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Abstrakt 
Patogeny a jejich hostitelé vedou mezi sebou odvěkou bitvu o své přežití. Neustále dochází 

k vývoji nových strategií, jak porazit svého protivníka, a protistrategií, jak se svému soku 

ubránit. Poslední dobou se v důsledku zvýšeného užívání léků patogeny přizpůsobují výskytu 

těchto látek v prostředí a čím dál častěji na léčbu přestávají odpovídat, vzniká stav lékové 

rezistence. Postupně se zvyšující léková rezistence se týká i nejčastějších původců mykotic-

kých infekcí rodu Candida. Jedním z mechanismů, kterým jsou organismy schopny odolat 

účinkům toxických látek, je jejich transport ven z buňky pomocí membránových transportních 

proteinů. Tyto transportéry jsou v případě rodu Candida členy proteinových nadrodin ABC a 

MFS. Tato práce představuje proteiny ABC a MFS, jež se podílí na vylučování léčiv u čtyř 

druhů kandid, konkrétně u druhů Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis 

a Candida auris.  

 

Klíčová slova: rezistence, transportér ABC, transportér MFS, Candida, kvasinka, mykóza  



Abstract 
Pathogens and their hosts lead an ancient battle of survival among themselves. New strategies 

are constantly being developed to defeat an opponent and counter-strategy to resist to a rival. 

Recently, due to increased drug use, pathogens have adapted to the prevalence of these sub-

stances in the environment, and are increasingly unresponsive to drug treatment, resulting in 

drug resistance status. Progressively increasing drug resistance also affects the most common 

fungal pathogens, Candida genus. One of the mechanisms by which organisms are able to 

withstand the effects of toxic substances is their transport out of the cell by membrane trans-

port proteins. These transporters are members of the ABC and MFS protein superfamily in the 

Candida genus. This thesis presents ABC and MFS proteins involved in drug efflux in four 

Candida species, namely Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis and 

Candida auris. 
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Seznam zkratek 
ABC ........................................... ATP-Binding Cassette  

AFG ........................................... anidulafungin 

ALDp ......................................... Adrenoleukodystrophy protein 

AmB .......................................... amfotericin B 

bp ............................................... base pair, komplementární pár bází 

BRE ........................................... Benomyl Responsive Element 

CCL ........................................... Central Cytoplasmic Loop, centrální cytoplazmatická smyčka 

CLSI .......................................... Clinical and Laboratory Standards Institute 

DHA1, DHA2 ............................ Drug:H+ Antiporter, podrodiny transportérů MFS 

DRE ........................................... Drug Responsive Element 

EF3 ............................................ Elongation Factor 3 

EL .............................................. Extracellular Loop, extracelulární smyčka 

EUCAST ................................... European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

FLC ............................................ flukonazol 

HRE ........................................... H2O2 Responsive Element  

HSE ........................................... Heat Shock Element 

IL ............................................... Intracellular Loop, intracelulární smyčka 

ITC ............................................ itrakonazol 

LTE ............................................ Lipid-Translocating Exporter 

MDR .......................................... Multiple Drug Resistance, mnohočetná léková rezistence 

MDRE ....................................... MDR1 Drug Resistance Element 

MFG .......................................... micafungin 

MFS ........................................... Major Facilitator Superfamily 

MIC ........................................... minimální inhibiční koncentrace 

mRNA ....................................... messenger RNA, mediátorová ribonukleová kyselina 

MRP .......................................... Multi Drug Resistance associated Protein 

MSE ........................................... Middle Sporulation Element 

NBD .......................................... Nucleotide Binding Domain, nukleotid vazebná doména 

PDR ........................................... Pleiotropic Drug Resistance 

RLI ............................................ RNase L Inhibitor 

SRE ............................................ Steroid Redopnsive Element 

SRR ........................................... Steroid Responsive Region 

TMD .......................................... Transmembrane Domain, transmembránová doména 

TMH .......................................... Transmembrane Helix, transmembránový helix 
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1. Úvod 
S lékovou rezistencí neboli sníženým či žádným účinkem léčiva vůči onemocnění se lidstvo 

setkává již od počátku využívání chemoterapeutik, např. u léčiv proti nádorům a patogenům 

(Law, 1952; Davies a Davies, 2010). U některých chorob dochází ke vzniku odolnosti vůči 

působení více léčiv s různou strukturou a mechanismem účinku, tento jev se nazývá mnoho-

četná léková rezistence (MDR, Multiple Drug Resistance) (Sá-Correia et al., 2008). Rostoucí 

počet případů MDR považuje za vážný problém ohrožující celé lidstvo i Světová zdravotnická 

organizace, která vytvořila i několik kampaní bojujících s tímto nežádoucím jevem (World 

Health Organization, 2019).  

Se sníženou citlivostí k více druhům chemoterapeutik se lze setkat u mnoha chorob. 

Velice závažné potíže způsobuje MDR u nádorových onemocnění (Kartal-Yandim, Adan-

Gokbulut a Baran, 2016). Velká pozornost je zaměřena na odolnost vůči léčivům u bakterií 

(Cohen et al., 2015). Dokonce byly objeveny druhy bakterií rezistentních proti všem dostup-

ným lékům (Magiorakos A. P. et al., 2011). Život ohrožující problémy způsobuje MDR 

u virových infekcí (Sheu et al., 2011). MDR byla pozorována i u nemocí způsobených prvoky 

a mnohobuněčnými parazity (Traversa et al., 2014; Kooij et al., 2016). 

MDR se také vyskytuje u mykotických infekcí. Nejčastějšími původci těchto onemoc-

nění jsou rody Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocystosis a Candida (Brown et al., 2012). 

Kvasinky rodu Candida, patřící do podkmenu Saccharomycotina vřeckovýtrusých hub (As-

comycota) (Shen et al., 2016), jsou komenzály člověka i živočichů, přesto způsobují velmi 

závažné infekce. Onemocněními způsobenými těmito kvasinkami jsou fatálně ohroženi pře-

devším imunosuprimované osoby, tj. především HIV pozitivní, lidé po transplantacích a on-

kologičtí pacienti. Lokální i systémové kandidózy patří k čím dál vážnějším onemocněním ať 

už z důvodu zvyšujícího počtu imunosuprimovaných lidí, nebo vzrůstajícího počtu klinických 

izolátů kandid s MDR (Kołaczkowska and Kołaczkowski, 2016).  

Jedním z mechanismů MDR nejen u kandid je transport léčiva přes plazmatickou 

membránu ven z buňky. Tento mechanismus zajišťují transportní systémy nazývané ATPázy 

a antiportery. ATPázy patří do nadrodiny transportérů typu ABC (ATP-Binding Cassette), 

zatímco antiportery do transportérů typu MFS (Major Facilitator Superfamily) (Revie et al., 

2018). Cílem předkládané práce je představit úlohu těchto transportérů ve vylučování léčiv z 

buňky některých druhů rodu Candida, konkrétně druhů Candida albicans, Candida glabrata, 

Candida parapsilosis a Candida auris.    
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2. Mnohočetná léková rezistence (MDR) 
Na MDR u kandid se dá pohlížet z více úhlů pohledu. Jednou z možností je zabývat se tím, 

jaký je mechanismus účinku léků, proti kterým MDR vznikla. Z toho vyplývá nutnost zjistit, 

jak se patogeny těmto léčivům brání. Další možností je zkoumat, zda mají kvasinky schopnost 

odolávat léčivům vrozenou nebo získanou.    

2.1. Antimykotika 

Z důvodu podobnosti lidských a kvasinkových buněk se k léčbě kandidóz dá využít pouze 

několik typů léčiv cílících na struktury, které se u lidských buněk nevyskytují. Mezi tyto 

struktury patří buněčná stěna a sterolová složka plazmatické membrány ergosterol a jeho syn-

tetická dráha. 

 Mezi běžně používané skupiny antimykotik patří azoly, echinokandiny, polyeny a flu-

cytosin (Pappas et al., 2016). Pro každou z těchto skupin existuje rozdílná hladina rezistence 

a hladina citlivosti (susceptibility), které se navíc liší u různých druhů kandid. Známé údaje 

pro některé léky a druhy shrnuje Tabulka 1. Citlivost je opakem rezistence, patogen je citli-

vý, když je léčba vysoce pravděpodobně úspěšná při standardních doporučených dávkách 

léčiva (SZÚ, 2019).  

