hodnoty a směrodatné 

odchylky byly získány ze šesti nezávislých experimentů.  

 

Abychom tato naše tvrzení jasně demonstrovali, provedli jsme modelové 

experimenty, ve kterých jsme k buňkám PDR5+ a pdr5- přidávali postupně 

jednotlivé testovací substráty (MTAE, TI a TBT) v různých kombinacích (obr. 3-9). 

Jak vyplývá z obrázku 3-9A, ze kterého je patrný reálný průběh experimentu, 

pouze přidání všech tří substrátů vede ke splynutí barvicích křivek buněk PDR5+ a 

pdr5- indikujících úplnou inhibici transportu sondy pumpou ScPdr5p. Dosažení 

úplného zablokování transportu sondy je přitom nezávislé na pořadí, v jakém byly 

testovací substráty k buňkám přidávány, obr. 3-9B. Navíc je z obrázku 3-9B patrné, 

že kombinované přidání dvou testovacích substrátů pro jednotlivá vazebná místa 

vede ke zhruba 60 % inhibici transportu sondy, což je srovnatelné s inhibičním 

účinkem klotrimazolu vážícího se do míst 1 a 2, viz obr. 3-7. Z porovnání rozsahu 

inhibice transportu sondy po přidání dvou (60 %) a jediného substrátu (40 % - 50 %) 

dále vyplývá, že nárůst rozsahu inhibice po přidání druhého substrátu nemá aditivní 

charakter. Jedním z možných vysvětlení této nesrovnatelnosti je, že přidání 

testovacího substrátu daného vazebného místa negativně ovlivní také vazbu sondy 

do zbývajících vazebných míst. To by mohlo být způsobeno prostorovým překrytím 
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alespoň některých vazebných míst ve vazebné kapse ScPdr5p, kde přítomnost 

jednoho substrátu redukuje afinitu druhého [85, 138]. 

 

Obr. 3-9 Úplné inhibice transportu fluorescenční sondy diS-C3(3) pumpou 

ScPdr5p je dosaženo až přidáním všech tří testovacích substrátů jednotlivých 

vazebných míst. (A) Barvicí křivky buněk pdr5- a PDR5+, ke kterým byly postupně 

přidávány jednotlivé testovací substráty v saturačních koncentracích (15 M MTAE, 

30 M TI a 30 M TBT). Šipky spolu s přerušovanými čarami ukazují čas přidání 

jednotlivých substrátů. Prázdné symboly – barvení kontrolních buněk. (B) Rozsah 

inhibice transportu sondy pumpou ScPdr5p po přidání testovacích substrátů 

v různých kombinacích, stanoven podle rovnice (1). Střední hodnoty a směrodatné 

odchylky byly získány ze čtyř nezávislých experimentů. 

3.2.3.3 Porovnání inhibičního účinku mikonazolu, bifonazolu, ketokonazolu a 

itrakonazolu na transport sondy diS-C3(3) pumpou ScPdr5p a KlPdr5p 

Výsledky uvedené v předchozích kapitolách ukazují, že sonda diS-C3(3) se 

váže do všech identifikovaných vazebných míst ve vazebné kapse pumpy ScPdr5p a 

KlPdr5p. To nám umožnilo použít ji jako citlivý nástroj pro identifikaci vazebných 

míst ostatních testovaných azolů (mikonazolu, bifonazolu, ketokonazolu a 

itrakonazolu). 

Jak vyplývá z výsledků fluorescenčních experimentů, obr. 3-10, prováděných 

analogicky jako u klotrimazolu, je účinnost inhibice všech testovaných azolů 

srovnatelná s účinkem klotrimazolu, tj. úplná kompetitivní inhibice transportu sondy 

pumpou KlPdr5p a saturační, neúplná inhibice pumpou ScPdr5p. (Na odlišnou 

schopnost azolů inhibovat transport sondy pumpou ScPdr5p a KlPdr5p poprvé 
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upozornily výsledky, které byly prezentovány na 32. konferenci SMYTE v roce 

2014, viz příloha 5.) 
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Obr. 3-10 Azoly jsou účinnými inhibitory transportu fluorescenční sondy diS-

C3(3) pumpou KlPdr5p nikoliv však pumpou ScPdr5p. Rozsah inhibice transportu 

sondy pumpou KlPdr5p (červeně) a ScPdr5p (modře) po přidání (A) mikonazolu, (B) 

bifonazolu, (C) ketokonazolu a (D) itrakonazolu. Azoly byly přidány ve 20. minutě 

barvení, rozsah inhibice transportu sondy byl určen podle rovnice (1). Střední 

hodnoty a směrodatné odchylky byly získány ze šesti nezávislých experimentů. 

 

Rozsah inhibice transportu sondy pumpou ScPdr5p zprostředkovaný 

mikonazolem (obr. 3-10A) a bifonazolem (obr. 3-10B) je stejný jako u klotrimazolu, 

tj. ~ 60 %. U ketokonazolu (obr. 3-10C) a itrakonazolu (obr. 3-10D) je dosaženo 
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nižšího rozsahu inhibice, přibližně 50 % a 43 %. Navíc je u posledních dvou 

jmenovaných azolů zapotřebí k dosažení maximálního rozsahu inhibice podstatně 

vyšších koncentrací v porovnání s mikonazolem. Zejména u ketokonazolu je jeho 

saturační koncentrace osmkrát vyšší než u mikonazolu.  

Potřeba relativně vysokých koncentrací ketokonazolu a itrakonazolu 

pro dosažení inhibice transportu sondy pumpou ScPdr5p je ukázána rovněž 

na výsledcích zónového testu na buňkách PDR5+ obou druhů (obr. 3-11). Zatímco 

kombinované přidání ketokonazolu nebo itrakonazolu se sondou k buňkám K. lactis 

způsobuje zvětšení inhibičních zón v porovnání s velikostí zón vytvořených 

v přítomnosti samotného azolu nebo sondy, u buněk S. cerevisiae k žádnému 

takovému zvětšení zón nedochází, viz pravá část obrázku 3-11. To je pravděpodobně 

zapříčiněno nízkou koncentrací těchto dvou azolů v okolí disku, která neumožňuje 

účinnou kompetici sondy a azolu o transport.  

 

Obr. 3-11 Kompetice jednotlivých azolů s fluorescenční sondou diS-C3(3) 

o transport pumpami KlPdr5p a ScPdr5p. Porovnání velikosti inhibičních zón 

vytvořených u buněk PDR5+ K. lactis a S. cerevisiae vystavených účinku azolů, 

sondě diS-C3(3) (1 mM) a jejich příslušné kombinaci. Zásobní roztoky azolů 

pro K. lactis/S. cerevisiae: mikonazol (5/5 mM), bifonazol (6,5/6,5 mM), 

ketokonazol (4/7,5 mM) a itrakonazol (3/5,7 mM). 

 

Bez ohledu na to, že jsou pro dosažení saturované neúplné inhibice transportu 

sondy pumpou ScPdr5p zapotřebí různé koncentrace jednotlivých azolů jako 

důsledek relativní afinity sondy a testovaného azolu k vazebným místům, samotný 

saturační charakter u všech testovaných azolů (obr. 3-7 a obr. 3-10) naznačuje, že 

žádný z azolů se neváže do více než dvou vazebných míst ve vazebné kapse ScPdr5p. 

Vazba sondy do zbývajících míst (jednoho nebo dvou) tak umožňuje její transport 

pumpou spolu s azolem, byť se sníženou účinností. 
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Abychom jednoznačně potvrdili tento náš závěr, provedli jsme pomocí 

zónového testu sérii experimentů na buňkách ScPDR5+, ve kterých jsme studovali 

kompetici azolů s testovacími substráty míst 1, 2 a 3 (obr. 3-12). V těchto 

experimentech byly pro místo 2 a 3 použity stejné testovací substráty jako 

u fluorescenčních experimentů v kapitole 3.2.3.2, tj. TI a TBT. Protože MTAE 

(místo 1) špatně difunduje agarem, použili jsme místo něj rhodamin 6G (R6G), který 

je rovněž substrátem pumpy ScPdr5p vážící se pouze do místa 1.  

 

Obr. 3-12 Azoly se váží pouze do jednoho nebo dvou vazebných míst ze tří 

doposud identifikovaných ve vazebné kapse ScPdr5p. Porovnání velikosti 

inhibičních zón vytvořených u buněk PDR5+ S. cerevisiae vystavených účinku 

azolů, testovacím substrátům a jejich příslušné kombinaci. Zásobní roztoky azolů: 

klotrimazol (4,4 mM), mikonazol (3,6 mM), bifonazol (1,6 mM), ketokonazol 

(7,6 mM) a itrakonazol (4,2 mM). Zásobní roztoky testovacích substrátů: rhodamin 

6G (10 mM), TI (1 mM) a TBT (2,8 M). Žlutými hvězdičkami jsou označeny ty 

kombinace azolů a substrátů jednotlivých vazebných míst, při kterých došlo 

k rozšíření zóny.  

 

Jak je patrné ze zvětšení inhibičních zón při kombinovaném přidání azolu a 

testovacího substrátu na obrázku 3-12, vykazují testované azoly podle očekávání 

vazbu pouze do jednoho nebo do dvou vazebných míst. Itrakonazol se váže pouze 
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do jednoho vazebného místa (místo 3), ostatní azoly se váží do dvou vazebných míst 

(klotrimazol, mikonazol a ketokonazol do míst 1 a 2, bifonazol do míst 1 a 3). 

Pro větší přehlednost je vazba jednotlivých azolů do vazebných míst ve vazebné 

kapse ScPdr5p společně s vazbou sondy diS-C3(3) a testovacích substrátů 

schematicky znázorněna na obrázku 3-13. 

 

Obr. 3-13 Schematický přehled vazebných míst testovaných azolů, fluorescenční 

sondy diS-C3(3) a testovacích substrátů ve vazebné kapse pumpy ScPdr5p. 

3.2.3.4 Stanovení počtu vazebných míst ve vazebné kapse pumpy KlPdr5p  

Jak indikuje kompletní kompetitivní inhibice transportu sondy pumpou 

KlPdr5p všemi testovanými azoly, obr. 3-7 a obr. 3-10, sonda se váže (na rozdíl 

od ScPdr5p) do stejného vazebného místa či míst v její vazebné kapse jako azoly. 

Jinými slovy, ve vazebné kapse KlPdr5p neexistuje žádné další vazebné místo, které 

by bylo exkluzivní pouze pro sondu.  

Abychom získali více informací o počtu vazebných míst v kapse KlPdr5p, 

testovali jsme inhibiční účinnost transportu sondy touto pumpou testovacími 

substráty jednotlivých vazebných míst ScPdr5p (MTAE, TI a TBT), které, jak jsme 

zjistili, jsou rovněž substráty pumpy KlPdr5p (obr. 3-14). Jak je patrno z obrázku 3-

15, způsobují všechny testovací substráty na rozdíl od ScPdr5p úplnou kompetitivní 

inhibici transportu sondy pumpou KlPdr5p, což naznačuje, že se váží do stejného 

vazebného místa či míst vazebné kapsy jako sonda a azoly. Navíc, jak vyplývá 

z výsledku zónového testu, obr. 3-16A, váží se všechny testované azoly do stejného 

vazebného místa či míst. Jakákoliv kombinace dvou azolů přidaných současně 

na papírový terčík vede totiž ve všech případech ke zvětšení inhibičních zón 

v porovnání se zónami vytvořenými po aplikaci azolů samotných. Kromě toho, když 
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je sonda přidána na stejný terčík jako příslušné dva azoly, dochází vždy k dalšímu 

zvětšení velikosti zóny.  

Všechna tato data naznačují existenci pouze jednoho detekovatelného 

vazebného místa pro rozpoznávání substrátu a jeho vazbu ve vazebné kapse KlPdr5p, 

jak je schematicky znázorněno na obrázku 3-16B. 

pdr5- PDR5+ pdr5- PDR5+ pdr5- PDR5+

K. lactis
C
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Obr. 3-14 Testovací substráty jednotlivých vazebných míst ve vazebné kapse 

ScPdr5p jsou rovněž substráty KlPdr5p. Inhibiční zóny buněk pdr5- a PDR5 + 

K. lactis vzniklé účinkem (A) 1 mM MTAE, (B) 0,1 mM TI a (C) 0,9 M TBT.  
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Obr. 3-15 Všechny testovací substráty se váží do stejného vazebného místa či 

míst ve vazebné kapse KlPdr5p jako fluorescenční sonda diS-C3(3). 

