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Abstrakt: Nadprodukce transportnich proteinti, které aktivné odstranuji cizorodé
latky z bun€k, je zodpovédnd za fenomén nazyvany mnohocetnd 1ékova rezistence
(MDR). Zjisténi, ze potenciometricka fluorescenc¢ni sonda diS-Cs3(3) je substratem
hlavnich  MDR pump u tfi druhd kvasinek, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis a Candida albicans, nam umoznilo pouzit diS-C3(3)
fluorescenéni metodu pro sledovani inhibice c¢innosti téchto membranovych
transportériit  u€inkem riznych chemickych stresorti (spole¢nych substrath).
Z porovnani miry inhibice transportu sondy pumpami ScPdr5p a K/Pdr5p vyplynulo
odlisné usporadani jejich vazebné kapsy, které je v pripadé KI/PdrSp tésnéjsi.
U kvasinky K. lactis jsme dale zjistili, Ze zatimco delece genu K/PDRI6 neovliviiuje
aktivitu K/Pdr5p, vede pouze k hyperpolarizaci bunck, delece genu K/ERG6 se
projevi jak zménou membranového potencidlu, tak potlacenim ¢innosti K/PdrSp.
Skutecnost, Ze sonda je substratem nejenom dvou hlavnich pump ScPdrS5p a ScSnq2p
u S. cerevisiae, ale také dvou hlavnich pump CaCdrlp a CaCdr2p u C. albicans, nam
umoznila vyvinout efektivni postup pro vyhleddvani G€innych inhibitorid téchto
MDR proteind. S jeho pomoci se nam podafilo identifikovat latku H, nové
syntetizovany derivat 1,4-dihydropyridinu, uUCinn€¢ inhibujici ¢innost pumpy
CaCdrlp. Prokézali jsme, Ze k uplné inhibici transportu sondy z bunék rezistentnich
klinickych izolath C. albicans je zapotiebi pouzit latky G€inné blokujici ¢innost obou

pump CaCdrlp i CaCdr2p.
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Abstract: Overexpression of drug efflux pumps is responsible for a multidrug
resistance (MDR). We used the potentiometric fluorescent probe diS-Cs(3), which is
a substrate of major MDR pumps in three yeast species, Saccharomyces cerevisiae
(ScPdr5p, ScSnq2p), Kluyveromyces lactis (KIPdrSp) and Candida albicans
(CaCdrlp, CaCdr2p), to monitor inhibition of selected membrane transporters
caused by various chemical stressors (diS-Cs(3) assay). The extent of inhibition
of probe transport points to a tighter arrangement of the K/Pdr5p binding pocket
compared to that of ScPdr5p. Furthermore, we discovered that while deletion
of the KIPDRI16 gene does not affect K/PdrSp activity, it only caused cell
hyperpolarization, deletion of the KIERG6 gene results in both change in membrane
potential and in a suppression of the pump’s activity. We developed an effective
method to search for inhibitors of MDR proteins of. C. albicans, which is based
on pre-screening their potential to block the probe efflux from S. cerevisiae cells.
Using this method we identified the substance H, derivative of 1,4-dihydropyridine,
which efficiently inhibits the activity of the CaCdrlp pump. Moreover, we have
shown that stressors that block the activity of both the CaCdrlp and the CaCdr2p
pumps can completely inhibit the probe export from the resistant clinical isolates

of C. albicans.
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Uvod

Kazdd zivad bunika se potifebuje chranit pifed negativnimi vlivy okoli i
vlastnimi zplodinami. Nezbytnou podminkou pro ptezivani jednobunécnych
organismt, jako jsou bakterie nebo kvasinky, je jejich efektivni obrana proti ucinkiim
jak toxinli produkovanych soupeticimi mikroorganismy, tak Skodlivych chemickych
latek ptitomnych v okolnim prostiedi. V disledku nadmérného pouzivani antibiotik a
antimykotik pfi 1€cbé bakterialnich a kvasinkovych infekei doslo k tak intenzivnimu
rozvoji riznych bunécnych obrannych mechanisml, az se nékteré patogenni
mikroorganismy staly vii¢i nim zcela rezistentni. Jednim z mnoha obrannych
systémd, ktery vyznamnou mérou piispiva k odolnosti bunék k uc¢inku xenobiotik, je
nadmérna produkce membranovych proteint, které jsou zodpovédné za odstranovani
nezadoucich latek z bunék, vedouci k fenoménu tzv. mnohocetné 1ékové rezistence
(anglicky multidrug resistance, odtud jejich oznaceni jako MDR pumpy).

Hlavnimi MDR transportéry kvasinek jsou ScPdrSp, ScSng2p a ScYorlp
u Saccharomyces cerevisiae, KIPdrSp u Kluyveromyces lactis a CaCdrlp a CaCdr2p
u Candida albicans, z nichz vétSina je v disledku evolu¢niho vyvoje navzijem
vysoce homologni. Ackoliv je zndma cela fada strukturné a funkéné odlisnych latek,
napf. lékd, které jsou casto spoleCnymi substraty MDR pump, informace
o uspofadani vazebnych kapes téchto pump jsou stidle velmi omezené navzdory
dlouhodobému intenzivnimu vyzkumu v této oblasti, a stejné limitované je 1
mnozstvi jejich dosud identifikovanych u¢innych inhibitord. Navic znacna cast

soucasnych znalosti pochéazi od nejlépe prostudované MDR pumpy ScPdr5p.

V disertaéni praci jsme se zaméfili nejenom na studium rozdilného
uspofadani vazebné kapsy pumpy ScPdr5p u kvasinky S. cerevisiae a jeho méné
prozkoumaného homologu K/Pdr5p u nekonvenéni kvasinky Kluyveromyces lactis a
vlivu delece genit KIPDRI6 a KIERG6 u bunék K. lactis na velikost jejich
membranového potencialu a aktivitu MDR pump (hlavné¢ K/PdrSp), ale také
na vyhledavani u¢innych inhibitort dvou hlavnich MDR pump CaCdrlp a CaCdr2p
(homologt ScPdr5p) u podminéné patogenni kvasinky Candida albicans. Podatilo se

nam vyvinout efektivni postup pro vyhledavani inhibitorti pump CaCdrlp a CaCdr2p



spocivajici v pouziti nepatogennich kvasinek S. cerevisiae pro prvotni monitorovani
inhibi¢nich uc¢inki velkych sérii latek, napt. noveé syntetizovanych.

K dosazeni vytyCenych cilti disertacni prace byla pouzita zejména diS-Cs(3)
fluorescen¢ni metoda, ktera je citlivym nastrojem pro soucasné monitorovani vlivu
latek (inhibitort, 1€k, atd.) na zménu membranového potencidlu bunék a aktivity

jejich MDR pump, pro néz je sonda diS-C;(3) substratem.



1 Teoreticka cast

1.1 Kvasinky — prospésné 1 nebezpecné mikroorganismy

Kvasinky jsou casto pouzivanym modelovym eukaryotnim organismem
pro studium transportnich procesii probihajicich na membranach bunék. Davodd,
proc¢ jsou kvasinky (zejména Saccharomyces cerevisiae) tak oblibené, je celé fada:

1.  Kvasinka je nejjednodussi (primitivni) eukaryotni buiika.

2. Je mozné ji velmi rychle mnozit.

3. Celé tada bunéénych procest je stejna u kvasinek a u vyssich eukaryot.

4.  Jsou zavedené postupy piipravy geneticky modifikovanych mutantnich
kment.

Stavba kvasinkové bunky je (s vyjimkou bunécné stény) srovnatelnd se
stavbou lidské bunky, obsahuje jadro a membranou ohrani¢ené organely. Vzhledem
ktomu, ze kvasinka je jednobunécny organismus, je obklopena nejenom
plazmatickou membranou, ale také bunécnou sténou, ktera ji chrani proti
osmotickému tlaku, prostor mezi membranou a bunéfnou sténou se nazyva
periplazma.

V této studii jsme se zabyvali €innosti membranovych proteind, které
transportuji latky z cytoplazmy do periplazmy, u tii druhti kvasinek, Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces lactis a Candida albicans (obr. 1-1). VSechny pouzité

modelové organismy patii do rodiny Saccharomycotina.

1.1.1 Saccharomyces. cerevisiae

S. cerevisiae je nejznaméjsi, nejprozkoumané]si a nejb&€zngjsi druh kvasinky.
Jejich genom byl kompletné sekvenovéan jako prvni z fadu kvasinek. Jsou bézné
pouzivané v potravinaiském priimyslu jako pivni, pekarské a vinné kvasinky. Jejich
metabolismus v pfitomnosti cukrti v okolnim médiu uptfednostiiuje fermentaci [1],
pifirozené se vyskytuji naptiklad na ovocnych slupkach, a proto je kvaSeni znamo
lidstvu jiz od pradavna.

Vstup monosacharidi do bunky zajiStuje vice nez 18 hexdzovych

transportértt [2]. V pfitomnosti glukézy v médiu dochézi k Gplnému potlaceni



bunééného dychani (tzv. Crabtrecho efekt ), takZe v buiikich probiha pouze
glykolyza a kvasinky S. cerevisiae se tedy oznacuji jako Crabtree-pozitivni [3, 4].
Pravé tato vlastnost poskytuje Clovéku potiebné vyhody pii kvaSeni ovoce

na alkohol.

1.1.2 Kluyveromyces lactis

K. lactis je méné zndmy a méné¢ prozkoumany druh kvasinky. Pro svou
schopnost asimilace laktézy je tato mlééna kvasinka vyuzivdna v potravinaiském
pramyslu, konkrétné¢ v mlékarenském primyslu. Tyto kvasinky produkuji protein
B-galaktosidazu, ktera $tépi laktozu v mléku na glukozu a galaktozu a je komeréné
vyuzivana pro odstranéni laktézy z mlénych vyrobkd pro osoby s alergii, déle se
vyuziva i pii vyrobé syri, jogurtl nebo zmrzliny. Kvasinky K. lactis jsou také
vyuzivany k heterologni produkci enzymu chymozinu, syfidla pro vyrobu syra, které
v soucasné dob¢ nahradilo diive pouZivany hovézi enzym [3].

Kvasinka K. lactis patii spolu s S. cerevisiae do rodu Hemiascomycete, ptesto
se vSak v n€kolika dtlezitych vlastnostech vyraznég lisi, a proto jsou nékdy kvasinky
K. lactis oznaCovéany jako nekonvencni kvasinkovy modelovy organismus. Tyto
kvasinky vykazuji tzv. Kluyveriv efekt, coz znamena, Ze jsou schopné zpracovavat
cukry jako galaktozu, sachar6zu nebo maltdozu pouze v aerobnich podminkéch
s dostate€nym pfisunem kysliku [3]. Za anaerobnich podminek nejsou schopny
transportovat cukry (a to dokonce ani glukozu) do bunék, takze tyto kvasinky jsou
na rozdil od S. cerevisiae striktn€ aerobni [4].

U kvasinek K. lactis nedochazi k potlaeni dychani v pfitomnosti glukozy,
dokazi tedy fermentovat i1 dychat soucasn€, dokonce uptednostiiuji dychani
pred fermentaci, takze se oznacuji jako Crabtree-negativni [1]. To je moZna
disledkem toho, Ze tyto kvasinky nejsou schopny Zivota bez mitochondrialni DNA a
syntézy mitochondridlnich proteind, tj. jsou tzv. petite-negativni [4]. Tyto jejich
vlastnosti mohou déle souviset s vyrazn€ niz§im mnozstvim hexézovych transportéri
v membran¢ bunék K. lactis (doposud 4 identifikované transportéry) oproti
S. cerevisiae [2]. Buiikky Kluyveromyces lactis maji tedy velice pomaly a regulovany

import gluk6zy a v bunikéch je rychle a efektivné kompletné zpracovana [4].

" tj. buiiky pouze fermentuji a dochdzi k hromadéni etanolu v buiikdch i v médiu

4



Genom K. lactis byl také sekvenovan a stejné jako v pfipad¢ jeji blizké
piibuzné kvasinky S. cerevisiae, obsahuje srovnatelné mnozstvi geni kédujicich
stejné mnozstvi proteinti. Nékteré homologni proteiny jsou dokonce sekvencné delsi
u K. lactis nez u S. cerevisiae. Pfedpoklada se, ze evolucni cesty kvasinek K. lactis a
S. cerevisiae se rozesSly jest¢ pred tzv. zdvojenim celého genomu, WGD
(z anglického whole genome duplication)[5], obr. 1-1, a zatimco kvasinky
S cerevisiae podstoupily WGD a vétsinu genli tak obsahuji nejméné ve dvou
kopiich, tak K. lactis timto procesem neprosly. Tomu odpovida jednak zachované
pofadi genli, jednak snizené mnozstvi genl transkripnich faktort u K. lactis.
Vétsina transkripCnich faktord, které jsou ve vice kopiich u S. cerevisiae, ma pouze
jediného homologniho zastupce u K. lactis [1, 6]. Vzhledem k tomu, Ze mnoZstvi
genll je u obou kmenl velmi podobné, pfedpokladd se, Ze geny, které nejsou
homologni s geny S. cerevisiae, maji zfejm¢ odliSnou funkci nebo vlivem evoluce

doslo k tolika mutacim, Ze je uz nebylo mozné ztotoznit mezi obéma druhy [1, 6].

—— Saccharomyces cerevisiae

— Kluyveromyces lactis

Candfda a!bicans

WGD

Obr. 1-1 Fylogeneticky strom pribuznosti kvasinek Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis a Candida albicans. Sipka ozna¢uje misto, kde pravdépodobné
doslo ke zdvojeni celého genomu (WGD) podle [5]. Upraveny obrdzek z publikace [6].

1.1.3 Candida. albicans

Tyto podminéné patogenni kvasinky se vyskytuji bézn€ kolem nés a jsou
soucasti lidského mikrobidlniho osidleni, aniz by to clovéka ohrozilo na zdravi.
Bézna jednobunécnd forma kvasinky byvéa neSkodna, za specifickych podminek se
vSak mtize piichytit na lidském téle a vytvoii mnohobunécné vlaknité Utvary (tzv.
hyfy), které jsou siln€ invazivni a patogenni [7]. Pobidkou k tvorbé hyf muize byt
zvySené mnozstvi glukézy v médiu, zména pH, teploty nebo zvySend koncentrace

steroidnich hormont (pfedevSim estrogenti) v okoli [8]. Z tohoto divodu se



do okruhu lidi ohroZenych touto kvasinkou dostavaji diabetici, lidé dlouhodobé trpici
stresem a téhotné zeny. Pro osoby s oslabenou imunitou, jako jsou ptedcasné
narozené déti a stafi lidé, pacienti trpici nemoci AIDS, onkologic¢ti pacienti po 1é¢bé
chemoterapeutiky nebo osoby 1é&ené imunosupresivy po transplantaci, mize infekce'
zptisobend kvasinkou C. albicans skoncit jejich smrti.

Tyto kvasinky zptsobuji asi 9 % krevnich infekei, které vSak vedou az
ve 40 % ptipadi k amrti pacienta [9]. Vice nez 75 % Zen se ve svém Zivot¢ alespoil
jednou setkalo s vaginalni mykozou, z ¢ehoz 90 % bylo zptisobeno pravé kvasinkou
C. albicans. Kandiddza je ¢tvrtou nejcastéjsi nemocnicni infekci [10].

Genom kvasinky C. albicans byl také sekvenovan a v porovnani
s S. cerevisiae ma (podobné jako K. lactis) snizené mnozstvi genl transkripcnich
faktor. Kvasinka C. albicans je vSak od S. cerevisiae fylogeneticky vzdalenéjsi
nez K. lactis (obr. 1-1) [6].

Prestoze genom C. albicans obsahuje asi 19 geni kodujicich hex6zové
transportéry, tedy prakticky stejné mnozstvi jako S. cerevisiae [2], tato kvasinka je

stejné jako K. lactis Crabtree-negativni (tabulka 1-1).

Kvasinky 8. cerevisiae K. lactis C. albicans
dychani + dychani +
Preferovany fermentace fermentace fermentace
metabolismus (glykolyza) (pentdzovy cyklus + | (pentdzovy cyklus
glykolyza) + glykolyza)
Crabtree-pozitivni Crabtree-negativni Crabtree-negativni
Rist aerobni 1 anaerobni striktné aerobni aerobni 1 anaerobni
(alkoholové) kvaSeni | mlékarensky primysl
potravinaisky chymozin, X
Vyuziti prumysl B-galaktosidaza s
heterologni heterologni produkce lidsky PATOGEN
produkce proteinti proteint

Tabulka 1-1 Porovnani vybranych charakteristik kvasinek Saccharomyces

cerevisiae, Kluyveromyces lactis a Candida albicans.

T Infekce houbového pivodu jsou oznacované jako mykézy, pokud jsou zpiisobeny kvasinkami
druhu Candida, nazyvaji se kandidozy.




1.2 Plazmatickd membrana kvasinek

Kvasinkové buiiky jsou stejn¢ jako vSechny ostatni zivé buiky ohrani¢eny
membranou. Plazmatickd membrana je dvojna vrstva lipid, kterd je polarni
na povrchu a hydrofobni uvnitt vrstvy diky charakteru lipidd, které jsou tvofeny
polarni hlavickou a nepoldrnimi ocasky. Vzhledem ke schopnosti bun¢k tvofit rizné
polarni hlavicky a spojovat je s raznymi lipidovymi fetézci miize byt membrana
jedné bunky tvofena az vice nez tisicem riaznych druhiti lipidd [11]. Bunécna
membrana je navic asymetricka, takze slozeni vnitfniho a vnéjSiho listu membréany se
muze diametraln¢ odliSovat i co se ty¢e druht lipidi.

Kromé¢ lipidl tvoii membrénu i fada dalSich molekul, vyznamné postaveni
na biofyzikalni vlastnosti membrany, jako je jeji permeabilita, fluidita, zakfiveni,
tloustka, integrita, asymetrie nebo rigidita [12]. Pro kvasinkovou buné¢nou
membranu je ergosterol zcela esencidlni a v pfipadé naruSeni jeho biosyntetické
drédhy miiZze mit jeho nedostatek nebo vymeéna za jiné steroly fatdlni dusledky pro
strukturu a funkci plazmatické membrany kvasinek [12]. V membrané bun¢k vyssich
eukaryot, tj. 1 lidskych bun¢k, se ergosterol nevyskytuje [13], ale stejnou funkci
zastava cholesterol.

Dvojna lipidni vrstva sama o sob& je polopropustnd, mohou pies ni projit
malé nenabité nebo hydrofobni molekuly. Vytvafi tak pfirozenou bariéru mezi
vnéjSim prostfedim s vnitinim prostorem bunky, jehoz sloZeni je koncentracné
odlisné, a tim pomahé buiice udrZzovat (nejen iontovou) homeostdzi. Bunka vSak
potiebuje pro sviij Zivot a zdravy rist také pfisun Zivin a iontl a odvod zplodin, proto
je bunénd membrana prostoupena mnozstvim proteinil, které zprostiedkovavaji
transport latek, které pres ni samovolné neprojdou. Kromé transportu slouzi tyto
proteiny také jako receptory, kotvy nebo enzymy [14].

Membréna je fluidni utvar a proteiny spolecné se steroly Casto tvoii jakési
ostravky (tzv. mikrodomény), kde je procentualné vyssi zastoupeni sterold, proteinti
a sfingolipidl oproti zbytku membrany [15, 16]. Mikrodomény jsou rigidn&j$i ¢asti
membrany, které mohou hrat roli i v riiznych vnitrobunéénych procesech, pii ristu i
bunééné smrti, a pro nékteré membranové proteiny (napf. proteiny ovliviujici

koncentrace iontit K*, Na” a H' v buiice) je lokalizace v téchto mistech nezbytna



k jejich spravné funkci [16]. Nicméné se nejednd o stalé utvary, mohou vznikat a

samovolné se rozpadat.

1.2.1 Membranové transportni proteiny

Membranové transportni proteiny muzeme rozdélit podle spotfeby energie
do tii kategorii. Kanaly, nebo také pory, umoziiuji pasivni prichod latky podle jejiho
koncentra¢niho gradientu a nepotfebuji k tomu piisun energie. Byvaji vysoce
selektivni a mohou byt uzaviratelné/oteviratelné napt. napetim, zménou pH ¢i jinak
[14].

Dalsi proteiny zprostfedkovavaji aktivni transport, tj. piendseji latky aktivné i
proti sméru jejich koncentracniho gradientu za spotieby energie. Pokud pochazi tato
energie z hydrolyzy ATP, mluvime o primarné¢ aktivnich transportérech nebo
pumpéch. Pokud je energie ziskdvana pfi transportu latky po spadu koncentra¢niho
gradientu k pfenosu jiné latky proti jejimu koncentraénimu gradientu, pak jde
o sekundarn¢ aktivni transport [17]. Transportni proteiny se kromé cytoplazmatické

membrany nachazeji také ve vnitinich bunéénych membranach.

1.2.1.1 Primdrné aktivni transportéry - superrodina ATP-binding cassette (ABC)

proteinii

Superrodina ABC (z anglického nazvu ATP-binding cassette) transportért je
vyznamna skupina vice nez 3000 proteind, které ziskavaji energii z hydrolyzy ATP a
jsou tedy primarn¢ aktivni. Pumpy z této rodiny se nachazeji ve vSech organismech
od bakterii ptes kvasinky, rostliny az po Clovéka [18, 19] a transportuji Siroké
spektrum latek, jako jsou cukry, aminokyseliny, peptidy, vitaminy, ionty, lipidy,
steroidy, glukokortikoidy, toxiny, hormony, antimykotika, chemoterapeutika,
polypeptidy a dalsi latky [19-21].

Zatimco prokaryotni buiiky maji jak membranové exportéry, tak importéry
(zivin, rustovych faktort a stopovych prvkl) z rodiny ABC proteint [19], ABC
pumpy v eukaryotickych bunikach zprosttedkovavaji pouze export ven z bun€k nebo
do lumenu organel — vakuol, mitochondrii aj. [19, 21] (obr. 1-2). Dalsi proteiny z této
rodiny funguji jako kanaly nebo reguluji aktivitu kanala [22]. Nekteré ABC proteiny
jsou netransportujici systémy, které funguji jako receptory ¢i protedzy [20], nebo se

staraji o regulaci procesil, opravu DNA ¢i kontrolu translace [19].
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Obr. 1-2 Schematické znazornéni lokalizace ABC proteinii v membranach
buniky kvasinek Saccharomyces cerevisiae. N jadro, V vakuola, ER
endoplazmatické retikulum, GV Golgiho véac¢ky, ES endozomy, M mitochondrie.
Prevzato 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].

Témét vSechny ABC proteiny maji zachovanou podobnou architekturu,
kterou nejcastéji tvoifi Ctyfi domény: dv€ hydrofobni transmembrdnové domény
(TMD) tvofené zpravidla Sesti transmembranovymi o helixy a dvé hydrofilni
nukleotid vazici domény (NVD), u nichz dochézi k vazbé a hydrolyze nukleotid
trifosfat, nejcastéji ATP, ale tieba také GTP, CTP nebo UTP [25, 26].

Kvasinkové ABC proteiny jsou tvofeny 1300 — 1600 aminokyselinami a
jejich velikost se pohybuje mezi 140 a 170 kDa [17]. Standardni stavba proteinti
ze superrodiny ABC (a minimalni funkéni struktura) je (TMD-NVD), [10, 27],
existuje vSak i1 obracené uspofadani (typické pro PDR rodinu proteintl) nebo proteiny
polovi¢ni délky (TMD-NVD), které pravdépodobné pracuji jako homo/heterodimery.
Praveé ze studia funkce téchto poloviénich transportérit vznikla hypotéza, Ze proteiny
o plné délce vznikly fuzi genti dvou riiznych proteini polovi¢ni délky [10, 28].

Nékteré ABC proteiny (konkrétné rodina MRP) maji strukturu dokonce delsi o jednu



transmembranovou doménu, tedy TMD-(TMD-NVD),, jeji funkce je ovSem nejasna
[22].

Nukleotid véazici doména mé sedm zachovanych klicovych sekvencnich
motivl (z nichZ prvni tfi jsou nejvyznamnéjsi), podle nichZ se proteiny fadi do ABC
rodiny (obr. 1-3): (1) Walker A motiv (P klicka) spojuje konzervovany B skladany
list se sousednim a-helixem, (2) Walker B motiv, ktery tvofi B skladany list, (3)
ABC podpis*/C motiv & C klicka (,,LSGGQ*), ktera spojuje 2 a-helixy piimo
naproti motivu Walker B (jemuz piedchazi), (4) Q klicka, ktera spojuje Walker A
motiv s ABC podpisem, (5) pro-klicka, ktera spojuje C-koncovy a-helix ABC
podpisu s B sklddanym listem motivu Walker B, (6) H klicka na konci Walker B
motivu, kterd spojuje konzervovany B skladany list se sousednim a-helixem, a (7) D
klicka, kterd spojuje B skladany list Walker B motivu se strukturné konzervovanym
a-helixem [10]. N&kdy se uvadi navic jesté A kli¢ka a tzv. ,,switch* motiv [29].

Motivy Walker A a Walker B tvofi zhruba 90 — 120 aminokyselin [17],
zatimco C motiv pouze 12 konzervovanych aminokyselin [30]. Q klicka hraje
pravdépodobné signaliza¢ni roli v komunikaci mezi TM a NV doménami a také fidi
rotaci NVD béhem konformacni zmény, D klicka nejspiS ovliviiuje katalytickou

aktivitu a komunikaci mezi aktivnimi misty TMD [21].

ATP ADP + P, ADP + P,

Helikilni  Podpis Helikilni  Podpis
Walker A1  doména  ABC1 Walker B1 Walker A2  doména ABC2 Walker B2

B S S S i S

P Kitl Qklicka Cklicka D klicka H klicka P klicl QMKicka CMicka D klicka H klicka
pro-klicka pro-klicka

Obr. 1-3 Schematické znazornéni diilezitych motivii nukleotid vazicich domén
(NVD) ABC proteinii. Vytvoreno podle [10].

Obé NVD jsou navzijem odlisné, zatimco u jedné domény jsou vysoce
konzervovany motivy Walker A a Walker B, u druhé domény je to pravé ABC
podpis, coz dokazuje, Ze kazdd doména ma odliSnou funkci pii hydrolyze ATP [10].

* Pri sekvenovdni je to praveé zjistény ABC podpis, ktery automaticky Fadi zkoumané proteiny
do ABC rodiny.
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Nukleotid vazici domény jsou navzajem té€sné provazané a tvoii spoleéné dimer [31],
ktery obsahuje dvé vazebna mista pro ATP (resp. NTP) tvotend vzdy obéma Walker
motivy, H, D a Q klickou z jedné NVD a ABC podpisem z druhé domény [10, 29,
32].

Oproti NVD jsou TM domény daleko méné konzervovany napfi¢ organismy
[30]. Ob¢ transmembranové domény spoleéné tvoii v membrané por s dostateéné
velkou vazebnou kapsou [27], kterd obsahuje vazebna mista pro transportované latky
[32]. TMD prodélavaji daleko vétsi konformacni zmény pii navazani, transportu a
uvoliovani substratu nez NVD pfi hydrolyze ATP [32].

Klicky spojujici transmembranové helixy obou TMD maji také svou funkci.
Vnitrobunééné klicky jsou krat$i a vice konzervované a umoziuji komunikaci
mezi TMD a NVD, zatimco periplazmatické klicky hraji roli pfi skladani proteinu a
jeho lokalizaci, ale i pii rozpoznavani substratu [8].

Podle dostupnych krystalovych struktur prokaryotnich ABC proteind a
lidského P-glykoproteinu (shrnuto v [29]) byl navrzen model transportu substrath
pfes membranu, ktery je oznacovan jako ,,switch* model (obr. 1-4). Pfedpoklada se,
Ze transport substratd probiha ve 4 krocich. Na zacatku, v klidovém stavu, je vazebna
kapsa tvofend transmembranovymi helixy oteviena smérem do cytoplazmy, takze
vazebné misto s vysokou afinitou je dostupné pro substraty zevnitf bunky (¢i
vnitiniho listu membrany). V prvnim kroku dojde k vazbé substratu do vazebného
mista ve vazebné kapse, coZ vede ke konformacni zméné, ktera pfibliZi helikalni ¢ast
NVD ke vnitrobunéénym klickam, které vazi transmembranové a-helixy (dochéazi tak
ke komunikaci mezi TMD a NVD). Tato zména umozni vazbu ATP do vazebné
kapsy tvofené obéma NVD a nasledné jsou obé vazebna mista obsazena molekulami
ATP. Jiz tato vazba (a nikoliv samotnd hydrolyza naviazaného ATP) poskytuje
dostatek energie k dal§i konformaéni zméné proteinu, kdy ve druhém kroku vznika
tzv. zavieny dimer (jde o malou konformaéni zménu - rotaci obou NVD dojde
k jejich pfibliZzeni). Transmembranova Cast proteinu prochdzi vétsi konformacni
zménou, pii niz se vazebnd kapsa s navazanym substratem otevie extraceluldrnim
smérem a dojde k uvolnéni substratu (v disledku snizeni afinity vazebného mista
k substratu). Pravé snizeni afinity vazebného mista je klicovy prvek v tomto modelu,
protoze snizuje pravdépodobnost opétovného navazani substratu do vazebné kapsy a
tim minimalizuje riziko jeho transportu opacnym smérem, tj. zpét do bunky [33].

Ve tfetim kroku dojde po wuvolnéni substratu z vazebné kapsy k hydrolyze
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navazaného ATP, uvolnéni P; (navazané na ABC podpis jedné NVD) a nésledné
uvolnéni ADP (vazané motivem Walker A druhé NVD), které ,,pfepne* protein zpét
do vnitrobunécéné orientované oteviené konformace (odtud nazev ,,switch® model).
Ve ctvrtém kroku dochazi opét k rotaci obou NVD do stavu otevieného dimeru a
cely cyklus se maze opakovat. [10, 19, 31, 34]

substrat -,

XX XX )
\’S\ (.:\ b

vazebné misto s vysokou *vazebne misto s nizkou

‘ ‘ afinitou k substratu afinitou k substratu v
otevFeny / / zavieny
dimer dimer
Krok 4 s Krok 3
OP P DP Pi

Obr. 1-4 Schematické znazornéni C¢tyF zakladnich Kkroki prFi transportu
substratu ABC pumpou pies membranu (,,Switch® model). Po navazani substratu

Krok 2

Krok 1 ’

dochazi k obsazeni obou vazebnych mist pro ATP (krok 1), coz uvolni dostatek
energie k tvorbé zavieného dimeru nukleotid vazicich domén (NVD) a zméné
konformace proteinu tak, Ze se vazebna kapsa (plivodné pfistupnd z cytoplazmy)
otevie smérem do periplazmy a navédzany substradt se uvolni (krok 2). Néasledné
probihd hydrolyza ATP a protein se prepne smérem do cytoplazmy (krok 3),
po uvolnéni ADP vzniké otevieny dimer NVD a cely cyklus se mtize opakovat (krok
4). Prevzato z [34].

Z duvodu prevence zpétného pienosu substrati do bunék funguji ABC
proteiny jako tzv. ,,molekularni diody“. To znamend, Ze pokud z n&jakého divodu
nedojde ke sniZeni afinity vazebného mista k substratu pti otevieni vazebné kapsy
do periplazmy (nebo se substrat z ni neuvolni), dojde k zablokovani proteinu v této
konformaci [33]. K pfepnuti proteinu nedochazi také v ptipad€, Ze koncentrace
transportované latky vné buniky je tak vysokd, Ze se substrat navaze i do mista
se sniZzenou afinitou. Byla dokonce identifikovana aminokyselina, kterd se na tomto

mechanismu jednosmérného transportu podili [33].
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Hydrolyza ATP pravdépodobné neni pro samotny transport substratu nutna,
staci energie uvolnénd pii vazbé ATP do vazebné kapsy dimeru tvofeného NVD.
Stejné tak zfejmée neni zapotiebi obsadit obé vazebné kapsy nukleotid trifosfatem (je
mozné ze 1 vazba jednoho ATP staci ke stabilizaci zavieného dimeru NVD) a
pti vazbé ATP do obou vazebnych mist nemusi vzdy dochazet k hydrolyze obou
navazanych ATP [31, 34]. Stechiometrie transportu se tedy mize u riznych ABC
transportérti liSit. Piedpokladd se, ze primarni je hydrolyza ATP navazaného
na NVD2, kterd je vyzadovana pro pifepnuti proteinu [8].

Vazebnd kapsa ABC proteint je flexibilni a dostate¢né velka na to, aby
mohlo dojit k vazbé rliznych substrati i k jejich kotransportu [10]. Uvniti kapsy se
nachdzi mnozstvi aromatickych a hydrofobnich aminokyselin, takze ke stabilizaci
navazané¢ho substratu je vyuzito van der Waalsovych sil [27], ale také negativné
nabitych aminokyselin, které mohou neutralizovat pozitivné nabité substraty [10,
27]. Navic nemusi dochazet k vazb& substratii pouze z cytosolu, ale ABC proteiny
mohou zachytit substraty uz pifi prichodu membrdnou piimo z vnitiniho listu
membrany [27], takZe se nezddouci latky viibec nedostavaji dovnitt do bun¢k a tyto
pumpy tak predstavuji vysoce efektivni prvni obrannou linii bunék proti chemickému

stresu [17].

1.2.1.2 Sekundarné aktivni membranové transportéry - Major facilitators

superfamily (Superrodina MF'S)

Dalsi skupiny proteind, které se podileji na obrané buné€k transportem Siroké
Skaly strukturné a funkéné rozdilnych latek z bunck, neziskdvaji energii k jejich
transportu z hydrolyzy ATP (jako ABC proteiny), ale vyuzivaji elektrochemického
gradientu protond (pfipadné jinych latek) pfes membranu bunck (obr. 1-5). Tyto
transportéry umoznuji vstup protond do bunck, pricemz energie ziskana jejich
pfenosem je dostatecnd k transportu jinych latek ven zbunék, jedna se tedy
o sekundarné aktivni membranové transportni proteiny.

Existuji nejméné tii vétsi rodiny proteint, jejichz Clenové se nespecializuji
na transport konkrétni latky: MFS (major facilitator superfamily), RND (Resistance-
Nodulation-Division) a SMR (small multidrug resistance) rodiny. RND proteiny se
nachazeji u prokaryot i eukaryot a maji rozlicné fyziologické funkce. Neni jich
mnoho a nejsou pfili§ prozkoumané. Proteiny z rodiny SMR se nachézeji pouze

v prokaryotickych buiikach. Jsou to nejmensi nespecifické transportni proteiny, které
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se skladaji ze Ctyt transmembranovych o helixti a méalo vyrazné domény umisténé

mimo membranu, pracuji jako dimery. [27]

Obr. 1-5 Schematické znazornéni primarné a sekundarné aktivnich MDR
transportéri.

Superrodina MFS proteinli zahrnuje vice nez 350 transportéri z bakterii i
eukaryotickych organismi, které zprosttedkovavaji uniport, symport nebo antiport
cukrti, peptidii, iontd, organickych kyselin a 1€kt [35, 36]. Patii sem také vSechny
hexo6zové transportéry u S. cerevisiae [2]. Fylogeneticky zahrnuje superrodina MFS
17 rodin, které se navzajem lisi typem pfenaSenych substrati i smérem jejich prenosu
[36]. Pouze dvé€ rodiny sdruzuji antiportéry protond a riznych chemickych latek,
DHA 14 (drug:H" antiporter) a DHA 12 [36].

Proteiny z téchto dvou rodin se stavbou podobaji ABC proteinlim tim, Ze takeé
obsahuji dvé TMD po Sesti (nebo sedmi) a helixech, které tvoii vazebnou kapsu
pro substrat v membrané, nemaji vSak hydrolytické NVD, obé TMD jsou propojené
pouze cytoplazmatickou klickou [37]. MFS transportéry jsou tvoreny 400 — 800
aminokyselinami a maji velikost mezi 45 — 90 kDa [17]. Proteiny z rodiny DHA 14
maji 14 transmembranovych o helixi, DHA12 jich ma stejné¢ jako vétSina ABC
proteind 12 [36].

Transport protonti a dalSich latek je zifejmé prostorové oddéleny, tyto

transportéry funguji ziejmé na podobném principu jako ABC pumpy jen s jinym
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zdrojem energie. Usnadnéni difuze protonu vede ke konformacni zméné a otevieni
vazebné kapsy extraceluldrnim smérem a naslednému uvolnéni transportované latky
snizenim afinity vazebné kapsy. Pak dojde k uvolnéni protonu a transportér se vrati
do puvodni konformace s kapsou otevienou vnitrobunéénym smeérem a s vysokou

afinitou k transportované latce [27].

1.3 Membranovy potencial

Pti transportu iontli (nebo nabitych molekul) pfes membranu vznika na obou
stranach membrany rozdilné napéti. Tento rozdil je v bunééné biologii oznaovan
jako membranovy potencidl (AY), ktery je zaporny uvnitf bunék. Vytvafeni a
udrzovani membranového potencidlu je pro vSechny zivé bunky zcela esencidlni
proces, prave existence membranového potencidlu je zékladnim poznavacim znakem
kazdé zivé buiky. U kvasinkovych bun&k jsou je membranovy potencial tvoien
predevsim tokem protoni (H") a draselnych ionté (K).

U kvasinek je hlavnim generatorem membranového potencidlu primarné
aktivni transmembranovy protein H'-ATPaza (Pmalp). Tato protonova pumpa
vyuzivéa energii z hydrolyzy ATP k exportu protonii pies plazmatickou membranu,
¢imz nejvetsi mérou prispivad k existenci a udrzovani membranového potencidlu.
Tim, ze generuje elektrochemicky gradient protond pies membranu, piispiva také
k vnittni pH homeostazi [38]. Pumpa Pmalp tvofi zhruba 10-20% vSech
membranovych proteint u kvasinek [39]. Pravé jeji aktivace (napf. pfidanim glukdzy
k bunkam) [40] ¢i inhibice (pfidanim znamého inhibitoru 2-deoxy-D-glukézy) [41]
se projevi predevsim zménou hodnoty membranového potencialu (hyperpolarizaci €1
depolarizaci) doprovazenou zménou vnitrobunééného pH. Hodnotu membranového
potencidlu a vnitintho pH mohou ovliviiovat také rizné chemické stresory, nejvice

pak ionofory a protonofory.

1.4 Fenomén mnohocetné lékové rezistence (MDR)

Pfitomnosti nadmérného mnoZstvi proteinii zrodiny ABC a/nebo MFS
v membranach bunck je pfipisovan vznik fenoménu nazvaného mnohocetna 1ékova
rezistence, MDR (z anglického multidrug resistance). Buiky pfi ném vykazuji
vysokou odolnost vici Sirokému spektru strukturné a funkéné odlisnych 1é¢iv a je

jednou zhlavnich pficin selhani [éby infekci zpisobenych patogennimi
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mikroorganismy ¢i selhani 1é¢by nadorovych onemocnéni. Butika se dokaze brénit
proti chemickému stresu rliznymi zplsoby (viz kapitola 1.5.1), nicméné MDR
pumpy hraji v bunééné obrané exkluzivni roli.

Pivodnim ukolem téchto pump bylo pfedevSim ochranit bunku
pred toxickym stresem zpiisobenym jednak vlastnimi toxickymi meziprodukty ¢i
odpadnimi latkami, jednak cizorodymi latkami obsazenymi ve vnéjSim okoli. Vlivem
evoluce vSak tato bunécnd reakce na stres (a tedy vyhoda) v nékterych piipadech
vyustila v nadmérnou expresi téchto pump, coz zplsobilo, ze nékteré bunky
(patogenni mikroorganismy nebo rakovinné buiikky) mohou byt vysoce odolné vuci
1é¢b¢ antibiotiky, antimykotiky, chemoterapeutiky ¢i jinymi 1éky [27]. Tato
rezistence byva také casto dasledkem nadmérného plosného a dlouhodobého
pouzivani antibiotik a antimykotik [12].

U kvasinek je vznik mnohocetné 1ékové rezistence spjat predevsim s PDR
rodinou ABC proteinti. Proteiny plné délky z této rodiny jsou az na vyjimky
o velikosti 160 kDa a oproti ostatnim rodindam z ABC superrodiny maji obracenou
stavbu, tj. (NVD-TMD), [10, 28] (obr. 1-6). PDR pumpy se casto nachazi
v rigidnéjSich mistech membrany, kterd jsou bohata na ergosterol a sfingolipidy, tj.

v mikrodoménach [28].

Obr. 1-6 Schematické znazornéni topologie PDR proteinii. NVD nukleotid vazici
doména, TMD transmembranovd domeéna sloZend ze Sesti a-helixil, hydrolyza ATP
probiha za spoluprace obou NV domén. Vytvoreno podle [28].

U lidi jsou znadmy proteiny z rodiny PDR pouze polovicni délky [10] a
za vznik mnohocetné 1ékové rezistence je zodpovédna predevSim nadprodukce

P-glykoproteinu, coZ je prvni objeveny a nejprozkoumanéjsi MDR protein viibec.
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Pravé jeho nadmérnd exprese u rakovinnych bunék snizuje ucinnost 1écby
chemoterapeutiky az u 40 % nadora [27].

Fylogeneticky se PDR proteiny daji rozdélit do 8 klastrti oznacenych A-H,
klastr H je rozstépen na podskupiny H1 (a ten jeSté¢ na Hla a H1b) a H2, takze se
nékdy uvadi celkovy pocet 10 klastra [28]. Klastr A se n€kdy oznacuje jako
Pdr5p/10p/15p, klastr D jako Snq2p/Pdr12p, klastr E jako Auslp/Pdrl 1p§, vSechny
tyto klastry obsahuji proteiny kvasinek vyhradné z rodiny Saccharomycotina [10, 28,
42]. Mezi jednotlivé klastry je rozd€leno:

(1) 10 proteinit 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 proteini kvasinky K. lactis (2 pumpy v klastru A, 2 transportéry v klastru
D a 1 protein v F klastru) a
(3) 7 proteint kvasinky C. albicans (5 pump v klastru A, 1 protein v klastru D a
1 transportér v klastru F) [10, 43].
Predpoklada se, ze proteiny klastru E funguji jako cholesterolové importéry a jsou to
jediné kvasinkové PDR transportéry, které zprostiedkovavaji transport do bun¢k a ne
ven. Proteiny z klastru F jsou jediné konzervované u mnoha testovanych
kvasinkovych druhii (jako jediny obsahuje zéastupce z vice nez 6 rtuznych druht
kvasinek) [28] a pouze u proteinit z tohoto klastru jsou obé NVD symetrické.
U vétSiny ostatnich proteini je u NVDI siln¢ konzervovan ABC podpis (ABC1)
zatimco u NVD2 jsou to Walker A2, Walker B2 motivy a pro-, Q a H klicky [10]
(viz obr. 1-3).

Podle miry zachovanych aminokyselinovych sekvenci je zfejmé, Ze
membranovy helix 2 je dlleZity pro transport a rozpoznavani substratu a podili se
na tvorb€ vazebné kapsy, oproti tomu helix 10 se nejvice li$i napfi¢ riznymi PDR
proteiny, takze se predpoklada, ze nema funkci pfi transportu substratd, ale tvori

spise vnéjsi Cast vazebné kapsy [28].

1.4.1 Transportéry Saccharomyces cerevisiae
Geneticky kod kvasinek S. cerevisiae obsahuje 31 genii koédujicich ABC
proteiny [28], z ¢ehoz nejvice transportéri (9 proteinti plné délky a 1 polovicni)

spada do rodiny PDR [20].

S Vjinych publikacich lze nalézt i jiné clenéni/oznaceni klastrii: A Pdri2p, B Snq2p, C
Pdr5p/10p/15p [43], jsou to vSak pouze riizné terminologie, homologie proteinti ziistava zachovana.
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Jednim z prvnich identifikovanych PDR transportért, které zplisobuji
rezistenci vici velkému mnozstvi latek, je protein SeSnq2p, nazvany podle toho, ze
zpusobuje rezistenci bun¢k vii¢i mutagenu 4-nitroquinoline N-oxidu (NQO) [35].
Tento 169 kDa protein se podili také na toleranci bun¢k ke kovovym iontim, jako
jsouNa', Li" a Mn*" [44, 45].

