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Abstrakt

Patogeny a jejich hostitelé vedou mezi sebou odvékou bitvu o své preziti. Neustale dochazi
k vyvoji novych strategii, jak porazit svého protivnika, a protistrategii, jak se svému soku
ubranit. Posledni dobou se v diisledku zvysSeného uzivani 1éka patogeny piizptisobuji vyskytu
téchto latek v prostfedi a ¢im dal Castéji na 1éCbu prestavaji odpovidat, vznika stav 1ékové
rezistence. Postupné se zvySujici 1€kova rezistence se tyka i nejcastéjSich ptivodct mykotic-
kych infekei rodu Candida. Jednim z mechanismi, kterym jsou organismy schopny odolat
ucinkiim toxickych latek, je jejich transport ven z buiitky pomoci membranovych transportnich
proteint. Tyto transportéry jsou v ptipadé rodu Candida ¢leny proteinovych nadrodin ABC a
MES. Tato prace predstavuje proteiny ABC a MFS, jez se podili na vylu¢ovani 1éCiv u Ctyt
druhti kandid, konkrétn€ u druht Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis

a Candida auris.

Kli¢ova slova: rezistence, transportér ABC, transportér MFS, Candida, kvasinka, mykdza



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...oii e ATP-Binding Cassette

AFG. i, anidulafungin

ALDD. oottt Adrenoleukodystrophy protein

AmB ..o amfotericin B

o] o PSS base pair, komplementarni par bazi

BRE ..ot Benomyl Responsive Element

CCL ..o, Central Cytoplasmic Loop, centralni cytoplazmaticka smycka
CLSIL oot Clinical and Laboratory Standards Institute

DHAL, DHA2......cooveveveeena. Drug:H" Antiporter, podrodiny transportérit MFS
DRE....ccoiiiiiee, Drug Responsive Element

EF3 e, Elongation Factor 3

EL i, Extracellular Loop, extracelularni smycka

EUCAST ...ovieeeeeeeeee European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FLC ., flukonazol

HRE....cooiiiii e, H>0; Responsive Element

HSE ..o, Heat Shock Element

IL oo, Intracellular Loop, intracelularni smycka

ITC o, itrakonazol

LTE. oo, Lipid-Translocating Exporter

MDR ...ttt Multiple Drug Resistance, mnohocetna 1ékova rezistence
MDRE ..o, MDRI Drug Resistance Element

MEG ...cooiiiiiiiniincicecece, micafungin

MES ..ot Major Facilitator Superfamily

MIC . minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRNA ..o, messenger RNA, mediatorova ribonukleova kyselina
MRP ..o, Multi Drug Resistance associated Protein
MSE....oiiiiiieeeeee e Middle Sporulation Element

NBD oo Nucleotide Binding Domain, nukleotid vazebna doména
PDR ..o, Pleiotropic Drug Resistance

RLI o RNase L Inhibitor

SRE...iiiiiieeeeeee e Steroid Redopnsive Element

SRR .ot Steroid Responsive Region

TMD oo, Transmembrane Domain, transmembranova doména

TMH ..o, Transmembrane Helix, transmembranovy helix
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1. Uvod

S 1€kovou rezistenci neboli snizenym ¢i zadnym ucinkem lé¢iva vii¢i onemocnéni se lidstvo
setkava jiz od pocatku vyuzivani chemoterapeutik, napt. u 1é¢iv proti nddorim a patogeniim
(Law, 1952; Davies a Davies, 2010). U nékterych chorob dochazi ke vzniku odolnosti viici
pusobeni vice 1éCiv s riznou strukturou a mechanismem ucinku, tento jev se nazyva mnoho-
cetna I¢kova rezistence (MDR, Multiple Drug Resistance) (Sa-Correia et al., 2008). Rostouci
pocet piipadit MDR povazuje za vazny problém ohroZujici celé lidstvo 1 Svétova zdravotnicka
organizace, kterd vytvofila i n¢kolik kampani bojujicich s timto nezddoucim jevem (World
Health Organization, 2019).

Se snizenou citlivosti k vice druhlim chemoterapeutik se Ize setkat u mnoha chorob.
Velice zévazné potize zpusobuje MDR u nadorovych onemocnéni (Kartal-Yandim, Adan-
Gokbulut a Baran, 2016). Velk4 pozornost je zamétena na odolnost viici 1é¢iviim u bakterii
(Cohen et al., 2015). Dokonce byly objeveny druhy bakterii rezistentnich proti vS§em dostup-
nym lékim (Magiorakos A. P. et al., 2011). Zivot ohrozujici problémy zptsobuje MDR
u virovych infekei (Sheu ef al., 2011). MDR byla pozorovana i u nemoci zptisobenych prvoky
a mnohobunéénymi parazity (Traversa et al., 2014; Kooij et al., 2016).

MDR se také vyskytuje u mykotickych infekci. NejcastéjSimi ptivodci téchto onemoc-
néni jsou rody Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocystosis a Candida (Brown et al., 2012).
Kvasinky rodu Candida, patiici do podkmenu Saccharomycotina vieckovytrusych hub (4s-
comycota) (Shen et al., 2016), jsou komenzaly ¢lovéka 1 Zivocichi, pfesto zplsobuji velmi
zavazné infekce. Onemocnénimi zpiisobenymi témito kvasinkami jsou fatalné ohrozeni pie-
devsim imunosuprimované osoby, tj. pfedev§im HIV pozitivni, lidé po transplantacich a on-
kologiCti pacienti. Lokalni 1 systémové kandidozy patii k ¢im dal vazné€jSim onemocnénim at’
uz z diivodu zvysujiciho po¢tu imunosuprimovanych lidi, nebo vzriistajiciho poctu klinickych
izolatl kandid s MDR (Kotaczkowska and Kotaczkowski, 2016).

Jednim z mechanismtit MDR nejen u kandid je transport léCiva ptes plazmatickou
membranu ven z buiiky. Tento mechanismus zajiStuji transportni systémy nazyvané ATPazy
a antiportery. ATPazy patii do nadrodiny transportérti typu ABC (ATP-Binding Cassette),
zatimco antiportery do transportéri typu MFS (Major Facilitator Superfamily) (Revie et al.,
2018). Cilem ptedkladané prace je predstavit ulohu téchto transportérti ve vylucovani 1&¢iv z
bunky nékterych druhti rodu Candida, konkrétné druhti Candida albicans, Candida glabrata,

Candida parapsilosis a Candida auris.



2. Mnohocetna lékova rezistence (MDR)

Na MDR u kandid se dé pohlizet z vice thlii pohledu. Jednou z moznosti je zabyvat se tim,
jaky je mechanismus ucinku 1ékd, proti kterym MDR vznikla. Z toho vyplyvé nutnost zjistit,
jak se patogeny témto 1é¢iviim brani. Dals$i moznosti je zkoumat, zda maji kvasinky schopnost

odolavat 1é¢ivaim vrozenou nebo ziskanou.

2.1. Antimykotika

Z diavodu podobnosti lidskych a kvasinkovych bunék se k 1é¢bé kandidéz da vyuzit pouze
n¢kolik typa léCiv cilicich na struktury, které se u lidskych bunck nevyskytuji. Mezi tyto
struktury patii bunécna sténa a sterolova slozka plazmatické membrany ergosterol a jeho syn-
tetickd draha.

Mezi bézné pouzivané skupiny antimykotik patii azoly, echinokandiny, polyeny a flu-
cytosin (Pappas et al., 2016). Pro kazdou z téchto skupin existuje rozdilna hladina rezistence
a hladina citlivosti (susceptibility), které se navic 1isi u riiznych druht kandid. Zndmé udaje
pro nékteré 1éky a druhy shrnuje Tabulka 1. Citlivost je opakem rezistence, patogen je citli-
vy, kdyz je 1écba vysoce pravdépodobné Uspésna pii standardnich doporucenych davkach
1é¢iva (SZU, 2019).

Tabulka 1. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro rezistenci a citlivost u vybra-
nych druhii kandid a 1éCiv.