Koncentračně závislý inhibiční účinek (A) MTAE, (B) TI a (C) TBT na transport 

sondy pumpou KlPdr5p. Všechny testovací substráty byly přidány ve 20. minutě 

barvení, rozsah inhibice transportu sondy byl určen podle rovnice (1). Střední 

hodnoty a směrodatné odchylky byly získány ze čtyř nezávislých experimentů.  
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Obr. 3-16 Všechny azoly se váží do stejného vazebného místa či míst ve vazebné 

kapse KlPdr5p jako fluorescenční sonda diS-C3(3) a testovací substráty. (A) 

Porovnání velikosti inhibičních zón vytvořených u buněk PDR5+ K. lactis 

vystavených účinku azolů a jejich příslušným kombinacím bez nebo v přítomnosti 

fluorescenční sondy diS-C3(3) (1 mM). Zásobní roztoky azolů: klotrimazol 

(0,01 mM), mikonazol (0,02 mM), ketokonazol (0,03 mM), itrakonazol (0,1 mM) a 

bifonazol (0,2 mM). (B) Schématické znázornění vazby všech testovaných substrátů 

do stejného vazebného místa či míst ve vazebné kapse KlPdr5p. 

 

Toto naše zjištění je skutečně velmi neočekávané a zajímavé, neboť obě 

pumpy jsou si sekvenčně, strukturně a funkčně velmi podobné. Oba proteiny, jak 

jsme již zmiňovali na začátku, (1) sdílejí 63,8 % aminokyselinovou sekvenční 

identitu [59], (2) mají podobnou molekulární strukturu se stejnou organizací jejich 

funkčních domén [59] a (3) vykazují velký překryv substrátové specifity. Na základě 

těchto známých faktů a našich výsledků jsme dospěli k závěru, že ve vazebné kapse 

KlPdr5p existuje také více vazebných míst pro substráty, jejich uspořádání je však 

těsnější než uspořádání vazebných míst u ScPdr5p. V důsledku těsné blízkosti 

vazebných míst v kapse KlPdr5p může totiž již navázaný substrát stericky bránit 

vazbě druhého substrátu do jiného vazebného místa. Jinými slovy, větší počet těsně 

uspořádaných vazebných míst v kapse KlPdr5p sice zaručuje pumpě širokou 

substrátovou specifitu díky interakci jednotlivých substrátů s různými vazebnými 
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místy, ale neumožňuje současnou vazbu více substrátů (např. sondy a azolu) 

do různých vazebných míst a tudíž jejich společný transport pumpou KlPdr5p.  

3.2.3.5 Porovnání velikosti vazebné kapsy KlPdr5p a ScPdr5p pomocí účinných 

inhibitorů transportu sondy pumpou ScPdr5p 

Těsnější uspořádaní vazebných míst ve vazebné kapse KlPdr5p v porovnání 

s ScPdr5p přirozeně evokuje představu menší velikosti její dutiny. Pokusili jsme se 

tuto naši hypotézu dokázat pomocí relativně velkých substrátů ScPdr5, enniatinu B 

[90] a beauvericinu (obr. 3-17), u kterých jsme již dříve [113], popř. v rámci této 

studie, zjistili, že účinně inhibují transport sondy pumpou ScPdr5p. 

 

Obr. 3-17 Beauvericin je substrátem pumpy ScPdr5p. Inhibiční zóny buněk pdr5- 

a PDR5 + S. cerevisiae vzniklé účinkem 12,8 mM beauvericinu.  

 

Jak je patrno z obrázku 3-18A,B, zatímco již nízká koncentrace obou těchto 

látek je dostatečná pro úplnou inhibici transportu sondy pumpou ScPdr5p, jejich 

účinek na transport sondy pumpou KlPdr5p je zanedbatelný. Výsledky získané 

pomocí diS-C3(3) fluorescenční metody jsou ve shodě s identicky koncipovaným 

zónovým testem, obr. 3-18C,D. Ke zvětšení inhibiční zóny po současném přidání 

sondy a enniatinu B (obr. 3-18C) nebo beauvericinu (obr. 3-18D) dochází pouze 

u buněk PDR5+ S. cerevisiae, nikoliv K. lactis. Vzhledem k tomu, že i 

v experimentech, ve kterých jsme jako substrát použili místo sondy dva vybrané 

azoly (itrakonazol - vazebné místo 3 v ScPdr5p, mikonazol – vazebná místa 1 a 2 

v ScPdr5p), docházelo ke zvětšení inhibičních zón po kombinovaném přidání azolu a 

enniatinu B nebo beauvericinu pouze u buněk S. cerevisiae (obr. 3-19), lze 

jednoznačně konstatovat, že velké molekuly enniatin B a jeho analog beauvericin 

nejsou schopny interagovat s vazebnými místy v KlPdr5p. 
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Obr. 3-18 Enniatin B a jeho analog beauvericin, relativně velké substráty 

pumpy ScPdr5p, mají zanedbatelný inhibiční účinek na transport fluorescenční 

sondy diS-C3(3) pumpou KlPdr5p. Rozsah inhibice transportu sondy pumpou 

KlPdr5p (červeně) a ScPdr5p (modře) po přidání (A) enniatinu B a (B) beauvericinu. 

Obě látky byly přidány ve 20. minutě barvení, rozsah inhibice transportu sondy byl 

určen podle rovnice (1). Střední hodnoty a směrodatné odchylky byly získány ze čtyř 

nezávislých experimentů. Porovnání velikosti inhibičních zón vytvořených u buněk 

PDR5+ K. lactis (vlevo) a S. cerevisiae (vpravo) vystavených účinku sondy diS-

C3(3) (1 mM), enniatinu B (C) nebo beauvericinu (D) a jejich příslušné kombinaci. 

Zásobní roztoky látek pro K. lactis/S. cerevisiae: enniatin B (0,2/0,8 mM), 

beauvericin (6,4/12,8 mM). 

 

Jedním z možných vysvětlení nedostatečného účinku enniatinu B a 

beauvericinu na transport sondy nebo jiných substrátů pumpou KlPdr5p by mohlo 

být, že tyto velké molekuly nevstupují do buněk K. lactis. Tuto možnost jsme však 

vyloučili na základě jejich depolarizačního účinku na buňky K. lactis, jak vyplynulo 

z poklesu max v barvicích křivkách buněk pdr5- K. lactis po jejich přidání, což není 

patrné z obrázku 3-18A,B. Jako nejpravděpodobnější příčinou neschopnosti těchto 

relativně velkých molekul inhibovat transport substrátů pumpou KlPdr5p se zdá být 
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menší velikost její vazebné kapsy v porovnání s ScPdr5p. Molekuly obou látek jsou 

zřejmě příliš velké na to, aby se vešly do vazebné kapsy KlPdr5p, na druhou stranu 

jsou však dostatečně velké, aby zcela zablokovaly vazbu sondy do všech tří 

vazebných míst pumpy ScPdr5p (nebo vazbu jiných substrátů, jako jsou azoly, které 

interagují jen s některými vazebnými místy v kapse), jak je graficky znázorněno 

na obrázku 3-20.  

 
 

Obr. 3-19 Enniatin B a beauvericin mají zanedbatelný inhibiční účinek 

na transport azolů pumpou KlPdr5p. Porovnání velikosti inhibičních zón 

vytvořených u buněk PDR5+ K. lactis (vlevo) a S. cerevisiae (vpravo) vystavených 

účinku vybraného azolu (itrakonazolu, mikonazolu), enniatinu B (A) nebo 

beauvericinu (B) a jejich příslušné kombinaci. Zásobní roztoky 

pro K. lactis/S. cerevisiae: enniatin B (0,2/0,8 mM), beauvericin (6,4/12,8 mM), 

itrakonazol (0,1/2,8 mM) a mikonazol (0,03/1,2 mM). 

 

 

Obr. 3-20 Schematické znázornění rozdílné velikosti vazebné kapsy ScPdr5p a 

KlPdr5p demonstrující odlišné požadavky na velikost jejich substrátů. 
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3.3 Studium vlivu delece genů KlPDR16 a KlERG6 na funkci 

plazmatické membrány buněk Kluyveromyces lactis  

Vzhledem k tomu, že oba tyto geny kódují vnitrobuněčné proteiny, které se 

účastní tvorby (KlERG6) resp. transportu (KlPDR16) metabolitů esenciálních 

pro výstavbu plazmatické membrány buněk (viz kapitola 1.6.2, resp. 1.4.2), lze 

logicky přepokládat, že absence těchto proteinů bude ovlivňovat vlastnosti 

plazmatické membrány. Proto bylo hlavním cílem této části disertační práce posoudit 

vliv delece těchto genů u buněk Kluyveromyces lactis na některé jejich základní 

charakteristiky, konkrétně na růst buněčné kultury, velikost membránového 

potenciálu a aktivitu MDR pump.  

3.3.1 Vliv absence vnitrobuněčných proteinů kódovaných geny 

KlPDR16 a KlERG6 na růst kultury kvasinek Kluyveromyces 

lactis  

Zatímco vnitrobuněčný protein KlPdr16p kódovaný genem KlPDR16 

transportuje fosfatidylinositol z endoplazmatického retikula do membrány, enzym 

sterol C-24 metyltransferáza (KlERG6) katalyzuje přeměnu zymosterolu 

na fekosterol v biosyntetické dráze ergosterolu, který je esenciální stavební a 

regulační složkou kvasinkové membrány. Zajímalo nás proto, jaký je dopad absence 

jednotlivých proteinů na růst kultury buněk K. lactis. Pro sledování vlivu delece 

genů KlPDR16 a KlERG6 na růst buněk byla použita trojice izogenních kmenů lišící 

se přítomností vnitrobuněčných proteinů (Klku80Δ, Klku80Δ pdr16Δ a Klku80Δ 

erg6Δ), viz tabulka 2-2, část I, které jsou dále v práci značené jako Klwt, Klpdr16 a 

Klerg6.  

Jak je patrné z obrázku 3-21, ovlivňuje absence jednotlivých proteinů růst 

kultury kvasinek K. lactis v bohatém kultivačním médiu s glukózou (YPD) odlišným 

způsobem. Zatímco růst buněk kmene Klpdr16Δ postrádajících protein KlPdr16p se 

výrazně neliší od růstu rodičovského kmene Klwt (včetně rychlosti vyčerpání 

glukózy), kmen Klerg6Δ postrádající enzym sterol C-24 metyltransferázu roste velmi 

pomalu a dorůstá na nižší hodnoty OD, což je doprovázeno pomalým vyčerpáváním 

glukózy z růstového média. Můžeme tedy konstatovat, že zatímco delece genu 

KlPDR16 nemá zásadní vliv na růst buněk, rozmnožování buněk Klerg6Δ je 
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v důsledku nepřítomnosti enzymu kódovaného genem KlERG6 velmi pomalé. 

Důvodem špatného růstu buněk tohoto kmene je zřejmě nedostatek ergosterolu 

v plazmatické membráně, který je nezbytný pro udržení její integrity a 

pro životaschopnost buněk. 
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Obr. 3-21 Vliv delece genů KlPDR16 a KlERG6 na růst kultury kvasinek 

K. lactis v bohatém kultivačním médiu YPD. Plné symboly – růstové křivky 

jednotlivých kmenů kvasinek, korespondující prázdné symboly – závislost obsahu 

glukózy v růstovém médiu na době kultivace kultury. 

3.3.2 Vliv delece genů KlPDR16 a KlERG6 na velikost membránového 

potenciálu a aktivitu MDR pump buněk Kluyveromyces lactis 

Jak bylo ukázáno v kapitole 3.2.3, umožňuje diS-C3(3) fluorescenční metoda 

(metoda barvicích křivek) současné sledování změn membránového potenciálu a 

aktivity MDR pump účinkem stresorů nejenom u kvasinek S. cerevisiae, ale také 

u buněk K. lactis. Ke stanovení těchto změn je však nezbytné mít k dispozici sérii 

izogenních kmenů lišící se přítomností studované MDR pumpy či pump 

v plazmatické membráně buněk, tj. pumpové a bezpumpové mutantní kmeny.  
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Vzhledem k tomu, že buňky testovaných kmenů (Klwt, Klpdr16 a Klerg6, 

nemají geny kódující MDR pumpy deletovány, nelze jednoduše z pouhého rozdílu 

v barvení buněk rodičovského a mutantního kmene získat informaci o vlivu delece 

daného genu na velikost membránového potenciálu a aktivitu MDR pump. Buňky 

mutantního kmene mohou mít totiž v důsledku této delece jak jiný membránový 

potenciál, tak odlišnou aktivitu MDR pump než buňky rodičovského kmene.  

