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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na transportéry mnohocetné 1ékové rezistence (MDR) a jejich roli v
rezistenci biofilmi kvasinek k toxickym latkdm. Biofilmy jsou strukturovand mikrobidlni
spoleCenstva produkujici extracelularni matrix a projevujici odlisné vlastnosti ve srovnani
s individualnimi buiikami, mimo jiné z hlediska odolnosti k antimikrobialnim latkdm. MDR
pumpy prispivaji k vyssi rezistenci biofilmii pouze v pocatecnich fazich jejich vyvoje, pozdéji
jsou nahrazeny mnoha jinymi mechanismy. NejvyznamnéjSimi MDR pfenase¢i kvasinky
Candida albicans jsou Cdrlp, Cdr2p a Mdrlp. Cdrlp a Cdr2p zptsobuji rezistenci k azolim —
flukonazolu, ketokonazolu a itrakonazolu, které byly diive hojné pouzivané jako 1éCiva proti
kvasinkovym onemocnénim. Mdrlp rovnéz ptispiva k rezistenci k flukonazolu. Rezistence
k 1éCiviim piisobi zna¢né problémy v terapii kvasinkovych onemocnéni, proto je porozumeéni

mechanismim, které odolnost kvasinkovych spoleCenstev zptisobuji, velmi dilezité.

Klicova slova: rezistence, MDR transportéry, Candida albicans, biofilmy

Abstract

This work is focused on multidrug resistance transporters (MDR) and their role in the drug
resistance of yeast biofilms. Biofilms are structured microbial communities that are markedly
different from planktonic cells. Biofilm cells produce extracellular matrix and display other
typical characteristics related to their enormous resistance to antimicrobial agents. MDR
pumps contribute to higher resistance of biofilms only during early phases of biofilm
development; later, MDR pumps are substituted by many other mechanisms. Cdrlp, Cdr2p
and Mdrlp are the most important MDR transporters of Candida albicans. Cdrlp and Cdr2p
cause resistance to azoles — fluconazole, ketoconazole and itraconazole, which have been
widely used as drugs against yeast infections. Mdrlp contributes also to the resistance to
fluconazole. Drug resistance causes considerable problems in the treatment of fungal
infections. For this reason, it is so important to understand drug-resistance mechanisms of

yeast communities.

Keywords: resistance, MDR transporters, Candida albicans, biofilms



1 Uved

Kvasinky jsou mikroskopické eukaryotni organismy, bez kterych si uz Zzivot v nasi
civilizaci nedovedeme predstavit. Vyuzivime je v pekafstvi, vinafstvi, pivovarnictvi,
mlékarstvi, ale také pfi tvorbé biodegradovatelnych plasti nebo ve zdravotnictvi a
biotechnologiich jako producenty heterolognich proteinii. Nanestésti kvasinky nejen ¢loveku
pomahaji, ale ¢asto mu mohou i Skodit. Existuje nckolik desitek druh potencialné
patogennich kvasinek. NejvyznamnéjSi pathogeni patii do rodt Candida, Cryptococcus,
Malassesia a Trichosporon. VétsSinou puisobi kozni onemocnéni, ale mohou se dostat i dovnitf
téla, kde napadaji orgdny a mohou zpusobit sepsi, kterd v tézkych ptipadech miize koncit
smrti.

Dulezitym faktorem virulence je mimo jiné tvorba biofilmu. Biofilmy jsou strukturovana
mikrobidlni spoleCenstva piipevnénd k podkladu. VétSina bunék biofilmu je zapusSténd v
extracelularni matrix, tvofené rtiznymi polymernimi latkami, a fenotypicky se vyrazné lisi od
planktonnich bunék téhoz mikroorganismu (Douglas, 2003). Jednou =z dilezitych
fenotypovych zmén je zvySeni odolnosti k antimikrobialnim latkdm, ¢imz se biofilmy stavaji
znaén€ rezistentni k mnoha b&zné pouzivanym lécivim, zvlasté¢ azolim. Takto vzniklé
odolnosti se ik fenomén mnohocetné 1€kove rezistence.

Jeden z mnoha mechanismii pfispivajicich ke vzniku tohoto fenoménu je nadprodukce
membranovych transportéri odstraiujicich toxické latky ven z buiiky. PfenaSece tohoto typu
se fadi do skupiny nazyvané transportéry mnohocetné¢ 1ékové rezistence, neboli MDR
transportéry (Multidrug Resistance Transporters).

Cilem této prace je shrnout zatim zjisténé poznatky o roli MDR transportéri v rezistenci
kvasinkovych biofilmili. Pozornost je soustfedéna zejména na otazky, které ze zndamych MDR
prenaSecl odstranuji z bunck 1éciva a prispivaji tak k rezistenci kvasinek, v jaké fazi vyvoje
biofilmu je rezistence zplisobena pravé ¢innosti téchto transportérti a kde jsou v biofilmu
transportéry lokalizované.

Studium role MDR transportérii pfispiva k pochopeni mechanismi zpusobujicich
rezistenci k 1é¢iviim, tj. odolnosti, kterd zptisobuje velké problémy pii 1é€bé kvasinkovych
onemocnéni. Na zaklad¢ téchto znalosti mohou byt vytvoreny nové terapeutické postupy pro
1é¢bu riznych kvasinkovych onemocnéni.

Tato prace je zamé&fena pievazné na transportéry kvasinky Candida albicans, ktera je velmi

roz$ifenym pathogenem a zpusobuje fadu onemocnéni. Déle je pozornost vénovana kvasince



Saccharomyces cerevisiae, kterd sice neni Castym pathogenem (i kdyz pocet kment
potencionalné vyvolavajicich infekci se v poslednich letech zvysuje), ale je oblibenym
modelovym organismem, a proto je na ni provadéno i mnoho pokusu tykajicich se této

problematiky.

2 MDR proteiny

Proteiny mnohocetné 1ékové rezistence MDR (Multidrug Resistance proteins) jsou
membranové pienasece, které svou funkci prispivaji ke vzniku fenoménu mnohocetné 1ékové
rezistence (MDR fenomén), ktery se projevuje odolnosti bun€k k Sirokému spektru strukturné
a funkéné neptibuznych toxickych latek a zplsobuje tak velké problémy nejen ve
zdravotnictvi (Sa-Correia a Tenreiro, 2002).

MDR pienasece patii do dvou proteinovych nadrodin. Prvni je ABC-transportni proteinova
nadrodina (ATP-binding cassette) obsahujici ATP-vazebnou kazetu, jejiz prenasece jsou
schopné transportovat malé¢ molekuly i makromolekuly ven z buniky pomoci energie z
hydrolyzy ATP. Druhou nadrodinou jsou MFS-transportéry (Major Facilitator Superfamily),
které k odstraiiovani toxickych latek vyuzivaji proton-motivni silu generovanou ATPazami
pfitomnymi na membrané a transportujicimi ionty H' z buniky. Pumpy tedy pienaseji toxické

latky ven z bunky pomoci antiportu s ionty H' (viz obr. 1) (Sd-Correia a Tenreiro, 2002).

MFS ABC

ATF H® ADP+P, H* D ATF D ADP+P,

Obr. 1: MDR transportéry: transportér zavisly na proton-motivni sile z MFS nadrodiny a pumpa odstraiujici z
bunék toxické latky z ABC nadrodiny. Transmembranovy elektrochemicky protonovy gradient je generovan
ATPazou, ktera pfenasi H' a je ptitomna na membrané. D — drug — toxicka latka. Pievzato z Sd-Correia a
Tenreiro, (2002).

2.1 ABC-transportni proteiny
ABC-transportni proteiny jsou velikou nadrodinou obsahujici vice nez 3000 clent

nachazejicich se na vSech trovnich organismil od bakterii az po ¢loveéka. VétSina zéastupct



této skupiny patii mezi membranové proteiny a ma stejnou molekularni architekturu a
doménovou organizaci. Pfesto plni v bunice velmi odlisné funkce. Uplatiiuji se naptiklad pti
udrzovani funk¢nosti mitochondrii, dozravani cytosolickych Fe/S proteini, vylucovani
feromont, biogenezi peroxisomt, stresové odpovédi, homeostazi lipidové dvojvrstvy a jako
membranové pienasece. Asi nejvyznamnéjsi funkci v souvislosti s patogenezi je detoxifikace
bunék odstranovanim toxickych latek, které jsou strukturné i funkéné zcela nepiibuzné, ¢imz
vznika fenomén mnohocetné 1€kové rezistence (Jungwirth a Kuchler, 20006).

ABC proteiny Saccharomyces cerevisiae se déli do péti podrodin — PDR (pleiotropic drug
resistance), MRP/CFTR (multidrug resistance protein/cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), MDR (multidrug resistance), ALDp (adrenoleukodystrophy protein) a
YEF3/RLI (yeast elongation factor 3/RNase-L inhibitor) podrodina (Jungwirth a Kuchler,
2006).

2.1.1 Struktura ABC-transportnich proteint

ABC proteiny jsou strukturné definované ptitomnosti nejméné jedné nukleotid-vazebné
domény (NBD — nucleotide-binding domain). Tyto domény jsou slozené z a-helixii a B-listi,
které spolu tvoii Rossmaniiv ohyb. Nachézi se zde vysoce konzervovany ATP-vazebny motiv,
ktery je nezbytny pro funkci proteinu, protoze vaze ATP, jehoz hydrolyza dodava celému
proteinu energii. NBDs jsou lokalizované na cytoplazmatické strané membrany. Kromé¢ téchto
domén ABC proteiny obsahuji také transmembranové domény (TMDs — transmembrane
domains). Jedna TMD je vétSinou tvofena a-helixy Sesti transmembranovych segmenti (TMS
— transmembrane-spanning segments). VétSina ABC proteini je tvofena dvémi homolognimi
Castmi, z nichz kazdd je slozena z jedné hydrofilni, cytoplazmatické NBD a jedné
membranové TMD slozené z Sesti TMS. Jejich topologie tedy je (NBD-TMD), (viz obr. 2)
(Prasad et al., 2006).