Druh Lék C R Druh Lék C R
FLC <2 >4 FLC <2 >4
Candida ITC <0,064 >0,064 | Candida ITC <0,125 >0,125
albicans AmB <1 >1 parapsilosis | AmB <1 >1
(EUCAST) AFG | <0,032 >0,032 | (EUCAST) AFG | <0,002 >4
MFG | <0,016 >0,016 MFG | <0,002 >2
FLC <0,002 >32 FLC — >32
Candida ITC — — Candida ITC — —
glabrata AmB <1 >1 auris*® AmB — >2
(EUCAST) AFG | <0,064 >0,064 | (CLSI) AFG <4 >4
MFG | <0,032 >0,032 MFG <4 >4

MIC — koncentrace, pii které¢ dochdzi k zastaveni pozorovatelného ristu 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;

— — udaje nejsou k dispozici; * - tdaje pro C. auris nejsou potvrzené, jsou piedpovézené na
zéakladé udaju pro ptibuzné druhy kandid. Pievzato a upraveno z EUCAST, 2018, CDC, 2019
a Vatanshenassan et al., 2019.



Azoly jsou nejpouzivanéjsi 1éky proti kandidozam. Vyhodou nejrozsitenéjSiho 1éCiva
z této tiidy flukonazolu (viz Obrazek 1) jsou malé vedlejsi G€inky a velkd rozpustnost umoz-
fujici snadné peroralni podani (Pasko, Piscitelli a Van Slooten, 1990). Mira rezistence se
u vétSiny druhi pohybuje v jednotkach procent. Vyjimku piedstavuje Candida krusei, u které
rezistence dosahuje az 96,6 % (Whaley ef al., 2017). Azoly maji spiSe fungistaticky nez fun-
gicidni uc¢inek (Schmidt ef al., 2008; Venisse ef al., 2008). Kromé flukonazolu do této skupi-
ny patii 1éCiva s imidazolovym kruhem, napi. ketokonazol a s triazolovym kruhem, napf.
itrakonazol (Allen et al., 2015).

Antifugélni ucinek azoll spociva v inhibici enzymu 14a-demetylazy, nezbytného pro
spravnou syntézu ergosterolu. V kvasince se poté hromadi toxické meziprodukty syntézy er-
gosterolu a dochdzi k naruseni plazmatické membrany (Kotaczkowska a Kotaczkowski,
2016). Ergosterol se podili na vétsi rigidit¢ membran a je soucasti lipidovych rafti. Jde tedy,
co do funkce i chemické struktury, o protéjSek cholesterolu zivoc¢ichti (Bagnat et al., 2000;
Abe a Hiraki, 2009).

DalSim Siroce pouzivanym druhem lé¢iva jsou echinokandiny. Jde o nejnovéji vyvinu-
tou tfidu antimykotik. Vyuzivaji se ve vétSin€ ptipadi jako 1é¢iva prvni volby, vedlejsi t€inky
jsou malé a nevyskytuji se u nich vyznamné 1ékové interakce (Pappas et al., 2016). Lékova
rezistence se pohybuje v jednotkach procent a dle nové rakouské studie je jeji troven kon-
stantni (Prigent et al., 2016; Beyer ef al., 2019). Strukturné se jedné o lipopeptidy, patii k nim
1é¢iva caspofungin (viz Obrazek 1), micafungin, dale napt. anidulafungin (Kotaczkowska
a Kotaczkowski, 2016).

Echinokandiny blokuji syntézu bunécné stény. Jejich cilem jsou 1,3-glukan syntézy,
enzymové komplexy umisténé v plazmatické membrané, které se podileji na syntéze
B-1,3-glukanu, dilezité slozky bunééné stény (Patil a Majumdar, 2017).

Nejdéle vyuzivana antimykotika patii do skupiny polyent, ale jejich vyuzivani v praxi
je omezeno kvili silnym vedlejsim ucinkiim. V ptipad€ nejuzivanéjSiho 1€ku z této skupiny
amfotericinu B (viz Obrazek 1) jde zejména o nefrotoxicitu (Bates et al., 2001). Jeho toxicita
se projevuje v mensi mife u novorozencti nez u dospélych osob (Linder et al., 2003; Ascher
et al., 2012). Snizenou toxicitu vykazuji liposomové formy amfotericinu, kde se jeho moleku-
ly nachézeji ve fosfolipidové dvojvrstvé (Mishra et al., 2013; Falci, da Rosa a Pasqualotto,
2015a, 2015b).

Vyhodou pii pouziti amfotericinu B je sniZzend schopnost nejrozsifenéjsi patogenni
kvasinky C. albicans vytvorit si proti této latce rezistenci z diivodu snizené zivotaschopnosti

rezistentnich kmenti (Vincent et al., 2013). Také C. glabrata potvrzuje nizkou miru rezistence
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vuci amfotericinu B (Ahmad et al., 2018). Naopak recentni studie dokumentuji ptipady rezis-
tence u pomérné noveé objevené kvasinky C. auris (Park et al., 2019).

Polyeny se vdzou na ergosterol v plazmatické membrané a tvoii v ni pory, ¢imz do-
chazi ke zkratu membranového potencialu a bunika umira (Neumann, Baginski a Czub, 2010).
Dal$im mechanismem tuc¢inku polyeni je tvorba reaktivnich forem kysliku, napt. superoxidu
a hydroxylového radikalu (Guirao-Abad et al., 2017).

K rychlejsi 1écbé se také pouziva spolecné podavani amfotericinu B s flucytosinem
(5-fluorocytosinem; viz Obrazek 1). Lze tak podat mensi davku amfotericinu a tim predejit
jeho vedlejSim ucinkim (Smego, Perfect a Durack, 1984; Keele et al., 2001). Samostatné po-
davany flucytosin ma také fungicidni U€inky. Problém pro 1é€bu samostatnym flucytosinem
pfedstavuje rychle se tvorici a velmi rozsifena rezistence (Bhatt et al., 2015; Charlier et al.,
2016). Jde o analog cytosinu s navazanym fluorem v pozici Cislo 5, ktery se po Gpraveé na 5-
fluorouracil uvnitt bunky stdva soucasti RNA a dochazi tak k chybné proteosyntéze. Flucy-
tosin také po pfeméné na 5-fluorodeoxyuridinfosfat inhibuje syntézu DNA (Ghannoum

a Rice, 1999).

Obrazek 1. Struktura antimykotik. @A — flukonazol (azoly); B — caspofungin
(echinokandiny); C — amfotericin B (polyeny); D — 5-fluorocytosin (flucytosin). Pievzato
z Fvasconcellos, 2006; Chemistds, 2012; Vaccinationist, 2012, 2015.
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2.2. Prirozena a ziskana rezistence

Pfirozenou (primarni) rezistenci se nazyva stav, kdy je patogen rezistentni vici 1é¢ivu, aniz by
se s nim pfedtim setkal. Piikladem u kandid je rezistence C. krusei k flucytosinu (Pfaller
et al., 2002) a flukonazolu (Kontoyiannis and Lewis, 2002).

Ziskana (sekundarni) rezistence je naopak odolnost vi¢i 1é¢ivu objevujici se az po se-
tkani s timto 1écivem (Kotaczkowska and Kotaczkowski, 2016). Schopnost ziskat rezistenci
souvisi s plasticitou genomu a vyskytem rychle mutujicich linii, tzv. hypermutatort. ZvySeny
tlak prostfedi také vede k selekci rezistentnich patogenti (Revie et al., 2018). Mechanismy

ptirozené a ziskané rezistence jsou shrnuty v Obrazku 2.

Overexpresecilového] [ Tvorba biofilmu <
proteinu °

) Inkompatibilita cilového

Genomovi proteinu a léCiva

plasticita

\

Ziskana

Pfirozena

Odpovéd na
stres

rezistence

rezistence

Zména biosyntetické Nizka permeabilita
drahy bunky pro lécCiva

Obrazek 2. Mechanismy ziskané a prirozené rezistence. Pievzato z Revie et al.,
2018, upraveno.