Aby bylo možné stanovit, jaký vliv má delece daného genu na membránový 

potenciál a aktivitu MDR pump na základě rozdílného barvení buněk rodičovského a 

mutantního kmene, je nutné k buňkám obou kmenů přidat specifický inhibitor, který 

činnost těchto pump zablokuje, např. 2-deoxy-D-glukózu. Jak už bylo zmiňováno, 

akumulace sondy v buňkách s inhibovanými MDR pumpami je řízena pouze 

velikostí jejich membránového potenciálu [113] a tedy diference mezi barvicími 

křivkami buněk obou kmenů v přítomnosti inhibitoru odráží pouze jejich rozdílný 

membránový potenciál. O aktivitě MDR pump u buněk daného kmene vypovídá 

diference mezi jejich barvením bez (kontrola) a v přítomnosti inhibitoru. Například, 

nulová diference indikuje, že MDR pumpy u těchto buněk nejsou aktivní. 

Jak je patrno z obrázku 3-22, vede delece jak genu KlPDR16, tak genu 

KlERG6 ke zvýšené akumulaci fluorescenční sondy v buňkách mutantních kmenů 

Klpdr16Δ a Klerg6Δ vzhledem k barvení buněk rodičovského kmene Klwt. Vstup 

sondy do buněk je u obou mutantních kmenů podstatně rychlejší a rovnovážná 

úroveň jejich obarvení vyšší než u Klwt. Tento charakter barvení je typický 

pro buňky se zvýšenou permeabilitou buněčné stěny a plazmatické membrány, které 

jsou hyperpolarizovány kvůli výtoku kationtů z buněk [131].  

Abychom mohli porovnat rozsah hyperpolarizace vyvolané delecí 

jednotlivých genů, inkubovali jsme buňky po dobu jedné hodiny v C-P pufru s 5 mM 

2-deoxy-D-glukózou (2-DG). Inkubace buněk s 2-DG vede totiž k zablokování 

glykolýzy a následně k vyčerpání vnitrobuněčného ATP, které poskytuje energii 

potřebnou pro aktivní transport substrátu MDR pumpami z buněk. Je potřeba 

zdůraznit, že vyčerpání ATP vede k zablokování všech MDR pump, pro které je 

sonda substrátem, bez ohledu na to, zdali je tato skutečnost známa (jako u KlPdr5p, 

viz kapitola 3.2.2) či nikoliv. 
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Obr. 3-22 Plazmatická membrána buněk Klpdr16 a Klerg6 je 

hyperpolarizována, delece genu KlERG6 vede navíc ke ztrátě aktivity MDR 

pump. Porovnání barvicích křivek buněk rodičovského kmene Klwt a mutantního 

kmene Klpdr16Δ (A) nebo Klerg6Δ (B) inkubovaných po dobu 1 hodiny v C-P pufru 

bez (prázdné symboly) nebo v přítomnosti (plné symboly) 5 mM 2-deoxy-D-glukózy 

(2-DG). Zvýšená akumulace sondy v buňkách Klpdr16Δ nebo Klerg6Δ vzhledem 

k barvení buněk Klwt je zvýrazněna barevnou výplní mezi barvicími křivkami. Šipky 

znázorňují příspěvek MDR pump k barvení buněk daného kmene. Vodorovná 

přerušovaná čára demonstruje stejnou rovnovážnou hodnotu max u buněk obou 

mutantních kmenů s inhibovanými MDR pumpami indikující stejnou velikost jejich 

membránového potenciálu. 

 

Jak naznačuje přerušovaná vodorovná čára spojující obrázky 3-22A a 3-22B, 

dosahují buňky Klerg6 a Klpdr16inkubované s 2-DGstejnou rovnovážnou 

hodnotu max indikující jejich stejný membránový potenciál. Tento výsledek je zcela 

originální a ukazuje, že bez ohledu na způsob, jakým delece genů KlERG6 a 

KlPDR16 ovlivňuje stav plazmatické membrány buněk, dochází v obou případech 

k nabudování stejně vysokého membránového potenciálu. 

Dalším důležitým zjištěním vyplývajícím z obrázku 3-22 je, že zatímco 

delece genu KlPDR16 nemá vliv na aktivitu MDR pump, u buněk Klerg6dochází 

v důsledku delece KlERG6 ke ztrátě jejich aktivity. O zachování aktivity MDR pump 

u buněk Klpdr16 vypovídá rozdíl v jejich barvení bez a po inkubaci s 2-DG, který 
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je identický jako u buněk rodičovského kmene Klwt. Nulovou aktivitu MDR pump 

u buněk Klerg6 dokumentuje identické barvení buněk bez a v přítomnosti 2-DG.  

Naše zjištění, že delece genů KlERG6 a KlPDR16 ovlivňuje vlastnosti 

plazmatické membrány buněk jako je membránový potenciál nebo aktivita MDR 

pump, přispěly k vysvětlení pozorované hypersenzitivity těchto buněk vůči široké 

škále cizorodých látek [62, 133]. Konkrétně, výsledky z obrázku 3-22A týkající se 

vlivu delece genu KlPDR16 na membránový potenciál buněk byly publikovány 

v roce 2015 (příloha 2), výsledky z obrázku 3-22B jsou součástí připravovaného 

manuskriptu.
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3.4 Aplikace diS-C3(3) fluorescenční metody pro vyhledávání 

inhibitorů MDR pump CaCdr1p a CaCdr2p podmíněně 

patogenní kvasinky Candida albicans  

Kvasinka Candida albicans, která se obvykle vyskytuje jako relativně 

neškodný organismus v lidském mikrobiomu
@

 [7], patří mezi nejvýznamnější 

houbové patogeny ohrožující život člověka. Kandidóza, infekce způsobená 

přemnožením této kvasinky, může být vyvolána různými poruchami při udržování 

stabilního vnitřního prostředí organizmu, jako je narušená obranyschopnost 

imunitního systému nebo porušení epiteliálních krevních bariér v důsledku poranění 

nebo chirurgického zákroku (viz kapitola 1.1.3). Hlavní příčinou selhávání léčby 

kandidózy je rezistence buněk vůči širokému spektru antifungálních léků 

(antimykotik), která se u kvasinek Candida vyvinula v důsledku jejich velmi 

rozšířeného a dlouhodobého užívání. Jednou ze čtyř strategií, kterou kvasinka 

Candida albicans používá pro získání rezistence vůči antifungální terapii, je zvýšený 

export léků z buněk zprostředkovaný MDR transportéry v plazmatické membráně 

(viz [139] a kapitola 1.5.1). Jak bylo zjištěno, většina klinických izolátů C. albicans 

vykazuje nadměrnou expresi genů kódujících MDR proteiny CaCdr1p, CaCdr2p 

nebo CaMdr1p (viz kapitola 1.5 a [77]). Proto je značné úsilí vynakládáno 

na vyhledávání látek inhibujících činnost těchto pump, které by mohly být použité 

v rámci tzv. kombinovaná terapie spolu s běžně používanými antimykotiky (kapitola 

1.5.2). Nalezení takových inhibitorů by mělo jak pozitivní dopad na pacienta, tak 

také kladný ekonomický důsledek, neboť jejich podávání spolu s antimykotiky by 

zásadním způsobem snížilo podávané koncentrace léků. 

Jak bylo dokázáno pomocí diS-C3(3) fluorescenční metody a série izogenních 

kmenů C. albicans lišících se přítomností pump CaCdr1p a CaCdr2p v membráně 

buněk [114] a je jasně demonstrováno výsledky zónového testu na obrázku 3-23 

(při použití týchž kmenů, viz tabulka 2-2, část II), fluorescenční sonda diS-C3(3) je 

substrátem nejenom MDR pump KlPdr5p, ScPdr5p a ScSnq2p, ale také CaCdr1p a 

CaCdr2p. Tato skutečnost umožňuje použít naši metodu barvicích křivek i 

pro vyhledávání inhibitorů těchto dvou pump. Navíc, vzhledem k vysoké homologii 

                                                 

@
 Mikrobiom je souhrnné označení pro mikrobiální osídlení lidského těla. Jedná se o soubor 

bakterií, kvasinek, hub, virů a protozoí (prvoků) vyskytující se na lidském těle a v něm. 
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pump CaCdr1p a CaCdr2p s ScPdr5p a ScSnq2p, lze minimalizovat počet 

experimentů na kvasinkách C. albicans tím, že prvotní testování velké série nově 

syntetizovaných látek bude prováděno na kvasinkách S. cerevisiae. Pouze účinné 

inhibitory pumpy ScPdr5p a/nebo ScSnq2p, budou následně testovány jako 

potenciální inhibitory pump CaCdr1p a CaCdr2p. 

 
Obr. 3-23 Fluorescenční sonda diS-C3(3) je substrátem dvou hlavních MDR 

pump CaCdr1p a CaCdr2p kvasinky C. albicans. Inhibiční zóny vzniklé účinkem 

1 mM diS-C3(3) u izogenních kmenů (cdr1cdr2, cdr1 a cdr2) s různým 

zastoupením obou pump v membráně. Menší velikost inhibičních zón u buněk 

pumpových kmenů (cdr2 a cdr1) vytvořených po aplikaci sondy na terčík 

v porovnání se zónami pozorovanými u buněk bezpumpového kmene (cdr1cdr2) 

vypovídá o nižší koncentraci sondy v těchto buňkách v důsledku jejího aktivního 

odstraňování pumpou CaCdr1p nebo CaCdr2p. 

3.4.1 Vliv přítomnosti pumpy CaCdr1p nebo CaCdr2p v membráně 

kvasinek C. albicans na akumulaci sondy diS-C3(3) v buňkách  

Charakter barvicích křivek buněk C. albicans exprimujících pouze pumpu 

CaCdr1p (cdr2), obr. 3-24A, nebo CaCdr2p (cdr1), obr. 3-24B, se výrazně liší 

od průběhu barvení buněk PDR5+ S. cerevisiae a K. lactis (viz obr. 3-3). Zatímco 

u těchto druhů kvasinek pozorujeme již od začátku měření nižší barvení buněk 

PDR5+ než buněk pdr5-, barvení buněk cdr2 a cdr1 je po dobu cca 40 minut 

identické s barvením buněk bezpumpového kmene cdr1cdr2
&

, teprve poté se 

koncentrace sondy v buňkách začíná snižovat, jak indikuje pokles max. Je-li 

k buňkám přidána glukóza, rozsah tohoto poklesu se výrazně zvýší, aniž by došlo ke 

                                                 

&
 Akumulace sondy v buňkách cdr1cdr2 je řízena pouze velikostí jejich membránového 

potenciálu. 



87 

zkrácení první fáze barvení. Je tedy zřejmé, že za dvoufázový průběh akumulace 

fluorescenční sondy diS-C3(3) v buňkách obou pumpových kmenů cdr2 a cdr1 je 

zodpovědná cca 40minutová časová prodleva mezi přidáním sondy ke vzorku a jejím 

aktivním odstraňováním z buněk oběma pumpami, která není patrná u buněk PDR5+ 

S. cerevisiae ani K. lactis. 

Zjištěná absence aktivního transportu sondy pumpami CaCdr1p a CaCdr2p 

po dobu 40 minut může souviset buď s (1) nízkou aktivitou pump přítomných 

v membráně buněk, k jejichž aktivaci je zapotřebí inkubace buněk se sondou 

(substrátem), nebo (2) nízkou koncentrací pump v membráně; teprve přidání glukózy 

indukuje zvýšenou expresi genů CaCDR1 a CaCDR2. Důvodem této absence 

nemůže být nedostatek ATP poskytující energii potřebnou pro aktivní transport 

sondy pumpami z buněk, jak vyplývá z výrazného poklesu v barvení buněk obou 

pumpových kmenů v přítomnosti glukózy svědčícím o vysoké aktivitě pump, viz obr. 

3-24A,B. Navíc, ani po třech hodinách experimentu jsme nezaznamenali úbytek 

glukózy ve vzorku. 

