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1. Uvod

V sasnosti je vEkd pozornos v oblasti mediciny venovanénnohonasobnej
liekovej rezistenciibuniek (z angl. MDR - multidrug resistance) spredkovanej
Specifickymi proteinmi v cytoplazmatickej membrdmenky, MDR transportérmi, ktoré
su pritomné od bakteridlnych az podské bunky. V pritomnosti MDR transportérov
(MDR pump), ktoré intenzivne odsiitgii cudzorodé latky z bunky, sa bunka stava
rezistentnou v& Sirokému spektru Struktirne a fumle odliSnych latok (inhibitorov,
liekov atl’.). Mnohé lieky tak stracaju svojéiiok na bunky,éo predstavuje problém
najmé pri rakovinnych ochoreniach. V éa8nosti sa pretol'adaju inhibitory MDR
transportérov, ktoré by inaktivovali hlavné MDR ppoyna umoznili liekom pésobina
bunky. Mnoho inhibitorov MDR transportérovi'udskych bunkéach je uz znamych (napr.
cyklosporin, verapamil), ale pre ich nepriaznivélegSie &inky sa stale fadaju nove,
menej toxické inhibitory.

Hlavnou napiou diplomovej prace bolo Studium vplyvu lyzozomeingch latok
(latky niciace bunky napadnutim lyzozoOmov vo vnutri buniek)aktivitu dvoch hlavnych
MDR transportérov v bunkach. cerevisiae Pdr5p a Sng2p - s ¢em njs latky, ktoré
by ®&inne inhibovali ¢innog’ tychto pump. Vplyv latok bol skimany pomocou
fluorescednej metédy vyvinutej v oddeleni biofyziky na FU WKPrahe, ktora umdiiije
s vysokou citlivosou sledova zmeny v aktivite tychto pump v intaktnych bunkach
relativne vémi dobre definovaného fyziologického stavu v reéiri@ase bezprostredne po
pridani potencialnych inhibitorov. Metdda je zalode na pouZiti redistrildmej
potenciometrickej fluorescénej sondy diS-g(3), ktord je zarove substratom pump
Pdr5p a Sng2p. Spiatku tato metdda slazila na meranie membranovétengialu a jeho
zmien v bunkach kvasiniek, az neskor séalm pouziva i na sledovanie zmien aktivity
MDR pump spdsobenych pridanim chemického stresdmunkamsS. cerevisiaeVyhodou
pouzitej fluorescetnej metddy oproti Standardne pouzivanym biologickgechnikam je
vyrazne kratSia doba experimentu, netAox’ pripravy vzorky a najma moznbs
monitorova ¢innog” MDR pump pri fyziologicky nezmenenom stave buniek.

V diplomovej praci bola aktivita pamp Pdr5p a Spg®edovana u réznych
mutantov kvasiniekS. cerevisiaee mutanty sa navzéjom liSili v tondj dané pumpy
obsahovali alebo nie. Na zéklade pozorovania ighéhio @inku skimanej latky na
jednotlivé mutanty bolo moznédif, ktora z pump Pdr5p, Sng2p skimana latka inhibuje.

Vysledky ziskané fluoresc&mou metddou bolo potrebné oueiologickymi testami



(zénovy a vysevovy test), ktoré nam popri overgmagnosti vysledkov umaiiju zistr,
¢i ide o kompetitivhu alebo nekompetitivnu inhibi&iDR pumpy.



2. Teoretickaéast’

2.1 Saccharomyces cerevisiae

Kvasinkovy druhSaccharomyces cerevisiagatriaci medzi vreckovytrusé huby
(Ascomycotina),slizi ako jednoduchy model eukaryotickych orgamzmNachadza
vel’ké vyuZitie v potravinarstve (v pekarstve, pri Myeopiva a vina), pri vyrobe liekov
atd. Vyhodou pri skimani kvasiniels. cerevisiaeje ich zn&na odolnos, rychla
reprodukcia a nen&tnog’ kultivacie. Maka svojmu rozsiahlemu pouZitiuge cerevisiae
jednym z najpreskimanejSich organizmov - stal g@preukaryotom, ktorého geném bol
uplne rozlusteny. Mnohé deje prebiehajlindskych bunkach analogicky ako v bunkéch
kvasiniek, a preto Studium kvasiniek vyznamne pes Kk pochopeniu zakladnych

mechanizmov v bunkaciioveka.

2.1.1 Stavba bunky

Kvasinky sa vyznauju ve’kou diverzitou,co sa tyka tvaru i Méosti buniek.
Bunky S. cerevisiasu spravidla elipsoidného tvaru s priemerom 5 grhOna vékej osi a
1 - 7um na menSej osi [1]S. cerevisiagmaju podobne ako iné eukaryoty na povrchu
bunky cytoplazmaticki membranu, ale na rozdiel y&Bich organizmov je bunka obalena
i bunkovou stenou. Vnutri bunky sa nachadza vakugdro, mitochondrie af'alSie
organely (obr.2.1).

e Bunkové stena

Bunkova stena chrani bunku pred mechanickym pakiod a osmotickymi
vplyvmi, urtuje tvar bunky a zohrdva vyznamnu ulohu pri flékil (zhlukovanie
buniek). Bunkova stena ma hrubku 150 - 450 nm &/geena najma polysacharidmi
(priblizne 80 % suSiny steny) a proteinmi ( 6 -%0suSiny steny)S. cerevisia®bsahuje
Vo svojej bunkovej stene na rozdiel od rastlinngdbakterialnych buniek jazvy (Struktary

vznikajuce ako nasledok pania), ktorych peet udava relativny vek bunky.

» Cytoplazmaticka membrana
CytoplazmatickhA membrana tvori elasticky obal umlachadzajuci sa pod
bunkovou stenou. Umdaje transport Zivin a produktov metabolizmu, je otakou

bariérou a podi@a sa na vytvarani a udrzovani elektrochemickéhdigméu. Membrana
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ma Struktaru fluidnej mozaiky tvorenej dvojitou trsu fosfolipidov, ktoré obsahuju
polarne hydrofilné hlagky mieriace smerom k vonkajSéasti membrany a nepolarne
hydrofébne konce orientované dovnutra membrany. virtla stavebnou zloZzkou
membrany su popri fosfolipidoch proteiny, ktoré mamnoho Specifickych funkcii -
sprostredkovavaju transport latok cez membranwlyaitju priebeh chemickych reakcii,
pripadne pdsobia ako receptory.
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Obr.2.1: Stavba bunkypaccharomyces cerevisifig.

2.1.2 Rozmnozovanié&. cerevisiae

Kvasinky S. cerevisiaesa rozmnoZuju vegetativne - gamim, ale za uitych
podmienok sa mézu rozmnozaviapohlavne. Prpuéani sa na materskej bunke vytvori
piik, ktory sa postupne zvauje, az sa oddeli od materskej bunky a vznikneostaina
dcérska bunkaS. cerevisiagatri medzi multipolarne giace kvasinky, tj. ptik moze
vzniknt’ na ktoromkdvek mieste povrchu bunky. Na materskej i dcérskejkie vznikne
po oddeleni dcérskej bunky jazva.

Pri pohlavnom rozmnoZovanisplyna dve haploidné bunky ajm&ho parovacieho
typu. Jadra buniek sa spoja a vznikne diploidnakaunzygota, ktora sa mozéalej
vegetativne ddlialebo prejs sporulaciou spojenou s meiotickym delenim jadrazzaku
Styroch haploidnych buniek. K sporulécii dochadapm@ pri nedostatmom prisune Zivin
(bez zdroja dusiku a s chudobnym zdrojom uhlikh) [3

Bunkovy cyklus S. cerevisiagpozostava zo Styroch faz:;GS, G a M faza
(obr.2.2). Fazy @ S, G predstavuju spolme interfazu, ptas M fazy prebieha mitotické
delenie a cytokinéza. Bunkovy cyklus je regulovargfkym mnozstvom Specifickych
proteinov (cykliny a cyklin-dependentné proteinkina Kracovym bodom bunkového
cyklu je tzv. Start, v ktorom sa rozhoduje o pratda G do S fazy. V pripade, Ze nie su

poctas G fazy splnené podmienky pre UspesSny priebeh buriaegklu, bunka vstlpi do



stacionarnej fazy & Ak bunka Startom prejde, prebehnddlSie fazy cyklu (S, Ga M
faza). Pri vstupe bunky do S fazy dochadza k déplikadrovej DNA, nasledne bunka
prejde G fazou spojenou s kondenzaciou chromozémov a tioremtotického vretienka.
Potom nastava M faza, kedy sa bunka mitoticky @A sa rozdéuje medzi matersku a
dcérsku bunku a nasleduje cytokinéza, kedy sa kizdnsnka oddeli od materskej.dae
G, fazy bunka rastie a duplikuje svoje cytoplazmatickganely. K& bunka nadobudne

velkog” materskej bunky a okolité podmienky su priazniv&ze dojg k dalSiemu
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Obr.2.2: Bunkovy cyklusS. cerevisiag4].

deleniu bunky.

2.1.3 Rast kvasinkovej kultary v tekutom médiu

Pri raste buniekS. cerevisiaes tekutom médiu s fermentovéitym substratom
(napr. glukéza) bezalSieho pridavania zivin mozno rozoZnses faz a ich priebeh
mozno vyjadr’ rastovou krivkou znazaujlicoucasovy vyvoj optickej hustoty suspenzie
(O.D.), ktora je umerné @tu buniek (obr.2.3).

Fazy rastu :
e Lag-faza

Bunky sa prispésobuju podmienkam v novom Zivnoospedi a ziskavaju energiu
pre rozmnozovanie. Ret buniek zostava konsStantny, ale mnozstvo biorsassvésuije.
Doba, ktord bunkovéa kultara stravi v tejto adéptg faze, zavisi na vhodnosti nového
prostredia pre rast a tiez na veku buniek. Lag-fapaostava z dvoch faz: z fazy
skutainého Kudu charakterizovanej nemennyméfmn buniek a z fazy fyziologickej
mladosti, kedy kultira obsahuje najgée mnozstvo buniek s malymi @kimi.

e Exponencialna faza
Je to faza najrychlejSieho rastu a rozmnozZovaunraelk, ktoré nestgda doras do
velkosti materskej bunky. Priemernalkes’ bunky sa tak p&as exponenciélnej fazy



zmenSuje. Ké&Ze su bunky metabolicky aktivne, sulnme citlivé voti vonkajSim
faktorom. Pdas tejto fazy sa zniZuje obsah glykogénu a trejaldbunke, v désledku
¢oho kleséa rezistencia bunky droosmotickému stresu a zniZuje sa odothbsinkove;j
steny. V neskorej exponencialnej fazéinaju bunkam dochadegaiviny, rozmnozovanie

sa preto sponfaje a bunky dorastaju do svojej kaénej ve’kosti.
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Obr.2.3: Rastova krivkéSaccharomyces cerevisigs.

e Diauxicky posun (shift)

Po vyerpani glukozy z meédia vstupuju bunky do kratkejdjativnej” fazy, ptas
ktorej prebudovavaju svoj metabolizmus na iny zdwbjika (etanol, glycerol) [6].
Prechodne sa zastavi rast buniek a kultira sawgdam oxidativny metabolizmus. s
diauxického posunu dochadza k tvorbe glykogénwehatozy, pdom glykogén zé&na
bunka syntetizowaeste pred Uplnym wgrpanim glukozy [7]. Trehaldéza zohrava dolezitu
Ulohu pri odolnosti buniek b hladovaniu [8-10]. Na zéklade diauxického posomiZno

normalizovd fazy u r6znych kmigov.

e Post-diauxicka faza

Po adaptacii na nové rastové podmienky sa obrmavnmozZovanie kultary, avSak
prebieha omnoho pomalSie ako v exponencialnej fBmeky si robia zasoby trehaldzy,
ktorej koncentracia je naj¥dia na zéiatku stacionarnej fazy [7,11]. ZvySuje sa odothos



buniek v@i teplotnému Soku, ktoré je dosledkom oxidativhemetabolizmu uhlikatych

zdrojov.

e Stacionarna faza

Bunky vstupuju do stacionarnej fazy 4 - 7 dni pokulacii [12], p&et buniek v
kultire sa uZ nemeni. Kvasinky sa pripravuju naodtibé prezivanie bez Zivin, tj.
prebieha adaptacia na stres hladovanim. Treha®pagtupne degradovana, nasledkom
¢oho je strata zivotaschopnosti buniek [7,11]. Bunkystacionarnej faze su oproti
exponencialnym bunkam odolnejSie cvaniektorym druhom stresu a maju silnejSiu

bunkovu stenu, ktord ich chrani pred pésobeninskytth enzymov [13].

e Faza odumierania
Nedostatok Zzivin spbsobi postupné odumieranie ebuniTato faza nastava
priblizne po desiatichitbch.

2.2 Mnohonasobna liekova rezistencia

Délezitu ulohu v obrane buniek prottinku chemickych stresorov hraju tzv. MDR
transportéry - membranové proteiny £ajace mnohonasobnu liekova rezistenciu (MDR
—Multi Drug Resistance), u kvasiniek taktiez nazywaPDR (Pleiotropic Drug
Resistance). MDR transportéry (pumpy) aktivne edsjti cudzorodé latky z buniek
a tym umo#uju rezistenciu buniek v Sirokému spektru Struktarne a fuimle odliSnych
latok (inhibitorov, liekov at).

