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Abstrakt: Jednym z hlavnych dévodov zlyhavania liecby infekcii sposobenych pa-
togénnymi mikroorganizmami je nadmerna expresia membranovych proteinov,
ktoré aktivne odstranuju lieky z buniek, ¢o vedie k fenoménu zvanému mno-
hopocetna liekova rezistencia MDR. V tejto praci sme sa zamerali na funkéna
charakterizaciu MDR pumpy Pdr5p u kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Overili
sme, ze je mozné pouzit diS-Cs(3) fluorescencni metédu na stanovenie vazbovych
miest, do ktorych sa substraty viazu vo viazbovej kapse pumpy ScPdrbp. Zame-
rali sme sa na studium véazbovej kapsy ScPdr5p pomocou triazolovych derivatov:
ravukonazolu, vorikonazolu a flukonazolu. Pomocou zénového testu sme ukazali,
ze vsetky tri Studované triazoly st substratmi pumpy ScPdrbp. Zistili sme, Ze
tieto strukturne anal6gy maji vyrazne odlisny vplyv na inhibiciu transportu po-
tenciometrickej fluorescencnej sondy diS-Cs3(3) pumpou ScPdrbp, a taktiez, ze
ravukonazol s vorikonazolom vzajomne kompetuji o transport pumpou ScPdrbp.
Vyuzili sme fluorescencény pristup k studiu vazby azolov do véazbovej kapsy pumpy
ScPdrbp pomocou benchmark substratov, ktoré sa viazu selektivne len do jed-
ného vazbového miesta vo vazbovej kapse pumpy ScPdrbp, a podporili sme tak
hypotézu, ze ravukonazol a vorikonazol sa viazu do viac ako jedného vazbového

miesta.

Klacové slova: kvasinka Saccharomyces cerevisiae, mnohopocetna liekova rezis-

tencia, pumpa Pdr5p, fluorescenénd sonda diS-Cs(3)
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Abstract: One of the main reasons for the treatment failure of infections caused
by pathogenic microorganisms is the overexpressing of efflux membrane proteins,
which actively remove drugs from cells, leading to a phenomenon called multidrug
resistance MDR. In this work, we focused on the functional characterization of the
MDR pump Pdrbp in the yeast Saccharomyces cerevisiae. We have verified that
diS-C3(3) fluorescence method can be used to determine the binding sites where
the substrates bind in the binding pocket of the pump ScPdrbp. We focused on
the study of the ScPdr5p binding pocket using triazole derivatives: ravuconazole,
voriconazole and fluconazole. Using disc diffusion assay, we showed that all th-
ree studied triazoles are substrates of the pump ScPdrbp. We have found that
these structural analogs have a significantly different effect on the inhibition of
the potentiometric fluorescent probe diS-Cj3(3) transport by the pump ScPdr5p,
and also that ravuconazole and voriconazole compete with each other for tran-
sport by the pump ScPdr5p. We have used a fluorescent approach to study the
binding of azoles to the binding pocket of pump ScPdrbp using benchmark sub-
strates, that bind selectively to only one binding site in the binding pocket of
the pump ScPdrbp, and we have supported the hypothesis that ravuconazole and

voriconazole bind to more than one binding site.

Keywords: yeast Saccharomyces cerevisiae, multidrug resistance, pump Pdrbp,
fluorescent probe diS-Cs(3)
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Uvod

Jeden z najvacsich problémov, ktorym celia lekari v boji proti infekciam spo-
sobenych patogénnymi mikroorganizmami je net¢innost lie¢by. Casto je potrebny
stubor liekov na vyliecenie infekcie sposobenej jedinym patogénnym organizmom.
Je to spbésobené tym, ze sa v poslednych desafrociach zacali vo vysokej miere
uzivat antibiotikd a antimykotika k liecbe infekcii a mikroorganizmy si vo¢i nim
vyvinuli rezistenciu ako prirodzent obranu proti latkam, ktoré ich poskodzuju
a tym dochadza k neuicinnosti tychto liekov. Bolo vytvorenych mnoho Siroko-
spektralnych antibiotik, ktoré bojuju proti prokaryotickym baktériam, avsak u
antimykotik je ich vyvoj narocnejsi, pretoze v tomto pripade ide o eukaryotické
organizmy, rovnako ako ludia. Je preto potrebnd opatrnost pri vyvoji novych
lieciv, aby kvdli evolucnej pribuznosti neboli hubené aj Iudské bunky.

Jednym z najucinnejsich mechanizmov obrany bunky je nadprodukcia trans-
memranovych proteinov, tzv. pamp, ktoré transportuju liek z bunky do vonkaj-
sieho prostredia a tym znizuju jeho vnitrobunkova akumulaciu. Tieto transportné
proteiny st schopné prenasat Siroké spektrum latok (lieciv) a je preto velky zau-
jem o Studovanie ich ¢innosti a hladanie ich t¢innych inhibitorov. Odolnost vocéi
viacerym lie¢ivam si takto vytvaraju napriklad aj rakovinové bunky, ¢o sposobuje
neucinnost liecby chemoterapeutikami.

Téato praca je zamerand na studium transmembranového proteinu Pdrbp u

kvasinky [Saccharomyces cerevisiad, ktory je za spotreby [ATP] schopny transpor-

tovat mnoho lie¢iv von z bunky, ¢im vysokou mierou prispieva k rezistencii buniek.
Tento protein je homologicky s Tudskym P-glykoproteinom, ktory sa vyznamne
podiela na rezistencii rakovinovych buniek.

Napriek tomu, ze je pumpa Pdr5p jedna z najprestudovanejsich, stale nie je
objasnend presna struktira jej vizbovej kapsy, pocet ani usporiadanie vazbo-
vych miest a Specifita transportovanych latok. V tejto praci nas preto zaujimala
funkcéna charakterizacia tejto pumpy, konkrétne blizsie prestudovanie jej vazbovej
kapsy, v ktorej sa nachadzaju vazbové miesta pre transportované latky.

Vyuzivali sme hlavne diS-C3(3) fluorescencnit metédu umoziujicu sledovanie
membranového potencidlu charakteristického pre zivé bunky a aktivity pumpy v
realnom case. Studovali sme viaceré azoly (lieky), u ktorych sme zistovali, ¢i st
prenasané sledovanou pumpou a do ktorych vazbovych miest vo viazbovej kapse
sa viazu. diS-C3(3) fluorescencnii metédu sme doplnili biologickymi zénovymi
testami umoznujicimi zistif, ¢i sa skimané latky viazu do toho istého vazbového

miesta, ¢i viacerych miest.



1. Teoreticka cast

1.1 Rezistencia patogénov voci liekom

V dnesnej dobe sa Tudstvo ¢oraz viac potyka s infekciami, ¢i uz bakterialnymi
alebo kvasinkovymi. Imunitny systém pacienta ako aj pokozka, ¢i sliznica si s
nimi v mnohych pripadoch dokaze poradit, avsak riziko na zdravie pacienta sa
znacne zvysuje so znizujucou sa imunitou. Paradoxne, v mnohych pripadoch je to
prave dosledok pokrokov v medicine. Znizeni imunitu maji mnohi pacienti, ¢asto
ti, ktor{ trpia inym vaznym ochorenim ako napr. onkologicki, ¢i [HIV] pozitivni
pacienti. Pri transplantaciach sa bezne uzivaja lieky na potlacenie imunity kvoli
maximalizacii akceptacie transplantatu, avsak riziko infekcie sa vyrazne zvysuje
a tym, zial, aj amrtnost pacientov. Taktiez, casté uzivanie Sirokospektralnych
antibiotik, ¢i antimykotik vedie k vyssej rezistencii patogénnych mikroorganizmov
voci tymto lie¢ivim a tym sa straca ich uc¢innost. Patogény sa prirodzene brania

voci latkam, ktoré ich hubia a vytvaraju si vocéi nim rezistenciu.

1.1.1 Priciny rezistencie kvasiniek voci liekom

Eukaryotické bunky, medzi ktoré patria aj kvasinkové bunky, sa brania proti
pre ne skodlivym latkam réznymi spdsobmi. Znizenie prieniku mnozstva latky
(lieku) do bunky docieli vhodnou zmenou zasttpenia lipidov a sterolov v plazma-
tickej membrane, ¢i zmenou zlozenia bunkovej steny. Na obrazku zZnazornené
¢islom 1. Znizenie permeability membrany vsSak nie je dostatoc¢ne efektivny sposob
obrany, pretoze nedokaze tiplne zabranit neziadicim latkam preniknit do bunky.
Casto je sprevadzand dalsimi mechanizmami, ktoré slizia k zniZeniu G¢innosti
danej latky na minimum [I].

Medzi najiacinnejsie metody patri nadprodukcia transmembranovych prote-
inov, tzv. pump. Na obrazku[l.1|znazornené ¢islom 2. Ich vysoky podiel na obrane
bunky spociva v tom, ze aktivne pumpuju Siroké spektrum latok von z bunky.
Zvysné metddy su casto obmedzené len na tizke spektrum liec¢ivych latok.

Dalsf mozny mechanizmus je zvysenie produkcie, & aktivity cielového enzymu
lieciva, ktoré potom nie je schopné uplne inhibovat biochemickd reakciu, ¢im
sa znizi jeho uéinnost. Casto dochddza aj k enzymatickej modifikdcii tak, aby sa
afinita k lie¢ivu vyrazne znizila, ale jeho funkcia ostala nezmenend [2]. Na obrazku

L1 znédzornené ¢islom 3 a 4.
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Obr. 1.1: Hlavné priciny rezistencie kvasiniek voci liekom. Prevzaté z [3].

Téato praca sa zameria na blizsiu charakterizaciu jednej z pump u kvasinky

[Saccharomyces cerevisiad prave pre jej nespecifickost, ¢o vedie k vysokej ti¢innosti

obrany bunky proti réznym lie¢ivam.