Přidání glukózy k buňkám cdr2 indukuje během cca 40 minut vysokou 

hladinu proteinu CaCdr1p v jejich plazmatické membráně [140] a s velkou 

pravděpodobností i pumpy CaCdr2p u buněk cdr1, proto jsme očekávali, že její 

přidání 20-40 minut před měřením, tj. s časovým předstihem postačujícím 

pro syntézu pump de novo, způsobí, že se buňky budou již od začátku barvit málo 

stejně jako buňky PDR5+ S. cerevisiae a K. lactis (obr. 3-3).  
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Obr. 3-24 Glukóza výrazně zvyšuje celkovou aktivitu MDR pump CaCdr1p a 

CaCdr2p při odstraňování fluorescenční sondy diS-C3(3) z buněk Candida 

albicans. Porovnání barvicích křivek buněk C. albicanscdr1cdr2 a cdr1 (A) 

nebo cdr2 (B), ke kterým byla glukóza (glc) o výsledné koncentraci 2 % přidána (1) 

před sondou (40 nebo 20 minut), (2) společně se sondou nebo (3) 20 min po jejím 

přidání. Prázdné symboly - kontroly bez přidané glukózy. Závislost celkové aktivity 

pumpy CaCdr1p (C) nebo CaCdr2p (D) na čase přidání glukózy k buněčné suspenzi 

vzhledem k začátku měření, která byla stanovená z (A) nebo (B) jako rozdíl mezi 

příslušnými rovnovážnými hodnotami max buněk bezpumpového a pumpového 

kmene. Prázdné sloupce - aktivita pump v nepřítomnosti glukózy. Střední hodnoty a 

směrodatné odchylky byly získány ze tří nezávislých experimentů. 

 

Jak je ale patrné z obrázků 3-24A,B, předchozí inkubace buněk s glukózou 

žádným způsobem vstup sondy do buněk neovlivňuje. Vzhledem k tomu, že dokonce 

buňky obou pumpových kmenů, ke kterým byla glukóza přidána 40 minut 

před sondou, vykazují identické počáteční barvení s buňkami cdr1cdr2, vyloučili 
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jsme jako možnou příčinu časové prodlevy v aktivním odstraňování sondy pumpami 

CaCdr1p a CaCdr2p z buněk výše zmiňovanou možnost (2). Zvýšení počtu pump 

v membráně buněk indukované glukózou se projeví až ve druhé fázi barvení 

výrazným poklesem max indikujícím jejich vysokou celkovou aktivitu
##

. 

Jako nejpravděpodobnější vysvětlení dvoufázového profilu barvení buněk 

obou pumpových kmenů se zdá být aktivace existujících a nově syntetizovaných 

pump v membráně samotnou sondou, která je jejich substrátem. Aby došlo k jejich 

aktivaci, je zapotřebí buňky po určitou dobu inkubovat se sondou. Po tuto dobu však 

sonda vstupuje podle membránového potenciálu do buněk, což má za následek, že se 

jejich barvení po dobu cca 40 minut neliší od barvení buněk bezpumpového kmene. 

Nelze vyloučit ani možnost, že sonda sama (podobně jako glukóza) indukuje 

zvýšenou expresi obou pump. 

Dalším důležitým zjištěním vyplývajícím z obrázku 3-24 je negativní dopad 

dlouhodobé inkubace buněk s glukózou na aktivitu obou pump. Zatímco celková 

rovnovážná aktivita pumpy CaCdr1p u buněk cdr2 je po přidání glukózy 

ve 20. minutě barvení zvýšena téměř 9krát
$$

 v porovnání s její nízkou hodnotou 

u kontrolních buněk, přidání glukózy před nebo současně se sondou vede ke snížení 

celkové aktivity pumpy, která klesá s rostoucí dobou inkubace buněk s glukózou, 

obr. 3-24C. Tento trend je rovněž patrný u buněk cdr1, u kterých je i bez glukózy 

pozorováno aktivní odstraňování sondy pumpou CaCdr2p, obr. 3-34D. Téměř 

trojnásobné
$$

 zvýšení její celkové aktivity po přidání glukózy 20 minut po sondě 

poklesne jen na dvojnásobek původní aktivity, je-li glukóza přidána 40 minut před 

začátkem měření, obr. 3-34D. Možným důvodem by mohla být relativně rychlá 

degradace pump v membráně endocytózou (turnover) [141]. Bez ohledu na to, co je 

skutečnou příčinou pozorovaného poklesu celkové aktivity pump v závislosti 

na době inkubace s glukózou (to nebylo cílem disertační práce), přidávali jsme 

glukózu ve všech následujících experimentech až ve 20. minutě barvení. 

 Tyto doposud nepublikované výsledky jsou z lékařského hlediska velmi 

zajímavé, neboť naznačují, že inkubace buněk C. albicans s různými antifungálními 

                                                 

##
 Větší aktivita pumpy CaCdr2p může být důsledkem nejenom vyššího zastoupení pumpy 

CaCdr2p v plazmatické membráně buněk cdr1, ale také jejího efektivnějšího odstraňování sondy 

z buněk v porovnání s pumpou CaCdr1p, viz rozdílná celková aktivita pump ScPdr5p a KlPdr5p, 

kapitola 3.2.2. 

$$
 Stanoveno jako poměr aktivity pumpy v a bez přítomnosti glukózy ve vzorku z obr. 3-24C, 

nebo D. 
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léky/substráty vede nejenom ke zvýšené expresi pump CaCdr1p a CaCdr2p [77, 

142], ale také k jejich aktivaci. 

3.4.2 Zavedení efektivního postupu pro vyhledání inhibitorů pump 

CaCdr1p a CaCdr2p založeného na použití látek účinně 

inhibujících transport sondy diS-C3(3) pumpami ScPdr5p a/nebo 

ScSnq2p 

Abychom potvrdili oprávněnost námi navrženého postupu pro vyhledávání 

účinných inhibitorů pump CaCdr1p a CaCdr2p založeného na primárním testování 

inhibičního účinku látek na transport sondy pumpou ScPdr5p a ScSnq2p, použili 

jsme jednak dvě látky, které jsou známými modulátory aktivity obou pump CaCdr1p 

a CaCdr2p a také pumpy ScPdr5p, farnesol [117] a beauvericin [87, 114] (obr. 3-

18B), jednak enniatin B, který je známým inhibitorem pumpy CaCdr1p [69] a 

ScPdr5p, ([113], obr. 3-18A). Tento postup jsme poté aplikovali na testování 

inhibičního účinku čtyř nově syntetizovaných derivátů 1,4-dihydropyridinu
¶¶

 (1,4-

DHP) [143] označených jako derivát S, H, 5 a 7, viz tabulka 2-1, část II. Navíc, jsme 

testovali inhibiční účinnost látek vybraných na základě výsledků našeho postupu 

přímo na buňkách rezistentního klinického izolátu C. albicans CY 1123, za jejichž 

rezistenci vůči antifungálním lékům, např. azolům, je zodpovědná zejména 

nadprodukce pump CaCdr1p a CaCdr2p v membráně. 

3.4.2.1 Porovnání inhibičního účinku farnesolu na transport sondy diS-C3(3) 

pumpami CaCdr1p a CaCdr2p u C. albicans a pumpami ScPdr5p a 

ScSnq2p u S. cerevisiae  

 Zatímco existuje celá řada látek v různých stádiích klinických zkoušek, které 

jsou schopny inhibovat (modulovat) činnost MDR pumpy P-glykoproteinu (lidský 

homolog pump CaCdr1p a CaCdr2p) u rakovinných buněk [144], neexistuje mnoho 

příkladů látek, které inhibují odstraňování léků MDR pumpami z patogenních 

kvasinek. Jednou z těchto látek, u které bylo zjištěno, že moduluje aktivitu pump 

CaCdr1p a CaCdr2p a také ScPdr5p, je farnesol, hlavní signální molekula 

C. albicans [117]. Vybrali jsme si jej proto jako jednoho z kandidátů pro ověření 

                                                 

¶¶
 Látka 1,4-DHP je meziprodukt vzniklý při syntéze nilvadipinu, který funguje jako inhibitor 

vápníkového kanálu [143]. 
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našeho tvrzení, že pokud látka blokuje transport substrátu (sondy) alespoň jednou 

z dvojice pump CaCdr1p a CaCdr2p, inhibuje přinejmenším také jednu z pump 

ScPdr5p a ScSnq2p. 

Ačkoliv jsme pro testování účinku farnesolu na aktivitu pump CaCdr1p a 

CaCdr2p použili jiný soubor izogenních mutantních kmenů (viz tabulka 2-2, část II) 

než autoři článku [117]
##

, dospěli jsme k témuž zjištění, tj. že 100 M koncentrace 

farnesolu je postačující pro úplnou inhibici transportu substrátu/sondy oběma 

pumpami, obr. 3-25. U buněk S. cerevisiae AD12 s nadprodukcí pumpy ScPdr5p 

byla koncentrace účinně inhibující transport sondy dokonce nižší (~ 60 M), obr. 3-

26A,C. Navíc, tato koncentrace byla dostatečná také pro úplné zablokování aktivního 

odstraňování sondy z buněk AD13 s nadprodukcí pumpy ScSnq2p, obr. 3-26B,C. 

Tento doposud nepublikovaný výsledek, že farnesol je účinným inhibitorem pumpy 

ScSnq2p, je velmi významný, protože prozatím nebyly inhibitory této pumpy 

s výjimkou alkoholů [130] identifikovány. 

                                                 

##
 V této studii byla použita série chimérických konstruktů vzniklých heterologní expresí genů 

CaCDR1 nebo CaCDR2 v nepatogenní kvasince S. cerevisiae AD1-8, která má deletováno sedm genů 

kódujících ABC transportéry. Ačkoliv je kvasinka S. cerevisiae často volena pro expresi a výzkum 

MDR pump C. albicans, je důležité vzít do úvahy nejenom odlišný metabolismus těchto dvou 

mikroorganismů, ale také to, že, heterologní exprese ovlivňuje několik dalších vnitrobuněčných 

interakcí zodpovědných za rezistenci vůči lékům, jako je interakce pumpy s jinými proteiny a 

regulačními systémy [114]. 
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Obr. 3-25 Farnesol je účinným inhibitorem transportu fluorescenční sondy diS-

C3(3) z buněk Candida albicans jak pumpou CaCdr1p, tak pumpou CaCdr2p. 

Porovnání barvicích křivek buněk C. albicanscdr1cdr2 a cdr2 (A) nebo cdr1 

(B), ke kterým byla ve 20. minutě barvení přidána glukóza o výsledné koncentraci 

2 % a v 82. minutě farnesol (Far). Prázdné symboly – barvení kontrolních buněk 

bez přidání farnesolu. (C) Koncentračně závislý rozsah inhibice transportu sondy 

pumpou CaCdr1p (zeleně) a CaCdr2p (oranžově) vyvolaný farnesolem. Rozsah 

inhibice transportu sondy byl určen podle rovnice (1), ve které A představuje rozdíl 

mezi rovnovážnými hodnotami λmax u buněk cdr1cdr2 a cdr1 nebo cdr2 

v přítomnosti farnesolu a B v jeho nepřítomnosti. Střední hodnoty a směrodatné 

odchylky byly získány ze tří nezávislých experimentů. 
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Obr. 3-26 Farnesol účinně inhibuje transport fluorescenční sondy diS-C3(3) 

z buněk Saccharomyces cerevisiae nejenom pumpou ScPdr5p, ale také pumpou 

ScSnq2p. Porovnání barvicích křivek buněk S. cerevisiaeD- a AD12 (A) nebo 

AD13 (B), ke kterým byl ve 25. minutě barvení přidán farnesol (Far). Prázdné 

symboly – barvení kontrolních buněk bez přidání farnesolu. (C) Koncentračně 

závislý rozsah inhibice transportu sondy pumpou ScPdr5p (modře) a ScSnq2p 

(růžově) vyvolaný farnesolem. Rozsah inhibice transportu sondy byl určen podle 

rovnice (1), ve které A představuje rozdíl mezi rovnovážnými hodnotami λmax 

u buněk D a AD12 nebo AD13 v přítomnosti farnesolu a B v jeho 

nepřítomnosti. Střední hodnoty a směrodatné odchylky byly získány ze tří 

nezávislých experimentů. 
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 Zajímalo nás, jestli ke koncentračně závislému inhibičnímu účinku farnesolu 

na transport sondy pumpami CaCdr1p a CaCdr2p, obr. 3-25C, a pumpami ScPdr5p a 

ScSnq2p, obr. 3-26C, přispívá
⸿⸿

 jeho kompetice se sondou o transport. Jinými slovy, 

jestli je farnesol substrátem těchto pump. Jak vyplývá z výsledků zónových testů 

(v případě ScPdr5p a ScSnq2p také kapkového testu), farnesol je substrátem jak obou 

pump CaCdr1p a CaCdr2p u C. albicans, obr. 3-27, tak pump ScPdr5p a ScSnq2p 

u S. cerevisiae, obr. 3-28A,B.  