Mnohonésobna liekova rezistencia kvasingekcerevisiagroti réznym toxickym
latkam je kontrolovana dvoma regétgmi si¢’ami PDR a YAP, tvorenymi génrRiDR1,
PDR3 aYAP1, YAP2ktoré koduju transkrimé aktiv&né proteiny, a cimvymi génmi
tychto proteinov. Obe siete suU navzgjom finek prepojené, tj. niektoré prvky funkcie
jednej regulanej siete m6zu by ovplyvnenéci dokonca v niektorych pripadoch (napr.
teplotny Sok) zastupené druhou regulau si¢ou.

2.2.1 Regul&na sia’ YAP

NajlepSie preskimanymi transkéipymi faktormi regulénej siete YAP uS.
cerevisiaeje protein Yaplp kédovany génovAPla protein Yap2p kédovany génom
YAP2[14].



Transkrigny aktivator Yaplp sa spoludalSimi proteinmi podi& na odpovedi
buniek na oxidativny stres a na vytvarani fenotymwhonasobnej liekovej rezistencie
kvasiniek S. cerevisiaeproti metabolickym inhibitorom. GENAPL nie je pre bunku
esencialny. Jeho preruSenie vedie k zvySeniu ofttivouniek na niektoré latky (napr. 4-
nitrochinolin-N-oxid, N-metyl-N’-nitro-N-nitrosoguadin, cykloheximid, trenimon,
kadmium), k neschopnosti rastu pri pH vy§Som akokrhypersenzitivite na oxidativny
stres sp6sobeny peroxidom vodika.

Druhym zndmym transkrgmym aktivatorom regulmej siete YAP je protein
Yap2p kédovany génorfAP2 Podobne ako u géntAP1, zvySenie expresie génMAP2
vedie k fenotypu mnohonasobnej liekovej rezistermieti kadmiu, cykloheximidu a
chelatom Zeleza a zinku. Zdti&o bunky s preruSenym génovfAP1su hypersenzitivne
na kadmium, nepritomnosunkéného génuYAP2 v bunke neovplyvni jej citlivasna
kadmium. GénYAP2sa spolu ¥ AP1(kastni indukcie adaptacie na streS..cerevisiae
spbsobeny peroxidom vodika.

2.2.2 Regul&na sie’ PDR

GényPDR1 a PDR3 regul&nej siete PDR kontroluju 8. cerevisiagezistenciu
voci Sirokému spektru bunkovych inhibitorov [15]. GBDR1 sa podiéa na vzniku
fenotypu MDR kvasiniekS. cerevisiagtym, Ze jeho produkt — transkéipy aktivany
protein Pdrlp — ovplywije expresiu génov kdédujucich membranové transpgstoteiny,
ktorych substraty st okrem iného i metabolickébitory. Mutaciepdrl-1, pdrl-2, pdrl-3
vgéne PDR1 u S. cerevisiaevyvolavaju rezistenciu proti réznym inhibitorom
mitochondrialnych procesov (antimycin A, oligomycintetracyklin) a proti
cykloheximidu, ktory je inhibitorom cytoplazmatigheroteosyntézy.

Protein Pdrlp je vysoko homologicky s proteinonBpd(ich aminokyselinové
sekvencie su z 36 % identické) a ich funkcia jelggma. PreruSenie géreDR3
kodujuceho protein Pdr3p nie je pre bunky letaliveparovnani s rodovskym kmeéom
vyrazne neovplyiwuje citlivog’ hostitdského km#éa na oligomycin, cykloheximid,
chloramfenikol a mucidin (podobne ako preruSenienadaého génuPDR1). K
vyraznému zvyseniu citlivosti dochadza po prerusdoich génoDR1a PDR3sasne
[15,16].

V regula&nej sieti PDR hrd dominantnd ulohu v kontrole fepot MDR
pravdepodobne géRDRY, ktory funguje ako transkrimy aktivator okrem inych génov
i pre génPDR3 GénPDR3 je s&asne aktivovany i sam sebou. Pri vytvarani fenotypu



MDR maPDR1 primarnu ulohu v odpovedi bunky na pritomtdsxickej latky aPDR3
zabezpeéuje, aby tato odpovkbola dostaténe rychla a vyrazna.

2.2.3 Ci@ové gény regul&nych proteinov sieti YAP a PDR

Rezistencia kvasinieB. cerevisiagroti roznym toxickym latkam a oxidativnemu
stresu je zabezpena kontrolou expresie ¢mvych génov transkrimych aktivatorov
Yaplp aYap2p (reguiaa si¢ YAP). Cid’ovymi génmi transkrignych aktivatorov
Yaplp a Yap2p su :

1. niektoré gény kodujuce membranové transpontoteimy typu MFS (Major Facilitator
Superfamily) a ABC (ATP-Binding Cassette).

2. gény, ktorych produkty zabezjpgl odolnos kvasiniek S. cerevisiaeproti latkam
toxickym pre bunku.

Podobne ako u regulaej siete YAP i u siete PDR sU za rezistencidivo
inhibitorom zodpovedné gény kédujuce membranovéspartéry typu MFS a ABC spolu
sd’alSimi ci?ovymi génmi transkrignych aktivatorov Pdrlp a Pdr3p.

Membranové transportéry typu MFS tvoria ve’kd skupinu Struktarne a futike
homologickych membranovych transportérov vyskyigii sa u prokaryotickych i
eukaryotickych organizmov. Ich funkciou je trandpd@znych latok (jednoduché cukry,
oligosacharidy, aminokyseliny, nukleotidydat za vyuzitia energie z chemiosmotického
gradientu proténov.

Membranové transportéry typu ABC sa podobne ako MFS proteiny vyskytuja
u vSetkych organizmov od baktérii az ploveka a pre transport latok cez membranu
vyuZivaju energiu z hydrolyzy ATP. U kvasiniek sikadlizované na bunkovej membrane
a astnia sa kontroly rezistencie buniek proti toxitkjatkam a oxidativhemu stresu,
bunkovej detoxikacie, sekrécie feromonov, mitochi@idych a peroxizomalnych funkcii.

ABC transportér sa z¥gjne sklada z dvoch transmembranovych a dvoch ATP-
viazucich domén (obr.2.4). Transmembranové domémmgalwuju a-hélixy, ktoré
nieka’kokrat prechadzaji membranou a na vonkajSej stransportéra medzi doménami
sa nachadza miesto, kde sa viaze substrat. ATRegaflomény sa nachadzaju na
vnutornej strane bunkovej membrany a suczeadve. K& sa ATP naviaze na ATP-
viazucu doménu, zmeni sa konformacia ABC transprtévytvori sa dutinka, cez ktoru

mé&Ze molekula substratu préjmembranou do vnutra bunky [17].



Obr.2.4: Schematické znazornenie Struktlry a funkcie AB@dpartéra [18].

NajlepSie preStudovanymi ABC transportérmi u kveekirS. cerevisiaesi MDR
proteiny kédované génn®DR5, SNQ2 (ich expresia je kontrolovana transKmgmi
aktivatormi regulaénych sieti PDR a YAP) §OR1 Tieto transportéry su zodpovedné za
rezistenciu buniek wd Sirokému spektru metabolickych inhibitorov. Ichbstratmi su

mnohé antibiotika, fungicidy, detergenty a iné yatk

2.2.3.1 GénPDR5

GénPDR5bol prvym identifikovanym cigovym génom transkrifmého aktivatora
Pdrip. Produktom génuPDR5 je transmembranovy protein typu ABC, Pdrbp,
homologicky s proteinom Sng2p (37 % identita) aks liudskym P-glykoproteinom.
Nedavno bola technikou negativneho farbenia poedidamozna 3D-Struktira Pdr5p s
rozlidenim 25 A (obr.2.5, [19]). Protein Pdr5p dhga dve hydrofébne domény, gwm
kaZzda z nich je tvorena Siestimi transmembranovgegmentami, afalej dve ATP-
viaZzuce domény nachadzajlce sa na intracelulammagjesmembrany. Organizacia domén
je podobnéa ako u Sng2p, ale opa ako u P-glykoproteinu.

Pdr5p je protein je lokalizovany v plazmatickej nieéme a ma kréatku Zivotnbds
poléas rozpadu je 60 az 90 minut. Z cytoplazmatickenim@ny sa endocytézou dostava

do vakuoly a jeho degradacia vyZaduje vakuolaroteptyzu [20].
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Obr.2.5 : Trojrozmernd Struktira MDR transportéra Pdr5p. éfroma dimérnu Struktiru
a sklada sa z trodtasti: (1) z membranovo zakotvenych domén, (2) yméh
oddelenych v§nievajucich stonkovych domén, (3) zo Styroch laloko
tvoriacich ATP-viazuce domény. Sipky ukazuji rofuie orientacie ATP-
viazucich domén, Zoho mozno predpokladaze p@as katalytického cyklu
doché&dza k ich rotacii [19].

Substratmi Pdr5p su etylové, propylové a butyloli&eniny, v menSej miere i
metylové a pentylové zténiny. Disociacia zkeniny ako i vékos’ jej molekuly su pri
uréovani, ¢i je latka substratom Pdr5p, doélezité, zZatta hydrofobicita a anionové
zloZenie molekul skimanej latky nehraju Ziadnu ali].

GénPDR5nie je pre bunku esencialny a jeho preruSenieevkdiypersenzitivite
na mnohé Strukturne odliSné bunkové inhibitory [alykximid, sulfometuronmetyl,
chloramfenikol, antimycin A, erytromycinda). ZvySenie expresie génRDR5 naopak
vedie k zvySeniu rezistencie bunky proti tymto bitorom. V sekvencii proteinu Pdr5p
boli identifikované aminokyseliny dolezité pre jebabstratovi Specifitu, pre transport
inhibitorov a pre Specifickd inhibiciu transportoébroteinu Pdr5p, ktoré su lokalizované
v ATP-viaZzucich a v transmembranovych doménach, ajke extracelularnej hydrofilnej
¢asti proteinu.

Transkripcia génlPDR5 a inych génov kodujucich MDR transportéry jeca®
mitézy veé'mi intenzivna - u w&Siny génov je to opme. ELM1, gén koédujdci
proteinkinadzu, ktora riadi mnohé iné kinaziastniace sa bunkového delenia, sa dadie
na regulacii MDR VS. cerevisiae riadi napr. mieru transkripcie géiRDR5 Mutacia v
ELM1 potl&a MDR a zmenSuje transkripcRDR5. Bola teda zistena spojitbsnedzi

regulaciou MDR a prebiehajicim bunkovym cyklor8 vcerevisia¢22].

2.2.3.2GénSNQ2
Pritomnos génu SNQ2 v bunke vo viacerych koépiach spésobuje zvySenie
rezistencie kvasinielS. cerevisiaeproti roznym bunkovym inhibitorom ako napr. 4-

nitrochinolin-N-oxid (odti#i pochadza i nazov génu - Sensitivity to 4-Nitro(@lime-N-
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oxide), triaziquon a sulfometuronmetyl. Produktongéng SNQ2 je membranovy
transportny protein typu ABC, Sng2p.

GénSNQ2je kontrolovany transkrimymi aktivatormi Pdrlp a Pdr3p. PreruSenie
génu PDR3 nespbsobuje také vyrané znizenie hladiny mRNA g¢g8N@Q2 a hladiny
proteinu Sng2p ako preruSenie géPDR1 NajvyraznejSie sa prejavi preruSenie oboch
génov PDR1 a PDR3 s(tasne, ale na rozdiel od géemDR5 sa génSNQ2 v kmeni
s preruSenymi génntDR1aPDR3exprimuje, i k&’ slabo; expresi&NQ2je totiz takisto
kontrolovana transkrimym faktorom Yrrlp a v podmienkach teplotného Sogroteinmi
Yaplp a Yap2p [23].

Gén SNQ2 podobne akd®DR5 nie je pre bunku esencialny a jeho prerusenie
vedie k hypersenzitivite na metabolické inhibitd®yitomnos funkénych génowDR5a
SNQ2je potrebna pre normalny rast buniek. Proteinyspdr Sng2p kédované tymito
génmi su nielen Struktirne ale i fumle podobné, ich substratova Specifittisatane
prekryva.

2.2.3.3GénYOR1

Gén YORL1je potrebny pre vytvorenie rezistencie kvasinik cerevisiaeproti
oligomycinu (YOR - Yeast Oligomycin Resistanceyistencia je podmienena mutaciami
v génochPDR1aPDR3 Ak je génYOR1pritomny v bunke vo viacerych kopiach, déjde
k vyraznému zvysSeniu rezistencie proti oligomycimutacia alebo preruSenie tohto génu
naopak vedie k hypersenzitivite na oligomycin. GEDR1 je taktieZz zodpovedny za
rezistenciu proti reveromycinu A, aureobazidinu Zaadetoxikaciu organickych anionov
obsahujucich karboxylové skupiny.

Produktom génuyOR1je membranovy transportny protein typu ABC, Yorlp,
ktorého expresia je kontrolovana proteinmi Pdripda3p a jeho ATP-azova aktivita
vitro je patnaskrat nizSia ako u Pdr5p.