Tabulka 1. Minimální inhibiční koncentrace (MIC) pro rezistenci a citlivost u vybra-
ných druhů kandid a léčiv. 

Druh Lék C R Druh Lék C R 

Candida 

albicans 

(EUCAST) 

FLC ≤ 2 ≥ 4 

Candida 

parapsilosis 

(EUCAST) 

FLC ≤ 2 ≥ 4 

ITC ≤ 0,064 ≥ 0,064 ITC ≤ 0,125 ≥ 0,125 

AmB ≤ 1 ≥ 1 AmB ≤ 1 ≥ 1 

AFG ≤ 0,032 ≥ 0,032 AFG ≤ 0,002 ≥ 4 

MFG ≤ 0,016 ≥ 0,016 MFG ≤ 0,002 ≥ 2 

Candida 

glabrata 

(EUCAST) 

FLC ≤ 0,002 ≥ 32 

Candida 

auris* 

(CLSI) 

FLC — ≥ 32 

ITC — — ITC — — 

AmB ≤ 1 ≥ 1 AmB — ≥ 2 

AFG ≤ 0,064 ≥ 0,064 AFG ≤ 4 ≥ 4 

MFG ≤ 0,032 ≥ 0,032 MFG ≤ 4 ≥ 4 

MIC – koncentrace, při které dochází k zastavení pozorovatelného růstu mikroorganismu;  
C – hladina citlivosti (susceptibility) v mg/l; R – hladina rezistence v mg/l; FLC – flukonazol; 
ITC – itrakonazol; AmB – amfotericin B; AFG – anidulafungin; MFG – micafungin;  
— ‒ údaje nejsou k dispozici; * - údaje pro C. auris nejsou potvrzené, jsou předpovězené na 
základě údajů pro příbuzné druhy kandid. Převzato a upraveno z EUCAST, 2018, CDC, 2019 
a Vatanshenassan et al., 2019. 
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 Azoly jsou nejpoužívanější léky proti kandidózám. Výhodou nejrozšířenějšího léčiva 

z této třídy flukonazolu (viz Obrázek 1) jsou malé vedlejší účinky a velká rozpustnost umož-

ňující snadné perorální podání (Pasko, Piscitelli a Van Slooten, 1990). Míra rezistence se 

u většiny druhů pohybuje v jednotkách procent. Výjimku představuje Candida krusei, u které 

rezistence dosahuje až 96,6 % (Whaley et al., 2017). Azoly mají spíše fungistatický než fun-

gicidní účinek (Schmidt et al., 2008; Venisse et al., 2008). Kromě flukonazolu do této skupi-

ny patří léčiva s imidazolovým kruhem, např. ketokonazol a s triazolovým kruhem, např. 

itrakonazol (Allen et al., 2015).  

 Antifugální účinek azolů spočívá v inhibici enzymu 14α-demetylázy, nezbytného pro 

správnou syntézu ergosterolu. V kvasince se poté hromadí toxické meziprodukty syntézy er-

gosterolu a dochází k narušení plazmatické membrány (Kołaczkowska a Kołaczkowski, 

2016). Ergosterol se podílí na větší rigiditě membrán a je součástí lipidových raftů. Jde tedy, 

co do funkce i chemické struktury, o protějšek cholesterolu živočichů (Bagnat et al., 2000; 

Abe a Hiraki, 2009). 

 Dalším široce používaným druhem léčiva jsou echinokandiny. Jde o nejnověji vyvinu-

tou třídu antimykotik. Využívají se ve většině případů jako léčiva první volby, vedlejší účinky 

jsou malé a nevyskytují se u nich významné lékové interakce (Pappas et al., 2016). Léková 

rezistence se pohybuje v jednotkách procent a dle nové rakouské studie je její úroveň kon-

stantní (Prigent et al., 2016; Beyer et al., 2019). Strukturně se jedná o lipopeptidy, patří k nim 

léčiva caspofungin (viz Obrázek 1), micafungin, dále např. anidulafungin (Kołaczkowska 

a Kołaczkowski, 2016). 

Echinokandiny blokují syntézu buněčné stěny. Jejich cílem jsou 1,3-glukan syntázy, 

enzymové komplexy umístěné v plazmatické membráně, které se podílejí na syntéze 

β-1,3-glukanu, důležité složky buněčné stěny (Patil a Majumdar, 2017). 

Nejdéle využívaná antimykotika patří do skupiny polyenů, ale jejich využívání v praxi 

je omezeno kvůli silným vedlejším účinkům. V případě nejužívanějšího léku z této skupiny 

amfotericinu B (viz Obrázek 1) jde zejména o nefrotoxicitu (Bates et al., 2001). Jeho toxicita 

se projevuje v menší míře u novorozenců než u dospělých osob (Linder et al., 2003; Ascher 

et al., 2012). Sníženou toxicitu vykazují liposomové formy amfotericinu, kde se jeho moleku-

ly nacházejí ve fosfolipidové dvojvrstvě (Mishra et al., 2013; Falci, da Rosa a Pasqualotto, 

2015a, 2015b).  

Výhodou při použití amfotericinu B je snížená schopnost nejrozšířenější patogenní 

kvasinky C. albicans vytvořit si proti této látce rezistenci z důvodu snížené životaschopnosti 

rezistentních kmenů (Vincent et al., 2013). Také C. glabrata potvrzuje nízkou míru rezistence 
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A 
B 

C D 

vůči amfotericinu B (Ahmad et al., 2018). Naopak recentní studie dokumentují případy rezis-

tence u poměrně nově objevené kvasinky C. auris (Park et al., 2019). 

Polyeny se vážou na ergosterol v plazmatické membráně a tvoří v ní póry, čímž do-

chází ke zkratu membránového potenciálu a buňka umírá (Neumann, Baginski a Czub, 2010). 

Dalším mechanismem účinku polyenů je tvorba reaktivních forem kyslíku, např. superoxidu 

a hydroxylového radikálu (Guirao-Abad et al., 2017).  

K rychlejší léčbě se také používá společné podávání amfotericinu B s flucytosinem 

(5-fluorocytosinem; viz Obrázek 1). Lze tak podat menší dávku amfotericinu a tím předejít 

jeho vedlejším účinkům (Smego, Perfect a Durack, 1984; Keele et al., 2001). Samostatně po-

dávaný flucytosin má také fungicidní účinky. Problém pro léčbu samostatným flucytosinem 

představuje rychle se tvořící a velmi rozšířená rezistence (Bhatt et al., 2015; Charlier et al., 

2016). Jde o analog cytosinu s navázaným fluorem v pozici číslo 5, který se po úpravě na 5-

fluorouracil uvnitř buňky stává součástí RNA a dochází tak k chybné proteosyntéze. Flucy-

tosin také po přeměně na 5-fluorodeoxyuridinfosfát inhibuje syntézu DNA (Ghannoum 

a Rice, 1999). 

Obrázek 1. Struktura antimykotik.  A ‒ flukonazol (azoly); B ‒ caspofungin 
(echinokandiny); C ‒ amfotericin B (polyeny); D – 5-fluorocytosin (flucytosin). Převzato 
z Fvasconcellos, 2006; Chemistds, 2012; Vaccinationist, 2012, 2015. 
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2.2. Přirozená a získaná rezistence 

Přirozenou (primární) rezistencí se nazývá stav, kdy je patogen rezistentní vůči léčivu, aniž by 

se s ním předtím setkal. Příkladem u kandid je rezistence C. krusei k flucytosinu (Pfaller 

et al., 2002) a flukonazolu (Kontoyiannis and Lewis, 2002). 

Získaná (sekundární) rezistence je naopak odolnost vůči léčivu objevující se až po se-

tkání s tímto léčivem (Kołaczkowska and Kołaczkowski, 2016). Schopnost získat rezistenci 

souvisí s plasticitou genomu a výskytem rychle mutujících linií, tzv. hypermutátorů. Zvýšený 

tlak prostředí také vede k selekci rezistentních patogenů (Revie et al., 2018). Mechanismy 

přirozené a získané rezistence jsou shrnuty v Obrázku 2. 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3. Mechanismy získané rezistence 

Mikroorganismy se brání účinku léčiv vícero způsoby. Jedním z nich je zvýšená exprese (tzv. 

overexprese) genů, proti jejichž produktům je léčivo cíleno. Typickým příkladem je overex-

prese enzymu 14α-demethylázy kódovaného genem ERG11, který je cílem účinku azolů (He 

et al., 2015; Feng et al., 2017). Overexprese ERG11 je umožněna mutacemi v genu UPC2 pro 

transkripční faktor spouštějící transkripci ERG11 (Heilmann et al., 2010).  