Naše tvrzení, že za koncentračně závislý inhibiční účinek farnesolu je 

zodpovědná zejména jeho kompetice se sondou o transport pumpami, je v souladu se 

zjištěním, že farnesol kompetitivně inhibuje odstraňování rhodaminu 6G, známého 

substrátu pump CaCdr1p, CaCdr2p a ScPdr5p, těmito pumpami z buněk [117]. 

V rámci této studie se však autorům nepodařilo prokázat, že je farnesol substrátem 

těchto pump. Pravděpodobnou příčinou absence rozdílů v přežívání buněk 

s nadprodukcí pump v membráně a bezpumpového kmene vystavených účinku 

různých koncentrací farnesolu může být velká citlivost bezpumpového kmene 

S. cerevisiae AD1-8, který byl použit pro expresi genů  CaCDR1, CaCDR2 a 

ScPDR5. Dokázali jsme totiž, že tolerance kmene AD1-8 vůči účinku farnesolu je 

podstatně nižší než u buněk AD1-3 (obr. 3-28). Je možné, že menší citlivost buněk 

AD1-3, u nichž jsou oproti buňkám AD1-8 navíc exprimovány čtyři ABC 

transportéry (ScPdr10p, ScPdr11p, ScPdr15p a ScYcf1p), je důsledkem aktivního 

odstraňování farnesolu z buněk některými z těchto pump, např. ScPdr10p a 

ScPdr15p, které jsou homology pumpy ScPdr5p, viz kapitola 1.4.1. Tato skutečnost 

by vysvětlovala i zdánlivou hyperpolarizaci buněk AD1-3, která není pozorována 

u buněk C. albicans cdr1cdr2, jako důsledek kompetitivní inhibice transportu 

sondy farnesolem některou z těchto pump. Vzhledem k tomu, že u buněk AD1-8 je 

kromě genů pro ABC transportéry deletován také gen kódující transkripční faktor 

ScPdr3p, který reguluje produkty genů podílejících se také na biosyntéze sfingolipidů 

[145, 146], nelze tedy vyloučit ani možnost, že zvýšená citlivost tohoto kmene je 

důsledkem odlišné kompozice plazmatické membrány těchto buněk. 

                                                 

⸿⸿
 Vzhledem k různorodosti účinků farnesolu na buňky (viz kapitola 1.6.4), z nichž mnohé 

mohou významně ovlivňovat aktivitu pump i při jeho krátkodobém působení (60-100 min), nelze 

vyloučit možnost, že případná kompetitivní inhibice transportu sondy farnesolem je pouze jedním 

z faktorů, které jsou zodpovědné za pozorovaný koncentračně závislý inhibiční účinek farnesolu. 
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Obr. 3-27 Farnesol je substrátem dvou hlavních pump CaCdr1p a CaCdr2p 

kvasinky C. albicans. Inhibiční zóny buněk cdr1cdr2,cdr2 a cdr1 vzniklé 

účinkem 1,9 M farnesolu.  

 

Obr. 3-28 Farnesol je substrátem nejenom pumpy ScPdr5p, ale také pumpy 

ScSnq2p kvasinky S. cerevisiae. (A) Inhibiční zóny buněk kmenů AD1-8, AD1-3, 

AD12 a AD13 vystavené účinku 3,8 M farnesolu. (B) Citlivost kmenů AD1-8, AD1-

3, AD12 a AD13 k farnesolu stanovená pomocí kapkového testu. Na misky s 30 ml 

2 % YPD agaru byly nakapány 4 l naředěných suspenzí jednotlivých kmenů 

o koncentracích 1.10
7
, 1.10

6
, 1.10

5
 a 1.10

4
 buněk/ml (zleva doprava). Kontrolní 

miska (0) neobsahovala farnesol, v agaru zbylých dvou misek byl rozmíchán farnesol 

na výslednou koncentraci 100M nebo 250 M.  
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Ačkoliv nelze obecně vyloučit možnost, že se v závislosti na mechanismu 

inhibičního účinku testované látky bude rozsah inhibice transportu sondy/substrátu 

u pump C. albicans a S. cerevisiae lišit


, výsledky série experimentů s farnesolem 

podporují naše tvrzení, že pokud látka inhibuje transport sondy pumpami CaCdr1p a 

CaCdr2p inhibuje rovněž pumpy ScPdr5p a ScSnq2p. 

3.4.2.2 Testování inhibičního účinku beauvericinu a enniatinu B na transportní 

aktivitu pump CaCdr1p, CaCdr2p, ScPdr5p a ScSnq2p  

Dalšími dvěma látkami se známým inhibičním účinkem na pumpy CaCdr1p a 

CaCdr2p, které jsme testovali pro ověření našeho tvrzení, viz kapitola 3.4.2, byl 

jednak beauvericin inhibující transport sondy diS-C3(3) nebo rhodaminu 6G oběma 

pumpami [87, 114], jednak enniatin B, který je známým inhibitorem pumpy 

CaCdr1p [69]. 

Jak je patrno z obrázku 3-29, beauvericin inhibuje transport sondy oběma 

pumpami CaCdr1p a CaCdr2p podle našeho očekávání (obr. 3-29A,B,E,F), zatímco 

enniatin B pouze pumpou CaCdr1p (obr. 3-29C,D,E,F). Jak vyplývá z koncentračně 

závislé inhibice transportu sondy beauvericinem (obr. 3-29E,F), je tato látka 

účinnějším inhibitorem pumpy CaCdr1p než CaCdr2p. Vzhledem k tomu, že jsme 

zatím jako jediní dokázali (zatím nepublikovaný výsledek), že beauvericin je 

substrátem obou pump (obr. 3-30), lze pozorovanou inhibici vysvětlit kompeticí 

sondy a beauvericinu o transport


. Účinnější inhibice transportu sondy pumpou 

CaCdr1p než CaCdr2p je pak zřejmě důsledkem vyšší afinity tohoto substrátu 

k vazebným místům ve vazebné kapse CaCdr1p v porovnání s CaCdr2p, jak indikuje 

větší inhibiční zóna u buněk cdr1 než u buněk cdr2, obr. 3-30. 

                                                 


 Například, je-li testovaná látka substrátem všech pump (jako v případě farnesolu), záleží 

rozsah kompetitivní inhibice transportu sondy danou pumpou na takových faktorech, jako je (1) počet 

vazebných míst ve vazebné kapse pumpy, se kterými látka a sonda interagují, (2) velikost molekuly 

substrátu a (3) velikost vazebné kapsy pumpy a uspořádání jejích vazebných míst, viz kapitola 3.2.3. 

Některé z těchto údajů nejsou zatím u pump ScSnq2p, CaCdr1p a CaCdr2p k dispozici. 


 Vzhledem k okamžitému účinku beauvericinu na aktivitu obou pump (viz paralelní průběh 

barvení buněk cdr1 a cdr2 po přidání beauvericinu s barvením negativní kontroly cdr1cdr2) a 

jeho zanedbatelnému vlivu na membránový potenciál lze prakticky vyloučit možnost, že za inhibici 

pump je zodpovědná dysfunkce mitochondrií spojená s nedostatkem ATP pro jejich činnost [112]. 
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Obr. 3-29 Zatímco beauvericin je účinným inhibitorem transportu fluorescenční 

sondy diS-C3(3) z buněk Candida albicans jak pumpou CaCdr1p, tak pumpou 

CaCdr2p, enniatin B inhibuje pouze pumpu CaCdr1p. Porovnání barvicích 

křivek buněk C. albicanscdr1cdr2 a cdr2 (A, C) nebo cdr1 (B, D), ke kterým 

byla ve 20. minutě barvení přidána glukóza o výsledné koncentraci 2 % a 

v 82. minutě beauvericin (A, B) nebo enniatin B (C, D). Prázdné symboly – barvení 

kontrolních buněk bez přidání testovaných látek. Koncentračně závislý rozsah 

inhibice transportu sondy pumpou CaCdr1p (E) a pumpou CaCdr2p (F) vyvolaný 

beauvericinem (modře) nebo enniatinem B (zeleně). Rozsah inhibice transportu 

sondy byl určen podle rovnice (1), ve které A představuje rozdíl mezi rovnovážnými 

hodnotami λmax u buněk cdr1cdr2 a cdr1 nebo cdr2 v přítomnosti a B 

v nepřítomnosti beauvericinu nebo enniatinu B. Střední hodnoty a směrodatné 

odchylky byly získány ze tří nezávislých experimentů. 
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Obr. 3-30 Beauvericin je slabším substrátem MDR pumpy CaCdr2p než 

CaCdr1p. Inhibiční zóny buněk cdr1cdr2,cdr2 a cdr1 vzniklé účinkem 

6,4 mM beauvericinu (5 mg/ml).  

 

Zatímco okamžité zablokování transportu sondy pumpou ScPdr5p u buněk 

S. cerevisiae AD12 již při použití nízkých koncentrací jak beauvericinu, obr. 3-

31A,E, tak enniatinu B, obr. 3-31C,E, nebylo překvapující (viz obr. 3-18), náš 

předpoklad vyplývající z dřívější studie [113], že enniatin B ani beauvericin nebudou 

inhibovat transport sondy pumpou ScSnq2p, se nepotvrdil, obr. 3-31B,D,F. Jak totiž 

vyplývá z těchto výsledků, zvyšující se koncentrace obou látek vede ke koncentračně 

závislému nárůstu inhibice transportu sondy pumpou ScSnq2p (účinné koncentrace 

enniatinu B jsou až 7krát vyšší než ty použité v [113]). Navíc je pozorována 

saturovaná neúplná inhibice transportu sondy touto pumpou jak účinkem 

beauvericinu, tak enniatinu B (obr. 3-31F). Rozsah inhibice transportu sondy 

u beauvericinu činí ~ 87 %, u enniatinu B ~ 77 %. Na základě analýzy výsledků 

získaných při porovnávání rozsahu inhibice transportu sondy pumpou KlPdr5p a 

ScPdr5p vyvolaného azoly (viz kapitola 3.2.3) a vzhledem k tomu, že beauvericin je 

substrátem nejenom pumpy ScPdr5p, ale také pumpy ScSnq2p, obr. 3-32, je neúplná 

saturovaná inhibice transportu sondy touto pumpou vyvolaná beauvericinem a 

enniatinem důsledkem jiného uspořádání (větší velikosti) vazebné kapsy ScSnq2p 

umožňující kotransport těchto látek se sondou. Detailní studie rozdílného uspořádání 

vazebné kapsy ScPdr5p a ScSnq2p bude předmětem dalšího výzkumu. 
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Obr. 3-31 Jak beauvericin, tak enniatin B inhibují transport fluorescenční 

sondy diS-C3(3) z buněk Saccharomyces cerevisiae nejenom pumpou ScPdr5p, 

ale také pumpou ScSnq2p. Porovnání barvicích křivek buněk S. cerevisiaeD- a 

AD12 (A, C) nebo AD13 (B, D), ke kterým byl ve 20. minutě barvení přidán 

beauvericin (A, B) nebo enniatin B (C, D). Prázdné symboly – barvení kontrolních 

buněk bez přidání testovaných látek. Koncentračně závislý rozsah inhibice transportu 

sondy pumpou ScPdr5p (E) a pumpou ScSnq2p (F) vyvolaný beauvericinem (modře) 

nebo enniatinem B (zeleně). Rozsah inhibice transportu sondy byl určen podle 

rovnice (1), ve které A představuje rozdíl mezi rovnovážnými hodnotami λmax 

u buněk D- a AD12 nebo AD13 v přítomnosti a B v  nepřítomnosti beauvericinu 

nebo enniatinu B. Střední hodnoty a směrodatné odchylky byly získány ze tří 

nezávislých experimentů. 
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Obr. 3-32 Beauvericin je substrátem nejenom pumpy ScPdr5p, ale také pumpy 

ScSnq2p kvasinky S. cerevisiae. Inhibiční zóny buněk kmenů AD1-3, AD12 a 

AD13 vzniklé účinkem 3,2 mM beauvericinu (2,5 mg/ml).  

 

Výsledky experimentů se známými inhibitory MDR pump u C. albicans 

(farnesol, beauvericin a enniatin B), dokazují, že pokud látka blokuje transport 

substrátu (sondy) alespoň jednou z dvojice pump CaCdr1p a CaCdr2p, inhibuje 

přinejmenším jednu z pump ScPdr5p a ScSnq2p.  