2.2.4 Vyznam Studia MDR pump uS. cerevisiae

Stadium odpovede buniek na oxidativny stres u kiekiS. cerevisiagna vyznam
i v medicine. Predpoklada sa, Ze oxidativny staggaslida na vzniku niektorych vaznych
ochoreni ako je rakovina alebo ateroskler6za. Poglahechanizmus rezistencie proti
bunkovym inhibitorom ako u kvasinie®. cerevisiaebol identifikovany u mnohych
patogénov rastlin, Ziwéchov ic¢loveka.

Vyskum vplyvu potencidlnych inhibitorov na MDR tsportéry v bunkacts.

cerevisiaeprispieva k pochopeniu mechanizmov MDR’udskych bunkach. Odhalenie
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molekularnych mechanizmov mnohonasobnej liekovagtencie kvasiniek najde vyuZzitie
pri genetickych manipulaciach v biotechnolégiach n®ze pomot v boji proti
rezistentnym patogénottoveka a rastlin.

Medzi najdblezitejSie MDR pumpy Wloveka patri P-glykoprotein (Pgp)
kodovanyMDR1 génom. Tento gén reguluje kinetiku i mnohych inyietkov v bunke.
Pgp pozostava z 1280 aminokyselin a dvoch homotdgrgymetrickych sekvencii

obsahujucich ségransmembranovych domén a dve ATP-viaZzuce domamny2.6, [24]).

S

Obr.2.6: Struktira MDR transportéraludskych bunkach(A) P-glykoprotein [25](B)
MRP3 [26].

Pgp ma Sirokda substratova Specificitu — transpertjounky mnohé lieky, napr.
chemoterapeutika. V gasnosti je znamych niekko substratov Pgp, ktoré kompetitivne
inhibuja jeho funkciu a umaitiju tak pésobenie chemoterapeutik v nadorovych &cimk
(napr. verapamil, cyklosporin), d7i [24]. Mnohé z tychto inhibitorov su kondee
dostupné.

Dalsim vyznamnym MDR transportérom popri PgpMJBP1 patriaci do rodiny
proteinov MRP (Multidrug Resistance-assosiateddie}. MRP1 sa podobne ako Pgp
vyznamne podi&a na odstrigovani liekov proti rakovine. Na rozdiel od proteiRgp,
ktory transportuje neutralne alebo kladne nabigdrdéfobne molekuly, transportuje MRP1

organické aniony (napr. leukotrien) [27].
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2.3 Meranie membranového potencialu

2.3.1 Membranovy potencial

Membranovy potencial vznikd ako dosledok mnohyechngmembranovych
procesov suvisiacich s polopriepustfms membrany; zavisi na distribacii naboja, ktorého
nosité’mi su iény. Jeho existencia je nevyhnutna pre udeZzemetabolickych pochodov a
tym i pre Zivot bunky.

Pohyb i6nov ovplyiuju elektrické i koncenttmé gradienty. Ké sa vyrovna
velkog elektrického a koncenttaého gradientu pre &ty idn, vravime, Ze nastala
dynamicka rovnovdha. Membranovy potencial, pri ¢morsa dynamicka rovnovaha
vytvori, ozn&ujeme ako rovnovazny (Nernstov) potenciala plati pré Nernstova

rovnica:

out
W :ﬂln c
ZzZF c

(2.1)

in
kdeR ... univerzalna plynova konstanf,.. teplotaz ... valencia i6nuF ... Faradayova
konstantac” ... koncentracia daného iénu vnuatri bunky cX" ... koncentracia daného
i6bnu mimo bunky.

Rozdiel elektrickych napati na vnatorngj'{) a vonkajej ¢ °"

strane membrany
sa nazyvakludovy membranovy potencial 4y, ktory je s@tom rovnovaznych
potencialov vietkych iénov, a platidy = ¢™ - ¢ °. Ay je u buniek zaporny, jeho
hodnota je -9 az -100 mV. ZniZzenie membranovéhenmuidlu (menej zaporna hodnota
AyY) vedie k depolarizacii membrany, jeho zvySenigp@aejSia hodnotaly ) naopak
vedie k hyperpolarizacii membrany.

V cytoplazmatickej membrane buni€k cerevisiagako i u inych hub a rastlin,
zohrdva doleziti Glohu proténova pumpH®-ATPaza, ktora utuje vekost
membranového potencialu v bunke a kontroluje dfdeZyziologické procesy
prebiehajice vnutri bunky. ‘HATPé&za transportuje protény von z buniek (obr.23)
vyuZitia energie z hydrolyzy ATP a tym reguluje ni@énovy potencial a pH v bunke.
UdrZuje vnutri bunky zapornejsi potencial ako vq&pli. Aktivita H-ATPazy zavisi od
okolitych podmienok - napr. v pritomnosti glukézy ) vykonnos zvySuje, zatih ¢o
urcité chemické latky (napr. lyzozomotropné latky 8J)2mozu naopak HATPazu

inhibova’.
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Obr 2.7: Schematické znazornenie funkcié&-MNTPazy v bunkéach kvasiniek [29].

2.3.2 Metddy pre meranie membranoveého potenciélu

Membranovy potencial mozno méngariamo, zavedenim mikroelektréd do bunky.
U kvasinkovych buniek je ale meranie membranovébiernzxialu touto metdédou Ui
obtiaZzne - rozmery buniek kvasiniek su malé a amje u nich pritomna bunkové stena,
ktora brani preniknutiu elektrédy do bunky. Nav@gpadny prienik elektrody bunkovou
stenou sp6sobi rozsiahle poSkodenie bunky.

Pre meranie zmien membranového potencialu u kieksisa preto pouzivaju
nepriame metody, napr. meranie pomocou potenci@kgth sond, ktoré je neinvazivne
a zarové predstavuje relativne rychly spbésob sledovania eamimembranového
potencialu.

Fluorescertna sonda diS-G(3)

Pouzitim fluoresceimej sondy diS-g{3) mozno sledowazmenu aktivity pump
Pdr5p a Sng2p u kvasini€k cerevisiag@rostrednictvom monitorovania vstupu sondy do
buniek v zavislosti na V&osti membranového potencialu.

Fluoresce#na sonda diS-£{3), tj. 3,3~ dipropylthiakarboxycyanin jodid (aBr8),
ktora bola zvolena pre naSe experimenty, patri megninové farbiva, ktoré sa kladne
nabité a lipofilné, waka¢omulahko vstupuju do bunky - prostou difuziou.

Sonda diS-g{3) patri medzi redistrilné potenciometrické sondy - jej
prerozd@&ovanie cez membranu trva dovtedy, kym nenastanaox@ha v distribdcii
sondy vnutri a mimo bunku (tento proces trva seluail desiatky minut), ustavanie
rovnovahy sa riadi Nernstovou rovnicoud\apitola 2.3.1).
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Obr. 2.8: Fluorescetina sonda diS-43).

2.4 Metoda pre sledovanie zmien aktivity MDR pump(Pdr5p a Sng2p)

pomocou fluorescetine] potenciometrickej sondy diS-G(3)

Metdda pre sledovanie zmien aktivity MDR pump @pdra Sng2p) pomocou
fluorescekinej potenciometrickej sondy diS;@) (dalej nazyvana skratene fluorestea
metdda) vyvinuta na nasej fakulte ( FU UK v PrgB6]) nam umo#uje skima aktivitu
pump a zmeny membranového potenciélu v reélsase a pri fyziologicky nezmenenom
stave buniek. Fluoresc&ma sonda diS-£{3) (kapitola 2.3.2) je substratom pump Pdr5p a
Sng2p, hlavnych MDR transportérovai cerevisiae

Standardne pouzivanymi metodami pri skiimani aktpitmp su biologické testy
(napr. zonovy a vysevovy test - kapitola 3.5), &tsé na rozdiel od fluorescerej metody
¢asovo nartné a neumatju sledovd kinetiku pump. Fluorescéna metdda bola
UspeSne pouzitd pri Stadiu vplyvu chemickych st@sona aktiviiu MDR pump v
kvasinkovych bunkach [30, 31].

Metdda farbenia fluorescémou sondou diS-§{3) nam umoiuje zaznamenava
zmeny jej koncentracie vnutri bunky prostrednictvemien spektroskopickych vlastnosti
sondy, konkrétne zmieAmax (Amax - VInova dZka, pre ktoru je intenzita fluoreseergho
signalu, Imax mMaximalna). Vnutri bunky sa sonda dig&® moZe viazé na niektoré
intracelularne komponenty (albumin, RNA, lipidy @éibunkové Struktiry). Vysledny
fluoresceiny signél od sondy diS+(3) (obr.2.9A <ervena farba) sa sklada z niékgch
zloziek:

e sonda v médiv- zv&sa len vo vibnej forme, tj. sonda sa neviaze na zloZky média.
Fluorescetiné spektrum je charakterizované polohou maxima = 569 nm a intenzita
fluoresceného signalu od sondy zostava konStantna, pretozeéegkych bunkovych
suspenziach mozno zanedhiytok intenzity fluorescencie spojeny so vstupmandy
do bunky (obr.2.9A - modré farba).
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e sonda v bunke:
- va’na - poloha maxima fluorescé&mého signalumax je charakterizovana hodnotou

569 nm (obr.2.9B - modré farba).
- viazana- hodnotadmax j€ posunuta oproti signalu kmej sondy o 10 nm ddervenej
oblasti spektra. Dochadza k zvySeniu kvantovéh@aiku fluorescencie a teda

i intenzity fluorescencie v porovnani si'mou sondou (obr.2.9B - zelena farba).

A
detegovany
signal
). |
550 600 650 700 750
nm
B
1,0 Inl 1,0 10
aef |1 0g 0.8
||"'| iy
Ly 08 I — Iy 0& Ly ne |I I-
0,4 - 04 _ —I'_ 04 II I'..I
o2 az} |\ oz} |
o, AN / L
EED 0D SB0 TOOD TRO S50 200 B ToD TED E50 0 B0 ToD TED
o nm T
f|_UDFiESCE"C|'!Y viazana sonda
signal z buniek v bunke
Obr.2.9:

(A) Celkovy fluorescetny signal sondy diS+{3) po interakcii s bunkovou suspenziou
(cervend) sa skladéa zo signalu z buniek (fialovayr@édia (modra).

(B) Jednotlivé zlozky fluorescéného signalu sondy diS;@) z buniek (fialova) su
tvorené signalom Jmej sondy (modra) a signalom viazanej sondy (z¢lena

bunkach (poth [32]).

Vstup sondy diS-G(3) do bunky je uréeny membranovym potencidlomA4y a

...

dochadza Kervenému posunu ¥max AK sU v membrane pritomné i pumpy odstijace

diS-Gs(3), prejavi sa to znizenim mnozZstva sondy v buakedpovedajucim modrym
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posunom. K modrému posunuMax dochadza i pri depolarizacii membrany alebo pri
inhibicii H*-ATPazy.

Farbiaca krivka predstavujgasovu zavislasvinovej dZky Amax po pridani sondy
diS-G(3) do bunkovej suspenzie. @tanim farbiacich kriviek pumpovych krvev od
farbiacej krivky bezpumpového ki@ mozno ziska hodnoty aktivity pamp (Pdr5p
a/alebo Sng2p) a porovnanim aktivity pamp danéheilknbez a s pridanim potencialneho
inhibitoru mozno vyhodnativplyv skimanej latky na aktivitu danej pumpy (pQmgad
obr.2.10.