2.1.2 Mechanismus transportu toxickych latek

Uvazovany mechanismus transportu latek zac¢ina vstupem substratu do pienasece na misto,
které ma k této latce vysokou afinitu. Poté¢ dojde ke zméné konformace ptenasece a to bud’
vazbou ATP anebo jeho hydrolyzou, ¢imz vznikne vazebna kapsa oteviend na druhou stranu
membrany, ktera ma k prendSené latce nizkou afinitu a dojde tudiz k jejimu uvolnéni (ptiklad

konformac¢nich zmén konkrétniho ABC proteinu je na obr. 3). Tomuto modelu se ftika



,mechanismus dvouvalcového motoru®, diky koexistenci mista s malou a s velkou afinitou k
substratu v kazdém case transportniho cyklu a diky ATP hydrolyze na NBDs, kterd poskytuje
energii pro vstup latky do mista s vysokou afinitou a jeji uvolnéni na opacné strané membrany
(Seeger a van Veen, 2009).

Otazkou zlstava, jak muze jeden transportér prenaSet tak Sirokou skalu strukturné
a funk¢né nepiibuznych substrati. Zatim bylo zjiSténo, ze vétSina proteinli ma ziejme veEtsi
pocet vazebnych mist pro rizné substraty. K rozeznani substratu a k jeho ptenosu piispivaji
jak TMDs, které se v jednotlivych proteinech pomérné dost 1isi, tak NBDs, které jsou naopak

velmi konzervované napti¢ celou podrodinou (Sipos a Kuchler, 2006).

ABC

ATP

ADP + Pi
Drug

Out

N7 | i \? . | \/

¢ N [ f | A\
NH, “& “‘ ; In
COOH

ATP  ADP + Pi ATP  ADP + Pi

Obr. 2: Nakres ABC transportéru Candidy. Topologie je (NBD-TMSs),. NBDs jsou zodpovédné za hydrolyzu
ATP. Pievzato z Prasad et al., (2011).

2.1.3 Zastupci ABC transportéri

VétsSina ABC transportérti jsou membranové proteiny. V buiikdch jsou umisténé na
plazmatické membrang, membrané vakuol, mitochondrii a peroxisomi. VSechny ABC
pfenaSeCe podrodiny PDR (kromé jednoho zéstupce) u S. cerevisiae jsou umistény na

plazmatické membrané¢ bun¢k, kde funguji jako prvni linie obrany proti toxickym latkdm.



Nejprozkoumangj$imi zéastupci jsou PdrSp a Snqg2p, které ptenasSeji stovky strukturné a
funkéné neptibuznych latek a jejich nadprodukce vede ke vzniku mnohocetné Iékové
rezistence. DalSimi zastupci jsou naptiklad Pdr10p, Pdr12p, Pdrl5p, Auslp a Pdrllp
(Jungwirth a Kuchler, 2006).

peptide release

A ER lumen ; ;\“:}}1
é : . . g 10 a.a. model peptide
# g [ (as guide only)

Polymorphism site
~ (alters specificity for a.a.
at peptide’s C-terminus)

Cytosol Invariant lysine

Cleavage site (peptide
with reactive group
4 a.a. from C-terminus) [

peptide
acquisition

; (N T/ Cross-linking site
= ) DS (4-6 a.a. from
= L7 peptide’s C-terminus)

Cut-away showing interior
peptide-binding cavity peptide-release cavity

Cut-away showing interior

Protein surface Protein surface

Obr. 3: Model ABC transportéru TAP (Transporter associated with Antigen Processing). A) Jsou oznacend 4
mista v blizkosti navazaného peptidu, ktera ho ovliviiuji. B) C) Elektrostatické potencidly prenasece jsou
barevné vyznaceny: modra — kladny, ¢ervena — zaporny, bila — nenabity. Pfevzato z Procko et al., (2009).



Dalsi linie obrany u S. cerevisiae je uvniti bunky na tonoplastech, kde jsou pfenaSece
pfevazné z MRP/CFTR podrodiny, které rovnéz piispivaji k detoxifikaci bunék prenosem
toxickych latek do vakuol. Je to naptiklad Ycflp, ktery pfenasi tézké kovy, konjugaty
glutathion-S, volny glutathion a Cerveny pigment. Jeho homologem je Bptlp. Na vnitini
mitochondridlni membrané¢ jsou umistény tii ABC proteiny — Atm1p, Mdllp a MdI2p. Atmlp
exportuje Fe/S klastry z mitochondrii do cytosolu. Mdllp zase ptenaSi do cytosolu
mitochondrialni peptidy a mozna hraje roli také v regulaci odolnosti k oxidativnimu stresu.
Funkce tfetitho proteinu neni zatim znama. Na membranach peroxisomill se v S. cerevisiae
nachazi dva proteiny z ALDp podrodiny Pxalp a Pxa2p, zajist'ujici import mastnych kyselin s
dlouhymi fetézci pro B-oxidaci. Je mozné, Ze funguji také jako acyl-CoA flipazy (Jungwirth a
Kuchler, 2006).

Tabulka 1 shrnuje hlavni zastupce ABC proteint v kvasince S. cerevisiae a na obrazku 4 je

znéazornéna jejich lokalizace v buiice.

Pxalp PxaZp

usip

e Mg
Pdrisp Pdriip

Stebp  pdrizp

Obr. 4: Membranova lokalizace ABC proteinti S. cerevisiae. Kresba znazorniuje umisténi nékterych
prozkoumanych ptenasect na bunééném povrchu, vakuole (V), mitochondii (M) a peroxisomu (P). N — jadro,
ER — endoplazmatické retikulum, GV — Golgiho vacky, ES — endosomy. Prevzato z Jungwirth a Kuchler, (2006)



ABC
proteiny Rodina Délka | Topologie Funkce Substraty
Plasmaticka membrana
Pdr5p PDR 1511 |[(NBD-TMSg). PDR, transport lipidti | Cykloheximid, azoly,
mykotoxin
Snq2p PDR 1501 |[(NBD-TMSg). PDR Toxické latky, mutageny
Pdr12p PDR 1511 |[(NBD-TMSg). Stresova odpoveéd na | Slabé organické kyseliny
slabé kyseliny
Pdr15p PDR 1529 | (NBD-TMSg), Obecna stresova Toxické latky, herbicidy,
odpoveéd 2,4-DCP
Auslp PDR 1394 |(NBD-TMSg). Ptijem sterolt Steroly
Pdrllp PDR 1411 |(NBD-TMSg). Piijem sterolu Steroly
Yorlp MRP/CFTR | 1477 |NTE(TMSs-NDB), PDR, transport lipidt | Oligomycin, fosfolipidy
Ste6p MDR 1290 |(TMS4-NDB), Transport parovacich |a-faktor feromon
faktort
Vakuola
Ycflp MRP/CFTR | 1515 |NTE(TMSs-R-NDB), | Detoxifikace buiikky | GS-konjugaty, tézké kovy
Bptlp MRP/CFTR | 1559 |NTE(TMSs-NDB), Detoxifikace bunky | Nekon;. bilirubin,
kadmium, arsenaty
Ybtlp MRP/CFTR | 1661 |NTE(TMSs-NDB), neznamé Zlugové kyseliny,
taurocholat
Mitochondrie
Atmlp MDR 694 | TMS«NDB Prenos Fe(S) Fe(S)-proteiny
Mdllp MDR 696 | TMS:-NDB Odpoveéd na Peptidy
oxidativni stres
MdI2p MDR 820 |TMSs-NDB neznameé neznameé
Peroxisomy
Pxalp ALDp 870 | TMS.-NDB Transport mastnych | LCFA
kyselin
Pxa2p ALDp 853 TMS.-NDB Transport mastnych | LCFA
kyselin

Tab.1: ABC proteiny kvasinky S. cerevisiae. NTE (N-terminal extension) prodlouzeni na N-konci; LCFA (long
chain fatty acid) mastné kyseliny s dlouhym fetézcem. Ptevzato z Jungwirth a Kuchler, (2006).

Pro klinickou praxi jsou vyznamnéj$i MDR transportéry kvasinek Candida, které ptispivaji
k odolnosti bun¢k proti Sirokému spektru toxickych latek a tim zpusobuji znacny problém pfi
lécbe kandiddz a jinych onemocnéni, které tyto kvasinky zptisobuji. Nejrozsifenéjsi a tudiz
nejlépe prozkoumanou kvasinkou je Candida albicans. Hlavni ABC ptrenaSec€, ktery pfispiva
k jeji rezistenci, je CaCdrlp lokalizovany na plazmatické membrané. Nadprodukce tohoto
proteinu vede k rezistenci bunck proti azolim — flukonazolu, mikonazolu, ketokonazolu a

itrakonazolu. Dale zvySuje odolnost k brefendinu A, ceruleninu, nigericinu a mnoha dal$im

10



latkdm (Niimi et al., 2004). Dalsi vyznamni zastupci ABC transportért kvasinek Candida jsou

shrnuty v tabulce 2.