Nejvice a nejlépe prozkoumanym PDR proteinem je ScPdrSp, homologni
s ScSnq2p (37 % identita, 50 % podobnost [46]), ktery byl objeveny pied vice nez 25
lety [47]. Tento 160 kDa velky protein se nejvyraznéji podili na vzniku MDR
u kvasinek S. cerevisiae a vykazuje jest¢ Sir§i spektrum exportovanych latek
nez ScSnq2p. Pisobi napi. jako translokaza lipidG (napf. fosfatidyletanolaminu)
z vnitiniho do vnéjsiho listu membrany, je to tedy flopaza [48]. Tento protein nebyl
nikdy krystalizovan, ale jeho pfedpokladana struktura byla namodelovana v rdmci
studie [49]. Exprese obou pump (ScPdr5p i ScSng2p) je regulovana dvéma
transkripénimi faktory ScPDRI a ScPDR3 a jejich exprese mize byt indukovana
riznym typem stresu, napf. teplotnim Sokem nebo chemickym stresem [50]. Oba se
také podili na exportu kovovych iontii [45] a estradiolu (a dalSich sterolll) ven
z bunék ¢i do vnéjsiho listu membrany [51].

Dalsimi blizkymi homology ScPdrSp proteinu jsou ScPdr10p a ScPdr15p
(vice nez 66 % a 74 % identita s ScPdr5p), které spolu s nim patii do klastru A a jsou
exprimovany predevSim pii bunécném stresu [20, 44], jako je napf. snizeni pH,
pfitomnost slabych kyselin, zvySeni osmolarity nebo pii hladovéni [44]. Jejich
exprese je fizena také transkripénimi faktory ScPDRI a ScPDR3 stejné jako
u ScPdr5p [52]. Existuje predpoklad, ze proteiny ScPdr5p a ScPdrl5p vznikly
pti zdvojeni celého genomu (WGD) zjednoho praplivodniho proteinu, zatimco
ScPdr10p vznikl po WGD nezévisle [43]. Pumpa ScPdr15p se (stejné€ jako ScPdr5p)
podili na udrZeni lipidové asymetrie membrany transportem fosfatidyletanolaminu a
pravdépodobné také odstraniuje poSkozené lipidy z membrany [48], dale se podili
na rezistenci vici nékterym substratim ScPdr5p (napt. chloramfenikolu) [44]. Jeho
exprese je podobné jako u ScPdrSp zavisla na rlustové fazi, ale zatimco ScPdr5p je
pfitomen pouze v membrandch bunék v exponencialni fazi rastu (tj. v pfitomnosti
glukézy v médiu), ScPdrl5p je aktivni pfedev§im u bunék v diauxické a
postdiauxické fazi, tedy po vycerpani glukozy [44, 53]. Pfidani glukozy

k hladovéjicim buitkdm znovu stimuluje expresi pumpy ScPdr5p [53].
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Nejblizs§i homolog proteinu ScSnq2p je ScPdrl2p, ktery s nim sdili témét
60 % sekvencni identitu [44] (a 37 % identitu s ScPdr5p [24]). Tento transportér se
vyrazné¢ podili na rezistenci bunc¢k vic¢i slabym organickym kyselinam jako je
kyselina octova, sorbova, benzoova nebo propionova, které¢ se bézn¢ pouzivaji jako
konzervaéni latky pro potraviny. Jeho exprese je fizend jak piitomnosti téchto
kyselin v okoli bun¢k, tak snizenim vnitrobunééného pH, ptipadné i zménou
osmolarity [44].

Protein ScPdr16p je i se svym homologem ScPdr17p (49 % identita, 75 %
podobnost) regulovan pouze transkripénim faktorem ScPDR1 [54]. Protein ScPdrl6p
patii do rodiny prenasect fosfatidylinositolu, jehoz pfesun mezi membranami
v buiikach zprostiedkovava [55]. Pracuje jako dimer a fosfatidylinositol se
pravdépodobné vaze ptimo do jeho vazebné kapsy [56]. Jeho ptitomnost v buitkach
zvysSuje jejich odolnost viici azolovym lé¢iviim, naopak jeho nepfitomnost vede
k hromadéni prekurzori syntézy ergosterolu (napi. lanosterolu ¢i skvalenu)
v membranach bunék [54, 55]. Z toho vyplyva, Ze protein ScPdrl6p pravdépodobné
ovliviiuje néktery z enzymu syntetické drahy ergosterolu, coz mize byt 1 Ergllp,
ktery je cilem pravé azolovych sloucenin (viz kapitola 1.6.2), pfipadné se muze
podilet na pfesunu steroli a meziprodukti biosyntetické drahy ergosterolu mezi
membranami ¢i mezi komplexy pfislusnych enzymi [55]. Spekuluje se také o jeho
signalni roli o slozeni plazmatické membrany, ptfedev§im obsahu sterolt [56].
Protein ScPdr17p se spolu s ScPdr16p podili na procesu syntézy lipidii a mozna také
transportu lipidd do plazmatické membrany -, stejné se podobd transportérim
fosfatidylinositolu, ale kromé& néj umoznuje piesun také fosfatidylserinu [55]. Delece
obou téchto proteinli vede ke zvyseni citlivosti bun€k vici Sirokému spektru 1é¢ivych
latek, coZ je nejspiSe disledkem odliSného sloZeni plazmatické membrany (t].
zvySeni obsahu meziprodukti syntetickych drah ergosterolu a/nebo lipidl a snizeni
obsahu ergosterolu v plazmatické membran¢), které umoznuje lepsi difuzi 1é¢iv
do bun¢k [54]. Pfi deleci proteinu ScPdr16p muzZe jeho funkci ptevzit pravé jeho
homolog ScPdr17p [55].

Také protein ScPdr18p ovliviiuje slozeni plazmatické membrany (stejné jako

ScPdr16p a ScPdrl17p). Jeho exprese je regulovana mimo jiné transkripénim faktorem

*

" U obou téchto proteinii neni zcela jasnd jejich lokalizace. Jejich funkce je spjatd
s transportem mezi membrdanami, takze se mohou vyskytovat jak v endoplazmatickém retikulu,
lipidovych vaccich, tak u plazmatické membrany [55].
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ScPDR3 a delece genu pro ScPdrl18p zpiisobuje zvySenou akumulaci meziprodukt
biosyntetické drahy ergosterolu (jako jsou lanosterol, skvalen a dal$i) a snizeni
obsahu ergosterolu v plazmatické membrané, coz je doprovazeno i1 poklesem
membranového potencidlu bun€k. Jeho pfitomnost naopak vede ke zvySené odolnosti
bundk vii&i xenobiotikiim a dvojmocnym kovovym iontim jako je Cd**, Mn*", Cu**
nebo Zn®*. Predpoklada se tedy, Ze hraje roli piimo pfi inkorporaci ergosterolu
do plazmatické membrany. [57]

Nejlépe charakterizovanym MRP proteinem kvasinek S. cerevisiae je
ScYorlp, ktery byl identifikovan jako transportér zodpoveédny za rezistenci bunck
vici oligomycinu [20]. Je to ziejme jediny MRP protein nachazejici se v plazmatické
membrané bunék [23] a je povazovan spoleéné s pumpami ScPdrSp a ScSnq2p
za hlavniho piivodce mnohocetné 1ékové rezistence (MDR) u kvasinek S. cerevisiae.
Substraty ScYorlp tvoii predevSim anionty [39]. Substratové specifity vSech tii
hlavnich MDR pump se do zna¢né miry piekryvaji (napf. v ptipad¢ itrakonazolu ¢i
flukonazolu) a exprese proteinu ScYorlp je fizena stejnymi transkripcnimi faktory
jako ScPdr5p, ScSnq2p, ScPdr10p a ScPdrl5p [52]. Protein ScYorlp je také flopazou
pro fosfatidyletanolamin [28].

Dalsi transportni protein kvasinek S. cerevisiae z rodiny MRP je ScYcflp,
ktery se na rozdil od vySe zminénych nenachdzi v plazmatické membrané ale
v membrané vakuol, kde transportuje ionty téZkych kovli navdzané na glutathion S
[20, 44], takze jeho nadprodukce v buiikach je ptiinou jejich zvySené odolnosti viici
kadmiu (ale také arsenu ¢i antimonu). Je moZné, ze hraje roli 1 pfi apoptdze bunck
[23]. Vakuolarni MRP pumpou homologni s ScYcflp je pumpa ScBptlp, kterd se
také podili na odstraiiovani kadmia z cytosolu bun¢k a také muliZe transportovat
glutathion a jeho konjugaty [23].

Kvasinky S. cerevisiae exprimuji jest¢ vakuolarni MRP pumpu ScYbtlp,
ktera transportuje Zlucové kyseliny a latky podobné detergentim do lumenu vakuoly,
¢imz se pravdépodobné také podili na ochran€ buné€k ptred toxickym stresem [23].

Kvasinky S. cerevisiae maji cCtyfi zastupce z MDR rodiny, znichz
nejvyznamnéjsi postaveni ma prvni objeveny kvasinkovy ABC protein ScSte6p,
ktery transportuje feromon a-faktor ven z bunck. Tento membranovy protein je
homologni s lidskym P-glykoproteinem [44], ale nepodili se na vzniku mnohocetné
1ékové rezistence [24]. Ostatni tfi proteiny se nachdzeji v membrané mitochondrii.

Zatimco protein ScMdllp odstranuje z mitochondrii peptidy, které vznikaji
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pfi proteolyze membranovych proteind z vnitini membrany mitochondrii a mtize hrat
roli 1 pfi odolnosti bunék vici oxidativnimu stresu, role jeho homologu ScMdI2p
zustava nejasna [23]. Poslednim zastupcem MDR rodiny u kvasinek S. cerevisiae je
transportér poloviéni délky (na rozdil od ptedchozich tii) Atmlp, ktery jako
homodimer exportuje Fe/S proteiny z mitochondridlni matrix [20, 23, 44].

Zastupce ABC importéra u S. cerevisiae ptedstavuji pumpy ScAuslp a
ScPdr1lp (homology pump ScSng2p a ScPdrl12p). Tyto pumpy transportuji
cholesterol, ergosterol a dalsi steroly do bunék, takze jsou nezbytné pii anaerobnim
rustu, kdy si buiiky nejsou schopny samy syntetizovat steroly [19, 24, 43].

Genom S. cerevisiae obsahuje geny pro 28 MFS transportérii [58], z nichz jen
ncékteré se vmenS$i mife podileji na vzniku MDR. Napi. ScAtrlp zpiisobuje

rezistenci na aminotriazol [35].

1.4.2 Transportéry Kluyveromyces lactis

Nejprozkoumangj$i PDR pumpou u kvasinek K. lactis je KIPdrSp objevena
vroce 2001. Tato 172 kDa pumpa je z 63,8 % identicka s ScPdr5p, z 62,8 %
identicka s ScPdrl5p a z 59,5 % identicka s ScPdr10p [59]. Oproti ScPdr5p je jeji
transkripce regulovéna jedinym transkripénim faktorem KI/PDRI (Drobna et al.,
2008). Pfitomnost pumpy K/Pdr5p v membranidch bunék zvysSuje jejich rezistenci
vici oligomycinu (jako ScYorlp), rhodaminu a azolovym antimykotikim [59, 60].
Genom K. lactis koduje jesté dva proteiny podobné pumpam K/PdrSp a ScPdr5p,
z nichZ jeden je zfejm¢ homolog ScSnq2p a druhy zifejmé homolog ScPdr1Sp [61],
jejich ptispévek k rezistenci bun¢k vSak nebyl dosud zkouman.

Dal$im objevenym proteinem, ktery ma sviij podil na zvySené odolnosti
kvasinkovych bun€k K. lactis je KIPdrl16p. Tento protein je z 66 % podobny
ScPdrl6p a pravdépodobné se také angazuje pti syntéze ergosterolu, protoze jeho
odstranéni vede k hromadéni lanosterolu a sniZzeni obsahu ergosterolu v membranach
bunck [62]. Ovlivnénim sloZeni membrany mize K/Pdrl6p ménit pasivni difuzi latek
pfes membranu. Pfitomnost tohoto proteinu v bunikach zvysuje jejich odolnost vici
azollim, oligomycinu, NQO a alkalickym iontim [62]. I tento protein je regulovan
jedinym transkripénim faktorem K/PDR1, i kdyz v mens$i mife nez K/Pdr5p [63].

V téchto kvasinkéach byl déle identifikovan protein K/IYbtlp, vakuolarni ABC

transportér [61], jehoz konkrétni funkce v téchto kvasinkéch neni doposud znama.
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Genom kvasinky K. lactis dale obsahuje geny pro homology proteint
ScPdr12p (KIPdr12p), ScYorlp, ScYceflp ¢i ScAtmlp, nebyly vSak identifikovany
geny pro proteiny podobné ScPdrllp nebo Auslp [61]. Role téchto homolognich
proteintl zatim nebyla blize studovana.

Byly identifikovdny dva MFS transportéry, které se podili na exportu
xenobiotik z bun¢k K. lactis, protein KIKnqlp, jehoz substratem jsou napi. NQO,
bifonazol nebo ketokonazol [64], a protein KITpolp, ktery transportuje polyaminy
[63].

1.4.3 Transportéry Candida albicans

Kvasinky Candida albicans mohou exprimovat az 28 ABC proteini plné
délky, coz je velmi podobné mnozstvi jako u S. cerevisiae, a 95 MFS proteinti [28,
65]. U téchto kvasinek se PDR proteiny oznacuji jako CDR (z anglického Candida
drug resistance). Genom C. albicans obsahuje 9 ABC pump z rodiny PDR, z ¢ehoz 7
ma plnou délku [8, 28].

U kvasinek C. albicans byly identifikovany 4 proteiny homologni s ScPdr5p a
tedy i K/Pdr5p [66]. Prvni identifikovany a nejvyznamnéjsi 170 kDa velky protein
byl oznacen jako CaCdrlp (56 % identita a 76 % podobnost s ScPdrSp, 42 %
identita s ScSnq2p a 53,8 % identita s K/PdrSp [49, 59, 67]). Tento protein odstraiiuje
z bunék velké mnoZstvi riznych latek vcetné azolovych sloucenin ¢i steroidl [28,
44], ¢imz se pravé jeho nadprodukce stava hlavni pfi¢inou mnohocetné lékové
rezistence u kvasinek C: albicans. Podobné jako ScPdr5p je i CaCdrlp flopazou
pro membranovy lipid fosfatidyetanolamin [44]. Jeho zvySend exprese je pozorovana
u bunék v hyfové fazi ristu a mize byt také vyvolana stresem (jako u ScPdr5p) [68].
Tento transportér muZe navic fungovat i jako protonovd pumpa, ¢imZ sniZuje
u nekterych latek prinik do bunék, pokud je zavisly na pH [24].

Pumpa CaCdr2p je z 84 % identickd s CaCdrlp a je také spojovana se
vznikem MDR [8, 24]. Pumpa CaCdr2p je opét fosfolipidovou flopazou [24].
Nékteré¢ substraty pump CaCdrlp a CaCdr2p mohou tlumit transport fosfolipidi
témito pumpami, coz dokladd, ze vazebnia mista pro fosfolipidy a jiné substraty
ve vazebné kapse téchto pump se piekryvaji [24]. Oproti pocetné skupiné substratii
pumpy CaCdrlp nebylo dosud identifikovano mnoho substratii ¢i inhibitord pumpy
CaCdr2p [69].
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Proteiny CaCdr3p (56 % identita s CaCdrlp, 55% identita s CaCdr2p) a
CaCdr4p nehraji roli pfi vzniku mnohocetné 1ékové rezistence. Protein CaCdr3p je
exprimovan jen v urCité fazi zivotniho cyklu bun¢k, pravdépodobné je flipazou, ale
jeho funkce zatim nebyla blize objasnéna [17], protein CaCdrdp je stejné jako
CaCdrlp a CaCdr2p fosfolipidovou flopazou [28].

Protein CaPdr16p je homologem proteinu ScPdrl6p (54 % identita, 68 %
podobnost) a shodné s ni také patii do rodiny pienasect fosfatidylinositolu [70]. Jeho
delece vede az k dvojnasobnému snizeni rezistence bun¢k C. albicans vici ucinkiim
azold [70]. Spolecné s pumpami CaCdrlp a CaCdr2p byva také nadprodukovan
v bunikdch rezistentnich klinickych izolatt C. albicans, protoze je regulovan stejnym
transkripénim faktorem jako tyto pumpy [71].

U téchto kvasinek byly déle identifikovany homology proteinit ScSnq2p [66],
ScYorlp, vakuolarnich pump ScYeflp a ScBptlp a vsSech tifi identifikovanych
mitochondrialnich proteini ScMdllp, ScMdI2p a ScAtmlp [8] (viz tabulka 1-2).
Bunky C. albicans navic exprimuji proteiny CaCdr11p, CaHstép, pravdépodobny
transportér feromonu a-faktoru a protein CaMltlp, ktery transportuje
fosfatidylcholin do vakuol a podili se na virulenci téchto kvasinek [8].

Na mnohocetné 1ékové rezistenci bunék C. albicans se vedle ABC pump

CaCdrlp a CaCdr2p vyrazné podili i MFS transportér oznacovany jako CaMdr1p.
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ScSte6p MDR  plazm. membrana sekrece feromonu o
ScPdrSp PDR  plazm. membrana obrana proti toxickému stresu
ScPdr10p PDR  plazm. membrana obrana proti toxickému stresu
.§ ScPdr1lp PDR  plazm. membrdna import sterolii do bun¢k
B rostoucich anaerobné
§ ScPdr12p PDR  plazm. membrdna obrana proti slabym kyselinam
§ | ScPdr1Sp  PDR  plazm. membrana obrana proti toxickému stresu
£ | ScPdrl7p PDR  endoplazmatické  role pii syntéze fosfolipidi
§ retikulum
§ ScPdr18p PDR  plazm. membridna transport a inkorporace
3 ergosterolu do membrany
ScYbtlp MRP  membréana vakuol detoxifikace bunék
ScAuslp PDR  plazm. membrana import sterolti do bunék
rostoucich anaerobné
Snq2p PDR  plazm. membrana obrana proti toxickému stresu
- Pdrié6p PDR  endoplazmatické  ptenaSec fosfatidylinositolu,
3 § retikulum/vacky  role pfi syntéze ergosterolu
'§ ‘§ 2 Yorlp MRP  plazm. membrana obrana proti toxickému stresu
S ; S Ycflp MRP  membréana vakuol detoxifikace bun€k (ionty
RS tézkych kovill)
Atmlp MDR  membrana export Fe/S proteinii
mitochondrii z mitochondrii
., | KIPdr5p PDR  plazm. membrana obrana proti toxickému stresu
N .§ KIPdr12p PDR  plazm. membrdna nezndma
~ | KIYbtlp MRP  membrina vakuol nezndma
. CaCdrlp PDR  plazm. membrana obrana proti toxickému stresu
§ CaCdr2p PDR  plazm. membrdna obrana proti toxickému stresu
L | CaCdr3p PDR  plazm. membrana flipaza
§ CaCdr4p PDR  plazm. membrana flopaza fosfolipidi
T CaCdrllp PDR  plazm. membrdna neznadma
S | CaMitlp MRP  membrana vakuol import fosfatidylcholinu
CaHst6p MDR  plazm. membrana transport feromonu a-faktor
3 ., | Mdllp MDR  membrana transport peptid
3 S mitochondrii z mitochondrii
§ S | Mdi2p MDR  membrana neznama
3 S mitochondrii
“ Bptlp MRP  membréana vakuol detoxifikace bunék

Tabulka 1-2 Prehled ABC transportéri kvasinek Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis a Candida albicans. Cervené jsou zvyraznény proteiny, které
jsou studovany v disertacni praci.
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1.5 Lécba kvasinkovych infekci a mnohocetna I¢kova
rezistence

Klinicky nejvyznamnéjsi roli hraje mnohocetna 1€kova rezistence predevsim
u podminéné¢ patogennich kvasinek C. albicans. Pti studiu rezistence tohoto druhu
kvasinek se pro minimalizaci rizika pfi manipulaci snimi casto provadéeji
experimenty na kvasinkach S. cerevisiae, ve kterych byly heterologné exprimovany
MDR pumpy z kvasinek C. albicans — piedevS§im CaCdrlp a CaCdr2p (ale i
CaMdrlp) [72, 73]. V takovych systémech se vSak (nejen) exprese téchto gent fidi
metabolismem piijemce [72] a vysledky téchto studii pak nemusi ptesné odpovidat
vlastnostem téchto proteinti v pivodnim organismu.

Dlraz je vsSak kladen také na vyzkum piimo na klinickych izolatech
C. albicans ziskanych od pacientll trpicich castymi a stdle se vracejicimi
kandidézami, jejichz ptivodci jsou rezistentni na uzivand antimykotika (nejCastéji
azolové slouceniny). Pfevazna vétSina téchto izolath disponuje zvySenym mnozstvim
MDR pump v membrang, predev§im CaCdrlp 1 CaCdr2p [69, 74], ale také pumpy
CaMdrlp [75]. Navic u nich byva i1 zvySena exprese proteinu CaPdrl6p [70] ¢i
enzymi biosyntetické¢ drahy [75] véetné CaErgllp [76]. U nékterych izolati byly
zjistény také bodové mutace enzymli CaErgllp a CaErg3p (shrnuto v [12],[77] a
[78]).

Masovy rozmach dlouhodobého a opakovaného uZivani antibiotik a
antimykotik, u nichz byly minimalizovany vedlej$i G¢inky na lidské buiky, vedl
k rostouci odolnosti patogennich organismt vii¢i nim [79]. To spolu se zvySujicim se
podilem lidi s naruSenou imunitou v populaci (pfedasné narozené déti, staii lidé,
pacienti trpici AIDS, lidé po chemoterapii ¢i pacienti uZivajici imunosupresiva
po transplantaci) vede k nebyvale dilezitému cili pfekonat rezistenci u patogennich

mikroorganismu, které mohou zpusobit i smrt téchto osob.

1.5.1 MozZnosti bunécné obrany proti [ékiim

Kvasinkové buiiky (podobné jako ostatni eukaryotni bunky) maji ke své
ochrané proti cizorodym latkdm (v€etné 1ékll) vice moznosti. Mohou aktivné snizit
vnitrobunéénou koncentraci téchto latek tim, Ze cilené pozméni sloZeni membrany
(¢1 bunécné stény), aby byla pro tyto latky méné propustna, omezi aktivni transport

xenobiotika do cytosolu nebo nadprodukuji proteiny, které transportuji léky ven
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z bun¢k (napf. MDR pumpy). Dale snizuji G¢innost 1€kt tak, Ze zvysi produkci
proteinti/enzymu, které jsou cilem daného 1éCiva, ¢i je modifikuji tak, aby se jejich
aktivita zvysila nebo/a jejich afinita k danému 1éku maximalné snizila (obr. 1-7).
Navic mize byt bunéfnd ochrana jesté posilena tim, Ze je 1éCivo deaktivovano
v cytosolu pomoci enzymatického aparatu ¢i transportovano do organel, a spole¢né

s tim bunky také Casto zintenzivni opravu DNA. [27, 67, 77, 80]

1. zZména slozeni plazmatické membrany 2. Nadprodukce exportnich MDR
(a bunééné stény) — zvyseni rigidity pump —» sniZzeni vnitrobunééné
- snizeni pruniku lé¢iva do bunék koncentrace léciva
=
() An A A A
A A a A0
o, A
A
I A A
A
0y B gt o O
A A
Z_0
A ’// A D
m A
Léky Ap O
» Nadprodukce cilového enzymu . Modifikace cilového proteinu = zména
(proteinu) = sniZeni G¢innosti |éciva afinity k I&é¢ivu = sniZeni jeho Ucinnosti

Obr. 1-7 Schematické znazornéni ¢tyi hlavnich pricin rezistence kvasinek vuci
lékam. Vytvoieno podle [67].

VétSina vySe zminénych ochrannych opatfeni je u¢inna pouze vici tzkému
spektru 1écivych latek, proto aktivni odstrafiovani pomoci MDR pump, které
transportuji stovky riznych chemickych sloucenin ven z bun€k a tim mohou vést az
k mnohocetné 1€kové rezistenci, tolik vynikd mezi ostatnimi moznostmi.

Mnohocetna 1ékova rezistence nejvice komplikuje jak 1écbu rakoviny, tak
1é¢bu infekei zpiisobenych patogennimi mikroorganismy, v pfipadé kvasinek se pak
nejcastéji jednd o kandidozy. Mnoho 1€kt (od peptidd, steroidnich hormonii,
pres azoly, antibiotika a antimykotika az po chemoterapeutika) je tvofeno pomérné

malymi lipofilnimi plandrnimi molekulami, takZe mohou prochazet membranou
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do bunc¢k [27]. VétSina z nich je vSak substratem hlavnich kvasinkovych MDR pump
(ScPdr5p, ScSng2p, KIPdr5p, CaCdrlp a CaCdr2p), takze jejich vnitrobunécna
koncentrace je aktivné snizovana a tim se redukuje i jejich u¢innost. Nejen z tohoto
divodu je znalost substratové specifity jednotlivych MDR transportérii stale v centru

védecké i 1ékarské pozornosti.

1.5.1.1 Nespecificky transport zprostredkovany MDR proteiny - vazebna kapsa

Pro¢ vsak vede nadprodukce nékterych pump k mnohocetné Iékové
rezistenci? Z jakého divodu je jejich substratova specifita tak malo omezena?

Vzhledem k tomu, jak Siroké spektrum nesourodych latek jsou schopny MDR
pumpy transportovat, nebylo dosud mozné identifikovat specifické chemické
vlastnosti latek, které¢ by predem urcovaly, zda bude sloucenina substratem pumpy ¢i
nikoliv. Pfi zkoumani rozpoznavani jednotlivych substrati ScPdr5p a jejich
vlastnosti byla objevena vyznamnad role celkového povrchu transportovanych
molekul, optimalni velikost transportovanych substratd je mezi 200 a 225 A’
(minimaln& viak 90 A*), a schopnost substratd tvofit vodikové vazby [81]. Ziejmé
vSak jiz neni tolik podstatnd samotna hydrofobicita latek ¢i jejich schopnost ionizace
[81]. Je mozné, ze hydrofobicita substrati je spjata s velikosti molekul, tj. ¢im je
molekula véEtsi, tim je vétSinou 1 vice hydrofobni, a proto poZadavek na velikost
molekul mize byt primarni a zahrnovat v sob¢ také jejich hydrofobicitu. Malé
molekuly navic rychle difunduji pfes membranu, vétsi prochazeji pomaleji, ¢imZ se
zvySuje Sance jejich zachyceni ve vazebné kapse pfimo z membrany a mohou tedy
byt exportovany MDR pumpou efektivnéji. U CaCdrlp jsou preferované substraty
Casto rozvétvené aromatické slouceniny, které tuto podminku spliuji [28].

Obecné je jako vysvétleni velmi Siroké substratové specifity piijiman
pfedpoklad, Ze ABC proteiny (konkrétné jejich TMD) tvofi v membrané velkou
hydrofobni vazebnou kapsu, ve které se nachazi mnoZzstvi vazebnych mist, ktera se
mohou i prekryvat a liSit v afinit¢ k jednotlivym substratim, piipadné se
do jednotlivych vazebnych mist mohou vézat odliSné substraty a byt i spolecné
transportovany [8, 19, 27, 31, 34]. Tento ptedpoklad potvrzuji také vyzkumy
na hlavnim lidském MDR transportéru P-glykoproteinu, kde se ptedpoklada az 7
odliSnych vazebnych mist ve vazebné kapse [49, 79]. Vazebna kapsa pumpy

CaCdrlp obsahuje nejméné tii vazebna mista [28, 82], jedno pro rhodamin 6G
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(R6G) a azoly (itrakonazol, ketokonazol, mikonazol)ﬂ', jiné misto pro flukonazol a
pravdépodobné dal§i pro iodoarylazidoprazosin [28, 83]. Pomoci cilenych
jednobodovych mutaci bylo zjiSténo, Ze vazebnou kapsu CaCdrlp tvoii
aminokyseliny z helixti 1, 3 a 6 z jedné TM domény a z helixit 7, 9, 11 a 12 z druhé
TMD* [79]. Helix 4 se viibec nepodili na vazb& substratd, zatimco helix 10 je
soucasti vazebné kapsy pouze v oteviené konformaci proteinu [79]. Vazebna kapsa
je také tvorena pievazné hydrofobnimi a aromatickymi aminokyselinami, proto ma
vetsi afinitu k hydrofobnim nez k hydrofilnim latkam [8, 79].

U pumpy ScPdr5p se jiz od roku 1996 ptredpokladalo vice vazebnych mist
ve vazebné kapse [84]. Sledovanim akumulace radioaktivné znacenych substrati
chloramfenikolu a tritylimidazolu (TI) v buiikdch bylo za pomoci série relativné
jednoduchych strukturné podobnych substrati zjisténo, ze jde o nejméné 3 vazebna
mista, do jednoho se vaze chloramfenikol, do jiného TI a existuje nejméné jedno
dalsi [81]. Klotrimazol (Clo) je schopny uplné kompetitivné inhibovat transport
chloramfenikolu a méné vyrazné blokovat i1 transport tritylimidazolu, z ¢ehoz
vyplyva, Ze nékteré substraty se mohou vézat do vice vazebnych mist (pfipadné
s liSici se afinitou) nebo se nékterd vazebnd mista mohou piekryvat [81].
V nasledujici studii byla mista oznacena jako 1, 2 a 3, pficemz misto 1 bylo
charakterizovano vytokem fluorescencni sondy R6G, misto 2 vySe zminénym
radioaktivné znacenym TI. S pouzitim jiné série jednoduchych substrati bylo
ukazano, ze substraty mista 1 maji vétSinou tfi skupiny akceptord vodikové vazby
(donory elektronového paru), nebo alesponn dva donory elektronového paru a jednu
elektronegativni skupinu na aromatickém kruhu, kterd umoZiuje elektrostatické
interakce mezi substratem a mistem 1, substratim mista 2 staci mit jednu skupinu
akceptoru vodikové vazby [85]. Nasledujici vyzkumy vSak ukazaly na substraty
mista 1, které nespliiuji ani jedno zuvedenych pravidel, takZe nelze souhrnné
definovat, jaké jednoznacné vlastnosti ma substrat vazebného mista 1 [86]. Podobné
jako u chloramfenikolu zpiisobuje klotrimazol koncentra¢né zavislou inhibici
transportu R6G, kterd je kompletni po ptidani 40 uM Clo [85]. Podle vzajemného

ovlivnéni transportu modelovych substratii mist 1 a 2 se zd4, Ze se nachazi v t€sné

"t Potvrzeno pomoci zjisténé kompetice R6G s azoly [82].

Yy jiné publikaci je uvddéno, Ze vazebnou kapsu tvoii helixy 1, 2 a 11 na jedné strané a
na druhé helixy 4, 5 a 8 [8]. Tyto vysledky vychadzeji ze série 250 jednobodovych mutaci proteinu
CaCdrlip.
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blizkosti, takZe substraty vazebného mista 1 mohou obsadit ¢i stericky ovlivnit 1
vazebné misto 2 [85], nebo snad dokonce misto 1 zahrnuje i vazebné misto 2 [86].
Klotrimazol navic inhibuje ATPazovou aktivitu pumpy ScPdrSp, coz ale piekvapive
nepferusi transport timto proteinem, stejny ucinek ma i TI [26]. Jako jediny se ani
do mista 1 ani do mista 2 nevaze tetrabutylcin (TBT), takze definuje vazebné misto 3
ve vazebné kapse ScPdr5p, které ma ziejmé naroky na hydrofobicitu substratu [86].
Metodou vytoku sondy R6G byly identifikovany jako dalSi substraty vazici se
do mista 1 2-(metyl-trityl-amino) etanol (MTAE) a 2-(chloro-etyl)-metyl-tritylamin.
Detekei koncentracné zavislé uplné inhibice transportu zna¢eného TI byly nalezeny
dalsi substraty vazici se do mista 2 (napf. tritylamin) [86].

U ostatnich kvasinkovych MDR pump vSak nebyly tak podrobné studie

provedeny, takze jejich vazebna kapsa neni ani zdaleka tak detailné¢ zmapovana.

1.5.2 Moznosti piekonani mnohocetné Iékové rezistence

Strategii, jimiz lze ptrekonat mnohocetnou lékovou rezistenci u lidskych
patogent bez zasahu do genetického kodu bunék, je nékolik. Nejjednodussi moznosti
je zvySeni davek antimykotika tak, Ze vstup kvantitativné prevysi aktivni vystup [42].
Tim se vSak bohuzel zintenzivni 1 nezadouci vedlejsi ucinky na lidské bunky a tato
metoda nemusi vzdy vést k vyléceni pacienta.

Dalsi cestou je snaha vyvinout nova léciva, kterd nebudou MDR pumpami
transportovana. Nejcastéji se pfistupuje k modifikacim jiz pouZzivanych u€innych
1€k, které jsou zndmymi substraty n€které MDR pumpy. Pfi téchto upravach vSak
Casto ztraci noveé vyvinuté latky sviyj léCebny ucinek, nehled€ na to, Ze vétSina bunck
obsahuje vice MDR transportérti, které nemusi mit stejné substratové preference
[27]. Vyvoj nového ucinného l1éku je navic ¢asové i financn€ znac¢né narocny a
metody, jimiZ Ize otestovat, zda jsou nova lé€iva substratem MDR pump, jsou velmi
omezené. Z tohoto divodu je Zadouci hledat nejen nové ucinné latky, ale také nové
metody, jimiz Ize ovétit, ze tyto latky nebudou transportovany MDR pumpami ven
z bun¢k [87]. Vzhledem k tomu, Ze v pfipad€ vnitrobuné¢énych cili vétsiny 1é¢iv ma
bunika vice moZnosti jeho zneskodnéni (viz kapitola 1.5.1 a obr. 1-7), nadéjnymi
kandidéaty na antimykotika jsou povrchové aktivni latky, které plisobi na bun&cnou
sténu a membranu a nemusi tedy proniknout az do bun¢k [88].

Pokud bychom vSak chtéli k 1é¢bé pouzit znamé 1écivo, které je substratem

pfitomné MDR pumpy, bez nutnosti zvySovani jeho davek pacientovi, miZzeme
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vyuzit tzv. kombinované terapie. Pfi tomto postupu se poda 1€k spolecné s dalsi
latkou, kterd zptisobi zablokovani exportu 1é¢iva MDR transportérem (nazyvame ji
tedy inhibitorem), ¢imz dojde ke zvySeni vnitrobunééné koncentrace tcinného 1éku
[27, 88]. Inhibitory mohou blokovat vystup léCiva z bunék jednak tim, Ze jsou také
substratem pumpy a soutézi (kompetuji) tak s lécivem o transport pumpou, nebo
zablokuji ¢innost MDR pump piimou interakci s proteinem ¢i nepiimo ovlivni jeho
blizké lipidni okoli. Inhibitor nemusi mit nutné antifungalni vlastnosti, jeho hlavni
prispevek k 1€cbeé spociva piredevsim v inhibici aktivniho odstraiiovani 1é¢iva MDR
pumpami [89]. Zndmymi inhibitory/substraty pumpy ScPdr5p jsou enniatin B nebo
farnesol, u pumpy CaCdrlp je to také enniatin B nebo jeho analog beauvericin, ktery
inhibuje 1 ¢innost CaCdr2p. Pro ucinnou kombinovanou terapii lze pouzit napf.
bézné pouzivand antimykotika jako je ketokonazol ¢i itrakonazol spole¢né
s beauvericinem [87].

Jinou moznosti zastaveni transportu 1éCiva z bun€k je vyCerpani ATP, které
poskytuje energii k transportu ABC pumpami [42], avSak stresory vedouci

k vy€erpani ATP mohou ptisobit i na buiiky pacienta.

1.6 Zpisob ucCinku chemickych stresori (modulatord,
inhibitoril a substrat)

Jak jiZ bylo nékolikrat zminovano, je zndmo velké mnoZstvi substratl
hlavnich MDR pump rtznych kvasinkovych druht (Pdr5p, Sng2p, Cdrlp, Cdr2p), at’
uz jsou to antibiotika ¢i antimykotika, ionofory (CCCP, enniatin, beauvericin),
fluorescen¢ni substraty (rhodamin 6G, rhodamin 123, rhodamin B, nile red,
diS-Cs(3)), ale stejné tak i fyziologické substraty jako steroidy nebo lipidy [28, 52,
90, 91]. Zatimco u nékterych substrati/inhibitorGi jsou zndmé informace o jejich
zpiisobu ucinku, cilovych enzymech nebo afinité k vazebnym mistim ve vazebné
kapse MDR pump, vyhledavani latek s potencidlem inhibovat tyto pumpy je stale

v centru nejen lékatské pozornosti.

1.6.1 Latky zptsobujici vyCerpani ATP

Omezeni ¢i zastaveni ¢innosti pump zavislych na energii z hydrolyzy ATP je
mozné dosahnout pouzitim 2-deoxy-D-glukozy (2-DG). Jedné se o malou molekulu,

ktera je analogem D-glukdzy, a hojné se pouziva jako glykolyticky inhibitor [41, 92].

30



2-DG vstupuje do glykolyzy, kterou vSak zastavuje po tfeti reakci a inhibuje enzym
hexokinazu [92] a tim kompetitivné blokuje i ¢innost enzymu fosfoglukoizomerazy
[93]. Jejim plsobenim tak dochazi k postupnému vycerpani bunéénych zasob ATP
[41]. K vy&erpani ATP se mohou pouzivat i inhibitory mitochondrialni H'-ATPazy

jako je napf. oligomycin.

1.6.2 Antimykotika (azolové slouceniny)

Mezi nejbéznéji pouzivand antimykotika v lékaiské praxi obecné patii
azolové slouceniny, kromé klotrimazolu je to ketokonazol, mikonazol, flukonazol a
itrakonazol. Azoly byly objeveny koncem 60. let minulého stoleti a b&hem
uplynulych vice nez 40 let zaziva jejich pouzivani velky rozmach a jsou stale
vyvijeny nové varianty [94]. Tyto slouCeniny patii mezi tzv. fungistatika, tj. do urcité
vyse jejich koncentrace v okoli jsou kvasinkové bunky schopné piezivat, ale dojde
k zastaveni jejich rlstu a rozmnoZovani [88].

Azolova antimykotika jsou syntetické latky se shodnym zékladnim
mechanizmem ucinku. VSechny azoly narusuji biosyntézu ergosterolu (obr. 1-8),
inhibuji enzym spojeny s cytochromem P450 14a-lanosterol demetylazu (Ergllp),
coz je klicovy enzym této drahy v kvasinkach [42, 95]. Jeho inhibice vede
k zastaveni bunééného ristu [88] a nasledkem preruseni syntézy ergosterolu dochazi
jednak k postupnému vycerpani ergosterolu z plazmatické membrany [42], jednak
k hromadéni sterolovych meziproduktl v buitkdch a buné€nych membranach [74, 88,
96]. Obé tyto skute¢nosti mohou mit za nasledek zvySeni propustnosti membrany
pro dalsi 1éciva 1 jeji vétsi nachylnost k poskozeni [96].

Azolové slouceniny mliZzeme podle struktury rozdé€lit na derivaty imidazolu
(klotrimazol, ketokonazol, mikonazol, bifonazol) a derivaty triazolu (itrakonazol,
flukonazol). Star§i imidazolové slouceniny maji komplexnéjsi ucinek na bunky,
jejich vyssi koncentrace mohou pusobit piimo na buné¢nou membranu, inhibuji i
nekteré enzymy spojené s membranou nebo biosyntézu lipida [96, 97]. Jejich vazba
na Ergllp je navic mén¢ specifickd a mohou tak napadat i jiné enzymy spojené
s cytochromem P450 [97]. Novéjsi triazolové slouceniny jsou selektivnéjsi a jsou
pomaleji metabolizovany, takze maji zanedbatelny vliv na syntézu sterolti lidského

organizmu [98] a minimalni vyskyt vedlejSich neZzadoucich ucinkl [94]. Proto se
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pro lé€bu systémovych mykéz voli hlavné triazolové slouceniny a imidazoly se

pouzivaji pfevazné pouze k lokalnim aplikacim [94].

A ErglOp Acety| koenzym A acetoacetylkoenzym A thioliza
Ergl3p 1 HMG koenzym A syntaza/reduktaza
B . rers
Hmglp/ Hmg2p | I mevalonatkinaza
Ergl2p v fosfomevalonatkinaza
Erg8p z mevalonatpyrofosfiatdekarboxyliza
Ergl9p Fa rnesyl perfOSfat isop ylpyrofosfatiz a
Idilp Erg9p ¢ skvalensyntaza | geranylpyrofosfatsyntaza
Erg20p Skvalen farnesylpyrofosfatsyntaza
Erglp l« skvalenepoxidaza B
Skvalen epoxid e > 4,14a-Dimetylzymosterol
Erg7p ¢ lanosterolsyntaza : Erg26p
1
........... Erg27, .
Lanosterol [ §27p > Eburikol
Ergllp l« lanosterol C-14 demetylaza Erg6p Erg25p :
4,4-dimetylcholesta-8,14,24-trienol — Erg26p |
Erg24p * sterol C-14 reduktaza Inhibice Erg27p Y
4,4-dimetylzymosterol Gcinkem azoli |  Obtusifoliol
Erg25p 1 sterol C-4 metyloxidaza Erg25p |
Erg26p I sterol C-3 dehydrogenaza (C-4 dekarboxylaza) Erg26p |
Erg27p ¥ sterol C-3 ketoreduktaza Erg27p *
mosterol
Zy 14a-Metylfekosterol
Fekosterol Erg3p
Erg2p sterol C-8 izomeraza
Episferol 14a-Metylergosta-8,24(28)

-dien-36a -diol

Erg3p * sterol C-5 desaturaza
Ergosta-5,7-dienol

Erg5p I sterol C-22 desaturaza
Ergdp * sterol C-24 reduktiza

Ergosterol

Obr. 1-8 Azoly naruSuji syntetickou drahu ergosterolu. Biosynteticka drdha
ergosterolu v kvasinkdch (A) s vyznacenymi vyznamnymi enzymy a jeji vedlejsi
dréha pfi inhibici enzymu Ergl1p G¢inkem azoll (Cervené) (B). Vytvoreno podle [99,
100].

Imidazolové derivaty prvni generace jsou dodnes hojné vyuZzivané
v dermatologii a gynekologii. Klotrimazol je slozkou krémt proti koznim myk6zam
(Jako je Aknecolor nebo Canesten) a tablet uzivanych pro 1é¢bu vaginalnich
kandidoz (napt. Candibene) [94, 101], mikonazol se v 70. letech minulého stoleti
pravidelné pouzival i k 1éb& systétmovych mykédz, dnes je vSak jiZz prekonan
modernéj$imi triazolovymi slouceninami a pouzivéa se formou gelll (napi. Daktarin)
¢i tablet predevSim proti povrchovym a slizniénim mykézam [94]. Také derivaty
imidazolu druhé generace maji své misto pii 1écbé dermatologickych a
gynekologickych onemocnéni zptisobenych kvasinkami. Sampony proti luptim (napf-.
Nizoral) obsahuji ketokonazol a krémy na kozni ¢i nehtové mykdzy (napt. Canespor

nebo Mycospor) zase bifonazol [94, 101].