1.1.2 Mnohopocetna liekova rezistencia

Jeden z najdolezitejsich mechanizmov obrany bunky voci chemickym streso-
rom je aktivne odstranovanie cudzorodych latok von z bunky pomocou trans-
membranovych proteinov. Ich nadprodukcia vedie k fenoménu nazvanému mno-
hopocetna liekova rezistencia, oznacovana ako (z anglického
. 7 bunky je pomocou nich odstranované siroké spektrum strukttrne
aj funkéne odlisnych latok. Primarna funkcia pimp je chranif bunku pred to-
xickym stresom (odpadové a cudzorodé latky). Nadmernd expresia pimp vsak
vedie k zvysSenej odolnosti bunky voci liecbe antibiotikami, antimykotikami, ¢i
chemoterapeutikami a tym dochadza k zlyhaniu liecby ako infekcii sposobenych
patogénnymi mikroorganizmami tak aj nadorovych ochoreni [4]. Préave z tohoto
dévodu dochddza po nadmernom a dlhodobom uzivani antibiotik alebo antimy-

kotik k znizeniu ich 1c¢innosti na liecbu pacienta.

1.1.2.1 Ug&inok azolov

Azolové antimykotika st syntetické latky, ktoré si v dnesnej dobe beznou su-
castou lie¢iv réznych kvasinkovych infekcii vdaka ich vysokej efektivite a nizkemu
vyskytu vaznych neziadicich i¢inkov na pacienta [5]. Azoly patria prevazne medzi
fungistatika, to znamena, ze kvasinkové bunky prezivaju za pritomnosti azolu vo
svojom prostredi do urcitej koncentracie, avsak nie st schopné za jeho pritomnosti

rast ani sa mnozit [6].



Zakladny mechanizmus tuc¢inku tychto zlicenin je inhibicia cytochrom Pysg
l4o-lanosterol demetylazy, ktora je sucastou biosyntetickej drahy ergosterolu [6].
Premena kyseliny octovej na ergosterol z velkej ¢asti vyuziva rovnaké enzymy
ako biosyntetickd draha Tudského cholesterolu [7]. Désledkom tejto inhibicie sa
ergosterol casom vycerpa a naviac dochadza k hromadeniu toxickych sterolovych
medziproduktov, ktoré inhibuju rast kvasinkovej bunky [7]. Membrana je posko-
dena a tym moze byt lahsie priepustné pre dalsie lieCiva.

Zo strukturneho hladiska rozlisujeme derivaty imidazolu, medzi ktoré patria
napr. klotrimazol, ¢i bifonazol a derivaty triazolu, napr. ravukonazol, vorikonazol,
¢i flukonazol. Triaozolové zltceniny st v porovnani s imidazolovymi viac selek-
tivne a pomalsie metabolizované [§]. Preto maji maly vplyv na syntézu ergoste-
rolu, ale aj ludského cholesterolu a tym dochéadza k mensiemu vyskytu neziaducich
uc¢inkov na pacienta.

V praxi sa imidazolové derivaty vyuzivaju lokalne prevazne v dermatolégii,
najcastejsie vo forme krému, ¢i v gynekoldgii. Triazolové derivaty s vhodné na
liecbu systémovych infekcii, nielen koznych mykodz, ale aj mykéz sliznic a vnitor-
nych organov, podavané vo forme tabliet.

Hojné vyuzivanie azolovych zlicenin vsak spésobuje opacny efekt a vedie u
patogénnych mikroorganizmov k vzniku [MDR] ako ich prirodzenej ochrany vodi

stresorom.

1.2 Plazmaticka membrana

Plazmatickd membrana nachédzajica sa pod bunkovou stenou umoznuje tran-
sport zivin, metabolitov a iénov do vnutra a von z bunky. Membranou st obklo-
pené aj samotné organely, vtedy hovorime a tzv. vnitornej membrane.

Membrana je tvorena dvojitou vrstvou lipidov o hribke priblizne 5nm. Pre-
vazne obsahuje fosfolipidy, ale nachddzaji sa tam vo vysokom zastipeni aj gly-
kolipidy, ¢i steroly. Tieto amfipatické molekuly sa usporiadavaju tak, ze hydro-
filné hlavicky zabezpecuju polarny charakter membrany na jej povrchu a hydro-
fobne chvostiky tvorené mastnymi kyselinami zas hydrofébny charakter vo vnitri
vrstvy. Okrem lipidov sa v membrane nachadza mnozstvo Specifickych proteinov,
ktoré maju za tlohu transport latok cez membranu, katalyzaciu priebehu che-
mickych reakcii, ¢i sluzia ako receptory. Medzi najdolezitejSie patria steroly, v
pripade kvasiniek je to ergosterol. Slizi ako bioregulator membranovej permea-
bility, fluidity a asymetrie a pre kvasinkovi bunku je esencialny [9]. V Tudskych
bunkéch sa namiesto ergosterolu nachadza cholesterol. Struktirne sa liSia, avsak
funkciu plnia rovnak.

Samotna dvojita vrstva fosfolipidov je polopriepustna. Dokazu cez nu prejst

malé nenabité alebo hydrofébne molekuly. Pre bunku je vSak nevyhnutny pre-



nos vacsieho spektra latok, hlavne zivin, ¢o zabezpecuju transmembranové tran-

sportné proteiny.

1.2.1 Membranové transportné proteiny

Prechod cez membranu moéze byt pasivny alebo aktivny. Pasivny transport je
v smere koncentracného spadu a k prenosu nie je nutny prisun energie. Naopak,
aktivny transport si energiu vyzaduje, pretoze jeho smer je proti koncentracnému
gradientu. Podla zdroja energie sa rozliSuju primarne a sekundarne aktivne prote-
iny. Primarne aktivne proteiny ziskavajui energiu na presun latok cez membranu z
hydrolyzy (z anglického [Adenosine TriPhosphate)). V pripade, ze k prenese-

niu latky proti spadu koncentracného gradientu je energia ziskana z prenosu inej

latky (napr. proténov) v smere koncentraéného spadu, ide o sekundarne aktivne

proteiny.

Superrodina [MFS| (z anglického [Major Facilitators Superfamily|) je jednou z

rodin, ktora sprostredkovava transport latok za vyuzitia energie z elektrochemic-
kého gradientu proténov, pripadne inych latok cez bunkovii membranu. Do tejto
superrodiny patria transportéry z prokaryotickych aj eukaryotickych organizmov.
Spektrum prenasanych latok uniportom, symportom, ¢i antiportom tymito pro-
teinmi je siroké. Transportuji iény, cukry, aminokyseliny a taktiez lieky [10], ¢im
sa podielaji na obrane bunky.

Pumpy, ktoré boli zavedené v ¢asti[I.1.1] patria hlavne medzi primérne aktivne
proteiny. Proteiny superrodiny (z anglického |ATP-Binding Cassette]) sa na-

chadzaju nielen v kvasinkéch, ale aj vo vSetkych ostatnych organizmoch (bakte-

ridlnych, rastlinnych aj ludskych). Tieto pumpy primarne sprostredkovavaji pre-
nos latok von z bunky, pricom prendsaji Siroké spektrum latok (cukry, aminoky-
seliny, vitaminy, iény, lipidy, ¢i antimykotiké, chemoterapeutikd a mnoho dalsich)
[T1]. Do superrodiny patri celkovo Sest rodin: (z anglického
frug Resistancd)), [PDR] (z anglického [Pleiotropic Drug Resistance]), PRP/CFTR]
(z anglického [Multidrug Resistance-associated Proteins/Cystic Fibrosis Trans-|

membrane conductance Regulator]), [ALDp| (z anglického [AdrenoLeukoDystrophy]|
fprotein)), [YEF3| (z anglického [Yeast Elongation Factor 3) a [RLI (z anglického
IRNase L Inhibitor]). Najvacsia z nich je rodina ktora ma najvacsi podiel na
vzniku u kvasiniek [12].

Vécsina [ABC]| proteinov mé podobnu Struktiru. Typicky kvasinkovy protein

[ABC]sa skladé z dvoch homolégnych polovic. Kazda obsahuje hydrofilntt doménu
viazucu nukleotid (z anglického [Nucleotide-Binding Domainl|) a hydrofébnu
doménu (z anglického [TransMembrane Domain|) tvorent Siestimi trans-
membranovymi tsekmi [12]. su vzajomne tesne previazané a tvoria dimér
obsahujuci dve vazbové miesta pre [13]. Domény spolocne tvoria v membréne

por s velkou viazbovou kapsou, ktora obsahuje vizbové miesta pre transportované
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latky.

[ABC]| proteiny v eukaryotickej bunke st zndzornené na nasledujicom obrazku
[I.2] Vyobrazené st membranové [ABC]| proteiny lokalizované na povrchu bunky
ako aj vo vakuole, mitochondridch, ¢i peroxizémoch [I4]. Vyznacend je pumpa
Pdrbp, ktorej Studium u kvasinky je napliiou tejto prace, jej blizsi
popis vid v casti [1.3.2

Mdilp
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Obr. 1.2: Lokalizacia membranovych proteinov v kvasinkovej bunke. N je
jadro, V vakuola, ER endoplazmatické retikulum, GV Golgiho vezikuly, ES en-

dozémy, M mitochondrie a P je peroxizém. Prevzaté z [14].