ABC transportéry
Organismus Nazev genu Funkce/substrat
Candida albicans CaCDRI1 Pumpa vyhazujici toxické latky, pfenase¢ fosfolipida
CaCDR?2 Pumpa vyhazujici toxické latky, pfenaseé¢ fosfolipidi
CaCDR3 Ptenasec fosfolipida
CaCDR4 Prenasec fosfolipidti ?
CaCDR5 Pumpa vyhazujici toxické latky ?
HST6 Transport a-faktoru, toxickych latek ?
CaYORI Pumpa vyhazujici toxické latky ?
CaYCF1I Pumpa vyhazujici toxické latky ?
Candida glabrata CgCDRI Pumpa vyhazujici toxické latky
CgCDR2 Pumpa vyhazujici toxické latky
PDHI Pumpa vyhazujici toxické latky
Candida dubliniensis CdCDR1 Pumpa vyhazujici toxické latky ?
CdCDR2 Pumpa vyhazujici toxické latky ?
Candida krusia ABCI Pumpa vyhazujici toxické latky
ABC2 Pumpa vyhazujici toxické latky
MFS transportéry
Candida albicans CaMDRI1/BEN Benomyl, metotrexat, sulfometuron metyl, NQO a flukonazol
FLUI Mykofenolova kyselina
Candida dubliniensis CdMDRI1 Flukonazol, amorolfin, brefendin A, cerulenin, cykloheximid,
flufenazin a NQO

Tab. 2: Pumpy odstranujici toxické latky z bun¢k kvasinek rodu Candida. NQO — nitroquinolin oxid. Pievzato z
Prasad et al., (2006).

2.2 MFS-transportni proteiny

MEFS pienaSece jsou nejveétsi znamou nadrodinou sekundarnich prenasecii a jsou ptitomné
prakticky ve vSech zndmych kmenech organismi od bakterii a archei az po vyssi eukaryota. V
soucasnosti se déli na 74 rodin, z nichz kazdd ptenaSi urcity typ substratu, naptiklad
monosacharidy, oligosacharidy, aminokyseliny, peptidy, vitaminy, kofaktory enzymd,
nukleosidy, baze, anionty, kationty a pro tuto praci podstatné toxické latky. Nekteré rodiny
zatim nejsou funk¢né charakterizované (Reddy et al., 2012).

Ruazné pienaSece transportuji substrat uniportem, symportem nebo antiportem (Reddy et
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al., 2012). Velka cast MFS proteinti ziskava energii k tomuto pienosu ve formé
elektrochemické proton-motivni sily, ktera se sklada z elektrického potencidlu a chemického

protonového gradientu (Sa-Correia et al., 2009).

2.2.1 Struktura MFS-transportnich proteint

Velka cast MFS proteint se skldda z 12 nebo 14 transmembranovych segmentli (TMS),
tvofenych a-helixy. TMSs jsou rozdélené do dvou skupin po Sesti nebo sedmi a jsou oddélené
velkou cytoplazmatickou smyckou. Podle po¢tu TMSs se déli do dvou rodin — rodina DHA1
(drug:H" antiporter - toxicka latka:H" antiporter) s 12 TMSs a DHA2 se 14 predikovanymi
segmenty (Sd-Correia et al., 2009).
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MDR1  C. tropicalis g3... I I 5V SLGAVC BlS L BF [E|G
CYHR C. maltosa 226... I AL GY S 1 AV A B(s I PIL G
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Obr. 5: A) Predpovézena topologie CaMdrlp s 12 TMSs. TMS 5 je zakrouzkovany. B) Pifedpokladany TMS 5 je
zvétseny, aby byly vidét aminokyseliny. C) Porovnani sekvence TMS 5 z CaMDRI C. albicans s jinymi
houbovymi a bakterialnimi transportéry s konzervovanym antiporterovym motivem. Ukazana je sekvence mezi
243 a 263 aminokyselinou. Pro porovnani je napsan motiv ,,C*. X znaci jakoukoli aminokyselinu. Pievzato z
Pasrija et al., (2007).

Nejvyznamnéj§im MFS transportérem, podilejicim se na vzniku mnohocetné 1ékové
rezistence, je CaMdrlp. Tento pfenasSe¢ patii do DHA1 skupiny. Je to antiporter s typickym
antiporterovym motivem [G(Xs)G(X;3)GP(X,)GP(X,)G] v TMS 5, kde G znamena glycin, P
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prolin a X jakoukoli aminokyselinu. Tento motiv je pro spravnou funkci proteinu zcela

nezbytny (viz obr. 5) (Pasria et al., 2007).

2.2.2 Mechanismus transportu toxickych latek

Kvuli velké rtznorodosti aminokyselinovych sekvenci jednotlivych proteinit této velké
nadrodiny nejsou zatim prozkoumany jejich strukturné-funkéni vztahy a neexistuje proto
obecny model transportu latek. Nicméné N-termindlni ¢asti prenasecli jsou vice homologni
nez C-termindlni, lze se proto domnivat, ze C-konce proteinti slouzi k rozeznani substratu,
kdezto N-konce k ptenosu protont (Prasad et al., 2006).

Mechanismus transportu nejvyznamnéjSiho MFS proteinu CaMdrlp je antiport toxické
latky smérem ven s H" smérem dovnitf. Pienos latek je citlivy na pH, coZ potvrzuje, Ze pro
transport je vyuzivan elektrochemicky gradient protont. Jsou zndmy nékteré aminokyseliny
nezbytné pro funkci tohoto proteinu (lokalizované zvlasté v TMS 5), nicméné piesny

mechanismus transportu zatim zndm neni (Pasrija et al., 2007).

2.2.3 Zastupci MFS transportéri

VétSina MFS transportéra se nachazi pravdépodobné na plazmatické membrané bunck. U
kvasinky S. cerevisiae to jsou naptiklad Flrlp, zptsobujici rezistenci k flukonazolu, 4-NQO,
cykloheximidu, ceruleninu a mnoha dal§im. Dale Azrlp, jehoZz substraty jsou azoly a kyselina
octova. Qdrlp pfenaSeC je pojmenovany podle zplisobované rezistence ke quanidinu, jeho
substratem je ale také ketokonazol. Aqrlp zplsobuje rezistenci ke ketokonazolu (Sa-Correia
a Tenreiro, 2002).

Uvniti buiiky S. cerevisiae se na membranach vakuol nachazeji produkty gent 7POI,
TPO2, TPO3 a TPO4, kodujici transportéry polyamini. TPOI a TPO4 zpusobuji také
rezistenci k cykloheximidu a quinidinu (Sd-Correia a Tenreiro, 2002).

Nejvyznamngj$im pienase¢em u kvasinky Candida albicans je CaMDRI (Candida
Multidrug Resistance 1), lokalizovany na plazmatické membrané. Nadprodukce tohoto
proteinu vede k rezistenci bunék k azolim (napt. flukonazolu), cykloheximidu, ceruleninu,
methotrexatu, 4-NQO a dal$im toxickym latkdm (Pasrija et al., 2007). Dalsim dilezitym
transportérem je Flulp zplsobujici rezistenci k flukonazolu, cykloheximidu a mykofenolové

kyseling (Calabrese et al., 2000) (viz tabulka 2).
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3 Biofilm

V piirodnim prostfedi existuji mikroorganismy pievdzné ve form¢ biofilma. Jako
planktonni nebo voln¢€ plovouci buiiky se vyskytuji velmi zfidka. Biofilmy jsou pfisedla
mikrobidlni spoleCenstva, jejichz bunky jsou nevratné ptipevnény k povrchu nebo piichycené
k okolnim bunkdm a jsou obalené do matrix extracelularnich polymert, které samy
vyprodukovaly. Buiiky v biofilmu projevuji odlisny fenotyp nez individualni bunky, pokud
jde o riistovou rychlost a transkripci gent (Donlan a Costerton, 2002). Podstatné je, ze jsou

znacné méng¢ citlivé k antimikrobidlnim latkam (Douglas, 2003).

3.1 Vznik biofilmu

Biofilm kvasinky C. albicans prochazi béhem svého vyvoje tfemi fazemi - casnou (0. az
11. hodina), stiedni (12. az 30. hodina) a maturacni (38. az 72. hodina) fazi. Vyvoj zacina
pfichycenim individudlnich bun¢k na povrch substratu. Mezi tfeti a ctvrtou hodinou se
zacinaji objevovat prvni mikrokolonie a metabolicka aktivita bun¢k znacné stoupd. Zacatek
sttedni vyvojové faze je charakterizovan produkci extracelularni matrix tvofené prevazné
polysacharidy podobnymi tém z bunécné stény. Ve fluorescencnim mikroskopu se jevi jako
mlhavy film pokryvajici mikrokolonie. Behem maturacni faze extraceluldrni material stale
ptibyva, az je cela kolonie dokonale pokryta. Biofilm je pak tvofen bunikami kvasinkové,
hyfalni 1 pseudohyfalni formy a extracelularnim materidlem (viz obr. 6) (Chandra et al.,
2001).

Fyzicky kontakt buiiky s podkladem iniciuje zmény vedouci k vyvoji biofilmu ziejmé
aktivaci MAP kindzy Mkcl. Potvrzuje to akumulace aktivni formy této kindzy v burkach,
které rostou na podkladu. mkcIA mutant projevuje defekt v dvou na kontaktu zavislych
odpovédich — invazivnim hyfalnim rastu a tvorbé biofilmu. (Kumamoto, 2005). Mkcl kindza
je soucasti drahy integrity bunééné stény (Navarro-Garcia et al., 1995), ktera detekuje
kontakt bunky s podkladem ¢i s jinou buiikou, a to zfejmé vnimanim mechanického naruSeni
bunécné stény a plazmatické membrany (Kumamoto, 2005).