2.3. Mechanismy ziskané rezistence

Mikroorganismy se brani uc¢inku 1é¢iv vicero zptsoby. Jednim z nich je zvySend exprese (tzv.
overexprese) gend, proti jejichz produktiim je 1é¢ivo cileno. Typickym piikladem je overex-
prese enzymu 14a-demethylazy kddovaného genem ERGI 1, ktery je cilem Uc¢inku azold (He
etal.,2015; Feng et al., 2017). Overexprese ERG 1 je umoznéna mutacemi v genu UPC2 pro
transkrip¢ni faktor spoustéjici transkripci ERG11 (Heilmann et al., 2010).
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S overexpresi jsou Casto v pripadé rezistence vici azolim spojené také mutace piimo
v genu ERGI 1. Tyto mutace zpisobuji zmény v aminokyselinové sekvenci, jejimz disledkem
je snizend afinita azolu k 14a-demethyldze. Aminokyselinové zamény ovlivilujici rezistenci
se vyskytuji ¢asto blizko mista vazajiciho hemovou skupinu cytochromu P450 nebo v kanalu
piivadéjicim substrat k aktivnimu mistu enzymu (Xiang et al., 2013; Feng et al., 2017). Dal-
$im piikladem mohou byt mutace v genech FKSI a FKS2, kodujicich podjednotky 1,3-glukan
syntazy, jez vedou k rezistenci vii¢i echinokandiniim (Balashov, Park a Perlin, 2006; Jensen e?
al., 2014; Marti-Carrizosa et al., 2015; Shields et al., 2018). Patogeny s mutacemi v genu
FKS1 maji ale snizenou fitness a virulenci (Ben-Ami a Kontoyiannis, 2012).

Dal$im mechanismem je zména biosyntetické drahy. V bunkach nesoucich tyto muta-
ce se tvoti jiny sterol, dochazi ke zméndm v plazmatické membrané a mize se objevit MDR
vici azoliim a polyentiim, piiklady mohou byt mutace v genech ERG3 a ERG6, které jsou sou-
casti biosyntetické drahy ergosterolu (Berkow et al., 2015; Ahmad et al., 2018; Revie et al.,
2018). K rezistenci mize piispét i snizeni mnozstvi ergosterolu (Mishra et al., 2007). Ergo-
sterol neni jedinou slozkou plazmatické membrany, kterd se podili na rezistenci, dal$im pfi-
kladem je napft. zvySené mnozstvi sfingolipid (Gao et al., 2018). Pfi rezistenci vici azolim
a echinokandinim byly pozorovany také zmény ve stavbé bunécné stény (Quiles et al., 2017;
Vitali et al., 2017).

I tvorba biofilmu snizuje citlivost k 1éktim, uc¢inna latka ma v tomto ptipadé zhorSeny
piistup piimo k buitkdm. Tato vlastnost je velice rozvinuta u kvasinek Candida tropicalis a C.
parapsilosis (Bhatt et al., 2015; Fernandes, Silva and Henriques, 2015).

Na odolnosti proti 1ékiim se mohou také podilet obecné odpovédi bunék na stres. Byla
popsana uloha chaperonu Hsp90 v rezistenci jak vi¢i azolim, tak echinokandiniim (Cowen et
al., 2006; Singh et al., 2009). Hsp90 je soucasti drahy odpovidajici na stres vyvolany
v bunééné sténé pres protein kindzu C (Pkcl) (LaFayette et al., 2010). Transkrip¢ni faktor
Cas5 uplatnujici se v odpovédich na stres u C. albicans hraje dilezitou roli v rezistenci
k echinokandinlim (Xie ef al., 2017). Soucasti stresovych signalnich drah je také protein Sur7,
v pfipadé jeho mutace builky vykazuji vyssi citlivost k nékterym chemoterapeutiktim, ale niz-
§i virulenci (Douglas et al., 2011; Wang et al., 2011). Podobné ucinky na rezistenci a virulen-
ci maji mutace v histon acetyltransferaze Hatl u C. albicans (Tscherner et al., 2015).

Jak je zminéno v Givodu, velmi vyznamnym mechanismem rezistence je transport léciv
ven z buiiky pomoci transportéri. Kvasinky vyuzivaji transportéry dvou typtt ATPazy a anti-

portery. Ob¢ tyto skupiny budou podrobnéji popsany v nasledujicich kapitolach.

12



3. Nadrodina proteinii ABC

Nadrodina ATPaz ABC je Siroce rozsifena u vSech skupin organismu. Pocet proteinit ABC se
u kandid pohybuje v fadu desitek (Lamping et al., 2010).

U kandid bylo objeveno 6 podrodin proteinit 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). Zatimco ¢lenové podro-
din MDR, MRP, ALDp a PDR jsou transportéry, ¢lenové podrodin RLI a EF3 maji funkce
pravdépodobné v regulaci translace a tvorby ribozomt (Gaur, Choudhury a Prasad, 2005;

Kumari et al., 2018).

3.1. Struktura proteini ABC

Kazdy protein ABC obsahuje nukleotid vazebnou doménu (NBD, Nucleotide Binding Doma-
in). Jednd se o pomérné konzervované struktury, jejichz soucésti je i charakteristicky znak
proteint ABC motif C (ABC signatura). Motif C se nachazi mezi dal§imi typickymi motivy
NBD Walker A a Walker B. Proteiny podrodin RLI a EF3 se skladaji pouze ze dvou spoje-
nych NBD (Gaur, Choudhury a Prasad, 2005). NBD transportéri funguji spole¢né ve dvojici,
takto spojené NBD obsahuje dvé vazebna mista pro nukleotidy, kdy se na kazdém z téchto
mist podileji obé NBD (Higgins a Linton, 2004).

Oproti cytosolickym proteinim podrodin RLI a EF3 maji ostatni podrodiny hydrofob-
ni transmembranové domény (TMD, Transmembrane Domain)(Prasad et al., 2015). Ty se
skladaji zpravidla z Sesti transmembranovych helixii (TMH, Trans-membrane Helix). TMH
jsou spojeny extracelularnimi smyckami (EL, Extracellular Loop) a intracelularnimi smyc-
kami (IL, Intracellular Loop)(Dawson a Locher, 2006). EL jsou dulezit¢ predevSim
v rozpoznavani substratu, dale se podileji na skladani a lokalizaci transportéru (Prasad ef al.,
2015; Tanabe et al., 2018). Funkci TMD je vazat pfepravovany substrat a piepravit ho na
druhou stranu membrany (Shukla et al., 2003).

Schopnost prenaset pres membranu Siroké spektrum substrati je dana stavbou protei-
nu. Protein obsahuje velkou vazebnou kapsu, na jejiz stavbé se podili vice TMH (Baghel et
al., 2017). V této kapse se nachazi mnoho aromatickych aminokyselin, substraty se v ni mo-
hou vézat do vice mist, které se navic piekryvaji, proto mohou tyto ATPazy transportovat
Siroké spektrum chemickych latek (Prasad et al., 2015). Steroidy se vazou do vazebného mis-

ta nachazejiciho se na rozhrani TMD a plazmatické membrany (Baghel et al., 2017). Trans-
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portni kanal je vétveny, diilezité jsou zde predevsim hydrofobni aminokyseliny (Prasad et al.,
2015). Substraty tak mohou vyuZit vice cest, coZ usnadiiuje transport.

IL maji ulohu v komunikaci TMH s NBD, pfes toto spojeni dochazi béhem transport-
niho cyklu ke konforma¢nim zméndm vedoucim k otevieni transportniho kanalu do extracelu-
larniho prostoru. Dtlezitou roli v umoznéni komunikace maji nabité aminokyselinové zbytky,
pii mutaci téchto zbytkli dochazi k chybnému sbaleni a lokalizaci proteinu (Shah ef al., 2015).

Dle poctu NBD a TMD se daji rozliSit ABC transportéry se dvéma pary NBD a TMD
(viz Obrazek 3) a transportéry s poloviénim poctem domén, tedy s jednou NBD a TMD
(Dawson and Locher, 2006). Tyto ,,polovi¢ni transportéry jsou funk¢ni pouze jako homo-

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

CYTOPLAZMA
NH2

ATP \ ATP \

ADP+Pi ADP+Pi

COOH

Obrazek 3. Schematické zobrazeni transportéru Cdrl z podrodiny PDR. Transportér ma
reverzni topologii (NBD-TMD)2, skladd se ze dvou nukleotid vazebnych domén (NBD) a
dvou transmembranovych domén (TMD). NBD jsou schopny hydrolyzy ATP a slouzi jako
pohon transportu. Kazda TMD je sloZena z Sesti transmembranovych helixi, ty jsou spojeny
intracelularnimi a extracelularnimi smyckami. TMD tvofi vazebnd mista pro substraty a
transportni kandl. Pfevzato z Prasad et al., 2015, upraveno.