1.2.2 Priebeh transportu lieciva

Transport substratov cez membrénu prebieha v Styroch krokoch, vid obr.[T.3]
Vychadza sa zo stavu, kedy vazbova kapsa, ktord je tvorend transmembranovymi
helixami, je otvorena smerom do cytoplazmy a z tejto strany ma vézbové miesto

vysoku afinitu na substrat.
I Naviazanie substratu z vnitra bunky do vizbového miesta [TMD]

IT V désledku kroku I déjde ku konformacnej zmene a umozni sa viazba dvoch

[ATP] do vazbovych miest v [NBD]

IIT Naviazanie[ATP]dod4 energiu potrebni ku konformaénej zmene oboch[NBD|
tak, ze sa pribliZia a vznikd uzavrety dimér. Vazba substratu na[TMD] teda

vedie k naviazaniu[ATP|na[TMD]a to vedie k zniZeniu aktivacnej energie na

tvorbu uzavretého diméru. V tomto kroku dochédza k velkej konformacne;
zmene [TMD] Vézbovéd kapsa transmembranovej Casti proteinu, ktord ma

naviazany prenasany substrat, sa otvori smerom von z bunky a substrat



sa uvolni. V tejto faze sa afinita vazbového miesta na substrat vyrazne
znizuje a tym sa zabrani opdtovnému naviazaniu substratu z vonka bunky
[15]. Hlavna konformaénd zmena pocas transportného cyklu teda nastéva
po naviazani nasledné hydrolyza nemé tak velky vplyv [16].

IV Hydrolyza naviazaného [ATP)] iniciuje prechod proteinu do jeho zakladnej
vnutrobunkovo orientovanej konfiguracie otvoreného diméru destabilizaciou
uzavretého diméru [13]. V poslednom kroku cyklu teda dochadza k
postupnému uvoltiovaniu P; a [ADP] protein sa vracia do zdkladného stavu

a nasledne je pripraveny na zahajenie nového cyklu.

Bolo ukdzané, Zze uvolnenie P;, zatial ¢o [ADDP] je stéle naviazané, obnovuje
vysoku afinitu vdzbového miesta na substrat [17]. V pripade, ze sa [ADP| ne-
uvolni, tak transportny cyklus nepokracuje [I8]. V pripade niektorych transpor-
térov moze naviazanie substratu do vysokoafinitného vizbového miesta na [TMD]
(krok 1) stimulovat uvolnovanie na konci jedného transportného cyklu a

vazbu na zac¢iatku nasledujiceho [13].
Q R&?&ﬂ’ﬁ.
U

Obr. 1.3: Priebeh transportu substratu pumpami v kvasinkovej bunke. (I)
Naviazanie substratu (¢ervena gulocka) z vnitra bunky do vazbového miesta
(oznacené fialovo). (II) Naviazanie oboch do vizbovych miest
(oznacené modro). (III) Dimerizdcia [NBD] Otvorenie vézbovej kapsy smerom
von z bunky a uvolnenie naviazaného substrétu. Hydrolyza [ATP} (IV) Prechod

proteinu do vychodzej polohy pre opatovné naviazanie lieCiva. Prevzaté z [19].



1.3 Kbvasinka |Saccharomyces cerevisiae

Pre vyskumné ucely tejto prace bola vybrana kvasinka |Saccharomyces cereviq

[siad, pretoze je najjednoduchsi modelovy eukaryoticky organizmus a zdrover ide
o najbeznejsi druh kvasinky. Hojne sa vyuziva v potravinarstve (pivné i vinne
kvasinky, na vyrobu peciva, atd.), ako aj v inych odvetviach, napr. vo farmécii
pri vyrobe liekov.

Tento jednobunkovy organizmus sa velmi rychlo mnozi (vegetativne pucanim,
ale aj pohlavne), je odolny a nendro¢ny na kultivaciu a preto je to najpreski-
manejsi druh kvasinky. Bol to prvy eukaryoticky organizmus, ktorého geném bol
kompletne sekvenovany. Mnoho bunkovych procesov je rovnakych ako u vyssich
eukaryot a taktiez aj stavba je porovnatelna so stavbou ludskej bunky. Preto
je stuadium kvasiniek vhodné na pochopenie zakladnych mechanizmov procesov
prebiehajucich v bunkach c¢loveka. Vzhladom na to, zZe kvasinka je jednobunkovy
organizmus, tak naviac obsahuje bunkovt stenu, ktora ju chrani pred mechanic-
kym poskodenim a proti osmotickému tlaku a periplazmu, ktora vypiﬁa priestor

medzi bunkovou stenou a plazmatickou membranou.

1.3.1 Rast kvasinkovej kultary

Rast kvasinkovych kultir v kvapalnom médiu obsahujicom fermenovatelny
substrat, napr. glukézu, prechadza roznymi fazami, ktoré je mozné vyjadrif po-
mocou rastovej krivky, vid obr.[I.4] Této krivka udéva zdvislost mnozstva buniek
na case, pocas ktorého prebieha kultivacia. Mnozstvo buniek je vyjadrené pomo-
cou optickej hustoty (z anglického [Optical Density|) v relativnych jednotkach.
Hodnota sa meria pomocou spektrofotometru na zaklade detekcie intenzity

svetla po prechode vzorkou.

Rychlost rastu kultury zavisi na viacerych faktoroch. Napr. na zlozeni média,
konkrétne obsahu cukru v nom, na vlastnostiach samotnej kvasinky a v neposled-
nom rade na teplote. Najrychlejsi rast sa dosahuje pri teplote 30 °C.

Po zaockovani kulttry si bunky zacnu ziskavat nutrienty z média avsak nedo-
chadza k mnozeniu buniek, len k ich prisposobeniu k novému prostrediu. Doba,
po ktort bunkova kultira ostava v tejto faze zavisi ako od zlozenia média, tak aj
od samotnych buniek, predovsetkym ich veku. Tejto faze hovorime tzv. lag faza.

Prechod k dalSej faze nastava vtedy, ked sa bunky zacénii mnozit. Hovorime
o log faze, ¢i exponencialnej faze, pretoze mnozenie ma exponencialny charakter.
Bunky sa mnozia rychlo, vyuzivaji zasoby cukru z média az kym sa tieto zasoby
zivin nespotrebuju.

Nésledne dochadza k pozastaveniu rastu a bunky prispésobuju svoj metabo-
lizmus do oxidativneho médu, kedy sa adaptuji na vyuzitie iného zdroja uhlika,

predovsetkym etanolu, ¢i glycerolu [20]. Tato prechodova faza je znama ako diau-
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xicky posun.

V post-diauxickej faze dochadza k obnoveniu rastu kvasinkovej kultiry, avsak
tento rast je vyrazne pomalsi ako v log faze. Je to sposobené tym, Ze bunky
vyuzivaju etanol, ktory bol vyprodukovany v predchadzajicej faze fermentacie.

Bunky vstupuju do stacionarnej fazy po vycerpani etanolu, dochéddza k tomu
priemerne za 4 az 7 dni od zaockovania do média [21]. Dochadza k zastaveniu rastu
kultary a bunky sa pripravuju na stres hladovanim. V tejto faze maju kvasinky
silnejsiu bunkovu stenu a si preto odolnejsie [22].

Priblizne po 10 dnoch od zaockovania dochadza k odumieraniu buniek v do-

sledku nedostatku zivin.

Diauxicky
posun

i

oD

Log Post-diauxicky Staciondrna
faza rast faza

L
4

<1 4-7
Doba rastu (dni)

Obr. 1.4: Rastové fazy kvasinky |S. cerevisiag v glukézovom médiu [21].

1.3.2 [MDR] pumpa Pdr5p
Kvasinka ma celkovo 31 génov, ktoré kéduju proteiny [23].

Védsina transportérov patri do rodiny [PDR] do ktorej sa radi aj protein Pdrbp.
Tento protein mé najvacsi vplyv na vzniku [MDR] u kvasinky spolu
s proteinom Sng2p a patria k najviac preskimanym transportérom. Dalsie pro-
teiny zo superrodiny [ABC] sa vyraznejsie prejavuji az za stresovych podmienok
(zniZenie pH, zvysenie osmolarity, hladovanie, ¢ tepelny Sok [24]). Lokalizacia
tychto [ABC]| proteinov v kvasinkovej bunke je zndzornend na obrazku

Protein Pdrbp je velky 160 kDa [25] a tvoria ho dve hydrof6bne transmem-
branové domény a dve hydrofilné nukleotid viazice domény [NBD] Stavbu
m4 podobni ako vacsina transportérov patriacich do superrodiny [ABC| Funkény
popis tohoto transmebranového proteinu sa zhoduje s popisom transportu lieciva
uvedenym v casti [1.2.2]

Transportér je homologicky s P-glykoproteinom, ktory je hlavny Iudsky

11



transportér, ktorého nadmerna expresia u rakovinovych buniek vedie k tomu, ze
az 40 % nadorov si vytvéara rezistenciu voci lie¢be chemoterapeutikami [4] a preto
je tak vysoky vyznam ich studia.

Protein Pdr5p je vysoko nespecificky, prendsané substraty mézu mat roznu
struktiru. To je jeden z hlavnych dovodov, preco je pumpa Pdr5p predmetom
viacerych vyskumov. Bolo ukazané, ze tento transportér nevyzaduje ionizaciu
substratov a je schopny prenasat latky, ktoré nemaji donory elektrénovych parov
[26].

Zaroven je prenos substratu priamo zavisly na jeho velkosti. Minimalna velkost
substratu bola uréend na 90 A%, optimalna je v rozmedzi ~200-225 A3 [26]. Malé
molekuly st schopné rychlo difundovat cez membranu, pricom tie véicsie maja
vyssiu pravdepodobnost, Ze sa zachytia vo vazbovej kapse transportéru a teda,
ze mozu byt pumpou prenesené cez membranu von z bunky.

Dalej bolo zistené, Ze vizbové kapsa pumpy Pdr5p obsahuje najmenej tri
vazbové miesta pre substraty (lie¢iva), ktoré sa lisia od tych nachddzajicich sa v
Tudskom P-glykoproteine [26]. Predpokladad sa, ze jedno z vazbovych miest vyuziva
na naviazanie substratu iba hydrofébne interakcie. Substraty st zaroven schopné

interagovat aj s viac ako jednym vazbovym miestom [26].