3.4.2.3 Testování inhibičního účinku série derivátů 1,4-dihydropyridinu 

na transport sondy diS-C3(3) pumpami ScPdr5p, ScSnq2p, CaCdr1p a 

CaCdr2p 

Na základě výsledků dvou předcházejících kapitol můžeme konstatovat, že 

naše strategie použití nepatogenních kvasinek S. cerevisiae pro prvotní výběr látek 

s inhibičním potenciálem je opodstatněná. Nicméně abychom zcela jednoznačně 

demonstrovali spolehlivost tohoto postupu, bylo zapotřebí dokázat, že skutečně 

pouze látka, která inhibuje aktivní odstraňování sondy diS-C3(3) z buněk 

S. cerevisiae pumpami ScPdr5p a/nebo ScSnq2p, blokuje rovněž transport substrátu 

(sondy) alespoň jednou z dvojice pump CaCdr1p a CaCdr2p u kvasinek C. albicans. 

Jinými slovy, pokud přidání testované látky nevede k zablokování činnosti pump 

ScPdr5p a ScSnq2p, není jejím účinkem ovlivněna ani aktivita pump CaCdr1p a 

CaCdr2p. Provedli jsme proto sérii experimentů, v rámci kterých jsme testovali čtyři 

nově syntetizované deriváty 1,4-dihydropyridinu (1,4-DHP) označené jako derivát S, 

H, 5 a 7 (viz tabulka 2-1, část II). 

Základní podmínkou pro použití diS-C3(3) fluorescenční metody 

pro sledování vlivu chemického stresu na buňky je absence vázané sondy v médiu 
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(C-P pufru), viz kapitola 1.7.2. Pro stanovení účinku testované látky na membránový 

potenciál buněk a aktivitu jejich MDR pump, která je přidána k buněčné suspenzi a 

zůstává v médiu po celou dobu experimentu, je tedy nutné, aby její interakce se 

sondou vedoucí k posunu max do červené oblasti spektra byla minimální, popř. aby 

látka sama nefluoreskovala v daném rozsahu vlnových délek. Vzhledem k tomu, že 

derivát S i při nízkých koncentracích výrazně ovlivňoval emisní spektrum sondy 

v pufru v důsledku jejich vzájemné interakce, jeho vliv na transport sondy MDR 

pumpami jsme nestudovali. 

Jak je patrno z obrázku 3-33, derivát 7 nevykazuje prakticky žádný inhibiční 

účinek ani na jednu z pump ScPdr5p a ScSnq2p (obr. 3-33A,G,B,H) a rozsah inhibice 

transportu sondy oběma pumpami vyvolané derivátem 5 je nízký (u ScPdr5p ~ 25 %, 

u ScSnq2p ~ 35 %), obr. 3-33B,G,C,H. Ze všech tří testovaných derivátů pouze 

derivát H účinně inhibuje transport sondy oběma pumpami (obr. 3-43E,G,F,H).  

Vzhledem k tomu, že derivát H je substrátem obou pump ScPdr5p a ScSnq2p 

(obr. 3-34), koncentračně závislý rozsah inhibice transportu sondy oběma pumpami 

(obr. 3-33G,H) je s velkou pravděpodobností důsledkem kompetice sondy a derivátu 

H o transport, neboť látka sama nevykazuje žádnou antifungální aktivitu (viz příloha 

3).  
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Obr. 3-33 Pouze derivát H účinně inhibuje transport fluorescenční sondy diS-

C3(3) oběma pumpami ScPdr5p a ScSnq2p. Barvicí křivky buněk S. cerevisiae 

AD1-3 a AD12 (A, C, E) nebo AD13 (B, D, F), ke kterým byl v 17. minutě barvení 

přidán derivát 7 (A, B), derivát 5 (C, D) nebo derivát H (E, F). Prázdné symboly – 

barvení kontrolních buněk. Porovnání inhibičního účinku jednotlivých derivátů 

na transport sondy pumpou  ScPdr5p (G) nebo ScSnq2p (H). Rozsah inhibice 

transportu sondy byl určen podle rovnice (1), ve které A představuje rozdíl mezi 

rovnovážnými hodnotami λmax u buněk D- a AD12 nebo AD13 v přítomnosti a 

B v  nepřítomnosti derivátu. Střední hodnoty a směrodatné odchylky byly získány 

ze tří nezávislých experimentů. 
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Obr. 3-34 Derivát H je substrátem obou pump ScPdr5p a ScSnq2p kvasinky 

S. cerevisiae. Inhibiční zóny buněk kmenů AD1-3, AD12 a AD13 vzniklé účinkem 

derivátu H o koncentraci 10 mg/ml. 

 

Ačkoliv z testovaných látek pouze derivát H inhibuje pumpy ScPdr5p a 

ScSnq2p, ověřovali jsme u všech derivátů jejich vliv na transport sondy pumpami 

CaCdr1p a CaCdr2p u kvasinky C. albicans. Zatímco přidání derivátu H k buňkám 

cdr1 (CaCdr2p) „aktivovaným“ glukózou nemá zásadní vliv na jejich barvení (obr. 

3-35B), u buněk cdr2 (CaCdr1p) vede ke koncentračně závislému posunu 

rovnovážné hodnoty max směrem k delším vlnovým délkám až na úroveň prakticky 

identickou s kmenem cdr1cdr2 (obr. 3-35A). Jinými slovy, derivát H inhibuje 

transport sondy pumpou CaCdr1p (obr. 3-35A,G) nikoliv však pumpou CaCdr2p 

(obr. 3-35B,H), podobně jako enniatin B (obr. 3-9C,D,E,F). Vliv derivátů 5 a 7 

na transport sondy oběma pumpami je, podle našeho předpokladu, zanedbatelný 

(obr. 3-35C-F), což jednoznačně potvrzuje spolehlivost námi zavedeného efektivního 

postupu pro vyhledání inhibitorů pump CaCdr1p a CaCdr2p. 

Inhibiční účinek nově syntetizovaného derivátu H na transport sondy pumpou 

CaCdr1p, nikoliv však pumpou CaCdr2p, byl publikován jako součást studie 

(příloha 3) vzniklé ve spolupráci s laboratoří dr. Olejníkové v Bratislavě, v rámci 

které byla úplná inhibice transportu sondy oběma pumpami vyvolaná nízkou 

koncentrací beauvericinu (5 g/ml) použita jako jedna z pozitivních kontrol. Jak je 

navíc dokumentováno na obrázku 3-36, derivát H je substrátem pumpy CaCdr1p, což 

může být hlavní příčinou jeho rozdílného vlivu na aktivitu pump CaCdr1p a 

CaCdr2p.  
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Obr. 3-35 Pouze derivát H je účinným inhibitorem transportu fluorescenční 

sondy diS-C3(3) pumpou CaCdr1p, nikoliv však pumpou CaCdr2p. Barvicí 

křivky buněk C. albicanscdr1cdr2 a cdr2 (A, C, E) nebo cdr1 (B, D, F), 

ke kterým byla ve 20. minutě barvení přidána glukóza o výsledné koncentraci 2 % a 

v 82. minutě derivát H (A, B), derivát 5 (C, D) nebo derivát 7 (E, F). Prázdné 

symboly – barvení kontrolních buněk bez přidání testovaných látek. Porovnání 

inhibičního účinku jednotlivých derivátů na transport sondy pumpou CaCdr1p (G) 

nebo CaCdr2p (H). Rozsah inhibice transportu sondy byl určen podle rovnice (1), 

ve které A představuje rozdíl mezi rovnovážnými hodnotami λmax u buněk 

cdr1cdr2 a cdr1 nebo cdr2 v přítomnosti a B v  nepřítomnosti derivátu. 

Střední hodnoty a směrodatné odchylky byly získány ze tří nezávislých experimentů. 
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Obr. 3-36 Derivát H je substrátem pumpy CaCdr1p, nikoliv však pumpy 

CaCdr2p. Inhibiční zóny buněk cdr1cdr2,cdr2 a cdr1 vystavených účinku 

derivátu H o koncentraci 10 mg/ml.  

3.4.3 Vliv různých inhibitorů pump CaCdr1p a CaCdr2p 

na odstraňování fluorescenční sondy diS-C3(3) z buněk klinického 

izolátu C. albicans CY 1123 rezistentního na léčbu flukonazolem 

Abychom demonstrovali význam diS-C3(3) fluorescenční metody 

pro vyhledávání nových inhibitorů pump CaCdr1p a CaCdr2p testovali jsme vliv 

farnesolu, beauvericinu, enniatinu B a derivátu H také na odstraňování sondy 

z buněk klinického izolátu C. albicans CY 1123. Jako referenci jsme použili citlivý 

standardní divoký kmen C. albicans SC5314, ačkoliv není geneticky příbuzný 

s kmenem CY 1123. Vzhledem k tomu, že buňky obou testovaných kmenů exprimují 

obě pumpy CaCdr1p a CaCdr2p, byť v různé míře


, bylo zapotřebí nejprve nalézt 

vhodné experimentální podmínky pro testování účinku těchto inhibitorů. 

3.4.3.1 Porovnání akumulace sondy diS-C3(3) v buňkách kmene CY 1123 a SC5314  

Vzhledem k tomu, že fluorescenční sonda diS-C3(3) je substrátem pump 

CaCdr1p a CaCdr2p, nikoliv však pumpy CaMdr1p [114], závisí rozsah akumulace 

fluorescenční sondy diS-C3(3) v buňkách exprimujících všechny tyto pumpy pouze 

na celkové aktivitě pump CaCdr1p a CaCdr2p, která souvisí s jejich množstvím 

v plazmatické membráně. Jinými slovy, sonda se akumuluje podstatně více 

                                                 


 Zatímco u většiny klinických izolátů včetně CY 1123 byla prokázána nadměrná exprese 

genů kódujících MDR pumpy CaCdr1p, CaCdr2p a CaMdr1p, u buněk citlivého kmene SC5314 je 

exprese těchto genů nízká. 
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v buňkách s nízkou aktivitou těchto dvou pump než v buňkách s jejich vysokou 

aktivitou. 

Jak je patrné z obrázku 3-37, buňky kmene SC5314 s nízkou koncentrací 

MDR pump v membráně se v nepřítomnosti glukózy intenzivně barví a profil jejich 

barvicí křivky je stejný jako u buněk bezpumpového kmene cdr1cdr2 (viz obr. 3-

24). Teprve přidání glukózy vede k poklesu max souvisejícím se syntézou pump 

de novo a jejich aktivací sondou (viz kapitola 3.4.1). Barvení buněk klinického 

izolátu CY 1123 rezistentního na flukonazol, který byl uchováván v jeho přítomnosti 

(viz kapitola 2.4), se v důsledku nadprodukce pump CaCdr1p a CaCdr2p barví málo 

a to již od začátku měření. Přidání glukózy již nevede k výraznému poklesu v jejich 

barvení. Pravděpodobnou příčinou toho, že profil barvení buněk CY 1123 je zcela 

odlišný od barvení buněk pumpových kmenů cdr1 a cdr2 a svým charakterem 

připomíná barvení buněk PDR5+ u S. cerevisiae a K. lactis (viz obr. 3.3), je, že již 

před přidáním sondy byly pumpy aktivovány substrátem/flukonazolem a 

k odstraňování sondy tak dochází bezprostředně po jejím přidání k buněčné suspenzi.  
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Obr. 3-37 Zatímco přítomnost glukózy významně nezvýší celkovou aktivitu 

pump CaCdr1p a CaCdr2p při odstraňování fluorescenční sondy diS-C3(3) 

z buněk klinického izolátu CY 1123, u buněk standardního divokého kmene 

SC5314 vede k výraznému nárůstu jejich aktivity. Barvicí křivky buněk 

standardního divokého kmene SC5314 a klinického izolátu CY 1123 bez přidané 

glukózy (prázdné symboly) a po přidání glukózy (glc) o výsledné koncentraci 2 % 

ve 22. minutě barvení (červené symboly).  
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Abychom mohli stanovit celkovou aktivitu pump CaCdr1p a CaCdr2p 

u buněk kmene SC5314 a klinického izolátu CY 1123 bez přidání glukózy a její 

stabilitu v čase, bylo nutné porovnat barvicí křivky buněk daného kmene s aktivními 

a inhibovanými pumpami

. Pro zablokování činnosti pump jsme 10 minut 

před měřením přidali k suspenzi buněk obou kmenů beauvericin o koncentraci 

8 g/ml (10 M), která je dostatečná pro úplnou inhibici transportu sondy oběma 

pumpami a má přitom zanedbatelný vliv na membránový potenciál (viz kapitola 

3.4.2.2). 