3.2. Mechanismus transportu proteiny ABC

Pfesny mechanismus transportu neni zndm, ale diky krystalovym strukturdm a vyzkumim
vyuzivajicich cilené mutace bylo vytvoieno nékolik hypotéz. VSechny tyto hypotézy vychaze-
ji z modelu ,,alternate access®, ktery ptredpoklada, ze po navazani substratu do vysoko afinni-
ho vazebného mista dojde ke konformacni zméné, transportni kanal se otevie na druhou
stranu membrany a substrat se pfesune na nizkoafinni misto, ze kterého se uvolni. Konfor-
macni zmény zpusobi bud’ rozStépeni makroergni chemické vazby (napi. ATPazy ABC), nebo
transport jiného substratu po jeho koncentracnim spadu (napt. transportéry MFS popsané da-

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

n¢jsi hypotézy jejich mechanismu transportu tvrdi, Ze nedochazi k simultannimu §tépeni ATP
a ze Stépeni ATP neni zdrojem energie pro konformacni zmény proteinu pii transportu sub-
stratu, ale Ze ke Stépeni ATP dochdzi az v dalsich krocich. Hypotézy se lisi pravé v tom, co
pokladaji za zdroj této konformacni zmény. Prvni a doposud nejpopularné;jsi takovouto hypo-
tézou je model ,,4TP-switch* (viz Obrazek 4). Tento model pfedpoklada, Ze energii pro kon-
formacni zménu zajisti navazani dvou molekul ATP do NBD. Po navazani ATP ma dojit ke
spojeni paru NBD a konformaénim zménam, pied startem nového cyklu musi dojit ke $tépeni
ATP, spole¢nému uvolnéni ADP a fosfath a disociaci NBD (Higgins a Linton, 2004).

Autofi nov¢j$iho modelu ,,occlusion-induced switch* mini, ze pouze navazani ATP do
vazebnych mist nestaci, ale je nutné, aby v jednom vazebném misté doslo k posunuti (okluzi)
ATP. Az poté dojde ke konformacni zméné, toto ATP se hydrolyzuje a opousti protein. Ener-
gie z hydrolyzy druhého ATP se pouzije k navraceni transportéru do ptivodniho stavu (Seeger
a van Veen, 2009).

Jiny model piedpoklada, Ze se NBD plné neoddéluji, ale zlistavaji v neustalém kon-
taktu. Odtud pochazi nazev tohoto modelu ,,constant contact” (George a Jones, 2012). Vzhle-
dem k tomu, ze napf. pro lidsky protein ABCG2 byl vytvotfen specialni model transportu

(Khunweeraphong, Stockner a Kuchler, 2017), 1ze na tomto poli vyzkumu ocekavat dalsi ob-

jevy.

2ADP +2P,

Obrazek 4. Schéma mechanismu transportu dle modelu ATP-switch. Transportni cyklus
zacina navazanim substratu (hvézda) do vysoko afinniho vazebného mista (I), poté se do nuk-
leotid vazebné domény (NBD) navéazou dvé molekuly ATP, NBD se spojuji, dochazi ke kon-
formacnim zménam proteinu, substrat se vdze do nizko afinniho mista a opousti transportér
(IT), nasledn€ dochazi k hydrolyze jedné molekuly ATP (III), nasleduje hydrolyza druhé mo-
lekuly ATP (IV), nakonec se uvolni ADP a fosfaty z NBD a transportér se vraci do plivodniho
stavu (I) schopny dalSiho cyklu. Pfevzato z Seeger a van Veen, 2009, upraveno.
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3.3. Mechanismy regulace transportéri ABC

Jako ptiklad pro popsani mechanismi regulace transportéri ABC uvadim protein Cdrl
C. albicans (Candida Drug Resistance 1), ktery je nejstudovanéjSim transportnim proteinem
ucastnicim se MDR celého rodu. Sklada se z 1 501 aminokyseliny (Shukla ez al., 2003). Patfi
do podrodiny PDR/ABCG, tato podrodina je charakteristickd reverzni topologii molekuly
trnasportérii (viz Obrazek 3) a tim, ze NBD této podrodiny jsou asymetrické (Furman et al.,
2013).

Na rozdil od antiporteru Mdr1, popsaného dale, se Cdrl a dalsi transportéry ABC na-
chdzeji v lipidovych raftech (Prasad, Khandelwal a Banerjee, 2016). U kvasinek, ve kterych
byly poskozeny geny pro syntézu ergosterolu a sfingolipidi, které tvoti lipidové rafty, nedo-
chazi k umisténi Cdrl do plazmatické membrany (Pasrija, Panwar a Prasad, 2008). Dalo by se
tedy predpokladat, Ze azoly by mohly inhibici syntézy ergosterolu ovliviiovat lokalizaci Cdrl
a tim snizovat svoje vylucovani z bunék.

Funkce Cdr1 je regulovdna pfedevsim na trovni regulace iniciace transkripce, ale mi-
ze byt také pozitivné regulovana posttranslacné fosforylaci serini a threoninii na N-konci
transportéru (Tsao et al., 2016). U rezistentnich izolati byla objevena také hyperadenylace
mRNA zvySujici jeji stabilitu (Manoharlal ez al., 2010). Mezi transkrip¢ni faktory ovliviujici
expresi genu CDR/ (viz Obrazek 8B) patii Tacl (Transcriptional Activator of CDR genes 1),
Upc2 (sterol UPtake Control protein 2), Ncb2 (Negative Cofactor 2 complex subunit Beta),
Mrr2 (Multidrug Resistance Regulator 2), Zncl (ZiNc-Cysteine 1), Ndt80 (Non-DiTyrosine
80) a nejspise 1 Capl (Candida albicans Activator Protein I). Tacl, Ndt80, Mrr2, Zncl a pa-
trné 1 Capl ovliviluji transkripci pozitivné (Puri et al., 1999; Chen et al., 2004; Liu et al.,
2007; Liu, Rossi a Myers, 2018; Nishimoto et al., 2019). U¢inek Upc2 a Ncb2 zavisi na pod-
minkéch, ve kterych se buiika nachdzi. Upc2 za béZnych podminek mirné zvySuje expresi
CDRI, ale pfi pusobeni pro kvasinku toxické chemikalie lovastatinu (inhibitoru syntézy ergo-
sterolu) prekvapivé funguje jako represor CDRI (Znaidi et al., 2008). Ncb2 zvySuje
u kvasinek rezistentnich vi¢i azolim expresi CDRI, zatimco u citlivych kment k azolim
expresi tohoto genu snizuje. Tato zména ucinku je zplisobena zménou vazebného mista na
promotoru. Zatimco u rezistentnich kmenti se Ncb2 vaze do TATA boxu, u citlivych se vaze
distalnéji od mista pocatku transkripce (Shukla et al., 2011). MDR u C. albicans pomérné
Casto zpusobuji ziskové mutace v transkripénich faktorech, tyto mutace byly zjistény u genti

TACI, UPC2 a MRR?2 (Lohberger, Coste a Sanglard, 2014; Nishimoto et al., 2019). Kmeny
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obsahujici napt. mutovany gen UPC2 maji sice zvySenou expresi CDRI, ale jsou méné viru-
lentni a maji sniZenou fitness (Lohberger, Coste a Sanglard, 2014).

Transkripéni faktory regulujici CDRI ovliviiuji expresi dal§ich gentl rozlicnych funk-
transportér ABC tUcastnici se MDR, a geny podilejici se na metabolismu lipidit (Liu et al.,
2007). Podobné geny jako Tacl reguluji rovnéz transkripéni faktory Zncl a Ncb2 (Yadav,
Soni a John, 2014; Liu, Rossi a Myers, 2018). Transkripéni faktor Upc2 vedle exprese genu
CDRI reguluje dale geny pro metabolickou drahu ergosterolu, napi. genu ERGI1 jako jeho
hlavni transkripéni faktor, Castni se také regulace exprese jinych transportérti napi. MDRI
(Znaidi et al., 2008). Ndt80 se mimo regulace CDRI podili na regulaci riistu a déleni kvasinek
(Chen et al., 2004).