1.4 Membranovy potencial

Membréana je polopriepustna, to znamena, ze cez nu dokazu prechadzat urcité
malé nepolarne molekuly. Prostrednictvom kandalov, ¢i prenasacov sa sprostred-
kovava transport iénov, najcastejsie jednomocnych katiéonov Ht, K* a Na™, ale aj
napr. Ca?*, Cl~, pripadne malych nabitych molekil. Pri transporte jednotlivych
druhov iénov cez membranu, bud po koncentracnom gradiente alebo proti kon-
centracnému gradientu, dochadza k prenosu naboja, ktory nie je tiplne vykom-
penzovany prenosom opacne nabitych iénov rovnakym smerom alebo sthlasne
nabitych iénov opac¢nym smerom. Tym sa vytvara medzi vonkajsim a vnutornym
prostredim bunky nielen chemicka, ale aj ndbojova nerovnovaha, ktorej dosled-
kom je rozdiel elektrickych potencidlov medzi jednou a druhou stranou membrany.
Toto elektrické napatie na membrane sa v bunkovej bioldgii nazyva membranovy
potencial AW. Z vnitornej strany buniek je tento potencial zaporny.

Existencia membranového potencidlu ovplyviuje mnoho procesov na bunkovej
membrane, napr. transport zivin do buniek. V mitochondriach a chloroplastoch je
stcastou proténmotivnej sily, ktora pohara syntézu [ATP] teda ukladanie energie.
Niektoré procesy st membranovym potencidlom priamo riadené, napr. otvaranie
a zatvaranie niektorych iénovych kanalov, ktoré sprostredkovavaji prenos idnov
cez membranu po spade koncentracného gradientu. Preto je pre vsetky zivé bunky

jeho existencia nevyhnutna. Je teda jednym zo zakladnych atribitov vitalneho
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stavu bunky.

U kvasinky [S. cerevisiad, ako aj vSeobecne u kvasiniek, hib, ¢i rastlin, tvori
membranovy potenciil prevazne proténovd pumpa HT-ATP4za. Tento transmem-
branovy protein, oznacovany ako Pmalp, sprostredkovava prenos proténov cez
membranu za spotreby [ATP]| ¢im vytvéara a udrziava membranovy potencidl. Tato
pumpa tvori u kvasiniek az 20 % vsetkych membranovych proteinov [27] a preto
reguldcia jej aktivity sa prejavi zmenou membranového potencialu, ¢o ma za na-
sledok zmenu pH vo vnutri bunky. Jej aktivacia je mozna predovsetkym pridanim
glukdzy k bunkam [28], naopak pre inhibiciu sa priddva 2-deoxy-D-glukdza [29)].
U zivoc¢isnych buniek mé vysoky vyznam na vzniku membranového potencialu
pumpa Na®/KT-ATP4za, ktord funguje ako antiport. Stii¢asne pumpuje tri iony
Na® von z bunky a dva i6ny Kt do vnutra bunky proti ich koncentraénému
gradientu za spotreby [ATP]

1.4.1 Meranie membranového potencialu u kvasiniek po-

mocou fluorescenc¢nych sond

Pritomnost bunkovej steny je hlavnym dévodom toho, preco je meranie mem-
branového potencidlu u kvasiniek klasickou priamou metédou pomocou mikro-
elektrod prakticky nemozné. Bunkova stena totiz predstavuje velmi pruznu a
pevni mechanicktl bariéru pre vstup mikroelektrédy do bunky. Prienik mikro-
elektrody do bunky obklopenej bunkovou stenou spdsobi jej rozsiahle mechanické
poskodenie a kolaps membranového potencialu.

Preto s pre meranie membranového potencidlu u kvasiniek pouzivané fluores-
cen¢né sondy. St to silno fluoreskujiice organické molekuly, ktoré st pridavané do
vzorky zvonka. Existuje mnoho fluorescenénych indikatorov. Delia sa do dvoch
hlavnych skupin, rychle (elektrochrémne) a pomalé (redistribuéné). V molekuldch
sond dochédza k preusporiadaniu valen¢nych elektronov v zavislosti na membra-
novom potencidle, ¢o sa prejavi zmenami v absorpénych spektrach. Zmeny mem-
branového potencidlu je mozné tymito sondami sledovat radovo v milisekundach
(rychle sondy) az v sekundach, ¢i dokonca mintutach (pomalé sondy) [30].

Tieto molekuly st oziarené vhodnou vlnovou dlzkou, v dosledku ¢oho doché-
dza k absorpcii foténu a prechodu do vyssieho energetického stavu. 7 excito-
vaného elektronovo-vibra¢ného stavu rychlo relaxuje do najnizsieho excitovaného
singletného stavu a nasledne nastava emisiou fluorescencie prechod do zakladného
elektrénového stavu so zvysenou vibrac¢nou energiou. Emitovany foton mé nizsiu
energiu a fluorescenc¢né spektrum je preto posunuté k dlhsim vlnovym dizkam
v porovnani s budiacim ziarenim, vid obr.[I.5] Fluorescencné sondy st schopné
velmi citlivo reagovat na zmenu prostredia (zmena pH, zmena koncentracie neja-

kej latky, ai.), v ktorom sa nachddzaji zmenou meratelnych parametrov emisie.
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Obr. 1.5: Schéma znazornujuca absorpciu foténu po oziareni svetlom, relaxaciu
do najnizsieho excitovaného singletného stavu a nasledné vyziarenie fluorescencie
prechodom do zakladného stavu so zvysenou vibracnou energiou (vlavo). Posun

vinovej diZky emisného spektra oproti vlnovej dizke excitdcie (vpravo).

1.4.1.1 Potenciometricka fluorescen¢na sonda |diS-C;(3)|- néstroj pre

meranie membranového potencidlu a aktivity [MDR] pimp

K sledovaniu membrénového potencidlu kvasinkovych buniek a aktivity MDR]
pump lokalizovanych v membrane tychto buniek je v tejto praci vyuzivana flu-
orescencna sonda . Konkrétne je to 3,3'-dipropylthiakarbocyanin jodid,
ktorého Struktirny vzorec je zndzorneny na obr.[1.6] Fluorescenénd metéda vyuzi-
vajuca tito jodidovi sol bola vyvinuta na oddeleni biofyziky Fyzikalneho tstavu

UK v Prahe timom doc. Gaskovej (vediicej tejto préce).
| j\
N+)\CH=CH—CH T

CH,CH»CHj3 CH,CH2CH3

Obr. 1.6: Struktirny vzorec potenciometrickej sondy |diS-Cs(3)}

Téato jodidova sol vo vodnom prostredi disociuje na kladne nabiti sondu, tzv.
aktivnu formu. Vyhodou tejto sondy je, ze velmi jednoducho prechadza do bunky.
Zmenou jej vnutrobunkovej akumulécie je mozné sledovanie zmien membranového
potencialu v redlnom case a bez zmeny fyziologického stavu buniek. Tato mole-
kula je lipofilna, jednoduchy priechod cez lipidovi c¢ast membrany zabezpecuje
pritomnost hydrofébnych uhlovodikovych postrannych retazcov. Molekula sondy
je kladne nabitd a teda hnacou silou do vnutra bunky je aj existen-
cia membranového potencidlu, ktory je na vnitornej strane membrany zaporny.

Naviac, pociatoc¢na koncentracia sondy v bunke je nulova a preto do nej lahko pre-
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nikd po spade koncentra¢ného gradientu. Celkovo Zenie sondu do vnutra bunky
tzv. elektrochemicky gradient. Bunkova stena, naopak, spomaluje tento proces.
Sonda prenika do bunky az do chvile, kedy sa vyrovnaju elektrochemické poten-
cidly molekul sondy zvonka a zvnitra bunky. Spravidla dochadza k rovnovahe
po niekolkych sekundéch, ¢i mindtach. V stave termodynamickej rovnovahy plati
Nernstova rovnica (1.1, Tento vztah udéva zavislost velkosti membranového po-
tencialu AW pre urc¢itu koncentraciu sondy v médiu c,,; na koncentracii sondy vo
vnutri bunky c;,.

Ay = _BLy, (1.1)

z2F coum

kde AV je velkost membranového potencialu, R je plynova konstanta, T je ab-
solutna teplota, z je valencia prislusného i6nu, F' je Faradayova konstanta, c;, je
koncentracia sondy vo vnutri bunky a ¢, je koncentracia sondy v médiu.

Pre meranie membranového potencialu je potrebné selektivne stanovenie kon-
centracie sondy mimo bunku a vo vnutri bunky. Vztah medzi koncentraciou a
intenzitou fluorescencie je linedrny v pripade, ze je nizka koncentracia sondy.
Zistenie intenzity fluorescencie zvonka bunky a zvnutra bunky umoznuje ziskat
informaciu o membranovom potenciale bunky pomerom tychto hodnot.

Avsak, po prieniku sondy do bunky dochadza k jej vazbe na makromolekuly,
pripadne k tvorbe nefluoreskujicich agregatov, ak je vysoka koncentracia sondy v
bunke. V tomto pripade potom fluorescencia neodpoveda skutoc¢nej koncentrécii
sondy. V pripade sondy je tvorba agregatov zanedbatelna pri pouzi-
vanych koncentraciach, avsak reverzibilna viazba na makromolekuly v cytosole
ma vysoky vplyv na intenzitu fluorescencie. V dosledku tejto vazby dochadza k
spektralnemu posunu maxima fluorescencie az o 13nm smerom do cervenej ob-
lasti spektra a taktiez dochddza k nérastu intenzity fluorescencie sondy [31], vid
obr.[I.7] To m4 za nasledok, Ze samotné zistenie intenzity fluorescencie neumoz-
nuje urcit koncentraciu sondy a teda ani membranovy potencial. K rovnovahe
medzi volnou a viazanou sondou v bunke dochadza velmi rychlo, radovo v sekun-

dach.

15



(%}

o
I

Intenzita fluorescencie (rel.j.)

¥

0 - T T T T T
540 560 580 600 620

Vinova dizka (nm)

Obr. 1.7: Posun maxima a intenzity fluorescencie po naviazani sondy |diS-Cs(3
na makromolekuly v cytosole bunky. Fluorescencné spektrum volnej sondy je

oznacené zelenou a fluorescencéné spektrum viazanej sondy cervenou farbou.