Jakmile buiika rozezna kontakt s pevnym povrchem, je nutné, aby se na néj pfichytila.
Adheziny, které poutaji bazalni vrstvu bunék biofilmu k podkladu, nejsou znamé. Vi se vsak,
ze tato adherence je negativné regulovana proteinem bunécné stény Ywplp. Tento protein je k
bunécné sténé¢ vazan GPI kotvou a jeho struktura je velmi podobné strukturdam znamych

adhezinl (Granger et al., 2005). Zda se tedy, ze by k inhibici adheze mohlo dochazet vazbou
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Ywpl na ligandy adhezinti na téze buiice (Nobile a Mitchell, 20006).

Obr. 6: Obrazky z fluorescenc¢niho mikroskopu ukazujici tfi faze vyvoje biofilmu na polymethylmetakrylovych
prouzcich. (a) Casnd, (b) stiedni a (c) maturaéni faze. ZvétSeni, x10. Ptevzato z Chandra et al., (2001).

VétSinu ostatnich mezibunéénych kontaktli i1 kontakti bunck se substratem zajist'uji
adheziny z genové rodiny ALS (agglutinin-like sequence). Jsou to proteiny vazané glykosyl
fosfatidylinositolovou kotvou (GPI kotva) k bunécné sténé. Als3p je povrchovy glykoprotein,
jehoz gen je upregulovan béhem hyfalni morfogeneze (Hoyer et al., 1998). Dalsi adhezin
nachézejici se specificky na povrchu hyf je Hwplp, jehoz exprese je rovnéz indukovana
béhem hyfalni morfogeneze (Staab et al., 1996). V prubéhu formovani biofilmu in vitro je
zvySena také exprese ALSI a dal§ich genu z této rodiny (Chandra et al., 2001; Garcia-
Sanchez et al., 2004). Také Eaplp hraje roli v adhezi a je nezbytny pro tvorbu biofilmu in

vivo, kdy je jeho exprese minimaln¢ dvojndsobna oproti planktonnim bunkdm (Li et al.,
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2007). Nekolik dalsich adhezint bylo identifikovano mezi geny, jejichz exprese je fizena
transkripénim faktorem Berl. Jsou to naptiklad produkty gentt HYRI, RBT5 a CHT2 (Nobile
a Mitchell, 2005).

3.2 Architektura biofilmu

Maturovany biofilm mé4 pomérné heterogenni strukturu. Je zde uzka oblast obsahujici
metabolicky aktivni buiiky a silnd vrstva extracelularniho materidlu. Tvorba a architektura
biofilmu se na hladkém a na nerovném povrchu ponékud lisi. Na hladkém silikonovém
elastomeru je biofilm tvofen dvémi strukturami. Spodni uniformni vrstva je tvofena
blastosporami a v matura¢ni fazi dosahuje tloustky 10 az 12 um. Nazyva se bazélni vrstva a
vaze cely biofilm k podkladu. Nad touto vrstvou je asi 450 um silny matrix tvofeny

extracelularnim materialem a hyfalni slozkou (viz obr. 7 a 8) (Chandra et al., 2001).

Upper
Layer
Matrix
(~450 pm)
Basal
Layer

Obr. 7: Obrazek 3-D rekonstruovany z obrazkt z konfokalniho skenovaciho laserového mikroskopu.
Maturovany biofilm C. albicans na silikonovém elastomeru. Je zde vidét bazalni vrstva z blastostor a horni
vrstva obsahujici hyfalni slozku. Extracelularni matrix je barven ConA vézajicim se na polysacharidy, proto se
jevi zelené. Zvétseni, x20. Pievzato z Chandra et al., (2001).

Naproti tomu na nepravidelném podkladu polymethylmetakrylatu bunky nejdfive obaluji
povrchové nerovnosti, proto je bazalni vrstva nerovnomérné zvrasnéna. Na ni pak pfiristaji

dalsi vrstvy z bun€k kvasinkového typu. Celd struktura je zanofena v extracelularnim
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materialu. Celkova vyska biofilmu je ale mnohem niz$i nez u ptedchoziho typu, ma pouze 25

az 30 um. (viz obr. 8) (Chandra et al., 2001).

—_— CJ ™ Candida cells
I { j&m&%ﬁﬂ‘“\‘i’r\

R A
[rregular PMA surface
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Intermediate

Mature
a=

25-30 pm
~450 pin

G N

{a) PMA (Top view) () PMA (Side view) (€} SE (Top view) (d) SE (Side view)

Obr. 8: Schématické znazornéni vyvoje biofilmu. Rust na PMA — polymethylmetakrylat a SE — silikonovy
clastomer. a) a c) ukazuje pohled shora, b) a d) pohled ze strany. ECM — extracelularni matrix. Pfevzato z
Chandra et al., (2001).
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Pii analyze sloZzeni extracelularni matrix byly zatim identifikovany sacharidy, proteiny,
hexosaminy, kyselina fosfore¢na a mocova. Hlavni komponentou jsou sacharidy tvotici témér
40 %, z toho 32 % piipada na glukosu, zbytek manose, galaktose a dal§im miniméaln¢ dvéma
neidentifikovanym cukrim. Déle je zde 5 % proteint a asi 3 % hexosamint (A/-Fattani a
Douglas, 20006). Stale vSak zbyva asi polovina suché vahy biofilmu, jejiz slozeni se zatim

nepodaftilo objasnit.

3.3 Mezibuné¢éna signalizace

Jednim z komunikaénich mechanismi mikroorganismi je quorum sensing, zaloZzeny na
sledovani hustoty populace a na signalizacnich molekulach. Témito molekulami v
kvasinkovych biofilmech jsou farnesol a tyrosol. Farnesol je difuzibilni lipofilni molekula
malo rozpustna ve vod¢. Je produkovéna kontinudlné behem rdstu v mnozstvi zhruba
odpovidajicim bunécné mase. Ve vyssi koncentraci inhibuje konverzi kvasinkového rastu na
mycelarni (hyfalni) rast. Je také schopen zménit morfologii bun¢k C. albicans z mycelia na
aktivné pucici kvasinky (Hornby et al., 2001). To muze byt jedna ze strategii Uiniku z pfili§
pocetné populace. Buiika piejde na kvasinkovou formu a odpoji se od podkladu. Ve vysokych
koncentracich dokaze farnesol dokonce zcela inhibovat vyvoj biofilmu (Ramage et al., 2002).
Tato jeho vlastnost by mozna mohla byt vyuzitelnd pti 1écbé kvasinkovych infekci (Ramage
etal., 2002b).

Druhou signalni molekulou je aromaticky alkohol tyrosol. Tato molekula na rozdil od
farnesolu stimuluje hyfalni rist béhem ¢asné a stfedni faze vyvoje biofilmu. Pokud nechame
biofilm rlst v piitomnosti farnesolu i tyrosolu, bude po 48 hodinach obsahovat témér
vyhradné kvasinkovou formu bunék, z ¢ehoz vyplyva, Ze farnesol hraje dominantni roli
(Chen et al., 2004, Alem et al., 2006).

Ke komunikaci mezi buiitkami slouzi také parovaci faktory, feromony. Buiikky C. albicans
existuji ve dvou riznych fenotypech — ,,white* a ,,opaque®. ,,Opaque® bunikky se mohou
parovat a produkuji feromony. ,,White* buiniky naopak nejsou kompetentni k parovani a
feromony neprodukuji (Miller a Johnson, 2002). Ptesto maji na svém povrchu feromonové
receptory. Ty se uplatiiuji v populaci, kde je malo ,,opaque® bunék oproti ,,white* typu.
,»Opaque® buiky skrze produkci feromona ptiméji ,,white* bunky, které feromony vnimaji
pomoci receptorl, aby se staly kohezivni a vytvotily biofilm, ktery nasledné slouZi jako

ochranné prostiedi pro ,,opaque” bunky k jejich chemotropismu béhem parovaciho procesu
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(Daniels et al., 20006).

Dals$imi objevenymi malymi signdlnimi molekulami pfitomnymi v supernatantu biofilmu
jsou dodecanol, nerolidol, isoamyl alkohol a fenylethanol. Kazda z téchto latek je schopna
inhibovat hyfélni rist a mohla by napomahat k Sifeni biofilmu podporou tvorby kvasinkové

formy bunék (Martins et al., 2007).

3.4 Mechanismy rezistence biofilmi vyjma MDR transportéri

Biofilmy C. albicans jsou mnohem vice rezistentni k antimikrobidlnim latkdm oproti
planktonnim bunkam (Hawser a Douglas, 1995). Tato rezistence je zpisobena mnoha
riznymi mechanismy, jejichZ vyznam se méni v pribéhu vyvoje biofilmu. Jednim z nich by
mohla byt produkce extracelularni matrix. V n€kolika nezavislych vyzkumech byla potvrzena
souvislost mezi mnozstvim matrix a rezistenci. Naptiklad Al-Fattani a Douglas (4/-Fattani a
Douglas, 2006) nechali rast biofilm C. albicans v proudicim médiu, ve kterém doslo k vétsi
produkci matrix v porovnani s biofilmy ve statickych podminkach. Biofilmy z proudiciho
média pak byly vyrazné odolnéj$i k amphotericinu B oproti biofilmim ze statickych
podminek. Na druhou stranu ale existuje mnohem vice praci, které tuto souvislost popiraji.
Kdyz naptiklad zkoumali rozdil rezistenci k amphotericinu B, flucytosinu a flukonazolu
biofilmu rostoucich staticky a rostoucich za jemného tfeseni (které produkuji vice matrix),
neobjevili zadny vyrazny rozdil (Baillie a Douglas, 2000). Rovnéz testy rezistence k azolim
bunek resuspendovanych z biofilmu na volné plovouci buiiky (tzn. bez matrix) ukazaly, ze i
tyto bunky zlstavaji velmi rezistentni (Ramage at al., 2001).