578
—e—8—e | — bezpumpovy kmen
576 |
g 574 Ao <==b aktivita pimp
S
~ 572 -o—8—® |, kmen s nadprodukciou pump
570 |

0 5 10 15 20 25 30
time (min)

Obr.2.10: Farbiaca krivka kmiga s nadprodukciou pump je oproti bezpumpovémuikme
posunuta do modrej oblasti v dosledku aktivity jeldonp.
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie a material

Tab.3.1: Preffad pouzitych chemikalii

chemikalia Muw vyrobca rozpugadlo
[ g. mol*]
kvasinkovy extrakt --- Fluka
pepton --- Sigma
agar --- Roth
gluk6za (bezvoda) p.a. 180,16 | Lach-Ner, s.r.o.| destilovana voda
hydrogénfosforénan sodny p.a. 358,14
kyselina citrbnova (bezvoda) 192,13 Lachema, Bino
nigericin (sodna 9 746,9
NQO 150,16 Sigma-Aldrich
(4-nitrochinolin-N-oxid)
MRG -12  * 349,5
MRG -14  * 377,5
PPG -12 * 347,5
PPG —-14 * 375,5 Technicka
PYG —14 * 415,0 univerzita etanol
MRAL -12s * 4170 Wroclav,
MRAL -14s_* 4450 | Pdsko
PPAL 125~ 4150 | (oddelenie
PPAL -14s * 443,0 | chemie,
PYAL 125 * a01,0 | Prof- Witek)
PYAL -14s * 429,0
DMAL -12s * 307,5
diS-G(3) Molecular etanol pre UV
(3,3~ dipropylthiakarboxycyanin520,5 Probes spektroskopiu

jodid)

* lyzozomotropné latky, ktoré pésobia na kvasint Ze inhibujiinnnog’ vakuolarnej
ATPazy, pripadné’alSich ATP&z a tym blokuju vitalne Zivotné pochdadwiek [33,34]

Zasobné roztoky glukoézy (40 %) a citrat-fosfatavépufru (10 mM) boli

uchovavané pri teplote 4°C. Roztoky lyzozomotrognyatok (*), nigericinu, NQO a

fluoresceinej sondy diS-g(3) (10* M) boli uchhovavané pri teplote -18°C.
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Tab.3.2: Struktarne vzorcekimanych lyzozomotropnych latok

0O
[R-CHyC-0-CpHan41

n=12, 14
\ O\ £\
R: r N— <; N—| O N—
L/ / N
PYG-n PPG-n MRG-n
I
H3C_CH_C_O'CnH2n+1 n=12,14
_ N A\ /N HiC,
R: N— N—| O N N-
' o~ N H,C
PYAL-n PPAL-n MRAL-n DMAL-n

3.2 Kultiva¢né média a roztoky
e Kultivaéné médium YP

kvasinkovy extrakt 10g

peptén 10g

destilovana voda 1000 ml
e YPD agar 1% peptén

kvasinkovy extrakt 10g agar

pepton 10¢g glycerol

agar 10 g destilovana voda

gluk6za 20 g

destilovana voda 1000 ml
e YPG agar 2%

kvasinkovy extrakt 10g

20

10g

209

209
1000 ml



e Citrat-fosfatovy pufer(C-P pufer)
NaHPO, . 12 HO 369
destilovana voda 1000 mi
Pridanim vhodného mnoZstva koncentrovaného rozkykeliny citrébnovej nastavime
pH C-P pufru na hodnotu pH = 6,0.

e Glukdza 40 %
glukoza 40 ¢

destilovana voda 60 ml

3.3 Séria pouzitych izogennych kvasinkovych kni®v S. cerevisiae

Tab.3.3: Prelfad pouZzitych kmigov a ich genetické charakteristiky

kmei genotyp poznamka

MAT a, PDR1-3, ura3, hisl nadprodukcia pum
Pdr5p, Sng2p a Yorlj

1=

US 50-18C

MAT a, PDR1-3, ura3, hisl, yort:hisG, | nadprodukcia pumpy

AD 12
sng2::hisG Pdr5p
AD 13 MAT a, PDR1-3, ura3, hisl, yort:hisG, | nadprodukcia pumpy
pdr54::hisG Sng2p
AD 23 MAT a, PDR1-3, ura3, hisl, sngR :hisG, | nadprodukcia pumpy
pdr54::hisG Yorlp
MAT a, PDR1-3, ura3, hisl, yort:hisG, | nepritomnos pump
AD1-3

sng24::hisG, pdrx4:hisG Pdr5p, Sng2p a Yorlj

e Zdroj kvasinkovych kmigov S. cerevisiae zbierka UCL (Université catholique de
Louvain, Faculté des sciences agronomiques, LotlaaNeuve, Belgie)

3.4 Priprava a uchovavanie kvasinkovych kultar

3.4.1 Priprava a uchovavanie zasobnych kvasinkovydtultur
Bunkové kultary boli uchovavané pri teplote -80C médiu obsahujucom 60 g
glycerolu, 10 g glukézy, 2 g peptonu, 1 g kvasirdow extraktu na 100 ml). Sterilnou
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kr'uckou boli kvasinky prenesené na 1 % YPD agar avaiané dva dni pri teplote 30°C
v inkubatore Raven 2. Misky s kvasinkovou kultubmli potom uchovavané pri teplote

4 °C maximalne po dobu jedného mesiaca.

3.4.2 Priprava buniek pre meranie

Malé mnozstvo zasobnej kultdry bolo prenesenélsber kl'uckou do sterilného
tekutého YP média s 2 % gluk6zou. Bunky boli ageokultivované v trepacej lazni 20 —
24 h pri 30°C.

Do 10 ml YP média s 2 % gluk6zou bolo pridanéétaanozstvo inokula, aby
vysledna koncentracia buniek bola 2,5°.bOniek / ml (odpovedajtca hodnota Q9=
0,1 *). Kvasinky boli kultivované v trepacej lazpo dobu 20 — 22 h pri 30°Gjm boli
ziskané bunky v post-diauxickej faze rastu (dobkiviacie bola volena v zavislosti na
pozadovanej rastovej faze kultiry). Po danej dobd#ividcie bola odobrana vzorka
bunkovej suspenzie pre stanovenie kultiry. Bunkli Heakrat premyté destilovanou

vodou a resuspendované v C-P pufri.

* Opticka hustota bola merana pri vinovéike A = 578 nm (O.Ds79) na spektrofotometri
Novaspec Il.

3.5 Biologické metddy pre stanovenie Specifity MDRUmMp

Biologické testy (zonovy a vysevovy test) boli eoB v sterilnom prostredi za

pouzitia sterilného materialu.

3.5.1 Z6novy test

Bunky boli pripravené pda kapitoly 3.4.2. Do 1 % YPD agaru bol pridany taky
objem kvasinkovej suspenzie, aby vysledna konceiatiduniek bola 2,5. £dbuniek / ml.
Na Petriho misku (priemer 10 cm) s pevnym 2 % YR@ram bol naneseny 1 % agar so
zaakovanou kulturou (teplota agaru by mala’ lpyiblizne 45 °C). Misky boli ponechané
20 min pootvorené, na stuhnuty povrch agaru boliesmené kruzky filtreného papiera,
na ktoré boli nanesené® skimanej latky. Pri nanaSani dvoch latok na jekdéiok bola
druha latka (takisto fl) pridana 15 min po aplikacii prvej latky. Miskyl kultivované
dva dni pri 30 °C. Ukazka vysledku zénového testng obr.3.1.
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Obr. 3.1: Vysledok zénového testu. Ykog’ zény sa zvéSuje v zavislosti na zvysujucej
sa koncentrécii skimanej latky.

3.5.2 Vysevovy test

Bunky boli pripravené pda kapitoly 3.4.2 a resuspendované v C-P pufri (pH =
6,0) tak, aby vysledna opticka hustota suspenzia Bgl. Bunkova suspenzia bola
rozdelend do mikroskimaviek typu Eppendorf. Jedrmaka bola pouzita ako kontrola a
do druhej vzorky bola pridana testovana latka sslenou koncentraciou. Za &sného
mieSania boli bunky s danou latkou inkubované jeladinu pri pokojovej teplote.
Potom boli vzorky stokrat nariedené v destilovavmgje, 10ul bunkovej suspenzie bolo
nanesenych na Petriho misku (priemer 6 cm) s 1PB ¥garom a rozotretych sterilnou
kl'uckou. Kazda vzorka bola vysiata na tri misky prekaise v&Sieho Statistického
suboru. Misky boli kultivované dva dni pri 30 °C. ngzstvo prezivajucich buniek
vystavenych &inku testovanej latky v porovnani s kontrolnou mr vypoveda o
letalnom &inku skimanej latky na bunky (neschophaworit’ koldnie). Vysledok

vysevoveho testu je zobrazeny na obr.3.2.

Obr. 3.2 Vysledok vysevového testu. Na misku vpravo bolsiate bunky, ktoré boli
vystavené &inku testovanej latky, na miskulavo bola vysiata kontrolna
vzorka.
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3.6 Meranie farbenia buniek fluorescefinou sondou diS-G(3) - metoda

farbiacich kriviek

Kladne nabita fluorescéna sonda diS-£3) vstupuje do bunkydiaka pritomnosti
zaporného potencidlu vnuatri bunky a interaguje gozylickymi komponentami.
ZvySovanie koncentracie sondy v bunke je optickyedevaténé; je sprevadzané
narastom celkovej intenzity fluorescencie zaaséiého posunu emisného spektra do
cervenej oblasti #aka vazbe sondy na cytozolické komponenty v burlRences
ustd'ovania rovnovazneho rozdelenia sondy medzi vnutor@y vonkajSim prostredim
bunky v zavislosti na \f&osti membranového potencidlu je VaHom k pritomnosti
bunkovej steny pomaly (20 min a viac) a rovnovairieacelularna koncentracia sondy
neodpovedad v mnohych pripadochlkasti membranového potencidlu (je podstatne
nizsia). Za tato skutmogs’ su zodpovedné MDR pumpy Pdr5p a Sng2p, u ktorydh b
dokazané, Ze odstmaju fluorescennu sondu z buniek [35, 36].

Bunky kvasinkovych km#v boli pripravené pdé kapitoly 3.4.2 a
resuspendované v C-P pufri (pH = 6,0) tak, abyedish opticka hustota bola 0,1. Do
kyviet s bunkovou suspenziou bola pridana sonda-G¥3) s vyslednou koncentraciou
2.10% M. Meranie prebiehalo na spektrofluorimetri Flumax 3 (obr.3.3) pri pokojovej
teplote za otasného mieSania vzorky. Fluorestisd spektrd boli opakovane
zaznamenavané po dobu 15 - 20 min. Potom bola #ietkgridana testovana latka so
zvolenou koncentraciou a spektrum bolo zaznamerapardobulalSich 30 — 40 min.

Zo ziskanych dét boli zostavené farbiace krivkpr&tpredstavujicasovu zavislas Amax
pripadnel max (Amax j& VInova dzka, pre ktor( je intenzita fluorese@ho signalu)max
maximalna) od pridania fluorescarej sondy k bunkovej suspenzii.

Spektrofluorimeter FluoroMax 3 (firma Jobin YvopeX) obsahuje ako zdroj
excitatného Ziarenia xenénovu lampu a je riadeny pomocogramu DataMax. Excitaa
vinovéa dZka bola 541 nm a emisné spektrum bolo zaznameéavablasti 560 - 590 nm.
Pri merani spektier bolo rozptylené Ziarenie eliongné pomocou emisného filtra (cut off

540 nm). Premeranie jedného fluoreseesho spektra trvalo 20 s.
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Obr.3.3: Schéma spektrofluorimetra Fluoromax 3 (prevzd@2}).
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4. Vysledky a diskusia

Pre Studium vplyvu réznych chemickych stresorovakévitu dvoch hlavnych
MDR pump (Pdr5p a Sng2p) kvasinigk cerevisiaebola na oddeleni biofyziky FU UK v
Prahe vyvinuta fluorescéna metdda, ktord& umogje s vysokou citlivodou sledova
zmeny v aktivite tychto pump u intaktnych buniekrelativne dobre definovanom
fyziologickom stave a v realnordase po pridani potencialneho inhibitora. Metéda je
zalozena na pouziti redistriénej potenciometrickej fluorescémej sondy diS-€(3), ktora
je stasne substratom pump Pdr5p a Sng2p. Hlavnyifortievyskumu je néjslatky,
ktoré by inhibovali¢innog’ tychto pump. Vyvoj metddy je popisany v [32] alkasne]
dobe dokontovanej dizerténej praci Mgr. TomaSa Hendrycha ("Ovlém cinnosti
membranovych transportnich sytékvasinek stresovymi faktory").

4.1 Princip vyvijanej fluoresceknej metdédy pre vyHadavanie

potencialnych inhibitorov MDR pump Pdr5p a Sng2p

Pozitivne nabita sonda diS(B) 'ahko prechadza plazmatickou membranou a u
buniek s nulovou aktivitou pump Pdr5p a Sng2p jj@geup ako i rovnovazna koncentracia
uréena vékog'ou membranového potencialu. U buniek s vysokym \(plwnenym)
membranovym potencidlom je intracelularna koncerdraondy vysoka, vysledkotioho
je intenzivne farbenie buniek. V spominanej metddie ako bunky s nulovou aktivitou
pump pouzité bunky kniev S. cerevisiaeAD1-3 a AD23, ktoré maju deletované gény
kédujuce tieto dve pumpy a ich farbiace krivky mmteduju bezpumpové negativne
kontroly pre uéenie aktivity pump (obr.4.1A).

Farbenie buniek obsahujucich aktivhe pumpy Pdralelao Sng2p (v tejto metdde
reprezentovanych kmieni AD12 - Pdr5p, AD13 - Sng2p, US50-18C - Pdr5maZp), je i
napriek ich rovnako J#&ému potencialu ako u bezpumpovych kiove ve’'mi nizke \W@aka
nizkej intracelularnej koncentracii sondy, ktoravgsledkom aktivneho odstravania
sondy z cytozolu. VZladom na to, Ze membranovy potencidl buniek pumpgowc
bezpumpovych km®v, nachadzajdcich sa v rovnakej rastovej fazepymaky [35], je
rozdiel vo farbeni pumpovych a bezpumpovych mutamdrazom miery aktivheho
odstraovania sondy z buniek, teda aktivity danej pumpyr®p - AD12, Sng2p - AD13),
resp. danych pump (Pdr5p a Sng2p - US50-18C).
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Spbsob, akym je mozné pomocou vyvijanej metédyget# inhibiciu tychto
pump, mozno demonStraagpomocou zmien vo farbeni buniek pamermeabilizacii
plazmatickej membrany tepelnym Sokom Splynutie farbiacich kriviek pumpovych a
bezpumpovych mutantov pogigku Soku indikuje rovnaki intracelularnu konceoiwa
sondy u buniek vSetkych kmev (obr.4.1A),¢éo je dokazom nulovej transportnej aktivity
oboch pump a teda ich inhibicie (obr.4.1B). Novdruia farbenia buniek bezpumpovych
kmeiov, ktord je nizZSia oproti farbeniu buniek pred gi@esnim tepelného Soku, je
doésledkom zniZenia ich membranového potenciélu. ripape permeabilizacie vSak
dochadza k inhibicii pamp "trividlnym" spésobom Kaetrolovane rychly vstup sondy do
buniek s porusenou membranou, pripadne bunkovoost@lebo denaturacia proteinov a

najma vytok ATP¢o je zdroj energie pr&nnog’ pump).
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Obr.4.1:
(A) Vplyv permeabilizacie cytoplazmatickej membranyaiegym Sokom na intracelularnu

koncentraciu sondy u buniek kims AD12( %), AD13(<> ), AD23(%*), AD1-3(#®) a

US50-18C®). Koncentracia sondy: 3.FaV diS-Cy(3). Bunky z exponenciélnej fazy
rastu boli premyté a resuspendované v C-P pufri{@D) na O.037s=0,1.