Promotor genu CDRI (viz Obrazek 5) je dlouhy 1 147 bp. Do oblasti DRE (Drug
Responsive Element) se vaze Tacl. Transkripcni faktor Ndt80 se vaze do oblasti MSE (Mid-
dle Sporulation Element)(Prasad et al., 2015). Transkripcni faktor Capl se pravdépodobné
muze vazat do oblasti pro vazbu transkripéniho faktoru YAP1 (Yeast Activation Protein 1)
a transkripéniho faktoru AP-1 (Activation Protein I)(Puri et al., 1999). Steroidy patii mezi
substraty Cdrl a zaroven reguluji expresi jeho genu pies vazebnou oblast SRR (Steroid Re-
sponsive Region) skladajici se ze dvou oblasti SRE (Steroid Responsive Element), kam se
steroidy vazou (Karnani ef al., 2004). Promotor také obsahuje oblast HSE (Heat Shock Ele-
ment) pro fizeni odpovédi na teplotni Sok (Yadav, Soni a John, 2014; Prasad et al., 2015).

POCATEK TRANSKRIPCE

AP Ndt80 Upc2
(435 to -341
(-1132) f MSE \ (-438)\r\) (-161)
N ] L —— pRE| | Ve
(-879) —— (-460 to -439 MSE (63 _ aa
(-677 to -648) (-628 to -598) k—y
(-270) Ncbh2
e s Tac1 (-52)
SRR (-420 to -480) \ CDR1 ORF
I
1147 bps | Oblast MSE

Obrazek 5. Promotor genu CDRI1. Schéma promotoru CDRI1 s vyzna¢enymi vazebnymi
YAP1 a AP-1, dale oblasti MSE (véze transkrip¢ni faktor Ndt80), SRR (slozeny ze dvou ob-
lasti SRE), DRE a HSE. Pievzato z Prasad et al., 2015, upraveno; dalsi zdroj: Puri et al.,
1999.
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4. Nadrodina proteini MFS
Transportéry MFS jsou nejrozsifenéjsi skupinou sekundarnich transportérti, patii sem antipor-
tery, symportery i uniportery. Zastupci byli nalezeni u vSech domén organismii (Zhang et al.,
2015).

Proteiny MFS vyskytujici se u C. albicans byly rozdéleny do 17 proteinovych rodin,
rodiny DHA1 (Drug:H* Antiporter 1) a DHA2 (Drug:H" Antiporter 2) se uplatiuji
v transportu chemoterapeutik, ostatni se uplatiiuji v transportu Sirokého spektra substrati,

napft. sacharidi, intermediatti Krebsova cyklu a iontii (Gaur et al., 2008).

4.1. Struktura proteinit MFS

Transportéry MFS se skladaji bud’ z dvanacti, nebo ctrnacti transmembranovych helixt
(TMH) spojenych intracelularnimi (IL) a extracelularnimi smyckami (EL). Rodina DHA1 ma
dvanact TMH, zatimco DHA2 ¢trnact (Gaur et al., 2008). TMH1 az TMHG6 tvoii N-doménu,
TMH7 az TMH12, respektive TMH14 tvoii C-doménu (viz Obrazek 6). Tyto domény jsou
schopny se vic¢i sobé hybat, timto pohybem je zprostiedkovano otevieni proteinu z jedné
strany membrany na druhou (Zhang et al., 2015).

N-doména je od C-domény oddélena IL3, n€kdy téZ nazyvanou centralni cytoplazma-
tickou smyckou (CCL, Central Cytoplasmic Loop). IL3 tvoti cytosolickou doménu skladajici
se zalfa-helixdi, kterd je v kontaktu s plazmatickou membranou. Mutace v IL3 vedou
k Spatnému sbaleni a nasledné degradaci proteinu (Mandal et al., 2012). VIL1 aIL4 se na-
chéazi motif A, jenz je dilezity pro zménu konformace proteinu (Quistgaard et al., 2016).

Pro rodinu DHAL1 plati, ze transportni kanal a vazebna oblast pro substraty jsou tvore-
ny TMH1, TMH4, TMH7 a TMH10. TMH4 obsahuje motif B, ktery ma vyznamnou roli pfi
konformacnich zménach proteinu, zejména deprotonaci aminokyselin pii stavu, kdy je trans-
portni kanal otevien do cytoplazmy (Zhang et al., 2015). Antiportery ucastnici se MDR jsou
schopny rozeznat substraty s riznou strukturou, protoze vazebna oblast je na svych okrajich
oproti jinym transportérim z nadrodiny MFS rozsifend o dal$§i aminokyselinové zbytky
(Redhu et al, 2018). Konformaéni zmény proteinu umoziuji TMH2, TMHS, TMHS
a TMHI1 tvofici stény transportniho kanalu. Zbylé transmembranové helixy TMH3, TMHS6,
TMH9 a TMHI12 interaguji s lipidy plazmatické membrany (Zhang et al., 2015). Nékteré
transportéry MFS maji v TMHS motif C, ktery se také Ui€astni transportu a pii mutaci v ném

dochazi ke ztraté funkce proteinu (Pasrija, Banerjee a Prasad, 2007).
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Obrazek 6. Schematické zobrazeni antiporteri MFS z rodin DHA1 a DHA2. A — schéma
struktury antiporteru z rodiny DHAI, tento transportér se sklad4d z 12 transmembranovych
helixi (TMH, oznacenych ¢isly), TMH 1-6 tvoii N-doménu, TMH 7-12 C-doménu, tyto do-
mény jsou oddéleny intraceluldrni smyckou 3 (IL3). B — schéma struktury antiporteru
z rodiny DHA2, tato rodina mé oproti rodiné DHAT1 celkové 14 TMH a C-doména se sklada
z TMH 7-14, tyto domény jsou oddé€leny IL3. AY — rozdil membranového potencialu, ApH —
rozdil pH, pHe — extracelularni pH, pHi— intracelularni pH. Pfevzato z Sa-Correia et al., 2008,
upraveno.

4.2. Mechanismus transportu proteiny MFS
Transport proteiny MFS je pohanén pienasenim protont (H") po koncentra¢nim spadu. Pii
transportu jedné molekuly substratu se na druhou stranu membrany piesune od jednoho do tfi
H*, coz vede k okyselovani vnitiniho prostoru kvasinkové buiiky (Zhang et al., 2015; Roth
a Govaerts, 2018). Piebyte¢né H" jsou transportovany zpét ven z bufiky, napf. u kvasinek po-
moci ATPazy Pmal (Billack, Santoro a Lau-Cam, 2009). Co se ty¢e energetickych naklada
na transport, jsou transportéry MFS tspornéjsi nez ATPazy ABC, které na transportni cyklus
spotiebuji dvé molekuly ATP, coZ je u kvasinek ekvivalentni pfiblizné 5,8 H" (Petersen ef al.,
2012). Zakladni hypotézou mechanismu stejn¢ jako u ATPaz ABC, ze které vychdzeji novéjsi
modely transportu, je model ,,alternate access* (Jardetzky, 1966).

Upravou modelu ,,alternate access* vznikl model ,,rocker-switch* (viz Obrazek 7).
Podle tohoto modelu se transport uskuteciiuje osové symetrickym pieklopenim proteinu do
stavu oteviené¢ho na druhou stranu plazmatické membrany pohybem rigidnich N- a C-domén
vici sobé (Law, Maloney a Wang, 2008). Aby mohl probéhnout cely transportni cyklus dle
modelu ,,rocker-switch®, musi dojit v piipadé symporteri a antiporteri k protonaci
a deprotonaci aminokyselinovych zbytkli. Protonovat se mohou aminokyseliny gluta-
mat, aspartat a histidin. V ptipad¢ antiportert je na zacatku cyklu transportér otevien do cyto-
plazmy, coz umozni navazani substratu transportovaného proti koncentracnimu spadu, diky

¢emuz jsou poté uvolnény H z protonovanych aminokyselinovych zbytki. Kvili deprotonaci
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dojde ke konforma¢nim zménam a preklopeni transportéru na druhou stranu membrany. Na-
konec dochézi k uvolnéni ptenaSené latky, protonaci a vraceni konformace do ptivodniho sta-
vu, pii tomto navratu dochazi k pfesunu H' na jiné aminokyseliny. Rozdil symportert od
antiporterti je v tom, Ze symporter je otevien do extracelularniho prostoru a navazani substratu
umozni protonaci aminokyselin a naslednou konformacéni zménu (Zhang et al., 2015).