Jak vyplývá z obrázků 3-38A,B, je rozdíl mezi barvením buněk obou kmenů 

bez a v přítomnosti beauvericinu konstantní po celou dobu měření (2 hodiny). Navíc, 

jak naznačuje přerušovaná vodorovná čára mezi obr. 3-38A a obr. 3-38B, mají buňky 

SC5314 a CY 1123, byť nejsou geneticky příbuzné, stejný membránový potenciál. 

Skutečnost, že v nepřítomnosti glukózy je aktivita pump CaCdr1p a CaCdr2p 

u buněk citlivého standardního kmene SC5314 po celou dobu experimentu velmi 

nízká v porovnání s jejich vysokou a stabilní aktivitou u buněk klinického izolátu CY 

1123 (obr. 3-38C), byla důvodem, proč jsme si zvolili tyto experimentální podmínky 

pro monitorování účinku různých inhibitorů pump CaCdr1p a CaCdr2p 

na odstraňování sondy z buněk klinického izolátu CY 1123 a referenčního kmene 

SC5314.  

                                                 


 Odrazem aktivity MDR pump u buněk pumpového kmene

 
je diference mezi jejich barvením 

a barvením buněk izogenního bezpumpového kmene, ve kterém je akumulace sondy řízena pouze 

velikostí membránového potenciálu. Pokud není takový kmen k dispozici, jako u kmenů SC5314 a CY 

1123, lze jako negativní kontrolu použít tytéž buňky, u kterých byla činnost pump zablokována pomocí 

specifického inhibitoru, který neovlivňuje membránový potenciál buněk. 
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Obr. 3-38 V nepřítomnosti glukózy je celková aktivita pump CaCdr1p a 

CaCdr2p u buněk klinického izolátu CY 1123 stabilní a výrazně vyšší než 

u buněk standardního divokého kmene Candida albicans SC5314. Barvicí křivky 

buněk standardního divokého kmene SC5314 (A) a klinického izolátu CY 1123 (B) 

bez (prázdné symboly) a v přítomnosti 10 M beauvericinu (plné symboly). 

Beauvericin byl k suspenzi buněk přidán 10 min před fluorescenční sondou           

diS-C3(3). Přerušovaná vodorovná čára demonstruje stejnou rovnovážnou hodnotu 

max barvicích křivek buněk obou kmenů s inhibovanými pumpami beauvericinem 

indikující jejich stejný membránový potenciál. Modré (A) a červené (B) sloupce 

zvýrazňující rozdíly mezi hodnotami λmax u buněk v přítomnosti a nepřítomnosti 

beauvericinu demonstrují celkovou aktivitu CaCdr1p a CaCdr2p ve čtyřech různých 

časech (30, 60, 90 a 120 min). (C) Porovnání celkové aktivity pump CaCdr1p a 

CaCdr2p u buněk standardního kmene SC5314 (panel A) a klinického izolátu CY 

1123 (panel B). Střední hodnoty a směrodatné odchylky byly získány ze tří 

nezávislých experimentů. 
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3.4.3.2 Testování účinku inhibitorů pump CaCdr1p a CaCdr2p na akumulaci sondy 

diS-C3(3) v buňkách CY 1123 a SC5314  

Hlavním cílem testování inhibitorů obou pump CaCdr1p a CaCdr2p 

(beauvericin, farnesol) nebo jen pumpy CaCdr1p (enniatin B, derivát H) na buňkách 

rezistentního klinického izolátu C. albicans CY 1123 bylo zodpovězení následujících 

otázek: 

(1)  Jsou koncentrace látek, které účinně inhibují činnost jak pumpy CaCdr1p 

u buněk cdr2, tak pumpy CaCdr2p u buněk cdr1, dostatečné k úplnému 

zablokování transportu sondy z buněk klinického izolátu CY 1123? 

(2)  Jaký vliv na odstraňování sondy z buněk klinického izolátu CY 1123 mají 

inhibitory pumpy CaCdr1p? 

(3)  Jsou látky inhibující pouze pumpu CaCdr1p z lékařského hlediska důležité? 

 

 Splynutí barvicích křivek buněk SC5314 a CY 1123 po přidání jak 10 M 

beauvericinu (8 g/ml), tak 100 M farnesolu, obr. 3-39A (u beauvericinu viz též 

obr. 3-38A,B), jasně dokazuje, že použité koncentrace
×
 jsou dostatečné pro úplnou 

inhibici transportu sondy pumpami CaCdr1p a CaCdr2p i u buněk klinického izolátu 

CY 1123 s nadprodukcí těchto pump v membráně. 

 Ačkoliv jsme nepředpokládali, že přidání látek účinně inhibující pouze 

pumpu CaCdr1p povede k výrazné akumulaci sondy v buňkách CY 1123 vzhledem 

k vysoké aktivitě pumpy CaCdr2p, zanedbatelný inhibiční účinek (~ 10 %) jak 

enniatinu B, tak derivátu H (obr. 3-39B) byl poměrně neočekávaný. Důvodem může 

být jak vyšší zastoupení pumpy CaCdr2p v membráně buněk tohoto klinického 

izolátu, tak její efektivnější odstraňování sondy z buněk v porovnání s pumpou 

CaCdr1p (viz kapitola 3.4.1).  

                                                 

×
 Jedná se o koncentrace, při kterých byla pozorována úplná inhibice transportu sondy jak 

pumpou CaCdr1p u buněk cdr2, tak pumpou CaCdr2p u buněk cdr1. 
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Obr. 3-39 Pouze účinné inhibitory obou pump CaCdr1p a CaCdr2p jsou 

schopny úplně zablokovat transport fluorescenční sondy diS-C3(3) z buněk 

klinického izolátu CY1123. Porovnání barvicích křivek buněk standardního 

divokého kmene SC5314 a klinického izolátu CY 1123, ke kterým byly v 18. minutě 

barvení přidány (A) inhibitory obou pump, beauvericin a farnesol, a (B) inhibitory 

pouze pumpy CaCdr1p, enniatin B a derivát H. Prázdné symboly – barvení 

kontrolních buněk bez přidání testovaných látek. Vložené obrázky v (A) a (B) – 

střední hodnoty a směrodatné odchylky rozsahu inhibice transportu sondy vyvolané 

jednotlivými inhibitory u buněk klinického izolátu CY 1123 ze tří nezávislých 

experimentů. Rozsah inhibice transportu sondy byl určen podle rovnice (1), ve které 

A představuje rozdíl mezi rovnovážnými hodnotami λmax u buněk citlivého 

standardního kmene SC5314 a klinického izolátu CY 1123 v přítomnosti a B 

v  nepřítomnosti testovaných látek.  

 

Zjištění, že inhibitory pumpy CaCdr1p nemají v podstatě vliv na transport 

sondy (a pravděpodobně také jakékoliv jiné látky/léku, pokud je tato substrátem 

obou pump) z buněk s více aktivními MDR pumpami, evokuje pochybnost 

o významu vyhledávání takovýchto inhibitorů. Zajímalo nás proto, zda jsou azoly, 

které jsou často používány při léčbě kandidóz (viz kapitola 1.6.2), opravdu substráty 

obou pump, jak vyplývá z výsledků zónových testů studie z roku 2007 provedené 

pomocí série chimérických konstruktů vzniklých heterologní expresí genů CaCDR1 

nebo CaCDR2 v nepatogenní kvasince S. cerevisiae AD1-8 [73], nebo pouze pumpy 

CaCdr1p, jak ukazují výsledky z roku 1997 [108]. 
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Jak ukazují výsledky naší studie, ve které byla použita série izogenních 

kmenů C. albicans cdr1cdr2,cdr2 a cdr1, jsou všechny testované azoly 

substráty pouze pumpy CaCdr1p, obr. 3-40A. To znamená, že za rozdíly v citlivosti 

buněk standardního kmene SC5314 a klinického izolátu CY 1123 k těmto azolům je 

zodpovědná zejména nadprodukce pumpy CaCdr1p u buněk CY 1123, obr. 3-40B. 

 

Obr. 3-40 Za rezistenci buněk klinického izolátu CY1123 k azolům je 

zodpovědná zejména nadprodukce pumpy CaCdr1p. (A) Testované azoly jsou 

substráty pumpy CaCdr1p, nikoliv však pumpy CaCdr2p. Inhibiční zóny buněk 

cdr1cdr2,cdr2 a cdr1 vzniklé účinkem klotrimazolu (5,8 M), mikonazolu 

(19,2 M), ketokonazolu (3,8 M), itrakonazolu (42,4 M) a bifonazolu (193 M). 

(B) Odlišná citlivost buněk standardního kmene SC5314 a klinického izolátu CY 

1123 k testovaným azolům. Inhibiční zóny buněk SC5314 a CY 1123 vystavené 

účinku klotrimazolu (43,5 M), mikonazolu (144 M), ketokonazolu (28,2 M), 

itrakonazolu (85 M) a bifonazolu (3,22 mM).  
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Abychom zdůraznili důležitost látek inhibujících pouze pumpu CaCdr1p 

při léčbě kandidóz pomocí azolů, provedli jsme experimenty, ve kterých jsme 

porovnávali jejich účinek v kombinaci s enniatinem B nebo beauvericinem, a to 

nejenom u buněk cdr2, obr. 3-41A, ale také u buněk klinického izolátu, obr. 3-41B. 

Výsledky jednoznačně potvrzují, že z lékařského hlediska jsou inhibitory pumpy 

CaCdr1p velmi významné, protože jejich použití v kombinaci s azoly vede k vyšší 

citlivosti buněk k účinku těchto léků v důsledku jejich zvýšené akumulace 

v buňkách. 

 

Obr. 3-41 Inhibitory pumpy CaCdr1p výrazně zvyšují citlivost jak buněk cdr2, 

tak buněk klinického izolátu CY 1123 k účinku azolů. Porovnání velikosti 

inhibičních zón vytvořených u buněk cdr2 (A) a CY 1123 (B) vystavených účinku 

azolů, enniatinu B (0,39 mM) nebo beauvericinu (3,2 mM) a jejich příslušné 

kombinaci. Zásobní roztoky pro buňky cdr2/CY 1123: ketokonazol (3,8/28,2 μM), 

klotrimazol (5,8/43,5 μM), mikonazol (19,2/144 μM), bifonazol (193 μM/3,22 mM) 

a itrakonazol (42,4/85 μM). 

 

Jak vyplývá ze studie prováděné na klinickém izolátu CY 1123, mohou být 

pro léčbu kandidóz pomocí kombinované terapie důležité rovněž inhibitory účinně 

blokující odstraňování léků z buněk pouze jednou z dvojice pump CaCdr1p a 

CaCdr2p, zejména pumpou CaCdr1p. Z tohoto pohledu se jeví náš postup 

umožňující pomocí diS-C3(3) fluorescenční metody vyhledávat účinné inhibitory jak 

pumpy CaCdr1p, tak pumpy CaCdr2p (viz kapitola 3.4.2) jako velmi perspektivní.  
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4 Závěr 

Hlavním cílem disertační práce bylo studium vlivu různých chemických látek 

(substrátů, inhibitorů, atd.) na transportní aktivitu MDR pump u tří druhů kvasinek 

Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis a Candida albicans. Naše zjištění, 

že potenciometrická fluorescenční sonda diS-C3(3) je substrátem nejenom pump 

ScPdr5p a ScSnq2p, ale také pumpy KlPdr5p a pump CaCdr1p a CaCdr2p, nám 

umožnilo použít diS-C3(3) fluorescenční metodu původně vyvinutou pro sledování 

aktivity pump u S. cerevisiae také pro výzkum méně prozkoumaných pump 

u K. lactis a C. albicans. Výsledky získané pomocí fluorescenční metody byly 

podpořeny biologickými testy, zejména zónovým testem, který umožňuje stanovit, 

jestli je testovaná látka substrátem pump. Výsledky disertační práce byly 

publikovány v impaktovaných mezinárodních časopisech (přílohy 1-3) a 

prezentovány na mezinárodních konferencích (přílohy 4-6). 
 