(B) Vplyv permeabilizacie na aktivitu pamp. Aktivita @ bola ziskana @ianim
farbiacich kriviek kmé&ov AD12 ( ), AD13 ( ) a US50-18CHRdr5p a Sng2p
od farbiacej krivky kmea AD1-3 pred a po tepelnom Soku.

Aby bolo mozné metddu podZzpre stanovenie skuinej inhibinej schopnosti
prislusného stresoru, bolo nutné naopakthnajeé experimentalne podmienky, pri ktorych
pdsobenim tychto latok k permeabilizacii buniekoehadza.

Prvym krokom pri zavedeni nového testovaciehogkati pre Stidium interakcie
stresorov s pumpami bola Raa vhodnefastovej fazy. Boli vybrané bunky z rannpost-
diauxickej fazy rastu, i k& aktivita ich pump je nizSia ako u exponencialnicimiek (obr.
4.2). Dévodom vyberu bola skutwog’, Ze post-diauxické bunky su vSeobecne menej
citlivé na pbésobenie chemickych latok ako exporddnei bunky a k ich permeabiliz&cii
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dochadza pri podstatne vySSich koncentraciach.ease tychto latok vo Jeni nizkych

koncentraciach by totiz nemuselothbyostaténé pre prejav ich pripadného inhiétého

acinku.
B
d 2l o
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E o ] . : 0
- E : ] ] :
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Obr.4.2:

(A) Porovnanie farbenia buniek ki AD12(%), AD13(< ), AD23(5*), AD1-3(#) a
US50-18C®) v post-diauxickej faze rastu. Koncentracia sor@lf0® M diS-Gs(3).
Bunky boli premyté a resuspendované v C-P pufri §6J0) na O.D7g=0,1.

(B) Vplyv rastovej fazy na aktivitu pamp buniek kitoer AD12 (Pdr5p), AD13 ( )a
US50-18C Pdr5p a Sngp Aktivita pump buniek v exponencialnej faze rad bola
uréena oditanim farbiacich kriviek tychto kniev od farbiacej krivky kmga AD1-3 z
grafu na obr. 4.1A, aktivita pump u buniek v postetickej faze rastu (PD) bola
stanovena z farbiacich krivek na obr. 4.2A.

Druhym krokom bolavorba optimélnych koncentracii pouzitych stresorov. U
kazdého stresoru bola testovana Siroka Skéla ktndoéinv rozsahu 0,1 az 1Q@M. Pre
stanovenie hornej hranice pouZiigch koncentracii (teda koncentracii, pri ktoryehug
Gcinok latok sprevadzany permeabilizaciou, prip. mé&iou buniek), bola pouzita
fluorescekina sonda diS-4{3) (obr.4.3A), ako i fluorescéne mikroskopické sledovanie

vstupu propidium jodidu do buniek s poruSenou pktirkou membranou (obr.4.3B).

Obr.4.3: Stanovenie podielu permeabilizovanych (intenzivimeréskujucich) buniek v
suspenzii pomocoyA) fluorescekinej sondy diS-¢{3) a (B) propidium
jodidu.
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V minulosti bol vplyv chemickych stresorov na MOmRmpy sledovany u dvoch
skupin latok s popisanym a overenym letalnyndinkom na kvasinky a iné
mikroorganizmy [32, 37, 38]. Prv( skupinu tvotitlzozomotropné latky (reprezentované
napr. DM-11), ktoré okrem iného pOsobia na kvasirtgyn, Ze inhibuju ¢innog’
vakuolarnej ATPazy, pripadnéal’sSich ATPaz a tym blokuju vitélne Zivotné pochody
buniek.

Druh& skupina zahala komegne vyrabané a prakticky Siroko pouZzivarécidy
(latky BAC a ODDC), ktoré su gag’ou napr. dezinfalnych a farmakologickych
prostriedkov (Ustnych vod,coych kvapiek, prostriedkov proti zubnému poviakd’. at
Mechanizmus ich p6ésobenia na bunky ni€gsto znamy a ich pouZzitie sa susug na
potlatenie bakterialnych kontaminacii.

Zatid’ ¢o zastupca prvej skupiny (DM-11) neinteragovalspou Pdr5p, u oboch
latok z druhej skupiny bolo pozorované vyrazné pwipénie aktivity pumpy Pdr5p pri
transporte sondy [30]. Akym spésobom moZzno na #z&kl8uorescetnej odpovede
rozlisit’ latky, ktoré interaguju alebo neinteraguju s pumpRdr5p a Sng2p, je vidno z

nasledujucich dvoch prikladov:

A) Vplyv DM-11 na aktivitu MDR pump (latka neinteragujica s pumpam)

Uginkom DM-11 (2-dodekanoyloxyetyl-dimetylaménium brinl) dochadza k
zniZzeniu membranového potencialu u buniek bezpuggtokmeiov AD1-3 a AD23, ako
aj u buniek s aktivnymi pumpami Pdr5p a/alebo Sn¢g2p kmeiov US50-18C, AD12 a
AD13, ¢o je vidi@ z poklesudmnax U tychto kméov na obr.4.4A. Diferencia medzi
pumpovymi a bezpumpovymi kmi je rovhaka ako u kontrolnych neopbsobenych
buniek (obr.4.4B), tj. pri pdsobeni latky DM-11 #bs aktivita pamp zachovana a tato
latka neinteraguje s pumpami v zmysle kompetitiamjinaktiv&nej inhibicie transportu
sondy z cytozolu.

Pre dO6kaz vierohodnosti vysledkov ziskanych fluoeeshou metddou bol urobeny
analogicky biologicky test zénovy test v ktorom mozno interakciu Studovanej latky s
pumpou (pumpami) veducou k jej (ich) inhibicii staiv’ na zéklade zv&enia inhibine;
zoény u pumpového kni@ (US50-18C). Ako vidi& na obr.4.5, zona inhibicie rastu u
pumpového kmga US50-18C je rovnakd ako u bezpumpového em@D1-3, ¢o
znamena, Ze sa pumpy Pdr5p a Sng2p rovhako akopYwfiodiéaju na odstrgovani

tejto latky z buniek. Testovana latka DM-11 teda j@ substratom ani jednej z tychto

puamp.
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Obr.4.4:
(A) Vplyv pridania DM-11 na farbenie buniek kies AD12, , , AD1-3 a

US50-18Cv post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridanaa/ min farbenia (plné

symboly), kontrola (prazdne symboly). Koncentradet0® M diS-Gs(3), 5 pM DM-
11.

(B) Znazorneniaktivity pump buniek kmigov AD12 (Pdr5p), AD13 ( ) a US50-18C

(Pdr5p a Sng2ps neovplyvnenynd ¥ (C - kontrola) a s nizSind%¥ (po pridani DM-
11).

Us50-18C AD1-3

Obr.4.5: Velkog inhibicnych zén u buniekA) US50-18C gB) AD1-3 po pridanDM-
11 na papierovy téik (2 pul 50 uM DM-11).

B) Vplyv BAC na aktivitu MDR pump (latka interagujuca s pumpou Pdr5p)

Pridanie BAC (benzalkénium chlorid) k bezpumpovyonttolnym bunkam vedie k
pomerne vyraznému poklesu ich membranového poten@kr.4.6A). U buniek vSetkych
pumpovych km#ov je taktiez pozorovany pokledn., ale na rozdiel od pésobenia
predchadzajucej latky nezostava vo vSetkych prigaddiferencia medzi farbenim
bezpumpovych a pumpovych ki vzhladom na kontrolu zachovana. Iba u buniek
AD13, u ktorych je pritomna len pumpa Sng2p, jerihcia po pridani latky rovnaka ako
u kontroly, ¢o vypoveda o tom, Ze transportna aktivita tejto pyrmsa @inkom BAC
nemeni. U buniek AD12, ktoré maju len pumpu Pdpchadza po pridani BAC k
splynutiu farbiacej krivky AD12 s farbenim obochzpampovych kmgov. Diferencia
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odrazajuca schopnbpumpy Pdr5p aktivne exportavaondu z buniek je teda rovna nule
(obr.4.6B). Naviac, farbiaca krivka buniek US50-18@ajucich sasne obe pumpy,
splyva s farbiacou krivkou buniek AD13; po p6sobBAIC zostava teda i u buniek US50-
18C zachovana len aktivita pumpy Sng2p. Z vysledkmrescetného testu vyplyva, ze
BAC interaguje len s pumpou PdrSp a Ze tato in®eakedie k strate schopnosti
transportové sondu z buniek. Nedochadza tu k permeabiliza@reto moze b/ pricinou
pozorovaného javu len jedna z nasledujucich moknost

a) Dochadza k skutmej inhibicii aktivity pumpy Pdr5p (inaktivacia pyy) - BAC

je skut@ny inhibitor.

b) BAC je rovhako ako sonda diS;@) substratom Pdr5p a dochadza ku kompeticii

sondy a testovanej latky o transport - BAC je kotipvay inhibitor.

Pre zistenie, ktora z tychto dvoch mozZnosti j&ipou pozorovaného efektu, bol
pouzity zénovy test pomocou ktorého moZzno sleddvaplyv koncentracie BAC na
velkos’ inhibicnych zén pumpovych i bezumpovych kifog. Pri porovnani véosti
inhibicnych zon u jednotlivych kni@v (obr.4.7) pri identickej koncentracii (3 mM) oké&
bola vybrana ako najvhodnejSia, bola zistena aliseénicibicnej zony u km#a US50-18C
(Pdr5p a Sng2p) a AD12 (Pdr5p). Znamena to, Ze BA&ubstratom pumpy Pdr5p a k
pozorovanej inhibicii pumpy dochadza v dosledkumpeticie dvoch substratov tejto
pumpy (BAC a sondy).

& A gx;n@“ﬁﬁuﬂw- . %-\'
= 000" GJ%‘ %
E a74 o) ﬂ
z ot
§ 8 - é 2 B BAC BAC
s E BAC @ 7 ﬂ
V)
VM
M 20 a0 i & a0 100 Snq2p Pdr5p
[min] +Snq2p
Obr.4.6:
(A) Vplyv pridania BAC na farbenie buniek ki : , , AD1-3 a

US50-18Cv post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridan87/ min farbenia (plné
symboly), kontrola (prazdne symboly). Koncentragid:0® M diS-Cy(3), 2uM BAC.

(B) Znazorneniemeny aktivity pump buniek u kmev AD12 ( ), AD13 ( ) a
US50-18C Pdr5p a Sng2mpo pridani BAC, € - kontrola).
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US AD1-3

Obr.4.7: Verkog’ inhibicnych z6n u buniek pumpovych a bezpumpovych ikomepo
pridaniBAC na papierovy teéik (2 ul 3 mM BAC).

4.2 Testovanie dinku lyzozomotropnych latok na ¢innost® MDR pump u

S. cerevisiae

Hlavnou Ulohou diplomovej prace bolo pomocou faszednej metddy otestova
sadu 12 Struktirne podobnych lyzozomotropnych &k’ kapitola 3.1) a zisfi ¢i
niektora z danych ztienin nie je inhibitorom pump Pdr5p a/alebo Snq2gkambinacii s
biologickymi testami (z6novy a vysevovy test) rodh@, o aky typ inhibicie
(kompetitivna/ nekompetitivna) ide. Pfad vysledkov, ktoré sme ziskali pri testovani
tychto latok, zahajime analyzou fluoreséeych odpovedi, ktoré boli pozorované pri
posobeni latok PYG-14 a DMAL-12. U oboch latok bafbpredtym na zaklade rozdielov
vo vakosti zon u kmaov AD1-3 a US50-18C zistené, Ze su substratmi arektych) z

trojice pump Pdr5p, Sng2p a Yorlp [38].