32



Triazolovd antimykotika jsou oznacovéana jako tfeti generace azolovych
derivatii [94]. Flukonazol s minimem vedlejSich ucinki dodnes vykazuje dobré
vysledky pii 1é€bé koznich i slizni¢nich infekci, itrakonazol s SirSim spektrem
ucinku® se pouziva jak na kozni mykozy, tak ve formé tablet pfi 16¢b& mykoz sliznic
¢i vnitinich organt [101]. Od konce 80. let jsou nejvyuzivangj$imi (azolovymi)
1é¢ivy pravé flukonazol a itrakonazol  pro jejich schopnost bezpedné a efektivng
1é¢it lokalni a systémové houbové infekce bez velkych vedlejsich ucinkt [12, 102].

Diky intenzivnimu a plosnému pouzivani azolovych sloucenin doslo
k dlouhodobému vystaveni patogennich organismi jejich G¢inkiim, coz vyznamnou
mérou piispélo ke zvySenému vyskytu rezistentnich kmenti nejen u kvasinek [79].
Kvasinkové buriky si v reakci na azoly vyvinuly vysoce G¢inné obranné mechanismy
(obr. 1-7). Kromé (1) nadmérné exprese MDR pump, které aktivné odstraiiuji azoly
z bun¢k, kvasinky také (2) nadmérné exprimuji pravé cilovy enzym azolid Ergllp
nebo (3) ho cilen¢ jednobodové mutuji tak, aby se vyrazné snizila jeho afinita
k vazb¢ azoll [28, 42, 74], ptipadné (4) pozméni biosyntetickou drahu ergosterolu
(obr. 1-8A) tak, aby nevznikaly vedlejsi toxické produkty této drahy [12, 103, 104].
U nékterych bunék kvasinek C. albicans odolnych vii¢i u¢inkiim azold byla také
zjisténa mutace enzymu Erg3p, pfi jehoz dysfunkci buiikky hromadi netoxicky
meziprodukt vedlejsi syntetické drahy ergosterolu 14a-metylfekosterol (viz obr. 1-
8B) [88, 103, 104]. Piedchozi studie navic ukézaly, Ze ketokonazol mize diky piimé
interakci s transkripnim faktorem ScPdrlp stimulovat expresi nékterych PDR
proteini (ScPdrS5p a ScPdrl5p) [9], ale také enzymt syntetické drahy ergosterolu
(Erg3p a Ergllp) [88], takZe dlouhodobé vystaveni bunék jeho uc€inkliim u nich
indukuje vznik MDR a sniZuje tak jeho uc¢innost.

Azoly jsou zndmé substraty hlavnich MDR pump ScPdr5p a K/Pdr5p ale také
CaCdrlp [39, 60, 63, 72-74, 105, 106] (a také lidského P-glykoproteinu [107]), ale
upumpy CaCdr2p se informace o jejich transportu rozchazeji v zavislosti
na pouzitych kmenech kvasinek [73, 108]. N&které azoly jsou také substraty MFS
proteind, konkrétné proteinu CaMdrlp [88]. Piedpoklada se, Ze jejich vazebné misto

je hluboko uvnitt vazebné kapsy MDR pumpy [79].

W Itrakonazol vicinkuje proti Sirokému spektru kvasinkovych a houbovych druhii, casto se
pouziva v pripadech, kdy selze lecba flukonazolem [94].

ok v 7 r 4 v r r v r v . v r r r .
Itrakonazol se pouziva méné na systémovd onemocnéni, protoze jeho vstrebdvani je
zavisle na kyselém prostredi v zaludku, takze se teézko dosahuje potiebné ucinné koncentrace [94,102].
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1.6.3 Ionofory

Ionofory jsou latky, které dokazi prostoupit membranou pii soucasném
pfenosu iontd. Tim jednak narusuji iontovou homeostazu bunék (i permeabilitu
bunétné membrany pro dany typ iontll), jednak ovliviiuji membranovy potencial
bunék [109].

Latkou s ionoforickymi vlastnostmi je zndmy mykotoxin enniatin, ktery je
produkovany plisnémi rodu Fusarium [110]. Do rodiny enniatinii patii i latka
beauvericin (vétsi analog enniatinu), ktera byla prvné identifikovana jako produkt
houby z rodu Beauveria a je také (stejn¢ jako enniatin) produkovana plisnémi rodu
Fusarium [111]. Enniatin i1 beauvericin se tedy Casto vyskytuji jako kontaminanty
kukufice, pSenice a je¢menu, které jsou témito plisnémi napadeny [110, 111]. Obé
latky jsou cyklické hexadepsipeptidy s antibiotickymi ucinky [111, 112] a pisobi
jako ionofory s vysokou selektivitou pro jednomocné, zejména draselné, ionty [110,
112]. Beauvericin muze transportovat ionty alkalickych kova [111], tvofit
v membranach kandly selektivni pro kationty [110] a zna¢n€ naruSuje hladinu také
vapniku v buiikach™" [87]. Jak beauvericin, tak enniatin jsou lipofilni molekuly, a
proto se snadno inkorporuji do bunénych membran, kde vytvareji dimerni struktury
propustné pro ionty, ¢imz narusuji jejich fyziologickou rovnovahu [112].
Po prichodu plazmatickou membranou mohou tyto ionofory prostoupit az do vnitini
mitochondridlni membrany a zkratovat tak mitochondridlni membranovy potencial
diisledkem vtoku K' do mitochondridlni matrix, ¢imz dochazi k inhibici respirace
spojené¢ se syntézou ATP [112].

Enniatin je znamym netoxickym (kompetitivnim) inhibitorem*** a sou¢asn&
také substraitem pumpy ScPdrSp a CaCdrlp, nikoliv vSak pumpy ScSng2p a
CaCdr2p [69, 90, 113, 114] (také viz ptiloha 3). Bylo dokazano, Ze beauvericin
blokuje ¢innost™" obou pump CaCdrlp a CaCdr2p [87] a dokonce i ¢innost lidského
P-glykoproteinu v lidskych rakovinnych bunkach [115]. Jeho kombinované ptidani
s mikonazolem vedlo ke zvySeni citlivosti bun¢k C. albicans k jeho uCinkiim a to i

u klinickych izolata, které jsou rezistentni vici flukonazolu [116]. Tyto skute¢nosti

% PFitomnost beauvericinu v burikich vede ke zvySeni vnitrobunécéné koncentrace vapniku a
tim i ke vzniku oxidativniho stresu, ktery miize byt predzvésti bunécné smrti [87]. Presné priciny
zvySené hladiny Ca’* v buitkdch ani zdroj vapenatych iontii viak nejsou dosud zcela objasnény.

Y Blokuje vytok rhodaminu 123 nebo odstrafiovini fluorescencéni sondy diS-Cs(3)
z kvasinkovych bunék.
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poukazuji na jeho vyrazny potencidl k pouziti v rdmci kombinované terapie s bézné

pouzivanymi antimykotiky, ale také chemoterapeutiky u lidskych bunék.

1.6.4 Signalni molekula - modulator aktivity MDR pump

Hlavni signalni molekula kvasinek C. albicans farnesol byla identifikovana
jako modulator ¥ MDR pump ScPdr5p, CaCdrlp a CaCdr2p (nikoliv
CaMdrlp)[117]. Tento seskviterpenovy alkohol, ktery se pfirozené¢ vyskytuje
v esencialnim oleji nékterych rostlin a ktery je prekurzorem pii syntéze sterolt
v kvasinkach, byl objeven jako prvni tzv. ,quorum sensing“ molekula
u eukaryotniho organismu [118]. Jeho akumulace pii vysoké bunécné hustoté
kvasinek C. albicans blokuje morfologickou pfeménu kvasinkové formy
na vldknitou [118], tvorbu biofilmt [119], inhibuje syntézu proteinti a translaci [120]
a muze indukovat apoptozu [117].

Tato latka je vhodna pro kombinovanou terapii napi. s flukonazolem C¢i
itrakonazolem [119] a pravé jeji synergickd funkce sbézné pouzivanymi
antimykotiky predstavuje efektivni moznost 1écby kandid6z pfti pouziti netoxickych

koncentraci obou latek [117].

1.7 Fluorescen¢ni sondy pro sledovani aktivity MDR pump

Substraty a inhibitory MDR pump Ize identifikovat nékolika malo metodami.
Krom¢ radioaktivniho znaceni latek (substratll) a nasledného sledovani jejich
akumulace v bunikach s aktivnimi MDR pumpami (jako napt. v [51, 74, 81]), se Casto

vyuzivaji 1 fluorescen¢ni sondy, které jsou také Casto substratem téchto pump.

1.7.1 Rhodaminova barviva

Ke sledovani aktivity MDR pump je nejdéle pouZzivana potenciometricka
sonda rhodamin 6G (R6G), kterd je aktivn€ odstrafiovana pumpami ScPdr5p [84],
KIPdr5p [60] a také CaCdrlp a CaCdr2p [72, 73]. Metoda je zaloZend na tom, Ze
sonda je drzena membranovym potencidlem uvnitf bun¢k a pokud je substratem
sledované MDR pumpy, je aktivn€ odstraiiovéna z bun¢k.

Bunky se pfed méfenim 1-2 hodiny inkubuji se sondou a nechaji se

vyhladovét vétSinou pridanim 2-deoxy-D-glukozy (pfipadné jen odmytim média a

S Inhibuje transport rhodaminu 6G z bunék [117].
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inkubaci v pufru bez pfitomnosti glukozy). Jinymi slovy u bunék dojde uplnému
vyCerpani ATP, takZze pumpy nemohou exportovat sondu ven a to ma za nasledek
zvySenou akumulaci R6G uvnitt bunck. Poté je sonda odmyta z vnéjsiho média a
k bunkam se piida glukéza [84]. Po dodani energie se aktivuji pfitomné MDR pumpy
a dochézi k vytoku sondy ven z bunék. Nésledné je mozné pomoci fluorescencni
flow cytometrie nebo fluorescencni mikroskopie sledovat zbyvajici akumulaci sondy
v bunikach [60, 90, 121], ptipadné pomoci spektrofluorimetrie sledovat vzristajici
signal fluorescence rhodaminu z okolniho pufru [84]. Rizné modifikace metody
zahrnuji v ramci pfipravy jest€ napt. omyvani studenym pufrem (0 °C) a dalsi
manipulaci s buitkkami desitky minut pfed samotnym métenim [60, 90].

Pti vyhledavani inhibitori pump touto metodou jsou builky inkubovany
pfedem s testovanou latkou, a pokud nedochdzi po ptfidani glukézy k bunkdm
s akumulovanou sondou R6G k jeho zvySenému vytoku ven z bunék (a je tedy
detekovano vice fluorescence z optisobenych bun€k oproti kontrole bez opiisobeni),
tak je testovana latka inhibitorem. Pokud je inhibitor pfidan az po glukéze v pribehu
experimentu, je vidét postupné snizovani transportu sondy ven z bunck [84]. Timto
zpuisobem byly testovany substraty ScPdr5p napt. v ramci studii [84] a [85] a tuto
metodu lze uspésné pouzit i s fluorescenéni sondou rhodaminem 123, jak byly
identifikovany napf. inhibitory pumpy ScPdrSp enniatin B a D [90]. Rhodamin 123
je stejné jako R6G substratem jak pumpy ScPdr5p [84], tak pumpy CaCdrlp [72].

1.7.2 Potenciometricka fluorescen¢ni sonda diS-Cs(3)

Také potenciometricka fluorescenéni sonda diS-C;(3) je substritem MDR
pump a fluorescen¢ni metoda (diS-Cs3(3) assay) vyvinuta tymem doc. Gaskové
vyuziva vlastnosti této sondy ke sledovani jak membranového potencidlu bunék
kvasinek, tak aktivity MDR pump pfitomnych v jejich membrané.

Tato kladn€ nabitd redistribucni sonda je lipofilni, takZe snadno prochazi
do buné€k, do nichZ je navic taZena jejich zdpornym membranovym potencidlem.
Pomoci zmény vnitrobunééné akumulace sondy tedy muiZeme sledovat zmény
membranového potencidlu v redlném cCase in vivo bez nutnosti (Casové ani jinak)
narocné piipravy bunék [122].

Charakteristickou vlastnosti této sondy je jeji reverzibilni vazba
na cytosolické komponenty po jejim vstupu do bunék. Tato vazba je doprovazena

posunem maxima a intenzity fluorescence (Amax @ Imax) sondy (viz obr. 1-9A).
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Fluorescenc¢ni spektrum volné sondy méd maximum na vinové délce 569 nm,
pfi vazbé sondy dochazi k posunu polohy tohoto maxima do Cervené oblasti spektra
az o 13 nm a ke zvySeni kvantového vytézku fluorescence [122]. Pfi vhodné volbé
poméru koncentraci bunék a sondy, muze tento posun nazorn¢ odrazet aktualni
zmény membranového potencialu [122, 123]. Casovou zavislost polohy maxima
fluorescence sondy Am.x nazyvame ,barvici kiivkou™ (obr. 1-9B) [124], proto
fluorescen¢ni metoda sledovani akumulace fluorescencni sondy diS-Cs(3) v bunkach
nekdy oznacuje jako metoda barvicich kiivek.

Vstup sondy do kvasinkovych bun¢k probihd az do dosazeni dynamické
rovnovahy, tj. do vyrovnani koncentraci volné sondy vné a uvniti bunék (v fadech
minut). Ustaveni rovnovahy mezi volnou a vazanou sondou uvniti bunék je takika
okamzité. Pronikdni sondy do bunék je ale zpomaleno bunécnou sténou, takze je
dosazeno dynamické rovnovahy béhem 20-30 minut v zavislosti na jeji tloust’ce a

propustnosti [122, 123, 125].
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Obr. 1-9 Vstup potenciometrické fluorescen¢ni sondy diS-C3(3) do bunék je
doprovazen posunem polohy maxima jeji fluorescence do cervené oblasti
spektra. (A) Zmény emisnich parametrii fluorescence sondy diS-C;(3) po jejim
navazani na cytosolické komponenty. Fluorescencni spektrum volné sondy (zelend) a
vazané sondy (Servena). (B) Casova zavislost posunu polohy maxima fluorescence
sondy Amax pO jejim piidani k suspenzi kvasinkovych buné€k, tzv. barvici kiivka.
Rovnovazna hodnota Anyax odrézi velikost membranového potencidlu bunek (pokud
nejsou piitomny MDR pumpy v membrang).

Uz vroce 1999 vznikla hypotéza, ze sonda diS-Cs3(3) mize byt substratem
MDR pump a v roce 2002 bylo potvrzeno, Ze je skutecné transportovana hlavnimi

pumpami kvasinek S. cerevisiae [125]. V dalsi studii bylo dokazéno, Ze sondu
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aktivné odstranuji z bunck pumpy ScPdrSp a ScSnqg2p ale nikoliv ScYorlp [126].
Pravé toto zjisténi umoznilo modifikaci metody ke sledovani ucinki riznych latek,
chemickych stresort, a to jak na membranovy potencidl, tak na aktivitu téchto dvou
pump.

Touto fluorescencni metodou bylo jiz na zacatku testovani zjisténo, ze zmény
membranového potencidlu nemaji vliv na aktivitu pump, a stejn¢ tak naopak plati, ze
pritomnost pump v membrané bunék nema vliv na velikost jejich membranového
potencialu [126]. Navic bylo ukazano, ze membranovy potencial se u starSich bun¢k
postupné snizuje [125, 126].

Nasledn¢é bylo touto metodou dokédzano, ze na aktivitu pump ScPdr5p a
ScSng2p ma zasadni vliv, v jaké ristové fazi se builky nachézeji, respektive, kolik
Zivin zbyva v rastovém médiu [126-128]. Toto pozorovani bylo potvrzeno i jinymi
studiemi, kde bylo zjisténo, ze u starSich bun¢k jiz nedochdzi k expresi nékterych
PDR pump [53], nicméné pumpy mohou byt znovu exprimovany po pfidani glukdzy
a zivin k buinkam [127].

Pfidani chemického stresoru k bunkdm milze vést ke zméné jejich
membranového potencialu (k hyperpolarizaci ¢i depolarizaci bun¢€k) nebo k inhibici
transportu sondy sledovanou MDR pumpou (z raznych pficin). Dulezité vsak je
rozeznat tyto zmény od barveni permeabilizovanych buné&k. Pokud jsou v suspenzi
permeabilizované buiiky, sonda se navaze na uvolnéné cytosolické komponenty
v médiu, takze poloha maxima fluorescence sondy se posune do vysSich vinovych
délek™™ [129] podobn& jako v ptipadé inhibice transportu sondy MDR pumpami
nebo pifi hyperpolarizaci. Za tuc€elem rozliSeni té€chto piipadi byl vyvinut
diagnosticky postup detekce mnozstvi permeabilizovanych bun¢k v méfeném
vzorku. K testované suspenzi bun€k je na konci méfeni ptidavan tzv. CD koktejl
[113]. Jednda se o kombinaci dvou latek, protonoforu CCCP (karbonylkyanid
3-chlorofenylhydrazon) a inhibitoru H'-ATP4azy DM-11 (2-dodekanoyloxyetyl-
dimetylamonium chlorid), kterd vede ke ,,zkratovani membranového potencidlu
zivych bun¢k. Po ptidani CD koktejlu k Zivym buiikdm dochézi k rychlému posunu
fluorescen¢niho maxima do modré oblasti (vétSinou kolem 570-572 nm) a

detekujeme vyrazny a rychly pokles polohy maxima v barvicich kiivkach. Pokud

sk

V dutsledku pfitomnosti vazané sondy vné bunék se poloha maxima fluorescence sondy
diS-C;(3) zmédia posouva do cervené oblasti spektra, v zakladnim uspofddani experimentu
detekujeme z okoli bun€k pouze signal volné sondy a ptispévek vazané sondy pochazi z zivych bunék.
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jsou vsak buiky ucinkem stresoru permeabilizované (mrtvé), k zadnému takovému
poklesu nedochdzi. Pokud je pozorovan jen casteCny pokles, da se odhadnout
mnozstvi mrtvych bunék ve vzorku [130].

Pfi inhibici transportu sondy miize mit testovany stresor vliv pfimo na protein
¢i jeho tésné lipidni okoli (je tedy inhibitor MDR pumpy) nebo miize byt substratem
pumpy, jedna se tedy o kompetitivni inhibici transportu sondy, anebo stresor zplisobi
vycerpani ATP a dojde k vypnuti pump v disledku nedostatku pohonné energie
exportu. Pfi vhodné volbé stresort, doplitkovych experimentti a jejich kombinace
muzeme v nékterych pifipadech pfesné stanovit, jakd je pficina inhibice transportu
sondy, kterou detekujeme metodou barvicich kiivek (diS-C;(3) assay). Ukazkovym
ptikladem je komplexni studie uc¢inku alkoholt na ScPdr5p a ScSnq2p [130].

Touto metodou byly ur€eny inhibitory (v nékterych ptipadech i substraty)
pumpy ScPdr5p, které nemaji vliv na membranovy potencial, jako je FK506, enniatin
B nebo rapamycin [113], déale substrat ScPdrSp, ktery ovliviiuje velikost
membranového potencidlu benzalkonium chlorid, nebo povrchoveé aktivni latky, jako
oktenidin dihydrochlorid, které nemaji vliv na cinnost pump, ale depolarizuji
bunécnou membranu a ¢asto i permeabilizuji bunky [131].

Dale se mirnou modifikaci metody barvicich ktivek da zkoumat, zda je
inhibice transportu sondy trvald, tj. inhibitor se napf. pevné navaZe na protein a
znemozni tak jeho spravnou funkci 1 poté, co je odstranén z okolniho prostiedi.
Reverzibilita vazby se zkoumd pomoci odmyti inhibitoru, ktery nechdame
pfed méfenim na bunky plsobit. Takto bylo prokazano, Ze zatimco inhibice pomoci
FK506 je trvald, tzn. pumpa ScPdr5p neni schopna exportovat sondu ani
po odstranéni FK506 z okolnitho média, ¢innost pump ScPdrSp 1 ScSng2p se
po optisobeni a nasledném odmyti alkoholii o rizné délce tetézce (propanol -
hexanol) témét pln€ obnovi [130].

Na naSem pracovisti bylo navic v ramci bakalafské prace dokazano, ze
fluorescenéni sonda diS-C;3(3) je substratem také lidské MDR pumpy
P- glykoproteinu [132], coz ukazuje na jeji potencial do budoucna, kdy bude mozné
pomoci fluorescencni diS-Cs3(3) metody k vyhleddvani inhibitori a substratti pfimo
na lidskych buiikdch. V soufasné dobé se metoda pouzivd 1 na modelovém
organismu Candida albicans nejen u nds, ale 1 v laboratofi v Polsku, kde bylo
zjisténo, ze sonda diS-Cs3(3) je substraitem 1 pro pumpy CaCdrlp a CaCdr2p, ale
nikoliv pro CaMdrlp[114].
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V ramci této disertacni prace jsme metodu modifikovali, abychom ji mohli
pouzit na novém modelovém organismu Kluyveromyces lactis. Navic jsme pomoci
zavedeni nové veliCiny umoznili porovnat vliv stresorti (azolli a dalSich latek)
na transport sondy pumpami Pdr5p dvou druhti kvasinek. Vyuzitim sondy diS-Cs(3)
jako modelového substratu v kombinaci se substraty jednotlivych vazebnych mist
ve vazebné kapse pumpy ScPdr5p jsme detailné prozkoumali obé vazebné kapsy,
tedy jak ScPdrSp, tak K/Pdr5p z hlediska jejich velikosti, poctu vazebnych mist i
vazby konkrétnich substrati. Oveérili jsme si, Ze metoda lze dobie pouzit také
pro sledovani vlivu deleci jinych genii na velikost membranového potencidlu
kvasinek K. lactis.

V neposledni fad¢ jsme pomoci této fluorescencni metody navrhli efektivni
postup k vyhleddvani G¢innych inhibitord pump CaCdrlp a CaCdr2p u patogenni
kvasinky Candida albicans pomoci testovani potencidlnich latek na pumpach
ScPdr5p a ScSnqg2p nepatogennich kvasinek S. cerevisiae. Tento postup se osveédcil a
pfi nasledném testovani na rezistentnim klinickém izolatu jsme potvrdili nas
ptedpoklad, ze Gi¢inné inhibitory transportu sondy pumpami ScPdrSp a ScSnq2p jsou
také inhibitory transportu sondy pump CaCdrlp a CaCdr2p, coz ma perspektivu

v mozném budoucim lé¢kaiském vyuziti nasich poznatk.
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2 Material a metody

2.1 Chemikalie a material

Chemikalie Vyrobce Dopliiujici informace
Kvasinkovy extrakt Serva
Bakteriologicky pepton Oxoid Slozky Zivnych prostredi
Bakteriologicky agar Roth pro kultivaci a uchovéavani
D-glukéza Sigma kvasinkovych kultur
Glycerol bezvody p. a. Lach-Ner
Hydrogenfosforec¢nan
disodny dodekahydrat Sigma
p- a. Slozky citrat-fosfatového pufru
Kyselina citronova
(bezvods) gents
| OO 1)
Ketokonazol Sigma Royia
Itrakonazol Sigma O \J‘L}f{;};ﬁ
Bifonazol Sigma "*‘\f L
S 14 U
cl ‘tg‘:;cl
Mikonazol Sigma BaN
T Spole¢né
o substraty
Ny MDR pumpy
Klotrimazol Sigma P “N//f% Pdr5p
e u S. cerevisiae
ﬂ? a K. lactis
Flukonazol Sigma /(:”EL:T,/N
TI (“g
Tritylimidazol GBI O - |
MTAE ®
2-(metyl-trityl-amino)- Sigma O mon
etanol @
TBT Siema HaC’\/\S o~ CH
Tetrabutylcin & HaC—" \CHy

Tabulka 2-1: Piehled pouzitych chemikalii a materialu (Cast I)
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. 14 . 14 4 (N4 7y e
Chemikalie Vyrobce Dopliujici informace
i
ccep SN
X o NNy
karbonylkyanid Sigma \©/
3-chlorofenylhydrazon Protonofor Slozky
— diagnostického
3G N
DM-11 Technicka po "V Ceo-greutin el | CD koktejlu
2-dodekanoyloxyetyl- univerzita Lyzozzomotropni latka
i i i ST
dimetylamonium chlorid | ve Wroclavi Inhibitor H'-ATPézy
o i \;\' g
dlS‘C3(3) \fi\c-u=ul—m‘}l\j©
3,3 -dipropylthiokarbocyanin Fluka | |
JOdld CHaCHCHy, . CHaCHaCH;
Fluorescenc¢ni
Q- Sondy
. . ” =
i = e b
Rhodamin 6G Sigma Am/\
Derivat H Slovenska B
5-izopropyl 2,3-dimetyl 6-metyl- technicka [ i
4-(3-nitrofenyl)-1,4- vergit P
dihydropyridin-2,3,5- e s,
trikarboxylat v Bratislavet i )
Derivit S Slovenska Potencidln
S-izopropyl 3-metyl-2- technické inhibitory
ﬁ?:f;gﬁxlyl?ety_l)?é'metyl'4'(-3: univerzita (modulatory)
yl)-1,4-dihydropyridin : s MDR
3,5-dikarboxylat v Bratislave'" pump
Slovenska CaCdrlp a/nebo
Derivat 5 technicka CaCdr2p
5-izopropyl 3-metyl 2-kyano-6- cchnicka u C albicans
metyl-4-(3-nitrofenyl)-1,4- univerzita :
dihydropyridin-3,5-dikarboxyldt | o p o 100 et a ScPdr5p
; u S. cerevisiae
Derivat 7 Slovenska o~
Kyselina 5-izopropoxykarbonyl- technicka HiC o ~ o
3-metoxykarbonyl-6-metyl-4-(3- . it >\ 0)\/\/\ oS
nitrofenyl)-1,4-dihydropyridin- univerzi aLLL ne /_‘\ )
2-karboxylova v Bratislaveé'"' W e
" Inhibi
, g nhibitor
2-deoxy-D-gluko6za Sigma - Ivkol$
HO glykolyzy

Tabulka 2-1: Piehled pouzitych chemikalii a materialu (Cast II)

Y Latka DM-11 byla syntetizovina v Oddéleni chemie (prof. S. Witek) na Technické
univerzité ve Wroclavi a darovana dr. A. Krasowskou (Ustav genetiky a mikrobiologie Wroclavské
univerzity).

Y Derivaty H, S, 5 a 7 byly syntetizovany v Oddéleni organické chemie na Fakulté chemické
a potravinarské technologie Slovenské technické univerzity v Bratislavé a poskytnuty Ing. Petrou
Olejnikovou z Oddéleni biochemie a mikrobiologie Slovenské technické univerzity v Bratislave.
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Chemikalie Vyrobce Dopliujici informace
Farnesol Sigma S ahd
Cayman r ) Inhll‘t\)/}tDog/ substraty
Beauvericin Chemical e o0 © 0Py pump
Company @\j B CaCdrlp a/nebo
1 CaCdr2p
— u C. albicans
wr a ScPdr5p
j'\/LIB/ 1= u S. cerevisiae
Enniatin B Sigma ne ’TIO . o
Etanol A
751U spalmosias s Lachema rhodamin 6G
P farnesol, beauvericin
DMF
(N,N-dimetylformamid) Fluka CCCP, TI
pro UV spektroskopii .
Rozpoustédla
azoly, MTAE,
DMSO D
(el ) Fluka enniafin B,
Y 1,4-DHP
Aceton Fluka TBT

Destilovana voda

DM-11, D-glukéza,
2-deoxy-D-glukoza

BIO LA TEST
Glukosa liquid 1000

Pliva-Lachema
Diagnostika,
S.I.0.

Cinidlo pro stanoveni obsahu glukézy

v médiu

Navod pouziti je uveden na pribalovém letaku

Tabulka 2-1: Piehled pouzitych chemikalii a materialu (Cast ITI)”

Zasobni roztoky fluorescen¢ni sondy diS-C;(3), enniatinu B a protonoforu

CCCP jsme uchovavali pii teploté -18°; roztoky vSech ostatnich latek pti teploté 4°C.

2.2 Kultiva¢ni media a pufr

® Kultivaéni médium YPD

kvasinkovy extrakt
Pepton
D-glukoza

destilovana voda

20g
10g
20g
1000 ml

® YPD agar 1(2) %

kvasinkovy extrakt

Pepton
Agar
D-glukéza

destilovana voda
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® 10 mM citrat-fosfatovy pufr (C-P pufr)

Na,HPO, . 12 H,O

destilovana voda

36¢g
1000 ml

Titraci kyselinou citrénovou jsme nastavili pH C-P pufru na hodnotu pH = 6,0.

2.3 Kvasinkové kmeny

Zdroj
Kmen Genotyp R
Dusledek
AD12 MATo, pdri-3, ura3, hisl, Slbift JIEL
v yorlA::hisG, snq2A::hisG Absence pump ScYorlp a
S ScSnq2p
%
2 p .
g ADI13 MATo, pdri-3, ura3, hisl, Sbirka UCL
S yorlA::hisG, pdr3A::hisG Absence pump ScYorlp a
Q ScPdr5p
S MATa, pdri-3, ura3, hisl, Sbirka UCL®
& AD1-3 yorlA hlsG snq2A::hisG, Absence pump ScYorlp,
§ pdr54::hisG ScSnq2p a ScPdrSp
é MATe, pdri-3, ura3, hisl, s LI
% yorl A::hisG, snq2A::hisG, Absence pump ScYorlp,
2 AD1-8 pdrSA:-hisG, pdri0A:-hisG, SeSnq2p, ScPdrSp, ScPdr10p,
s o ScPdrl1p, ScYcflp a
ol pdrllA::hisG, ycfl A: :hisG, SN,
D3N hisG. pdrlSA-hisG ScPdr15p a transkripéniho
e faktoru ScPdr3p
MATa uraAl ade2 Rag’ Sbirka UKB*
CK373/1
pKD1", pdr5A::kan Absence pumpy K/PdrSp
oh r *
~
i CK373/1 + MATa uraAl ade2 Rag’ Sbirka UKB
= KIPDRS pKD1*, pdr3A::kan/KIPDRS Exprese pumpy K/PdrSp
o z plazmidu
N
Q Klku80A Sbirka UKB*
= MATa ku80::loxP
U rodi¢ovsky kmen
CBS2359ku80 dicovsky k
S z .
=~
S| kiusoA vdriea | MATa kud0A::loxP, Sbirka UKB™
2 u par Kipdr164::kanMX Absence ynltrobunecneho
= proteinu K/Pdrl6p
= o
KlkuSOA ere6A | MATa ku804::loxP, Sbirka UKB
u erg Klerg6A: -kanMX Absence enzymu
sterol C-24 metyltransferazy

Tabulka 2-2: Piehled pouzitych kvasinkovych kmend (Cast I)

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

* UKB - Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedeckd fakulta, Slovensko
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Zdroj
Kmen Genotyp .
Dusledek
Acdrl ura3A::imm434/ura3q::imm434, Sbirka STUB*
(DSY 448) cdriA::hisG-URA3-hisG/cdriA::hisG Absence pumpy CaCdrlp
” Acdr2 ura3A::imm434/ura3::imm434, Sbirka STUB*
§ (DSY 653) Cdr2AhlSG—URA3—hlSG/Cd}’2AhlSG Absence pumpy Cacdrzp
Q
= AcdrlAcdr? ura3A::imm434/ura3A::imm434, Sbirka STUB*
= DSY 654 cdrlA::hisG/edrlA: hisG, S
=| ) | cdr2d:hisG-URA3-hisGledr24: :hisG pump P
= CaCdr2p
§ Sbirka UKB*
S SC5314 URA3/URA3 Standardni kmen citlivy
o na flukonazol
Sbirka UKB*
CY 1123 - Klinicky izolat rezistentni
na flukonazol

Tabulka 2-2: Piehled pouzitych kvasinkovych kment (Cast IT)
2.4 Uchovavani a kultivace kvasinkovych kultur

Vsechny zéasobni bunécéné kultury byly uchovavany pii teploté -80 °C
v médiu obsahujicim 60 % glycerol, 10 % glukézu, 20 % pepton a 10 % kvasinkovy
extrakt. V ptipad¢ klinického izolatu CY 1123 médium navic obsahovalo flukonazol
v koncentraci 64 pg/ml. Z téchto konzerv jsme sterilni klickou ptenesli malé
mnozstvi kvasinek na Petriho misky s 2 % YPD agarem a nechali je rist 24 hodin
pii teploté 30 °C v inkubatoru Incucell 55. Kultivace bunck klinického izolatu CY
1123 a standardniho divokého kmene SC5314 probihala pii teploté 37 °C po dobu
48 hodin. Misky s kulturami kvasinek Saccharomyces cerevisiae byly uchovavany
v lednici pfi teploté 4°C maximaln€ po dobu jednoho mésice, misky s kvasinkami
Kluyveromyces lactis a Candida albicans po dobu 1 tydne.

Kultivace kvasinkovych kultur pro méfeni probihala ve dvou krocich.
Nejprve jsme do 10 ml YPD média (v Erlenmayerové batice o objemu 50 ml) sterilni
klickou prenesli z misky malé mnoZstvi kvasinek. Buniky jsme aerobné& kultivovali

v reciproké trepaci lazni pti teploté 30 °C po dobu 24 hodin. Poté jsme maly objem

* STUB - Slovenskd Technickd Univerzita v Bratislave, Fakulta Chemickej a Potravinarskej
Technologie, Slovensko
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(1 — 10 pl) takto vzniklého inokula® zaotkovali do 10 ml Gerstvého média a buiiky

jsme kultivovali v tfepaci ldzni pii 30 °C, dokud nedosahly pozadované faze rustu.

2.5 Mgéfeni ristovych kfivek a stanoveni obsahu glukozy

v médiu béhem rustu kvasinek

Mgfeni ristovych kiivek® jsme provadéli pomoci spektrofotometrické detekce
zvySujiciho se zakalu (optické hustoty) bunécné suspenze, tj. OD (z anglického
optical density). Optickou hustotu jsme méfili na vinové délce 578 nm (ODs7g)
na spektrofotometru Amerschan Biosciences Novaspec III v 1 cm spektroskopickych
kyvetach.

Pro méteni ristovych kiivek jsme do 10 ml Cerstvého YPD média zaockovali
takové mnozstvi inokula, aby poc¢atecni ODs7g kultury bylo pfiblizné 0,1. Poté jsme
odecitali hodnoty ODs7g narostlé kultury v hodinovych intervalech po dobu 40 hodin.
Vzorky hustSich bunéénych suspenzi jsme fedili 30 - 50x, aby naméfené hodnoty OD
nepiekroCily hodnotu 0,4, kterd je horni hranici linedrniho rozsahu pfistroje
Novaspec III.

Soucasn¢ s méfenim OD bunééné kultury jsme stanovovali také obsah
glukozy v ristovém médiu YPD pomoci ¢inidla BLT Glukosa Liquid 1000.
V disledku chemické reakce Cinidla s glukdzou dochdzi ke vzniku chinoniminového
barviva. Intenzita vzniklého rtzového zabarveni, ktera je Umérnd koncentraci
glukozy, se detekuje spektrofotometricky.

Pro stanoveni zmén obsahu gluk6zy v médiu béhem rastu bunééné kultury
jsme  vhodinovych intervalech  odebirali 100 pl  bunéné  suspenze
do mikrozkumavek typu Eppendorf. Z téchto vzorkli jsme po odstiedéni odebrali
10 pl supernatantu a ptenesli do kyvety s 1 ml ¢inidla BIO LA TEST Glukosa liquid
1000. Po 20 minutach inkubace jsme ptidali 1 ml destilované vody a zméfili ODs7g

roztoku na absorpénim spektrofotometru Novaspec II1.

"V pFipadé, Ze byla béhem jednoho tidne provdidéna série experimentii, bylo toto inokulum
uchovano v chladnicce pri 4 °C a opakované pouzito k zaockovani hlavni kultury.

Y Rastovd kiivka je grafické vyjadreni prubéhu priristki poctu bunék v suspenzi
v pravidelnych casovych intervalech od zaockovani kultury.
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2.6 Stanoveni velikosti bunék a jejich poctu ve vzorku

Velikost bun¢k S. cerevisiae a K. lactis a jejich pocet ve vzorku o zndmé
hodnoté ODs7g jsme stanovovali pomoci zobrazovaciho cytometru Vision Cellometer
(Nexcelom Bioscience). Buiiky pfipravené podle kapitoly 2.4 jsme dvakrat promyli
destilovanou vodou (2 min, 3000 otacek/min, Megafuge 1.0) a nafedili C-P pufrem
(pH 6) na razné hodnoty ODs7g (0,1 — 0,25, Novaspec III). Do pocitacich komurek
ptistroje (specidlni mikroskopicka sklicka) jsme umistili 20 pl vzorku a pomoci
programu, ktery je soucasti zobrazovaciho cytometru, jsme stanovili jak primérnou

velikost bunék, tak jejich pocet ve vzorku.

2.7 Testy citlivosti kvasinkovych bunék k chemickym

stresoriim zalozené na sledovani inhibice jejich ristu

2.7.1 Zbénovy test (Disk-diffusion assay)

Tato standardné pouzivana metoda umoznuje stanovit antifungalni Gi¢innost
testované latky, tj. citlivost bunék k ni, pomoci velikosti inhibi¢ni zony, oblasti
bez viditelného ristu bunék. Inhibi¢ni zona se vytvoii diky difuzi latky aplikované
na papirovy ter¢ik umistény na agarovém médiu s buitkami po 48 hodinové inkubaci.
Velikost zony zavisi na tom, jak ucinna je latka pfi inhibici ristu bunék.

Inhibi¢ni G€innost latky mize byt samotnymi buiitkami vyrazné snizena diky
jejimu aktivnimu odstraniovani z bunék MDR pumpami, pro které je latka
substratem. Tato skutecnost ¢ini metodu velmi populdrni pfi stanoveni substratové
specifity MDR pump. Z rozdilné velikosti inhibi¢nich zon, které vzniknou po ptidani
latky k builkdm majicim a postradajicim MDR pumpu, lze totiz snadno usuzovat
nato, ze latka je substratem dané pumpy (jako piiklad je ukézana latka
benzalkonium chlorid na obrdzku 2-1). V diserta¢ni praci byly pomoci zénovych
testll identifikovany substraty pumpy K/PdrSp u kvasinek Kluyveromyces lactis a
také substraty pump ScPdrSp a ScSnq2p u kvasinek Saccharomyces cerevisiae a

CaCdrlp a CaCdr2p u Candida albicans.
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Obr. 2-1 Odstranovani latek z bunék MDR pumpami vede ke sniZeni jejich
inhibi¢ni Wcinnosti. Rozdily ve wvelikosti inhibi¢nich zén u bunék ADI-3
postradajicich pumpu PdrSp (A) a ADI2 sjeji nadprodukci (B) vytvorenych
po aplikaci benzalkonium chloridu o rizné koncentraci.

Buniky testovanych kment jsme kultivovali podle kapitoly 2.4. Kvasinky
jsme dvakrat promyli sterilni destilovanou vodou (2 min, 3000 otd¢ek/min, Heraeus
Instruments Megafuge 1.0) a resuspendovali v destilované vod¢. Poté jsme do 1 %
YPD agaru ptidali takovy objem kvasinkové suspenze, aby vyslednd koncentrace
bunék byla 1.10° bun&k/ml. 10 ml takto pfipravené suspenze bunék (teplota agaru
byla niz$i nez 45°C) jsme vylili na Petriho misku (primér 9 cm) s pevnym 2 % YPD
agarem (15 ml). Po zatuhnuti agaru jsme na jeho povrch umistili sterilni kolecka
z filtra¢niho papiru, na kterd jsme nasledn¢€ nanesli 3-7 pl zkoumané latky, obr. 2-2.

V ptipadé, Ze bylo cilem experimentu zjistit, zda testovana latka (substrat)
kompetuje s jinymi substraty o transport zkoumanou MDR pumpou, pouZili jsme
modifikovanou verzi zénového testu (tzv. ,,dvoji pfidani“ nebo ,.troji pfidani®),
pfiniz jsou jednotlivé dvé nebo tfi latky nandSeny na totéz kolecko s Casovym
odstupem nejméné 15 minut. Misky jsme nechali rist pfi teploté 30 °C v inkubatoru
po dobu 48 hodin. Po 24 a 48 hodinach riistu jsme misky vyfotografovali a porovnali

jsme velikosti inhibi¢nich z6n.

48



10 ml

.. Petriho miska + 3 {5 nebo 7} pl testované latky
1% 15 ml 2% agaru |::> l

agar )

Obr. 2-2 Schematické znazornéni postupu pri zonovém testu.

2.7.2 Kapkovy test (Spot assay)

Citlivost bun¢k vuci ucinkim chemické latky je u tohoto testu urCovana
pomoci jejich rozdilného ristu na pevném agarovém médiu bez a v piitomnosti
testované latky. Buiiky definované koncentrace se kapou v malém objemu bunééné
suspenze na povrch média. Tento zpisob experimentalniho uspotfadani (opacny
nez u zénového testu) umoznuje soucasné na jedné misce testovat buiiky az osmi
kvasinkovych kmentl, coz tadi kapkovy test mezi vysoce vykonné vySetfovaci
metody. Z diivodu zvySeni citlivosti metody jsou na agar v fadé nandSeny kapky
z rizné nafedéné zasobni suspenze (postupné desetindsobné fedéni), coz umoziuje
testovani antifungalni ucinnosti latky pfi rizném poméru koncentraci latky a
bungk™s,

Buiiky testovanych kment jsme kultivovali podle kapitoly 2.4, dvakrat
promyli sterilni destilovanou vodou (2 min, 3000 otdCek/min, Megafuge 1.0) a
resuspendovali v destilované vodé¢. Poté jsme do jamek mikrotitraéni desticky
piipravili nafedéné suspenze jednotlivych kmenti o koncentracich 1.107, 1.10°, 1.10°
a 1.10* bungk/ml. Na misky s 30 ml 2 % YPD agaru jsme osmikanalovou pipetou
kapali 4 pl takto ptipravenych bunécénych suspenzi, obr. 2-3. Kontrolni misky
neobsahovaly zadnou latku, v agaru ostatnich misek byla pfitomna testovana latka
v pozadované koncentraci. Misky jsme nasledn¢ 48 hodin kultivovali pfi teploté

30°C v inkubatoru a poté vyfotografovali. Ukédzka vysledku kapkového testu

Sy z6novém testu, u ného? ziistava koncentrace bunék v agarovém médiu konstantni, se

tento pomeér meni v diisledku klesajici koncentrace latky smérem od terciku pri jeji difuzi agarem.
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dokumentujici vliv pfitomnosti MDR pumpy ScPdrS5p v membrané bunék na jejich

citlivost k mikonazolu je na obrazku 2-4.

30 ml 2% agaru

s rtznou koncentraci
testované latky

Obr. 2-3 Schematické znazornéni postupu p¥i kapkovém testu.

0 0,05 pg/ml 0,1 pg/mi 0,2 pg/mi

pdr5-
PDR5+

Obr. 2-4 Vysledek kapkového testu. Vliv rizné koncentrace mikonazolu na riist
bunck postradajicich MDR pumpu Pdr5p (pdr5-) a s jeji nadprodukci (PDR54).

2.8 Mgéfreni akumulace potenciometrické fluorescencni sondy
diS-C;(3) v buiikach

Kladné nabita fluorescencni sonda diS-C;(3), kterd diky svému lipofilnimu
charakteru snadno prochazi plazmatickou membranou, se akumuluje v cytosolu
bunck, nebot’ hnaci silou pro vstup sondy do buiiky je nejenom jeji koncentracni
gradient (pivodni koncentrace v bunice je totiz nulovd), ale také existence
membranového potencidlu AY (zdporny uvnitt buiky), viz kapitola 1.7.2.
uvnitt buiiky zaporngjsi. Stanoveni rozdili ve velikosti membranového potencidlu
bun¢k na zdklad€¢ odliSné rovnovazné vnitrobunécné koncentrace sondy je vSak
komplikovan skuteCnosti, Ze sonda je substratem nékterych MDR pump (napf.
ScPdrSp a ScSng2p u kvasinky S. cerevisiae [113, 126]), CaCdrlp a CaCdr2p
u patogenni kvasinky C. albicans [114] i lidského P-glykoproteinu [132]. Tyto
pumpy aktivné odstraniuji sondu z cytosolu bunék, a proto rovnovazné vnitrobunécna

koncentrace sondy neodpovida velikosti jejich membranového potencidlu, ale je
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nizsi. Jinymi slovy, z pouhé znalosti akumulace sondy v burikach, u kterych nebyly
geny kodujici tyto pumpy odstranény, nelze jednoduSe ziskat informaci ani
o velikosti membranového potencidlu ani o aktivité pump. Nizkd vnitrobunécna
koncentrace sondy muze byt stejné tak disledkem nizkého membranového
potencidlu bun¢k s nizkou, popt. nulovou, aktivitou pump jako vysoké aktivity pump

u bunék s vysokym membranovym potencidlem.