Jiné, novéjsi prace ale ukazuji, Ze mezibunééna hmota by mohla pon¢kud brzdit pronikani
toxickych latek do biofilml a kolonii (Vdchova et al., 2011). Zda se, Ze svou roli v rezistenci
hraje také ptitomnost a umisténi -1,3-glukanu v extracelularni matrix. Naruseni genu glukan
syntazy FKSI vede ke sniZeni odolnosti biofilmu k amphotericinu B, anidulafunginu a
flucytosinu. Naopak pii zvySené expresi tohoto genu rezistence biofilmu k triazoliim roste
(Nett et al., 2010). Mezibunécna hmota tedy ziejmée hraje v rezistenci biofilmil svou ulohu.

Hlavnim regulatorem rezistence k azolim v maturovaném biofilmu je ziejmé MAP kinaza
Mkcl. Biofilmy tvofené bunkami s mkcIA mutaci jsou velmi citlivé k flukonazolu, a to asi
130-krat vice nez rodi¢ovské biofilmy. Tato mutace ale nijak zdsadné neovliviiuje odolnost
planktonnich buné¢k k flukonazolu. (Kumamoto a Vinces, 2005).

Heterogenita populace bun¢k v biofilmu C. albicans mtze také piispivat k jejich rezistenci.

19



V ¢Casné fazi vyvoje biofilmu je vyrazny rozdil v odolnosti jednotlivych subpopulaci bunék k
chlorhexidin diglukonatu. Zatimco hyfy a pseudohyfy jsou pomérné citlivé, bunky
kvasinkového typu této latce snadno odolavaji (Suci a Tyler, 2002). V mladé kolonii
Saccharomyces cerevisiae zase vstupuje vrchni vrstva bunék do stacionarni faze, ¢imz se
stava odolné€jsi k toxickym latkdm a chrani tak buiky uvnitf kolonie, které zlstavaji
metabolicky aktivni a mnozi se (Vachova et al., 2011).

V maturovaném biofilmu existuje subpopulace bun¢k zvana ,,persister cells®. Tyto trvalé
buniky se neliSi od ostatnich bun&k genotypové, nybrz fenotypové vyrazné vétsi odolnosti k
toxickym latkdm. Existuji pouze v ramci biofilmu a jejich diferenciace je vyvolana
pfisednutim bunék na podklad. Pfitomnost téchto bunék vysvétluje dvoufazovy smrtici model
biofilma antimikrobidlnimi latkami (LaFleur et al., 2006).

V in vivo systémech se Casto setkdvame s polymikrobidlnimi biofilmy, tvofenymi buiikami
Candida a bakterii. Pii studiu biofilmi C. albicans a Staphylococcus epidermalis bylo
nalezeno mnoho fyzickych interakci mezi buitkami téchto dvou organismu. Testy rezistence
téchto smiSenych biofilmi ukazaly, Ze kvasinkové bunky jsou schopny meénit aktivitu
antibiotik a podobné bakterie mohou ovlivnit aktivitu antifungalnich 1é¢iv, coz oboje vede ke
zvySeni rezistence polymikrobidlnich biofilmt (Adam et al., 2002). Z toho je patrné, Ze
mechanismy rezistence k 1é€ivim in vivo v Kklinické praxi jsou zfejm¢é mnohem

komplikovanéj$i nez by se mohlo zdat z in vitro vyzkumu (Blankenship a Mitchell, 2006).

3.5 Role biofilmi v pathogenezi

Pathogenni kvasinky z rodu Candida mohou zplsobovat povrchova i vdzna systémova
onemocnéni a jsou poklddany za hlavni pfi¢inu nozokomidlnich infekci. Jsou oportunnimi
pathogeny, napadajicimi imunosuprimované nebo jinak oslabené pacienty. Ve vétSing téchto
infekei jsou ptitomny ve formé biofilmt (Douglas, 2003). Schopnost vytvaret biofilmy je tedy
spojena s pathogenicitou a je povazovédna za dulezity faktor virulence pii kandid6zéach.
Biofilm poskytuje buiikdim ochranu od okolniho prostfedi, dostupnost Zivin, metabolickou
kooperaci, moznost zisku novych genetickych znakli a hlavné velkou odolnost k
antimikrobialnim latkdm (Mohandas a Ballan, 2011). Biofilmy lze cCasto nalézt na
implantatech, napiiklad na centralnich Zzilnich katetrech, kontaktnich c¢ockach,
kardiostimulatorech, mechanickych srde¢nich chlopnich, mocovych katetrech a kloubnich a

hlasivkovych protézach (Donlan, 2001).
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Dalsimi faktory virulence, které Candidy uschopiiuji ke kolonizaci, invazi a pathogenezi
jsou produkce fosfolipaz a kyselych proteinaz. Proteindzy ziejme usnadnuji kolonizaci a
pronikani do hostitelské tkdn¢ a tnik imunitnimu systému. Pro invazi do hostitelskych bun¢k
je nutna penetrace a naruseni jejich vnéjSiho obalu. K tomu slouZi fosfolipazy, které posSkozuji

jejich cytoplazmatické membrany. (Mohandas a Ballan, 2011).

4 Role MDR transportéri v rezistenci biofilmu a kolonii
MDR transportéry, podilejici se na vzniku mnohocetné 1ékové rezistence, hraji dilezitou
roli v rezistenci biofilmt a kolonii k toxickym latkdm. Vyznam jejich role se ale v pribéhu

vyvoje biofilmu zna¢né méni.

4.1 MDR transportéry ovliviiujici rezistenci biofilmi a kolonii

Rezistence biofilmi k toxickym latkdm zprostiedkovand MDR transportéry je indukovéana
kontaktem bunék Candida albicans s podkladem. Tento impuls vyvola zvySeni transkripce
mnoha riznych gent, z téch kodujicich MDR transportéry jsou to ptevazné CDRI, CDR2 a
MDR] geny. Jejich zvySend exprese a s tim spojena rezistence bun¢k se objevuji uz po dvou
hodindch od adheze, tedy v dob¢, kdy jeSt€é neni vytvofen strukturovany biofilm ani
mezibunééna hmota (Mateus et al., 2004). Buiiky tohoto ¢asného biofilmu se tudiz 1i§i od
planktonnich bunék pouze zménénou expresi genil a zvyseni jejich rezistence je zptisobeno
pouze pritomnosti produktl téchto genti. Proto Ize pokusy, které zkoumaji funkce MDR pump
v butikach pomoci nadprodukce téchto proteinti, vztadhnout také na bunky ¢asného biofilmu.
Studium rezistence C. albicans je provadéno také na klinickych izolatech, které Casto tvoii v
napadeném organismu biofilmy. Vyznacuji se rovnéz zvysenou expresi MDR pump, mizeme
proto také vysledky téchto studii s urcitou rezervou aplikovat na chovani MDR pump v
casnych biofilmech. Ve vyzralych biofilmech jiZ MDR pumpy nehraji v rezistenci vyznamnou

roli, coz je podrobné diskutovano v dalsi kapitole.

4.1.1 MDR transportéry Cdrlp a Cdr2p kvasinky C. albicans

Nejvyznamngjsimi MDR transportéry, které zptisobuji mnohocetnou lékovou rezistenci u
kvasinky Candida albicans, jsou produkty CDRI a CDR2 genu. VétSina klinickych izolati,
vykazujicich rezistence k azoliim, mé zvysenou transkripci téchto gent (Holmes et al., 2008).

Gen CDRI kdéduje membranovou pumpu, kterd patii do ABC proteinové nadrodiny. Gen
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CDRI je schopen funkéné komplementovat funkci transportéru PdrSp u nulového mutanta
pdr5A Saccharomyces cerevisiae. pdr5A mutant mél zvySenou citlivost k cykloheximidu a
chloramfenikolu. Po vlozeni CDRI genu se kvasinka stala velmi rezistentni k cykloheximidu
a chloramfenikolu, ale také k mikonazolu. Naopak se u noveé vzniklého kmene piekvapive
zvysila citlivost k oligomycinu, nystatinu a 2,4 - dinitrofenolu (Prasad et al., 1995).
Nadprodukce Cdrlp zvySuje odolnost bunck také k azoliim, a to flukonazolu, ketokonazolu
a itrakonazolu. Pokud byl gen CDRI vnesen do genomu Saccharomyces cerevisiae do kmene
s deletovanymi geny pro sedm hlavnich ABC transportert, a to pod kontrolu promotoru genu
PDRS5, byl vznikly kmen k azolim velmi rezistentni. Naopak kmen bez vlozené¢ho genu

CDRI byl k témto latkdm velmi citlivy (Nakamura et al., 2001).