Po objevu tfetiho konformacniho stavu, ktery je uzavien z obou dvou stran plazmatic-
ké membrany, byl ptedstaven model ,,clamp-switch®. Transportni cyklus podle tohoto modelu
je totozny jako transportni cyklus modelu ,,rocker-switch* az na uzavieni transportniho kana-
lu, které je zptisobeno ohnutim cytoplazmatickych nebo extracelularnich ¢asti nékterych TMH

podle toho, v jakém stavu se protein nachazel pied tim (Quistgaard ef al., 2016).

° °
°® :. of 0 ® : % ° ° ° % ... %o ° Substrat
Proton
ApH
—) Negativné nabity ami-

nokyselinovy zbytek

Pozitivné nabity

aminokyselin. zbytek

Protonovany amino-

(1 (1)

kyselinovy zbytek

Obrazek 7. Schéma mechanismu antiportu dle modelu ,,rocker-switch*. Transportni cyk-
lus zaina protonaci negativné nabitého aminokyselinového zbytku (I), to zptisobi symetric-
ké preklopeni proteinu na druhou stranu membrany, ndsleduje navéazani substratu
a deprotonace (II), deprotonace zpusobi pieklopeni proteinu zpét na ptivodni stranu a uvol-
néni substratu (III), to navrati protein do pivodni konformace. Transport je pohanén rozdi-
lem pH cytoplazmy a extracelularniho prostoru (ApH) a membranovym potencidlem (AY).
Ptevzato z Roth a Govaerts, 2018, upraveno.
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4.3. Mechanismy regulace transportéra MFS

Mechanismy regulace transportérd MFS jsou dale popsany na prikladu nejprostudovanéjsiho
transportéru této nadrodiny u C. albicans, antiporteru Mdrl (Multi Drug Resistance) z rodiny
DHALI, jeho sekvence obsahuje 564 aminokyselin (Mandal ef al., 2012). Regulace tohoto ge-
nu probihé predevsim regulaci iniciace transkripce.

Transkrip¢ni faktory ucastnici se regulace transkripce genu MDRI (viz Obrazek 8B)
jsou Mrrl (Multidrug Resistance Regulator 1), Capl, Upc2, Cphl (Candida PseudoHyphal
regulatorl) a Mcml1 (MiniChromosome Maintenance protein 1). Mrrl, Upc2 a Mcm1 expresi
genu MDRI ovliviyji pozitivné (Znaidi et al., 2008; Mogavero et al., 2011; Feng et al.,
2018). Cphl je negativni regulator (Lo ef al., 2015). Capl muize plsobit jako negativni tran-
skripéni faktor (Alarco a Raymond, 1999), ale dle jinych studii plisobi na expresi MDRI pozi-
tivn¢ (Schubert et al., 2011; Feng et al., 2018). Regulace exprese MDRI je spojena s regulaci
exprese genu CDR/ (viz Obrazek 8B) transkripcnim faktorem Upc2 a pravdépodobné i Capl
(Puri et al., 1999; Sanglard, Coste a Ferrari, 2009).

Mrrl ma hlavni roli ve zvySeni exprese MDRI zptsobené chemickymi latkami, napf.
flukonazolem nebo benomylem. Ziskové mutace v genu MRR1 zplsobuji rezistenci n¢kterych
kment C. albicans vuci flukonazolu (Dunkel et al., 2008), ale uc¢inek i takto mutovaného
Mrrl je zavisly na spolupiisobeni transkripénich faktord Mcml nebo Capl (Mogavero ef al.,
2011). Transkripcni faktor Mcml se déle podili na regulaci morfogeneze C. albicans, kon-
krétné¢ jako negativni regulator tvorby hyf a pseudohyf (Rottmann et al., 2003). Cphl ma
opacné ucinky nez Mcml, negativné reguluje expresi MDRI a pozitivné tvorbu hyf (Braun a
Johnson, 2000). Hlavni funkci transkripéniho faktoru Capl je podileni se na odpovédi vuci
oxida¢nimu stresu (Alarco a Raymond, 1999). Jeho formy obsahujici ziskovou mutaci zptiso-
buji konstitutivni expresi genu MDRI a rezistenci vici flukonazolu a jsou nezdvislé na tran-
skrip¢nim faktoru Mrrl, ale jeho Ucinek je posilen proteinem Ada2, ktery je soucasti histon-
transacetylaza¢niho komplexu SAGA/ADA (Mogavero et al., 2011; Ramirez-Zavala et al.,
2014).

V promotoru genu MDRI (viz Obrazek 8A) byly objeveny dvé oblasti pro vazbu
transkripcnich faktori. Do vazebného mista BRE (Benomyl Responsive Element, nékdy ozna-
cované také jako MDRE (MDRI Drug Resistance Element)) se vazou transkripcni faktory
spojen¢ s rezistenci vici chemickym latkam a s morfogenezi kvasinek, napt. Mrrl, Mcml
a Cphl, do druhého vazebného mista HRE (H:0: Responsive Element) se vazou transkripéni

faktory spojené s oxidacnim stresem, napi. Cap1l (Riggle a Kumamoto, 2006; Sanglard, Coste
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a Ferrari, 2009). Transkripéni faktory jsou schopné se vazat na promotor bud’ po navazani

chemické latky, ktera plsobi buiice stres a zaroveil je substratem Mdrl, nebo ke své aktivaci

potiebuji proteiny pfinaSejicich informaci o vyskytu této chemické latky. Do prvni skupiny

patii napt. Upc2 a do druhé napt. Mrrl (Schneider a Morschhéuser, 2015).
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Obrazek 8. A — Promotor genu MDRI. Jeho délka je 1459 bp. Promotor obsahuje vazeb-
nou oblast HRE, kam se vazou transkripéni faktory regulujici odpovédi na oxidacni stres
(napt. Capl), a vazebnou oblast BRE, kam se vaZou transkripéni faktory regulujici rezis-
tenci vici chemikaliim (napt. Mrrl). B — schéma regulace geni CDRI a MDRI tran-

skripénimi faktory. Schéma plati pro kmeny C.

albicans citlivé vuci
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a nevystavené stresu. Transkripéni faktor Ncb2 ma u rezistentnich kment aktivacni ucinek.
Transkripéni faktor Upc2 funguje pii vyskytu toxickych latek v bunice 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 ucastnici se MDR u klinicky vyznamnych zastup-

cu rodu Candida

Na celkovém poétu kandidémii v Cesku i v ostatnich statech ma nejvétsi podil C. albicans, ale
v 90. letech 20. stoleti doslo pravdépodobné v disledku nasazeni azoli do klinické praxe
k relativnimu zvySeni podilu ostatnich druhti kandid, rezistentngjSich k azolim (Haber,
Mallatova a Drgona, 2009). V Cesku podle studie z let 2012-2015 méla C. albicans podil na
kandidémiich 49,7 %, C. glabrata 15,3 %, C. parapsilosis 11,2 % a C. tropicalis 8,9 %, oproti
podobné studii z let 2000 az 2006 se zvysil pocet izolath C. glabrata, pravdépodobné kviili
pomérné vysokému poctu rezistentnich izolat tohoto druhu vici azolim (Kocmanova et al.,
2018). Na Slovensku méla u pacient z Jednotky intenzivni péce vyznamny podil C. krusei
(8,6 %) a byla druhou nejcastéji izolovanou kandidou (Hrabovsky et al., 2017). C. glabrata
byla druhym nejéastéjsim ptiivodcem kandidémii jako v Cesku, ale také napt. v USA a ve
Skandinavii, ale podil C. albicans v USA byl mensi o vice nez 10 % (38 %) a podil C. glabra-
ta témét dvojnasobny (29 %), ve Skandinavii méla C. albicans vice nez 50% podil na kandi-
démiich a oproti Cesku zde byla méné zastoupena C. parapsilosis (3,7-5 %) s mens§im
podilem na kandidémiich nez C. tropicalis (Guinea, 2014). Naproti tomu napf. ve Spanélsku a
Japonsku byla druhym nejcastéjSim pivodcem kandidémie s podilem 24,9 %, respektive
23,3 % C. parapsilosis (Marti-Carrizosa et al., 2014; Kakeya et al., 2018). U déti jsou kandi-
démie vyrazné &astdji zpusobeny C. parapsilosis nez C. glabrata, napt. v Cesku zpisobila
C. parapsilosis 23 % a C. glabrata 10 % lé€enych infekci (Kocmanova et al., 2018).