4.2.1 VplyvPYG-14a DMAL-12 na aktivitu MDR pump

A) PYG-14

Uginok latky PYG-14 (50uM) na bunkyS. cerevisia&tudovany fluorescenou
metddou (wi’ referencia v [38]) bol doteraz testovany len naekmeh US50-18C a AD1-
3. Vziadom na stasné znalosti (pozorované splynutie farbiacichigkikmeaiov AD1-3
a US50-18C indikuje permeabilizaciu buniek) smeogdodli vplyv tejto latky preskanta
pri pouziti nizSich koncentracii (40, 25, 18 a i), a to ako u spomenutych dvoch
kmeiov, tak i u jednopumpovych kmev (AD12, AD13 a AD23). NajvysSiu koncentraciu
testovanej latky sme zvolili 40M, tj. blizku koncentracii pouzitej v praci [38].ké& vidno
z obr.4.8A, dochadza pri tejto koncentracii k spiym farbiacich kriviek vsetkych
kmenov, ¢o indikuje nulovu aktivitu oboch Studovanych pungir3p a Sng2p (obr.4.8B),

ktora je dana trividlnou inhibiciou pump spésobepeummeabilizaciou buniek. Pomocou
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vysevového testu sme dokazali, Ze tato koncentijéciare bunky letalna, tj. percento

prezivajucich buniek je priblizne 20 % (obr.4.9).
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Obr.4.8:
(A) Vplyv pridania PYG-14 na farbenie buniek kg , , , AD1-3 a

US50-18Cv post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridand2v min farbenia (plné
symboly), kontrola (prazdne symboly). Koncentracel0® M diS-Gs(3), 40 puM
PYG-14.

(B) Znazornenie zmeny aktivity pamp buniek kioe AD12 ( ), AD13 ( ) a
US50-18C Pdr5p a Sng2ppo pridani PYG-14 (plnd vy§), kontrola (pruzkovana

vypli).
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Obr.4.9: Vplyv pridania PYG-14 40 uM) na pdaet prezivajacich kvasiniekS.
cerevisiae kmeiov : , , AD1-3 a US50-18C v
postdiauxickej faze (21 h rastu). Bunky kultivovgmé 30°C po dobu 48 h,
doba p6sobenia PYG-14: 1 h.

Znizenie koncentracie latky vedie k znizenidtpopermeabilizovanych buniek vo
vzorke, ¢o vidno z vysevového testu (obr.4.10), v ktorom pouziti 20pM PYG-14
preziva uz okolo 50 % buniek. Z fluores¢ee] odpovede na pridanie latky s
koncentraciou 2pM PYG-14 vyplyva, Ze pri nizSom pte permeabilizovanych buniek vo
vzorke nedochadza k splynutiu farbiacich kriviekrmgovych a bezpumpovych ki,
obr.4.11A. Pozorovany rozdiddmax (0br.4.11B) svedl o tom, Ze pri pésobeni latky s
touto koncentraciou zostava aktivita pump u intgg&mbuniek aspociastane zachovana.
Z tychto vysledkov vSak nemozno jednoama rozhodnt, ¢i je transport sondy
jednotlivymi pumpami @inkom latky ovplyvneny, pretoze zvySkova aktivité@ingp u
jednotlivych kméov je védmi nizka, teda prispevok intenzivne sa farbiacich
permeabilizovanych buniek k celkovému fluorescemu signélu je stale ki vysoky.

Pri pouziti koncentracie 1M PYG-14 je pozorovany V&i rozdiel medzi
farbenim pumpovych a bezpumpovych mutantov ako ®dgradzajucom pripade
(obr.4.12A) Waka nizSiemu ptu permeabilizovanych buniek vo vzorke. Ako vyplywa
obr. 4.12B, mozZno uz pri pouZiti tejto koncentrdedG-14 vyvodi zavery o jeho vplyve
na schopnasjednotlivych pamp transportovasondu. Zatik ¢o u buniek AD13 nie je
aktivita pumpy Sng2p ovplyvnen&giagkom PYG-14 dochadza k zniZeniu aktivity Pdr5p
(pokles aktivity pozorovany u buniek kifeeAD12 a US50-18C).

Pri koncentracii 10uM PYG-14 mozZno pozorov¥avyrazny depolarizany efekt
tejto latky na bunky, obr. 4.13Adaka zanedbafeému prispevku fvych buniek [31].

Vzhradom na to, Ze pri tejto koncentracii nie je pozar® znizenie aktivity ani jednej z
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testovanych pump, obr. 4.13B, je pravdepodobnépditd koncentracia nestana

ovplyvnenie schopnosti pump transportbgandu.

Obr.4.10:
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Vplyv pridania PYG-14 Z0 uM) na pd@et prezivajacich kvasiniels.
cerevisiae kmeiov ADI12, , , AD1-3 a US50-18C v
postdiauxickej faze (21 h rastu). Bunky kultivovgmé 30°C po dobu 48 h,
doba pésobenia PYG-14: 1 h.

0 10 20 30 40 50 60 70

35



B
g_ 6 AD12 k
2 AD12
s 4] US k
>
= B US
AD13 k
0 AD13
Obr.4.11:
(A) Vplyv pridania PYG-14 na farbenie buniek ke , , , AD1-3 a

US50-18Cv post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridand2v min farbenia (plné
symboly), kontrola (prazdne symboly). Koncentrac2e10® M diS-Cy(3), 25 pM
PYG-14.

(B) Znazorneniektivity pamp buniek kmigov AD12 ( ), AD13 ( ) a US50-18C
(Pdr5p a Sng2po pridani PYG-14 (plna vyip), kontrola (prazkovand vyg).
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Obr.4.12:
(A) Vplyv pridania PYG-14 na farbenie buniek kg AD12, , , AD1-3 a

US50-18Cv post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridand2y min farbenia (plné
symboly), kontrola (prdzdne symboly). Koncentrace10® M diS-Gs(3), 18 Y
PYG-14.

(B) Znazorneniaktivity pump buniek kmigov AD12 (Pdr5p), AD13 ( ) a US50-18C
(Pdr5p a Sng2po pridani PYG-14 (plna vyip), kontrola (prazkovand vyg).
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Obr.4.13:
(A) Vplyv pridania PYG-14 na farbenie buniek kiog , , , AD1-3 a

US50-18Cv post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridand2y min farbenia (plné
symboly), kontrola (prdzdne symboly). Koncentrace10® M diS-Gs(3), 10 uM
PYG-14.

(B) Znézornenieaktivity pump buniek kmigov AD12 ( ), AD13 ( ) a US50-18C
(Pdr5p a Sng2mo pridani PYG-14 (plna vy, kontrola (pruzkovana vyg).

Aby sme mohli rozhodnij ¢i ¢iastaind inhibicia pumpy Pdr5p, pozorovana pri
koncentracii 1841M PYG-14, je dosledkom toho, Ze:
1) PYG-14 je skutény inhibitor - netplnd inhibicia aktivity pumpy P je dosledkom
nizkej koncentréacie latky alebo
2) PYG-14 je kompetitivny inhibitor - nedplna inhitasicaktivity pumpy Pdr5p je
désledkom kompeticie sondy a latky o transport,
bolo potrebné poroviiarel’kos’ inhibiénych zon nielen u kni@v AD1-3 a US50-18C, ale
i u jednopumpovych kmimv AD12, AD13 a AD23.
Ad 1) V pripade, Ze by rozdiel vo ¥eosti inhibiénych zén u kmigov AD1-3 a US50-18C,
pozorovany v praci [38], bol spésobeny aktivnymt@ievanim PYG-14 pumpou Yorlp
a nie Pdr5p, znamenalo by to, Ze zniZenie schdapmosnpy Pdr5p transportotaondu
je spbsobenéiastainym inaktiva&nym &inkom PYG-14.
Ad 2) Ak vSak je za rozdiel vo V&osti zén u AD1-3 a US50-18C zodpovedna pumpa
Pdr5p, je pozorovanéiastaina inhibicia transportu sondy désledkom kompetilsiech

substratov.

Z porovnania inhikkinych zén u jednotlivych kni@v vyplyva, obr. 4.14, Ze PYG-
14 je substratom nielen Pdr5p, ale i Sng2p. Sabspodstraiova’ PYG-14 z buniek je u
pumpy Sng2p podstatne menSia ako u pumpy Pdr5@a@#®D13 je menSia ako u AD1-3,
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ale va&Sia ako u AD12). Rovnakéa Meos’ inhibi¢cnych z6n u kmigov AD23 a AD1-3
nazn&uje, Ze tato latka nie je substratom pumpy Yorlp.

Na zaklade vysledkov zdénového testu mézeme Kkomstaht Ze pozorovana
Ciasta:nd inhibicia pumpy Pdr5p je désledkom kompetiaieréscetinej sondy a PYG-14

0 transport.

AD 12 AD13 ADZ3 us AD1-3

Obr.4.14: Verkos’ inhibicnych z6n u buniek pumpovych a bezpumpovych iaxepo

pridaniPYG-14 na papierovy t&ik (2 ul 50 mM PYG-14).

Otazkou zostéava, pte:

1) Po pridani PYG-14 (1gM*) nepozorujeme Uplna inhibiciu transportu somaynpou
Pdr5p, ako je tomu pri posobeni biocidu BACd{(Wkapitola 4.1), i k& pouzita
koncentracia PYG-14 je podstatne vySSia ako u BA@V).

2) U najnizSej pouzitej koncentracii PYG-14 (i) nie je pozorovana Ziadna inhibicia
pumpy Pdr5p.

3) U pumpy Sng2p, pre ktora je PYG-14 takisto substratnie je u Ziadnej z pouzitych
koncentracii pozorovany inhibiy efekt tejto latky na schoprtbpumpy transportova

sondul.

Pravdepodobnym vysvetlenim tychto zisteni sa zt&dizna afinita pamp Pdr5p a
Sng2p k r6znym substratom. Z tohttatliska by bola fluorescéma sonda substratom s
s vysokou afinitou k pumpe Pdr5p i k Sng2p.

e Afinita pumpy Pdr5p k BAC je zrejme porovnité s afinitou k sonde (prip. trochu
nizdia), pretoZe pouZitie stokrat vysSej koncefrd8AC (2.10° M) vzhradom ku
koncentrécii sondy (2.10M) stasi k aplnej inhibicii transportu sondy pumpou Pdr5p
(vid’ kapitola 4.1).

*U vySSich koncentracii PYG-14 nemozndadbm na permeabilizaciu buniekeid, ¢i sa
tieto koncentracie dostatoé pre Uplnu inhibiciu transportu sondy
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e Afinita pumpy Pdr5p k PYG-14 je podstatne nizka afinita k sonde, pretoze pouzitie
tisickrat vy$3ej koncentracie PYG-14 (~2°1B1) v porovnani s koncentraciou sondy
(2.10° M) sposobuje lendiastan( inhibiciu transportu sondy touto pumpoul.
Koncentracia PYG-14 péatotkrat vysSia ako koncentracia sondy nie je dodta
k pozorovaniu akéholkeek ovplyvnenia schopnosti pumpy transportosandu.

e Afinita pumpy Sng2p k PYG-14 je zrejme eSte r@zdko afinita Pdr5p k tejto latke,
pretoZe ani u jednej z testovanych koncentradiikforych bolo mozné sledovameny

v aktivite pump (permeabilizacia buniek), nebol ngport sondy touto pumpou

ovplyvneny.

Aby sme naSe vysvetlenie potvrdili, urobili sme dagly biologicky experiment
zavedeny v praci [38]. Tento ,dvojsubstratovy testl UspeSne pouzity pre dbékaz
kompeticie dvoch substratov (BAC a nigericin) e$@ort pumpou Pdr5p, diobr. 4.15
pouzity z prace [38]. Ako je zrejmé z obrazku,qtiasnom pridani oboch substratov¢ivo
ktorym vykazuje pumpa Pdr5p vysokua afinitu, k torsiému alebo k pfahlému tetiku,
je zrejme prekréend horna medza kapacity pumpy Pdr5p (najma u dhmkkmaéa
IL125-2B s menSim pdom pump v membrane viddom ku kmeu US50-18C s
nadprodukciou pump)o vedie ku zvySeniu vnutrobunkovej koncentraciehtgdatok a

k podstatnej inhibicii rastu (z¥8enie inhibinych zon).

Obr. 4.15: Vizualizacia kompeticie dvoch substratov pumpySpdo transport pomocou
zénového testu: vplyv gasného pridania oboch substratov (BAC a nigericin)
na vékos' inhibicnych zon u buniekS. cerevisiaeAD1-3, US50-18C a
IL125-2B. Pouzité koncentracie zasobnych roztokdvnM BAC, 1 mM
nigericin.Pouzité z prace [38].
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Obr. 4.16: Vizualizacia kompeticie dvoch substratov pumpySpdo transport pomocou
zénového testu: vplyv gasného pridania oboch substratov s rozdielnou
afinitou k pumpe (PYG-14 a nigericin) nalkes’ inhibi¢nych z6n u buniek
S. cerevisiaéAD12 a AD1-3. Pouzité koncentracie zasobnych taato 50
mM PYG-14,1mM nigericin.

Ako vyplyva z vysledku dvojsubstratového testu,.abd 6, v ktorom bol pouzity
nigericin ako substrat, ku ktorému ma pumpa Pdrypoka afinitu (koncentracia
zasobného roztoku: 1 mM) a PYG-14, ku ktorému (ptedpokladame) ma Pdr5p nizku
afinitu (koncentracia zasobného roztoku: 50 mMylaehadza pri stasnom pridani oboch
substratov u kmi& AD12 k vytvoreniu inhikinych zén v désledku kompeticie tychto
substratov. \Waka nizkej afinite pumpy Pdr5p k PYG-14 tak nie gg pouZitej
koncentracii (pédesiatkrat vySSia ako u nigericinu) pralepa saturgna kapacita pumpy
veduca k narastu vnatrobunkovej koncentracie nigmui a k zvéSeniu inhibénych zén.
Tento vysledok potvrdil naSe vysvetlenie vysledknskanych pomocou fluorescarej

metody.