Obrázek 2. Mechanismy získané a přirozené rezistence. Převzato z Revie et al., 
2018, upraveno. 
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 S overexpresí jsou často v případě rezistence vůči azolům spojené také mutace přímo 

v genu ERG11. Tyto mutace způsobují změny v aminokyselinové sekvenci, jejímž důsledkem 

je snížená afinita azolu k 14α-demethyláze. Aminokyselinové záměny ovlivňující rezistenci 

se vyskytují často blízko místa vázajícího hemovou skupinu cytochromu P450 nebo v kanálu 

přivádějícím substrát k aktivnímu místu enzymu (Xiang et al., 2013; Feng et al., 2017). Dal-

ším příkladem mohou být mutace v genech FKS1 a FKS2, kódujících podjednotky 1,3-glukan 

syntázy, jež vedou k rezistenci vůči echinokandinům (Balashov, Park a Perlin, 2006; Jensen et 

al., 2014; Martí-Carrizosa et al., 2015; Shields et al., 2018). Patogeny s mutacemi v genu 

FKS1 mají ale sníženou fitness a virulenci (Ben-Ami a Kontoyiannis, 2012). 

 Dalším mechanismem je změna biosyntetické dráhy. V buňkách nesoucích tyto muta-

ce se tvoří jiný sterol, dochází ke změnám v plazmatické membráně a může se objevit MDR 

vůči azolům a polyenům, příklady mohou být mutace v genech ERG3 a ERG6, které jsou sou-

částí biosyntetické dráhy ergosterolu (Berkow et al., 2015; Ahmad et al., 2018; Revie et al., 

2018). K rezistenci může přispět i snížení množství ergosterolu (Mishra et al., 2007). Ergo-

sterol není jedinou složkou plazmatické membrány, která se podílí na rezistenci, dalším pří-

kladem je např. zvýšené množství sfingolipidů (Gao et al., 2018). Při rezistenci vůči azolům 

a echinokandinům byly pozorovány také změny ve stavbě buněčné stěny (Quilès et al., 2017; 

Vitali et al., 2017).  

I tvorba biofilmu snižuje citlivost k lékům, účinná látka má v tomto případě zhoršený 

přístup přímo k buňkám. Tato vlastnost je velice rozvinuta u kvasinek Candida tropicalis a C. 

parapsilosis (Bhatt et al., 2015; Fernandes, Silva and Henriques, 2015). 

 Na odolnosti proti lékům se mohou také podílet obecné odpovědi buněk na stres. Byla 

popsána úloha chaperonu Hsp90 v rezistenci jak vůči azolům, tak echinokandinům (Cowen et 

al., 2006; Singh et al., 2009). Hsp90 je součástí dráhy odpovídající na stres vyvolaný 

v buněčné stěně přes protein kinázu C (Pkc1) (LaFayette et al., 2010). Transkripční faktor 

Cas5 uplatňující se v odpovědích na stres u C. albicans hraje důležitou roli v rezistenci 

k echinokandinům (Xie et al., 2017). Součástí stresových signálních drah je také protein Sur7, 

v případě jeho mutace buňky vykazují vyšší citlivost k některým chemoterapeutikům, ale niž-

ší virulenci (Douglas et al., 2011; Wang et al., 2011). Podobné účinky na rezistenci a virulen-

ci mají mutace v histon acetyltransferáze Hat1 u C. albicans (Tscherner et al., 2015).  

 Jak je zmíněno v úvodu, velmi významným mechanismem rezistence je transport léčiv 

ven z buňky pomocí transportérů. Kvasinky využívají transportéry dvou typů ATPázy a anti-

portery. Obě tyto skupiny budou podrobněji popsány v následujících kapitolách. 
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3. Nadrodina proteinů ABC 
Nadrodina ATPáz ABC je široce rozšířena u všech skupin organismů. Počet proteinů ABC se 

u kandid pohybuje v řádu desítek (Lamping et al., 2010). 

 U kandid bylo objeveno 6 podrodin proteinů ABC. Jsou to podrodiny MDR/ABCB 

(Multi Drug Resistance), MRP/ABCC (Multi Drug Resistance associated Protein), 

ALDp/ABCD (Adrenoleukodystrophy protein), RLI/ABCE (RNase L Inhibitor), EF3/ABCF 

(Elongation Factor 3) a PDR/ABCG (Pleiotropic Drug Resistance). Zatímco členové podro-

din MDR, MRP, ALDp a PDR jsou transportéry, členové podrodin RLI a EF3 mají funkce 

pravděpodobně v regulaci translace a tvorby ribozómů (Gaur, Choudhury a Prasad, 2005; 

Kumari et al., 2018). 

3.1. Struktura proteinů ABC 

Každý protein ABC obsahuje nukleotid vazebnou doménu (NBD, Nucleotide Binding Doma-

in). Jedná se o poměrně konzervované struktury, jejichž součástí je i charakteristický znak 

proteinů ABC motif C (ABC signatura). Motif C se nachází mezi dalšími typickými motivy 

NBD Walker A a Walker B. Proteiny podrodin RLI a EF3 se skládají pouze ze dvou spoje-

ných NBD (Gaur, Choudhury a Prasad, 2005). NBD transportérů fungují společně ve dvojici, 

takto spojené NBD obsahuje dvě vazebná místa pro nukleotidy, kdy se na každém z těchto 

míst podílejí obě NBD (Higgins a Linton, 2004). 

 Oproti cytosolickým proteinům podrodin RLI a EF3 mají ostatní podrodiny hydrofob-

ní transmembránové domény (TMD, Transmembrane Domain)(Prasad et al., 2015). Ty se 

skládají zpravidla z šesti transmembránových helixů (TMH, Trans-membrane Helix). TMH 

jsou spojeny extracelulárními smyčkami (EL, Extracellular Loop) a intracelulárními smyč-

kami (IL, Intracellular Loop)(Dawson a Locher, 2006). EL jsou důležité především 

v rozpoznávání substrátu, dále se podílejí na skládání a lokalizaci transportéru (Prasad et al., 

2015; Tanabe et al., 2018). Funkcí TMD je vázat přepravovaný substrát a přepravit ho na 

druhou stranu membrány (Shukla et al., 2003).  

Schopnost přenášet přes membránu široké spektrum substrátů je dána stavbou protei-

nu. Protein obsahuje velkou vazebnou kapsu, na jejíž stavbě se podílí více TMH (Baghel et 

al., 2017). V této kapse se nachází mnoho aromatických aminokyselin, substráty se v ní mo-

hou vázat do více míst, které se navíc překrývají, proto mohou tyto ATPázy transportovat 

široké spektrum chemických látek (Prasad et al., 2015). Steroidy se vážou do vazebného mís-

ta nacházejícího se na rozhraní TMD a plazmatické membrány (Baghel et al., 2017). Trans-
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portní kanál je větvený, důležité jsou zde především hydrofobní aminokyseliny (Prasad et al., 

2015). Substráty tak mohou využít více cest, což usnadňuje transport. 

IL mají úlohu v komunikaci TMH s NBD, přes toto spojení dochází během transport-

ního cyklu ke konformačním změnám vedoucím k otevření transportního kanálu do extracelu-

lárního prostoru. Důležitou roli v umožnění komunikace mají nabité aminokyselinové zbytky, 

při mutaci těchto zbytků dochází k chybnému sbalení a lokalizaci proteinu (Shah et al., 2015). 

 Dle počtu NBD a TMD se dají rozlišit ABC transportéry se dvěma páry NBD a TMD 

(viz Obrázek 3) a transportéry s polovičním počtem domén, tedy s jednou NBD a TMD 

(Dawson and Locher, 2006). Tyto „poloviční“ transportéry jsou funkční pouze jako homo- 

nebo heterodimery (van Roermund et al., 2008; Mishra et al., 2014). 