V pripade, Ze je sonda pridavana v omnoho nizsich koncentraciach ako je kon-
centracia makromolekl, tak st mnozstva volnej a viazanej sondy vo vnitri bunky
vzajomne umerné. To znamend, Ze pre urcité rozmedzie pouzitej koncentracie
sondy ostava konstantny pomer volnej a viazanej sondy. V désledku toho ostava
konstantny posun maxima emisného spektra vyslednej fluorescencie [32] danej
superpoziciou prispevkov od volnej a od viazanej sondy. Tento posun maxima
nezavisi na celkovej koncentracii sondy. Meni sa teda iba intenzita fluorescencie.

Pokial teda pridavame potenciometrick sondu k suspenzii buniek,
dochadza k jej prieniku do buniek a k okamzitej rovnovahe medzi volnou a viaza-
nou sondou. Prienik prebieha az do ustavenia elektrochemickej rovnovahy medzi
koncentraciou volnej sondy zvonka a zvnutra bunky, tiez nazyvanej ako dyna-
micka rovnovaha. Pomer tychto koncentracii odpovedd AWV a plati Nernstova rov-
nica [I.I} 'V pripade kvasinkovych buniek, u ktorych sa nachddza bunkové stena
spomalujica prienik sondy cez membranu do vnutra bunky, je mozné sledovat
vstup sondy do buniek v case pomocou monitorovania polohy maxima fluorescen-
cie, ktora priamo odraza aktualnu koncentraciu sondy v bunke. Zavislost polohy
maxima fluorescencie na Case sa nazyva farbiaca krivka, vid obr.[L.8 Sposob jej
merania je tzv. metoda farbiacich kriviek.

7 tvaru farbiacej krivky je mozné vycitat, po akom case dojde k ustaveniu
rovnovahy medzi koncentraciou sondy zvonka a zvnutra bunky. V pripade kva-
sinky bola tédto hodnota urcend na priblizne 20-30 min [33]. Dalej
farbiace krivky umoznuju odlisit bunky, ktoré maji réozny membranovy potencial,
vid obr.[L8
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Obr. 1.8: Farbiace krivky udavajice zavislost polohy maxima fluorescencie na
case. Modra farbiaca krivka prislicha bunkdm s vysokym membranovym poten-
cidlom, zlta prislicha bunkam s nizkym membranovym potencidlom v dosledku
vystavenia buniek stresoru interagujiceho s membranou. Ustavenie dynamicke;j

rovnovahy je znazornené zvislou priamkou.

Pridanie stresoru k bunkam interagujiceho s membranou vedie k znizeniu
membranového potencidlu, pricom nezalezi na tom, ¢i bol pridany k bunkam
pred alebo az po pridani fluorescencénej sondy. Je teda mozné sledovat casovy
v§voj maxima fluorescencie smerom k niz§im vlnovym dlzkam (do modrej oblasti
spektra) po pridani stresoru.

Metodou farbiacich kriviek je mozné sledovanie nielen tic¢inku stresoru v cCase,
ale aj ¢innost i6novych kanalov pasivne trnasportujtcich iény cez membranu,
¢im menia hodnotu membranového potencialu, ale aj ¢innost piump aktivne od-
stranujucich cudzorodé latky z bunky. Tieto pozorovania zmeny membranového
potencialu sa potom porovnavaju s mutantnymi kmenmi, ktoré neobsahuju dané
kandly, ¢i pumpy, pripadne sa pouziju ich zname inhibitory, a tym sa ziska obraz
o aktivite Studovanych transportnych proteinov.

Bolo zistené, ze sonda je transportovana hlavnymi pumpami kva-
sinky [34]. Nésledne bolo ukdzané, ze dve hlavné pumpy tejto kva-
sinky, Pdrbp a Snq2p, aktivne odstranuju tuto fluorescencéni sondu von z buniek
[35]. Metéda farbiacich kriviek je preto vhodnda aj na Studovanie ¢innosti
pamp u kvasinkovych buniek.

Aktivita pumpy sa zisti z diferencie farbenia kmena obsahujiceho dant pumpu
a mutantného kmena bez pumpy. Membranovy potencial buniek totiz nie je
ovplyvneny ¢innostou tychto pump a taktiez naopak, pritomnost pimp v mem-
bréane neovplyviuje jej hodnotu membranového potencialu [35].

Velkost membranového potencialu ako aj expresia a aktivita paump Pdrbp a

Sng2p s vysoko zavislé na veku buniek, tj. na rastovej faze, v ktorej sa na-
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chadzaju, vid obr.[1.4 V pripade starsich buniek sa velkost ich membranového
potencidlu znizuje [35]. Taktiez u starsich buniek uz nedochadza k expresii nie-
ktorych pimp, avsak po pridani zivin k bunkdm (napr. glukézy) je mozné ich
resyntetizacia [36].

V ramci tejto prace sa k zistovaniu inhibitorov pumpy Pdrbp vyuziva sonda
diS-C3(3), pretoze bolo ukazané, ze je substratom vsetkych troch identifikova-
nych vazbovych miest tejto pumpy [37]. Zistenie prebiehalo na sérii experimentov
za vyuzitia ako sondy , tak aj substratov pumpy Pdr5p viazucich sa
Specificky len do jedného z vazbovych miest v jej viazbovej kapse.

Sonda je potencidlne velmi prinosna aj k vyhladédvaniu inhibito-
rov a substratov priamo na Iudskych bunkach, pretoze je substratom taktiez P-
glykoproteinu, Tudske;j pumpy.

1.4.1.2 Vyuzitie metdédy farbiacich kriviek

V tejto préaci je vyuzivana metéda farbiacich kriviek za icelom detekcie, ¢i je
skiimand latka (azol) substratom pumpy Pdr5p a do ktorych viazbovych miest v
jej vazbovej kapse sa viaze.

Vezmime si bunky kvasinky neobsahujice pumpu. Takyto kmeri
sa oznacuje AD1-3. Po pridani sondy dochédza k jej prieniku do bunky
az sa dosiahne dynamickéd rovnovaha, vid obr.[I.9} Poloha maxima fluorescencie
stipa k vy$im vlnovym dizkam, smerom k Cervenej oblasti, vid obr.[1.10, V
termodynamickej rovnovahe plati Nernstova rovnica 1.1 Po pridani substratu
sa farbiaca krivka vécSinou nemeni, pretoze nie je mozné pumpovanie ziadnej
latky von z bunky. Moze vSak dojst k poklesu maxima fluorescencie v doésledku
interakcie s povrchovymi struktirami mikroorganizmu.

V pripade, Ze si vezmeme bunky kvasinky obsahujice pumpu
Pdrbp, znacené AD12, tak po pridani sondy taktiez dochadza k jej
prieniku do bunky, ale vzhladom na to, zZe je substratom pumpy, tak nou je
vypudzované von z bunky, vid obr.[I.9] V tomto pripade uZ neplati spominand
Nernstova rovnica . Poloha maxima fluorescencie stipa k vys$im vlnovym diz-
kam len miniméalne. Po pridani latky, ktora je tiez substratom pumpy Pdrdp
dochadza ku kompetitivnej inhibicii transportu sondy. To znamena, ze testovana
latka (azol) kompetuje so sondou o transport pumpou, v désledku ¢oho déjde k
navyseniu maxima fluorescencie, vid obr.[I.10] Pokial navySenie dosiahne rovnaki
hodnotu ako v pripade kmena AD1-3 (bez pumpy), tak dochadza k 100 % inhi-
bicii transportu sondy, hovorime o tzv. Uplnej inhibicii transportu sondy, kedy
sa testovana latka viaze do vsSetkych troch miest vo vazbovej kapse pumpy ako
sonda. V pripade nizsieho navysenia hovorime o saturovanej inhibicii transportu

sondy, kedy sa skimana latka neviaze do vSetkych viazbovych miest ako sonda.
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Obr. 1.9: Schematické znazornenie bunkypo pridani sondy |diS-Cs(3

a dal$ieho substratu pumpy Pdr5p. Kmen ADI1-3 (vlavo): vstup sondy (Cervené
gulocky) do bunky ovplyviiuje AV. Kmen AD12 (vpravo): kompetitivna inhibicia

transportu sondy substratom cez pumpu Pdrbp.

Rozsah inhibicie transportu sondy v % inym substratom pumpy (Studovanou

latkou) je mozné urcit pomocou maxima fluorescencie, vid rovnica

A
Rozsah inhibicie transportu sondy = (1 — E) x 100, (1.2)

kde A oznacuje rozdiel rovnovaznych hodnét maxim fluorescencie medzi kmenmi
AD1-3 a AD12 po pridani substratu a B je rozdiel rovnovaznych hodnét maxim
fluorescencie tychto kmerov bez pridania substratu, vid obr.[1.10, Pomer A/B

predstavuje zvyskovi aktivitu pumpy po pridani substratu.

AD1-3
578 - )
576 -
E 574 - B
= |
8 572 -
<
570 - AD12
568 + Substrat
0 20 40 60
Cas (min)

Obr. 1.10: Vyvoj farbiacich kriviek pre kmene AD1-3 a AD12 po pridani sub-

stratu.
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Metodou farbiacich kriviek je mozné zistif aj konkrétne miesta, do ktorych sa
skimana latka viaze. Vyznam to méa v pripade saturovanej inhibicie transportu
sondy. Vyuzivaju sa zname substraty pumpy Pdrb5p, ktoré sa selektivne viazu len
do jej jedného konkrétneho vazbového miesta. Takéto latky nazyvame benchmark
substraty. Bolo zistené, Ze do miesta 1 vo vazbovej kapse kvasinky [S. cerevisiad sa
specificky viaze latka 2-(metyl-trityl-amino)-etanol, oznac¢ovana ako , do
miesta 2 sa viaze tritylimidazol, oznacovany ako [T] a do miesta 3 sa viaze tetra-
butylcin, oznacovany ako [26], 138, 39]. Ich struktirne vzorce st vyobrazené
na obr.2.3
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2. Material a priprava vzoriek

V tejto casti sa nachadza prehlad pouzitych chemikalii, postup pripravy kva-
sinkovej kultiry a merania fluorescencnou metédou. Nasleduje stru¢ny popis po-
uzitého spektrofluorometra. Na jej konci je uvedeny popis doplnujicich biologic-

kych testov.