Studium nékterych klinickych izolatd C. albicans naznacuje, Ze Cdrlp je hlavnim
transportérem zodpovédnym za rezistenci bunc¢k k azolim, kdezto transportér Cdr2p hraje
pouze vedlejsi roli v rezistenci k t€émto latkdm. Kmen 5674 je rezistentni k mnoha azolovym
derivatim diky silné, mutaci zplsobené hyperaktivaci transkripcniho faktoru Tacl,
ovlivityjiciho expresi CDRI a CDR2 genil. Delece genu CDRI v tomto kmeni mé za nésledek
vyznamné snizeni rezistence k flukonazolu, ketokonazolu a itrakonazolu a to 6-, 4- a 8-krat.
Naopak delece genu CDR2 ma mnohem mens$i efekt. Rezistence k flukonazolu a
ketokonazolu se snizi jen 1,5-krat, rezistence k itrakonazolu se nezméni vubec (7sao et al.,
2009).

Tento predpoklad potvrzuji také vysledky dalSich autorti. Buitky kmene s deleci genu
CDR?2 adherované k povrchu, tedy ve fazi Casného biofilmu, nemaji nijak zménénou
schopnost branit se vystaveni flukonazolu. Naopak adherované builkky kment s deleci MDR1
nebo CDRI jsou k flukonazolu mnohem vice citlivé. Funkéni CDR2 gen tedy pfispiva k
rezistenci mnohem méné nez CDRI a MDRI geny (Mateus et al., 2004).

Nekteré pokusy ale ptesto ukazuji, ze CDR2 hraje v rezistenci k azolim dtilezitou roli. Pi
analyze kmenta C. albicans z klinickych izolath (orofaryngeélni kandidozy), citlivych k
azolim, nebyla detekovana metodou Northern blot Zd&dnd mRNA CDR2. Pokud ale byl
zkouman kmen z izolati rezistentni k azolim (ketokonazol, itrakonazol, nokodazol,
flukonazol...), byla zjiSténa zvySena hladina mRNA nejen genu CDRI, ale také CDR2.
Zvysena exprese genu CDR?2 byla pozorovana také u kment pivodné citlivych k flukonazolu

diky deleci genu CDRI, u kterych doslo ke spontanni reverzi vnimavosti k azolim na uroven
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divokych kmend. Dalsi dil¢i pokus ukézal, ze delece genu CDRI vede k vysoké citlivosti k
azolim. Pokud je deletovan i gen CDR?2, tato citlivost se jest¢ dale zvysi (Sanglard et al.,
1997).

Z téchto vysledku Ize dojit k zavéru, Ze Cdrlp pumpa hraje hlavni roli v rezistenci ¢asnych
kolonii k flukonazolu. Vedlejsi, nicméné nezanedbatelnou ulohu, ma pak Cdr2p pumpa

(Holmes et al., 2008).

Ptestoze CDRI a CDR2 geny jsou homologni a jejich proteinové produkty maji podobnou
strukturu, 1isi se v substratové specificité. Exprese CDR2 genu v bufice S. cerevisiae ma za
nasledek rezistenci k toxické latce FK520 a diamidim, ale zvySenou citlivost k peroxidu
vodiku. Naopak produkce Cdrlp v S. cerevisiae muze za citlivost k FK520, ale nema vliv na
toleranci bunék k oxidativnim slozkdm ani k diamidim (Gauthier et al., 2003).

Produkt genu CDR2 mozna také pfispiva k rezistenci kolonii k echinokandinim. Kolonie
kmeni, které nadprodukuji Cdr2p pumpu, vykazuji zvySenou odolnost k pusobeni
kaspofunginu, ktery se fadi mezi echinokandiny. Také kmeny se zvySenou expresi genu
CDRI maji vétsi rezistenci k témto 1atkam, ale méné nez kmeny se zvySenou expresi CDR2
(Schuetzer-Muehlbauer et al., 2003). Naopak Niimi a spolupracovnici (Niimi et al., 2006)
tvrdi, Ze CDRI, CDR2 ani MDRI geny nemaji zdsadni podil na rezistenci k echinokandintim.
Tito autofi zkoumali rezistenci klinickych izolath se zvySenou expresi gent pro tyto pumpy
odstranujici toxické latky. Kaspofungin a mikafungin (patici rovnéZ mezi echinokandiny) ale

inhibovaly rast kolonii téchto kmend.

Dalsi gen s vysokou homologii ke geniim CDRI a CDR?2 je CDR3 gen. Piesto vypada, ze
se jeho produkt patrné nijak nepodili na rezistenci bunék ani kolonii k toxickym latkam.
Poruseni obou alel CDR3 nema za nasledek zvyseni citlivosti k flukonazolu a podobné ani
nadprodukce tohoto genu nezvySuje odolnost k flukonazolu ani cycloheximidu, coz jsou

substraty Cdrl a Cdr2 pump (Balan et. al., 1997).

4.1.2 MDR transportér Mdrlp kvasinky C. albicans
K rezistenci bunék k flukonazolu pfispiva také Mdrlp pumpa. Klinické izolaty C.
albicans, které vykazuji nadprodukci tohoto proteinu, jsou totiz rezistentni k flukonazolu.

Naruseni obou alel genu MDRI v tomto izolatu snizilo jeho odolnost k této latce (Wirsching
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et al., 2000). Dokonce se zda, ze Mdrlp hraje hlavni roli v rezistenci ptisedlych bunék k
flukonazolu. Kmen s deletovanym genem MDRI! (ale funkénim Cdrlp) je k flukonazolu
citlivéjsi nez kmen s deleci genu CDRI a funkénim transportérem Mdrlp. Presto je u
rodi¢ovského (nemutovaného) kmene po adhezi bunck k podkladu nejvyssi exprese genu
CDRI. Exprese genu MDRI je také zvysSend, ale ne tolik. Vyss§i produkce Cdrlp oproti
Mdrlp ziejmé souvisi s jejich specifitou. Zatimco Mdrlp je vysoce specializovany transportér
flukonazolu, Cdrlp mé& mensi substratovou specifitu a jeho nadprodukce by proto mohla
poskytovat buiice obecnéjsi obranny mechanismus (Mateus et al., 2004).

Nicméné tuto domnénku nepotvrzuje studium klinickych izolath C. albicans rezistentnich
k flukonazolu s mutaci v ERG1I genu. Geny CDRI a CDR?2 byly vice ptepisované ve vSech
izolatech, ale pouze v né¢kolika z nich byla zvysSena také exprese genu MDRI, piestoze
vSechny izolaty byly k flukonazolu rezistentni (Chen et al., 2010). Ke stejnym vysledkiim
dosli také White a spolupracovnici pfi analyze jinych klinickych izolatd. Rezistence
jednotlivych izolati pfesné korelovala s expresi CDRI a CDR2 genu, ale jen v nékterych
pripadech také s expresi MDRI (White et al., 2002). Podobné také zesilena transkripce genu
MDRI v laboratornim kmenu CAI4 jen nepatrné zvySila rezistenci tohoto kmene k
flukonazolu. Nicméné¢ byla dostatecnéd ke zvySeni odolnosti bun¢€k k ceruleninu a brefeldinu
A, coz naznacuje, Ze Mdrlp pumpa ma také Siroké spektrum substratt (Hiller et al., 2006). Ze
vSech téchto pokust vyplyva, ze na rezistenci k flukonazolu a dal$im toxickym latkam se
patrné podili vice faktorti a v kazdém izolatu je plisobena trochu jinymi mechanismy.

Cdrlp, Cdr2p a Mdrlp pumpy zvysuji odolnost bunék k flukonazolu tim, ze snizuji jeho
koncentraci v buiice. Zprosttedkovavaji presun flukonazolu do trans-Golgiho vacku, které

nasledn¢ sviij obsah odstrani exocytdzou ven z buiiky (Basso et al., 2010).

4.1.3 MDR transportér Pdr16p kvasinky C. albicans

Dal$im z proteint, pfispivajicich k rezistenci biofilmt C. albicans k azolim, je Pdrl6p.
Klinické izolaty rezistentni k azolim, vykazujici nadprodukci Cdrlp a Cdr2p pump, maji
Casto zvysenou také expresi genu PDR16, kddujiciho proteinovy pienasec fosfatidylinositolu
(Deken a Raymond, 2004). Deleci obou alel genu PDRI16 v kmenech, jejichZ nemutovana
forma je rezistentni k azolim a nadprodukuje Cdrlp, Cdr2p a Pdrl6p proteiny, dojde k
dvojnasobnému snizeni rezistence oproti rodiCovskému kmeni. Opétovné vlozeni PDRI6

genu do tohoto mutanta rezistenci obnovi. Pokud v kmenech citlivych na azoly zvySime
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produkci Pdr16p, snizi se jejich citlivost k t¢émto latkam na polovinu (Saidane et al., 2006).

PDRI16 gen C. albicans je ortolog PDRI16 genu Saccharomyces cerevisiae patticiho do
rodiny Secl4p. Delece genu PDRI6 v S. cerevisiae ma za nasledek snizeni rezistence k
azolim a zaroven vyvold vyznamné zmény zastoupeni steroll v plazmatické membrané. Proto
se predpoklada, ze produkt tohoto genu reguluje syntézu sterolti. Citlivost mutant k azoliim
je zfejm¢ zpusobena pravé nevyvazenou syntézou sterolli a tim zpusobenymi zmeénami
vlastnosti membrany, 1 vétSim vstupem toxickych latek do buiiky (van den Hazel et al., 1999).
Diky vysoké homologii gent PDRI16 C. albicans a S. cerevisiae 1ze ptedpokladat, Zze v C.
albicans bude tento gen pfispivat k rezistenci podobnym zpiisobem, tedy regulaci syntézy
ergosterolu.