 
Obrázek 3. Schematické zobrazení transportéru Cdr1 z podrodiny PDR. Transportér má 
reverzní topologii (NBD-TMD)2, skládá se ze dvou nukleotid vazebných domén (NBD) a 
dvou transmembránových domén (TMD). NBD jsou schopny hydrolýzy ATP a slouží jako 
pohon transportu. Každá TMD je složena z šesti transmembránových helixů, ty jsou spojeny 
intracelulárními a extracelulárními smyčkami. TMD tvoří vazebná místa pro substráty a 
transportní kanál. Převzato z Prasad et al., 2015, upraveno. 

3.2. Mechanismus transportu proteiny ABC 

Přesný mechanismus transportu není znám, ale díky krystalovým strukturám a výzkumům 

využívajících cílené mutace bylo vytvořeno několik hypotéz. Všechny tyto hypotézy vycháze-

jí z modelu „alternate access“, který předpokládá, že po navázání substrátu do vysoko afinní-

ho vazebného místa dojde ke konformační změně, transportní kanál se otevře na druhou 

stranu membrány a substrát se přesune na nízkoafinní místo, ze kterého se uvolní. Konfor-

mační změny způsobí buď rozštěpení makroergní chemické vazby (např. ATPázy ABC), nebo 

transport jiného substrátu po jeho koncentračním spádu (např. transportéry MFS popsané dá-

le)(Jardetzky, 1966; Seeger a van Veen, 2009).  

CYTOPLAZMA 
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Ač je štěpení ATP zdrojem energie pro transportéry ABC, v současnosti nejpřijíma-

nější hypotézy jejich mechanismu transportu tvrdí, že nedochází k simultánnímu štěpení ATP 

a že štěpení ATP není zdrojem energie pro konformační změny proteinu při transportu sub-

strátu, ale že ke štěpení ATP dochází až v dalších krocích. Hypotézy se liší právě v tom, co 

pokládají za zdroj této konformační změny. První a doposud nejpopulárnější takovouto hypo-

tézou je model „ATP-switch“ (viz Obrázek 4). Tento model předpokládá, že energii pro kon-

formační změnu zajistí navázání dvou molekul ATP do NBD. Po navázání ATP má dojít ke 

spojení páru NBD a konformačním změnám, před startem nového cyklu musí dojít ke štěpení 

ATP, společnému uvolnění ADP a fosfátů a disociaci NBD (Higgins a Linton, 2004).   

Autoři novějšího modelu „occlusion-induced switch“ míní, že pouze navázání ATP do 

vazebných míst nestačí, ale je nutné, aby v jednom vazebném místě došlo k posunutí (okluzi) 

ATP. Až poté dojde ke konformační změně, toto ATP se hydrolyzuje a opouští protein. Ener-

gie z hydrolýzy druhého ATP se použije k navrácení transportéru do původního stavu (Seeger 

a van Veen, 2009). 

  Jiný model předpokládá, že se NBD plně neoddělují, ale zůstávají v neustálém kon-

taktu. Odtud pochází název tohoto modelu „constant contact“ (George a Jones, 2012). Vzhle-

dem k tomu, že např. pro lidský protein ABCG2 byl vytvořen speciální model transportu 

(Khunweeraphong, Stockner a Kuchler, 2017), lze na tomto poli výzkumu očekávat další ob-

jevy. 

 
Obrázek 4. Schéma mechanismu transportu dle modelu ATP-switch. Transportní cyklus 
začíná navázáním substrátu (hvězda) do vysoko afinního vazebného místa (I), poté se do nuk-
leotid vazebné domény (NBD) navážou dvě molekuly ATP, NBD se spojují, dochází ke kon-
formačním změnám proteinu, substrát se váže do nízko afinního místa a opouští transportér 
(II), následně dochází k hydrolýze jedné molekuly ATP (III), následuje hydrolýza druhé mo-
lekuly ATP (IV), nakonec se uvolní ADP a fosfáty z NBD a transportér se vrací do původního 
stavu (I) schopný dalšího cyklu. Převzato z Seeger a van Veen, 2009, upraveno. 
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3.3. Mechanismy regulace transportérů ABC 

Jako příklad pro popsání mechanismů regulace transportérů ABC uvádím protein Cdr1 

C. albicans (Candida Drug Resistance 1), který je nejstudovanějším transportním proteinem 

účastnícím se MDR celého rodu. Skládá se z 1 501 aminokyseliny (Shukla et al., 2003). Patří 

do podrodiny PDR/ABCG, tato podrodina je charakteristická reverzní topologií molekuly 

trnasportérů  (viz Obrázek 3) a tím, že NBD této podrodiny jsou asymetrické (Furman et al., 

2013).  

 Na rozdíl od antiporteru Mdr1, popsaného dále, se Cdr1 a další transportéry ABC na-

cházejí v lipidových raftech (Prasad, Khandelwal a Banerjee, 2016). U kvasinek, ve kterých 

byly poškozeny geny pro syntézu ergosterolu a sfingolipidů, které tvoří lipidové rafty, nedo-

chází k umístění Cdr1 do plazmatické membrány (Pasrija, Panwar a Prasad, 2008). Dalo by se 

tedy předpokládat, že azoly by mohly inhibicí syntézy ergosterolu ovlivňovat lokalizaci Cdr1 

a tím snižovat svoje vylučování z buněk. 

 Funkce Cdr1 je regulována především na úrovni regulace iniciace transkripce, ale mů-

že být také pozitivně regulována posttranslačně fosforylací serinů a threoninů na N-konci 

transportéru (Tsao et al., 2016). U rezistentních izolátů byla objevena také hyperadenylace 

mRNA zvyšující její stabilitu (Manoharlal et al., 2010). Mezi transkripční faktory ovlivňující 

expresi genu CDR1 (viz Obrázek 8B) patří Tac1 (Transcriptional Activator of CDR genes 1), 

Upc2 (sterol UPtake Control protein 2), Ncb2 (Negative Cofactor 2 complex subunit Beta), 

Mrr2 (Multidrug Resistance Regulator 2), Znc1 (ZiNc-Cysteine 1), Ndt80 (Non-DiTyrosine 

80) a nejspíše i Cap1 (Candida albicans Activator Protein 1). Tac1, Ndt80, Mrr2, Znc1 a pa-

trně i Cap1 ovlivňují transkripci pozitivně (Puri et al., 1999; Chen et al., 2004; Liu et al., 

2007; Liu, Rossi a Myers, 2018; Nishimoto et al., 2019). Účinek Upc2 a Ncb2 závisí na pod-

mínkách, ve kterých se buňka nachází. Upc2 za běžných podmínek mírně zvyšuje expresi 

CDR1, ale při působení pro kvasinku toxické chemikálie lovastatinu (inhibitoru syntézy ergo-

sterolu) překvapivě funguje jako represor CDR1 (Znaidi et al., 2008). Ncb2 zvyšuje 

u kvasinek rezistentních vůči azolům expresi CDR1, zatímco u citlivých kmenů k azolům 

expresi tohoto genu snižuje. Tato změna účinku je způsobena změnou vazebného místa na 

promotoru. Zatímco u rezistentních kmenů se Ncb2 váže do TATA boxu, u citlivých se váže 

distálněji od místa počátku transkripce  (Shukla et al., 2011). MDR u C. albicans poměrně 

často způsobují ziskové mutace v transkripčních faktorech, tyto mutace byly zjištěny u genů 

TAC1, UPC2 a MRR2 (Lohberger, Coste a Sanglard, 2014; Nishimoto et al., 2019). Kmeny 
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obsahující např. mutovaný gen UPC2 mají sice zvýšenou expresi CDR1, ale jsou méně viru-

lentní a mají sníženou fitness (Lohberger, Coste a Sanglard, 2014).  

Transkripční faktory regulující CDR1 ovlivňují expresi dalších genů rozličných funk-

cí, např. Tac1, nejdůležitější transkripční faktor CDR1, také reguluje gen CDR2, kódující další 

transportér ABC účastnící se MDR, a geny podílející se na metabolismu lipidů (Liu et al., 

2007). Podobné geny jako Tac1 regulují rovněž transkripční faktory Znc1 a Ncb2 (Yadav, 

Soni a John, 2014; Liu, Rossi a Myers, 2018). Transkripční faktor Upc2 vedle exprese genu 

CDR1 reguluje dále geny pro metabolickou dráhu ergosterolu, např. genu ERG11 jako jeho 

hlavní transkripční faktor, účastní se také regulace exprese jiných transportérů např. MDR1 

(Znaidi et al., 2008). Ndt80 se mimo regulace CDR1 podílí na regulaci růstu a dělení kvasinek 

(Chen et al., 2004). 