2.1 Studované kmene

Téato praca sa zaobera studovanim vézbovej kapsy jednej z hlavnych pump
kvasinky Pdr5p. Z toho dévodu bol k studiu vybraty kmen AD12
obsahujici iba skiimani pumpu. Metdda farbiacich kriviek vyzaduje porovnanie
s kmenom bez obsahu pump, vid a preto dalsim skiimanym kmenom bol
kmen AD1-3.

Kmen Genotyp ‘ Poznamka

AD12  MATa, PDR1-3, ura3, hisl Deletované pumpy Yorlp a Snq2p,

yorl A::hisG, snq2A::hisG nadprodukcia pumpy Pdrbp
AD1-3 MATa, PDR1-3, ura3, hisl  Deletované pumpy Yorlp, Snq2p
yorlA::hisG, snq2A::hisG, a Pdrbp
pdrbA::hisG

Tabulka 2.1: Pouzité kmene kvasinky [S. cerevisiae

Zasobné kvasinkové kultiry oboch kmenov st uchovavané zmrazené na -80 °C
v médiu pozostavajucom z glycerolu, glukézy, pepténu a kvasinkového extraktu,
vid tab.2.2

Chemikalia ‘ Obsah ‘ Vyrobca

Glycerol 60%  Lach-Ner
D-glukéza 10% Sigma
Peptén 20 % Oxoid
Kvasinkovy extrakt 10 % Serva

Tabulka 2.2: Zlozenie zasobnej kvasinkovej kultury.

2.1.1 Kultivacia buniek

Z konzerv obsahujticich zasobné kvasinkové kultiry sa odoberie malé mnoz-

stvo buniek pomocou sterilnej klucky na Petriho misku obsahujicu 2 % agar, vid

21



tab.[2.3] Nésledne sa nechd rast v inkubatore pri teplote 30 °C po dobu 24 h. V na-
som pripade bol pouzity inkubator Incucell 55. Po inkubécii st misky s obsahom
kultiry kvasinky uskladnované v chladnicke pri teplote 4 °C.

Nésledne sa vytvori inokulum odobratim malého mnozstva kvasiniek z pri-
pravenej misky pomocou sterilnej kluc¢ky do 10 ml [YPD] média, vid tab.2.4] v
Erlenmayerovej banke o objeme 50 ml. T4 sa necha v trepacom kupeli pri teplote
30°C po dobu 24 h aerébne kultivovat. Takto pripravené inokulum sa nasledne

uchovava v chladnicke pri teplote 4 °C.

Chemikalia | Obsah | Vyrobca
Kvasinkovy extrakt 20g Serva
Pepton 10g Oxoid
Agar 10g (20g) Roth
D-Glukéza 20g Sigma
Destilovana voda 1000 ml —

Tabulka 2.3: ZloZenie [YPD| agaru 1% (2 %).

Chemikdlia | Obsah | Vyrobca

Kvasinkovy extrakt 20g Serva
Peptén 10g Oxoid
D-Glukoza 20g Sigma
Destilovana voda 1000 ml —

Tabulka 2.4: Zlozenie [YPD| média.

2.1.2 Priprava vzoriek k meraniu metédou farbiacich kri-
viek

Den pred samotnym meranim sa z vytvoreného inokula odoberie vhodné
mnozstvo, v nasom pripade 1-5pl, a zaockuje do cerstvého 10ml [YPD] média.
Bunky sa nechaju kultivovat v trepacom kiipeli pri teplote 30 °C kym dosiahnu
pozadovant fazu rastu, priblizne 22 h.

Tesne pred meranim st vzorky pripravované z kultiry buniek kvasinky [S]
v exponencidlnej fize rastu, hodnota je idedlna v rozpati 4 az
8. V nasom pripade bol pouzity spektrofotometer Amersham Biosciences No-
vaspec 1II a svetelny zdroj o vinovej dizke 578 nm, ktory odpoveda zltej farbe
vo viditelnej oblasti svetla. Kalibracia spektrofotometra udava nulovit hodnotu

na vzorke destilovanej vody. Nasledne sa bunky dvakrat premyju destilovanou
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vodou a resuspenduju taktiez destilovanou vodou, pripadne [C-P] pufrom. Centri-
fugdcia prebiehala po dobu 2 min rychlostou 3000 ot./min. Bunky st vo vhodnom
mnozstve pridané do pripraveného [C-P| pufru, vid tab.[2.5 tak, aby bola hodnota
OD 0,125 £ 0,003. [C-P] pufer sa pred pridanim buniek ohrieva na teplotu 30°C.
Vzorky sa pripravia napipetovanim 3 ml vzniknutej suspenzie buniek do kazdej z

pripravenych kyviet o optickej drédhe 1 cm.

Chemikalia Obsah Vyrobca
NayHPO,4.12H,0O 3,6g Sigma
(Hydrogénfosforecnan disodny
dodekahydrat)

Destilovana voda 1000 ml —

Kyselina citrénova (bezvodd) — Titrdcia na pH6  Penta

Tabulka 2.5: Zlozenie |C-P| pufru 10 mM.

2.2 Skumané latky

Na stidium funkcie vizbovej kapsy pumpy Pdr5p kvasinky boli

pouzité viaceré azoly. Struktiirne vzorce studovanych imidazolovych derivatov
(klotrimazol a bifonazol) st zndzornené na obr.2.1} Skiimané triazolové deri-
vaty boli tri: ravukonazol, vorikonazol a flukonazol, ktorych struktirne vzorce
st zndzornené na obr.[2.2l Rovnakou farbou si vyznacené rovnaké casti tychto
troch latok, z ¢oho je vidief, ze vSetky tri maja velmi podobnu struktiru, avsak
aj malé rozdiely maji velky vplyv na inhibiciu transportu sondy cez
pumpu Pdrbp. VSetky studované latky maju vysoky potencial k liecbe réznych in-
fekcii sposobenych patogénnymi mikroorganizmami, napr. spominané triazolové

zlu¢eniny boli vyhodnotené ako vysoko t¢inné pri liecbe kandid6z [40].

A B

CLo Y Ve

Obr. 2.1: Struktirne vzorce pouzitych imidazolovych derivatov: (A) klotrimazol
a (B) bifonazol.
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Obr. 2.2: Struktirne vzorce pouzitych triazolovych derivatov: (A) ravukonazol,
(B) vorikonazol a (C) flukonazol.

Pre urcenie konkrétneho véizbového miesta daného azolu, ¢i viacerych véz-
bovych miest, si pouzité benchmark substraty. Ako uz bolo uvedené v sekcii
1.4.1.2 viazu sa selektivne iba do jedného znameho vazbového miesta v kapse
pumpy Pdr5p. V nasom pripade st pouzité benchmark substraty [MTAE] viaziice
sa do miesta 1, [TT] viazice sa do miesta 2 a [TBT] viazice sa do miesta 3 vo

vazbovej kapse pumpy Pdrbp. Ich Struktirne vzorce si uvedené na obr.[2.3]

C
(Nr’:,) H,C CH
' O oo™
N\/\OH O HgC\/\/ \/\,CH;;

Obr. 2.3: Struktiirne vzorce pouzitych benchmark substratov: (A) [MTAE, (B)
a (C) [TBT}

Substrat ‘ Vyrobca ‘ Rozpustadlo
diS-C3(3) Fluka Etanol
(3,3'-dipropylthiakarbocyanin jodid) (pre [UV| spektroskopiu)
Klotrimazol Sigma DMSO

(Dimetylsulfoxid)
Bifonazol Sigma DMSO
Ravukonazol Sigma DMSO
Vorikonazol Sigma DMSO
Flukonazol Sigma DMSO
MTAE Sigma DMF
(Dimetylformamid)
ﬂ AlfaAesar DMF
TBT Sigma Acetén

Tabulka 2.6: Prehlad pouzitych substratov.
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2.3 Fluorescen¢né merania

Do pripravenych kyviet s bunkovou suspenziou je 30 s pred prvym fluorescenc-
nym meranim pridana sonda . Jej struktirny vzorec a blizsia Specifikacia
st uvedené v sekcii [1.4.1.1] Pouzivand koncentracia roztoku sondy je 3x107¢ M,
idedlne mnozstvo jej pridavania k bunkovej suspenzii st 4 pl. Pri vyssej hodnote
st pumpy buniek AD12 prilis namdhané, ¢o sa prejavuje stipanim intenzity a
vlnovej dizky farbiacej krivky. Fluorescentné spektrd s merané pri izbovej tep-
lote v intervaloch 5-10 min, zélezi od mnozZstva meranych vzoriek. Pred kazdym
meranim je kyveta jemne pretrepana.

Touto metddou je mozné sucasné meranie viacerych vzoriek, v nasom pripade
10 az 15. To znamena, Ze je mozné sledovanie vyvoja farbiacich kriviek v case
stucasne pre viaceré vzorky liSiace sa skimanym kmenom, pridanym azolom, ¢i
benchmark substratom v réznych ¢asoch. Taktiez umoznuje merania v Sirokom
koncentracnom rozmedzi pridavanych substratov k bunkam. Merania prebiehali
po dobu 90-100 min, kedy je uz mozné jednoznacné uréenie rovnovaznej hodnoty

farbiacej krivky pre kazdu skiimani vzorku.