2.8.1 Fluorescencné mikroskopické monitorovani akumulace a
lokalizace sondy v cytosolu bun¢k

Buiiky pfipravené podle kapitoly 2.4 jsme dvakrat promyli destilovanou
vodou (2 min, 3000 otacek/min, Megafuge 1.0) a nafedili C-P pufrem (pH 6)
na hodnotu ODs73 = 0,1 (Novaspec III). K suspenzi bun¢k testovanych kment jsme
pridali fluorescenéni sondu diS-Cs(3) na vyslednou koncentraci 2.10® M a nechali
inkubovat 30 minut. Poté jsme na mikroskopické sklicko nanesli 10 pl bunééné
suspenze a sledovali na vybrané ¢asti vzorku akumulaci a lokalizaci sondy v buiikach
pomoci laserového skenovaciho konfokalniho fluorescenéniho mikroskopu Olympus
IX83/FV1200 s objektivem UPLSAPO 60x/1.2 s vodni imerzi (Aex = 515 nm, Ay =
575 — 620 nm).

2.8.2 Spektrofluorimetrické monitorovani akumulace sondy v buikach:
diS-C;(3) fluorescen¢ni metoda (metoda barvicich kiivek)

Vyhodou této metody je, ze umoznuje sledovat cely pribeh akumulace sondy
v buntkdch pomoci monitorovani polohy maxima (Am.x) a intenzity (Iyax) méfeného
fluorescen¢niho signéalu v Case, viz kapitola 1.7.2. Zavislost Anax nebo I, na Case
od pfidani fluorescenéni sondy k bunécné suspenzi se nazyva ,,barvici kiivka® (odtud
nazev metody).

Bunky testovanych kment jsme ptipravili podle kapitoly 2.4, dvakrat promyli
destilovanou vodou, popt. C-P pufrem (pH 6), a resuspendovali v C-P pufru
na pozadovanou hodnotu ODs7g 0,11 nebo 0,125 pro buiky S. cerevisiae, 0,13
pro bunky K. lactis a 0,1 pro buiky C. albicans. K 3 ml bunécné suspenze
ve spektroskopické kyvet¢ (PMMA, optickda drédha 1 cm) jsme 30 sekund
pfed zméfenim prvniho fluorescencniho emisniho spektra ptidali sondu diS-Cs(3)

tak, aby jeji vysledna koncentrace byla 2.10*M. Fluorescenéni emisni spektra jsme
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mefili pti pokojové teploté kazdych 4 — 8 min na spektrofluorimetru FluoroMax-4
(JobinYvon — skupina HORIBA) za obcasného jemného promichani vzorkd.
Excitacni vinova délka byla 531 nm, emisni spektra byla métena v rozsahu 560 — 590
nm a rozptylené¢ svétlo bylo eliminovano sklenénym oranzovym filtrem s cutoff
vlnovou délkou 540 nm. Zméfeni jednoho spektra trvalo 20 sekund. Komunikaci
mezi pocitacem a spektrofluorimetrem zajistoval program DataMax.

Nami pouzivané experimentalni uspotadani, tj. rotovani kyvet se vzorky
s vic¢i sob¢ posunutymi ¢asy piidani sondy, umoziuje soucasné métit barvici kiivky
az 16 vzorkl. Timto zpisobem Ize v ramci jednoho experimentu testovat naptiklad
(1) tcinek stresoru v Sirokém koncentraénim rozmezi, (2) ptisobeni riznych stresort
a zejména (3) ucinek stresoru na builkky s riznym zastoupenim membranovych
transportért, piedevsim MDR pump, nebo vnitrobunéénych proteinii.

V zavislosti na konkrétnim zdméru experimentu muize byt stresor piidan bud’
predem, nebo nasledné po pfidani sondy k bunécné suspenzi (obvykle 20 min).
Pokud je zapotiebi v rdmci experimentu potvrdit, Ze zmény v barvicich kiivkach
po pfidani stresoru nesouviseji s permeabilizaci bunék, je k ,,obarvené* suspenzi
bunck na konci méteni (obvykle po 60. minuté barveni) pfidan tzv. CD koktej I*.CD
koktejl je v téchto experimentech bézné pouzivan jako diagnosticky nastroj

pro stanoveni integrity bun¢k [130].

+ SloZeni CD koktejlu: 10 uM CCCP + 10 uM DM-11 pro bunky S. cerevisiae a C. albicans
5 uM CCCP + 5 uM DM-11 pro bunky K. lactis
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Cile prace

Zivot bunék je neodmyslitelné spjat s neustalou vyménou latek s okolim, jako
je pfijimani zivin, odstrafiovani odpadnich latek a transport malych anorganickych
jontdl (Na”, K*, Ca*") a protoni pies plazmatickou membranu p¥i udrzovani iontové
homeostaze. Specificky import a export téchto fyziologicky relevantnich latek je
zprostiedkovan selektivnimi kanaly a pumpami, tvofenymi molekulami proteini,
které prostupuji membranu.

V membranach bunc¢k vSak existuje také specifickd skupina relativné
neselektivnich pump, z nichz kazd4 je schopna odstranovat z bunck Siroké spektrum
strukturn€ 1 funkéné odliSnych latek, které do nich pronikly. V priib&hu evoluce se
tyto pumpy vyvinuly u vSech bunék (bakterie, kvasinky i zivocisné buiky vcetné
lidskych) jako obranny systém bunék pied toxickymi ucinky nejriznéjSich typt
chemickych latek ve vn&jSim prostiedi, coz jim umozilovalo piezit za neptiznivych
podminek. Jejich nadprodukce v membrané bunky vede k fenoménu nazvanému
mnohocetna 1ékova rezistence (anglicky multidrug resistance - odtud vyplyva i jejich
nazev MDR pumpy). V dnes$ni dobé predstavuje tento fenomén hlavni klinicky
problém pii 1é€beé bakterialnich a kvasinkovych infekci a/nebo rakoviny. Tyto pumpy
jsou zodpovédné naptiklad za rezistenci patogennich mikroorganismii vici
antibiotikim, antimykotikim a dezinfekénim pfipravkim nebo rezistenci
rakovinnych bunc¢k vici chemoterapeutikim. Proto je velké usili vynakladano
na vyhledavani latek (inhibitorti), které by ¢innost téchto pump zablokovaly, coZ by
vedlo k zefektivnéni 1écby konvenénimi 1éky.

Navzdory dlouhodobému intenzivnimu vyzkumu v této oblasti jsou znalosti
o interakcich latek s MDR pumpami stdle velmi omezené. Dodnes se naptiklad
nepodafilo dat jednoznacnou odpovéd’ i na tak zasadni otdzku, jakou je pocet a
uspofadani vazebnych mist ve vazebné kapse MDR transportérti. Navic, pfevazna
¢ast souCasnych poznatki pochazi od patrné nejlépe prostudované MDR pumpy

ScPdr5p u kvasinky Saccharomyces cerevisiae.

Hlavnim cilem prvni ¢asti pfedkladané disertacni prace bylo charakterizovat

spolecné a rozdilné vlastnosti pumpy PdrSp u kvasinky S. cerevisiae (ScPdr5p) a
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jeho méné prozkoumaného homologu u nekonvenéni kvasinky Kluyveromyces lactis

(KIPdr5p). V této casti jsme se soustfedili zejména na objasnéni nasledujicich otazek:

e Lze fluorescenéni metodu ,,diS-C3(3) assay®, kterd byla vyvinuta na Skolicim
pracoviSti pro sledovani aktivity dvou hlavnich MDR pump u kvasinek
S. cerevisiae, ScPdr5p a ScSnq2p, pouzit také pro monitorovani aktivity pumpy
KIPdr5p u K. lactis? Jinymi slovy, je fluorescen¢ni sonda diS-C;(3) substratem
nejenom ScPdr5p, ale rovnéz K/Pdr5p?

e Pokud ano, Ize pomoci stanoveni miry inhibice transportu sondy vyvolané
spole¢nymi substraty obou pump (azoly a dalsi) zjistit, do kolika vazebnych mist
v jejich vazebné kapse se fluorescencni sonda vaze?

e Existuji rozdily v usporadani vazebné kapsy ScPdr5p a K/PdrSp, konkrétné

v poctu rozliSitelnych vazebnych mist a v celkové velikosti?

V druhé casti prace jsme se zabyvali studiem vlivu delece dvou gent
(KIPDR16 a KIERG6) u bunék K. lactis na velikost jejich membranového potencialu
a aktivitu MDR pump, zejména K/PdrSp. Oba tyto geny koduji vnitrobunécné
proteiny, které se ucastni tvorby (K/ERG6) resp. transportu (KIPDR16) metaboliti
esencialnich pro vystavbu plazmatické membrany bunc¢k. Gen KIERG6 koduje
enzym sterol C-24 metyltransferazu katalyzujici pfeménu zymosterolu na fekosterol
v biosyntetické draze ergosterolu, viz kapitola 1.6.2, ktery je esencialni stavebni a
regulacni slozkou kvasinkové membrany. Gen K/PDR16 kéduje protein K/Pdrl6p,
ktery transportuje fosfatidylinositol z endoplazmatického retikula do membrany, viz
kapitola 1.4.2. Neni proto piekvapujici, ze delece téchto gent ovliviiuje vlastnosti
plazmatické membrany vedouci ke zvySené citlivosti bun€k vuci Siroké skale
cizorodych latek [62, 133]. Aby bylo mozné pomoci metody barvicich ktivek odlisit
vliv delece daného genu na membranovy potencial od vlivu na transportni aktivitu
MDR pump, bylo nutné k bunkdm jak rodi€ovského, tak mutantniho kmene ptidat
specificky inhibitor, ktery ¢innost téchto pump zablokuje, napt. 2-deoxy-D-glukozu.
Vzhledem k tomu, Ze akumulace sondy v buiikach s inhibovanymi MDR pumpami je
fizena pouze velikosti jejich membranového potencialu [113], odrazi diference mezi
barvicimi kfivkami bunck obou kmenid v pfitomnosti inhibitoru jejich rozdilny
membranovy potencial. O aktivit¢ MDR pump u bun¢k daného kmene vypovida
diference mezi jejich barvenim bez (kontrola) a v pfitomnosti inhibitoru. Nulova

diference indikuje, Ze MDR pumpy u téchto bun€k nejsou aktivni.

54



Hlavnim cilem tfeti, zdvérecné Casti prace bylo zavedeni efektivniho postupu
pro vyhledavani G¢innych inhibitorti dvou hlavnich MDR pump CaCdrlp a CaCdr2p
u podminéné¢ patogenni kvasinky Candida albicans. Skutecnost, Ze fluorescencni
sonda diS-Cs(3) je substratem nejenom pump ScPdrSp a ScSng2p [126], ale rovnéz
pump CaCdrlp a CaCdr2p [114], homolognich s ScPdr5p a ScSnq2p, a Ze se jejich
substratové specifity ¢asto prekryvaji, nas totiz piivedla na myslenku, jak zredukovat
pocet fluorescencnich experimentli s patogennimi kvasinkami pi1 testovani
inhibi¢niho ucinku velkych sérii latek, napt. nové syntetizovanych. NaSe strategie
spocivd v pouziti nepatogennich kvasinek S. cerevisiae snadprodukci pumpy
ScPdr5p nebo ScSng2p v membrané pro prvotni monitorovani inhibi¢ni uc¢innosti
vSech testovanych latek. Pouze ty latky, které efektivné inhibuji transport sondy
zprostiedkovany alespoit jednou z téchto pump, jsou nasledné testovany jako
potencidlni inhibitory pump CaCdrlp a CaCdr2p. Po ovéfeni platnosti nami
navrzené¢ho postupu pomoci né€kolika latek (farnesol, enniatin B a jeho analog
beauvericin), které jsou zndmymi modulatory aktivity pump ScPdr5p a CaCdrlp,
popt. CaCdr2p, jsme tento zpiisob vyhledavani u¢innych inhibitorit pump CaCdrlp a
CaCdr2p pouzili pii testovani série derivati 1,4-dihydropyridinu (1,4-DHP), viz
tabulka 2-1, ¢ast II. Testovanim latek schopnych inhibovat transport sondy alespoi
jednou z dvojice pump CaCdrlp a CaCdr2p na buiikéch rezistentniho klinického
izolatu C. albicans, jsme jednoznacné prokazali, Ze k uplnému zablokovéni aktivniho
odstraniovani sondy z téchto buné€k je zapotiebi pouzit latky u¢inn€ inhibujici ¢innost
obou pump. Nicméné, 1 latky, u kterych bylo zji§téno, ze inhibuji pouze pumpu
CaCdrlp, mohou byt z lékaiského hlediska velmi diilezité. Dokazali jsme totiz, ze
aktivni odstrafiovani mnoha 1ékili, zejména azoll, je zprostiedkovano pravé touto

pumpou.
3.2 Studium funkénich odliSnosti pumpy Pdr5p kvasinek

Kluyveromyces lactis a Saccharomyces cerevisiae

Pdr5p je hlavni MDR pumpou u obou druhtl, ktera je schopna odstranovat
z buné¢k celou Skalu strukturné a funkéné odlisnych latek. Obé tyto pumpy jsou si
z hlediska jejich sekvence, struktury 1 funkce velmi podobné. Pumpa K/Pdr5p
(1525 aminokyselin) sdili 63,8 % sekven¢ni identitu s ScPdrSp (1522

aminokyselin) [59]. Maji také podobnou molekuldrni strukturu se stejnou
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organizaci jejich funkénich domén [59]. Ackoli nevykazuji zcela piekryvajici se
substratovou specifitu, aminokyseliny, jejichz mutace vedou ke ztraté transportni
aktivity nebo ke snizeni exprese ScPdr5p, jsou striktné konzervovany v KI/Pdr5p
[59, 134].

Zatimco funkce a struktura ScPdrSp byly podrobné studovany a popsany
béhem poslednich vice nez 25 let (shrnuto v [47]), informace o jeho homologu
KIPdr5p jsou doposud spise sporadické. Na rozdil od rozsahlych studii o povaze
vazebné kapsy ScPdrSp[81, 84-86, 135, 136], nebyl zatim podobny vyzkum
u pumpy K/Pdr5p proveden.

Proto bylo hlavnim cilem této studie poskytnout nové informace o pumpé
KIPdr5p, zejména o pifipadném rozdilném uspotadani jeji vazebné kapsy

v porovnani s ScPdr5p se zaméfenim na jejich velikost a pocet vazebnych mist.

3.2.1 Ovlivnéni ristu kvasinek Kluyveromyces lactis a Saccharomyces
cerevisiae pritomnosti pumpy PdrSp v jejich membrané

K zdkladnim rozdilim mezi kvasinkami K. lactis a S. cerevisiae patii
bezesporu jejich odlisny metabolismus uhliku. Na rozdil od bunék S. cerevisiae
nedodrzuji bunky K. lactis striktn¢ fermentativni metabolismus v pritomnosti
glukozy, ale fermentuji a respiruji soubézné. Proto jejich riistové kiivky postradaji
jasné rozliSitelné faze rhstu kultury pozorované u bun&€k S. cerevisiae,
tj. exponencialni fazi, diauxii a post-diauxicky rust, které souviseji s prechodem
téchto bun€k z fermentativniho na oxidativni metabolismus. Zajimalo nas, jakym
zpusobem ovlivituje pfitomnost pumpy PdrSp rist bunék obou druhii v souvislosti
s jejich odlisnym metabolismem. Pro sledovani pfipadného rozdilného vlivu Pdr5p
na rust bun€k byla pouzita dvojice izogennich kmeni liSici se pfitomnosti pumpy
PdrS5p v membrané (CK373/1 a CK373/1 + KIPDRS5 u K. lactis, AD1-3 a AD12
u S. cerevisiae), které jsou dale v praci znacené jako pdr5- a PDR5+ kmeny. Je
potieba zdlraznit, Ze u obou kmenid PDR5+ neni exprese pumpy Pdr5p fizena
fyziologicky, tj. u K. lactis je KIPdr5p exprimovéana z plazmidu, u S. cerevisiae je

ScPdr5p nadprodukovéna v dasledku piitomnosti pdri-3 alely (viz tabulka 2-2, ¢ast
D).
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Obr. 3-1 Vliv pumpy Pdr5p na rist kultury kvasinek K. lactis (A) a S. cerevisiae
(B) vbohatém kultivacnim médiu YPD. PIné symboly — rastové kiivky
jednotlivych kment kvasinek, korespondujici prazdné symboly — zavislost obsahu
glukézy v ristovém médiu na dobé kultivace kultury.

Jak je patrné zobrazku 3-1, ovliviiuje pfitomnost Pdr5p v plazmatické
membrané buncék K. lactis a S. cerevisiae jejich riist opaénym zplisobem. Zatimco
u bunék kmene K. lactis CK373/1 ma jeji ptitomnost pozitivni dopad na rist kultury
(obr. 3-1A), kultura bun¢k kmene S. cerevisiae AD12 (PDR5+) dorlistd na nizsi
hodnoty OD a k ptechodu do diauxické faze potiebuje kratsi dobu nez kmen ADI1-3
(pdr5-), obr. 3-1B. Tento negativni vliv pfitomnosti ScPdrSp u bunék S. cerevisiae
na jejich rast, ktery byl jiz diive popsan [126], Ize vysvétlit rychlejsim vycerpanim
glukézy z rastového média béhem striktné fermentativniho ristu v dasledku vyssi
spotieby ATP spojené s ¢innosti pumpy ScPdr5p, jak je patrné z obrazku 3-1B. To
ma samoziejmeé za nasledek, ze u bun€k ADI12 dochazi k prechodu do diauxie (a
naslednému pomalejSimu post-diauxickému ristu) pfinizSich hodnotach OD nez
u kmene AD1-3. A¢koliv i u bun¢k K. /actis exprimujicich pumpu K/Pdr5p dochazi
k rychlej$imu vycerpani glukézy z riistového média nez u bunék ,,bezpumpového
kmene, obr. 3-2A, neprojevi se tato skutecnost zpomalenim jejich ristu. Naopak se
zda, ze ubytek glukdzy z média rast kultury akceleruje. Je tedy mozné, ze u téchto
bunek, které fermentuji a respiruji soucasné, zpomaluje glukdza jejich rist.

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze ovlivnéni ristu kultury kvasinek obou druhti

pfitomnosti pumpy PdrSp v jejich membrané je vyvolano zvySenou spotiebou
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glukézy z ristového média. Rychlejsi vyCerpani glukézy mé vsak v disledku jejich

rozdilného metabolismu opacny vliv na prubéh rtstu kultury.

3.2.2 Vliv ptfitomnosti pumpy PdrSp v membrané kvasinek obou druhii
na akumulaci fluorescen¢ni sondy diS-C;(3) v bunkach

Ptednosti diS-C3(3) fluorescencni metody, kterd byla vyvinuta na Skolicim
pracovisti, je moznost sou¢asného monitorovani zmén membranového potencialu a
aktivity dvou hlavnich MDR pump u kvasinek S. cerevisiae, ScPdr5p a ScSnqg2p,
ucinkem riznych chemickych stresorti [113, 130]. Vzhledem k vysoké citlivosti
metody a moznosti sledovani téchto zmén u bun¢k v jejich relativné nezménéném
fyziologickém stavu® jsme se rozhodli pouzit tuto metodu také pro ziskdni novych
informaci o pumpé KI/PdrSp, zejména o pfipadném rozdilném usporadani jeji
vazebné kapsy v porovnani s ScPdr5p.

Kli¢ovym pozadavkem pro studium c¢innosti pumpy K/Pdr5p pomoci diS-
C3(3) fluorescencni metody bylo, Ze sonda musi byt touto pumpou odstraiiovana
z bunék K. lactis, tj. byt jejim substratem. Jak je patrné ze snimki z fluorescen¢niho
mikroskopu (obr. 3-2A), sonda se v buikich PDR5+ obou druhti akumuluje
podstatné méné nez v bunkach pdr5-, coz svéd¢i o jejim aktivnim odstraiiovani
z bun&k jak pumpou ScPdrSp, tak K/Pdr5p'. Niz&i vnitrobunéénou koncentraci sondy
v buitkkdch PDR5+ potvrzuje také mens$i velikost inhibi¢nich z6én vytvofenych
po aplikaci sondy na tercik v porovnani se zonami pozorovanymi u bunék pdr5-, obr.
3-2B. Tyto vysledky jasné¢ demonstruji, ze fluorescen¢ni sonda diS-Cs(3) je
substratem nejen pumpy ScPdr5p ale 1 pumpy K/PdrSp. Tento vysledek, ktery byl
prezentovan uz na 31. konferenci SMYTE v roce 2013 (ptiloha 4), umoznil pouzit
metodu barvicich kiivek (diS-C;(3) assay) k rozsahlé studii funkénich odliSnosti

téchto dvou pump (ptiloha 1, ptiloha 6).

S Buiiky nejsou pied mérenim vyrazné stresovdiny, napf. hladovény, pouze promyty
v destilované vodé a resuspendovany v C-P pufiu (viz kapitola 2.8.2)

Y Tmavy prostor uvniti bunék na obrizku 3-24 predstavuji vakuoly, do kterych sondu
nepronika. Jejich membranovy potencial je totiz na rozdil od potencialu plazmatické membrany
pozitivni uvnitr, protoze vakuoldarni V-ATPdaza pumpuje protony do vakuoly.
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Obr. 3-2 Fluorescenéni sonda diS-C3(3) je substratem nejenom pumpy ScPdr5p,
ale také pumpy KI/PdrSp. (A) Vnitrobunécnd akumulace sondy v buiikdch
S. cerevisiae AD1-3 (pdr5-) a AD12 (PDR5+) a K. lactis CK373/1 (pdr5-) a
CK373/1 + KIPDR5 (PDR5+) byla detekovana pomoci konfokélniho mikroskopu
po 30 minutach inkubace s 2-10™ M diS-C3(3). (B) Inhibi¢ni zény viech testovanych
kment vytvotené po aplikaci 1 mM diS-C;(3).

Nezbytnym krokem piti zavadéni fluorescenéni metody barvicich kiivek
na novém modelovém organismu (K. lactis) je urceni ,,experimentalniho okna®, tj. je
potfeba definovat pouzitelné rozsahy koncentraci bunék a sondy pro dosaZeni
linearniho vztahu mezi polohou maxima fluorescence (Amax) z bunécné suspenze a
vnitrobunéénou koncentraci sondy. Navic, je-li cilem experimentu porovnavat
barveni bun¢k dvou odlisnych druht, jejichz velikost se muze liSit, je nezbytné
pii pouziti dané koncentrace sondy drzet jejich celkovou biomasu ve vzorku
konstantni [122]. Vzhledem k tomu, ze bunky K. lactis jsou men$i neZz buiky
S. cerevisiae (Vki/Vs. ~ 0.6), bylo nutné pouzit vyssi koncentraci bunék K. lactis
(2,5.10° bungk/ml odpovidajici ODs7s 0,13) nez bungk S. cerevisiae (1,8.10°
bunék/ml odpovidajici ODs75 0,11).

Jak je patrné z obrazku 3-3, barvi se builkky PDR5+ obou druhd diky
aktivnimu odstraiiovani sondy z cytosolu pumpou PdrSp méné nez bunky pdrs-.
Zatimco bunky Scpdr5- a Kipdr5-, ve kterych se sonda akumuluje v zavislosti
na jejich membranovém potencidlu, se intenzivné barvi a jejich rovnovazné hodnoty

Amax jSOU srovnatelné, je vnitrobunécna koncentrace sondy u bunék KIPDR5+ vyssi
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nez u bunék ScPDR5+. Cinnost pumpy Pdr5p neovliviiuje membranovy potencial
bun¢k, a proto je rozdil mezi barvenim bunék ,,pumpového* a ,bezpumpového*
kmene ve stejné ristové fazi odrazem pouze aktivniho odstraiiovani sondy z bungk,
tedy transportni aktivity pumpy Pdr5p [113, 126]. Vzhledem k vyrazné nizSimu
barveni bunék AD12 nez bun¢k CK373/1 + KIPDRS, je tato diference u bunck
S. cerevisiae podstatné vétsi nez u K. lactis, coz svéd¢i o vyrazné vyssi celkové
aktivité pumpy ScPdr5p v porovnani s K/Pdr5p.

Pravdépodobnou pfi¢inou pozorovaného rozdilu v celkové aktivit¢ obou
pump je nadprodukce ScPdrSp v membrané bun€k pouzitého kmene S. cerevisiae,
ADI12 [46]. Samoziejm¢ existuji i jind mozna vysvétleni pozorovaného rozdilu.
Naptiklad, odstranovani sondy z bun¢k pumpou ScPdr5p je efektivnéjs$i nez pumpou
KIPdr5p, protoze ScPdrSp je schopna v ramci jednoho transportniho cyklu pfenést
vEtsi pocet molekul sondy nez K/Pdr5p.
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—w— CK373/1 + KIPDR5 (KIPDR5+)

/E\ —@— AD1-3 (Scpdr5-)
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s
g 572 A
<

570 -

568 -
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Obr. 3-3 Celkova aktivita pumpy PdrSp u bunék KI/IPDR5+ je menSi neZ
u ScPDR5+. Barvici kiivky exponencidlnich bun€k S. cerevisiae AD1-3 a AD12
(modie) a bun¢k K. lactis ze zrychlené faze ristu (Cerveng). Diference mezi
rovnovaznou hodnotou Apax (pdr3-) a Amax (PDR5+), ktera odréazi celkovou aktivitu
pumpy Pdr5p, je u obou druhii zvyraznéna obdélnikem v odpovidajici barve.

3.2.3 Vliv chemickych stresorti na aktivni odstraiiovani fluorescen¢ni

sondy diS-C;(3) z buné¢k pumpou ScPdr5p a K/Pdr5p

Je-li k bunkdm PDRS5+ ptidana chemickd latka (stresor), jejimz ucinkem
dojde k inhibici transportu sondy pumpou Pdr5p, mizi diference mezi barvenim

bunék pumpového a bezpumpového kmene. Jinymi slovy, vnitrobunééna
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koncentrace sondy v buiikdich PDR5+ dosahne stejné trovné jako v bunkéch pdr5-.
Tato uroven je dana pouze aktualni hodnotou membranového potencidlu bunék
po pusobeni stresoru [113, 131].
Zjisténa absence transportu sondy pumpou vSak mtze mit nékolik pficin:
(1) Pasobenim stresoru muze dojit k vyCerpani ATP, které poskytuje energii
pottebnou pro aktivni transport substratu MDR pumpou z bunék,
(2) Stresor miize byt stejné jako sonda substratem pumpy a uéinné tak soutézit
(kompetovat) se sondou o transport,
(3) Stresor muze modulovat (inhibovat) ¢innost pumpy v dasledku jeho piimé

interakce s pumpovym proteinem a/nebo jeho lipidovym okolim.

Abychom mohli pomoci diS-C3(3) fluorescencni metody zjistit ptipadné
odli$nosti v uspotadani vazebné kapsy Pdr5p u kvasinek S. cerevisiae a K. lactis,
pouzili jsme sérii pom&mé jednoduchych azolia® (klotrimazol, mikonazol, bifonazol,
ketokonazol a itrakonazol), které jsou znamymi substraty jak ScPdrSp [39, 81, 85],
tak K/Pdr5p [63, 137], viz také obr. 3-4. Konkrétné jsme se zaméfili na monitorovani
koncentra¢né zavislého inhibi¢niho Uc¢inku testovanych azolli na transport sondy
pumpou Pdr5p obou druhii. To ndam umoznilo ziskat informace o schopnosti téchto
spoleCnych substrati kompetitivné inhibovat transport sondy pumpou ScPdr5p a
KIPdr5p a rozhodnout tak, jestli se tyto substraty a sonda diS-Cs(3) vazi do stejného

mista ¢i mist ve vazebné kapse pumpy.

C Vsechny testované azoly jsou klinicky pouzivand antimykotika, viz kapitola 1.6.2.
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Obr. 3-4 Testované azoly jsou substraty jak pumpy ScPdr5p, tak K/PdrSp.
Inhibi¢ni zény bun€k pdr5- a PDR5 + obou druhi vzniklé uc¢inkem 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 Porovnani inhibicniho ucinku klotrimazolu na transport sondy diS-C3(3)

pumpou ScPdr5p a KI1Pdr5p

Abychom  optimalizovali nasi  diS-C;3(3)  fluorescenéni  metodu
pro porovnavani rozsahu inhibice transportu sondy obéma pumpami po pfidani jejich
spole¢ného substratu, pouzili jsme jako modelovou slouceninu klotrimazol. U néj
jako jediného z testovanych substratii bylo znamo, Ze se vaze do dvou vazebnych
mist (oznacené jako misto 1 a misto 2) ze tii doposud identifikovanych ve vazebné

kapse ScPdr5p [81, 86].



Vzhledem k vyrazné vyssi celkové aktivite pumpy ScPdrSp pii odstranovani
sondy z bun¢k v porovnani s K/Pdr5p, viz obr. 3-3, bylo pro dosazeni srovnatelného
rozsahu inhibice transportu sondy obéma pumpami po ptidani klotrimazolu zapotiebi
pouzit fadové vyssi koncentrace tohoto substratu u bunck S. cerevisiae nez u bun¢k
K. lactis, obr. 3-5A, B. Jak je patrno z obrazku 3-5, ptidani klotrimazolu k buiikam
pdr5- obou druhtl, jejichz barveni je fizeno pouze velikosti membranového
potencialu [125], nevede kvyraznym zménam v barveni bunék vzhledem
ke kontrole, coz svéd¢i o malém vlivu této latky na jejich membranovy potencial.
Naopak, pfidani klotrimazolu k bunkdm PDRS5+ obou druhi mé za nasledek
koncentra¢né zavisly nariist jejich barveni v porovnani s barvenim kontroly. Tato
skute¢nost zplsobuje, Ze se zvySujici se koncentraci klotrimazolu se diference mezi
barvicimi kiivkami bun€k PDR5+ a pdr5- zmensSuje (u bunck K. lactis je
pii koncentraci klotrimazolu 1,7 uM dosazeno dokonce nulového rozdilu), coz
demonstruje  koncentratné zavisly charakter inhibice transportu  sondy
klotrimazolem. Abychom jednoznatné prokazali, ze néarGst v barveni bunck
exprimujicich pumpu PdrS5p po pfidani klotrimazolu je skute¢né vysledkem inhibice
transportu sondy a nesouvisi s pouhym nartstem frakce permeabilizovanych bunék
ve vzorku, pfidali jsme k suspenzi bun&k diagnosticky CD koktejl, viz kapitola 2.8.2.
Koincidence vSech barvicich kiivek po ptidani koktejlu jasné prokazuje absenci

permeabilizovanych bun€k ve vzorcich [130].

A K. lactis B S. cerevisiae
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Obr. 3-5 Inhibi¢ni uc¢inek klotrimazolu na transport fluorescen¢ni sondy diS-
C3(3) pumpou KI/PdrSp (A) a ScPdr5p (B). Barvici kiivky bun¢k pdr5- a PDR5+
obou druht vystavenych ucinku klotrimazolu. Prdzdné symboly — barveni
kontrolnich bunék. Leva Sipka spolu s pferuSovanou ¢arou oznacuje Cas piidani
klotrimazolu (Clo), prava Sipka pak ¢as pfidani diagnostického CD koktejlu.
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Schopnost klotrimazolu kompetovat se sondou diS-Cs(3) o transport pumpou
ScPdr5p a KIPdrSp stanovenou pomoci fluorescencni metody jsme prokazali rovnéz
pomoci zénového testu (obr. 3-6). Po aplikaci klotrimazolu a sondy na jeden teréik
dochazi totiz u bun€k PDR5+ obou druhii ke zvétSeni velikosti inhibiéni zony
v porovnani se zénami vytvofenymi v pfitomnosti samotného klotrimazolu nebo
sondy.

K. lactis S. cerevisiae

diS-Cs(3)

PDR5+

Clo
+ diS-C3(3)

Obr. 3-6 Klotrimazol kompetuje s fluorescen¢ni sondou diS-C3(3) o transport
pumpami K/PdrSp a ScPdr5Sp. Porovnani velikosti inhibi¢nich zén vytvoienych
ubunék PDR5+ K. lactis (vlevo) a S. cerevisiae (vpravo) vystavenych ucinku
klotrimazolu (0,01 mM pro K. lactis / 4,4 mM pro S. cerevisiae), sondy diS-Cs(3)
(1 mM) a jejich pfislusné kombinaci.

Ackoliv je monitorovani celého pribéhu barveni bun¢k (barvici kiivky) velmi
vhodné pro sledovani dynamiky procest, které probihaji po pfidani substratu ¢i jiné
testované latky, jako naptiklad zmé&ny membranového potencialu, neni tento zpiisob
prezentace vysledkl pfili§ vhodny pro porovnavéani ucinku vétsi série chemickych
latek u vice kvasinkovych druhii. Vzhledem k tomu, Zze hlavnim cilem této studie
nebylo sledovani zmén membranového potencidlu, ke kterym dochazi pii ptisobeni
testovanych latek/substratl, ale stanoveni inhibi¢niho ucinku téchto latek
na transport sondy pumpou K/Pdr5p a ScPdrSp, rozhodli jsme se pro stanoveni
rozsahu inhibice transportu sondy zprostiedkované substraitem pouzit pouze

rovnovazné hodnoty Ay.x barvicich kiivek a néasledujici rovnici:
. . . _ A .
Rozsah inhibice transportu sondy = (1 —2) - 100, (1)

kde A oznacuje rozdil mezi rovnovaznymi hodnotami An.x u bunék pdr5- a PDR5+
v pritomnosti substratu a B v jeho nepfitomnosti, zlomek A/B pak piedstavuje

zbytkovou aktivitu pumpy po ptidani substratu.
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Vyhodou tohoto zpiisobu vyhodnoceni vysledkli ziskanych metodou
barvicich kiivek je i moznost plného vyuziti statistické analyzy pii vicendsobném
opakovani daného experimentu. Navic je mozné v ramci jednoho obrazku porovnat
schopnost substratu inhibovat transport sondy zprostiedkovany pumpou PdrSp
u obou studovanych druhd kvasinek (obr. 3-7), ve kterém jsou timto zplisobem
vyhodnoceny vysledky péti nezavislych experimentd s klotrimazolem, jejichz
reprezentativni ukazka je na obr. obr. 3-5.

Jak je patrné z levé casti obrazku 3-7, dokonce i1 nizkd koncentrace
klotrimazolu (1,7 uM) je dostacujici k uplné inhibici transportu sondy pumpou
KIPdr5p, coz indikuje, Ze se klotrimazol vdze do stejného mista ¢i mist v jeji vazebné
kapse jako sonda diS-Cs(3). Na druhou stranu dokonce ani nejvyssi pouzitd
koncentrace klotrimazolu (30 uM) neni dostatecnd k uplnému potlaceni transportu
sondy pumpou ScPdr5p (prava ¢ast obr. 3-7). Rozsah inhibice transportu sondy ¢ini
v tomto piipadé jen ~ 60 %. ZjiSt€na saturani a nelplnd kompetitivni inhibice
transportu sondy pumpou ScPdr5p klotrimazolem je typickym rysem vazebnych
kapes s vice vazebnymi misty [85], v nichZ se substraty mohou vazat do riznych
vazebnych mist a byt tak spolecné pumpou transportovany z bun¢k.

Vzhledem k tomu, Ze se klotrimazol vaze pouze do vazebnych mist 1 a 2
ve vazebné kapse ScPdrSp [26, 81], dospéli jsme k z&véru, Ze saturovanad neuplna
inhibice transportu sondy touto pumpou vyvolana klotrimazolem je disledkem vazby
sondy diS-C;(3) nejen do vazebnych mist 1 a/nebo 2, ale také do tfetiho vazebného
mista oznaceného jako misto 3. Jinymi slovy, vazba sondy i do vazebného mista,
do kterého se klotrimazol nevaze, umoZituje pumpé ScPdr5p soucasné transportovat
oba substraty (klotrimazol a sondu). Pti vysokych, saturacnich koncentracich
klotrimazolu by tak zbytkova aktivita pumpy (~ 40 %) méla byt disledkem

transportu sondy vazané pouze mistem 3.
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Obr. 3-7 Klotrimazol zcela inhibuje transport fluorescen¢ni sondy diS-C;(3)
pumpou K/PdrSp nikoliv vS§ak pumpou ScPdrS5p. Rozsah inhibice transportu
sondy pumpou K/PdrSp (Cervené) a ScPdrSp (modie) po ptidani klotrimazolu.
Klotrimazol byl pfidan ve 20. minuté barveni, rozsah inhibice transportu sondy byl
ur¢en podle rovnice (1). Sttedni hodnoty a smérodatné odchylky byly ziskany z péti
nezavislych experimenti.

3.2.3.2 Identifikace vazebnych mist ve vazebné kapse pumpy ScPdr5p, do kterych se

vaze fluorescencni sonda diS-Cs(3)

Abychom dokazali naSe tvrzeni, ze sonda diS-Cs(3) se vaze nejenom do mist
1 a/nebo 2, ale také do mista 3 ve vazebné kapse ScPdr5p (viz predchozi kapitola),
pouzili jsme diS-Cs(3) fluorescenéni metodu a sérii relativné jednoduchych latek,
které, jak bylo identifikovano Johnem Golinem a jeho tymem [81, 85, 86], jsou
substraty pumpy ScPdr5p vézici se specificky pouze do jednoho z vazebnych mist
ve vazebné kapse pumpy. Latka 2-(metyl-trityl-amino)-etanol (MTAE) se vaze
pouze do mista 1, tritylimidazol (TI) do mista 2 a tetrabutylcin (TBT) se vaze
vyhradné do mista 3. Jejich strukturni vzorce jsou uvedeny v tabulce 2-1, ¢ast 1.

Stejné jako v pfipad¢ klotrimazolu, zplisobuji vSechny testovaci substraty
jednotlivych vazebnych mist saturaéni neuplnou kompetitivni inhibici transportu
sondy pumpou ScPdr5p, s rozsahem inhibice ~ 40 % az 50 % (obr. 3-8). Vysledky
tohoto experimentu jasné¢ dokazuji, ze sonda se vdze do vSech tii vazebnych mist
ve vazebné kapse pumpy ScPdr5p, i kdyz pravdépodobné s odliSnou afinitou.
Nemiize byt tedy dosazeno uplné inhibice transportu sondy touto pumpou pomoci

substratu, ktery se vaze pouze do jednoho nebo do dvou vazebnych mist (jako
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v ptipadé klotrimazolu). Jinymi slovy, k Gplné kompetitivni inhibici transportu sondy
pumpou ScPdr5p je zapotiebi pouzit substrat, ktery, podobné¢ jako sonda diS-C;(3),
interaguje se vSemi vazebnymi misty v jeji vazebné kapse.

S. cerevisiae
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Obr. 3-8 Fluorescen¢ni sonda diS-C3(3) se vaze do vSech tfi vazebnych mist
ve vazebné kapse ScPdr5p. Koncentra¢né zavisly rozsah inhibice transportu sondy
pumpou ScPdr5p po ptidani (A) MTAE - misto 1; (B) TI - misto 2; a (C) TBT -
misto 3. VSechny testovaci substraty byly pfiddny ve 20. minuté barveni, rozsah
inhibice transportu sondy byl urcen podle rovnice (1). Sttedni hodnoty a smérodatné
odchylky byly ziskany ze Sesti nezavislych experiment.

Abychom tato nase tvrzeni jasné¢ demonstrovali, provedli jsme modelové
experimenty, ve kterych jsme kbuikdm PDR5+ a pdr5- ptidavali postupné
jednotlivé testovaci substraty (MTAE, TI a TBT) v riznych kombinacich (obr. 3-9).

Jak vyplyva z obrazku 3-9A, ze kterého je patrny realny pribeéh experimentu,
pouze pridani vSech tii substrati vede ke splynuti barvicich kiivek bun¢k PDR5+ a
pdr5- indikujicich uplnou inhibici transportu sondy pumpou ScPdr5p. DosaZeni
uplného zablokovani transportu sondy je pfitom nezévislé na potadi, v jakém byly
testovaci substraty k buitkam ptidavany, obr. 3-9B. Navic je z obrazku 3-9B patrné,
ze kombinované ptidani dvou testovacich substratll pro jednotliva vazebna mista
vede ke zhruba 60 % inhibici transportu sondy, coz je srovnatelné s inhibi¢nim
ucinkem klotrimazolu vaziciho se do mist 1 a 2, viz obr. 3-7. Z porovnani rozsahu
inhibice transportu sondy po ptidani dvou (60 %) a jediného substratu (40 % - 50 %)
dale vyplyva, ze nariist rozsahu inhibice po ptfidani druhého substratu nemé aditivni
charakter. Jednim z mozZnych vysvétleni této nesrovnatelnosti je, Ze ptidani
testovaciho substratu dané¢ho vazebného mista negativné ovlivni také vazbu sondy

do zbyvajicich vazebnych mist. To by mohlo byt zpiisobeno prostorovym piekrytim
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alesponn nékterych vazebnych mist ve vazebné kapse ScPdrSp, kde pfitomnost

jednoho substratu redukuje afinitu druhého [85, 138].
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Obr. 3-9 Uplné inhibice transportu fluorescen¢ni sondy diS-C3(3) pumpou
ScPdr5p je dosaZeno az pridanim vSech tii testovacich substrati jednotlivych
vazebnych mist. (A) Barvici kiivky bunék pdr5- a PDR5+, ke kterym byly postupné
pridavany jednotlivé testovaci substraty v saturac¢nich koncentracich (15 uM MTAE,
30 uM TI a 30 uM TBT). Sipky spolu s pierusovanymi ¢arami ukazuji ¢as ptidani
jednotlivych substrati. Prazdné symboly — barveni kontrolnich bunék. (B) Rozsah
inhibice transportu sondy pumpou ScPdr5p po piidani testovacich substrati
v riznych kombinacich, stanoven podle rovnice (1). Stfedni hodnoty a smérodatné
odchylky byly ziskany ze Ctyf nezavislych experimentd.

3.2.3.3 Porovnadni inhibicniho ucinku mikonazolu, bifonazolu, ketokonazolu a

itrakonazolu na transport sondy diS-C3(3) pumpou ScPdr5p a KIPdr5p
Vysledky uvedené v ptedchozich kapitolach ukazuji, ze sonda diS-C;(3) se

vaze do vSech identifikovanych vazebnych mist ve vazebné kapse pumpy ScPdr5p a
K/[Pdr5p. To ndm umoznilo pouZit ji jako citlivy nastroj pro identifikaci vazebnych
mist ostatnich testovanych azoli (mikonazolu, bifonazolu, ketokonazolu a
itrakonazolu).