V nasledujicich podkapitolach budou popsany transportéry ABC a MFS Ucastnici se
transportu klinicky pouZzivanych 1é¢iv z bunky u tfech nejcastéjSich druht kandid zpasobuji-
cich kandidémie v Cesku, tedy C. albicans, C. glabrata a C. parapsilosis. Dale budou tyto
transportéry popsany u C. auris, ktera je kvili znatnému vyskytu rezistence vyznamnou
hrozbou pro vetfejné zdravi (viz Tabulka 2)(Colombo, Junior a Guinea, 2017). Transportéry
ABC a MFS se na vzniku MDR nepodileji pouze vylu¢ovanim 1é¢iv z buiky, ale také trans-
portem svych dalSich substrati, pomoci nichZz upravuji podminky uvnitt tél svych hostitel,
nebo se podileji na stavbé biofilmu a na uniku imunitnimu systému hostitele a zvySuji viru-
lenci kvasinek (Cavalheiro ef al., 2018). Navic bylo zji$téno, Ze na transportu klinicky pouZi-
vanych 1é¢iv se nepodili pouze transportéry z nadrodin ABC a MFS, rezistence vici azolim
se u C. albicans Uc€astni napft. 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 ucastnici se transportu 1é¢iv u C. albicans

7 28 ATPaz ABC této kvasinky se na transportu 1é¢iv podili proteiny Cdrl (viz podkapitola
3.3) a Cdr2 (Sanglard et al., 1995, 1997; Gaur, Choudhury a Prasad, 2005). Oba transportéry
zpusobuji rezistenci vi¢i azolim a jsou exprimovany u rezistentnich kmenti kvasinek
(Pourakbari et al., 2017). Cdrl se na rezistenci podili vétSim dilem nez Cdr2, pfti deleci jejich
genu se zvysila citlivost k azolim az osminasobné v piipadé delece cdrl, zatimco pii deleci
cdr2 pouze jeden a piil krat vici flukonazolu a ketokonazolu (Tsao, Rahkhoodaee a Raymond,
cizi molekuly, napft. herbicidy, lidské steroidni hormony a fluorescen¢ni latky pouZzivané pti
vyzkumu, tak i pfirozené soucasti bunck jako fosfolipidy (Maesaki et al., 1999; Smriti et al.,
2002; Schmidt et al., 2008; Baghel et al., 2017). Fosfolipidy jsou substratem Cdrl 1 Cdr2,
obéma transportéry jsou prenaseny pouze z vnitiniho listu plazmatické membrany do vnéjsi-
ho, funguji tedy jako flopazy (Smriti ef al., 2002). V prosttedi bohatém na steroidy je plisobe-
nim transkripéniho faktoru Tacl zvySena exprese kromé CDRI i genu CDR2 (Cheng, Yeater
a Hoyer, 2006). Pti zvySené koncentraci estradiolu je zvysena pravdépodobnost vzniku kan-
didozy, protoze estradiol snizuje mnozstvi lymfocyti Th17 podilejicich se na imunitni odpo-
védi proti mykozam (Chen et al., 2015). Pti deleci transportéru Roal (Regulator Of Azole
sensitivity protein ) nachazejictho se v kompartmentu v blizkosti vakuoly dochazi
k obnoveni citlivosti C. albicnas k azolim (Jiang et al., 2016). AC se tento transportér nena-
chazi v plazmatické membrané, ptispiva k rezistenci snizovanim membranového potencialu,
coz zpusobi snizeni transportu azoli do buniky (Jiang et al., 2016).

Jedinym klinicky vyznamnym transportérem MFS (z celkem 95) této kvasinky zpiiso-
bujicim rezistenci vic¢i azolim je pouze antiporter Mdrl (viz podkapitola 4.3)(Gaur et al.,
2008; Pourakbari et al., 2017). Mezi azoly, které¢ vyluCuje z buiiky, patii napt. flukonazol a
ketokonazol, ale ne itrakonazol a mikonazol (Lamping et al., 2007). Delece genu mdrl vedla
k dvojnédsobné citlivosti k flukonazolu v porovnéni s rezistentnim kmenem (Morschhéduser et
al., 2007). Mdrl ma tedy na rezistenci vici flukonazolu mensi vliv nez Cdrl. Dal$imi substra-
ty Mdrl jsou napft. cytostatikum methotrexat, fungicid benomyl, depolymerizujici mikrotubu-
ly kvasinek, a cykloheximid, fungicid zastavujici eukaryontni translaci pouZzivany in vitro
(Goldway et al., 1995; Kohli et al., 2001; Ramirez-Zavala et al., 2014). Flul (FLUconazole
resistance protein 1) i pres svilj nazev nezpisobuje rezistenci vaci flukonazolu ani jinym kli-

nicky pouzivanym léktm, i kdyz flukonazol je jeho substratem (Calabrese, Sanglard a Bille,
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2000). Mezi substraty Flul vsak patfi napi. histatin 5, fungicidni peptid vytvareny lidskymi
buiikami, a cykloheximid (Calabrese, Sanglard a Bille, 2000; Li et al., 2013).

5.2 Transportéry ucastnici se transportu 1é¢iv u C. glabrata

Oproti C. albicans se u C. glabrata vyskytuje vice rezistentnich izolatl (Kocmanova et al.,
2018). Jednou z pfi¢in véEtsi rezistence tohoto druhu muize byt i vétsi mnozstvi transportért
ucastnicich se vylucovani 1éCiv z buniky. Z celkovych 25 ATPaz ABC se na vylucovani kli-
nicky pouZivanych 1€kt podili tfi, konkrétné Cdrl, Cdr2 (n€kdy téz nazvany Pdhl (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). VSechny tyto transportéry jsou ve
zvySené mife exprimovany u izolati rezistentnich vii¢i azolim (Navarro-Rodriguez et al.,
2019). Zvysena citlivost k azoliim byla pozorovana pouze pii deleci cdrl, ne vSak pfi deleci
cdr2 a snq2, transportér Cdrl tedy hraje pfi vzniku rezistence mezi transportéry ABC klico-
vou roli (Whaley et al., 2018). Rezistence a zvysend exprese transportérii podilejicich se na
MDR u C. glabrata je zptisobena ziskovymi mutacemi v transkripénim faktoru Pdrl (Pleio-
tropic Drug Resistance protein 1)(Caudle ef al., 2011). Zajimavym ptikladem vlivu Pdrl na
vznik MDR je zvySena exprese Cdrl pii kombinované 1é¢bé kandidozy flukonazolem a flucy-
tosinem; flucytosin poSkozuje svym ptisobenim mitochondrie kvasinky, coz zvysi aktivitu
Pdrl, Pdrl vyvola zvySeni exprese Cdrl a tim pfispéje ke zvySeni rezistence vici azolim
(Steier et al., 2013).