 Promotor genu CDR1 (viz Obrázek 5) je dlouhý 1 147 bp. Do oblasti DRE (Drug 

Responsive Element) se váže Tac1. Transkripční faktor Ndt80 se váže do oblastí MSE (Mid-

dle Sporulation Element)(Prasad et al., 2015). Transkripční faktor Cap1 se pravděpodobně 

může vázat do oblastí pro vazbu transkripčního faktoru YAP1 (Yeast Activation Protein 1) 

a transkripčního faktoru AP-1 (Activation Protein 1)(Puri et al., 1999). Steroidy patří mezi 

substráty Cdr1 a zároveň regulují expresi jeho genu přes vazebnou oblast SRR (Steroid Re-

sponsive Region) skládající se ze dvou oblastí SRE (Steroid Responsive Element), kam se 

steroidy vážou (Karnani et al., 2004). Promotor také obsahuje oblast HSE (Heat Shock Ele-

ment) pro řízení odpovědi na teplotní šok (Yadav, Soni a John, 2014; Prasad et al., 2015).  

  

Obrázek 5. Promotor genu CDR1. Schéma promotoru CDR1 s vyznačenými vazebnými 
YAP1 a AP-1, dále oblasti MSE (váže transkripční faktor Ndt80), SRR (složený ze dvou ob-
lastí SRE), DRE a HSE. Převzato z Prasad et al., 2015, upraveno; další zdroj: Puri et al., 
1999.  
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4. Nadrodina proteinů MFS 
Transportéry MFS jsou nejrozšířenější skupinou sekundárních transportérů, patří sem antipor-

tery, symportery i uniportery. Zástupci byli nalezeni u všech domén organismů (Zhang et al., 

2015). 

 Proteiny MFS vyskytující se u C. albicans byly rozděleny do 17 proteinových rodin, 

rodiny DHA1 (Drug:H+ Antiporter 1) a DHA2 (Drug:H+ Antiporter 2) se uplatňují 

v transportu chemoterapeutik, ostatní se uplatňují v transportu širokého spektra substrátů, 

např. sacharidů, intermediátů Krebsova cyklu a iontů (Gaur et al., 2008). 

4.1. Struktura proteinů MFS 

Transportéry MFS se skládají buď z dvanácti, nebo čtrnácti transmembránových helixů 

(TMH) spojených intracelulárními (IL) a extracelulárními smyčkami (EL). Rodina DHA1 má 

dvanáct TMH, zatímco DHA2 čtrnáct (Gaur et al., 2008). TMH1 až TMH6 tvoří N-doménu, 

TMH7 až TMH12, respektive TMH14 tvoří C-doménu (viz Obrázek 6). Tyto domény jsou 

schopny se vůči sobě hýbat, tímto pohybem je zprostředkováno otevření proteinu z jedné 

strany membrány na druhou (Zhang et al., 2015). 

N-doména je od C-domény oddělena IL3, někdy též nazývanou centrální cytoplazma-

tickou smyčkou (CCL, Central Cytoplasmic Loop). IL3 tvoří cytosolickou doménu skládající 

se z alfa-helixů, která je v kontaktu s plazmatickou membránou. Mutace v IL3 vedou 

k špatnému sbalení a následné degradaci proteinu (Mandal et al., 2012). V IL1 a IL4 se na-

chází motif A, jenž je důležitý pro změnu konformace proteinu (Quistgaard et al., 2016).  

Pro rodinu DHA1 platí, že transportní kanál a vazebná oblast pro substráty jsou tvoře-

ny TMH1, TMH4, TMH7 a TMH10. TMH4 obsahuje motif B, který má významnou roli při 

konformačních změnách proteinu, zejména deprotonaci aminokyselin při stavu, kdy je trans-

portní kanál otevřen do cytoplazmy (Zhang et al., 2015). Antiportery účastnící se MDR jsou 

schopny rozeznat substráty s různou strukturou, protože vazebná oblast je na svých okrajích 

oproti jiným transportérům z nadrodiny MFS rozšířená o další aminokyselinové zbytky 

(Redhu et al., 2018). Konformační změny proteinu umožňují TMH2, TMH5, TMH8 

a TMH11 tvořící stěny transportního kanálu. Zbylé transmembránové helixy TMH3, TMH6, 

TMH9 a TMH12 interagují s lipidy plazmatické membrány (Zhang et al., 2015). Některé 

transportéry MFS mají v TMH5 motif C, který se také účastní transportu a při mutaci v něm 

dochází ke ztrátě funkce proteinu (Pasrija, Banerjee a Prasad, 2007). 
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Obrázek 6. Schematické zobrazení antiporterů MFS z rodin DHA1 a DHA2. A – schéma 
struktury antiporteru z rodiny DHA1, tento transportér se skládá z 12 transmembránových 
helixů (TMH, označených čísly), TMH 1-6 tvoří N-doménu, TMH 7-12 C-doménu, tyto do-
mény jsou odděleny intracelulární smyčkou 3 (IL3). B – schéma struktury antiporteru 
z rodiny DHA2, tato rodina má oproti rodině DHA1 celkově 14 TMH a C-doména se skládá 
z TMH 7-14, tyto domény jsou odděleny IL3.  ΔΨ – rozdíl membránového potenciálu, ΔpH – 
rozdíl pH, pHe – extracelulární pH, pHi – intracelulární pH. Převzato z Sá-Correia et al., 2008, 
upraveno.  

4.2. Mechanismus transportu proteiny MFS 

Transport proteiny MFS je poháněn přenášením protonů (H+) po koncentračním spádu. Při 

transportu jedné molekuly substrátu se na druhou stranu membrány přesune od jednoho do tří 

H+, což vede k okyselování vnitřního prostoru kvasinkové buňky (Zhang et al., 2015; Roth 

a Govaerts, 2018). Přebytečné H+ jsou transportovány zpět ven z buňky, např. u kvasinek po-

mocí ATPázy Pma1 (Billack, Santoro a Lau-Cam, 2009). Co se týče energetických nákladů 

na transport, jsou transportéry MFS úspornější než ATPázy ABC, které na transportní cyklus 

spotřebují dvě molekuly ATP, což je u kvasinek ekvivalentní přibližně 5,8 H+ (Petersen et al., 

2012). Základní hypotézou mechanismu stejně jako u ATPáz ABC, ze které vycházejí novější 

modely transportu, je model „alternate access“ (Jardetzky, 1966). 

 Úpravou modelu „alternate access“ vznikl model „rocker-switch“ (viz Obrázek 7). 

Podle tohoto modelu se transport uskutečňuje osově symetrickým překlopením proteinu do 

stavu otevřeného na druhou stranu plazmatické membrány pohybem rigidních N- a C-domén 

vůči sobě (Law, Maloney a Wang, 2008). Aby mohl proběhnout celý transportní cyklus dle 

modelu „rocker-switch“, musí dojít v případě symporterů a antiporterů k protonaci 

a deprotonaci aminokyselinových zbytků. Protonovat se mohou aminokyseliny gluta-

mát, aspartát a histidin. V případě antiporterů je na začátku cyklu transportér otevřen do cyto-

plazmy, což umožní navázání substrátu transportovaného proti koncentračnímu spádu, díky 

čemuž jsou poté uvolněny H+ z protonovaných aminokyselinových zbytků. Kvůli deprotonaci 

B A H+ Substrát H+ Substrát 

Cytoplazma 
H+ Substrát  H+ Substrát 

IL3 IL3 
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dojde ke konformačním změnám a překlopení transportéru na druhou stranu membrány. Na-

konec dochází k uvolnění přenášené látky, protonaci a vrácení konformace do původního sta-

vu, při tomto návratu dochází k přesunu H+ na jiné aminokyseliny. Rozdíl symporterů od 

antiporterů je v tom, že symporter je otevřen do extracelulárního prostoru a navázání substrátu 

umožní protonaci aminokyselin a následnou konformační změnu (Zhang et al., 2015).  