Jak vyplyva z vysledki fluorescenénich experimentt, obr. 3-10, provadénych
analogicky jako u klotrimazolu, je ucinnost inhibice vSech testovanych azoll
srovnatelnd s u¢inkem klotrimazolu, tj. Uplnad kompetitivni inhibice transportu sondy
pumpou K/Pdr5p a saturacni, neuplna inhibice pumpou ScPdrSp. (Na odliSnou

schopnost azolid inhibovat transport sondy pumpou ScPdr5p a K/PdrS5p poprvé
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upozornily vysledky, které byly prezentovany na 32. konferenci SMYTE v roce
2014, viz ptiloha 5.)
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Obr. 3-10 Azoly jsou ucinnymi inhibitory transportu fluorescen¢ni sondy diS-
C3(3) pumpou K/Pdr5p nikoliv v§ak pumpou ScPdrSp. Rozsah inhibice transportu
sondy pumpou K/Pdr5p (Cerven¢) a ScPdrSp (modie) po ptidani (A) mikonazolu, (B)
bifonazolu, (C) ketokonazolu a (D) itrakonazolu. Azoly byly pfidany ve 20. minuté
barveni, rozsah inhibice transportu sondy byl urcen podle rovnice (1). Stiedni
hodnoty a smérodatné odchylky byly ziskdny ze Sesti nezavislych experiment.

Rozsah inhibice transportu sondy pumpou ScPdr5p zprostiedkovany
mikonazolem (obr. 3-10A) a bifonazolem (obr. 3-10B) je stejny jako u klotrimazolu,

tj. ~ 60 %. U ketokonazolu (obr. 3-10C) a itrakonazolu (obr. 3-10D) je dosazeno
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niz§iho rozsahu inhibice, ptiblizné 50 % a 43 %. Navic je u poslednich dvou
jmenovanych azolli zapotiebi k dosazeni maximalniho rozsahu inhibice podstatné
vysSich koncentraci v porovnani s mikonazolem. Zejména u ketokonazolu je jeho
saturacni koncentrace osmkrat vyssi nez u mikonazolu.

Potfeba relativné vysokych koncentraci ketokonazolu a itrakonazolu
pro dosazeni inhibice transportu sondy pumpou ScPdrSp je ukdzana rovnéz
na vysledcich zoénového testu na buitkach PDR5+ obou druhti (obr. 3-11). Zatimco
kombinované piidani ketokonazolu nebo itrakonazolu se sondou k bunkam K. lactis
zpusobuje zvétSeni inhibicnich zon v porovnani s velikosti zon vytvorenych
v pfitomnosti samotného azolu nebo sondy, u bunc¢k S. cerevisiae k zadnému
takovému zvétSeni zon nedochazi, viz prava ¢ast obrazku 3-11. To je pravdépodobné

wrwe

ucinnou kompetici sondy a azolu o transport.
K. laclis S. cerevisiae
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Obr. 3-11 Kompetice jednotlivych azolii s fluorescenéni sondou diS-C3(3)
o transport pumpami K/Pdr5Sp a ScPdr5p. Porovnani velikosti inhibi¢nich zén
vytvotenych u bunék PDRS5+ K. lactis a S. cerevisiae vystavenych uc¢inku azold,
sond¢ diS-C3(3) (1 mM) a jejich pfislusné kombinaci. Zasobni roztoky azold
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, Ze jsou pro dosaZeni saturované netiplné inhibice transportu
sondy pumpou ScPdr5p zapotiebi rizné koncentrace jednotlivych azoli jako
disledek relativni afinity sondy a testovaného azolu k vazebnym mistim, samotny
saturacni charakter u vSech testovanych azolii (obr. 3-7 a obr. 3-10) naznacuje, Ze
zé4dny z azoll se nevaze do vice nez dvou vazebnych mist ve vazebné kapse ScPdr5p.
Vazba sondy do zbyvajicich mist (jednoho nebo dvou) tak umoziuje jeji transport

pumpou spolu s azolem, byt’ se sniZzenou u¢innosti.
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Abychom jednozna¢né potvrdili tento na§ zéavér, provedli jsme pomoci
zonoveho testu sérii experimentl na buitkdch ScPDR5+, ve kterych jsme studovali
kompetici azolll s testovacimi substraty mist 1, 2 a 3 (obr. 3-12). V téchto
experimentech byly pro misto 2 a 3 pouzity stejné testovaci substraty jako
u fluorescencnich experimentti v kapitole 3.2.3.2, tj. TI a TBT. Protoze MTAE
(misto 1) $patné difunduje agarem, pouzili jsme misto néj rhodamin 6G (R6G), ktery

je rovnéz substratem pumpy ScPdrS5p vazici se pouze do mista 1.

S. cerevisiae (PDR5+)
Misto 1 | Misto 2 | Misto 3

Klotrimazol

Mico + Tl
®

Mikonazol

Bifonazol

Iltra 8 -
ta @  +R6G | il | tra ® itra + TBT

ltrakonazol Kstokonazol

Obr. 3-12 Azoly se vazi pouze do jednoho nebo dvou vazebnych mist ze tii
doposud identifikovanych ve vazebné kapse ScPdr5p. Porovnani velikosti
inhibi¢nich zén vytvofenych u bunék PDR5+ S. cerevisiae vystavenych ucinku
azold, testovacim substratim a jejich pfislusné kombinaci. Zasobni roztoky azolu:
klotrimazol (4,4 mM), mikonazol (3,6 mM), bifonazol (1,6 mM), ketokonazol
(7,6 mM) a itrakonazol (4,2 mM). Zasobni roztoky testovacich substratii: rhodamin
6G (10 mM), TI (1 mM) a TBT (2,8 M). Zlutymi hvézdickami jsou oznaleny ty
kombinace azolli a substratl jednotlivych vazebnych mist, pii kterych doslo
k rozsifeni zony.

Jak je patrné ze zvétSeni inhibi¢nich zon pti kombinovaném piidani azolu a
testovaciho substratu na obrazku 3-12, vykazuji testované azoly podle o¢ekavani

vazbu pouze do jednoho nebo do dvou vazebnych mist. Itrakonazol se vaze pouze
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do jednoho vazebného mista (misto 3), ostatni azoly se vazi do dvou vazebnych mist
(klotrimazol, mikonazol a ketokonazol do mist 1 a 2, bifonazol do mist 1 a 3).
Pro vétsi piehlednost je vazba jednotlivych azoli do vazebnych mist ve vazebné
kapse ScPdr5p spoleéné s vazbou sondy diS-Cs(3) a testovacich substrati

schematicky zndzornéna na obrazku 3-13.

R6G

Obr. 3-13 Schematicky prehled vazebnych mist testovanych azolii, fluorescencni
sondy diS-C3(3) a testovacich substrati ve vazebné kapse pumpy ScPdrSp.

3.2.3.4 Stanoveni poctu vazebnych mist ve vazebné kapse pumpy KlPdr5p

Jak indikuje kompletni kompetitivni inhibice transportu sondy pumpou
KIPdr5p vSemi testovanymi azoly, obr. 3-7 a obr. 3-10, sonda se vaze (na rozdil
od ScPdr5p) do stejného vazebného mista ¢i mist v jeji vazebné kapse jako azoly.
Jinymi slovy, ve vazebné kapse K/Pdr5p neexistuje zadné dalsi vazebné misto, které
by bylo exkluzivni pouze pro sondu.

Abychom ziskali vice informaci o po¢tu vazebnych mist v kapse K/Pdr5p,
testovali jsme inhibi¢ni uCinnost transportu sondy touto pumpou testovacimi
substraty jednotlivych vazebnych mist ScPdrSp (MTAE, TI a TBT), které, jak jsme
zjistili, jsou rovnéZ substraty pumpy K/PdrSp (obr. 3-14). Jak je patrno z obrazku 3-
15, zpisobuji vSechny testovaci substraty na rozdil od ScPdr5p tplnou kompetitivni
inhibici transportu sondy pumpou K/PdrS5p, coz naznacuje, Ze se vazi do stejn¢ho
vazebného mista ¢i mist vazebné kapsy jako sonda a azoly. Navic, jak vyplyva
z vysledku zénového testu, obr. 3-16A, vazi se vSechny testované azoly do stejného
vazebného mista ¢1 mist. Jakakoliv kombinace dvou azolii piidanych soucasné
na papirovy tercik vede totiz ve vSech pfipadech ke zvétSeni inhibic¢nich zén

v porovnani se zénami vytvoienymi po aplikaci azolti samotnych. Kromé toho, kdyz
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je sonda ptiddna na stejny tercik jako pfislusné dva azoly, dochazi vzdy k dalSimu
zvétSeni velikosti zony.

VSechna tato data naznacuji existenci pouze jednoho detekovatelného
vazebného mista pro rozpoznavani substratu a jeho vazbu ve vazebné kapse K/Pdr5p,

jak je schematicky zndzornéno na obrazku 3-16B.

K. lactis
pdrb- PDR5+ pdrb- PDR5+ pdrb- PDR5+
2-(metyl-trityl-amino)-etanol Tritylimidazol Tetrabutylcin
(MTAE) (T1) (TBT)

Obr. 3-14 Testovaci substraty jednotlivych vazebnych mist ve vazebné kapse
ScPdrSp jsou rovnéz substraty K/PdrSp. Inhibi¢ni zény bunék pdr5- a PDR5 +
K. lactis vzniklé ¢inkem (A) 1| mM MTAE, (B) 0,1 mM Tl a (C) 0,9 M TBT.
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Obr. 3-15 VSechny testovaci substraty se vazi do stejného vazebného mista c¢i
mist ve vazebné Kkapse KI/PdrS5p jako fluorescenéni sonda diS-C;3(3).
Koncentraéné zavisly inhibi¢ni ucinek (A) MTAE, (B) TI a (C) TBT na transport
sondy pumpou K/Pdr5p. VSechny testovaci substraty byly pfidany ve 20. minuté
barveni, rozsah inhibice transportu sondy byl uréen podle rovnice (1). Stfedni
hodnoty a smérodatné odchylky byly ziskany ze Ctyf nezavislych experimentd.
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Obr. 3-16 VSechny azoly se vazi do stejného vazebného mista ¢i mist ve vazebné
kapse KI/PdrSp jako fluorescen¢ni sonda diS-C;(3) a testovaci substraty. (A)
Porovnani velikosti inhibi¢nich zén vytvofenych u bunék PDR5S+ K. lactis
vystavenych uc¢inku azoll a jejich piislusSnym kombinacim bez nebo v ptitomnosti
fluorescen¢ni sondy diS-C3(3) (1 mM). Zasobni roztoky azoli: Kklotrimazol
(0,01 mM), mikonazol (0,02 mM), ketokonazol (0,03 mM), itrakonazol (0,1 mM) a
bifonazol (0,2 mM). (B) Schématické zndzornéni vazby vSech testovanych substratii
do stejného vazebného mista ¢i mist ve vazebné kapse K/Pdr5p.

Toto nasSe zjiSténi je skute¢né velmi neocekavané a zajimavé, nebot’ obé
pumpy jsou si sekvencné, strukturné a funkéné velmi podobné. Oba proteiny, jak
jsme jiz zminovali na zacatku, (1) sdileji 63,8 % aminokyselinovou sekvencéni
identitu [59], (2) maji podobnou molekularni strukturu se stejnou organizaci jejich
funkénich domén [59] a (3) vykazuji velky ptekryv substratové specifity. Na zkladé
téchto znamych faktd a nasich vysledkt jsme dospéli k zavéru, ze ve vazebné kapse
KIPdr5p existuje také vice vazebnych mist pro substraty, jejich usporaddani je vSak
tésnéj$i nez usporadani vazebnych mist u ScPdrSp. V disledku tésné blizkosti
vazb¢ druhého substratu do jiného vazebného mista. Jinymi slovy, vétsi pocet tésné
uspofadanych vazebnych mist v kapse KI/PdrSp sice zarucuje pumpé Sirokou

substratovou specifitu diky interakci jednotlivych substratli s riznymi vazebnymi
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misty, ale neumoziiuje soucasnou vazbu vice substratl (napf. sondy a azolu)

do riznych vazebnych mist a tudiz jejich spole¢ny transport pumpou K/Pdr5p.

3.2.3.5 Porovnadni velikosti vazebné kapsy K1Pdr5p a ScPdr5p pomoci ucinnych
inhibitoru transportu sondy pumpou ScPdr5p

Tésnéjsi uspotadani vazebnych mist ve vazebné kapse K/Pdr5p v porovnani
s ScPdr5p ptirozené evokuje predstavu mensi velikosti jeji dutiny. Pokusili jsme se
tuto nasi hypotézu dokazat pomoci relativné velkych substratti ScPdr5, enniatinu B
[90] a beauvericinu (obr. 3-17), u kterych jsme jiz diive [113], popt. v ramci této
studie, zjistili, Ze uc¢inné inhibuji transport sondy pumpou ScPdr5p.

S. cerevisiae
pdr5- PDR5+

beauvericin

Obr. 3-17 Beauvericin je substratem pumpy ScPdr5p. Inhibi¢ni zony bunék pdr3-
a PDR5 + S. cerevisiae vzniklé uCinkem 12,8 mM beauvericinu.

Jak je patrno z obrazku 3-18A,B, zatimco jiz nizkd koncentrace obou téchto
latek je dostate¢na pro Uplnou inhibici transportu sondy pumpou ScPdr5p, jejich
ucinek na transport sondy pumpou K/PdrSp je zanedbatelny. Vysledky ziskané
pomoci diS-C;(3) fluorescencni metody jsou ve shod¢ s identicky koncipovanym
zoénovym testem, obr. 3-18C,D. Ke zvétSeni inhibi¢ni zény po souCasném piidani
sondy a enniatinu B (obr. 3-18C) nebo beauvericinu (obr. 3-18D) dochdzi pouze
ubun€ék PDR5+ S. cerevisiae, nikoliv K. lactis. Vzhledem ktomu, Zze 1
v experimentech, ve kterych jsme jako substrat pouzili misto sondy dva vybrané
azoly (itrakonazol - vazebné misto 3 v ScPdr5p, mikonazol — vazebna mista 1 a 2
v ScPdr5p), dochazelo ke zvétSeni inhibi¢nich z6n po kombinovaném pfidani azolu a
enniatinu B nebo beauvericinu pouze u bunck S. cerevisiae (obr. 3-19), lze
jednozna¢né konstatovat, ze velké molekuly enniatin B a jeho analog beauvericin

nejsou schopny interagovat s vazebnymi misty v K/Pdr5p.
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Obr. 3-18 Enniatin B a jeho analog beauvericin, relativné velké substraty
pumpy ScPdrS5p, maji zanedbatelny inhibi¢ni u¢inek na transport fluorescencni
sondy diS-C3(3) pumpou K/PdrSp. Rozsah inhibice transportu sondy pumpou
KIPdr5p (Cervené) a ScPdr5p (modie) po pfidani (A) enniatinu B a (B) beauvericinu.
Obé¢ latky byly pfidany ve 20. minuté barveni, rozsah inhibice transportu sondy byl
ur¢en podle rovnice (1). Stfedni hodnoty a smérodatné odchylky byly ziskany ze ctyf
nezavislych experimentd. Porovnéani velikosti inhibi¢nich z6n vytvotenych u bun¢k
PDR5+ K. lactis (vlevo) a S. cerevisiae (vpravo) vystavenych ucinku sondy diS-
C3(3) (1 mM), enniatinu B (C) nebo beauvericinu (D) a jejich ptislusné kombinaci.
Zasobni roztoky latek pro K. lactis/S. cerevisiae: enniatin B (0,2/0,8 mM),
beauvericin (6,4/12,8 mM).

Jednim zmoznych vysvétleni nedostatecného ucinku enniatinu B a
beauvericinu na transport sondy nebo jinych substrati pumpou K/Pdr5p by mohlo
byt, Ze tyto velké molekuly nevstupuji do bunck K. /actis. Tuto moznost jsme vSak
vyloucili na zaklad¢ jejich depolariza¢niho ucinku na bunky K. lactis, jak vyplynulo
z poklesu Am.x v barvicich kiivkach bunék pdr5- K. lactis po jejich ptidani, coz neni
patrné z obrazku 3-18A,B. Jako nejpravdépodobnéjsi ptic¢inou neschopnosti téchto

relativné velkych molekul inhibovat transport substrati pumpou K/Pdr5p se zda byt
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mensi velikost jeji vazebné kapsy v porovnani s ScPdr5p. Molekuly obou latek jsou
ziejme pfili§ velké na to, aby se vesly do vazebné kapsy K/Pdr5p, na druhou stranu
jsou vSak dostatecn¢ velké, aby zcela zablokovaly vazbu sondy do vSech tii
vazebnych mist pumpy ScPdr5p (nebo vazbu jinych substratii, jako jsou azoly, které
interaguji jen s nékterymi vazebnymi misty v kapse), jak je graficky znazornéno

na obrazku 3-20.
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Itra Mico %

EnnB

/ Mico
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Obr. 3-19 Enniatin B a beauvericin maji zanedbatelny inhibi¢ni ucinek
na transport azoli pumpou K/PdrSp. Porovnani velikosti inhibi¢nich zén
vytvotenych u bunék PDR5+ K. lactis (vlevo) a S. cerevisiae (vpravo) vystavenych
ucinku vybraného azolu (itrakonazolu, mikonazolu), enniatinu B (A) nebo
beauvericinu (B) a jejich  pfislusné kombinaci.  Zasobni  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).

Enniatin B
Beauvericin

Enniatin B
Beauvericin

Obr. 3-20 Schematické znazornéni rozdilné velikosti vazebné kapsy ScPdrSp a
KIPdrSp demonstrujici odliSné pozadavky na velikost jejich substratii.
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3.3 Studium vlivu delece gent KIPDRI16 a KIERG6 na funkci
plazmatické membrany bunék Kluyveromyces lactis

Vzhledem k tomu, Ze oba tyto geny koduji vnitrobunécné proteiny, které se
ucastni tvorby (KIERG6) resp. transportu (K/PDRI16) metaboliti esencialnich
pro vystavbu plazmatické membrany bunék (viz kapitola 1.6.2, resp. 1.4.2), lze
logicky ptepokladat, ze absence téchto proteinli bude ovliviiovat vlastnosti
plazmatické membrany. Proto bylo hlavnim cilem této ¢asti disertacni prace posoudit
vliv delece téchto genti u bun¢k Kluyveromyces lactis na nékteré jejich zékladni
charakteristiky, konkrétné¢ na rist bunécné kultury, velikost membranového

potencialu a aktivitu MDR pump.

3.3.1 Vliv absence vnitrobunéénych proteint kodovanych geny
KIPDRI16 a KIERG6 na rist kultury kvasinek Kluyveromyces

lactis

Zatimco vnitrobunéény protein K/Pdrl6p kodovany genem KI/PDRI6
transportuje fosfatidylinositol z endoplazmatického retikula do membrany, enzym
sterol C-24 metyltransferaza (K/ERG6) katalyzuje pieménu zymosterolu
na fekosterol v biosyntetické drdze ergosterolu, ktery je esencialni stavebni a
regulacni sloZzkou kvasinkové membrany. Zajimalo nés proto, jaky je dopad absence
jednotlivych proteini na rist kultury bunck K. lactis. Pro sledovéani vlivu delece
gend KIPDR16 a KIERG6 na rast bunek byla pouzita trojice izogennich kmeni lisici
se pfitomnosti vnitrobunéénych proteintt (K/kuS80A, KlkuS80A pdri6A a KlkuS80A
erg6A), viz tabulka 2-2, ¢ast I, které jsou dale v praci znacené jako Kiwt, Kipdri6A a
Klerg6A.

Jak je patrné z obrazku 3-21, ovliviiuje absence jednotlivych proteint rist
kultury kvasinek K. /actis v bohatém kultivacnim médiu s glukézou (YPD) odlisSnym
zpusobem. Zatimco rist bunék kmene Kipdri6A postradajicich protein K/Pdrl6p se
vyrazné neliSi od ristu rodiCovského kmene Kiwt (véetné rychlosti vycerpani
glukézy), kmen Klerg6A postradajici enzym sterol C-24 metyltransferazu roste velmi
pomalu a dorGst4 na niz§i hodnoty OD, coz je doprovdzeno pomalym vycerpavanim
glukézy zristového média. Muzeme tedy konstatovat, ze zatimco delece genu

KIPDRI16 nema zasadni vliv na rast bunck, rozmnozovéani bunck Klerg6A je
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v disledku nepfitomnosti enzymu kodovaného genem KI/ERG6 velmi pomalé.
Dtvodem $patného riustu bunck tohoto kmene je zfejmé nedostatek ergosterolu
v plazmatické membrané, ktery je nezbytny pro udrzeni jeji integrity a
pro Zivotaschopnost bun¢k.
K. lactis
—— KI ku80A (Khwt)

KI ku8OA pdr16A (Klpdr16A)
40 | ~® Kl kuBOA erg6A (Klerg6A) M
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Obr. 3-21 Vliv delece geni KIPDRI6 a KIERG6 na rist kultury kvasinek
K. lactis v bohatém Kkultivaénim médiu YPD. PIné symboly — rhstové kiivky

jednotlivych kmeni kvasinek, korespondujici prazdné symboly — zéavislost obsahu
glukdzy v ristovém meédiu na dobé kultivace kultury.

3.3.2 Vliv delece gent KIPDRI16 a KIERGO6 na velikost membranového
potencidlu a aktivitu MDR pump bunék Kluyveromyces lactis

Jak bylo ukazano v kapitole 3.2.3, umoziuje diS-Cs(3) fluorescencni metoda
(metoda barvicich kiivek) sou€asné sledovani zmén membranového potencidlu a
aktivity MDR pump u¢inkem stresorti nejenom u kvasinek S. cerevisiae, ale také
u bunék K. lactis. Ke stanoveni téchto zmén je vSak nezbytné mit k dispozici sérii
izogennich kmenii liSici se pfitomnosti studované MDR pumpy ¢ pump

v plazmatické membran¢ bungk, tj. pumpové a bezpumpoveé mutantni kmeny.
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Vzhledem k tomu, ze buiiky testovanych kmenii (Kiwt, Klpdri6A a Klerg6A),
nemaji geny kodujici MDR pumpy deletovany, nelze jednoduse z pouhého rozdilu
v barveni bun€k rodi¢ovského a mutantniho kmene ziskat informaci o vlivu delece
daného genu na velikost membranového potencidlu a aktivitu MDR pump. Bunky
mutantniho kmene mohou mit totiz v disledku této delece jak jiny membranovy
potencidl, tak odliSnou aktivitu MDR pump nez bunky rodi¢ovského kmene.

Aby bylo mozné stanovit, jaky vliv mé delece daného genu na membranovy
potencial a aktivitu MDR pump na zaklad¢ rozdilného barveni bunék rodi¢ovského a
mutantniho kmene, je nutné k buitkam obou kment ptidat specificky inhibitor, ktery
¢innost téchto pump zablokuje, napt. 2-deoxy-D-glukézu. Jak uz bylo zmiilovano,
akumulace sondy v buiikach s inhibovanymi MDR pumpami je fizena pouze
velikosti jejich membranového potencidlu [113] a tedy diference mezi barvicimi
kiivkami bunék obou kmentl v pfitomnosti inhibitoru odrazi pouze jejich rozdilny
membranovy potencial. O aktivit¢ MDR pump u bun¢k daného kmene vypovida
diference mezi jejich barvenim bez (kontrola) a v pfitomnosti inhibitoru. Napftiklad,
nulova diference indikuje, ze MDR pumpy u téchto bun¢k nejsou aktivni.

Jak je patrno z obrazku 3-22, vede delece jak genu KIPDRI6, tak genu
KIERG6 ke zvySené akumulaci fluorescenéni sondy v bunikdch mutantnich kment
Kipdri6A a Klerg6A vzhledem k barveni bunék rodicovského kmene K/wt. Vstup
sondy do bunék je u obou mutantnich kmend podstatné rychlejsi a rovnovazna
uroven jejich obarveni vy$$i neZ u Kiwt. Tento charakter barveni je typicky
pro bunky se zvySenou permeabilitou bunééné stény a plazmatické membrany, které
jsou hyperpolarizovany kvili vytoku kationtd z bunék [131].

Abychom mohli porovnat rozsah hyperpolarizace vyvolané deleci
jednotlivych gend, inkubovali jsme buiiky po dobu jedné hodiny v C-P pufru s 5 mM
2-deoxy-D-glukozou (2-DG). Inkubace bunc¢k s2-DG vede totiz k zablokovani
glykolyzy a nésledné k vyCerpani vnitrobunééného ATP, které poskytuje energii
potfebnou pro aktivni transport substratu MDR pumpami z bunék. Je potieba
zdaraznit, ze vyCerpani ATP vede k zablokovani vSech MDR pump, pro které je
sonda substratem, bez ohledu na to, zdali je tato skute¢nost zndma (jako u K/Pdr5p,

viz kapitola 3.2.2) ¢i nikoliv.
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Obr. 3-22 Plazmatickd membriana bunék Kipdri6A a Klerg6A je
hyperpolarizovana, delece genu KIERG6 vede navic ke ztraté aktivity MDR
pump. Porovnani barvicich kiivek bunék rodicovského kmene K/wt a mutantniho
kmene Kipdri6A (A) nebo Klerg6A (B) inkubovanych po dobu 1 hodiny v C-P pufru
bez (prazdné symboly) nebo v pfitomnosti (plné symboly) 5 mM 2-deoxy-D-glukézy
(2-DG). ZvySena akumulace sondy v bunkach Kipdri6A nebo Klerg6A vzhledem
k barveni bunék Kiwt je zvyraznéna barevnou vyplni mezi barvicimi kiivkami. Sipky
znazornuji prispévek MDR pump k barveni bunék daného kmene. Vodorovna
prerusovana cara demonstruje stejnou rovnovaznou hodnotu Ay, u bunék obou
mutantnich kment s inhibovanymi MDR pumpami indikujici stejnou velikost jejich
membranového potencialu.

Jak naznacuje preruSovana vodorovnd ¢ara spojujici obrazky 3-22A a 3-22B,
dosahuji bunky KlergbA a Kipdri6Ainkubované s 2-DG stejnou rovnovaznou
hodnotu A« indikujici jejich stejny membranovy potencidl. Tento vysledek je zcela
origindlni a ukazuje, Ze bez ohledu na zpisob, jakym delece genti KIERG6 a
KIPDRI16 ovlivituje stav plazmatické membrany bunck, dochédzi v obou piipadech
k nabudovani stejn¢ vysokého membranového potencidlu.

Dal$im dilezitym zjiSténim vyplyvajicim z obrazku 3-22 je, Ze zatimco
delece genu K/PDR16 nema vliv na aktivitu MDR pump, u bun€k Klerg6A dochéazi
v disledku delece KIERG6 ke ztraté€ jejich aktivity. O zachovani aktivity MDR pump
u bunék Kipdri6A vypovida rozdil v jejich barveni bez a po inkubaci s 2-DG, ktery
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je identicky jako u bunék rodi¢ovského kmene K/wt. Nulovou aktivitu MDR pump
u bun¢k Klerg6A dokumentuje identické barveni bunék bez a v ptitomnosti 2-DG.
Nase zjisténi, ze delece geni KIERG6 a KIPDRI6 ovliviiuje vlastnosti
plazmatické membrany bun¢k jako je membranovy potencial nebo aktivita MDR
pump, prispé€ly k vysvétleni pozorované hypersenzitivity téchto bunék vaci Siroké
Skale cizorodych latek [62, 133]. Konkrétné, vysledky z obrazku 3-22A tykajici se
vlivu delece genu K/PDRI6 na membranovy potencidl bunék byly publikovany
vroce 2015 (ptiloha 2), vysledky z obrazku 3-22B jsou soucésti ptipravované¢ho

manuskriptu.
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3.4 Aplikace diS-C;5(3) fluorescencni metody pro vyhledavani
inhibitordt MDR pump CaCdrlp a CaCdr2p podminéné
patogenni kvasinky Candida albicans

Kvasinka Candida albicans, kterd se obvykle vyskytuje jako relativné
neSkodny organismus v lidském mikrobiomu® [7], patfi mezi nejvyznamngjsi
houbové patogeny ohrozujici Zzivot Ccloveéka. Kandidéza, infekce zplsobena
pfemnozenim této kvasinky, mize byt vyvoldna rGznymi poruchami pfi udrzovani
stabilniho vnitinitho prostfedi organizmu, jako je narusend obranyschopnost
imunitniho systému nebo poruseni epitelidlnich krevnich bariér v dasledku poranéni
nebo chirurgického zakroku (viz kapitola 1.1.3). Hlavni pfi¢inou selhavani 1écby
kandidoézy je rezistence bunék vici Sirokému spektru antifungalnich 1€kt
(antimykotik), kterd se u kvasinek Candida vyvinula v disledku jejich velmi
roz§iteného a dlouhodobého uzivani. Jednou ze cCtyf strategii, kterou kvasinka
Candida albicans pouziva pro ziskani rezistence vuci antifungélni terapii, je zvySeny
export 1€kt z bun¢k zprostiedkovany MDR transportéry v plazmatické membrané
(viz [139] a kapitola 1.5.1). Jak bylo zjisténo, vétSina klinickych izolath C. albicans
vykazuje nadmérnou expresi gent kodujicich MDR proteiny CaCdrlp, CaCdr2p
nebo CaMdrlp (viz kapitola 1.5 a [77]). Proto je zna¢né usili vynakladano
na vyhledavani latek inhibujicich ¢innost téchto pump, které by mohly byt pouzité
v ramci tzv. kombinovana terapie spolu s bézné pouzivanymi antimykotiky (kapitola
1.5.2). Nalezeni takovych inhibitorti by mélo jak pozitivni dopad na pacienta, tak
také kladny ekonomicky dusledek, nebot’ jejich podavani spolu s antimykotiky by
zasadnim zptisobem snizilo podavané koncentrace 1¢ka.

Jak bylo dokézano pomoci diS-Cs(3) fluorescen¢ni metody a série izogennich
kmeni C. albicans liSicich se pfitomnosti pump CaCdrlp a CaCdr2p v membrané
bun¢k [114] a je jasné¢ demonstrovano vysledky zonového testu na obrazku 3-23
(pfi pouziti tychz kment, viz tabulka 2-2, ¢ast II), fluorescencni sonda diS-C;(3) je
substratem nejenom MDR pump K/Pdr5p, ScPdr5p a ScSnqg2p, ale také CaCdrlp a
CaCdr2p. Tato skuteCnost umoziuje pouzit nasi metodu barvicich kiivek 1

pro vyhledavani inhibitort téchto dvou pump. Navic, vzhledem k vysoké homologii

@ Mikrobiom je souhrnné oznaceni pro mikrobidlni osidleni lidského téla. Jednd se o soubor
bakterii, kvasinek, hub, virit a protozoi (prvokit) vyskytujici se na lidském téle a v ném.
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pump CaCdrlp a CaCdr2p s ScPdrSp a ScSnq2p, lze minimalizovat pocet
experimentli na kvasinkdch C. albicans tim, Ze prvotni testovani velké série nove
syntetizovanych latek bude provadéno na kvasinkach S. cerevisiae. Pouze ucinné
inhibitory pumpy ScPdrSp a/mebo ScSnq2p, budou nésledné testovany jako
potencialni inhibitory pump CaCdrlp a CaCdr2p.

C. albicans

Acdri1Acdr2 Acdr2 (Cdr1p) Acdr1 (Cdr2p)

diS-C4(3)

Obr. 3-23 Fluorescen¢ni sonda diS-C3(3) je substratem dvou hlavnich MDR
pump CaCdrlp a CaCdr2p kvasinky C. albicans. Inhibi¢ni zony vzniklé ucinkem
I mM diS-C3(3) u izogennich kment (AcdriAcdr2, Acdrl a Acdr2) sriznym
zastoupenim obou pump v membrané. Mensi velikost inhibi¢nich zén u bunék
pumpovych kmend (Acdr2 a Acdrl) vytvorenych po aplikaci sondy na tercik
v porovnani se zonami pozorovanymi u bunék bezpumpového kmene (AcdriAcdr?2)
vypovida o niZs§i koncentraci sondy v téchto buiikdch v disledku jejiho aktivniho
odstranovani pumpou CaCdrlp nebo CaCdr2p.

3.4.1 Vliv ptfitomnosti pumpy CaCdrlp nebo CaCdr2p v membrang

kvasinek C. albicans na akumulaci sondy diS-C;(3) v buiikach

Charakter barvicich kiivek bun€k C. albicans exprimujicich pouze pumpu
CaCdrlp (Acdr2), obr. 3-24A, nebo CaCdr2p (Acdrl), obr. 3-24B, se vyrazné lisi
od pribéhu barveni bunék PDR5+ S. cerevisiae a K. lactis (viz obr. 3-3). Zatimco
u téchto druhti kvasinek pozorujeme jiz od zaCatku meéteni nizs§i barveni bunck
PDR5+ nez bunék pdr5-, barveni bunek Acdr2 a Acdrl je po dobu cca 40 minut
identické s barvenim bun&k bezpumpového kmene AcdrlAcdr2€, teprve poté se
koncentrace sondy v buiikdch zacind snizovat, jak indikuje pokles A Je-li

k bunkdm piidana glukdza, rozsah tohoto poklesu se vyrazné zvysi, aniz by doslo ke

& Akumulace sondy v buiikach AcdrlAcdr2 je Fizena pouze velikosti jejich membrdnového
potencialu.

86



zkraceni prvni faze barveni. Je tedy ziejmé, ze za dvoufazovy pribéh akumulace
fluorescenc¢ni sondy diS-Cs(3) v buiitkach obou pumpovych kment Acdr2 a Acdrl je
zodpovédna cca 40minutova casova prodleva mezi piidanim sondy ke vzorku a jejim
aktivnim odstranovanim z bun¢k obéma pumpami, ktera neni patrné u buné¢k PDR5+
S. cerevisiae ani K. lactis.

Zjisténa absence aktivniho transportu sondy pumpami CaCdrlp a CaCdr2p
po dobu 40 minut mize souviset bud’ s (1) nizkou aktivitou pump piitomnych
v membran¢ bunék, k jejichz aktivaci je zapotfebi inkubace bun¢k se sondou
(substratem), nebo (2) nizkou koncentraci pump v membrang¢; teprve ptidani glukozy
indukuje zvySenou expresi geni CaCDRI a CaCDR2. Divodem této absence
nemuze byt nedostatek ATP poskytujici energii potiebnou pro aktivni transport
sondy pumpami z buné€k, jak vyplyva z vyrazného poklesu v barveni buné¢k obou
pumpovych kment v pfitomnosti glukdzy svédcicim o vysoké aktivité pump, viz obr.
3-24A,B. Navic, ani po tfech hodindch experimentu jsme nezaznamenali ubytek
glukozy ve vzorku.

Pfidani glukézy k buiikdm Acdr? indukuje béhem cca 40 minut vysokou
hladinu proteinu CaCdrlp v jejich plazmatické membrané [140] a s velkou
pravdépodobnosti i pumpy CaCdr2p u bunc¢k Acdrl, proto jsme ocekavali, ze jeji
pfidani 20-40 minut pifed méfenim, tj. s casovym predstihem postacujicim
pro syntézu pump de novo, zpusobi, ze se buiiky budou jiz od zacatku barvit malo

stejn€ jako buitky PDRS5+ S. cerevisiae a K. lactis (obr. 3-3).
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Obr. 3-24 Glukoéza vyrazné zvySuje celkovou aktivitu MDR pump CaCdrlp a
CaCdr2p pii odstraniovani fluorescenéni sondy diS-C3(3) z bunék Candida
albicans. Porovnani barvicich kiivek bun¢k C. albicans AcdriAcdr? a Acdrl (A)
nebo Acdr? (B), ke kterym byla gluko6za (glc) o vysledné koncentraci 2 % ptidana (1)
pred sondou (40 nebo 20 minut), (2) spolecn€ se sondou nebo (3) 20 min po jejim
pfidani. Prazdné symboly - kontroly bez pfidané glukézy. Zavislost celkové aktivity
pumpy CaCdrlp (C) nebo CaCdr2p (D) na ¢ase pridani glukdzy k bunécné suspenzi
vzhledem k zacatku méfeni, kterd byla stanovena z (A) nebo (B) jako rozdil mezi
prislusnymi rovnovaznymi hodnotami An. bun€k bezpumpového a pumpového
kmene. Prazdné sloupce - aktivita pump v nepfitomnosti glukézy. Stiedni hodnoty a
smérodatné odchylky byly ziskany ze tfi nezavislych experimenti.

Jak je ale patrné z obrazki 3-24A,B, ptedchozi inkubace bun¢k s gluk6zou
zadnym zpisobem vstup sondy do bun€k neovliviiuje. Vzhledem k tomu, ze dokonce
buiikky obou pumpovych kment, ke kterym byla glukéza pifidana 40 minut

pied sondou, vykazuji identické pocatecni barveni s buitkami AcdrlAcdr2, vyloucili
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jsme jako moZznou pficinu ¢asové prodlevy v aktivnim odstraiiovani sondy pumpami
CaCdrlp a CaCdr2p z bunék vySe zminovanou moznost (2). ZvysSeni poctu pump
v membran¢ bunck indukované glukézou se projevi az ve druhé fazi barveni
vyraznym poklesem Amay indikujicim jejich vysokou celkovou aktivitu™.

Jako nejpravdépodobnéjsi vysvétleni dvoufazového profilu barveni bunék
obou pumpovych kmenii se zda byt aktivace existujicich a nové syntetizovanych
pump v membrané samotnou sondou, kterd je jejich substraitem. Aby doslo k jejich
aktivaci, je zapottebi buniky po urcitou dobu inkubovat se sondou. Po tuto dobu vsak
sonda vstupuje podle membranového potencialu do bunék, coz mé za nasledek, ze se
jejich barveni po dobu cca 40 minut nelis$i od barveni bun¢k bezpumpového kmene.
Nelze vyloudit ani moznost, ze sonda sama (podobné jako gluk6za) indukuje
zvySenou expresi obou pump.

Dal$im dulezitym zjiSt€nim vyplyvajicim z obrazku 3-24 je negativni dopad
dlouhodobé inkubace bunék s glukdézou na aktivitu obou pump. Zatimco celkova
rovnovaznd aktivita pumpy CaCdrlp u bunék Acdr? je po pfidani glukézy
ve 20. minuté barveni zvySena témer 9krat®® v porovnani s jeji nizkou hodnotou
u kontrolnich bunék, pridani glukozy pied nebo soucasné se sondou vede ke snizeni
celkové aktivity pumpy, kterd klesa s rostouci dobou inkubace bunék s glukozou,
obr. 3-24C. Tento trend je rovnéZ patrny u bunék Acdrl, u kterych je 1 bez glukdzy
pozorovano aktivni odstraiiovani sondy pumpou CaCdr2p, obr. 3-34D. Témér
trojnaisobné$$ zvySeni jeji celkové aktivity po pfidani glukézy 20 minut po sondé
poklesne jen na dvojnasobek plvodni aktivity, je-li glukdza ptidana 40 minut pted
zacatkem meéfeni, obr. 3-34D. Moznym divodem by mohla byt relativné rychla
degradace pump v membrané endocytézou (turnover) [141]. Bez ohledu na to, co je
skutecnou pficinou pozorovaného poklesu celkové aktivity pump v zévislosti
na dobé inkubace s glukdézou (to nebylo cilem disertacni préace), ptidavali jsme
glukozu ve vSech nésledujicich experimentech az ve 20. minuté barveni.

Tyto doposud nepublikované vysledky jsou z lékatského hlediska velmi

zajimavé, nebot’ naznacuji, Ze inkubace bun¢k C. albicans s riznymi antifungalnimi

" Vetsi aktivita pumpy CaCdr2p miize byt diisledkem nejenom vyssiho zastoupeni pumpy
CaCdr2p v plazmatické membrané bunék Acdrl, ale také jejiho efektivnéjsiho odstrarnovani sondy
z bunék v porovnani s pumpou CaCdrlp, viz rozdilna celkova aktivita pump ScPdr5p a K1Pdr5p,
kapitola 3.2.2.

5 Stanoveno jako pomer aktivity pumpy v a bez pritomnosti glukozy ve vzorku z obr. 3-24C,
nebo D.
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1éky/substraty vede nejenom ke zvysené expresi pump CaCdrlp a CaCdr2p [77,
142], ale také k jejich aktivaci.

3.4.2 Zavedeni efektivniho postupu pro vyhledani inhibitorG pump
CaCdrlp a CaCdr2p zaloZzen¢ho na pouziti latek ucinné
inhibujicich transport sondy diS-C;3(3) pumpami ScPdr5p a/nebo
ScSnqg2p

Abychom potvrdili opravnénost ndmi navrzeného postupu pro vyhledavani
ucinnych inhibitord pump CaCdrlp a CaCdr2p zalozeného na primarnim testovani
inhibi¢niho u¢inku latek na transport sondy pumpou ScPdrSp a ScSnq2p, pouzili
jsme jednak dvé latky, které jsou zndmymi modulétory aktivity obou pump CaCdrlp
a CaCdr2p a také pumpy ScPdr5p, farnesol [117] a beauvericin [87, 114] (obr. 3-
18B), jednak enniatin B, ktery je znamym inhibitorem pumpy CaCdrlp [69] a
ScPdr5p, ([113], obr. 3-18A). Tento postup jsme poté aplikovali na testovani
inhibi¢niho uéinku &tyf nové syntetizovanych derivatii 1,4-dihydropyridinu®™ (1,4-
DHP) [143] oznacenych jako derivat S, H, 5 a 7, viz tabulka 2-1, ¢ast II. Navic, jsme
testovali inhibi¢ni Gc€innost latek vybranych na zdkladé vysledkd naSeho postupu
pfimo na bunikach rezistentniho klinického izolatu C. albicans CY 1123, za jejichz
rezistenci vi¢i antifungalnim 1€kiim, napt. azolim, je zodpovédnd zejména

nadprodukce pump CaCdrlp a CaCdr2p v membrang.

3.4.2.1 Porovnadni inhibicniho ucinku farnesolu na transport sondy diS-C3(3)
pumpami CaCdrilp a CaCdr2p u C. albicans a pumpami ScPdr5p a

ScSng2p u S. cerevisiae

Zatimco existuje celd fada latek v riznych stadiich klinickych zkousek, které
jsou schopny inhibovat (modulovat) ¢innost MDR pumpy P-glykoproteinu (lidsky
homolog pump CaCdrlp a CaCdr2p) u rakovinnych bunék [144], neexistuje mnoho
priklad latek, které inhibuji odstranovani 1éki MDR pumpami z patogennich
kvasinek. Jednou z téchto latek, u které bylo zjiSténo, Ze moduluje aktivitu pump
CaCdrlp a CaCdr2p a také ScPdr5p, je farnesol, hlavni signalni molekula
C. albicans [117]. Vybrali jsme si jej proto jako jednoho z kandidath pro ovéteni

M Latka 1,4-DHP je meziprodukt vznikly pri syntéze nilvadipinu, ktery funguje jako inhibitor
vapnikového kandlu [143].

90



naSeho tvrzeni, Ze pokud latka blokuje transport substratu (sondy) alespoil jednou
z dvojice pump CaCdrlp a CaCdr2p, inhibuje pfinejmensim také jednu z pump
ScPdr5p a ScSnqg2p.

Ackoliv jsme pro testovani U¢inku farnesolu na aktivitu pump CaCdrlp a
CaCdr2p pouzili jiny soubor izogennich mutantnich kment (viz tabulka 2-2, ¢ast II)
neZ autofi ¢lanku [117]", dospéli jsme k témuZ zjisténi, tj. Ze 100 uM koncentrace
farnesolu je postacujici pro Uplnou inhibici transportu substratu/sondy obéma
pumpami, obr. 3-25. U bun¢k S. cerevisiae AD12 s nadprodukci pumpy ScPdrSp
byla koncentrace u¢inn¢ inhibujici transport sondy dokonce nizsi (~ 60 uM), obr. 3-
26A,C. Navic, tato koncentrace byla dostate¢na také pro tiplné zablokovani aktivniho
odstraiiovani sondy z bunék AD13 s nadprodukci pumpy ScSnqg2p, obr. 3-26B,C.
Tento doposud nepublikovany vysledek, ze farnesol je G€innym inhibitorem pumpy
ScSnqg2p, je velmi vyznamny, protoze prozatim nebyly inhibitory této pumpy

s vyjimkou alkoholi [130] identifikovany.