Stejné jako v ptipadé ATPaz ABC se antiporterit MFS oproti C. albicans podili na
transportu 1éCiv vétsi mnozstvi, z 15 proteinit MFS patticich do rodin DHA1 a DHA?2 se vylu-
covani klinicky pouzivanych 1é¢iv ti€astni sedm, jedna se o antiportery Aqrl (Acids Quinidine
Resistance protein 1), Tpol 1 (Transporter of POlyamines protein 1_1), Tpol 2, Tpo3, Qdr2
(QuiniDine Resistance protein 2), Flrl (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 Aqrl se podili na rezistenci proti flucytosinu, dal§im substraty jsou azoly, ale role
Aqrl v rezistenci proti nim je mala (Costa et al., 2013). DalSimi transportéry uc¢astnicimi se
rezistence vuci flucytosinu jsou Flrl a Flr2. Flr2 mé podil také na rezistenci vii€i azolim
(Pais, Pires, et al., 2016). Flrl je schopen transportovat flukonazol, ale v rezistenci proti nému
je vyznamny pouze pii zvySené expresi svého indukujiciho transkripéniho faktoru Yapl
a deleci genu cdrl (Vu a Moye-Rowley, 2018). Zbylé transportéry, Tpol 1, Tpol 2, Tpo3

a Qdr2, se podili na rezistenci vic¢i azolim (Costa et al., 2016; Pais, Costa, et al., 2016).
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5.3 Transportéry ucastnici se transportu 1é¢iv u C. parapsilosis

O tuloze transportérii v transportu 1é¢iv neni u tohoto druhu pf#ili§ jasno. Piestoze v genomu
této kvasinky bylo nalezeno nejméné 14 zastupct proteinové nadrodiny ABC a 28 transporté-
ri z rodiny DHA1 (Butler ef al., 2009; Dias a Sa-Correia, 2014), byly zatim popsany pouze
dva transportéry Ui€astnici se transportu 1éCiv, a to Cdrl a Mdrl (Berkow et al., 2015; Souza et
al., 2015; Neji et al., 2017). Ty stejn¢ jako u predeslych druhi zprostiedkovavaji rezistenci
vuci azolim. U dalSich dvou transportérit ABC byla zjiSténa zvySena exprese v rezistentnich
kmenech, konkrétn€ jde o ortolog proteinu Cdr3 C. albicans a dosud nepopsany protein
CPAG 02192 (Silva et al., 2011). Rezistence vici azolim miize vzniknout mutaci v genu

MRRI, coz vede ke konstitutivni expresi MDR1 (Branco et al., 2015).

5.4 Transportéry ucastnici se transportu léciv u C. auris

Tento druh kvasinky je vétSinove vysoce rezistentni hlavné viici flukonazolu, ale rezistence je
u této kvasinky v rizné mife vyvinuta i proti ostatnim typim klinickych 1é¢iv (Lockhart ef al.,
2017). Bohuzel jesté nebyly zcela popsany vSechny transportéry ucastnici se transportu 1é¢iv a
jejich ptesna role v rezistenci (viz nize), ale néktera pozorovani ukazuji na jejich velky vy-
znam v téchto jevech. Zaprvé bylo nepiekvapivé zjisténo, ze se transportéry podili na rezis-
tenci viuci azolim (Ben-Ami et al., 2017; Kean et al., 2018; Mufoz et al., 2018). Zadruhé
o velkém vyznamu transportérit ABC pro C. auris svédci, Ze u ni byla zjisténa silnd ATPazo-
va aktivita typicka pro transportéry ABC, silnéjsi nez ATPazova aktivita C. glabrata, to uka-
zuje na vyS$i miru konstitutivni exprese téchto transportérti nez u C. glabrata (Ben-Ami et al.,
2017). Zatteti bylo zjisténo, ze aktivita ATPaz je jesté vétsi v kvasinkovém biofilmu, ktery je
rezistentni vici flukonazolu (Kean et al., 2018).

V genomu C. auris bylo nalezeno vice nez 30 proteini ABC a pies sto transportérii
MFS (Lockhart et al., 2017). Co se tyc¢e konkrétnich genti, tak v genomu této kvasinky byl
objeven ortolog genti C. albicans bud CDRI, nebo CDR2, nebo CDRI11, dale dva ortology
genu CDR4, dva ortology genu SNQ2, jeden izolovany kmen obsahoval navic dalsi ortolog
genu SNQ2, u vSech kment byl objeven ortolog genu MDRI (Muiioz et al., 2018). Kean et al.
objevili, ze v biofilmu byly exprimovany transportéry ABC Cdrl a Snq?2 a z transportérda MFS
Mdrl, Rdc3 a Yhd3, inhibici téchto transportéri se nckolikandsobné zvysila citlivost

k flukonazolu, ale neni zndma role jednotlivych transportérti na rezistenci (Kean et al., 2018).
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Tabulka 2. Dosud charakterizované transportéry podilejici se na transportu klinickych
1é¢iv z buiiky kvasinek druhi C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis a C. auris.

Druh kvasinky Nadrodina proteinu Transportér Ugast na rezistenci vici
Cdrl Azolim
ABC Cdr2 Azoltiim
Candida albicans
Roal Azolim
MFS Mdrl Flukonazolu, ketokonazolu
Cdrl Azoltiim
ABC Cdr2 Azolim
Snq2 Azoltiim
Aqrl Flucytosinu, azolim
Tpol 1 Azolim
Candida glabrata
Tpol 2 Azoltiim
MFS Tpo3 Azolim
Qdr2 Azoltiim
Firl Flucytosinu, flukonazolu
Flr2 Flucytosinu, azolim
Cdrl Azolim
ABC Cdr3! Azoltim
Candida parapsilosis
CPAG 02192 Azolim
MEFS Mdrl Azolim
Cdrl Flukonazolu
ABC
Snq2 Flukonazolu
Candida auris* Mdrl Flukonazolu
MFS Rdc3 Flukonazolu
Yhd3 Flukonazolu

! role téchto transportérii v rezistenci neni je§té piesné objasnéna, v rezistentnich kmenech
vici azolim doslo k jejich zvySené expresi.

2 role jednotlivych uvedenych transportérii na rezistenci vii¢i flukonazolu u C. auris neni
jesté znama, nespecifickou inhibici téchto transportérti ale doSlo ke zvySeni 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 ef al., 2018.
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6. Zavér

Transportéry z nadrodin ABC a MFS se pfimo na vylucovani klinickych 1é¢iv podileji u vSech
vySe popsanych druhti kandid, tj. C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis a C. auris. Vy-
znamnou ulohu maji pfedevs§im v rezistenci vuci azolim, ale u C. glabrata se podileji i na
rezistenci vici flucytosinu. Tyto skupiny 1éCiv jsou jejich substraty, protoze terapeuticky pu-
sobi uvnitt bunky, zatimco dal$i pouzivané skupiny ¢kt (echinokandiny a polyeny) maji své
cile na jejim povrchu.

Vylucovani 1é¢iv z buniky je dilezitym mechanismem rezistence u druht C. albicans,
C. glabrata a C. auris. Hlavnim transportérem v rezistenci vic¢i azolim u C. albicans je trans-
portér Cdrl znadrodiny ABC a u C. glabrata jeho ortolog Cdrl. Jejich deleci dochézi
k velkému sniZeni rezistence. Vyzkum transportért podilejicich se na vylucovani 1éciv u C.
auris je teprve na zacatku, nebyly jesté pfesné identifikovany konkrétni transportéry podilejici
se na transportu 1éC¢iv, ale jiz byla potvrzena ucast skupiny transportért na rezistenci vuci flu-
konazolu. O velkém vyznamu transportérit ABC pro rezistenci u této kvasinky Ize zatim uva-
zovat z velké namétené aktivity ATPaz. Stejné jako u C. auris je vyzkum transportéra
Ucastnicich se vylu€ovani 1é€iv u C. parapsilosis v plenkach, vyznamnou ulohu ve vylu¢ovani
1é¢iv u této kvasinky plni opét transportér Cdrl.

Vznik rezistence je Casto zpusoben ziskovymi mutacemi v transkripénich faktorech regu-
lujicich expresi transportéra, napt. Tacl u Cdrl, Mrrl u Mdrl, Pdrl u mnoha transportért
C. glabrata a Mrr1 u transportéra C. parapsilosis.

Studium struktury a funkce transportérit ma veliky vyznam pro vyvoj novych inhibitorti
téchto transportéru, jejichz pouziti by obnovilo citlivost bun¢k k 1é¢ivu. Poznatky ziskané pti
tomto vyzkumu se daji vyuzit nejen pii 1€cb¢ kandidoz, ale i pti 1é€be dalSich nemoci, u kte-
rych se vyskytuje rezistence zptsobend transportéry ABC a MFS, napt. n€kterych typl nado-

rovych onemocnéni.
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