Po objevu třetího konformačního stavu, který je uzavřen z obou dvou stran plazmatic-

ké membrány, byl představen model „clamp-switch“. Transportní cyklus podle tohoto modelu 

je totožný jako transportní cyklus modelu „rocker-switch“ až na uzavření transportního kaná-

lu, které je způsobeno ohnutím cytoplazmatických nebo extracelulárních částí některých TMH 

podle toho, v jakém stavu se protein nacházel před tím (Quistgaard et al., 2016).  

  

Pozitivně nabitý 
aminokyselin. zbytek 

Substrát 

Proton 

Protonovaný amino-
kyselinový zbytek 

Negativně nabitý ami-
nokyselinový zbytek 

Obrázek 7. Schéma mechanismu antiportu dle modelu „rocker-switch“. Transportní cyk-
lus začíná protonací negativně nabitého aminokyselinového zbytku (I), to způsobí symetric-
ké překlopení proteinu na druhou stranu membrány, následuje navázání substrátu 
a deprotonace (II), deprotonace způsobí překlopení proteinu zpět na původní stranu a uvol-
nění substrátu (III), to navrátí protein do původní konformace. Transport je poháněn rozdí-
lem pH cytoplazmy a extracelulárního prostoru (ΔpH) a membránovým potenciálem (ΔΨ). 
Převzato z Roth a Govaerts, 2018, upraveno. 
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4.3. Mechanismy regulace transportérů MFS 

Mechanismy regulace transportérů MFS jsou dále popsány na příkladu nejprostudovanějšího 

transportéru této nadrodiny u C. albicans, antiporteru Mdr1 (Multi Drug Resistance) z rodiny 

DHA1, jeho sekvence obsahuje 564 aminokyselin (Mandal et al., 2012). Regulace tohoto ge-

nu probíhá především regulací iniciace transkripce.  

  Transkripční faktory účastnící se regulace transkripce genu MDR1 (viz Obrázek 8B) 

jsou Mrr1 (Multidrug Resistance Regulator 1), Cap1, Upc2, Cph1 (Candida PseudoHyphal 

regulator1) a Mcm1 (MiniChromosome Maintenance protein 1). Mrr1, Upc2 a Mcm1 expresi 

genu MDR1 ovlivňují pozitivně (Znaidi et al., 2008; Mogavero et al., 2011; Feng et al., 

2018). Cph1 je negativní regulátor (Lo et al., 2015). Cap1 může působit jako negativní tran-

skripční faktor (Alarco a Raymond, 1999), ale dle jiných studií působí na expresi MDR1 pozi-

tivně (Schubert et al., 2011; Feng et al., 2018). Regulace exprese MDR1 je spojená s regulací 

exprese genu CDR1 (viz Obrázek 8B) transkripčním faktorem Upc2 a pravděpodobně i Cap1 

(Puri et al., 1999; Sanglard, Coste a Ferrari, 2009).  

Mrr1 má hlavní roli ve zvýšení exprese MDR1 způsobené chemickými látkami, např. 

flukonazolem nebo benomylem. Ziskové mutace v genu MRR1 způsobují rezistenci některých 

kmenů C. albicans vůči flukonazolu (Dunkel et al., 2008), ale účinek i takto mutovaného 

Mrr1 je závislý na spolupůsobení transkripčních faktorů Mcm1 nebo Cap1 (Mogavero et al., 

2011). Transkripční faktor Mcm1 se dále podílí na regulaci morfogeneze C. albicans, kon-

krétně jako negativní regulátor tvorby hyf a pseudohyf (Rottmann et al., 2003). Cph1 má 

opačné účinky než Mcm1, negativně reguluje expresi MDR1 a pozitivně tvorbu hyf (Braun a 

Johnson, 2000). Hlavní funkcí transkripčního faktoru Cap1 je podílení se na odpovědi vůči 

oxidačnímu stresu (Alarco a Raymond, 1999). Jeho formy obsahující ziskovou mutaci způso-

bují konstitutivní expresi genu MDR1 a rezistenci vůči flukonazolu a jsou nezávislé na tran-

skripčním faktoru Mrr1, ale jeho účinek je posílen proteinem Ada2, který je součástí histon-

transacetylazačního komplexu SAGA/ADA (Mogavero et al., 2011; Ramírez-Zavala et al., 

2014). 

 V promotoru genu MDR1 (viz Obrázek 8A) byly objeveny dvě oblasti pro vazbu 

transkripčních faktorů. Do vazebného místa BRE (Benomyl Responsive Element, někdy ozna-

čované také jako MDRE (MDR1 Drug Resistance Element)) se vážou transkripční faktory 

spojené s rezistencí vůči chemickým látkám a s morfogenezí kvasinek, např. Mrr1, Mcm1 

a Cph1, do druhého vazebného místa HRE (H2O2 Responsive Element) se vážou transkripční 

faktory spojené s oxidačním stresem, např. Cap1 (Riggle a Kumamoto, 2006; Sanglard, Coste 

http://www.candidagenome.org/cgi-bin/locus.pl?dbid=CAL0001810#CAL0081052
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a Ferrari, 2009). Transkripční faktory jsou schopné se vázat na promotor buď po navázání 

chemické látky, která působí buňce stres a zároveň je substrátem Mdr1, nebo ke své aktivaci 

potřebují proteiny přinášejících informaci o výskytu této chemické látky. Do první skupiny 

patří např. Upc2 a do druhé např. Mrr1 (Schneider a Morschhäuser, 2015).  

  

   

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Obrázek 8. A ‒ Promotor genu MDR1. Jeho délka je 1459 bp. Promotor obsahuje vazeb-
nou oblast HRE, kam se vážou transkripční faktory regulující odpovědi na oxidační stres 
(např. Cap1), a vazebnou oblast BRE, kam se vážou transkripční faktory regulující rezis-
tenci vůči chemikáliím (např. Mrr1).  B – schéma regulace genů CDR1 a MDR1 tran-
skripčními faktory. Schéma platí pro kmeny C. albicans citlivé vůči léčivům 
a nevystavené stresu. Transkripční faktor Ncb2 má u rezistentních kmenů aktivační účinek. 
Transkripční faktor Upc2 funguje při výskytu toxických látek v buňce jako represor. Zdro-
je: Rognon et al., 2006; Prasad et al., 2015; Nishimoto et al., 2019; Liu et al., 2007; Lo et 
al., 2015; Mogavero et al., 2011; Feng et al., 2018; Znaidi et al., 2008; Shukla et al., 2011.  
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5. Transportéry účastnící se MDR u klinicky významných zástup-

ců rodu Candida 
Na celkovém počtu kandidémií v Česku i v ostatních státech má největší podíl C. albicans, ale 

v 90. letech 20. století došlo pravděpodobně v důsledku nasazení azolů do klinické praxe 

k relativnímu zvýšení podílu ostatních druhů kandid, rezistentnějších k azolům (Haber, 

Mallátová a Drgoňa, 2009).  V Česku podle studie z let 2012-2015 měla C. albicans podíl na 

kandidémiích 49,7 %, C. glabrata 15,3 %, C. parapsilosis 11,2 % a C. tropicalis 8,9 %, oproti 

podobné studii z let 2000 až 2006 se zvýšil počet izolátů C. glabrata, pravděpodobně kvůli 

poměrně vysokému počtu rezistentních izolátů tohoto druhu vůči azolům (Kocmanová et al., 

2018). Na Slovensku měla u pacientů z Jednotky intenzivní péče významný podíl C. krusei 

(8,6 %) a byla druhou nejčastěji izolovanou kandidou (Hrabovský et al., 2017). C. glabrata 

byla druhým nejčastějším původcem kandidémií jako v Česku, ale také např. v USA a ve 

Skandinávii, ale podíl C. albicans v USA byl menší o více než 10 % (38 %) a podíl C. glabra-

ta téměř dvojnásobný (29 %), ve Skandinávii měla C. albicans více než 50% podíl na kandi-

démiích a oproti Česku zde byla méně zastoupena C. parapsilosis (3,7-5 %) s menším 

podílem na kandidémiích než C. tropicalis (Guinea, 2014). Naproti tomu např. ve Španělsku a 

Japonsku byla druhým nejčastějším původcem kandidémie s podílem 24,9 %, respektive 