"V této studii byla pouzita série chimérickych konstruktii vzniklych heterologni expresi genii
CaCDR1 nebo CaCDR?2 v nepatogenni kvasince S. cerevisiae ADI-8, ktera ma deletovano sedm genii
kodujicich ABC transportéry. Ackoliv je kvasinka S. cerevisiae casto volena pro expresi a vyzkum
MDR pump C. albicans, je dilezité vzit do uvahy nejenom odlisny metabolismus téchto dvou
mikroorganismii, ale také to, Ze, heterologni exprese ovliviiuje nékolik dalsich vnitrobunécnych
interakci zodpoveédnych za rezistenci vici lékim, jako je interakce pumpy s jinymi proteiny a
regulacnimi systéemy [114].
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Obr. 3-25 Farnesol je u¢innym inhibitorem transportu fluorescen¢ni sondy diS-
C3(3) z bunék Candida albicans jak pumpou CaCdrlp, tak pumpou CaCdr2p.
Porovnani barvicich kiivek bun¢k C. albicans AcdriAcdr2 a Acdr2 (A) nebo Acdrl
(B), ke kterym byla ve 20. minuté barveni ptfiddna glukoza o vysledné koncentraci
2% a v 82. minuté farnesol (Far). Prazdné symboly — barveni kontrolnich bunék
bez pfidani farnesolu. (C) Koncentracné zavisly rozsah inhibice transportu sondy
pumpou CaCdrlp (zelen€) a CaCdr2p (oranzove) vyvolany farnesolem. Rozsah
inhibice transportu sondy byl urcen podle rovnice (1), ve které A predstavuje rozdil
mezi rovnovaznymi hodnotami An.x u bunék AcdriAcdr? a Acdrl nebo Acdr?
v pfitomnosti farnesolu a B v jeho nepfitomnosti. Stfedni hodnoty a smérodatné
odchylky byly ziskany ze tii nezavislych experimentt.
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Obr. 3-26 Farnesol ucinné inhibuje transport fluorescen¢ni sondy diS-C;(3)
z bunék Saccharomyces cerevisiae nejenom pumpou ScPdr5p, ale také pumpou
ScSnq2p. Porovnani barvicich kiivek bunék S. cerevisiae AD1-3 a AD12 (A) nebo
AD13 (B), ke kterym byl ve 25. minuté barveni pfidan farnesol (Far). Prazdné
symboly — barveni kontrolnich bunék bez piidani farnesolu. (C) Koncentra¢né
zavisly rozsah inhibice transportu sondy pumpou ScPdrSp (modie) a ScSnq2p
(rdZzove€) vyvolany farnesolem. Rozsah inhibice transportu sondy byl uren podle
rovnice (1), ve které A piredstavuje rozdil mezi rovnovdznymi hodnotami A,y
ubunék ADI1-3 a ADI12 nebo ADI3 v pfitomnosti farnesolu a B v jeho
nepifitomnosti. Stfedni hodnoty a smeérodatné odchylky byly ziskany ze tii
nezavislych experimentt.
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Zajimalo nas, jestli ke koncentracné zavislému inhibi¢nimu u¢inku farnesolu
na transport sondy pumpami CaCdrlp a CaCdr2p, obr. 3-25C, a pumpami ScPdr5p a
SeSnq2p, obr. 3-26C, piispiva®® jeho kompetice se sondou o transport. Jinymi slovy,
jestli je farnesol substratem téchto pump. Jak vyplyva z vysledki zoénovych testt
(v ptipadé ScPdrSp a ScSnqg2p také kapkového testu), farnesol je substratem jak obou
pump CaCdrlp a CaCdr2p u C. albicans, obr. 3-27, tak pump ScPdrSp a ScSnq2p
u S. cerevisiae, obr. 3-28A,B.

Nase tvrzeni, ze za koncentraéné¢ zavisly inhibicni uc¢inek farnesolu je
zodpovédna zejména jeho kompetice se sondou o transport pumpami, je v souladu se
zjisténim, ze farnesol kompetitivné inhibuje odstraiiovani rhodaminu 6G, znamého
substratu pump CaCdrlp, CaCdr2p a ScPdr5p, témito pumpami z bunék [117].
V ramci této studie se vSak autorim nepodatilo prokdzat, Ze je farnesol substratem
téchto pump. Pravdépodobnou pricinou absence rozdili v prezivani bunék
s nadprodukci pump v membrané a bezpumpového kmene vystavenych ucinku
riznych koncentraci farnesolu muize byt velka citlivost bezpumpového kmene
S. cerevisiae ADI1-8, ktery byl pouzit pro expresi geni CaCDRI, CaCDR2 a
ScPDRS5. Dokazali jsme totiz, Ze tolerance kmene AD1-8 vuci u€inku farnesolu je
podstatné nizsi nez u bun¢k AD1-3 (obr. 3-28). Je mozné, ze mensi citlivost bun¢k
ADI1-3, u nichz jsou oproti buikdm ADI1-8 navic exprimovany ctyii ABC
transportéry (ScPdrl0p, ScPdrllp, ScPdr15p a ScYcflp), je dasledkem aktivniho
odstrafiovani farnesolu z bunck nékterymi z téchto pump, napt. ScPdrlOp a
ScPdr15p, které jsou homology pumpy ScPdr5p, viz kapitola 1.4.1. Tato skute¢nost
by vysvétlovala i zdanlivou hyperpolarizaci bun€k AD1-3, kterd neni pozorovana
ubunék C. albicans AcdriAcdr2, jako dusledek kompetitivni inhibice transportu
sondy farnesolem né¢kterou z téchto pump. Vzhledem k tomu, Ze u bun¢k AD1-8 je
kromé& genli pro ABC transportéry deletovan také gen kodujici transkripéni faktor
ScPdr3p, ktery reguluje produkty gent podilejicich se také na biosyntéze stingolipidi
[145, 146], nelze tedy vyloucit ani moznost, Ze zvySena citlivost tohoto kmene je

dasledkem odlisné kompozice plazmatické membrany téchto bunék.

CC Vzhledem k riznorodosti vicinkii farnesolu na burky (viz kapitola 1.6.4), z nichz mnohé
mohou vyznamné ovliviiovat aktivitu pump i pri jeho kratkodobem piisobeni (60-100 min), nelze
wyloucit moznost, zZe pripadnd kompetitivni inhibice transportu sondy farnesolem je pouze jednim
z faktorii, které jsou zodpovédné za pozorovany koncentracné zavisly inhibicni ucinek farnesolu.
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Obr. 3-27 Farnesol je substratem dvou hlavnich pump CaCdrlp a CaCdr2p
kvasinky C. albicans. Inhibicni zony bun€k AcdriAcdr2, Acdr2 a Acdrl vzniklé
uc¢inkem 1,9 M farnesolu.

Obr. 3-28 Farnesol je substritem nejenom pumpy ScPdrSp, ale také pumpy
ScSnq2p kvasinky S. cerevisiae. (A) Inhibicni zony bun€k kmeni AD1-8, AD1-3,
ADI12 a AD13 vystavené ucinku 3,8 M farnesolu. (B) Citlivost kmeni AD1-8, AD1-
3, AD12 a ADI3 k farnesolu stanovend pomoci kapkového testu. Na misky s 30 ml
2% YPD agaru byly nakapany 4 pl nafedénych suspenzi jednotlivych kment
o koncentracich 1.107, 1.10°, 1.10° a 1.10* bun&k/ml (zleva doprava). Kontrolni
miska (0) neobsahovala farnesol, v agaru zbylych dvou misek byl rozmichan farnesol
na vyslednou koncentraci 100 uM nebo 250 uM.
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Ackoliv nelze obecné vyloucit moznost, ze se v zavislosti na mechanismu
inhibi¢niho U¢inku testované latky bude rozsah inhibice transportu sondy/substratu
upump C. albicans a S. cerevisiae 1iSit*, vysledky série experimentd s farnesolem
podporuji nase tvrzeni, ze pokud latka inhibuje transport sondy pumpami CaCdrlp a

CaCdr2p inhibuje rovnéz pumpy ScPdr5p a ScSnqg2p.

3.4.2.2 Testovani inhibicniho ucinku beauvericinu a enniatinu B na transportni
aktivitu pump CaCdrlp, CaCdr2p, ScPdr5p a ScSng2p

Dalsimi dvéma latkami se zndamym inhibi¢nim u¢inkem na pumpy CaCdrlp a
CaCdr2p, které jsme testovali pro ovéfeni naseho tvrzeni, viz kapitola 3.4.2, byl
jednak beauvericin inhibujici transport sondy diS-Cs(3) nebo rhodaminu 6G obéma
pumpami [87, 114], jednak enniatin B, ktery je zndmym inhibitorem pumpy
CaCdrlp [69].

Jak je patrno z obrazku 3-29, beauvericin inhibuje transport sondy obéma
pumpami CaCdrlp a CaCdr2p podle naseho o¢ekavani (obr. 3-29A,B,E,F), zatimco
enniatin B pouze pumpou CaCdrlp (obr. 3-29C,D,E,F). Jak vyplyva z koncentra¢né
zavislé inhibice transportu sondy beauvericinem (obr. 3-29EF), je tato latka
ucinngj$im inhibitorem pumpy CaCdrlp nez CaCdr2p. Vzhledem k tomu, Ze jsme
zatim jako jedini dokdzali (zatim nepublikovany vysledek), ze beauvericin je
substratem obou pump (obr. 3-30), lze pozorovanou inhibici vysvétlit kompetici
sondy a beauvericinu o transport®*. U¢inngjsi inhibice transportu sondy pumpou
CaCdrlp nez CaCdr2p je pak ziejmé disledkem vyS$§i afinity tohoto substratu
k vazebnym mistim ve vazebné kapse CaCdrlp v porovnani s CaCdr2p, jak indikuje

veEtsi inhibi¢ni zoéna u bunék Acdrl nez u bunék Acdr2, obr. 3-30.

* Napriklad, je-li testovana latka substratem vSech pump (jako v pripadé farnesolu), zalezi
rozsah kompetitivni inhibice transportu sondy danou pumpou na takovych faktorech, jako je (1) pocet
vazebnych mist ve vazebné kapse pumpy, se kterymi latka a sonda interaguji, (2) velikost molekuly
substratu a (3) velikost vazebné kapsy pumpy a usporadani jejich vazebnych mist, viz kapitola 3.2.3.
Nekteré z techto udajii nejsou zatim u pump ScSng2p, CaCdrlp a CaCdr2p k dispozici.

** Vzhledem k okamZitému ticinku beauvericinu na aktivitu obou pump (viz paralelni priibéh
barveni bunék Acdrl a Acdr2 po pridani beauvericinu s barvenim negativni kontroly Acdrl Acdr2) a
jeho zanedbatelnému vilivu na membranovy potencial lze prakticky vyloucit moznost, Ze za inhibici
pump je zodpovédna dysfunkce mitochondrii spojend s nedostatkem ATP pro jejich c¢innost [112].
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Obr. 3-29 Zatimco beauvericin je i¢innym inhibitorem transportu fluorescen¢ni
sondy diS-C3(3) z bunék Candida albicans jak pumpou CaCdrlp, tak pumpou
CaCdr2p, enniatin B inhibuje pouze pumpu CaCdrlp. Porovnani barvicich
kiivek bun€k C. albicans AcdriAcdr2 a Acdr2 (A, C) nebo Acdrl (B, D), ke kterym
byla ve 20. minuté¢ barveni pifidana glukéza o vysledné koncentraci 2 % a
v 82. minuté beauvericin (A, B) nebo enniatin B (C, D). Prazdné symboly — barveni
kontrolnich buné¢k bez ptidani testovanych latek. Koncentracné zavisly rozsah
inhibice transportu sondy pumpou CaCdrlp (E) a pumpou CaCdr2p (F) vyvolany
beauvericinem (modie) nebo enniatinem B (zelen€). Rozsah inhibice transportu
sondy byl urcen podle rovnice (1), ve které A ptredstavuje rozdil mezi rovnovaznymi
hodnotami Ap.x u bunék AcdriAcdr?2 a Acdrl nebo Acdr? v ptitomnosti a B
v nepfitomnosti beauvericinu nebo enniatinu B. Stfedni hodnoty a smérodatné
odchylky byly ziskany ze tii nezavislych experimenti.
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Beauvericin

Obr. 3-30 Beauvericin je slabSim substraitem MDR pumpy CaCdr2p nez
CaCdrlp. Inhibiéni zony bunék AcdriAcdr2, Acdr? a Acdrl vzniklé G€inkem
6,4 mM beauvericinu (5 mg/ml).

Zatimco okamzité zablokovani transportu sondy pumpou ScPdrSp u bunck
S. cerevisiae ADI12 jiz pti pouziti nizkych koncentraci jak beauvericinu, obr. 3-
31A.E, tak enniatinu B, obr. 3-31C,E, nebylo ptfekvapujici (viz obr. 3-18), nas
inhibovat transport sondy pumpou ScSnq2p, se nepotvrdil, obr. 3-31B,D,F. Jak totiz
vyplyva z téchto vysledkt, zvysujici se koncentrace obou latek vede ke koncentra¢né
z&vislému nardstu inhibice transportu sondy pumpou ScSnq2p (uc¢inné koncentrace
enniatinu B jsou az 7krat vyssi nez ty pouzit¢ v [113]). Navic je pozorovana
saturovand neuplnd inhibice transportu sondy touto pumpou jak ucinkem
beauvericinu, tak enniatinu B (obr. 3-31F). Rozsah inhibice transportu sondy
u beauvericinu ¢ini ~ 87 %, u enniatinu B ~77 %. Na zaklad¢ analyzy vysledki
ziskanych pfi porovnavani rozsahu inhibice transportu sondy pumpou K/Pdr5p a
ScPdr5p vyvolaného azoly (viz kapitola 3.2.3) a vzhledem k tomu, ze beauvericin je
substratem nejenom pumpy ScPdr5p, ale také pumpy ScSnqg2p, obr. 3-32, je netplna
saturovana inhibice transportu sondy touto pumpou vyvolana beauvericinem a
enniatinem dusledkem jiného uspotadani (vetsi velikosti) vazebné kapsy ScSnq2p
umoznujici kotransport téchto latek se sondou. Detailni studie rozdilného usporadani

vazebné kapsy ScPdrSp a ScSng2p bude predmétem dalSiho vyzkumu.
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Obr. 3-31 Jak beauvericin, tak enniatin B inhibuji transport fluorescen¢ni
sondy diS-C3(3) z bunék Saccharomyces cerevisiae nejenom pumpou ScPdrSp,
ale také pumpou ScSnq2p. Porovnani barvicich kiivek bun€k S. cerevisiae AD1-3 a
ADI12 (A, C) nebo AD13 (B, D), ke kterym byl ve 20. minuté barveni ptidan
beauvericin (A, B) nebo enniatin B (C, D). Prazdné symboly — barveni kontrolnich
bunck bez piidani testovanych latek. Koncentra¢né zavisly rozsah inhibice transportu
sondy pumpou ScPdr5p (E) a pumpou ScSng2p (F) vyvolany beauvericinem (modie)
nebo enniatinem B (zelen€). Rozsah inhibice transportu sondy byl urcen podle
rovnice (1), ve které A predstavuje rozdil mezi rovnovaznymi hodnotami Amax
ubunék ADI-3 a AD12 nebo AD13 v pfitomnosti a B v nepfitomnosti beauvericinu
nebo enniatinu B. Stfedni hodnoty a smérodatné odchylky byly ziskdny ze tii
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S. cerevisiae

AD1-3 AD12

Beauvericin

Obr. 3-32 Beauvericin je substratem nejenom pumpy ScPdr5p, ale také pumpy
ScSnq2p kvasinky S. cerevisiae. Inhibicni zény bunék kmeni ADI1-3, ADI2 a
AD13 vznikl¢ uc¢inkem 3,2 mM beauvericinu (2,5 mg/ml).

Vysledky experimentil se zndmymi inhibitory MDR pump u C. albicans
(farnesol, beauvericin a enniatin B), dokazuji, Ze pokud latka blokuje transport
substratu (sondy) alesponi jednou z dvojice pump CaCdrlp a CaCdr2p, inhibuje
pfinejmensim jednu z pump ScPdrSp a ScSnq2p.

3.4.2.3 Testovani inhibicniho ucinku série derivatii  1,4-dihydropyridinu
na transport sondy diS-Cs3(3) pumpami ScPdrSp, ScSnq2p, CaCdrlp a
CaCdr2p

Na zéklad€ vysledkii dvou piedchézejicich kapitol mizeme konstatovat, ze
nase strategie pouziti nepatogennich kvasinek S. cerevisiae pro prvotni vybér latek
s inhibi¢nim potencidlem je opodstatnéna. Nicméné abychom zcela jednoznacné
demonstrovali spolehlivost tohoto postupu, bylo zapotiebi dokazat, ze skute¢né
pouze latka, kterd inhibuje aktivni odstranovani sondy diS-Cs(3) zbunék
S. cerevisiae pumpami ScPdr5p a/nebo ScSng2p, blokuje rovnéz transport substratu
(sondy) alesponi jednou z dvojice pump CaCdrlp a CaCdr2p u kvasinek C. albicans.
Jinymi slovy, pokud pfidani testované latky nevede k zablokovani Cinnosti pump
ScPdr5p a ScSnqg2p, neni jejim U¢inkem ovlivnéna ani aktivita pump CaCdrlp a
CaCdr2p. Provedli jsme proto sérii experimentli, v rdmci kterych jsme testovali ¢tyfi
nove syntetizované derivaty 1,4-dihydropyridinu (1,4-DHP) oznacené jako derivat S,
H, 5 a 7 (viz tabulka 2-1, ¢ast II).

Zakladni podminkou pro pouziti diS-C;(3) fluorescencni metody

pro sledovani vlivu chemického stresu na bunky je absence vazané sondy v médiu
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(C-P pufru), viz kapitola 1.7.2. Pro stanoveni u¢inku testované latky na membranovy
potencidl bun¢k a aktivitu jejich MDR pump, kterd je pfidana k bunécné suspenzi a
zustava v médiu po celou dobu experimentu, je tedy nutné, aby jeji interakce se
sondou vedouci k posunu A.x do Cervené oblasti spektra byla minimalni, popt. aby
latka sama nefluoreskovala v daném rozsahu vinovych délek. Vzhledem k tomu, ze
derivat S i1 pfi nizkych koncentracich vyrazné ovliviioval emisni spektrum sondy
v pufru v dasledku jejich vzajemné interakce, jeho vliv na transport sondy MDR
pumpami jsme nestudovali.

Jak je patrno z obrazku 3-33, derivat 7 nevykazuje prakticky zadny inhibi¢ni
ucinek ani na jednu z pump ScPdr5p a ScSnq2p (obr. 3-33A,G,B,H) a rozsah inhibice
transportu sondy obéma pumpami vyvolané derivatem 5 je nizky (u ScPdrSp ~ 25 %,
u ScSng2p ~ 35 %), obr. 3-33B,G,C,H. Ze vSech tii testovanych derivati pouze
derivat H ucinn¢ inhibuje transport sondy obéma pumpami (obr. 3-43E,G,F,H).

Vzhledem k tomu, ze derivat H je substratem obou pump ScPdr5p a ScSnq2p
(obr. 3-34), koncentrané zavisly rozsah inhibice transportu sondy obéma pumpami
(obr. 3-33G,H) je s velkou pravdépodobnosti disledkem kompetice sondy a derivatu
H o transport, nebot’ latka sama nevykazuje zddnou antifungélni aktivitu (viz pfiloha

3).
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Obr. 3-33 Pouze derivat H ucinné inhibuje transport fluorescené¢ni sondy diS-
C3(3) obéma pumpami ScPdr5p a ScSnq2p. Barvici kiivky bun€k S. cerevisiae
ADI1-3 a ADI12 (A, C, E) nebo AD13 (B, D, F), ke kterym byl v 17. minuté barveni
pridan derivat 7 (A, B), derivat 5 (C, D) nebo derivat H (E, F). Prazdné symboly —
barveni kontrolnich bunék. Porovnani inhibi¢niho ucinku jednotlivych derivati
ScPdr5p (G) nebo ScSng2p (H). Rozsah inhibice
transportu sondy byl urcen podle rovnice (1), ve které A piedstavuje rozdil mezi
rovnovaznymi hodnotami Ayax U bunék ADI1-3 a AD12 nebo AD13 v pfitomnosti a
B v nepfitomnosti derivatu. Stfedni hodnoty a smérodatné odchylky byly ziskany

na transport sondy pumpou
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Obr. 3-34 Derivat H je substratem obou pump ScPdrSp a ScSnq2p kvasinky
8. cerevisiae. Inhibi¢ni zony bunék kmentt AD1-3, AD12 a AD13 vzniklé G¢inkem
derivatu H o koncentraci 10 mg/ml.

Ackoliv z testovanych latek pouze derivat H inhibuje pumpy ScPdr5p a
ScSnq2p, ovérovali jsme u vSech derivatd jejich vliv na transport sondy pumpami
CaCdrlp a CaCdr2p u kvasinky C. albicans. Zatimco pridani derivatu H k bunkam
Acdrl (CaCdr2p) ,,aktivovanym* gluk6zou nemé zasadni vliv na jejich barveni (obr.
3-35B), u bunck Acdr2 (CaCdrlp) vede ke koncentra¢né zéavislému posunu
rovnovazné hodnoty Amax smérem k del$im vinovym délkdm aZ na Groven prakticky
identickou s kmenem AcdriAcdr2 (obr. 3-35A). Jinymi slovy, derivat H inhibuje
transport sondy pumpou CaCdrlp (obr. 3-35A,G) nikoliv v8ak pumpou CaCdr2p
(obr. 3-35B,H), podobné jako enniatin B (obr. 3-9C,D,E,F). Vliv derivata 5 a 7
na transport sondy obéma pumpami je, podle naseho piedpokladu, zanedbatelny
(obr. 3-35C-F), cozZ jednoznacné potvrzuje spolehlivost ndmi zavedeného efektivniho
postupu pro vyhledéani inhibitori pump CaCdrlp a CaCdr2p.

Inhibi¢ni G¢inek nove syntetizovaného derivatu H na transport sondy pumpou
CaCdrlp, nikoliv vSak pumpou CaCdr2p, byl publikovan jako soucést studie
(ptiloha 3) vzniklé ve spolupréci s laboratofi dr. Olejnikové v Bratislave, v ramcei
které byla Uplnd inhibice transportu sondy obéma pumpami vyvoland nizkou
koncentraci beauvericinu (5 pg/ml) pouzita jako jedna z pozitivnich kontrol. Jak je
navic dokumentovano na obrazku 3-36, derivat H je substratem pumpy CaCdrlp, coz
muZe byt hlavni pfi¢inou jeho rozdilného vlivu na aktivitu pump CaCdrlp a

CaCdr2p.
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Obr. 3-35 Pouze derivat H je ucinnym inhibitorem transportu fluorescené¢ni
sondy diS-C3(3) pumpou CaCdrlp, nikoliv v§ak pumpou CaCdr2p. Barvici
kiivky bunék C. albicans AcdriAcdr? a Acdr? (A, C, E) nebo Acdrl (B, D, F),
ke kterym byla ve 20. minuté barveni pfidana glukoza o vysledné koncentraci 2 % a
v 82. minuté derivat H (A, B), derivat 5 (C, D) nebo derivat 7 (E, F). Prazdné
symboly — barveni kontrolnich bun€k bez ptidani testovanych latek. Porovnani
inhibi¢niho t¢inku jednotlivych derivati na transport sondy pumpou CaCdrlp (G)
nebo CaCdr2p (H). Rozsah inhibice transportu sondy byl urcen podle rovnice (1),
ve které A predstavuje rozdil mezi rovnovdznymi hodnotami An.x u bunék
AcdrilAcdr2 a Acdrl nebo Acdr2? v pfitomnosti a B v nepfitomnosti derivatu.
Stfedni hodnoty a smérodatné odchylky byly ziskany ze tfi nezavislych experimentt.
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Obr. 3-36 Derivat H je substratem pumpy CaCdrlp, nikoliv v§ak pumpy
CaCdr2p. Inhibi¢ni zony bun€k AcdriAcdr2, Acdr? a Acdrl vystavenych ucinku
derivatu H o koncentraci 10 mg/ml.

343 Vliv rlznych inhibitort pump CaCdrlp a CaCdr2p
na odstraiiovani fluorescen¢ni sondy diS-C;(3) z bun¢k klinického
1zolatu C. albicans CY 1123 rezistentniho na 1écbu flukonazolem

Abychom demonstrovali vyznam diS-C3(3) fluorescenéni metody
pro vyhledavani novych inhibitort pump CaCdrlp a CaCdr2p testovali jsme vliv
farnesolu, beauvericinu, enniatinu B a derivatu H také na odstraiiovani sondy
z buné€k klinického izolatu C. albicans CY 1123. Jako referenci jsme pouzili citlivy
standardni divoky kmen C. albicans SC5314, ackoliv neni geneticky piibuzny
s kmenem CY 1123. Vzhledem k tomu, ze buiiky obou testovanych kmentd exprimuji
ob& pumpy CaCdrlp a CaCdr2p, byt v rtizné mite**, bylo zapotiebi nejprve nalézt

vhodné experimentalni podminky pro testovani uc¢inku téchto inhibitort.

3.4.3.1 Porovnani akumulace sondy diS-Cs(3) v buntkach kmene CY 1123 a SC5314

Vzhledem k tomu, Ze fluorescencni sonda diS-C;(3) je substrdtem pump
CaCdrlp a CaCdr2p, nikoliv v§ak pumpy CaMdrlp [114], zavisi rozsah akumulace
fluorescen¢ni sondy diS-Cs(3) v buiikdch exprimujicich vSechny tyto pumpy pouze
na celkové aktivit¢ pump CaCdrlp a CaCdr2p, kterd souvisi s jejich mnozstvim

v plazmatické membrane. Jinymi slovy, sonda se akumuluje podstatné vice

** Zatimco u vétSiny klinickych izolatii véetné CY 1123 byla prokdzdna nadmérnd exprese
genii kodujicich MDR pumpy CaCdrlp, CaCdr2p a CaMdrlp, u bunék citlivého kmene SC5314 je
exprese téchto genii nizkd.
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v buiikdch s nizkou aktivitou téchto dvou pump nez v bunkach s jejich vysokou
aktivitou.

Jak je patrné z obrazku 3-37, bunky kmene SC5314 s nizkou koncentraci
MDR pump v membrané se v nepiitomnosti glukézy intenzivné barvi a profil jejich
barvici kiivky je stejny jako u bun€k bezpumpového kmene AcdriAcdr2 (viz obr. 3-
24). Teprve piidani glukoézy vede k poklesu Anmax souvisejicim se syntézou pump
de novo a jejich aktivaci sondou (viz kapitola 3.4.1). Barveni bunék klinického
izolatu CY 1123 rezistentniho na flukonazol, ktery byl uchovavan v jeho ptfitomnosti
(viz kapitola 2.4), se v diisledku nadprodukce pump CaCdrlp a CaCdr2p barvi malo
a to jiz od zacatku meéteni. Pridani glukozy jiz nevede k vyraznému poklesu v jejich
barveni. Pravdépodobnou pficinou toho, Ze profil barveni bunck CY 1123 je zcela
odlisny od barveni bunék pumpovych kmenl Acdrl a Acdr? a svym charakterem
pfipomind barveni bunék PDR5+ u S. cerevisiae a K. lactis (viz obr. 3.3), je, ze jiz
pfed pfiddinim sondy byly pumpy aktivovany substratem/flukonazolem a

k odstraniovani sondy tak dochazi bezprosttedné po jejim pridani k bunééné suspenzi.
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Obr. 3-37 Zatimco pritomnost glukézy vyznamné nezvysi celkovou aktivitu
pump CaCdrlp a CaCdr2p pii odstranovani fluorescencni sondy diS-C;3(3)
z bunék Klinického izolatu CY 1123, u bunék standardniho divokého kmene
SC5314 vede Kk vyraznému narustu jejich aktivity. Barvici kiivky bunék
standardniho divokého kmene SC5314 a klinického izoldtu CY 1123 bez ptidané
glukézy (prazdné symboly) a po pfidani glukdzy (glc) o vysledné koncentraci 2 %
ve 22. minuté barveni (Cervené symboly).
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Abychom mohli stanovit celkovou aktivitu pump CaCdrlp a CaCdr2p
u bun¢k kmene SC5314 a klinického izoldtu CY 1123 bez ptidani glukdzy a jeji
stabilitu v ¢ase, bylo nutné porovnat barvici kiivky buné¢k dané¢ho kmene s aktivnimi
a inhibovanymi pumpami’. Pro zablokovani ¢&innosti pump jsme 10 minut
pired méfenim piidali k suspenzi bunék obou kmeni beauvericin o koncentraci
8 ug/ml (10 uM), kterd je dostatecnd pro uplnou inhibici transportu sondy obéma
pumpami a ma piitom zanedbatelny vliv na membranovy potencidl (viz kapitola
3.4.2.2).

Jak vyplyvé z obrazkt 3-38A,B, je rozdil mezi barvenim bun¢k obou kmenti
bez a v pfitomnosti beauvericinu konstantni po celou dobu méteni (2 hodiny). Navic,
jak naznacuje prerusovand vodorovna ¢ara mezi obr. 3-38A a obr. 3-38B, maji bunky
SC5314 a CY 1123, byt nejsou geneticky pifibuzné, stejny membranovy potencial.
Skutecnost, ze v nepfitomnosti glukézy je aktivita pump CaCdrlp a CaCdr2p
u bunék citlivého standardniho kmene SC5314 po celou dobu experimentu velmi
nizk4 v porovnani s jejich vysokou a stabilni aktivitou u bunék klinického izolatu CY
1123 (obr. 3-38C), byla dvodem, pro¢ jsme si zvolili tyto experimentalni podminky
pro monitorovani ucinku rtznych inhibitord pump CaCdrlp a CaCdr2p
na odstranovani sondy z bunck klinického izolatu CY 1123 a referencniho kmene

SC5314.

V' Odrazem aktivity MDR pump u bunék pumpového kmene je diference mezi jejich barvenim
a barvenim bunek izogenniho bezpumpového kmene, ve kterém je akumulace sondy Fizena pouze
velikosti membranového potencialu. Pokud neni takovy kmen k dispozici, jako u kmenit SC5314 a CY
1123, Ize jako negativni kontrolu pouZit tytéz bunky, u kterych byla cinnost pump zablokovana pomoct
specifického inhibitoru, ktery neovliviiuje membrdnovy potencidal bunék.
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Obr. 3-38 V nepritomnosti glukézy je celkova aktivita pump CaCdrlp a
CaCdr2p u bunék Kklinického izolatu CY 1123 stabilni a vyrazné vysSi nez
u bunék standardniho divokého kmene Candida albicans SC5314. Barvici kiivky
bunék standardniho divokého kmene SC5314 (A) a klinického i1zolatu CY 1123 (B)
bez (prazdné symboly) a v pfitomnosti 10 puM beauvericinu (plné symboly).
Beauvericin byl k suspenzi bunc¢k pfidan 10 min pied fluorescen¢ni sondou
diS-Cs(3). PreruSovana vodorovnd cCara demonstruje stejnou rovnovaznou hodnotu
Amax barvicich kiivek bunék obou kmentl s inhibovanymi pumpami beauvericinem
indikujici jejich stejny membranovy potencidl. Modré (A) a Cervené (B) sloupce
zvyraziujici rozdily mezi hodnotami Ay.,x u bun€k v pfitomnosti a nepfitomnosti
beauvericinu demonstruji celkovou aktivitu CaCdrlp a CaCdr2p ve ¢tyfech rliznych
casech (30, 60, 90 a 120 min). (C) Porovnani celkové aktivity pump CaCdrlp a
CaCdr2p u bunék standardniho kmene SC5314 (panel A) a klinického izolatu CY
1123 (panel B). Stfedni hodnoty a smérodatné odchylky byly ziskany ze tfi
nezavislych experimenti.
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3.4.3.2 Testovani ucinku inhibitoru pump CaCdrip a CaCdr2p na akumulaci sondy
diS-C3(3) v burikach CY 1123 a SC5314

Hlavnim cilem testovani inhibitori obou pump CaCdrlp a CaCdr2p
(beauvericin, farnesol) nebo jen pumpy CaCdrlp (enniatin B, derivat H) na bunkach
rezistentniho klinického izolatu C. albicans CY 1123 bylo zodpovézeni nasledujicich
otazek:

(1)  Jsou koncentrace latek, které¢ uc¢inng inhibuji Cinnost jak pumpy CaCdrlp
ubunék Acdr2, tak pumpy CaCdr2p u bunék Acdrl, dostatecné k uplnému
zablokovani transportu sondy z buné€k klinického izolatu CY 1123?

(2)  Jaky vliv na odstraiiovani sondy z bunék klinického izolatu CY 1123 maji
inhibitory pumpy CaCdrlp?

3) Jsou latky inhibujici pouze pumpu CaCdrlp z Iékatského hlediska diilezité?

Splynuti barvicich kiivek bunék SC5314 a CY 1123 po piidani jak 10 uM
beauvericinu (8 pg/ml), tak 100 uM farnesolu, obr. 3-39A (u beauvericinu viz téz
obr. 3-38A,B), jasné dokazuje, Ze pouzité koncentrace™ jsou dostatecné pro iplnou
inhibici transportu sondy pumpami CaCdrlp a CaCdr2p i u bun¢k klinického izolatu
CY 1123 s nadprodukci téchto pump v membrang.

Ackoliv jsme neptfedpokladali, Ze pridani latek ucinné€ inhibujici pouze
pumpu CaCdrlp povede k vyrazné akumulaci sondy v buitkach CY 1123 vzhledem
k vysoké aktivit¢ pumpy CaCdr2p, zanedbatelny inhibi¢ni ucinek (~ 10 %) jak
enniatinu B, tak derivatu H (obr. 3-39B) byl pomérné neocekavany. Diivodem muze
byt jak vyssi zastoupeni pumpy CaCdr2p v membrané bun€k tohoto klinického
izolatu, tak jeji efektivnéjs$i odstranovani sondy z bun€k v porovnani s pumpou

CaCdrlp (viz kapitola 3.4.1).

* Jednad se o koncentrace, pii kterych byla pozorovana uplna inhibice transportu sondy jak
pumpou CaCdrlp u bunék Acdr2, tak pumpou CaCdr2p u bunék Acdrl.
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Obr. 3-39 Pouze ucinné inhibitory obou pump CaCdrlp a CaCdr2p jsou
schopny tplné zablokovat transport fluorescenéni sondy diS-C;(3) z bunék
klinického izolatu CY1123. Porovnani barvicich kiivek bunck standardniho
divokého kmene SC5314 a klinického izolatu CY 1123, ke kterym byly v 18. minuté
barveni pfidany (A) inhibitory obou pump, beauvericin a farnesol, a (B) inhibitory
pouze pumpy CaCdrlp, enniatin B a derivat H. Prdzdné symboly — barveni
kontrolnich bunék bez ptidani testovanych latek. Vlozené obrazky v (A) a (B) —
sttedni hodnoty a smérodatné odchylky rozsahu inhibice transportu sondy vyvolané
jednotlivymi inhibitory u bun€k klinického izolatu CY 1123 ze tfi nezavislych
experimentll. Rozsah inhibice transportu sondy byl urcen podle rovnice (1), ve které
A predstavuje rozdil mezi rovnovaznymi hodnotami Amax u bunck citlivého
standardniho kmene SC5314 a klinického izolatu CY 1123 v pfitomnosti a B
v nepfitomnosti testovanych latek.

Zjisténi, Ze inhibitory pumpy CaCdrlp nemaji v podstaté vliv na transport
sondy (a pravdépodobné také jakékoliv jiné latky/léku, pokud je tato substratem
obou pump) zbunék svice aktivnimi MDR pumpami, evokuje pochybnost
o vyznamu vyhledavani takovychto inhibitorti. Zajimalo nas proto, zda jsou azoly,
které jsou Casto pouzivany pii 1écbé kandidoz (viz kapitola 1.6.2), opravdu substraty
obou pump, jak vyplyva z vysledkli zonovych testi studie z roku 2007 provedené
pomoci série chimérickych konstruktl vzniklych heterologni expresi geni CaCDRI
nebo CaCDR?2 v nepatogenni kvasince S. cerevisiae AD1-8 [73], nebo pouze pumpy
CaCdrlp, jak ukazuji vysledky z roku 1997 [108].
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Jak ukazuji vysledky nasi studie, ve které byla pouzita série izogennich
kmend C. albicans AcdriAcdr2, Acdr? a Acdrl, jsou vSechny testované azoly
substraty pouze pumpy CaCdrlp, obr. 3-40A. To znamena, ze za rozdily v citlivosti
bunék standardniho kmene SC5314 a klinického izolatu CY 1123 k témto azolim je
zodpovédna zejména nadprodukce pumpy CaCdrlp u bun¢k CY 1123, obr. 3-40B.

C. albicans
B

AcdriAcdr? Acdr? (cdrip) Acdrt (Cd2p) SC5314 CY 1123

>

Itrakonazol Ketokonazol Mikonazol Klotrimazol

Bifonazol

Obr. 3-40 Za rezistenci bunék Kklinického izolatu CY1123 k azolim je
zodpovédna zejména nadprodukce pumpy CaCdrlp. (A) Testované azoly jsou
substraty pumpy CaCdrlp, nikoliv vSak pumpy CaCdr2p. Inhibi¢ni zony bunck
AcdrilAcdr2, Acdr? a Acdrl vzniklé ucinkem klotrimazolu (5,8 uM), mikonazolu
(19,2 uM), ketokonazolu (3,8 uM), itrakonazolu (42,4 uM) a bifonazolu (193 uM).
(B) Odlisna citlivost bunék standardniho kmene SC5314 a klinického izolatu CY
1123 k testovanym azolim. Inhibi¢ni zéony bun¢k SC5314 a CY 1123 vystavené
ucinku klotrimazolu (43,5 uM), mikonazolu (144 uM), ketokonazolu (28,2 uM),
itrakonazolu (85 uM) a bifonazolu (3,22 mM).
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Abychom zdUraznili dalezitost latek inhibujicich pouze pumpu CaCdrlp
pii lécbe kandidéz pomoci azold, provedli jsme experimenty, ve kterych jsme
porovnavali jejich Gc¢inek v kombinaci s enniatinem B nebo beauvericinem, a to
nejenom u bun¢k Acdr2, obr. 3-41A, ale také u bunék klinického izolétu, obr. 3-41B.
Vysledky jednoznaéné potvrzuji, Ze z lékatského hlediska jsou inhibitory pumpy
CaCdrlp velmi vyznamné, protoze jejich pouziti v kombinaci s azoly vede k vyssi
citlivosti bun¢k k ufinku téchto 1€ka v dusledku jejich zvySené akumulace

v bunkach.

; Keto Clo 1
.9 ®

EnnB
Keto ®

+ EnnB

Obr. 3-41 Inhibitory pumpy CaCdrlp vyrazné zvysuji citlivost jak bunék Acdr2,
tak bunék Kklinického izolatu CY 1123 k ucinku azoli. Porovnani velikosti
inhibi¢nich zo6n vytvofenych u bunék Acdr2 (A) a CY 1123 (B) vystavenych uc¢inku
azold, enniatinu B (0,39 mM) nebo beauvericinu (3,2 mM) a jejich piislusné
kombinaci. Zasobni roztoky pro buiiky Acdr2/CY 1123: ketokonazol (3,8/28,2 uM),
klotrimazol (5,8/43,5 uM), mikonazol (19,2/144 uM), bifonazol (193 uM/3,22 mM)
a itrakonazol (42,4/85 uM).

Jak vyplyva ze studie provadéné na klinickém izolatu CY 1123, mohou byt
pro 1é¢bu kandidéz pomoci kombinované terapie dilezité rovné€Zz inhibitory U¢inné
blokujici odstranovani 1ékd z bunék pouze jednou z dvojice pump CaCdrlp a
CaCdr2p, zejména pumpou CaCdrlp. Ztohoto pohledu se jevi nas postup
umoziujici pomoci diS-C;(3) fluorescen¢ni metody vyhledavat Gi€inné inhibitory jak

pumpy CaCdrlp, tak pumpy CaCdr2p (viz kapitola 3.4.2) jako velmi perspektivni.
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4 Zavér

Hlavnim cilem disertacni prace bylo studium vlivu riznych chemickych latek
(substratti, inhibitort, atd.) na transportni aktivitu MDR pump u tfi druhti kvasinek
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis a Candida albicans. Nase zjisténi,
ze potenciometrickd fluorescencni sonda diS-Cs(3) je substratem nejenom pump
ScPdr5p a ScSnq2p, ale také pumpy K/Pdr5p a pump CaCdrlp a CaCdr2p, ndm
umoznilo pouzit diS-C;(3) fluorescenéni metodu ptvodné vyvinutou pro sledovani
aktivity pump u S. cerevisiae také pro vyzkum méné prozkoumanych pump
uK. lactis a C. albicans. Vysledky ziskané pomoci fluorescenéni metody byly
podpoieny biologickymi testy, zejména zonovym testem, ktery umoznuje stanovit,
jestli je testovand latka substratem pump. Vysledky disertaéni prace byly
publikovany v impaktovanych mezinarodnich casopisech (pfilohy 1-3) a

prezentovany na mezindrodnich konferencich (ptilohy 4-6).

Prvni €ést prace se zabyva porovnanim velikosti vazebnych kapes pumpy
ScPdr5p u kvasinky S. cerevisiae a jeho mén€ prozkoumaného homologu K/PdrSp
kvasinky Kluyveromyces lactis. Pro stanoveni rozdilti v uspofadani vazebné kapsy
ScPdr5p a KIPdrSp pomoci diS-C;(3) fluorescenéni metody jsme pouzili (1) sérii
pomérné jednoduchych azoll, které jsou zndmymi spole¢nymi substraty obou pump,
(2) modelové substraty jednotlivych vazebnych mist ve vazebné kapse ScPdr5p a (3)
relativné velké substraty pumpy ScPdr5, enniatin B a jeho analog beauvericin.

K nejvyznamnéjSim vysledktim této casti prace bezesporu patii:

* Fluorescen¢ni sonda diS-C;(3) se vaze do vSech identifikovanych vazebnych mist
ve vazebné kapse obou pump.

= Uspotadani vazebnych mist ve vazebné kapse K/Pdr5p je t€snéjsi nez uspotradani
vazebnych mist u ScPdr5p, coz je disledkem mensi velikosti jeji vazebné kapsy

v porovnani s ScPdr5p.

wevr

delece gent KIPDR16 a KIERG6 u bunék K. lactis na velikost jejich membranového
potencidlu a aktivitu MDR pump, je zjisténi, Ze bez ohledu na zplsob, jakym delece
téchto genll ovliviluje stav plazmatické membrany buné€k, dochdzi v obou ptipadech

k jeji hyperpolarizaci. DalS§im dilezitym zjiSténim je, Ze zatimco delece genu
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KIPDRI16 nema vliv na aktivitu MDR pump, v disledku delece K/IERG6 dochazi
ke ztraté¢ jejich aktivity.

Hlavnim cilem zé&vére¢né casti prace bylo zavedeni efektivniho postupu
pro vyhledavani u¢innych inhibitortt dvou hlavnich MDR pump CaCdrlp a CaCdr2p
vyvinuté metody spoc¢iva v pouziti nepatogennich kvasinek S. cerevisiae pro prvotni
monitorovani u¢inku vSech testovanych latek na aktivitu pump ScPdr5p a ScSnq2p.
Pouze ty latky, které efektivné inhibuji transport sondy zprostfedkovany alespon
jednou z téchto pump, jsou nasledné testovany jako potencialni inhibitory pump
CaCdrlp a CaCdr2p. Pomoci tohoto postupu se ndm podafilo ze série nove
syntetizovanych derivati 1,4-dihydropyridinu identifikovat derivat H jako novy
ucinny inhibitor pumpy CaCdrlp.