B) DMAL-12

Latka DMAL-12 sa svojim &inkom na bunkyS. cerevisiaevelmi podoba
pésobeniu PYG-14. Pri najvysSej pouzitej koncerit(d© uM) je pésobenie oboch latok
rovnaké - dochadza k permeabilizacii buniek (poapaivr.4.8, 4.17). Vplyv DMAL-12 na
aktivitu MDR pump je mozno zistiaZz pri pouZziti nizSich koncentracii (A¥, a dokonca
i 10 pM, na rozdiel od PYG-14), pri ktorych nezostavaedihcia medzi farbenim
pumpovych kmgov (AD12 a US50-18C) a bezpumpového kmeAD1-3 zachovana
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vzh'adom na kontrolu (obr.4.18A, 4.19A). V tomto expente, rovnako ako vo vSetkych
d’'alSich, nebola uz meran& druha negativna bezpunkooiéola - kmé AD23.

U buniek AD12, ktoré maju len pumpu Pdr5p, dochguzgridani DMAL-12 k
posunu Anax do cervenej oblasti spektra smerom k Urovni farbeniapbeipovych
mutantov, ¢o indikuje zniZenie transportnej aktivity tejto poyn(obr.4.18B, 4.19B).
Farbiace krivky buniek US50-18C, majucich obe pumpstom splyvaju s farbenim
buniek AD13 (Sng2p)o spolu so skutmog’ou, Ze aktivita pumpy Sng2p nie jéitkom
DMAL-12 ovplyvnend, svetl o tom, Ze DMAL-12 interaguje len s pumpou Pdrbato
interakcia vedie Kiastanej strate schopnosti pumpy Pdr5p transporteaandu z buniek.
Nejde tu o permeabilizaciu (pri tychto koncentréhigpreziva viac ako 70 % buniek,
obr.4.20)a preto piinou pozorovanegiastanej absencie transportu mozet’ lyovnako
ako u PYG-14) len to, Ze DMAL-12 je @skut@ny alebo kompetitivny inhibitor.
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Obr.4.17:
(A) Vplyv pridania DMAL-12 na farbenie buniek ke : , AD1-3 aUS50-

18C v post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridand23. min farbenia (plné
symboly), kontrola (préazdne symboly). Koncentrace10® M diS-Cy(3), 40 uM
DMAL-12.

(B) Znazorneniektivity pamp buniek kmigov AD12 ( ), AD13 ( ) a US50-18C
(Pdr5p a Sng2mpo pridani DMAL-12 (plna vypi), kontrola (prazkované vyg).
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Obr.4.18:
(A) Vplyv pridania DMAL-12 na farbenie buniek ki@ AD12, , AD1-3 a US50-

18C v post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridand23. min farbenia (plné
symboly), kontrola (préazdne symboly). Koncentrace10® M diS-Cy(3), 27 uM
DMAL-12.

(B) Znazorneniaktivity pump buniek kmigov AD12 (Pdr5p), AD13 ( ) a US50-18C
(Pdr5p a Sng2mpo pridani DMAL-12 (plna vypi), kontrola (prazkované vyg).
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Obr.4.19:
(A) Vplyv pridania DMAL-12 na farbenie buniek kifi@v AD12, , AD1-3 aUS50-

18C v post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridana23. min farbenia (plné
symboly), kontrola (prazdne symboly). Koncentrac2e10® M diS-Cy(3), 10 pM
DMAL-12.

(B) Znazorneniaktivity pump buniek kmigov AD12 (Pdr5p), AD13 ( ) a US50-18C
(Pdr5p a Sng2po pridani DMAL-12 (plna vypl), kontrola (prazkovand vyf).
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Obr.4.20: Vplyv pridania DMAL-12 B0 puM) na pd@et prezivajucich kvasinielS.

cerevisiaekmeaiov AD12, , AD1-3 a US50-18Cv postdiauxickej faze
(21 h rastu). Bunky kultivované pri 30°C po dobu H8doba pbsobenia
DMAL-12: 1 h.

Pre zistenie, ktora z tychto dvoch moZnosti j&ipou pozorovaného efektu, bol
pouzity zénovy test pomocou ktorého bol sledovany vplyv koncentrdaMAL-12 na
vel’kog’ inhibicnych z6n pumpovych a bezumpovych kmoe Porovnanim u&osti
inhibi¢nych z6n u jednotlivych kni@v (obr.4.21) pri identickej koncentracii (50 mM),
ktor4 bola vybrand ako najvhodnejSia, bola zistah&encia inhiltnej zény u kmga
US50-18C (Pdr5p a Sng2p). U AD12 (Pdr5p) bola pmzama nepatrna inhiéma zéna, u
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ostatnych jednopumpovych mutantov (AD13 a AD23)zglny takisto menSie ako u
bezpumpového knia AD1-3, ale podstatne &&ie ako u AD12. Znamena to, Ze DMAL-
12 je substratom vSetkych troch Studovanych purajma vSsak pumpy Pdr5p. Pozorovana
Ciastaznd inhibicia pumpy Pdr5p je désledkom kompeticieAbM 2 a sondy o transport.
Z rovnakych dévodov ako pri rozbore fluorestiegj odozvy na pridanie PYG-14
k bunkam testovanych kmev, teda:
1) Po pridani DMAL-12 (27 a 1QuM) nepozorujeme Uplna inhibiciu transportu sondy
pumpou Pdr5p, i ki pouZzité koncentracie su podstatne vysSie ako u BAD/),
2) U pumpy Sng2p, pre ktora je PYG-14 takisto substratnie je u Ziadnej z pouzitych
koncentracii pozorovany inhibiy efekt tejto latky na schoprtbpumpy transportova

sondu,

sme dospeli k zaveru, Ze afinita pamp Pdr5p a SKq2ZMAL-12 je podstatne menSia ako
afinita tychto pump k fluorescénej sonde, rovnako ako v pripade PYG-14. Toto naSe

tvrdenie sme potvrdili pomocou dvojsubstratovétsuteobr. 4.22.

Obr.4.21: Velkos’ inhibicnych z6n u buniek pumpovych a bezpumpovych iaxepo
pridaniDMAL-12 na papierovy teiik (2 ul 50 mM DMAL-12).
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DMAL-12 Nigericin  Nigericin + DMAL-12

AD1-3

Obr.4.22: Vizualizécia kompeticie dvoch substratov pumpy3pdo transport pomocou
zénového testu: vplyv gasného pridania oboch substratov s rozdielnou
afinitou k pumpe (DMAL-14 a nigericin) na Rkeos’ inhibiénych zén u buniek
S. cerevisiadD12 a AD1-3. Pouzité koncentracie zasobnych kaato50 mM
DMAL-12, 1mM nigericin.

4.2.2 Vplyv latok typu MRG-n na aktivitu MDR pump

A) MRG-12

Ovplyvnenie aktivity MDR pump latkou MRG-12 je [ei podobné pésobeniu
latok PYG-14 a DMAL-12, i k& vplyv na vékos™ membranového potenciald@) je u
MRG-12 niz8i ako u predtym testovanych latok. RrdaMRG-12 (10 uM) k
bezpumpovym kontrolnym bunkdm AD1-3 totiZz vedieddgtatne menSiemu pokledpiax
ako u PYG-14 a DMAL-12, porovnaj obr.4.23A s ohbt3A a obr.4.19A. Pri vyslednej
koncentracii vo vzorke 3M MRG-12 je depolarizany &inok tejto latky zanedbatey,
obr.4.24A. \@Waka malej zmene membranového potencialu (ku ktvehadza rovnako u
buniek vSetkych testovanych kimw) je omnoho nazornejSie vidiaiZz zo samotného
priebehu farbiacich kriviekiasta:na inhibicia transportu sondy pumpou Pdr5p. V tomto
pripade je totiz zblizovanie farbiacich kriviek e AD12 a bezpumpovych buniek,
odrazajuce nizSiu aktivitu pumpy Pdr5p, obr.4.23Bha.4.24B, sprevadzané vyraznym
posunomAnmaxdo ¢ervenej oblasti spektra. TaktieZ u buniek kmé&JS50-18C je pridanie

MRG-12 sprevadzané miernym narastdmx ha rovnaku uUrove farbenia ako u buniek
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AD13, u ktorych nie je vidi& Ziadny rozdiel medzi kontrolou a vzorkou po pridan
testovanej latky. Rozdiel vo farbeni buniek AD1®ezpumpovych buniek po pbésobeni
MRG-12 je pritom rovnaky ako u kontroly,dviobr.4.23B a obr.4.24Bp svedi o tom, Ze
transportna aktivita tejto pumpy sainkom MRG-12 nemeni (rovnako ako u PYG-14 a
DMAL-12). Diferencia medzi farbenim US50-18C a bempovych kme&ov klesa na
arovai diferencie pozorovanej u buniek AD13; u buniek 088C tak zostava po
posobeni MRG-12 zachovana aktivita pumpy Snqg2pydedkov fluorescemého testu
teda vyplyva, Ze MRG-12 interaguje len s pumpouSPda Ze tato interakcia vedie k

¢iastainému zniZeniu aktivity transportu sondy z buniakagumpou.
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Obr.4.23:
(A) Vplyv pridania MRG-12 na farbenie buniek kios : , AD1-3 a US50-
18C v post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridana23. min farbenia (plné

symboly), kontrola (prazdne symboly). Koncentracel0® M diS-Gs(3), 10 puM
MRG-12.

(B) Znézornenieaktivity pamp buniek kmigov AD12 ( ), AD13 ( ) a US50-18C
(Pdr5p a Sng2mo pridani MRG-12 (plna vyji), kontrola (pruzkovana vys).
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Obr.4.24:
(A) Vplyv pridania MRG-12 na farbenie buniek kios : , AD1-3 a US50-

18C v post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridana23. min farbenia (plné

symboly), kontrola (prazdne symboly). Koncentracki0® M diS-Gy(3), 3 puM
MRG-12.

(B) Znazorneniektivity pamp buniek kmigov AD12 ( ), AD13 ( ) a US50-18C
(Pdr5p a Sng2po pridani MRG-12 (pln& vyp), kontrola (prazkovanda vyg).
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Z vysledkov zénového testu vyplynulo, Ze (na rozde PYG-14 a DMAL-12) je
MRG-12 substratom len pumpy Pdr5p (obr.4.25). Zment® teda, Ze k pozorovanej
Ciastaznej inhibicii transportu sondy pumpou dochadza wletiku kompeticie dvoch
substratov tejto pumpy (MRG-12 a sondy).

Pri porovnani zvySkovych aktivit pumpy Pdr5p pdspbeni doposfatestovanych
lyzozomotropnych latok s koncentraciou iM (obr.4.13B, obr.4.19B a obr.4.23B) sa
zda, Ze pumpa Pdr5p ma zo skimanej trojice latpky$&iu afinitu k MRG-12. Aj napriek
tomu vSak ani v tomto pripade nie je afinita k MR&porovnaténa s afinitou k BAC.

Vzhladom na zistenie, Ze afinita pump Pdr5p a Sng2pathkain, ktoré su ich
substratmi, sa mézedaka odliSnej chemickej Struktire latok vyraznet,lidipoziadavku,
aby najdené potencialne inhibitory (substraty) moblgt podavané spotme s liekmi vo
velmi nizkych koncentraciach, rozhodli sme sa pouZipee testovanielalSich latok
koncentraciu 5uM. Ak nebude pri tejto koncentracii latok pozoroyaith vyrazny
inhibicny inok na aktivitu pump, nejde o latky, ktoré by mohyt z medicinskeho

hradiska vyznamné.

AD 12 AD13

Obr.4.25: Velkos’ inhibicnych zon u buniek pumpovych a bezpumpovych iawepo
pridaniMRG-12 na papierovy téik (2 ul 70 mM MRG-12).

B) MRG-14

Ako vyplyva z priebehu farbiacich kriviek buniekmppovych kméov po pridani
latky MRG-14 (vysledna koncentracia vo vzorkeuB!) nedochadza jej pésobenim k
ovplyvneniu aktivity MDR pump, ktoré bolo pozorovas latkou MRG-12 (dokonca pri
pouziti niz8ej koncentracie: |BV), porovnaj obr. 4.26A (M MRG-14) a obr. 4.24A (3
UM MRG-12). Pésobenie MRG-14 sa u vSetkych testoslarkmeiov prejavuje poklesom

Amax €0 Naznduje len depolarizay Kinok tejto latky na membranu buniek. Ako je vidno
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z obr. 4.26B, schopnfpump Pdr5p a Sng2p transportdwendu zostava pri interakcii

buniek s MRG-14 s touto koncentraciou zachovana.
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Obr.4.26:
(A) Vplyv pridania MRG-14 na farbenie buniek kios : , AD1-3 a US50-

18C v post-diauxickej faze rastu. Latka bola pridana23. min farbenia (plné
symboly), kontrola (prazdne symboly). Koncentrace10® M diS-Cy(3), 5 pM
MRG-14.