23,3 % C. parapsilosis (Martí-Carrizosa et al., 2014; Kakeya et al., 2018). U dětí jsou kandi-

démie výrazně častěji způsobeny C. parapsilosis než C. glabrata, např. v Česku způsobila 

C. parapsilosis 23 % a C. glabrata 10 % léčených infekcí (Kocmanová et al., 2018). 

 V následujících podkapitolách budou popsány transportéry ABC a MFS účastnící se 

transportu klinicky používaných léčiv z buňky u třech nejčastějších druhů kandid způsobují-

cích kandidémie v Česku, tedy C. albicans, C. glabrata a C. parapsilosis. Dále budou tyto 

transportéry popsány u C. auris, která je kvůli značnému výskytu rezistence významnou 

hrozbou pro veřejné zdraví (viz Tabulka 2)(Colombo, Júnior a Guinea, 2017). Transportéry 

ABC a MFS se na vzniku MDR nepodílejí pouze vylučováním léčiv z buňky, ale také trans-

portem svých dalších substrátů, pomocí nichž upravují podmínky uvnitř těl svých hostitelů, 

nebo se podílejí na stavbě biofilmu a na úniku imunitnímu systému hostitele a zvyšují viru-

lenci kvasinek (Cavalheiro et al., 2018). Navíc bylo zjištěno, že na transportu klinicky použí-

vaných léčiv se nepodílí pouze transportéry z nadrodin ABC a MFS, rezistence vůči azolům 

se u C. albicans účastní např. transportér Rta3 (Resistance To 7-Aminocholesterol protein 3) 

z proteinové rodiny LTE (Lipid-Translocating Exporter)(Whaley et al., 2016). 
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5.1 Transportéry účastnící se transportu léčiv u C. albicans 

Z 28 ATPáz ABC této kvasinky se na transportu léčiv podílí proteiny Cdr1 (viz podkapitola 

3.3) a Cdr2 (Sanglard et al., 1995, 1997; Gaur, Choudhury a Prasad, 2005). Oba transportéry 

způsobují rezistenci vůči azolům a jsou exprimovány u rezistentních kmenů kvasinek 

(Pourakbari et al., 2017). Cdr1 se na rezistenci podílí větším dílem než Cdr2, při deleci jejich 

genů se zvýšila citlivost k azolům až osminásobně v případě delece cdr1, zatímco při deleci 

cdr2 pouze jeden a půl krát vůči flukonazolu a ketokonazolu (Tsao, Rahkhoodaee a Raymond, 

2009). Cdr1 přenáší široké spektrum látek, mezi jeho substráty mimo azoly patří i jiné buňce 

cizí molekuly, např. herbicidy, lidské steroidní hormony a fluorescenční látky používané při 

výzkumu, tak i přirozené součásti buněk jako fosfolipidy (Maesaki et al., 1999; Smriti et al., 

2002; Schmidt et al., 2008; Baghel et al., 2017). Fosfolipidy jsou substrátem Cdr1 i Cdr2, 

oběma transportéry jsou přenášeny pouze z vnitřního listu plazmatické membrány do vnější-

ho, fungují tedy jako flopázy (Smriti et al., 2002). V prostředí bohatém na steroidy je působe-

ním transkripčního faktoru Tac1 zvýšená exprese kromě CDR1 i genu CDR2 (Cheng, Yeater 

a Hoyer, 2006). Při zvýšené koncentraci estradiolu je zvýšená pravděpodobnost vzniku kan-

didózy, protože estradiol snižuje množství lymfocytů Th17 podílejících se na imunitní odpo-

vědi proti mykózám (Chen et al., 2015). Při deleci transportéru Roa1 (Regulator Of Azole 

sensitivity protein 1) nacházejícího se v kompartmentu v blízkosti vakuoly dochází 

k obnovení citlivosti C. albicnas k azolům (Jiang et al., 2016). Ač se tento transportér nena-

chází v plazmatické membráně, přispívá k rezistenci snižováním membránového potenciálu, 

což způsobí snížení transportu azolů do buňky (Jiang et al., 2016). 

 Jediným klinicky významným transportérem MFS (z celkem 95) této kvasinky způso-

bujícím rezistenci vůči azolům je pouze antiporter Mdr1 (viz podkapitola 4.3)(Gaur et al., 

2008; Pourakbari et al., 2017). Mezi azoly, které vylučuje z buňky, patří např. flukonazol a 

ketokonazol, ale ne itrakonazol a mikonazol (Lamping et al., 2007). Delece genu mdr1 vedla 

k dvojnásobné citlivosti k flukonazolu v porovnání s rezistentním kmenem (Morschhäuser et 

al., 2007). Mdr1 má tedy na rezistenci vůči flukonazolu menší vliv než Cdr1. Dalšími substrá-

ty Mdr1 jsou např. cytostatikum methotrexát, fungicid benomyl, depolymerizující mikrotubu-

ly kvasinek, a cykloheximid, fungicid zastavující eukaryontní translaci používaný in vitro 

(Goldway et al., 1995; Kohli et al., 2001; Ramírez-Zavala et al., 2014). Flu1 (FLUconazole 

resistance protein 1) i přes svůj název nezpůsobuje rezistenci vůči flukonazolu ani jiným kli-

nicky používaným lékům, i když flukonazol je jeho substrátem (Calabrese, Sanglard a Bille, 
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2000). Mezi substráty Flu1 však patří např. histatin 5, fungicidní peptid vytvářený lidskými 

buňkami, a cykloheximid (Calabrese, Sanglard a Bille, 2000; Li et al., 2013). 

5.2 Transportéry účastnící se transportu léčiv u C. glabrata 

Oproti C. albicans se u C. glabrata vyskytuje více rezistentních izolátů (Kocmanová et al., 

2018). Jednou z příčin větší rezistence tohoto druhu může být i větší množství transportérů 

účastnících se vylučování léčiv z buňky. Z celkových 25 ATPáz ABC se na vylučování kli-

nicky používaných léků podílí tři, konkrétně Cdr1, Cdr2 (někdy též nazvaný Pdh1 (Pleo-

morphic Drug-resistance Homolog protein 1) a Snq2 (Sensitivity to 4-Nit-roQuinoline-N-

oxide protein 2)(Kumari et al., 2018; Whaley et al., 2018). Všechny tyto transportéry jsou ve 

zvýšené míře exprimovány u izolátů rezistentních vůči azolům (Navarro-Rodríguez et al., 

2019). Zvýšená citlivost k azolům byla pozorována pouze při deleci cdr1,  ne však při deleci 

cdr2 a snq2, transportér Cdr1 tedy hraje při vzniku rezistence mezi transportéry ABC klíčo-

vou roli (Whaley et al., 2018). Rezistence a zvýšená exprese transportérů podílejících se na 

MDR u C. glabrata je způsobena ziskovými mutacemi v transkripčním faktoru Pdr1 (Pleio-

tropic Drug Resistance protein 1)(Caudle et al., 2011). Zajímavým příkladem vlivu Pdr1 na 

vznik MDR je zvýšená exprese Cdr1 při kombinované léčbě kandidózy flukonazolem a flucy-

tosinem; flucytosin poškozuje svým působením mitochondrie kvasinky, což zvýší aktivitu 

Pdr1, Pdr1 vyvolá zvýšení exprese Cdr1 a tím přispěje ke zvýšení rezistence vůči azolům 

(Steier et al., 2013).   

 Stejně jako v případě ATPáz ABC se antiporterů MFS oproti C. albicans podílí na 

transportu léčiv větší množství, z 15 proteinů MFS patřících do rodin DHA1 a DHA2 se vylu-

čování klinicky používaných léčiv účastní sedm, jedná se o antiportery Aqr1 (Acids Quinidine 

Resistance protein 1), Tpo1_1 (Transporter of POlyamines protein 1_1), Tpo1_2, Tpo3, Qdr2 

(QuiniDine Resistance protein 2), Flr1 (FLuconazole Resistance protein 1) a Flr2 (Costa et 

al., 2014, 2016; Pais, Costa, et al., 2016; Pais, Pires, et al., 2016; Vu a Moye-Rowley, 2018). 