Navic jsme v ramci této studie ukézali, Ze k Uplnému zablokovani aktivniho
odstraniovani sondy z bun¢k rezistentniho klinického izolatu CY 1123 s nadprodukci
pump CaCdrlp a CaCdr2p v jejich membrané, je zapotiebi pouzit latky ucinné
inhibujici ¢innost obou pump. Nicméné také latky, které jsou U¢innymi inhibitory
pouze pumpy CaCdrlp (jako enniatin B nebo derivat H), mohou byt z lékaiského
hlediska velmi dulezité. Jak jsme totiz dokazali, azoly (nejCastéji pouzivana

antimykotika) jsou odstraiovany z bunék pravé touto pumpou.

Vzhledem k tomu, Ze fluorescenéni sonda diS-C;(3) je také substratem
lidského P-glykoproteinu, ktery je zodpov&dny napt. za rezistenci rakovinnych bunck
vici chemoterapeutikiim, predstavuje diS-C;(3) fluorescencni metoda perspektivni
nastroj k vyhledavani novych uc¢innych inhibitort této MDR pumpy, které by mohly

byt pouzity v kombinované terapii s protirakovinnymi léky.
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Seznam pouzitych zkratek
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ADP
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ALDP
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Beau

Bifo
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C-P pufr
CCCP

CD koktejl
CDR
CFTR

Clo

CTP
DHA1/2

diS, disS-C3(3)

DM-11
DMF
DMSO
EnnB
ER

ES
GTP
GV
HMG
Lmax
Itra

K. lactis

ATP-binding cassette

Adenosine diphosphate (adenosin difosfat)
Acquired immune deficiency syndrome (syndrom ziskaného selhani
imunity)

Adrenoleukodystrophy protein

Adenosine triphosphate (adenosin trifosfat)
Benzalkonium chlorid

Beauvericin

Bifonazol

Candida albicans

Citrate-phosphate buffer (citrat-fosfatovy pufr)
Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone
Koktejl obsahujici CCCP a DM-11

Candida drug resistance

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Clotrimazole (klotrimazol)
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dmg.‘l;fr antiporter 1/2

3.3'- dipropylthiokarbocyanin jodid
2-dodekanoyloxyethyl-dimethylamonium chlorid
N,N-dimetylformamid

Dimetylsulfoxid

Enniatin B

Endoplazmatické retikulum

Endosomes (endozomy)

Guanosine triphosphate (guanosin trifostat)
Golgiho vacky

3-hydroxy-3-metylglutaryl

Intenzita maxima fluorescence

Itrakonazol

Kluyveromyces lactis
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Keto
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Mico
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RND
R6G
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TMD
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UTP
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Ve
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YEF3
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Ketokonazol

Mitochondrie

Multidrug resistance (mnohocetnd 1ékova rezistence)
Major facilitator superfamily

Miconazole (mikonazol)

Multidrug resistance-associated protein
2-(metyl-trityl-amino)-etanol

Nucleus (jadro)

4-nitroquinoline N-oxid

Nucleotide triphosphate (nukleotid trifosfat)
Nukleotid vazici doména

Optical density (optickd hustota)

Pleiotropic drug resistance

RNase L inhibitor

Resistance-Nodulation-Division

Rhodamin 6G

Saccharomyces cerevisiae

Small multidrug resistance

Slovenska technicka univerzita v Bratislavé
Tetrabutyltin (tetrabutylcin)

Tritylimidazol

Transmembranova doména

Université catholique de Louvain

Univerzita Komenského v Bratislavé

Uridine triphosphate (uridin trifosfat)

Vakuola

prumérny objem bunky kvasinek Kluyveromyces lactis
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Whole genome duplication (zdvojeni celého genomu)
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Vlnové délka polohy maxima emisniho spektra
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Aem Emisni vinova délka

Mex Excitac¢ni vlnova délka
1,4-DHP 1,4-dihydropyridine-2,3, 5-tricarboxylate
2-DG 2-deoxy-D-glukéza
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One sentence summary: Using our diS-Cs(3) diagnostic assay, we show that the ability of common substrates (azoles) of ScPdrSp and KIPdrSp to
competitively inhibit the PdrSp-mediated efflux of the probe differs in the two species as a consequence of tighter arrangement of the KIPdrSp binding
pocket compared to that of ScPdrSp.

Editor: Jens Nielsen

ABSTRACT

Multidrug transporters are often responsible for failure of medical treatment, since they expel a variety of structurally and
functionally unrelated drugs out of the cell. We found that the fluorescent probe diS-Cs(3) is a substrate of not only PdrSp of
Saccharomyces cerevisiae (ScPdr5p) but also of its less-explored Kluyveromyces lactis homologue (KIPdr5p). This enabled us to
compare the ability of azoles to competitively inhibit the Pdr5p-mediated probe efflux in the two species. In K. lactis, these
azoles completely inhibit probe transport by KIPdr5p and also compete with each other for transport. This indicates that the
probe and the azoles are bound by the same site(s) of the KIPdrSp binding pocket. On the other hand, the azoles' capacity to
inhibit the probe transport by ScPdr5p is limited, as a result of 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
KIPdrSp. Our data point to a tighter arrangement of the KIPdrSp binding pocket compared to that of ScPdr5p.

Keywords: Pdr5p; binding site; fluorescent probe diS-Cs(3); azoles; competitive inhibition; enniatin B

INTRODUCTION membrane proteins (Prasad and Goffeau 2012). One of the main
MDR pumps of Saccharomyces cerevisiae is ScPdr5p, which is able
torid the cells of an astonishingly wide range of structurally and
functionally distinct compounds (Kolaczkowski et al. 1996). The
function and structure of ScPdr5p have been studied and de-
scribed in detail over the last 25 years (reviewed in Golin and
Ambudkar 2015). The results of these studies have provided

Multidrug resistance (MDR) is an evolutionary conserved cel-
lular mechanism providing defence against chemical toxic-
ity of environmental toxins and drugs. In yeast, MDR is the
result of the overexpression of drug efflux pumps belong-
ing to the ATP-binding cassette (ABC) superfamily of plasma
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us, among other things, with knowledge about the way sub-
strates bind to the pump. Based on studies using rhodamine
6G as a benchmark substrate, Kolaczkowski et al. (1996) pro-
posed that ScPdr5p makes use of more than one site to bind
its substrates. This idea has been elaborated upon by others
and the current view is that the binding pocket of ScPdr5Sp
has at least three distinct binding sites, each apparently us-
ing different chemical properties to transport the substrates, as
shown by [*H]-chloramphenicol accumulation (Golin et al. 2003;
Hanson et al. 2005).

Owing to its industrial application (e.g. in lactose fermen-
tation and as a host for heterologous protein expression)
and metabolic peculiarities (Crabtree-negative, petite-negative),
Kluyveromyces lactis has become an alternative model organism
to the more traditional S. cerevisiae, especially for other uncon-
ventional yeast species. The two species are phylogenetically
closely related, both being members of the Saccharomycetaceae
family. It has been proposed by Wolfe and Shields (1997) that S.
cerevisiae underwent a whole-genome duplication after its diver-
gence from K. lactis. While the majority of the duplicated genes
have been deleted from the genome over time, most of the du-
plicates that have remained in S. cerevisiae only have a single
homologue in K. lactis. The number of genes coding ABC trans-
porters is also somewhat lower in K. lactis (22 vs 29 in S. cerevisiae)
(Gbelska, Krijger and Breunig 2006). There have been extensive
studies on the nature of the ScPdr5Sp binding pocket concerning
its size and number of binding sites. However, similar studies of
KIPdr5p, the K. lactis homologue of ScPdr5p (Chen 2001), have not
been carried out to date, leading to complete absence of data on
this important pump parameter.

To fill some of the gaps, we used a novel approach util-
ising the diS-Cs(3) fluorescence assay originally developed in
our laboratory to study the activity of ScPdrSp in cell suspen-
sions (Gaskova et al. 2002). The flucrescence assay is based
on comparing the accumulation of the benchmark pump sub-
strate diS-Cs(3) in Pdr5p-expressing and Pdr5p-deficient cells in
the presence and absence of a substrate/inhibitor (Hendrych
et al. 2009). The difference in staining between Pdr5Sp-expressing
and PdrSp-deficient cells reflects the pump’s capacity for probe
transport. Hence, monitoring of how this difference is affected
by the addition of a substrate provides us with information
about possible inhibition of probe transport and substrate-probe
co-transport, as is the case of ScPdrSp-mediated transport of
ketoconazole (Gaskova et al. 2013). From such data, conclu-
sions about the character of the Pdr5p binding pocket can be
drawn.

In this study, we show that the diS-Cs(3) fluorescent probe
is a valuable benchmark substrate not only for menitoring of
the transport activity of ScPdrSp but also of KIPdrSp. This al-
lows us to select a series of common ScPdrSp and KiPdrSp azole
substrates and monitor their ability to competitively inhibit the
PdrSp-mediated probe transport in both species. The main aim
of this study is to bring insight into the differences between the
binding pockets of KIPdr5p and ScPdr5p, focusing on their size
and the number of binding sites.

MATERIALS AND METHODS

Yeast strains

The Saccharomyces cerevisiae strains AD1-3 (MATe, PDR1-3, ura3,
his1, yorla:hisG, snq2A:hisG, pdrSA:hisG) and AD12 (MATe,
PDR1-3, ura3, hisl, yorlA:hisG, snq2A::hisG) (Decottignies et al.
1998) are derived from the parental strain US50-18C (MATe,

PDR1-3, ura3, hisl). The Kluyveromyces lactis strains CK373/1
(MATa, uraAl, ade2, RAG1+ (pKD1+), pdr5A:kan) (Chen 2001)
and CK373/1 + KIPDRS (MATa, uraAl, ade2, RAG1+ (pKD1+),
pdr5Arkan, p26) (Takacova et al. 2002) are derived from the
parental strain PM6-7A (MATa, uraAl, ade2, RAG1+ (pKD1+))
(Chen, Wesolowski and Fukuhara 1992).

For convenience, the PdrSp-expressing strains AD12 and
CK373/1 + KIPDRS5 are in text referred to as PDR5+ strains
and the PdrSp-deficient strains AD1-3 and CK373/1 as pdr5-
strains.

Media and cell growth conditions

Yeast precultures were grown in YPD medium (2% yeast extract,
1% bactopeptone and 2% glucose) at 30°C for 24 h. A small vol-
ume (10-40 ul for S. cerevisiae and 1-10 ul for K. lactis) of this
preculture was added to 10 ml of fresh YPD medium, and the
main culture was grown until it reached the desired phase of
growth.

Fluorescence measurements of diS-C3(3) accumulation
in cells

Exponential yeast cells were harvested, washed twice with dis-
tilled water and resuspended in citrate-phosphate buffer (10
mM HNa;04P-12H,0 titrated to pH 6.0 with citric acid). The op-
timal concentration of K. lactis cells was set to ODsys = 0.13
(2.5 x 105 cells/ml). Since K. lactis cells are slightly smaller than
S. cerevisiae cells, the concentration of S. cerevisiae cells was set
to ODsys = 0.11 (1.8 x 106 cells/ml) to keep the overall biomass in
the samples constant. This adjustment is important when com-
paring different yeast strains/species using the diS-Cs(3) fluores-
cence assay.

The dis-Cs(3) (3,3'-dipropylthiacarbocyanine iodide) probe
was added to 3 ml aliquots of the yeast cell suspension in cu-
vettes to a final concentration of 2 x 10-# M. Fluorescence emis-
sion spectra of the stained cell suspensions were measured
using a FluoroMax-4 spectrofluorimeter (Horiba JobinYvon) in
intervals of 2-5 min. The excitation wavelength was 531 nm, flu-
orescence emission range was 560-590 nm and scattered light
was eliminated by an orange glass filter with a cut-off wave-
length of 540 nm.

The rate and extent of intracellular probe accumulation are
reported by the dependence of the diS-C;(3) flucrescence emis-
sion maximum wavelength (Amax) on the time of staining, the
so-called staining curve (Denksteinova et al. 1997; Gaskova et al.
1998). When appropriate, the tested compound was added to
the desired final concentration after ~20 min of staining. The
samples were kept at room temperature and occasionally gen-
tly stirred.

The activity of the pump was determined as the difference
between the equilibrium intracellular probe concentration (i.e.
the equilibrium level of staining, A) of pdr5- and PDRS+ strains
in the absence and presence of substrates.

Confocal fluorescence microscopy

Cell suspensions were prepared in the same way as described
above for the spectrofluorimetric measurements and stained
with 2 x 10% M diS-Cs(3) probe for 30 min. After this incu-
bation interval, micrographs were captured using an Olympus
IX83/FV1200 laser scanning microscope with a water immersion
objective UPLSAPO 60x/1.2.
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Disc diffusion assay

To determine the substrate specificity of KIPdrSp and ScPdr5p,
disc diffusion assays were performed as described before
(Gaskova et al. 2013). Tested chemicals (3-7 ul) were spotted onto
‘Whatman paper discs lying on the top of the cell-containing top
agar. After 48 h at 30°C, the plates were photographed and the
sizes of the growth inhibition zones were measured. To deter-
mine the possibility of competitive inhibition between two sub-
strates, we used a ‘double addition’ mode of the classical disc
diffusion test (Gaskova et al. 2013), where one of the tested pair
of compounds was added onto a disc 15 min before the other
(and vice versa). When appropriate, the fluorescence probe diS-
Ca(3) was added 15 min after the addition of the second substrate
(a ‘triple addition’ mode).

Chemicals

The following materials were purchased from the respec-
tive companies: diS-Cs(3) (3,3 -dipropylthiacarbocyanine iodide),
DMSO (dimethyl sulfoxide), DMF (dimethyl formamide) and ace-
ton (Fluka, Prague, Czech Republic), yeast extract (Serva, Hei-
delberg, Germany), bactopeptone (Oxoid, Brno, Czech Repub-
lic), glucose, ethanol for UV spectroscopy and Na;HPO,4-12H;0
(Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic), citric acid (Penta,
Prague, Czech Republic), agar (Dr Kulich, Pharma, Hradec
Kralove, Czech Republic). PdrSp substrates, protonophore and
lysosomotropic compound were obtained from the following
sources: azoles (clotrimazole, miconazole, bifonazole, ketocona-
zole, itraconazole), enniatin B, 2-(methyl-trityl-amino)-ethanol,
tritylimidazole, tetrabutyltin, rhodamine 6G and protenophore
CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) (Sigma-
Aldrich, Prague, Czech Republic), and the lysosomotropic com-
pound DM-11 (2-dodecanoyloxyethyldimethylammonium chlo-
ride) was synthesised in the laboratory of Prof. S. Witek (Uniwv.
‘Wroclaw; Witek et al. 1997) and kindly provided by Dr A. Kra-
sowska.

RESULTS AND DISCUSSION

Fluorescent probe diS-C3(3) and tested azoles are
substrates shared by ScPdrSp and KIPdr5p

In order to determine if the diS-C3(3) fluorescent probe is a
substrate of KIPdr5p, we compared its accumulation in the
PdrSp-expressing and Pdr5p-deficient (henceforth referred to as
PDR5+ and pdr5- respectively) Kluyveromyces lactis strains using
confocal fluorescence microscopy (Fig. 1A) and disc diffusion
tests (Fig. 1B). The lower probe accumulation in PDRS+ cells com-
pared to pdr5- cells and greater growth inhibition zones of pdr5-
cells clearly show that diS-Cs(3) is indeed a substrate of KIPdrSp,
just like it is a substrate of ScPdrSp (Fig. 1A and B). It is worth
noting that the dark compartments inside the cells in Fig. 1A
are vacuoles that do not accumulate the probe. Their membrane
potential is, in contrast to plasma membrane potential, positive
inside, because the vacuolar V-ATPase pumps protons into the
vacuole.

To get insight into the possible differences in the arrange-
ment of PdrSp substrate-binding pocket in both species, we used
a series of relatively simple azoles (clotrimazole, miconazole, bi-
fonazole, ketoconazole and itraconazole) that are known sub-
strates of both S5cPdrSp (Rogers et al. 2001; Golin et al. 2003; Han-
son et al. 2005) and KIPdrSp (Takacova et al. 2002; Balkova et al.
2009), see also Fig. 2. Monitoring their ability to competitively
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Figure 1. DiS-Cs(3) is a substrate of both ScPdrSp and KIPdrSp. (A) Intracellular
accumulation of the probe in S. cerevisiae (both PDR5+ and pdr5-) and K. lactis
(both PDRS+ and pdr5-) cells was imaged by confocal microscopy after 30 min
incubation with the fluorescent probe. (B) Growth inhibition zones measured in
a disc diffusion test; all strains were exposed to 1 mM diS-Cs(3).

inhibit the PdrSp-mediated probe transport in both species en-
abled us to decide whether these substrates and diS-Cs(3) bind
to the same site(s) in the binding pocket of the pump.

Different effectiveness of clotrimazole to competitively
inhibit Pdr5p-mediated probe transport in
Saccharomyces cerevisiae and Kluyveromyces lactis

To optimise our diS-C;(3) fluorescence assay (Hendrych et al.
2009; Gaskova et al. 2013) for comparing the probe transport ac-
tivity of the studied pumps after addition of a shared substrate,
we used clotrimazole as a model compound, since it is known to
bind to two (referred as site 1 and site 2) out of the three binding
sites in the ScPdrSp binding pocket, having different affinities for
each (Golin et al. 2003; Golin, Ambudkar and May 2007).

To achieve comparable extent of clotrimazole-induced inhi-
bition of Pdr5p-mediated probe efflux in both species, it was nec-
essary to add higher concentrations of the substrate to S. cere-
visiae cells than to K. lactis cells, as indicated by the staining of
the strains (Fig. 3A and B). This difference originates in higher
overall ScPdr5p activity compared to that of KIPdr5p, which is
probably a consequence of the overexpression of Pdr5p in the
used S. cerevisiae strain, AD12 (Balzi et al. 1994). The lower PdrSp
expression in K. lactis is reflected in the smaller difference of diS-
C3(3) staining of PDR5+ and pdr5- control cells (Fig. 3A and B) and
also in the less striking difference in the inhibition zone sizes of
the strains in the presence of clotrimazole (Fig. 2).

Clotrimazole addition to cells of both species diminishes
the difference of staining levels between the PDR5+ and pdr5-
strains, demonstrating the concentration-dependent character
of the probe transport inhibition (Fig. 3A and B). In general, stain-
ing of MDR pump-deficient cells is dependent solely on their
membrane potential (Gaskova et al. 2002). The addition of clotri-
mazole to the pdr5- strains has only a small effect on their stain-
ing, indicating slight hyperpolarisation of K. lactis cells (Fig. 3A)
and weak depolarisation of S. cerevisiae cells (Fig. 3B). We there-
fore conclude that the compound does not have a significant ef-
fect on membrane potential. Note that since membrane poten-
tial is not affected by the presence or absence of Pdr5p (and vice
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Figure 2. The tested azoles are substrates of both ScPdrSp and KIPdrSp. Growth inhibition zones of pdrS- and PDRS+ cells of both species exposed to clotrimazole

(5.8 mM), miconazole (4.8 mM), bif le (6.4 mM), ket

versa) (Gaskova et al. 2002), the change in membrane potential
caused by clotrimazole (or generally any compound) is the same
in pdr5- and PDR5+ cells, i.e. the absolute difference between
the staining of the strains is not affected by a change in their
membrane potential. To confirm that the increase in staining of
PdrSp-expresing cells after clotrimazole addition is indeed the
result of inhibition of probe transport and is not connected to
a rise in the fraction of permeabilised cells, we added the di-
agnostic CD cocktail (10 uM CCCP + 10 M DM-11). The coinci-
dence of staining curves after the addition of the cocktail clearly
demonstrates the absence of permeabilised cells in the sample

138

le (3.8 mM) and itraconazole (2.8 mM).

(Gaskova et al. 2013). For illustration, the competition of clotri-
mazole and the diS-Cs(3) probe for transport is also documented
by the increased size of the growth inhibition zones when they
are applied together (Fig. 3C).

While the staining curves readily display the dynamics of the
processes taking place after the addition of a substrate, they are
not very convenient for comparison among a greater set of sub-
strates and species. It is far more practical to compare the emis-
sion maxima in equilibrium, A, which also enables us to take full
advantage of statistical analysis. To compare the effect of var-
ious substrates, we assessed the extent of substrate-mediated
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probe transport inhibition utilising the measured A values and
the following equation:

pdrs. _ APDRS+
substrate
AP, PDRS+

Inhibition of probe transport = (1 -
control control

(1)
where A denotes the emission maximum wavelength in equi-
librium, lower indices ‘substrate’ and ‘control’ indicate the pres-
ence and absence of a substrate, respectively, and upper indices
‘pdr5-" and ‘PDR5+’ indicate the absence and presence of Pdr5p,
respectively. The second term in the brackets denotes the resid-
ual probe pumping activity after the addition of a substrate.
Equation 1 enables us to readily compare the ability of vari-
ous substrates to inhibit the probe transport mediated by PdrSp
in both studied species. As is evident from Fig. 3D, even a
low clotrimazole concentration (1.7 uM) is sufficient to cause

suhslrale) % 100,

complete inhibition of the probe transport in K. lactis, suggesting
that clotrimazole binds to the same site(s) as the probe.

On the other hand, the addition of clotrimazole to S. cerevisiae
cells, even to the highest used concentration (30 uM), is not suf-
ficient to fully suppress the ScPdr5p-mediated probe transport,
amounting to only ~60% inhibition. This saturating and incom-
plete competitive inhibition of ScPdr5p-mediated probe trans-
port by clotrimazole is a typical feature for binding pockets with
multiple binding sites (Hanson et al. 2005).

This saturation contrasts with complete clotrimazole-
induced inhibition of ScPdrSp-mediated efflux of rhodamine
6G (Hanson et al. 2005) which is known to bind only to site 1
(Golin et al. 2003). We therefore conclude that the saturating
incomplete inhibition of ScPdrSp-mediated probe transport by
clotrimazole is the result of diS-C3(3) probe binding not only
to clotrimazole-binding sites 1 and/or site 2, but also to site
3 which does not bind clotrimazole. In this case, incomplete
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probe transport mediated by KIPdrSp (red) and ScPdrSp (blue) after the addition of clotrimazole. Clotrimazole was added at t = 20 min, A values measured and the
extent of probe transport inhibition calculated according to Eq. 1. Means and SDs were calculated from five independent repeats.

probe transport inhibition utilising the measured A values and
the following equation:

pdrs _ APDRS+

substrate
pdr5— PDRS+

Acontrol ~ Acontrol

Inhibition of probe transport = (1 -

ey
where A denotes the emission maximum wavelength in equi-
librium, lower indices ‘substrate’ and ‘control’ indicate the pres-
ence and absence of a substrate, respectively, and upper indices
‘pdr5-" and ‘PDR5+’ indicate the absence and presence of Pdr5p,
respectively. The second term in the brackets denotes the resid-
ual probe pumping activity after the addition of a substrate.
Equation 1 enables us to readily compare the ability of vari-
ous substrates to inhibit the probe transport mediated by PdrSp
in both studied species. As is evident from Fig. 3D, even a
low clotrimazole concentration (1.7 uM) is sufficient to cause

Asubsuale) % 100,

complete inhibition of the probe transport in K. lactis, suggesting
that clotrimazole binds to the same site(s) as the probe.

On the other hand, the addition of clotrimazole to S. cerevisiae
cells, even to the highest used concentration (30 M), is not suf-
ficient to fully suppress the ScPdrSp-mediated probe transport,
amounting to only ~60% inhibition. This saturating and incom-
plete competitive inhibition of ScPdr5p-mediated probe trans-
port by clotrimazole is a typical feature for binding pockets with
multiple binding sites (Hanson et al. 2005).

This saturation contrasts with complete clotrimazole-
induced inhibition of ScPdrSp-mediated efflux of rhodamine
6G (Hanson et al. 2005) which is known to bind only to site 1
(Golin et al. 2003). We therefore conclude that the saturating
incomplete inhibition of ScPdr5p-mediated probe transport by
clotrimazole is the result of diS-Cs(3) probe binding not only
to clotrimazole-binding sites 1 and/or site 2, but also to site
3 which does not bind clotrimazole. In this case, incomplete
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inhibition of probe transport by clotrimazole could be explained
by co-transport of the two compounds.

In ScPdr5p binding pocket the probe diS-Cs(3) binds to
all three identified substrate-binding sites

The multisite nature of ScPdr5p binding pocket was discovered
using the approach introduced by Golin et al. (Golin et al. 2003;
Hanson et al. 2005; Golin, Ambudkar and May 2007). Based on the
study of competitive inhibition of relatively simple substances,
several Pdr5p substrates have been identified that bind specifi-
cally only to one of the binding sites. Rhodamine 6G, chloram-
phenicol, 2-(methyl-trityl-amino)-ethanol and (2-chloro-ethyl)-
methyl-trityl-amine defined a single transport site, referred to as
site 1. Tritylimidazole and tritylamine are the site 2 substrates,

and tetrabutyltin binds only exclusively to site 3 (Golin, Ambud-
kar and May 2007).

To confirm our statement that diS-Cs(3) binds not only to site
1 and/or site 2 but also to site 3 (see above), we used diS-Cs(3)
fluorescence assay and 2-(methyl-trityl-amino)-ethanol (MTAE),
tritylimidazole (TI) and tetrabutyltin (TBT) as benchmark sub-
strates for the single binding sites. The choice of MTAE and TI
as substrates for sites 1 and 2, respectively, was given by their
minimal direct interaction with the probe. Any strong interac-
tion complicates the interpretation of the results due to shift
of Amax towards longer wavelengths (a red shift) and can thus
falsely indicate Pdr5p inhibition.

Like clotrimazole, all benchmark substrates of single bind-
ing sites cause saturating, incomplete competitive inhibition of
ScPdrSp-mediated probe transport, amounting to ~40%-50% in-
hibition (Fig. 4A-C). This indicates that the probe binds to all
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three binding sites, possibly with distinct affinities. Therefore,
complete inhibition of probe transport cannot be accomplished
by a substrate that binds only to one or two of them.

To clearly demonstrate that the addition of substrates that
bind only to two different ScPdr5p binding sites, such as clotri-
mazole, is not sufficient for a complete competitive inhibition
of probe transport, we have performed model experiments in
which we added individual substrates in different combinations
(Fig. 4D and E). The main function of Fig. 4D is to show the
overall trend of imax changes in ScPdr5p-deficient and ScPdr5Sp-
expressing cells after exposure to individual benchmark sub-
strates and their combinations. As can be seen from Fig. 4E, only
the addition of all three individual benchmark substrates leads
to complete inhibition of ScPdrSp-mediated probe transport. In
addition, it should be emphasised that the combined addition
of benchmark substrates for sites 1 and 2 (as well as any other
combination) results in about 60% inhibition, comparable with
the effect of clotrimazole that binds to sites 1 and 2. Compari-
son of the extent of probe transport inhibition after the addition
of two (60%) and a single substrate (40%-50%) suggests that the
increase in inhibition is not merely additive in character. One
probable explanation of this incomparability appears to be that
the addition of a benchmark substrate of a given binding site
also adversely affects the binding of the probe to the remaining

le (5/5 mM), bifc le (6.5/6.5 mM), ketoconazole

ones. This could be caused by a spatial overlap of at least some
binding sites, where the presence of one substrate, e.g. T, re-
duces the affinity of the second one, i.e. the probe in this case
(Pascaud et al. 1998; Hanson et al. 2005).

DiS-C5(3) is partially co-transported with azoles by
ScPdr5p but not KIPdrSp

Our results indicate that the diS-Cs(3) probe binds to all identi-
fied binding sites of both ScPdrSp and KIPdrSp. This allowed us
to use it as a sensitive tool for identifying the binding sites of
other azoles (Fig. 5). Experiments analogous to those performed
with clotrimazole were carried out with miconazole (Mico), bi-
fonazole (Bifo), ketoconazole (Keto) and itraconazole (Itra).

The inhibition effectiveness of all tested azoles is compara-
ble to that of clotrimazole, i.e. complete inhibition of KIPdr5p-
mediated probe transport and saturating, incomplete compet-
itive inhibition of ScPdrS5p (Fig. 5). In the case of miconazole
(Fig. 5A) and bifonazole (Fig. 5B), the inhibition of ScPdr5p is the
same as that of clotrimazole, i.e. ~60%. Ketoconazole (Fig. 5D)
and itraconazole (Fig. SE) achieve saturation at a lower extent
of inhibition, about 50% and 43%, respectively. Furthermore,
the maximum attainable inhibition with ketoconazole and itra-
conazole is achieved at higher concentrations. In particular,
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ketoconazole requires eight times higher concentration than
miconazole to achieve saturation. The requirement for relatively
high concentrations of the last two azoles is documented also
by the disc diffusion tests performed with PDR5+ cells of both
species (Fig. 5C and F). The combined addition of the probe
with either ketoconazole or itraconazole to PDR5+ K. lactis cells
causes an enlargement of the growth inhibition zones compared
to the addition of the respective substrates alone. In the case of 5.
cerevisiae, however, no such enlargement is visible (Fig. 5F). This
is most likely due to a diffusion-controlled decrease in the azole
concentration around the disc below the effective limit.

Various concentrations of azoles are needed to achieve sat-
urated incomplete inhibition of ScPdr5p-mediated probe trans-
port as a consequence of the relative affinity of the probe and
the tested azole to the binding sites. Nevertheless, the saturat-
ing character itself (Fig. 5) indicates that none of the azoles binds
to more than two binding sites of ScPdr5p binding pocket. The
probe binding to the remaining one/two sites is sufficient for its
transport, although at diminished efficiency. To confirm our con-
clusion unambiguously, we performed a series of disc diffusion
tests on PDR5+ S. cerevisiae cells in which we studied the compe-
tition of the azoles with the benchmark substrates of sites 1, 2
and 3 (Fig. 6A). In these experiments, the same benchmark sub-
strates as for the former experiment were used for site 2 (TI)
and for site 3 (TBT). MTAE (site 1) was substituted by rhodamine
6G (R6G), as MTAE diffuses poorly through agar. As expected,
the tested azoles exhibit binding to only one (itraconazole—
site 3) or to two binding sites (clotrimazole, miconazole and
ketoconazole—sites 1 and 2; bifonazole—sites 1 and 3), as in-
dicated by the enlargement of the growth inhibition zones
after the combined addition of two substrates. A schematic
representation of the binding of individual azoles together with
diS-Cs(3) and benchmark substrates to the binding sites of
ScPdr5Sp is shown in Fig. 6B.

KIPdrSp has only one detectable binding site

Complete competitive inhibition of KIPdrSp-mediated probe
transport by all tested azoles indicates that, unlike in the case
of ScPdr5p, the probe binds to the same binding site(s) as the
azoles. In other words, there is no additional binding site in
KIPdr5p that would be exclusive to the probe.

To get more information on the number of binding sites in
KIPdrSp, we performed experiments analogous to those with
ScPdrSp. As we found that the benchmark substrates of the in-
dividual binding sites of ScPdrSp (MTAE, TI and TBT) are also
KIPdr5p substrates (Fig. 7A-C), we tested their inhibition effec-
tiveness of probe transport by KIPdr5p (Fig. 7D-F). In contrast to
the case of ScPdr5p, all benchmark substrates cause complete
competitive inhibition of probe transport indicating that they
bind to the same binding site(s) of the binding pocket as the
probe and azoles. In addition, simultaneous addition of azoles in
various combinations to a paper disc in a disc diffusion test al-
ways results in an enlargement of growth inhibition zones com-
pared to that of the addition of the respective azole alone. This
indicates that they are binding to the same binding site(s). When
the probe is added to the same paper disc as the two azoles,
an additional increase in the zone size is observed in all cases
(Fig. 7G). All of these data indicate the existence of only one
detectable binding site for substrate recognition and binding in
the KIPdr5 binding pocket (Fig. 7H). This finding is indeed unex-
pected and interesting because KIPdr5p transporter (1525 amino
acids) shares 63.8% aa sequence identity with ScPdrSp (1522
amino acids). In addition, structurally, these two proteins have
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a similar molecular architecture with the same organisation of
their functional domains (Chen 2001). Although these pumps
do not display completely overlapping substrate specificities,
amino acids whose mutations lead to loss of transport activ-
ity or decreased expression of ScPdrSp are strictly conserved in
KIPdr5p (Chen 2001; Dou et al. 2016).

Taken together, the published knowledge and our results in-
dicate that the arrangement of the binding sites in KIPdr5p bind-
ing pocket is tighter than that of ScPdrSp. This in turn means that
an already bound substrate may sterically hinder the binding of
another to a distinct binding site.

The specificity of individual binding domains as well as ac-
tual arrangement of the Pdr5p binding pocket, particularly in
KIPdr5p, could be elucidated by studying PdrSp mutants with
exchanged binding sites and will be a challenge for our future
studies.

KIPdr5p and ScPdr5p binding pockets differ in both size
and number of binding sites

The higher number of distinct binding sites in the ScPdrSp bind-
ing pocket compared to KIPdr5 naturally evokes the idea of its
larger cavity size. We have tried to prove this by using a relatively
bulky substrate of ScPdr5p, enniatin B (Hiraga et al. 2005), that
we have previously found to effectively inhibit the probe trans-
port by 5cPdr5p (Hendrych et al. 2009), see also Fig. 8A. As seen
in Fig. 8A, enniatin B completely inhibits the ScPdr5p-mediated
probe transport already at the concentration of 5 uM. On the
other hand, its effect on KIPdr5p is negligible. The difference
in inhibition efficiency is further demonstrated by the size of
growth inhibition zones after the probe addition to PDR5+ cells
of both species in both the presence and absence of enniatin B
(Fig. 8B). While the combined addition of the diS-Cs(3) probe and
enniatin B gives rise to a growth inhibition zone in S. cerevisiae,
there are no zones in K. lactis regardless of the identity of the
used compounds or their combination (Fig. 8B). Furthermore, the
effect of the combined addition of enniatin B with the studied
azoles is in character similar to its combined addition with the
probe, ie. it leads to an enlargement of growth inhibition zones
only in the case of ScPdr5p (Fig. 8C). A possible explanation for
the lack of effect of enniatin B on KIPdr5p-mediated transport of
the probe or other substrates could be that enniatin B does not
enter these cells. However, we excluded this possibility due to
the fact that this ionophore antibiotic (Hiraga et al. 2005) causes
slight depolarisation of K. lactis cells, which is even greater than
that of 5. cerevisiae cells. This assertion is based on the decrease
in the staining curves of pdr5- cells of both species after addition
of enniatin B, which are not shown here.

Taken together, both the diS-Cs(3) transport inhibition data
(Fig. 8A) and the results of the disc diffusion assay performed
with the probe (Fig. 8B) and with azoles (Fig. 8C) document the
inability of the relatively large molecule enniatin B to inhibit the
transport of KIPdrSp substrates and indicate that the molecule
is too bulky to be accommeodated by the KIPdr5p binding pocket
(see Fig. 8D). On the other hand, it is large enough to completely
block probe binding to all three ScPdr5p binding sites (or bind-
ing of other substrates, such as azoles, interacting with multiple
binding sites in the pocket) (Fig. 8D). This drug size-dependent
cut-off limit resembles the cut-off effect observed in the case
of alcohol-induced anaesthesia caused by their interaction with
receptors (Pringle, Brown and Miller 1981; Franks and Lieb 1984)
and supports the proposed difference in the size of the binding
pockets of ScPdrSp and KIPdr5p.
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(2.8 M). Asterisks highlight combinations of azoles and benchmark substrates leading to an enlargement of the growth-inhibition zones. (B) Schematic overview of the
binding sites of tested azoles, fluorescent probe diS-Cs(3) and benchmark substrates in the ScPdr5p binding pocket.

CONCLUSIONS

We compared the ability of different azoles to competitively in-
hibit the ScPdrSp- and KIPdrSp-mediated diS-Cs(3) probe trans-
port. Although these MDR pumps share numerous substrates
(such as tested azoles and the diS-Cs(3) fluorescent probe), it

was not clear whether they have the same arrangement of their
binding pockets. The possible differences include the number of
binding sites and the overall size of the binding pocket, which
seem to be of great importance for substrate-transporter inter-
actions. Our data indicate that the substrate specificities and
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145



(A)

K. lactis S. cerevisiae

-
o
o

o]
o

[=2]
o

E=3
o

N
o

Inhibition of probe transport (%)

o

1.8 25 5
Enniatin B (uM)
(EnnB)

@) K. lactis

Bifo

EnnB ®

EnnB

(=]

PDR5+

+EnnB +En

(D)

H Enniatin B &

"reuy s
" et
rersarsssmannnnet®

1

Mico

Itra Mico

Janéikovaetal. | 11

(8)

K. lactis S. cerevisiae

PDR5+

EnnB
+diS-C3(3)

Clo Bifo
[ ] ®
EnnB

Clo @ Bifo
+Enng *ENNB

lal=]

: Enniatin B E

guanwnss® it .

1

Figure 8. Enniatin B, a bulky substrate of ScPdrSp, has a negligible inhibitory effect on KIPdrSp-mediated transport of the probe and azoles. {(A) The concentration-

dependent inhibitory effect of enniatin B on Pdr5p-mediated probe transport in

K. lactis (red) and . cerevisiae (blue), calculated according to Eq. 1. Means and SDs were
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affinities for various substrates of the two pumps differ. We
demonstrate that the PdrSp binding pocket in Saccharomyces cere-
visiae houses more distinct binding sites and is larger than that
of Kluyveromyces lactis, as schematically illustrated in Fig. 9, sum-
marising both the already published knowledge and the findings
presented in the current study.

The fact that the diS-Cs(3) fluorescent probe, used as a bench-
mark substrate in the study, is also expelled by Cdr1p, a Candida
albicans homologue of ScPdrSp (Szczepaniak, Lukaszewicz and
Krasowska 2015), and by the mammalian transporter P-gp (also
homologous to ScPdr5p) (unpublished data) makes our approach
very promising for future studies of multiple transport sites of
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these medically important MDR pumps in relation to substrates
with chemically complex structure such as enniatin B.
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Abstract: The plasma membrane is the first line of cell defense against changes in external environment, thus its integrity and
functionality are of utmost importance. The plasma membrane properties depend on both its protein and lipid composition. The
PDR16 gene is involved in the control of Kluyveromyces lactis susceptibility to drugs and alkali metal cations. It encodes the homologue
of the major K. lactis phosphatidylinositol transfer protein Seci4p. Secl4p participates in protein secretion, regulation of lipid synthe-
sis, and turnover in vivo. We report here that the plasma membrane of the Klpdri6A mutant is hyperpolarized and its fluidity is lower
than that of the parental strain. In addition, protoplasts prepared from the Klpdri6A cells display decreased stability when subjected
to hypo-osmotic conditions. These changes in membrane properties lead to an accumulation of radiolabeled fluconazole and lithium
cations inside mutant cells. Our results point to the fact that the PDR16 gene of K. lactis (KIPDR16) influences the plasma membrane
properties in K. lactis that lead to subsequent changes in susceptibility to a broad range of xenobiotics.

Key words: plasma membrane, multidrug resistance, Kluyveromyces lactis, PDR16.

Résumé : La membrane cytoplasmique est la premiére ligne de défense se dressant contre les changements environnementaux
externes, d'oll I'importance primordiale de son intégrité et de son bon fonctionnement. Les propriétés de la membrane
cytoplasmique dépendent des protéines et des lipides qui la composent. Chez Kluyveromyces laclis, le géne PDR16 participe au
controle de la susceptibilité aux médicaments et aux cations de métaux alcalins. Il code Sec14p, un homologue de la protéine
majeure du transfert du phosphatidylinositol chez K. lactis. Secl4p participe a la sécrétion des protéines, a la régulation de la
synthése des lipides et au recyclage in vivo. Nous rapportons dans le présent ouvrage que la membrane cytoplasmique du mutant
Klpdr16A est hyperpolarisée et que sa fluidité est moindre que celle de la souche parentale. En outre, les protoplastes préparés a
partir de cellules de Klpdri6A présentent une stabilité inférieure lorsque soumis a des conditions hypo-osmotiques. Ces diver-
gences des propriétés membranaires entrainent une accumulation de fluconazole et de cations lithium radiomarqués a
I'intérieur des cellules mutantes. Nos résultats indiquent que le géne KIPDR16 influence les propriétés de la membrane cytoplas-
mique chez K. lactis, ce qui améne des changements sur le plan de la susceptibilité i un large éventail de xénobiotiques. [Traduit
par la Rédaction]

Mots-clés : membrane cytoplasmique, multirésistance aux médicaments, Kluyveromyces lactis, PDR16.

creased resistance to a variety of xenobiotics (Panwar et al. 2008;
Shahi and Moye-Rowley 2009). In the multidrug resistance net-
work of Saccharomyces cerevisiae, Pdrip and Pdr3p have been found
to be the principal regulators of ABC transporter genes expression
(Balzi et al. 1987; Delaveau et al. 1994). Besides ABC transporter
genes, the transcription factors Pdrlp and Pdr3p control the ex-

Introduction

The eukaryotic plasma membrane, heterogeneous in composi-
tion of lipids and proteins, is an active barrier between the organ-
ism and its external environment. Variations in external physical
and (or) chemical conditions may lead to structural changes of the
plasma membrane that influence its physical characteristics and

functionality. As the outermost boundary of the cell, the plasma
membrane has to respond quickly and selectively to a number of
different signals from inside and outside cells. Thus, increased
expression of the plasma membrane ATP-binding cassette (ABC)
transporter proteins resulting in drug efflux is observed in the
presence of various cytotoxic compounds. While the direct drug
efflux activity of these transporters is important for the develop-
ment of multidrug resistance, several studies point to the fact that
changes in the overall membrane structure and function are
likely to have similarly important contributions leading to in-

pression of many other genes encoding sphingolipid and phos-
pholipid homeostasis proteins (DeRisi et al. 2000; Hallstrom et al.
2001; Kolaczkowski et al. 2004; Kihara and Igarashi 2004; Panwar
and Moye-Rowley 2006). One of them is the ScPDR16 gene (also
known as Sfh3p), which affects lipid biosynthesis and resistance
of yeast cells to azole inhibitors of ergosterol metabolism (van den
Hazel et al. 1999). Studies in S, cerevisiae have shown that Pdri6p is
1 of 5 members of the Secl4-like phosphatidylinositol transfer
protein (PITP) superfamily (Griac 2007; Schaaf et al. 2008; Bankaitis
et al. 2009). The PITP proteins display various subcellular localiza-
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tions (Schnabl et al. 2003) and diverse functions related to lipid
metabolism, membrane trafficking, and phosphoinositide-mediated
signaling (reviewed in Griac 2007; Ghosh and Bankaitis 2011; Schuh
and Audhya 2012). The Saccharomyces cerevisiae Pdr16p (ScPdr16p)
recombinant protein purifies as a dimer (Ren et al. 2011) and its
structure differs from other Secl4 homologues, all of which are mo-
nomeric. A model explaining the dimer-monomer state change of
ScPdr16p, depending on phosphatidylinositol (PtdIns) binding desta-
bilizing the ScPdri6p dimer, has been proposed (Yang et al. 2013;
Yuan et al. 2013). Recent reports indicate that ScPdr16p is involved in
a developmentally regulated program of meiotic membrane biogen-
esis and seems to be an inhibitor of lipid droplet utilization based on
its ability to bind PtdIns and to stimulate PtdIns-4-P production (Ren
et al. 2014). Holic et al. (2014) has shown that in S. cerevisiae PtdIns
binding is critical for ScPdri6p function in modulation of sterol me-
tabolism in response to the presence of antifungal azoles. Deletion
of the PDR16 gene in yeast pathogens Candida glabrata and
Candida albicans also enhances fluconazole sensitivity (Kaur et al.
2004; Saidane et al. 2006; Culakova et al. 2013). Recently, we have
isolated the ScPDR16 homologue from the phylogenetically related
yeast Kluyveromyces lactis and showed that the KIPDR16 gene deletion
results in increased drug susceptibility of Klpdri6A mutant cells to
various drugs and alkali metal cations, increased amount of lano-
sterol at the expense of ergosterol, and a higher accumulation of
rhodamine 6G while maintaining the expression and activity of
membrane efflux pumps (Goffa et al. 2014).