SniZzenim mnoZstvi ergosterolu v membran¢ dojde k poruseni interakce mezi ergosterolem
a sfingolipidy, coz vede k v&tsi propustnosti membrany, k snizeni aktivity pump a celkové
k vyssi citlivosti bunék k toxickym latkam. Tato citlivost je zfejm¢ zplsobena hlavné
ovlivnénim pump. Pouhé zvySeni propustnosti membrany o 12 % pomoci membranového
fluidizeru benzyl alkoholu neovlivnilo citlivost k toxickym latkdm. Naproti tomu aktivita
hlavni MDR pumpy Cdrlp byla redukovdna na pouhych 50 % v kmenu se sniZzenym
mnozstvim ergosterolu nebo sfingolipidu v membrané (Mukhopadhyay et al., 2004).

Hladina sterolt je pfisné kontrolovana také v membrdnach buné€k tvoficich biofilm a
ovliviiuje jejich rezistenci k flukonazolu. Mnozstvi ergosterolu v membranach téchto bunék
klesa o0 41 % mezi Casnou a stfedni fazi vyvoje biofilmu a o 50 % mezi Casnou fazi a fazi
zrani. Naproti tomu u planktonnich buné€k je redukce pouze 18 % mezi Sestou a dvanactou
hodinou kultivace a pozdé&ji jiz je pokles vpodstaté zanedbatelny. Také hladiny dalSich steroli
se v prubéhu vyvoje biofilmu méni (Mukherjee et al., 2003). Je tedy mozné, ze Pdrl6p
ovliviluje rezistenci biofilmi nejen béhem jejich vyvoje, ale také ve zralych biofilmech.

Z téchto poznatki by snad Sla vyslovit domnénka, ze Pdrl6p se podili na rezistenci
biofilma k flukonazolu a to tim, Zze reguluje mnozstvi a zastoupeni jednotlivych steroli v
plazmatické membrané. Chybnad regulace vede ke zméné této rovnovahy, ktera ma za
nasledek snizeni aktivity Cdrlp pumpy, coz vede k vétsi akumulaci toxickych latek v buiice a
naslednému sniZeni rezistence biofilmu k této latce. Ve zralém biofilmu, kde uz Cdrlp nehraje
tak velkou roli, ovliviiuje Pdr16p stale zastoupeni sterolit v membrané€. Otazkou vSak zlstava,

zda tato regulace stale n¢jak ovliviiuje rezistenci.
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4.1.4 MDR transportéry kvasinky S. cerevisiae

V koloniich kvasinek Saccharomyces cerevisiae se na rezistenci k toxickym latkam
podileji prevazné PdrSp a Sng2p pumpy, které ptispivaji k ochrané povrchové vrstvy bunék v
mladé kolonii divokého kmene Saccharomyces cerevisiae BR-F (Vichova et al., 2011).
Aktivita téchto pump byla v ramci kolonie sledovana prostiednictvim barveni Nilskou ¢erveni
(Nile red), barvivem, které se vaze na tukové c¢astecky, jako jsou granule a membrany, a
cervené je barvi (Greenspan a Fowler, 1985). Povrchovou vrstvu kolonie nelze timto
barvivem obarvit. Pokud se ale na kolonii pusobi formaldehydem, ktery buiky fixuje a
permeabilizuje, nebo NaNj, ktery blokuje tvorbu ATP v bunce, 1ze obarvit celou kolonii (viz
obr. 9). Z téchto vysledki mizeme usoudit, Ze Nilskd Cerven je z neposSkozenych bunék
povrchové vrstvy aktivné transportovana ven mechanismem vyuzivajicim ATP. Takovym
mechanismem mohou byt pravé MDR pumpy (Vachova et al., 2011).

Testovanim rtiznych mutantd v MDR pumpach (pdr3A, pdri0A, pdri5A, sng2A) a jejich
dvojnéasobnych a trojnasobnych kombinaci bylo zjiSténo, Ze v koloniich jsou v povrchovych
vrstvach aktivni transportéry Pdr5p a Sng2p, které jsou odpovédné za odstraniovani Nilské
cervené. Syntéza PdrSp a Snqg2p transportéri v povrchovych vrstvach kolonie je pod
kontrolou transkripéniho faktoru Pdrlp, nebot’ delece genu PDRI vyrazné sniZzuje schopnost
bun¢k povrchové vrstvy odstranit barvivo z bunc¢k (Vachova et al, 2011). Pdrlp je
transkripéni faktor, o kterém je zndmo, Ze ovliviiuje expresi mnoha genti v klasickych
kvasinkovych kulturach, mimo jiné i geny pro MDR pumpy jako jsou PDRS5, SNQ2, YORI a
TPOI (Fardeau et al., 2007).

Vliv Pdrlp na rezistenci bun€k k toxickym latkdm zkoumali také Stepanov a
spolupracovnici (Stepanov et al., 2008). Represe tohoto proteinu ma za nasledek rapidni
zvyseni citlivosti k Sirokému spektru toxickych latek, naptiklad cykloheximidu, mikonazolu a
acetaminofenu. V postizenych buiikach se akumuluje rhodamin tfikrat vice nez v divokych,
coz znaci, Ze je poSkozeno odstraiiovani toxickych latek z buinky. Dochazi také ke sniZeni
hladin nékterych proteint regulovanych Pdrlp faktorem, zvlasté Pdr5p pump.

Pdr5p pumpa miZe transportovat z builkky stovky rOznych strukturné a funkéné
neptibuznych latek, naptiklad cykloheximid, mykotoxin a cerulenin. Snq2p zprostiedkovava
rezistenci bunék k mutagenim jako jsou 4-nitroquinoline-N-oxid a methyl-nitro-

nitrosoguanidin (Bauer et al., 1999).
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Obr. 9: Umisténi aktivnich MDR pump v koloniich. (A — D) Svisly pficny fez BR-F kolonii starou 36 hodin,
barveno ConA-AF a Nilskou ¢erveni. (A) Celou kolonii pokryva vrstva bunék nebarvitelnych Nilskou ¢erveni.
(B a C) Detail vrchnich (B) a spodnich (C) bunék odpovida rameckidm v obrazku A. (D) Odstrafiovani Nilské
Cervené z vrchni vrstvy bunck je redukovdno odstranénim transkripéniho faktoru Pdrlp a blokovano
nedostatkem energie zptisobenym NaN; nebo absenci Pdr5p a Sng2p MDR transportert. (E) Model regulace
MDR gent. (F) Lokalizace PdrSp-GFP v membranach vrchnich bun¢k kolonie a $picek ,.kofinka“ koreluje s
vrstvou nebarvitelnych bunék v A-C. (G) Model distribuce PdrSp a Snq2p (fialove) v kolonii. (H) Odstranovani
Nilské ¢ervené a lokalizace transporterti v koloniich riznych kmenti. Wt — wild type — divoky typ. Pievzato z
Vachova et al., (2011).
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4.2 Rezistence v priibéhu vyvoje biofilmu

MDR transportéry ptispivaji vyrazné k rezistenci biofilmii pouze v pocatecnich fazich
jejich vyvoje. S postupem ¢asu jejich prispévek znacné klesa a to az téméf k nule u vyzralych
biofilmi.

Tento zavér vychazi z vysledki mnoha studii. V jednom z nich sledovali Mateus a
spolupracovnici (Mateus et al., 2004) rezistenci biofilmil C. albicans k flukonazolu. V tomto
pokusu bylo pouzito vice metod, naptiklad sledovani zmén aktivit promotord, produkce
faznich proteini nebo zmén rezistence k toxickym latkdm. Jiz 15 az 30 minut po nasednuti
kvasinkovych bunék na podlozni sklicka byla pozorovana zvySena exprese geni MDRI a
CDRI kodujicich pumpy odstraiiujici toxické latky. Ve stejném Casovém useku byla v
buiikach schopnych produkovat fazni proteiny Cdrlp nebo Mdrlp s fluorescencnim
proteinem GFP pozorovana fluorescence, coz potvrzuje, Ze dochdzi nejen k transkripci genu,
ale také k jeho translaci. U planktonnich bunc¢k nebyla zvySena exprese genli pozorovéna.
Proto se ptredpoklada, ze pravé kontakt buiiky s podkladem vyvold expresi alesponi téchto
dvou genii. Jejich produkty - transportéry Mdrlp a Cdrlp - jsou pak patrn€ zodpovédné za
rezistenci bunck k toxickym latkdm, protoze dvé hodiny po nasednuti vykazuji buiky
stonasobné zvySeni tolerance k flukonazolu oproti planktonnim buiikdm v logaritmické fazi.
Naproti tomu kmeny mutantni v MDRI a CDRI jsou po dvou hodinach vyrazné citlivgjsi k
této latce (Mateus et al., 2004).