2.3.1 Spektrofluorometer

Pre merania fluorescencénych emisnych spektier bol pouzity spektrofluorometer
FluoroMax®-4 od spolo¢nosti Horiba Jobin Yvon. Ako zdroj excita¢ného Ziarenia
je pouzitd xenénova lampa, excitaéna vinova dizka je 531 nm. Elimindcia rozp-
tyleného svetla je zabezpecovana oranzovym sklenenym filtrom s cut-off vinovou
dlzkou 540 nm. Emisné spektra boli merané v rozsahu vlnovych dlzok 560-590 nm,
pretoze fluorescencné spektrum volnej sondy mé maximum na 569 nm, maximum
fluorescencie viazanej sondy sa postva priblizne o 13 nm vyssie. Zmeranie jedného
emisného spektra vzorky trva 20s. Namerané data si k dispozicii prostrednictvom
softvéru FluorEssence™. Viac informdcii je mozné ndjst v manudli pouzitého

spektrofluorometrall|

2.4 Biologické testy

Fluorescenéné merania je vhodné doplnit biologickymi testami. V tejto praci
boli na podporu fluorescencnej metddy farbiacich kriviek zvolené zénové testy,

ktoré umoznuju stanovit, ¢i je Studovana latka substratom danej pumpy.

"https://www.horiba.com/fileadmin/uploads/Scientific/Downloads/UserArea/
Fluorescence/Manuals/FluoroMax4_4P_Manual_USB.pdf
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2.4.1 Zobnovy test

Z pripraveného inokula, vid sekcia je zaotkované vhodné mnozstvo (ra-
dovo jednotky pl) do 10 ml média (tab.[2.4). Po kultivdcii v trepacom kipeli
pri teplote 30°C do pozadovanej fazy rastu sa bunky dvakrat premyju destilo-
vanou vodou, centrifugécia prebiehala po dobu 2min rychlostou 3000 ot./min.
Bunky sa resuspenduju destilovanou vodou, pripadne pufrom (tab.. 70
vzniknutej suspenzie sa vezme urcité mnozstvo a prida sa do 1% agaru
(tab.2.3)) tak, aby vyslednd koncentracia bola 10% buniek/ml. 10 ml vzniknutého
agaru s kvasinkovymi bunkami o teplote priblizne 45 °C sa vyleje na Petriho misku
o priemere 9 cm, na ktorej je stuhnutych 15ml 2 % agaru (tab.. Agar sa
necha stuhnut, priblizne po dobu 20 min, a nasledne sa nan poukladaji kruhové
terciky z filtracného papiera. Na ne sa nanesie pozadované mnozstvo skiimane;j
latky (azolu) a misky sa nechaju v inkubétore pri teplote 30 °C po dobu 48 hodin.
V pripade studia kompetitivnej inhibicie transportu dvoch roznych substratov cez
skiimanu pumpu sa obe latky nanest na ten isty terc¢ik v ¢asovom rozme-
dzi 15min. Po dobe inkubacie si misky vyfotografované a si studované velkosti
inhibi¢nych zon.

Latka, ktora bola aplikovana na filtracny papierik pocas doby inkubacie di-
funduje a vznika v jeho okoli inhibi¢na zoéna, tj. oblast, kde nedochadza k rastu
buniek. Jej velkost zavisi od ucinnosti danej latky pri inhibicii rastu buniek.
Skutocnost, ¢i je skimana latka substratom danej pumpy sa zisti z porovnania
velkosti inhibi¢nych zén pre kmen s obsahom pump a pre kmen bez nich. V pri-
pade buniek s obsahom pump, ktoré aktivne odstranujia aplikovanu latku von z
bunky, dochadza k znizeniu inhibi¢nej tc¢innosti danej latky, ¢o sa prejavi men-
Sou, pripadne ziadnou inhibi¢nou zénou v okoli terc¢ika. V pripade kompetitivne;j
inhibicie dvoch substratov je pozorovand vécsia inhibicna zoéna ako po pridani
kazdého z nich samostatne. Je to sposobené faktom, ze obe latky kompetuju o

transport tou istou pumpou a teda sa v bunke hromadia viac.
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3. Vysledky a diskusia

Bezpochyby najvyznamnejsim z obrannych systémov, ktoré si bunky (bakté-
rie, kvasinky a zivoc¢isne bunky vratane Iudskych) v priebehu evolicie vyvinuli
proti toxickym uc¢inkom najroznejsich typov chemickych latok je nadmerna pro-
dukcia membréanovych proteinov (pimp), ktoré si zodpovedné za odstranovanie
cudzorodych latok z buniek. Tieto pumpy st na rozdiel od inych vysoko selek-
tivnych kanalov a pump sprostredkovavajucich transport fyziologicky relevant-
nych latok (prijimanie Zivin, odstranovanie odpadnych latok a transport malych
anorganickych iénov a proténov) cez plazmatickii membréanu relativne nese-
lektivne. Jedna takda pumpa je schopnd odstranovat Siroké spektrum réznych

struktirne a funkéne odlisnych latok, liekov, a preto st tieto pumpy zodpovedné

za fenomén zvany ,mnohopocetnd liekovd rezistencia“ (anglicky [MultiDrug Re-|

. V dosledku vysokej rezistencie buniek s nadprodukciou pump v
plazmatickej membrane voci sirokému spektru odlisnych liec¢iv, predstavuje tento

fenomén hlavny klinicky problém pri liecbe kvasinkovych a bakteridlnych infekcii
a/alebo rakoviny.

U kvasiniek je za mnohopocetni liekovi rezistenciu zodpovedna predovsetkym

rodina proteinov nazvana (vid sekcia[l.2.1]). U kvasinky [Saccharomyces
st hlavnymi [MDR] pumpami ScPdr5p, ScSnq2p a ScYorlp.

3.1 Specifikacia tloh diplomovej prace

Otézkou, ktora fascinuje vedcov uz dlhti dobu je, preco je substratova specifita
tychto pump tak mélo obmedzena? Inymi slovami, ako je mozné, Ze jedna taka
pumpa dokéze rozpoznat tolko rozdielnych latok ako cudzorodé a odstranovaft ich.
Je vieobecne prijimané vysvetlenie, Ze transmembrianové domény
proteinov vytvaraji v membrane velku vazbova kapsu, v ktorej sa nachadzaju
rozne vazbové miesta lisiace sa svojou afinitou k odlisnym substratom. Niektoré
substraty sa mozu viazat do viac nez jedného vazbového miesta a niektoré vazbové
miesta sa mézu navzajom prekryvat. Do jednotlivych viazbovych miest sa mozu
viazat odlisné substraty a byt tak spolo¢ne transportované z bunky. Znamena to
teda, ze dutina vazbovej kapsy je velmi komplexna a dynamicka struktira.

Co sa tyka znalosti o usporiadani vizbovej kapsy, o po¢te vizbovych miest a
o interakciach s jej substratmi patri [ MDR] pumpa Pdr5p u kvasinky
(ScPdrbp) k najlepsie prestudovanym.

Hlavnym cielom diplomovej prace bolo prispief k rozsireniu poznatkov o uspo-
riadani vizbovej kapsy pumpy ScPdrbp. Diplomova praca sa opiera o vysledky
ziskané v ramci dizertacnej prace Mgr. Ivy Jancikovej, Ph.D. [3], ktoré boli pub-

likované v ¢asopise FEMS Yeast Research [37]. V tejto Studii zaoberajiicej sa po-
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rovnanim usporiadania vizbovej kapsy ScPdrbp a KIPdr5p (u kvasinky Kluyvero-
myces lactis) bolo zistené, ze fluorescenéna sonda , ktora je substratom
oboch pimp (rovnako ako pimp ScSnq2p, CaCdrlp, CaCdr2p a P-glykoproteinu
[41]) sa viaze do vsetkych troch doposial identifikovanych vazbovych miest vo véz-
bovej kapse pumpy ScPdrbp. Toto zistenie vyznamnou mierou prispelo k moznosti
pouiitia fluorescencnej metddy pre stanovenie toho, ¢i sa testovany sub-
strat viaze iba do niektorého/niektorych alebo do vsSetkych vézbovych miest. Iba
v pripade interakcie substratu so vsetkymi vazbovymi miestami, podobne ako u
sondy , dochédza pri dosiahnut{ urcitej koncentracie substratu k 100 %
kompetitivnej inhibicii transportu sondy pumpou ScPdrbp, ¢o bolo dokazané po-
mocou substratov viazucich sa Specificky iba do jedného z vézbovych miest vo
vazbovej kapse pumpy, tzv. benchmark substratov (vid sekcia. U vsetkych
testovanych substratov/azolov (klotrimazol, mikonazol, bifonazol, ketokonazol a
itrakonazol) bola v tejto studii zistend saturacna a nedplna kompetitivna inhibi-
cia transportu sondy pumpou ScPdrbp, ¢o znamenad, ze ziadny z azolov sa neviaze
do viac nez dvoch viazbovych miest vo vizbovej kapse ScPdrbp a je teda umoz-
nena vazba sondy do zvysnych vazbovych miest a jej kotransport spolu s azolom
z buniek. Dokaz, ze ziadny z testovanych azolov sa skutoc¢ne neviaze do vsetkych
vazbovych miest vo vazbovej kapse ScPdr5p bol prevedeny pomocou zénovych
testov, v ktorych bola studovana kompeticia azolov s benchmark substratmi miest
1, 2 a 3. Bolo zistené, ze itrakonazol sa viaze iba do jedného vizbového miesta
(miesto 3), ostatné azoly sa viazu do dvoch viazbovych miest (klotrimazol, miko-
nazol a ketokonazol do miest 1 a 2, bifonazol do miest 1 a 3). Naskyt4 sa otazka, ¢i
by nebolo mozné ziskat tieto informéacie priamo pomocou fluorescencnej
metody, tj. pridanie benchmark substratov jednotlivych vazbovych miest, popri-
pade ich kombinacii, k bunkam po aplikacii azolu. V pripade pridania benchmark
substratu vizbového miesta, do ktorého sa testovany azol neviaze, by malo dojst
k narastu inhibicie transportu sondy (v idedlnom pripade k tiplnej inhibicii).