První část práce se zabývá porovnáním velikostí vazebných kapes pumpy 

ScPdr5p u kvasinky S. cerevisiae a jeho méně prozkoumaného homologu KlPdr5p 

kvasinky Kluyveromyces lactis. Pro stanovení rozdílů v uspořádání vazebné kapsy 

ScPdr5p a KlPdr5p pomocí diS-C3(3) fluorescenční metody jsme použili (1) sérii 

poměrně jednoduchých azolů, které jsou známými společnými substráty obou pump, 

(2) modelové substráty jednotlivých vazebných míst ve vazebné kapse ScPdr5p a (3) 

relativně velké substráty pumpy ScPdr5, enniatin B a jeho analog beauvericin. 

K nejvýznamnějším výsledkům této části práce bezesporu patří: 
 

 Fluorescenční sonda diS-C3(3) se váže do všech identifikovaných vazebných míst 

ve vazebné kapse obou pump. 

 Uspořádání vazebných míst ve vazebné kapse KlPdr5p je těsnější než uspořádání 

vazebných míst u ScPdr5p, což je důsledkem menší velikosti její vazebné kapsy 

v porovnání s ScPdr5p. 
 

Nejdůležitějším výsledkem druhé části práce, která se týkala studia vlivu 

delece genů KlPDR16 a KlERG6 u buněk K. lactis na velikost jejich membránového 

potenciálu a aktivitu MDR pump, je zjištění, že bez ohledu na způsob, jakým delece 

těchto genů ovlivňuje stav plazmatické membrány buněk, dochází v obou případech 

k její hyperpolarizaci. Dalším důležitým zjištěním je, že zatímco delece genu 
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KlPDR16 nemá vliv na aktivitu MDR pump, v důsledku delece KlERG6 dochází 

ke ztrátě jejich aktivity.  
 

Hlavním cílem závěrečné části práce bylo zavedení efektivního postupu 

pro vyhledávání účinných inhibitorů dvou hlavních MDR pump CaCdr1p a CaCdr2p 

(homologů ScPdr5p) u podmíněně patogenní kvasinky Candida albicans. Těžiště 

vyvinuté metody spočívá v použití nepatogenních kvasinek S. cerevisiae pro prvotní 

monitorování účinku všech testovaných látek na aktivitu pump ScPdr5p a ScSnq2p. 

Pouze ty látky, které efektivně inhibují transport sondy zprostředkovaný alespoň 

jednou z těchto pump, jsou následně testovány jako potenciální inhibitory pump 

CaCdr1p a CaCdr2p. Pomocí tohoto postupu se nám podařilo ze série nově 

syntetizovaných derivátů 1,4-dihydropyridinu identifikovat derivát H jako nový 

účinný inhibitor pumpy CaCdr1p.  

Navíc jsme v rámci této studie ukázali, že k úplnému zablokování aktivního 

odstraňování sondy z buněk rezistentního klinického izolátu CY 1123 s nadprodukcí 

pump CaCdr1p a CaCdr2p v jejich membráně, je zapotřebí použít látky účinně 

inhibující činnost obou pump. Nicméně také látky, které jsou účinnými inhibitory 

pouze pumpy CaCdr1p (jako enniatin B nebo derivát H), mohou být z lékařského 

hlediska velmi důležité. Jak jsme totiž dokázali, azoly (nejčastěji používaná 

antimykotika) jsou odstraňovány z buněk právě touto pumpou. 

 

Vzhledem k tomu, že fluorescenční sonda diS-C3(3) je také substrátem 

lidského P-glykoproteinu, který je zodpovědný např. za rezistenci rakovinných buněk 

vůči chemoterapeutikům, představuje diS-C3(3) fluorescenční metoda perspektivní 

nástroj k vyhledávání nových účinných inhibitorů této MDR pumpy, které by mohly 

být použity v kombinované terapii s protirakovinnými léky.  
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Seznam použitých zkratek 

ABC ATP-binding cassette  

ADP Adenosine diphosphate (adenosin difosfát) 

AIDS Acquired immune deficiency syndrome (syndrom získaného selhání 

imunity) 

ALDP  Adrenoleukodystrophy protein 

ATP  Adenosine triphosphate (adenosin trifosfát) 

BAC  Benzalkonium chlorid 

Beau Beauvericin 

Bifo Bifonazol 

C. albicans Candida albicans 

C-P pufr Citrate-phosphate buffer (citrát-fosfátový pufr) 

CCCP  Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone 

CD koktejl  Koktejl obsahující CCCP a DM-11 

CDR Candida drug resistance  

CFTR  Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator  

Clo Clotrimazole (klotrimazol) 

CTP Cytidine triphosphate (cytidin trifosfát) 

DHA1/2 drug:H
+
 antiporter 1/2 

diS, diS-C3(3)  3,3ʹ- dipropylthiokarbocyanin jodid 

DM-11 2-dodekanoyloxyethyl-dimethylamonium chlorid 

DMF  N,N-dimetylformamid 

DMSO  Dimetylsulfoxid  

EnnB Enniatin B 

ER Endoplazmatické retikulum 

ES Endosomes (endozomy) 

GTP Guanosine triphosphate (guanosin trifosfát) 

GV Golgiho váčky 

HMG 3-hydroxy-3-metylglutaryl 

Imax Intenzita maxima fluorescence  

Itra Itrakonazol  

K. lactis Kluyveromyces lactis 
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Keto Ketokonazol 

M Mitochondrie 

MDR  Multidrug resistance (mnohočetná léková rezistence) 

MFS  Major facilitator superfamily  

Mico Miconazole (mikonazol) 

MRP Multidrug resistance-associated protein 

MTAE 2-(metyl-trityl-amino)-etanol 

N Nucleus (jádro) 

NQO 4-nitroquinoline N-oxid 

NTP Nucleotide triphosphate (nukleotid trifosfát) 

NVD Nukleotid vážící doména 

OD Optical density (optická hustota) 

PDR  Pleiotropic drug resistance  

RLI  RNase L inhibitor  

RND Resistance-Nodulation-Division 

R6G Rhodamin 6G 

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 

SMR Small multidrug resistance 

STUB Slovenská technická univerzita v Bratislavě 

TBT Tetrabutyltin (tetrabutylcín) 

TI Tritylimidazol 

TMD Transmembránová doména 

UCL Université catholique de Louvain 

UKB Univerzita Komenského v Bratislavě 

UTP Uridine triphosphate (uridin trifosfát) 

V Vakuola 

VKl průměrný objem buňky kvasinek Kluyveromyces lactis 

VSc průměrný objem buňky kvasinek Saccharomyces cerevisiae 

WGD Whole genome duplication (zdvojení celého genomu) 

YEF3 Yeast elongation factor EF-3  

YPD Yeast extract, peptone, dextrose (růstové médium obsahující 2 % 

kvasinkového extraktu, 1 % peptonu a 2 % glukózy), agar obsahuje 

navíc 1 nebo 2 % agaru 

max Vlnová délka polohy maxima emisního spektra 
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em Emisní vlnová délka 

ex Excitační vlnová délka 

1,4-DHP 1,4-dihydropyridine-2,3,5-tricarboxylate 

2-DG 2-deoxy-D-glukóza 
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Příloha 4 

Monitoring the activity of Kluyveromyces lactis multidrug 

resistance pump KlPdr5p by diS-C3(3) screening assay  

Iva Jančíková
1
, Dana Gášková

1
 and Yvetta Gbelská

2
 

1
Charles University in Prague, Faculty of Mathematics and Physics, Institute of Physics, Ke 

Karlovu 5, 121 16 Prague 2, Czech Republic 

2
Comenius University in Bratislava,

 
 Faculty of Natural Science, Department of 

Microbiology and Virology, Mlynská dolina B-2, 842 15 Bratislava, Slovak Republic 

Multidrug resistance (MDR) is a ubiquitous biological phenomenon that occurs in living 

organisms to resist structurally and functionally different (many types of) cytotoxic 

compounds. Lower efficiency of these drugs is generally a consequence of overexpression of 

drug-efflux pumps localized in cell membranes that actively expel a wide range of 

structurally unrelated drugs from the cell. These efflux pumps are present in all type of cells, 

from bacteria to human. Pdr5p of the yeast Saccharomyces cerevisiae (ScPdr5p) and the 

human P-glycoprotein are among the best-studied eukaryotic MDR efflux pumps.  

Although S. cerevisiae and K. lactis yeast are phylogenetically relatively close to each other 

(both species belong to the family Saccharomycetaceae), the knowledge regarding ScPdr5p 

contrasts with the relative paucity of data concerning other yeast MDR efflux pumps 

including the biotechnologically important K. lactis. 

In preceding SMYTEs we introduced a diS-C3(3) screening assay for monitoring the activity 

of two major pumps of S. cerevisiae – ScPdr5p and ScSnq2p. The assay is based on 

comparing the accumulation of the potentiometric fluorescent probe diS-C3(3), a substrate of 

both pumps, in Pdr5p- or Snq2p-expressing cells versus the mutant, efflux pump-deficient 

cells. 

Using the diS-C3(3) screening assay in a set of isogenic KlPdr5p mutant strains we found 

that the probe is also a substrate of this drug efflux pump. In the present study we 

investigated the influence of a growth phase and cultivation/incubation conditions on the 

activity of KlPdr5p. We also determined the effect of known pump substrates on the ability 

of the pump to export the probe from the cell. 

This work is supported by Grant Agency of Charles University in Prague, project n. 1072313 

and the Grant Agency of SR APVV-0282-10.  

http://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetaceae
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Příloha 5 

Comparison of the inhibitory effect of various chemical 

stressors on the transport activity of Pdr5p from S. 

cerevisiae and K. lactis 
 

Iva Jančíková
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2
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Charles University, Faculty of Mathematics and Physics, Institute of Physics, Ke 

Karlovu 5, 121 16 Prague 2, Czech Republic 

 
2
Department of Microbiology and Virology, Comenius University in Bratislava, 

Bratislava, Slovak Republic 

 

Multidrug resistance (MDR) is an evolutionary conserved cellular defence 

mechanism whose main function is to deal with potential toxicity of environmental 

stressors. Among the mechanisms that contribute to MDR in yeast, the 

overexpression of drug efflux pumps belonging to the ABC superfamily is the most 

frequent cause of resistance to cytotoxic compounds. To find compounds that inhibit 

the activity of the S. cerevisiae protein ScPdr5p, we have developed a fluorescence 

method for monitoring changes in the activity of the pump in intact cells. The 

method is based on the use of potentiometric fluorescent probe diS-C3(3), which is a 

substrate of two major S. cerevisiae MDR pumps, ScPdr5 and ScSnq2p [1]. K. lactis 

has become an alternative model to the traditional yeast S. cerevisiae owing to its 

industrial applications (e.g. lactose fermentation, heterologous protein production) 

and metabolic peculiarities (Crabtree-negative, petite-negative yeast species). K. 

lactis is phylogenetically close to S. cerevisiae. We have found that the probe is also 

a substrate of KlPdr5p, the main MDR pump of K. lactis. Although ScPdr5p and 

KlPdr5p share 63.8% identity [2], the transport mechanism and substrate specificity 

may differ. In this study we tested various substrates of either pump for their ability 

to inhibit the diS-C3(3) transport through these pumps. 

 

This work is supported by Grant Agency of Charles University in Prague, project n. 

10723. 
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Differences in the arrangement of the Pdr5p multidrug 

transporter binding pocket of Saccharomyces cerevisiae and 

Kluyveromyces lactis  
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Multidrug resistance (MDR) is a phenomenon often responsible for failure of 

medical treatment. It is mediated by plasma membrane transporters expelling a 

variety of structurally and functionally unrelated drugs out of the cell. We found that 

the fluorescent probe diS-C3(3) is a substrate of not only Pdr5p of Saccharomyces 

cerevisiae (ScPdr5p), but also of its less-explored Kluyveromyces lactis homologue 

(KlPdr5p). This enabled us to compare the ability of relatively simple azoles to 

competitively inhibit the Pdr5p-mediated efflux of the probe in both species. We 

found that azoles not only completely inhibit probe transport by KlPdr5p, but also 

compete with each other. This indicates that the probe and the used azoles are bound 

by the same site of the KlPdr5p binding pocket. On the other hand, the azoles’ 

capacity to inhibit the probe transport by ScPdr5p displays saturating competitive 

character, indicating their partial cotransport with the probe. While the azoles bind to 

only one or two separate binding sites, the probe is able to bind to all three of them. 

Moreover, the bulky ScPdr5p substrate enniatin B, which effectively inhibits both 

probe and azole transport by the pump, has negligible effect on KlPdr5p. Our data 

indicates a tighter arrangement of the KlPdr5p binding pocket compared to that of 

ScPdr5p. 

 

 