In the present work, the role of the KIPDR16 gene in the control
of plasma membrane properties related to drug susceptibility in
K. lactis was studied. It was found that the plasma membrane of
the Klpdri6A mutant is hyperpolarized and its fluidity is lower
than that of the parental strain, leading to increased accumula-
tion of radiolabeled fluconazole and lithium cations in mutant
cells.

Materials and methods

Strains and culture conditions

The following yeast haploid strains were used: K. lactis PM6-7A
(MATa uraAl ade2 Rag* pKD1*) (Chen et al. 1992) and K. lactis
CBS2359ku80A (MATa ku80:loxP) (Kooistra et al. 2004) parental
strain and its isogenic pdr16A deletion mutant (Goffa et al. 2014).
Cells were grown on glucose-rich (YPD) medium (2% glucose,
1% yeast extract, 2% Bacto peptone) or on minimal medium (YNB)
containing 0.67% yeast nitrogen base without amino acids,
2% glucose, and appropriate nutritional requirements (uracil or
adenine). The media were solidified with 2% Bacto agar.

Protoplasts were prepared by a modified snail gut procedure
Kovac et al. 1968). Washed K. lactis parental and isogenic pdri6A
deletion mutant cells pregrown in YPD were incubated in 20 mL of
pretreating buffer (1% yeast extract, 1% glucose, 25 mol/L DTT,
20 mmol/L HEPES [N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic
acid|-Tris (pH 8.0)) for 30 min at 28 °C, washed with 1.35 mol/L
sorbitol in 10 mmol(L citrate phosphate buffer (pH 5.8), and
treated with lyophilized snail gut enzyme in 1 mL of the 1.35 mol/L
sorbitol solution at 28 °C for 1 h. The protoplasts were washed
twice with a solution containing 1.34 mol/L sorbitol in 1 mmol/L
EDTA (pH 7.0) and resuspended in this solution to 3 x 10? units/mL.

Osmotic stability test

Osmotic stability of protoplasts was evaluated according to
Alterthum and Rose (1973). A 0.1 mL volume of the prepared proto-
plasts suspension was added to 2 mL of sorbitol dissolved in 5 mmol/L
citrate phosphate buffer (pH 7.0) in the concentration range 0.2-
1.6 mol/L. After standing for 10 min at room temperature the turbid-
ity of the mixtures was determined as absorbance at 600 nm.

Drug susceptibility assays
Drug susceptibility of the parental strain K. lactis CBS2359ku80A
and the pdr16A deletion mutant was determined by a spot assay.

Can. J. Microbiol. Vol. 61, 2015

Yeast cultures were grown overnight in YPD medium, diluted, and
spotted as 10-fold dilutions onto YPD medium containing chemi-
cal stress inducers (all obtained from Sigma-Aldrich) tested in the
following specified concentration ranges: hygromycin B (5-40 pg/mlL),
spermine tetrahydrochloride (0-3 mmol/L), tetramethylammonium
chloride (0-0.6 mmol/L), sodium dodecylsulfate (SDS) (0.005%-1%),
N-lauroylsarcosine (0%-1%), and Triton X-100 (0.1%-3.5%). The growth
was scored after 2 days of incubation at 28 °C.

Fluconazole accumulation by K. lactis cells

Yeast cells were grown in YPD medium to the exponential phase
(2 % 107 cells/mL). The culture was washed twice and concentrated
to the concentration 1 x 10? cellsfmL in YNB medium (1.7 g yeast
nitrogen base without amino acids or ammonium sulfate, 5 g/L
ammonium sulfate, pH 5.0) containing 2% glucose. A 10 pL volume
of 10-times-diluted stock solution (37 kBq) of *H-labeled fluconazole
(specific activity 103.6 GBg/mmol/L; Moravek Biochemicals, USA)
were added per millilitre of cell suspension. Chemically, the final
concentration of [*H|fluconazole, 109 ng/mlL, was significantly be-
low the minimal inhibitory concentration for both tested strains.
At the indicated time points, 500 pL of the cell suspension was
removed, filtered, and washed 3 times with a wash solution con-
taining 10 pg/ml fluconazole and 1% NP-40 (a detergent). The
radioactivity associated with the cells was counted for 2 min in
Bray scintillation cocktail (per litre: 4 g diphenyloxazole, 0.2 g
phenyloxazolebenzene, 100 mlL methanol, 60 g naphthalene,
20 mL ethylene glycol, and dioxane to 1L) using a liquid scintilla-
tion analyzer Tri-Carb 2900TR (PerkinElmer). Data were expressed
as picomoles of [*H]fluconazole[10® cells.

Lithium accumulation by K. lactis cells

Yeast cells were grown in YPD to the exponential phase 1 x
107 cells/mL and separated into 2 aliquots of 25 mL. After centrif-
ugation, the yeast cells were resuspended in 25 mL of YPD media
containing 100 mmol/L LiCl and incubated aerobically at 30 °C for
1 h. After washing twice with deionized water, the cells were
resuspended in 20 mL of incubation buffer (10 mmol[L Tris,
0.1 mmol/L MgCl,, 10 mmol/L RbCl, pH 4.5). Aliquots of 5 mL were
filtered using a Millipore filter (Merck) with a pore diameter of
0.8 pm, washed twice with 5 mL of wash buffer (20 mmol/L MgCl,),
resuspended in 5 mlL of extraction buffer (10 mmol/L MgCl,,
0.2 mol/L. HCI), and incubated overnight at laboratory tempera-
ture. The supernatant after centrifugation was used for measure-
ment of intracellular concentration of lithium cations with an
atomic absorption spectrometer in flame emission mode (Solaar
969 AA Spectrometer — TJA Solutions).

Fluorescence measurement of diS-C;(3) accumulation in
cells

Yeast cells grown on YPD to early — mid-exponential phase (1 x
107 - 5 x 107 cells/ml) were harvested, washed twice with distilled
water, and resuspended in 10 mmol/L citrate-phosphate buffer
(pH 6.0). A 3 mL volume of cell suspension was labeled with the
potentiometric probe diS-C4(3) (3,3"-dipropylthiacarboxycyanine)
(Fluka) to a final concentration of 3 x 10-* mol/L. Fluorescence
emission spectra of cell suspensions were measured using Fluoro-
Max 4 spectrofluorimeter (Jobin Yvon-Horiba) with a xenon lamp.
Excitation wavelength was 531 nm; fluorescence spectra were re-
corded in the range of 560-590 nm.

Labeling of cells with DPH

Cells were grown in YPD medium at 28 °C to late exponential
phase, collected by centrifugation, washed twice with Tris-Cl
buffer (10 mmol/L Tris-Cl, pH 7.0), and resuspended in the same
buffer to an absorbance at 600 nm of 0.25. Cells were labeled with
a fluorescent probe DPH (1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene, Serva,
Germany) at 25 °C. The final concentration of DPH in cell suspen-
sions was 1.5 x 10-7 mol/L.

< Published by NRC Research Press
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Fig. 1. Fluconazole (A) and lithium (B) accumulation in Kipdr16A and isogenic parental cells. (A) Deletion of the KIPDR16 gene leads to
increased accumulation of radiolabeled fluconazole. [*H|fluconazole was added at time 0 and its accumulation was measured using a cell
filtration technique (for details see Material and methods). Data represent means * SD from 3 independent experiments. Heat-inactivated
cells were used to assess the binding of radioactive fluconazole to the cell surface. (B) Deletion of the KIPDR16 gene leads to increased Li+
accumulation in Kluyveromyces lactis cells. The cells were incubated for 1 h in 100 mmol/L LiCl, as described in Material and methods, and the
intracellular concentration of Li* was estimated using atomic absorption spectrometry. Data represent the means from 3 independent

experiments + SD.
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Steady-state anisotropy measurement

A Luminescence Spectrometer PerkinElmer LS 45 (USA) was
used for L-format polarization measurements of the steady-state
fluorescence anisotropy of DPH. The excitation and emission
wavelengths were set to 360 and 430 nm, respectively. The mea-
surements were carried out at 25 + 1 °C. The steady-state fluores-
cence anisotropy (r,) was used for assessment of membrane fluidity
and calculated according to the following equation (Lakowicz
2006; Abe and Hiraki 2009):

1o = (hyy = Glyp)f(Tyy + 2GLy)

where I represents the fluorescence intensity of DPH-labeled cells.
The subscript VV indicates measurements with both polarizers
positioned vertically, while the subscript VH indicates measure-
ments with the excitation polarizer in the vertical position and
the emission polarizer in the horizontal position. G stands for the
Grating factor, G = Iy (l,yy, obtained for the unlabeled cells, i.e.,
blank. The subscripts HV and HH indicate the positions of polar-
izers opposite VH and VV, respectively. The anisotropy values
were measured with 8.55 s time slots during 60 min of DPH incu-
bation with cells.

Data were processed in FL. Winlab software and expressed as
means with standard deviations from 7 independent experiments.
For statistical analyses, the Mann-Whitney U test was used and
the level of statistical significance was set to P < 0.01.

Results

On the basis of our previous results (Goffa et al. 2014), we pro-
posed that the susceptibility of the Kipdri6A mutant to cytotoxic
drugs could be the result of their enhanced passive diffusion into
mutant cells. The present work is focused on the impact of the
KIPDR16 gene on the plasma membrane properties in K. lactis.

KIPDR16 deletion leads to increased accumulation of
radiolabeled fluconazole and lithium in mutant cells

To better understand the mechanisms leading to the increased
sensitivity of the Kipdri6A mutant cells to antifungal azoles, we
measured azole accumulation using H-radiolabeled fluconazole
in the Klpdri6A mutant cells and compared it with fluconazole
accumulation in the parental cells and in the cells of the Kipdri6A

mutant expressing the KIPDR16 gene from a plasmid. Heat-killed
cells were used as a control for nonspecific binding of fluconazole
to the cell’s surface (Mansfield et al. 2010). As Fig. 1A demonstrates,
the Klpdri6A mutant cells accumulated radiolabeled fluconazole
about 3 times faster (initial rate 0.049 pmol/min-10® cells) than
cells of the parental strain (initial rate 0.015 pmol/min-108 cells) or
the Klpdri6A mutant expressing the KIPDRI6 gene (initial rate
0.013 pmol/min-10® cells). Only a very small percentage (<5%) of
added radiolabeled fluconazole remained bound to heat-killed
cells, indicating that the rest of the radioactivity associated with
the cells represents intracellular fluconazole. Intracellular fluconazole
levels of the Klpdr16A mutant cells seemed to be already saturated
at the 3 h time point after addition of radiolabeled fluconazole,
increasing only slightly at the 4 and 5 h time points. Intracellular
fluconazole levels of the parental strain cells and the Kipdri6A
mutant cells expressing the KIPDR16 gene from a plasmid were
steadily increasing at these time points. Eventually, at the end of
the experiment, at the 16 h time point after addition of radio-
active fluconazole to the cells, all yeast cultures, i.e., the paren-
tal strain, the Klpdrl6A mutant strain, and the Klpdr16A mutant
strain expressing the KIPDR16 gene, exhibited similar intracellu-
lar fluconazole levels. The radiolabeled fluconazole accumulation
experiment was done under the conditions (YNB, 2% glucose) that
prevented the active growth of the yeast culture due to the high
cell density (10° cells/mL), but otherwise the cells remained ener-
gized with the efflux pumps active. Taking into account our pre-
vious results (Goffa et al. 2014), which showed no difference in
efflux of an another typical efflux pump substrate, rhodamine 6G,
between the parental strain and the Klpdrl6A mutant strain, the
fluconazole accumulation experiment indicates that the increased
uptake of fluconazole into the Klpdr16A mutant cells was most likely
caused by the change in membrane properties of the Kipdri6A mu-
tant cells.

The ability of K. lactis cells devoid of the KIPDR16 gene to accu-
mulate higher amounts of cytotoxic compounds was corrobo-
rated further by the measurement of lithium accumulation inside
K. lactis cells, using atomic absorption spectrometry (see Material
and methods). As shown in Fig. 1B, the Klpdr16A mutant cells
accumulated 6 times more lithium than the corresponding paren-
tal wild-type strain. The expression of the KIPDR16 gene from a
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Fig. 2. The Klpdr16A deletion increases the susceptibility of Kluyveromyces lactis cells to positively charged compounds (A) and causes plasma
membrane hyperpolarization (B). (A) Spotting assays were performed with a 10-fold dilution of overnight culture on YPD medium containing
hygromycin B, spermine tetrahydrochloride, and tetramethylammonium chloride (TMA) as indicated. The plates were incubated for 2 days at
28 °C. (B) Fluorescent probing of membrane potential in cell suspensions of Klpdri6A and corresponding wild-type cells (wt) using diS-Cy4(3)

(3.3'-dipropylthiacarboxycyanine).
A

hygromycin B

YPD

wt
Kilpdrl16A

Kipdr16A+pRS306K/KIPDRI6 | BN IR BESS
100 10" 100 10 10

580

578

576

574

572

Amax (nm)

570

spermine

20 pg/ml

- wt
== Kipdrl6A

20 30

Time (min)

multicopy plasmid was found to return the accumulated lithium
amount to that of the wild-type strain.

KIPDR16 deletion results in hyperpolarization of the plasma
membrane

‘We wondered whether the sensitivity of the Klpdri6A mutant
strain to alkali metal cations could be the result of the yeast plasma
membrane hyperpolarization. We tested the sensitivity of the
Klpdrl6A mutant strain to positively charged compounds (hygro-
mycin B, spermine tetrahydrochloride, and tetramethylammonium
chloride), often used as indicators for a hyperpolarized or depolar-
ized yeast plasma membrane (Perlin et al. 1988). Figure 2A dem-
onstrates that the KIPDR16 gene deletion (Klpdri6A) results in
increased sensitivity of K. lactis mutant cells to all cationic com-
pounds tested compared with the parental strain. The expression
of the KIPDR16 gene from a multicopy plasmid was found to rescue
the susceptibility phenotype of the Kipdri6A mutant cells to levels
comparable with that of the parental strain (Fig. 2A).

Next, we measured the membrane potential-driven redistribu-
tion of fluorescent dye diS-C,(3), assessing changes in the fluores-
cence maximum A,,,,, and fluorescence intensity (Gaskova et al.
1998, 2001) in the Klpdr16A mutant cells relative to the parental
K. lactis strain. The diS-C;(3) assay, as Fig. 2B clearly shows, resulted

in the shift of A, to longer wavelengths in the Kipdrl6A mutant
strain due to its hyperpolarized plasma membrane. On the basis
of these results, we propose that KIPdr16p participates in the con-
trol of the plasma membrane potential.

Decreased plasma membrane stability of the KlpdrieA
mutant

To compare the plasma membrane stability of the KIpdr16A mu-
tant cells with that of the parental wild-type strain, we tested the
ability of cells to grow in the presence of various membrane active
compounds. Figure 3A clearly demonstrates higher susceptibility
of KIpdr16A mutant cells to SDS, lauroylsarcosine, and Triton X-100
compared with the parental wild-type strain. The introduction of
the KIPDR16 gene on a multicopy plasmid into the Klpdr16A mutant
restored the wild-type strain susceptibility. Decreased stability of
the mutant plasma membrane was also demonstrated by the de-
creased osmotic stability of protoplasts prepared from Kipdri6A
mutant strain compared with that of the parental wild-type strain
(Fig. 3B), supporting our proposal of the impact of KIPdri6p on the
plasma membrane properties in K. lactis.

Reduced plasma membrane fluidity in the Klpdri6A mutant
As we have shown in our recent work, the Kipdrl6A mutation
leads to a decreased content of ergosterol in whole-cell extract
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Fig. 3. The KIPDR16 gene deletion negatively influences the plasma membrane stability. (A) Deletion of KIPDR16 gene confers hypersensitivity
to SDS (sodium dodecylsulfate), lauroylsarcosine, and Triton X-100. Spotting assays were performed with a 10-fold dilution of overnight
cultures on YPD medium containing the indicated compounds. The plates were incubated for 2 days at 28 °C. (B) Osmotic stability of
Kluyveromyces lactis protoplasts. A 0.1 mL volume of protoplast’s suspension was added to 2 mL of sorbitol dissolved in 5 mmol/L citrate phos-
phate buffer (pH 7.0) at concentrations indicated on the abscissa, After standing for 10 min at room temperature the turbidity of the mixtures

was determined as absorbance at 600 nm.
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(Goffa et al. 2014). Ergosterol plays an essential role in yeast
plasma membrane function, affecting membrane rigidity, fluid-
ity, and permeability (reviewed in Parks et al. 1995). To analyze the
possible role played by KIPdr16p in the structure and function of
the K. lactis plasma membrane, we used the fluorescence depolar-
ization technique. A lipophilic molecule, DPH, is commonly used
in such experiments and the measurement of the steady-state
anisotropy of DPH is the most common technique to estimate
ordering of the membrane lipid constituents, which is inversely
proportional to the membrane fluidity (Shinitzky 1984; Lentz
1993). To examine whether the drug susceptibility in the Klpdrl6A
mutant is attributable to changes in the plasma membrane fluid-
ity, we performed fluorescence anisotropy measurements on cells
labeled with DPH. The incorporation of DPH into the plasma
membrane of yeast cells was checked by fluorescence aniso-
tropy decay within 60 min of addition of DPH (Fig. 4A). The DPH
anisotropy values reached the plateau in 40 min, which was kept
within 40-60 min intervals of DPH incubation with both K. lactis
strains, wild type and Kipdr16A, analyzed. This indicates that DPH
molecules are incorporated into the yeast plasma membrane and
persist (40-60 min) in the membrane hydrophobic region (Shinitzky
1984). The anisotropy value at the completion of DPH incorporation
in the Klpdri6A mutant strain was significantly higher (by 12%,
P < 0.01) than that recorded for the parental strain (Fig. 4B), pointing
to an increased ordering of lipid molecules in the hydrophobic re-

06 08 1 12 14 16
sorbitol [M]

gion of the membranes, i.e., to reduced plasma membrane fluidity in
the Kipdri6A mutant. Since no significant alterations in the phos-
pholipid composition or fatty acid composition of Klpdr16A mutant
cells compared with the parental strain were observed (Goffa et al.
2014), the changes in the ergosterol content could contribute to the
altered plasma membrane fluidity of Klpdrl6A mutant cells.

Discussion

In the present work, we studied the impact of KIPdr16p on the
plasma membrane properties in K. lactis. Our previous work
showed that phenotype manifestations of Kipdri6A deletion were
more prominent than those reported for S. cerevisine PDR16 gene
deletion (Goffa et al. 2014). Besides exhibiting the increased sus-
ceptibility to antifungal azoles used in clinical medicine and agri-
culture that has been shown for S. cerevisiae pdr16A strain (Simova
et al. 2013), the K. lactis pdr16A mutant also exhibited an increased
susceptibility to other xenobiotics (oligomycin, rhodamine 6G,
4-nitroquinoline-N-oxide) and alkali metal cations. Significant dif-
ferences in the inhibition of the sterol biosynthetic pathway were
observed between the K. lactis Kpdr16A strain and its correspond-
ing wild-type strain (Goffa et al. 2014). On the contrary, these
differences in the corresponding Scpdri6A mutant and wild-type
strain were observed only when S. cerevisiae cells were challenged
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Fig. 4. Representative time courses of fluorescence anisotropy of DPH (1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene) (A) and its values at the completion of
DPH incorporation in the Klpdrl6A mutant and wild-type (wt) yeast cells. (B) The values of DPH fluorescence anisotropy for Kluyveromyces lactis
Klpdr16A mutant and wild-type yeast cells are expressed as means * SD of 7 independent experiments.
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by subinhibitory concentrations of the azoles (miconazole or
fluconazole) (Simova et al. 2013). Given the presumed role of
KIPdri6p to influence plasma membrane structure and function,
we assessed the effect of KIPDR16 expression on the intracellular
accumulation of *H-labeled fluconazole. We found that in K. lactis
pdr16A mutant and wild-type cells, the rate of radiolabeled
fluconazole accumulation markedly differs in the first hours of
the experiment. On the contrary, in S. cerevisiae, both Scpdr16A
and wild-type cells accumulated the same amount of radioactive
fluconazole (Simova et al. 2013), Taking into account the suscepti-
bility of KIpdr16A mutant cells to a broader spectrum of antifungal
compounds and alkali metal cations, the lower amount of ergo-
sterol in Klpdr16A mutant cells even in the absence of azoles, and
the differences in the course of radiolabeled fluconazole accumu-
lation in comparison with S. cerevisiae, we propose that the differ-
ences between the 2 yeast species observed could be the result of
different plasma membrane properties.

The lipid composition of a cellular membrane has profound
effects on its biophysical properties. A low level of ergosterol in
the yeast plasma membrane leads to disruption of the membrane
lateral order, which results in changes of membrane fluidity and
the physiological membrane potential being compromised. On
the basis of the results obtained using the diS-C,(3) assay show-
ing the differences in plasma membrane potential between the
K. lactis parental and Klpdri6A mutant cells, we propose that
KIPdri16p is involved in the control of K. lactis plasma membrane
potential, preventing excessive hyperpolarization.

Finally, by using DPH for the measurement of plasma membrane
anisotropy, we have shown that the changes in the ergosterol
content could contribute to the altered plasma membrane fluidity
in Kipdri6A mutant cells. Indeed, changes in the structural prop-
erties of the K. lactis membrane (decreased sterol/phospholipid
ratio, the decreased saturated fatty acid/monounsaturated fatty
acid ratio) could explain the higher membrane fluidity, which
represents higher resistance of the K. lactis yeast to several drugs
compared with its Klpdr16A mutant. Our results thus support the
observations of Mishra et al. (2008), who found increased mem-
brane fluidity in fluconazole-resistant C. albicans clinical isolates
from diabetic patients, and those of Younsi et al. (2000), explain-
ing higher membrane fluidity with changes in its lipid composi-
tion, representing a process of metabolic resistance of the K. lactis
yeast to amphotericin B. The precise molecular function of
KIPdri6p in providing protection against azole antifungals is not
known yet and requires further experimentation. We can only
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speculate that similarly to the proposals of Holic et al. (2014) for
ScPdr16p and Cabrito et al. (2011) for ScPdri8p, the inhibitory effect
of KIPDR16 deletion on sterol biosynthesis could result from prob-
ing local sterol concentrations, thus influencing the activity of
ergosterol-synthesizing enzymes.

Conclusion

KIPDR16 is a functional homologue of the ScPDR16 gene and its
disruption leads to increased susceptibility of cells to several cy-
totoxic drugs and alkali metal cations, to enhanced accumulation
of radiolabeled fluconazole and lithium, to plasma membrane
hyperpolarization, and to reduced plasma membrane fluidity.
The results of the present study suggest that KIPdri6p plays a role
in plasma membrane “stability”, this physiological trait contrib-
uting to a multidrug resistance phenotype. The participation of
KIPdr16p in the dynamics of yeast membranes could be the reason
(explanation) of altered plasma membrane properties associated
with KIPDR16 gene deletion. All these observations point to a
relationship among intracellular membrane trafficking, phos-
phatidylinositide metabolism, multidrug resistance, and plasma
membrane properties in the biotechnologically important yeast
species K. lactis.
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Abstract With emerging fungal infections and
developing resistance, there is a need for understand-
ing the mechanisms of resistance as well as its clinical
impact while planning the treatment strategies. Sev-
eral approaches could be taken to overcome the
problems arising from the management of fungal
diseases. Besides the discovery of novel effective
agents, one realistic alternative is to enhance the
activity of existing agents. This strategy could be
achieved by combining existing antifungal agents with
other bioactive substances with known activity pro-
files (combination therapy). Azole antifungals are the
most frequently used class of substances used to treat
fungal infections. Fluconazole is often the first choice
for antifungal treatment. The aim of this work was to

Z. Jezikovd (B<) - T. Pagic - B. Pfeiferovd -

P. Olejnikovi

Institute of Biochemistry and Microbiology, Faculty of
Chemical and Food Technology, Slovak University of
Technology in Bratislava, Radlinského 9,

812 37 Bratislava, Slovakia

e-mail: zuz.jezikova@gmail.com

H. Bujdakovd - S. DiZova

Department of Microbiology and Virology, Faculty of
Natural Sciences, Comenius University, Mlynskad dolina,
Ilkovicova 6, 842 15 Bratislava 4, Slovakia

L. Janéikovd - D. Gaskova

Institute of Physics, Faculty of Mathematics and Physics,
Charles University, Ke Karlovu 3, 121 16 Praha 2,
Czech Republic

157

study potential synergy between azoles and 1.4-
dihydropyridine-2,3,5-tricarboxylate (termed deriva-
tive H) in order to control fungal infections. This
article points out the synergy between azoles and
newly synthesized derivative H in order to fight fungal
infections. Experiments confirmed the role of deriva-
tive H as substrate/inhibitor of fungal transporter
Cdrlp relating (o increased sensitivity to fluconazole.
These findings, plus decreased expression of ERGI],
are responsible for the synergistic effect.

Keywords ABC transporter - Antifungal agents -
Efflux - Fungal infection - Synergy

Introduction

Invasive fungal infections have emerged as an impor-
tant cause of morbidity and mortality in immunocom-
promised patients. Although several new antifungal
drugs have been licensed in recent years, fungal drug
resistance is becoming a major concern during treat-
ment of such patients. An understanding of the
mechanism of resistance and its clinical impact is
important while planning the treatment strategies.
Superficial fungal infections are common and are
usually not life threatening. Invasive fungal infections
(IFI) have a lower incidence but they are associated
with high mortality in at-risk patients (Brown et al.
2012). When considering nosocomial bloodstream
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infections, the frequency of IFI has been increasing
over the last two decades, which is also paralleled by
changes in the pattern of the aetiological species
(Pfaller and Diekema 2010). Altough Candida albi-
cans and Aspergillus fumigatus remain predominant
pathogens, other species of these two genera, as well
as members of the zygomycetes, have gained increas-
ing importance (Maschmeyer 20006).

However, despile an increase in the use of antifun-
gal agents over the past two decades, the clinical
outcome remains unsatisfactory (Ruhnke 2014). First,
early and directed antifungal therapy cannot be
implemented due to delays in fungal disease diagnosis.
Antifungal drugs have also restricted routes of
administration, spectrum of activity, and bioavailabil-
ity (Denning and Hope 2010). Second, only a few
antifungal agents are available and the efficacy of
these drugs is challenged by toxicity and negative
interactions with other prescribed agents. Third,
extensive use of antifungal agents for therapeutic or
prophylactic purposes tends to favour the emergence
of drug resistance (Bowyer et al. 201 1; Miceli and Lee
2011; Rodloff et al. 2011).

Several approaches could be undertaken in order to
overcome the numerous problems arising from the
management of fungal diseases. Besides the discovery
of novel effective agents, one realistic alternative option
would be to enhance the activity of existing agents. This
strategy could be achieved by combining existing
antifungal agents with other bioactive substances with
known activity profiles (combination therapy).

Antifungal treatments for combating fungal infec-
tions are usually administered as monotherapies. With
the few antifungal agents available for medical
treatment and the inevitable development of resistance
in fungal pathogens, combination therapy may be a
future alternative to augment the efficacy of existing
agents by synergistic effects. The main purpose of this
work is to show effective antifungal activity of known
antifungals with other bioactive molecules. Within the
limited antifungal armamentarium, azole antifungals
are the most frequent class used to treat fungal
infections. These antifungals, such as fluconazole,
are often the treatment option for many fungal
infections as they are inexpensive, exhibit limited
toxicity, and are available for oral administration.
Chudik et al. (2000) described the synthesis of 1,4-
dihydropyridine-2,3,5-tricarboxylate (termed deriva-
tive H in this study), an intermediate of nilvadipine
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synthesis. Nilvadipine is known to be a Ca channel
blocker. However, considering the substituents of
derivative H, its role as Ca channel antagonist is not
known (Chudik et al. 2000). The aim of this work is to
study potential synergy between azoles and derivative
H in order to control fungal infections.

Materials and methods
Strains and growth media

The C. albicans strains used in this study (Table 1)
were generous gifts from D. Sanglard (Lausanne,
Switzerland) (Sanglard et al. 1995, 1996, 1997). All
strains were grown at 37 °C on YPD (yeast extract-
peptone-dextrose) medium.

Microdilution assay

Antifungal susceptibility of model yeast C. albicans
was evaluated by microdilution method (CLSI 1996).
Microbes were cultivated for 16 h (in Sabouraud
medium (SB: Biolife, Milano, Italy)) at 200 rpm.
Cultures were adjusted to a cell density of 106 cells
mL™" into SB. 198 pL of inoculated broth was
transferred to each well of the 96-well flat bottom
polystyrene microplate (Sarstedt, Niimbrecht, Ger-
many) that contained 2 pL of pure (tested chromato-
graphically) antifungal compounds dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma Aldrich Lid.,
Steinheim, Germany), at the final concentrations
0.1-5 pg fluconazole mL™", 0.01-1 pg voriconazole
mL " and 10-100 pg derivative H mL ™", Either 2 puL
of individual antifungal compound was used (flucona-
zole, voriconazole or derivative H) or the combination
of azole (fluconazole resp. voriconazole) with deriva-
tive H. As control, 10 wells of each microtiter plate
were filled with DMSO instead of tested antifungal
drug. Final concentrations of DMSO never exceeded
1% (v/v) either in control or in treated samples. The
inoculated microplates were incubated at 37 °C until
reaching the stationary phase (Pelletier et al. 2000).

Sample preparation for diS-C5(3) efflux
measurement and fluorescence microscopy

Cells were prepared according to Gaskovaetal. (2013)
with modifications. C. albicans strains were
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Table 1 Collection of C.

3 i Strain Genotype References Indication
albicans strains used in this
study CAF 2-1 ura3A::imm434/URA3 Fonzi and Irwin (1993)
DSY 448 cdrl Az:hisG-URA3-hisG/edrl A::hisG ~ Sanglard et al. (1996) Acdrl CDR2+
DSY 653 cdr2A:hisG-URA3-hisG/edr2A::hisG  Sanglard et al. (1997) Acdr2 CDRI1+
DSY 654  cdrlAzhisGledrl A::hisG Sanglard et al. (1997) Acdrl Acdr2

precultured in YPD medium (1% bactopeptone, 1%
yeast extract, 2% glucose) on a reciprocal shaker for
12 hand 37 °C. Then, 150 pL of the main culture was
added to 20 mL of fresh YPD medium, incubated at
120 rpm for 11 h at 37 °C. The stationary cells were
harvested by centrifugation (1000x g for 3 min) and
washed twice in distilled water. After the second
washing, they were resuspended in 10 mmol citrate—
phosphate buffer L™" (pH = 6) to the desired con-
centration with ODgop = 0.4 and kept on ice (Gaskova
et al. 2013).

DiS-Cs(3) efflux measurement

Aliquots of cell suspensions in citrate—phosphate
buffer (3 mL, ODgy = 0.1) were labeled with diS-
C+(3) (5 x 107% mol 3,3'-dipropylthiacarbocyanine
iodide L") (Sigma Aldrich Ltd., Steinheim, Ger-
many) at room temperature. Fluorescence emission
spectra of the diS-C5(3) stained cell suspensions were
measured using a FluoroMax-4 spectrofluorometer
(Horiba JobinYvon) in intervals of 2-5 min (full
emission scan duration 20 s) for 120 min, with gentle
stirring before each measurement. Excitation wave-
length was 531 nm, fluorescence emission range
560-590 nm, and scattered light was eliminated by
orange glass filter with a cutoff wavelength of 540 nm.
2% (w/v) glucose was added after 60 min, derivative
H after 80 min and CD cocktail was added after
150 min of staining with diS-C5(3). This cocktail is
composed of 10 umol CCCP L' as protonophore
plus the lysosomotropic compound 10 pmol DM-11
L~! acting as an H"-ATPase inhibitor.

Fluorescence microscopy

Cell suspensions in citrate—phosphate buffer (1 mL,
ODggo = 0.4) were stained with 10~ mol diS-C5(3)
L' probe for 150 min, with 2% (w/v) glucose added
after 60 min and derivative H (30, 50, 100 pg mL™")
added after 80 min. Aliquots of cell suspensions were
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pelleted by centrifuging, washed in deionized water,
and 4 pL of samples were visualized by fluorescence
microscopy (Szczepaniak et al. 2015).

RNA extraction and reverse transcription

C. albicans CAF 2-1 cells were precultured overnight
in 15 mL of sterile SB medium at 37 °C under
shaking. 1% inoculum (10° cells mL™") was cultivated
3 h under the same conditions. The cells were pelleted
by centrifuging and washed twice using saline solu-
tion. Yeast cells were resususpended in 5 mL of sterile
SB medium with addition of 50 pL of fluconazole,
derivative H, or the combination of both coumpounds,
in order to achieve the desired concentration corre-
sponding to MICsy. The control sample was treated the
same way with addition of DMSO instead of tested
antifungal drug. Cell suspensions were incubated 1 h
at 25 °C under shaking.

Cells were then harvested by centrifugation and
yeast RNA was extracted using RNA purification kit
(Thermo Scientific Genelet RNA Purification kit,
Thermo Fisher Scientific) based on using a lyticase for
RNA isolation. Next, RNA was DNase treated using a
DNase treatment of RNA kit (DNase I, RNase-free kit,
Thermo Fisher Scientific). The extracted RNA was
quantified using a ND-1000 UV-visible light spec-
trophotometer (NanoDrop Technologies). The first
strand of cDNA was synthetized by reverse transcrip-
tion using a commercial RT kit (Thermo Scientific
Maxime First Strand ¢cDNA Synthesis Kit for RT-
gqPCR, Thermo Fisher Scientific) in regard to these
conditions: 10 min at 25°C — 15 min at
50 °C — 5 min at 85 °C (Jia et al. 2016).

Real-time PCR

Primers for the ACT, CDRI, CDR2, ERGI1 genes
were obtained from the study of Yu et al. (2012).
Primers were used in concentration of 10 mmol L™,
Real-time PCR was performed in 96-well plates with
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SYBR®Green PCR Kit, QIAGEN. Real-time PCR
mastermix (containing the primers) was added to the
plates filled with cDNA diluted in ratio 1:100. Initial
denaturation step was held for 10 min at 95 °C;
followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C for primer
annealing and 1 min at 58 °C as a synthesis temper-
ature for all genes. The melting curve was analyzed
after the amplification to ensure the absence of primer
dimers. Dissociation cycle was 15 s at 95 °C, 15 s at
58 °C and 15 s at 95 °C. Level of gene expression was
calculated using the 27T method in respect to
housekeeping gene ACT/. Samples were compared to
the control represented by the standard strain C.
albicans CAF 2-1 cultivated with DMSO as men-
tioned above. Each experiment was performed in 4
parallel samples (Nailis et al. 2010).

Results and discussion

Antifungal activity was expressed as the concentration
of the antifungals inhibiting growth by 50% (MICsg).
These MICs, values were evaluated from the dose—
response curves, where the percentage of growth is the
function of concentration. MICs values for C. albi-
cans parental strain are shown in Table 2. The
derivative H did not have antifungal activity when
tested alone. However, when tested in combination
with fluconazole or voriconazole, we can see that the
sensitivity of the parental strain increased 10 times,
indicating the synergy between (wo compounds
(Table 2).

The elevated sensitivity of derivative H treated
cells to azoles could probably be explained by the
ability of derivative H to inhibit MDR mediated drug

efflux. This would lead to a dramatic increase of
intracellular azole concentration and therefore
increase their effect. In order to prove this hypothesis,
we examined the inhibitory action of derivative H by
means of the diS-C3(3) assay. This method is useful
for the detection of transport inhibition of a benchmark
substrate, the diS-C;(3) fluorescent probe, not only by
ScPdr5p and SeSng2p (Hendrych et al. 2009; Gaskova
et al. 2013) but also by CaCdrlp and CaCdr2p
(Szczepaniak et al. 2015).

While the addition of derivative H (in all used
concentrations) to glucose-activated Acdr! CDR2+
cells did not have any effect on the intracellular probe
concentration (i.e. the staining was in all cases
identical with the control), there was a concentra-
tion-dependent elevation of staining in the Acdr2
CDRI+ strain, indicating elevation of intracellular
probe concentration, to the level identical with the
AcdrlAedr? strain, Fig. la. As the reaction of these
cells to the diagnostic CD cocktail (Gaskova et al.
2013) clearly demonstrated the absence of permeabi-
lized cells, we can ascribe the lowering of the
difference in staining of the Acdr2 CDRI+ and
AcdrlAcdr2 strains to the inhibitory action of deriva-
tive H, Fig. 1b. It is evident that the inhibition
efficiency of 20 mg derivative H mL ™' is comparable
to that of enniatin B, a known Cdrlp inhibitor, and
beauvericin, a known Cdrl and Cdr2p inhibitor
(Szczepaniak et al. 2015). To support this finding,
we decided to visualize the accumulation of fluores-
cent probe inside the cells using a (luorescence
microscope.

Fluorescence microscopy images showed accumu-
lation/efflux of the tested probe. The wild type strain
accumulated the fluorescent probe inside the cells,

Table 2 Sensitivity of C. albicans to tested compounds, expressed by MICs, values (pg mL™")

Strain MICsy,
F F+ H \ v+
H?s pgml! HTS pgmL!
C. albicans 25 0.25 N 1 0.1
CAF 2-1
C. albicans 1 0.05 N 0.05 0.01
AcdrlAcdr2

F fluconazole, V voriconazole, H 1,4-dihydropyridine-2,3,5-tricarboxylate, N non-active
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Fig. 1 Derivative H is an effective probe transport inhibitor of
C. albicans Cdrlp, but not Cdr2p. a The concentration
dependent effect of derivative H (added at r = 80 min) on
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(gray). Left-hand arrow with dotted line indicates glucose
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addition of derivate H or enniatin B. Right-hand arrow with
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Fig. 2 Inhibition of diS-C5(3) export by derivative H in Candida albicans cells. Staining was observed by fluorescence microscopy

with glucose added after 60 min and derivative H after 80 min
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whereas after addition of glucose there was an active
efflux of the probe out of the cell. But as can be seen
(Fig. 2) after the treatment with derivative H, the
probe remained inside the cells. This observation
suggested derivative H to be a potential inhibitor of
efflux pumps. In comparison with the wild type strain,
the deletion mutant Acdrl CDR2+ showed notable ef-
flux of the carbocyanine probe after the addition of
derivative H. Acdr2 CDRI+ showed the same pattern
as the wild type strain. These observations correlate
also with our findings mentioned above and therefore
we can assume that derivative H acted as inhibitor of
Cdrlp. The final experiment serving as control
demonstrated double deletion mutant AcdrlAcdr2
and its ability to accumulate/efflux tested probe. At
the beginning there was a significant accumulation
of diSC5(3) inside the cells. However, after the
addition of glucose there was no efflux observed.
Derivative H had no influence on this process, as
there is no efflux transporter present within this
strain. These results suggested derivative H to be the
inhibitor of Cdrlp.

To confirm the hypothesis mentioned above
(derivative H being a substrate resp. inhibitor for
efflux pumps), we decided to explore the antifungal
aclivity on a double deletion mutant strain lacking
both CDRI and CDRZ2 genes. Antifungal activity
showing the synergistic effect of azoles in combina-
tion with derivative H in the double deletion mutant is
represented in Table 2. Surprisingly, in contrast to our
expectation, the sensitivity of AcdrlAcdr2 to flucona-
zole in combination with derivative H was higher. In
combination with azoles, we observed that the sensi-
tivity of the double deletion mutant strain increased 20
times in the presence of fluconazole and 5 times in the
presence of voriconazole, indicating the synergy
between the two compounds. These results show that
derivative H had no influence on the growth of the
double mutant strain. Thus it didn’t have any antifun-
gal activity when tested alone.

These results therefore suggested a putative mech-
anism responsible for synergistic effect other than the
presence of efflux transporters. This was supported by
the results with the double deletion mutant, which has
an increased sensitivity to azoles in combination with
derivative H in absence of both CDR/ and CDR2.

The main mechanisms of azole resistance
Candida species include mainly alterations
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Fig. 3 Gene expression data from Candida albicans CAF 2-1
parental strain using real-time PCR. H = 1 4-dihydropyridine-
2,3.5-tricarboxylate

ERGI!! gene, which encodes the azole target
enzyme, and upregulation of the CDR/! and CDR2
genes, which encode efflux pumps (Sanguinetti
et al. 2005). However, fluorescence of derivative H
proved its localisation inside the yeast cells (data
not shown). The question is whether derivative H
affects the expression of specific genes, for exam-
ple ERGII (encoding sterol-14o-demethylase).
Given these observations, real time PCR was
chosen as the method to unravel the next piece of
the puzzle.

Figure 3 represents the impact of the tested drugs
on the expression of C. albicans CAF 2-1 genes
encoding PDR transporters (CDRI, CDR2) and sterol-
l4o-demethylase (ERGI1). C. albicans CAF 2-1 in
absence of antifungal agents served as control. The
expression of CDR/ was higher in the presence of
fluconazole, derivative H and in the presence of both
substances, as compared to control. CDR2 showed
increased expression in the presence of fluconazole.
The expression level of ERG/ 1 was increased 8 times
in the presence of fluconazole, but decreased in the
presence of derivative H and the combination of both
agents, as compared to control. Notably, one of the
most common mechanisms of resistance to azoles is
increased expression of ERG11, the gene encoding the
azole target. After the addition of derivate H to
fluconazole, the expression of ERGII was still lower
than in the control. The derivative decreasing the
expression of ERGI/ might be the reason behind the
increased sensitivity of yeasts to azoles (MICsq values
in Table 2).
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Conclusions

The constant emergence of fungal resistance brings
the need for an improved understanding of the reasons
responsible for this resistance and greater attention to
methods to prevent and control these infections. With
increasing number of resistant strains and the possi-
bility to combine already known agents in order to
avoid the discovery of new targets for existing
compounds, combination therapy might be a future
alternative to combat fungal infections. Therefore, this
study has identified a synergy between azoles and the
newly synthesized derivative H to fight fungal infec-
tions. Experiments confirmed the role of derivative H
as substrate/inhibitor of fungal transporter Cdrlp.
Antifungal activity, fluorescence microscopy as well
as the measurement of transport of diS-Cs(3) were all
consistent with this finding. Even though the efflux
through ABC transporters is not the only mechanism
behind the resistance of C. albicans to antifungal
drugs, it is important to consider it as one of the
possible ways along with decreased expression of
target genes.
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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 (ScPdrSp) 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-Cs(3) screening assay for monitoring the activity
of two major pumps of S. cerevisiae — ScPdrSp and ScSnqg2p. The assay is based on
comparing the accumulation of the potentiometric fluorescent probe diS-C;(3), a substrate of
both pumps, in PdrSp- or Sng2p-expressing cells versus the mutant, efflux pump-deficient
cells.

Using the diS-C;(3) screening assay in a set of isogenic K/Pdr5p 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 K/Pdr5p. 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.
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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-Cs(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 1s phylogenetically close to S. cerevisiae. We have found that the probe is also
a substrate of K/Pdr5p, the main MDR pump of K. lactis. Although ScPdr5p and
KI[Pdr5p 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-C;(3) transport through these pumps.

This work is supported by Grant Agency of Charles University in Prague, project n.
10723.
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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-Cs(3) is a substrate of not only Pdr5p of Saccharomyces
cerevisiae (ScPdr5p), but also of its less-explored Kluyveromyces lactis homologue
(KIPdr5p). This enabled us to compare the ability of relatively simple azoles to
competitively inhibit the PdrSp-mediated efflux of the probe in both species. We
found that azoles not only completely inhibit probe transport by K/Pdr5p, but also
compete with each other. This indicates that the probe and the used azoles are bound
by the same site of the K/Pdr5p 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 K/Pdr5p. Our data
indicates a tighter arrangement of the K/PdrSp binding pocket compared to that of
ScPdr5p.
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