(B) Znazorneniektivity pamp buniek kmigov AD12 ( ), AD13 ( ) a US50-18C
(Pdr5p a Sng2po pridani MRG-14 (pln& vyf), kontrola (prazkovanda vyg).

Ako vyplyva z vysledku zonového testu (obr.4.27), ktorom bola pouzitd
koncentracia MRG-14 (zasobny roztok: 50 mM) mnolsobae prevySujuca koncentraciu
potrebnl na zabitie buniek (testované vysevom, daééa sU ukazané€), je absencia
inhibi¢nych zo6n u vSetkych kmiev (na rozdiel od PYG-14, DMAL-12 a MRG-12)

doésledkom zlej difuzie MRG-14 agarom. Tento jav potorovany uz skér v préaci [38] pri
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Stuadiu vplyvu biocidu ODDC na aktivitu MDR pump. Madom na zvolené kritéria pre
vyber potencialnych inhibitorov MDR pump ¢Viposledny odstavec predchadzajluceho
paragrafu, str. 51) nehra nemozthasanoveniagi je MRG-14 substratom Studovanych
pump, Ziadnu ulohu. Pri pésobeni MRG-14 (koncerdr&quM) totiZz nie je ani u jednej

z dvojice pump (Pdr5p, Sng2p) pozorovana @astana strata schopnosti transportdva

sondu.

AD 12 AD13 AD23 us AD1-3

Obr.4.27: Absencia inhibinych zén u buniek pumpovych a bezpumpovych ioaepo
pridaniMRG-14 na papierovy téik (2 ul 50 mM MRG-14).

4.2.3 Vplyv latok typu PYAL-n na aktivitu MDR pump

U latok tohto typu, rovnako ako u zostavajacichtaeanych latok (typ PPAL-n,
MRAL-n a PPG-n) sa ich vplyv na Uravéarbenia bunkovej suspenzie prejavil poklesom
Amax U vSetkych kmi&ov, indikujacim depolarizany efekt tychto latok. | k& sa vé&kos’
depolarizacie u jednotlivych latok liSila, u Ziagmdatok pri pouZzitej koncentracii (BM)
nebolo zaznamenané ovplyvnenie aktivity pamp P@r3ng2p. Pre préadnos sme sa
preto rozhodlid’alej neuvadzafarbiace krivky, ale len porovnanie aktivity pargntrol a
buniek po pbsobeni testovanych latok.

Ako je vidiet z obr. 4.28 a 4.29, neovpljnje PYAL-12 ani PYAL-14 transport
sondy ani u jednej z dvojice pump Pdr5p a Sng2fiaZ&o PYAL-12 nie je substratom
tychto pamp, obr. 4.30, zo zénového testu na aBd. dyplyva, Ze PYAL-14 je substratom
pumpy Pdr5p a zrejme i Sng2p. Rovnako ako v praticdjacich pripadoch ide zrejme o
substrat, ku ktorému vykazuju pumpy nizku afinifuetoZze kompeticia tejto latky so
sondou o transport sa pri pouzitej koncentracii re@pi znizenim aktivity pamp

definovanej ak@Anax
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Obr.4.28: Znazornenieaktivity pamp buniek kmigov AD12 (Pdr5p), AD13 ( ) a
US50-18C Pdr5p a Sng29pv post-diauxickej faze rastu po pridani b4
PYAL-12 (plna vyph), kontrola (pruzkovana vyp).
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Obr.4.29: Znazornenieaktivity pamp buniek kmigov AD12 (Pdr5p), ADI13 ( ) a
US50-18C Pdr5p a Sngdpv post-diauxickej faze rastu po pridani b4
PYAL-14 (plna vyph), kontrola (pruzkovana vyf).

AD 12 AD13 ADZ3 us AD1-3

Obr.4.30: Verkos’ inhibicnych zé6n u buniek pumpovych a bezpumpovych iaxepo
pridaniPYAL-12 na papierovy téik (2 pl 50 mM PYAL-12).
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AD 12 AD13 AD23 us AD1-3

Obr.4.31: Velkos’ inhibicnych zon u buniek pumpovych a bezpumpovych iawepo
pridaniPYAL-14 na papierovy téfk (2 ul 50 mM PYAL-14).

4.2.4 \plyv latok typu PPAL-n na aktivitu MDR pump

Rovnako ako v predchadzajucom pripade, nedochadzzdgobeni PPAL-12 ani
PPAL-14 k ovplyvneniu transportu sondy pumpou PdegSng2p, obr.4.32 a 4.33.
Z velkosti inhibinych zén po pridanPPAL-12, obr. 4.34, vyplyva, Ze tato latka je
substratom pumpy Pdr5p i slabym substratom Sng2BPKBL-14 nem6zeme rozhodhu
Ci tato latka jedi nie je substratom pump, rovnako ako v pripadeGvIRl, v désledku zlej
difuzie PPAL-14 agarom, obr. 4.35. Podobne akoedphadzajucich pripadoch, ani latky
tohto typu neskaju kritéria kladené na potencialne inhibitory MP&mp.
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Obr.4.32: Znazornenieaktivity pamp buniek kmg&v AD12 (Pdr5p), AD13 ( ) a
US50-18C Pdr5p a Sng2pv post-diauxickej faze rastu po pridanii®s PPAL-
12 (plna vypi), kontrola (prazkovana vy).

54



8

o 6 AD12 k

% mAD12

[ 4 7 7 UsS k

2 é mUS

S 2] / AD13 k
0 7 AD13

Obr.4.33: Zndzornenieaktivity pamp buniek kmg&ov AD12 (Pdr5p), AD13 ( ) a
US50-18C Pdr5p a Sng9pv post-diauxickej faze rastu po pridanii® PPAL-
14 (plna vypi), kontrola (prazkovana vyf).

AD 12 AD13 AD23 us AD1-3

Obr.4.34: Verkog’ inhibicnych zén u buniek pumpovych a bezpumpovych ikouepo
pridaniPPAL-12 na papierovy t&ik (2 ul 50 mM PPAL-12).

AD12 AD13 AD23 us AD1-3

Obr.4.35: Absenciainhibi¢nych zén u buniek pumpovych a bezpumpovych ikawepo
pridaniPPAL-14 na papierovy t&ik (2 ul 50 mM PPAL-14).
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4.2.5 Vplyv latok typu MRAL-n na aktivitu MDR pump

Ako je vidno z obr. 4.36 a 4.37, neovpiywe MRAL-12 ani MRAL-14 transport
sondy pumpami Pdr5p a Sng2p. Zo zénovych testovemych s tymito latkami, obr.4.38
a 4.39, nemozno &it, ¢i ide o substraty puamp, pretoZe nedifundujlineagarom.
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Obr.4.36: Znazornenieaktivity pamp buniek km@&v AD12 ( ), AD13 ( ) a
US50-18C Pdr5p a Sngdpv post-diauxickej faze rastu po pridani b4
MRAL-12 (plna vyph), kontrola (pruzkovana vyg).
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Obr.4.37: Znazornenieaktivity pamp buniek kmg&v AD12 ( ), AD13 ( ) a
US50-18C Pdr5p a Sngdpv post-diauxickej faze rastu po pridani b4
MRAL-14 (plna vyph), kontrola (pruzkovana vyg).
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AD12 AD13 AD23 us AD1-3

Obr.4.38: Absencia inhibinych zén u buniek pumpovych a bezpumpovych ioaepo
pridaniMRAL-12 na papierovy teik (2 ul 50 mM MRAL-12).

AD 12 AD13 AD23 us AD1-3

Obr.4.39: Absencia inhibinych z6n u buniek pumpovych a bezpumpovych ikawepo
pridaniMRAL-14 na papierovy tefk (2 ul 50 mM MRAL-14).

4.2.6 Vplyv latok typu PPG-n na aktivitu MDR pump

| u poslednej testovanej dvojice latok (PPG-12 &HR) sme nezaznamenali
Ziadny vplyv na aktivitu pamp Pdr5p a Sng2p. Akwigiet’ z obr. 4.40 a 4.41, schoptios
pump transportovasondu z buniek po pdsobeni tychto latok je rovred@u kontroly. Zo
zénovych testov vyplyva, Zze PPG-12 je substratoocblpump, obr. 4.42; u PPG-14 nie
je mozné daka zlej difuzii tejto latky agarom rozhodh®&i je substratom pump, obr.
4.43.
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Obr.4.40:

Obr.4.41: Znazornenieaktivity pamp buniek kmg&v AD12 (Pdr5p), AD13 (
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Obr.4.42: Verkog’ inhibicnych zén u buniek pumpovych a bezpumpovych ikouepo
pridaniPPG-12 na papierovy tdk (2 ul 50 mM PPG-12).
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AD 12 AD13 ADZ23 us AD1-3

Obr.4.43: Absencia inhibinych z6n u buniek pumpovych a bezpumpovych ikawepo
pridaniPPG-14 na papierovy tdk (2 ul 50 mM PPG-14).
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5. Zaver

Z analyzy vysledkov ziskanych v diplomovej pragri Stadiu vplyvu
lyzozomotropnych latok na aktivitu pump Pdr5p a Znqgyplynula jedna velmi délezita
skuta@nog’, ktora vyznamnym spésobom prispela k zdokonalegitjanej diagnostickej
fluorescekinej metddy pre vyfadavanie &innych inhibitorov tychto pump. Z'hdiska
lekarskeho pouzitia skimanych inhibitorov v podstaezalezi na tom¢i k inhibicii
transportu liekov z buniek dochadzdaka inaktivacii pamp (realny inhibitor) alebo
v dosledku kompeticie s inym substratom (kompetitiinhibitor). Délezitym kritériom
pre takyto inhibitor je, aby bol¢inny uz pri vémi nizkych koncentraciach. Z tohto
pohadu je v pripade pouzitia kompetitivneho inhibitorevyhnutné, aby afinita MDR
pump v@i inhibitoru (substratu) bola vysoka, pretoZze mopredpokladg, Ze lieky, ktoré
su pumpami odsti@vané z buniek, su taktiez ,silnymi“ substratmimpl

Ako sa podarilo v praci ukdZa mozno vémi rychlo pomocou vyvijanej
fluorescekinej diagnostickej metddy vyt z kategorie potencialnych inhibitorov latky,
ktoré, i kel sU substratmi tychto pump, nésgu potrebné kritérium, tj. musia uz vo
velmi nizkych koncentracidch zabréntransportu sondy z buniek tymito pumpami.
Vzhradom na to, Ze afinita pamp Pdr5p a Sng2p k fluem@seej sonde je V@i vysoka,
MOoZno pomocou jej transportu simulévadstraovanie liekov z buniek. Len tie latky,
ktoré uz pri vémi nizkych koncentraciach zabrania transportu sanbyniek, mézu k¥

povaZzované zadinné inhibitory tychto pump.
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ABSTRAKT

Pouzitim sady piatich izogénnych mutantnych kavesme skumali vplyv sady
dvanéstich aminoesterov mastnych kyselin, pathaoedzi lyzozomotropné fungicidy
(LF), na membranovy potencial a aktivitu MDR punmir®p, Sng2p a Yorlp v bunkd&h
cerevisiagpomocou nedavno vyvinutej metddy, ktora je kombiod metddy vyuzivajlcej
fluorescednu sondu diS-¢3) a biologickych testov [1]. V zAvislosti na chiekej
Struktdre a koncentracii vykazuju LF tietéiikky na bunky: (a) depolarizaciu membréany,
(b) interakciu s MDR pumpami a (c) poSkodenie me&mprvedice k permeabilizacii
buniek. Depolarizacia membrany bola pozorovana éakmvsetkych LF, zatiao len tri z
testovanych latok interagovali s MDR pumpami, k@&tke Slo cciastand kompetitivnu
inhibiciu  MDR pumpy(pump). Zistilo sa, Ze pomocowvijanej fluorescetne;
diagnostickej metédy mozno vyiiii z kategodrie potencialnych inhibitorov tie latkyoie,
i ked” sU substratmi pump Pdr5p a Sng2p, hegp potrebné kritérium, Ze uZ volvei
nizkych koncentracidch musia zabrani
transportu sondy z buniek tymito pumpami.
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ABSTRACT

Using a set of five isogenic mutant strains, wate@ the effects of a set of twelve
aminoesters of fatty acids belonging to two strradtgroups, which have been previously
classified among lysosomotropic antifungals (LA),aembrane potential and the activity
of MDR pumps Pdr5p, Sng2p and YorlpSicerevisiaeby a newly developed assay - a
combination of the diS-4{3) method and biological tests [1]. Depending legirtchemical
structure and concentration, the LA displayed saveeffects: (a) membrane
depolarization, (b) interaction with MDR pumps, doiimembrane damage leading to cell
permeabilization. Membrane depolarization was okeskemwith nearly all LA while only
three of the tested compounds interacted with tlRERMpumps - a competitive inhibition
was detected. The above diagnostic fluorescenchauiaising the cationic redistribution
probe diS-G(3) can readily be employed to exclude from theugrof potential inhibitors
those compounds (even though they can be substrateédrSp and Sng2p) that do not
satisfy the necessary condition of inhibiting MDBgps Pdr5p and Sng2p already at low
concentration.

Keywords:MDR, ABC pumps, Pdr5gaccharomyces cerevisiae
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