Transportér Aqr1 se podílí na rezistenci proti flucytosinu, dalším substráty jsou azoly, ale role 

Aqr1 v rezistenci proti nim je malá (Costa et al., 2013). Dalšími transportéry účastnícími se 

rezistence vůči flucytosinu jsou Flr1 a Flr2. Flr2 má podíl také na rezistenci vůči azolům 

(Pais, Pires, et al., 2016). Flr1 je schopen transportovat flukonazol, ale v rezistenci proti němu 

je významný pouze při zvýšené expresi svého indukujícího transkripčního faktoru Yap1 

a deleci genu cdr1 (Vu a Moye-Rowley, 2018). Zbylé transportéry, Tpo1_1, Tpo1_2, Tpo3 

a Qdr2, se podílí na rezistenci vůči azolům (Costa et al., 2016; Pais, Costa, et al., 2016).  
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5.3 Transportéry účastnící se transportu léčiv u C. parapsilosis 

O úloze transportérů v transportu léčiv není u tohoto druhu příliš jasno. Přestože v genomu 

této kvasinky bylo nalezeno nejméně 14 zástupců proteinové nadrodiny ABC a 28 transporté-

rů z rodiny DHA1 (Butler et al., 2009; Dias a Sá-Correia, 2014), byly zatím popsány pouze 

dva transportéry účastnící se transportu léčiv, a to Cdr1 a Mdr1 (Berkow et al., 2015; Souza et 

al., 2015; Neji et al., 2017). Ty stejně jako u předešlých druhů zprostředkovávají rezistenci 

vůči azolům. U dalších dvou transportérů ABC byla zjištěna zvýšená exprese v rezistentních 

kmenech, konkrétně jde o ortolog proteinu Cdr3 C. albicans a dosud nepopsaný protein 

CPAG_02192 (Silva et al., 2011). Rezistence vůči azolům může vzniknout mutací v genu 

MRR1, což vede ke konstitutivní expresí MDR1 (Branco et al., 2015).  

5.4 Transportéry účastnící se transportu léčiv u C. auris 

Tento druh kvasinky je většinově vysoce rezistentní hlavně vůči flukonazolu, ale rezistence je 

u této kvasinky v různé míře vyvinuta i proti ostatním typům klinických léčiv (Lockhart et al., 

2017). Bohužel ještě nebyly zcela popsány všechny transportéry účastnící se transportu léčiv a 

jejich přesná role v rezistenci (viz níže), ale některá pozorování ukazují na jejich velký vý-

znam v těchto jevech. Zaprvé bylo nepřekvapivě zjištěno, že se transportéry podílí na rezis-

tenci vůči azolům (Ben-Ami et al., 2017; Kean et al., 2018; Muñoz et al., 2018). Zadruhé 

o velkém významu transportérů ABC pro C. auris svědčí, že u ní byla zjištěna silná ATPázo-

vá aktivita typická pro transportéry ABC, silnější než ATPázová aktivita C. glabrata, to uka-

zuje na vyšší míru konstitutivní exprese těchto transportérů než u C. glabrata (Ben-Ami et al., 

2017). Zatřetí bylo zjištěno, že aktivita ATPáz je ještě větší v kvasinkovém biofilmu, který je 

rezistentní vůči flukonazolu (Kean et al., 2018).  

V genomu C. auris bylo nalezeno více než 30 proteinů ABC a přes sto transportérů 

MFS (Lockhart et al., 2017). Co se týče konkrétních genů, tak v genomu této kvasinky byl 

objeven ortolog genů C. albicans buď CDR1, nebo CDR2, nebo CDR11, dále dva ortology 

genu CDR4, dva ortology genu SNQ2, jeden izolovaný kmen obsahoval navíc další ortolog 

genu SNQ2, u všech kmenů byl objeven ortolog genu MDR1 (Muñoz et al., 2018). Kean et al. 

objevili, že v biofilmu byly exprimovány transportéry ABC Cdr1 a Snq2 a z transportérů MFS 

Mdr1, Rdc3 a Yhd3, inhibicí těchto transportérů se několikanásobně zvýšila citlivost 

k flukonazolu, ale není známa role jednotlivých transportérů na rezistenci (Kean et al., 2018).  
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Tabulka 2. Dosud charakterizované transportéry podílející se na transportu klinických 
léčiv z buňky kvasinek druhů C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis a C. auris. 

Druh kvasinky Nadrodina proteinu Transportér Účast na rezistenci vůči 

Candida albicans 
ABC 

Cdr1 Azolům 

Cdr2 Azolům 

Roa1  Azolům 

MFS Mdr1 Flukonazolu, ketokonazolu 

Candida glabrata  

ABC 

Cdr1 Azolům 

Cdr2 Azolům 

Snq2 Azolům 

MFS 

Aqr1 Flucytosinu, azolům 

Tpo1_1 Azolům 

Tpo1_2 Azolům 

Tpo3 Azolům 

Qdr2 Azolům 

Flr1 Flucytosinu, flukonazolu 

Flr2 Flucytosinu, azolům 

Candida parapsilosis 
ABC 

Cdr1 Azolům 

Cdr31 Azolům 

CPAG_021921 Azolům 

MFS Mdr1 Azolům 

Candida auris2 

ABC 
Cdr1 Flukonazolu 

Snq2 Flukonazolu 

MFS 

Mdr1 Flukonazolu 

Rdc3 Flukonazolu 

Yhd3 Flukonazolu 

  

1 role těchto transportérů v rezistenci není ještě přesně objasněna, v rezistentních kmenech 
vůči azolům došlo k jejich zvýšené expresi. 
2 role jednotlivých uvedených transportérů na rezistenci vůči flukonazolu u C. auris není 
ještě známa, nespecifickou inhibicí těchto transportérů ale došlo ke zvýšení citlivosti 
k flukonazolu.  
Zdroje: Lamping et al., 2007; Silva et al., 2011, Costa et al., 2013, 2016; Jiang et al., 2016; 
Pais, Costa, et al., 2016; Pais, Pires, et al., 2016; Neji et al., 2017; Pourakbari et al., 2017; 
Vu a Moye-Rowley, 2018; Whaley et al., 2018; Kean et al., 2018; Kumari et al., 2018. 
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6. Závěr 
Transportéry z nadrodin ABC a MFS se přímo na vylučování klinických léčiv podílejí u všech 

výše popsaných druhů kandid, tj. C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis a C. auris. Vý-

znamnou úlohu mají především v rezistenci vůči azolům, ale u C. glabrata se podílejí i na 

rezistenci vůči flucytosinu. Tyto skupiny léčiv jsou jejich substráty, protože terapeuticky pů-

sobí uvnitř buňky, zatímco další používané skupiny léků (echinokandiny a polyeny) mají své 

cíle na jejím povrchu.  

Vylučování léčiv z buňky je důležitým mechanismem rezistence u druhů C. albicans, 

C. glabrata a C. auris. Hlavním transportérem v rezistenci vůči azolům u C. albicans je trans-

portér Cdr1 z nadrodiny ABC a u C. glabrata jeho ortolog Cdr1. Jejich delecí dochází 

k velkému snížení rezistence. Výzkum transportérů podílejících se na vylučování léčiv u C. 

auris je teprve na začátku, nebyly ještě přesně identifikovány konkrétní transportéry podílející 

se na transportu léčiv, ale již byla potvrzena účast skupiny transportérů na rezistenci vůči flu-

konazolu. O velkém významu transportérů ABC pro rezistenci u této kvasinky lze zatím uva-

žovat z velké naměřené aktivity ATPáz. Stejně jako u C. auris je výzkum transportérů 

účastnících se vylučování léčiv u C. parapsilosis v plenkách, významnou úlohu ve vylučování 

léčiv u této kvasinky plní opět transportér Cdr1. 

Vznik rezistence je často způsoben ziskovými mutacemi v transkripčních faktorech regu-

lujících expresi transportérů, např. Tac1 u Cdr1, Mrr1 u Mdr1, Pdr1 u mnoha transportérů 

C. glabrata a Mrr1 u transportérů C. parapsilosis.  

Studium struktury a funkce transportérů má veliký význam pro vývoj nových inhibitorů 

těchto transportérů, jejichž použití by obnovilo citlivost buněk k léčivu. Poznatky získané při 

tomto výzkumu se dají využít nejen při léčbě kandidóz, ale i při léčbě dalších nemocí, u kte-

rých se vyskytuje rezistence způsobená transportéry ABC a MFS, např. některých typů nádo-

rových onemocnění. 
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