Ugast proteinti kodovanych témito geny CDRI, CDR2 a MDRI na rezistenci biofilmi k
flukonazolu potvrdili také Mukherjee a jeho spolupracovnici (Mukherjee et al., 2003).
Porovnavali rezistenci divokych kmenil, kment s deleci jednoho, dvou nebo vsech tii genti a
planktonnich bunék. Aby zjistili, ve kterych vyvojovych fazich se MDR transportéry podileji
na rezistenci biofilmu, provadéli testy odolnosti 6, 12 a 48 hodin od zaockovani. Divoky
kmen rostouci v biofilmu byl stale stejn€ vysoce rezistentni. Kmeny s deleci jednoho genu
mély rezistenci v biofilmu vice méné neporuSenou. Dvojnasobny a trojnadsobny mutant
vykazoval po 6 hodinach velmi snizenou odolnost oproti divokym kmenim, nicméné v
pozd¢jSich vyvojovych fazich se uz projevoval stejné jako nemutovany. Rezistence
odpovidajicich planktonnich bunék je po celou dobu nesrovnatelné niz§i v porovnani s
buitkami v biofilmu a neméni se v Case. Nejvic rezistentni z téchto planktonnich bunék je

divoky kmen a kmen s deleci MDR1, nejmén¢ pak trojny mutant (viz tabulka 3).
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MIC (pg/ml) pro kmen rostouci jako:
Kmen Genotyp Biofilm v ¢ase: Planktonni buriky v ¢ase:
6h 12h 48 h 6h 12h 48 h
CAF2-1 Wild type >256 >256 >256 2 2 2
DSY448 Acdrl 256 >256 >256 1 1 1
DSY465 Amdrl 256 >256 >256 2 2 2
DSY654 Acdr Acdr?2 64 >256 >256 1 1 1
DSY1050 Acdrl Acdr2 Amdrl 16 256 >256 0,13 0,13 0,13

Tab. 3: Minimalni inhibujici koncentrace MICs (minimum inhibitory concentrations) flukonazolu pro rtizné
kmeny C. albicans rostouci do urcitého ¢asového bodu jako biofilm nebo jako planktonni bunky. Pievzato z
Mukherjee et al., (2003).

Dalsi metodou pouzivanou Mateusem a spolupracovniky (Mateus et al, 2004) bylo
sledovani syntézy mRNA. Tento pfistup pfinasi diikaz o tom, ze pumpy pfispivaji k rezistenci
pouze v Casné fazi vyvoje biofilmu, ale ne uz u jeho vyzralych forem. Exprese MDRI, CDR2
a CDRI genu je vétsi v adherovanych bunkach (15 minut po pfisednuti) nez v buikach
planktonnich, a to dvojnasobné pro MDR1 a CDR?2 a ¢tyinasobné pro CDRI. KdyZ porovnali
expresi téchto genti v buinikach biofilmu, planktonnich buiikkach a takovych, které rostly
nejprve 2 hodiny pfisedle a poté byly uvolnény a kultivovany volné€, nebyly v kulturach
starych 24 hodin zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily. Pii porovnani 48 hodin starych
kultur byla exprese MDRI dvakrat niz§i v bunkach biofilmu neZ u planktonnich nebo
oddélenych bun¢k a exprese CDRI dokonce 9,5-krat nizsi. Z téchto vysledkit mizeme
vyslovit domnénku, Ze MDR pumpy hraji roli také v rezistenci planktonnich bunék, a to po
celou dobu jejich rlstu.

Analyza mnozZstvi mRNA CDRI a MDRI pomoci Northern blotu v biofilmech starych 6,
12 a 24 hodin pfinesla podobné vysledky. Nejvyssi hodnota byla namétend po 12 hodinach,
fluorescencniho substratu Rh123, ktery se akumuluje v bunkach postradajicich funkéni
pumpy (Mukherjee te al., 2003).

Na jinych kmenech C. albicans zjistovali mnozstvi mRNA gentt MDRI, CDRI a CDR2
také Ramage se spolupracovniky (Ramage et al., 2002a). Pokusy byly provadény na
biofilmech starych 24 a 48 hodin. Exprese MDRI genu byla po 24 hodinach velmi zietelna,
nicméné po 48 hodindch klesla témét na hranici detekovatelnosti. Hladiny mRNA CDRI a

CDR?2 byly piiblizné stejné v obou €asech a zaroven podstatn€ vyssi v porovnani s hladinami
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téchto mRNA ve stejné¢ starych planktonnich buiikach. V téch bylo mnozstvi vSech tii druhii
mRNA po oba Casy sotva detekovatelné. Tento vysledek je v rozporu s vySe zminénym
pokusem, ale rozdily mohou byt zpiisobeny jinymi kultivatnimi podminkami i rliznymi
kmeny C.albicans pouzitymi k pokustim. Oba vysledky se nicméné shoduji v tom, Ze exprese
MDRI genu s ¢asem klesd, ¢imz musi zakonité klesat také vyznam tohoto proteinu v
rezistenci biofilmu.

Vsem témto zjisténim se vymyka pokus Garia-Sanchez a jejich spolupracovnikt (Garia-
Sanchez et al., 2004), ktefi analyzovali a porovnavali exprese genl v buiikach rostoucich v
biofilmu a planktonné. V této studii se exprese genit CDRI, CDR2, CDR3, CDR4 a MDRI v

téchto dvou typech bunék nijak neliSila. Jedna se ale o zcela ojedinély vysledek.

Delece CDRI1, CDR2 ani MDRI gent neovliviiuje schopnost kment C. albicans tvofit
biofilmy. Mutovany i divoky biofilm maji stejnou morfologii, metabolickou aktivitu i suchou
vahu. Z toho vyplyva, Ze rezistence, kterou tyto pumpy vyvolavaji, neni zpisobena zménami
v rastu nebo morfologii biofilmu (Mukherjee et al., 2003). To také odpovida pozorovani, Ze se
rezistence projevuje jiz v dobé€, kdy jeSté neexistuje Zadny strukturovany biofilm, pouze

ptichycené buniky (Mateus et al., 2004).

4.3 Lokalizace MDR transportéri v koloniich

Lokalizace MDR transportéri byla podrobnéji zkoumana zatim pouze u kolonii
Saccharomyces cerevisiae. Zde existuje povrchova vrstva bun¢k, ktera efektivné odstraiiuje
fluorescenéni substrat Nilskou cerven. Pro toto odstraiiovani je nutna piitomnost MDR
transportéri PdrSp a Snqg2p. S pozorovanou aktivitou MDR pump vyhradné¢ v hornich
vrstvach kolonie souhlasi i bunééna lokalizace Pdr5p-GFP. V bunkach povrchové vrstvy
kolonie staré jeden a ptl dne je PdrSp-GFP piitomny pievazné na plasmatickych
membranach, kdezto ve vnitinich vrstvach kolonie se nachazi hlavné ve vakuolach, coz
vypovida o jeho degradaci (Vachova et al., 2011).

Také v koloniich hraji ziejmé MDR pumpy vyznamnéj$i roli v rezistenci pouze v
pocatecnich fazich vyvoje. V koloniich starych 24 az 36 hodin byla vrstva bun¢k s aktivnimi
PdrSp a Sng2p transportéry silnda 17,8 £2.5 um, po dvou dnech se ale znateln¢ ztencila,
zhruba na 11,5 um, a po sedmi dnech vymizela z celé kolonie kromé koncti podpovrchové

,kofenovité* struktury tvotené pseudohyfalnimi butikami (Vachova et al., 2011).
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5 Zavér

Nejvyznamné&j$imi prenaSeci toxickych latek u C. albicans jsou produkty gentt CDRI,
CDR2 a MDRI. Cdrlp pumpa patii do ABC proteinové nadrodiny a jejim substratem jsou
pfevazné azoly — flukonazol, ketokonazol a itrakonazol, dale pak naptiklad cykloheximid a
chloramfenikol. Velkou homologii k tomuto pfenaseci vykazuje Cdr2p, ktery se rovnéz mensi
meérou podili na rezistenci k azollim, a dale zfejmé ptispiva k rezistenci k echinokandiniim.
Treti dulezity pienaSe¢ je Mdrlp patiici do MFS nadrodiny, ktery z bunck odstranuje
flukonazol, cerulenin, brefeldin A a dalsi latky.

Tyto pumpy jsou produkovany v buiikach rodiciho se biofilmu ve zvySeném mnoZzstvi
oproti planktonnim buitkdm jiz dvé hodiny po adhezi bunck na povrch substratu. S touto
zvySenou expresi koreluje také zvysSend rezistence tohoto ¢asného biofilmu. Protoze v tomto
Case jeSt¢ neni pfitomna extraceluldrni matrix ani jiné struktury, které piispivaji k odolnosti
maturovanych biofilmi, je zfejmé, Ze rezistence je zplisobena pouze zvySenou produkci MDR
pump, které odstraniuji toxické latky z bunky.

Jak biofilm dozrava, exprese MDR pump se vyrazné sniZzuje aZ témé&f vymizi, nicméné
rezistence biofilmu zlstava stejnd. Lze tedy usoudit, Ze roli pump postupné piebiraji jiné
mechanismy a pumpy tudiz hraji roli v odolnosti biofilmii pouze v jejich pocatecnich
vyvojovych fazich.

Funkce MDR pump uzce souvisi s plazmatickou membranou, zvlast€¢ s obsahem
ergosterolu. Mnozstvi a zastoupeni sterold v membrané ovliviiuje Pdrl6p, ¢imz se nepiimo
podili na rezistenci bunék.

Lokalizace MDR transportérii uvnitft kvasinkové mnohobunécné struktury byla zatim
zkoumana pouze v jednom clanku, a to na kvasince S. cerevisiae, jejiz vyznamné MDR
prenasece jsou hlavné Pdr5p a Sng2p. Obe pumpy jsou schopné odstraniovat z bunky stovky
riznych strukturné a funkéné neptibuznych latek. V strukturovanych, biofilmu podobnych
koloniich S. cerevisiae jsou tyto transportéry lokalizované na plazmatickych membranach
bun¢k povrchové vrstvy kolonie, ktera tak chrani vnitini buiiky ptfed pilisobenim toxickych
latek.

K této tématice neni zatim provedeno mnoho pokusi, coZ ma za nésledek, ze se ziskané
poznatky Casto ruzni. Proto zde ziistava velké pole pasobnosti pro dalsi vyzkum, ktery by

jednou mohl pomoci k zefektivnéni 1é¢by nejen kvasinkovych infeket.
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