Hlavnym cielom prvej casti predkladanej prace bolo preto overenie moznosti
pouzitia fluorescencénej metddy pre stanovenie vazbovych miest vo vizbovej kapse
ScPdrbp, do ktorych se testovany substrat viaze.

V druhej casti prace sme sa zamerali na funként charakterizaciu vazbovej
kapsy ScPdrbp pomocou trojice azolov (ravukonazol, vorikonazol a flukonazol),
ktoré maji podobnt Struktiru, ako je patrné z obr.[2.2] Pouzitie takéhoto pristupu
pre Studium véazbovej kapsy nie je nové, napr. v studii [26] bola k stanoveniu po-
¢tu vazbovych miest pouzita séria relativne jednoduchych struktirne podobnych

substratov.
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3.2 Overenie moznosti aplikacie diS-C;(3) flu-

orescencnej metédy pre stanovenie viazbo-
vych miest v ScPdr5p, do ktorych sa testo-

vany substrat viaze

Pre vylucenie moznosti, ze budi vysledky ziskané po aplikacii testovacich
benchmark substratov k bunkam oposobenych azolom ovplyvnené napriklad ne-
vhodne zvolenou koncentraciou benchmark substratov alebo rastovou fazou bu-
niek, urobili sme overovacie experimenty analogické s experimentami v dizertacnej

praci [3] a v publikécii [37]. Konkrétne sa jednalo o

« stanovenie koncentracne zavislého rozsahu inhibicie transportu sondy pum-

pou ScPdr5p po pridani benchmark substratov miesta 1 (MTAE]), miesta
2 a miesta 3 (TBT)) a

« potvrdenie tUplnej inhibicie transportu sondy pumpou ScPdr5p
po pridani vSetkych troch testovacich benchmark substratov jednotlivych

vazbovych miest v satura¢nych koncentraciach.

3.2.1 Vplyv benchmark substratov MTAE] [TT a [TBT]| na
transport sondy pumpou ScPdr5p

Ako vyplyva z obrazku [3.1 v ktorom si porovnané nami ziskané zévislosti
rozsahu inhibicie transportu sondy pumpou ScPdrb5p na koncentracii benchmark
substratov jednotlivych vazbovych miest, , a , (obr. s publi-
kovanymi (ObI"., dosiahli sme velmi podobnych vysledkov, tj. vsetky bench-
mark substraty v oboch pripadoch spdsobuju saturac¢ni, netplni kompetitivnu
inhibiciu transportu sondy pumpou ScPdr5p, s rozsahom inhibicie ~40% az
50 %. Vzhladom k tomu, Ze rozsah pouzitych koncentrécii vSetkych benchmark
substratov bol v oboch pripadoch identicky, mohli sme takisto konstatovat, Ze
aj saturacné koncentracie jednotlivych substratov si zhodné. To nas opravnilo k
tomu, Ze sme mohli urobif rovnaky modelovy experiment ako v [3, 37] na dokaz
tplnej (100 %) inhibicie transportu sondy po postupnom pridani vSetkych troch
benchmark substratov za rovnakych podmienok, tj. pri pouziti rovnakych satu-
racnych koncentrécii jednotlivich benchmark substratov (15 pM [MTAE] 30 nM
a 30 pM , vid obr.. Ako je patrné z obrazku , postupné pridanie
vsetkych troch benchmark substratov k bunkam AD1-3 a AD12 vedie k splynutiu
farbiacich kriviek buniek oboch kmenov, teda k tplnej inhibicii transportu sondy
pumpou ScPdr5p, rovnako ako bolo zistené skor, vid obr.[3.2h]
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Obr. 3.1: MTAE, aj spOsobuju saturacni kompetitivnu inhibi-

ciu transportu sondy |diS-C;(3)| pumpou ScPdr5p. Porovnanie (a) nami
ziskanych a (b) publikovanych [3],[37] zavislosti rozsahu inhibicie transportu sondy

pumpou ScPdrbp na koncentrécii benchmark substratov: (A) (miesto 1),
(B) [TT) (miesto 2) a (C) [IBT| (miesto 3). V oboch pripadoch boli vSetky bench-
mark substraty pridané v 20. mintte farbenia, rozsah inhibicie transportu sondy
bol urceny z rovnice [1.2 V pripade (a) boli stredné hodnoty a smerodajné od-
chylky ziskané z dvoch nezéavislych experimentov, v pripade (b) boli ziskané zo

Siestich nezavislych experimentov. (b) Prevzaté z [37].
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Obr. 3.2: Postupné pridanie M TAE] a sp6sobuju tplnui inhibi-

ciu transportu sondy |diS-C;(3)| pumpou ScPdr5p. Porovnanie (a) nami
ziskanych a (b) publikovanych [3, [37] farbiacich kriviek kmenov AD12 a AD1-3 po
postupnom pridan{ vietkych troch benchmark substratov. Sipkami st vyznacené
casy ich pridania. V oboch pripadoch boli pouzité rovnaké saturacné koncentracie:
15 pM MTAE] 30 pM [TT a 30 uM [TBT] Prézdne symboly reprezentuji farbenie
kontrolnych buniek bez pridania benchmark substratov. K tplnej inhibicii docha-
dza nezavisle na poradi pridavanych benchmark substratov, ako bolo ukazané aj
v [3,B87]. (b) Prevzaté z [37].

3.2.2 Overenie moznosti pouzitia benchmark substratov
k stanoveniu vidzbového miesta/miest testovanych

substratov vyuzitim fluorescencnej metody

Pre overenie moznosti pouzitia benchmark substratov pre stanovenie vazbo-
vych miest, do ktorych sa testovany substrat/azol viaze, respektive neviaze, iba
pomocou fluorescencnej metdédy sme vybrali klotrimazol a bifonazol.
Dovodom tohto vyberu bola skutoc¢nost, Ze oba tieto azoly sa viazu do dvoch véz-
bovych miest. Pokial teda budu k bunkam pridané v saturac¢nych koncentraciach
[3, B7], malo by idedlne k dosiahnutiu tiplnej inhibicie transportu sondy pumpou
ScPdrbp stacit pridanie saturacnej koncentracie jediného benchmark substratu
viazbového miesta, konkrétne toho, do ktorého sa neviaze testovany azol. U klot-
rimazolu (viazba do miest 1 a 2 [3, 37, 26, B39]) by mal byt blokovany transport
sondy pridanim saturacnej koncentracie (miesto 3), u bifonazolu (vazba do
miest 1 a 3 [3,37]) by k inhibicii transportu sondy malo dojst po pridani saturac-
nej koncentracie (miesto 2). Naopak, pridanie benchmark substratov miest 1

a 2 u klotrimzolu a miest 1 a 3 u bifonazolu by nemalo ovplyvnif rozsah inhibicie

transportu sondy |diS-Cjs(3)
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Ako vyplyva z obrazku [3.3] z ktorého je patrny ako redlny priebeh experi-
mentu sledovania vplyvu pridania benchmark substratov k bunkam po aplikacii
klotrimazolu, obr.[3.3a] tak porovnanie rozdielov v inhibicii transportu sondy sa-
motného klotrimazolu a v kombindcii s benchmark substratmi, obr.[3.3b] iba v
pripade pridania [TBT|dochddza podla ofakévania k ndrastu inhibicie transportu
sondy. Je potrebné podotknut, Ze inhibicia nedosiahne 100 % a rovnako pridanie
benchmark substratov [MTAE] a [TT] rozsah inhibicie lahko znizuje. Podobne aj
pri sledovani vplyvu benchmark substratov na rozsah inhibicie bifonazolu docha-
dza k narastu rozsahu inhibicie iba v pripade, Ze je pridany benchmark substrat
miesta 2 , do ktorého sa bifonazol neviaze, vid obr.. Ako mozné vysvetle-
nie netiplnej inhibicie transportu sondy pumpou ScPdrb5p po pridani saturacnej
koncentracie benchmark substratu, do ktorého sa azol neviaze je, zZe vazba azolu
ovplyvnuje ako vazbu benchmark substratu, tak aj viazbu sondy. To by mohlo byt
vyvolané napriklad priestorovym prekrytim niektorych vizbovych miest vo véaz-
bovej kapse ScPdrbp, kde pritomnost jedného substratu redukuje afinitu druhého
42, 138].

Zaverom mozeme teda konstatovat, ze nasa myslienka pouzitia flu-
orescencnej met6dy pre identifikdciu vazbovych miest, do ktorého/ktorych sa tes-
tovany substrat viaze, pomocou benchmark substratov jednotlivych vazbovych
miest je spravna, ale nie je mozné ju zatial v tejto podobe pouzif ako samostatny
test. Je preto potrebné, aby boli vysledky aj nadalej kombinované s vysledkami

zénového testu.
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Obr. 3.3: Zvysenie inhibicie transportu sondy pumpu ScPdr5p po pri-
dani k bunkdm po aplikicii klotrimazolu. (a) Farbiace krivky buniek
AD12 a AD1-3 po pridani klotrimazolu v saturacnej koncentracii 20 pM (fialova),
klotrimazolu 20 1M a nésledne 15 pM (oranzovd), klotrimazolu 20 pM a[T1]
30 pM (zelend) a klotrimazolu 20 pM a[TBT]30 pM (modrd). (b) Prislusny rozsah
inhibicie transportu sondy pumpou ScPdr5p po pridani klotrimazolu a nasledne
jednotlivych benchmark substratov uréeny z rovnice[I.2] Stredné hodnoty a sme-

rodajné odchylky boli ziskané z dvoch nezavislych experimentov.
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Obr. 3.4: Zvysenie inhibicie transportu sondy pumpu ScPdr5p po pri-
dani [TI k bunkam po aplikécii bifonazolu. (a) Farbiace krivky buniek AD12
a AD1-3 po pridani bifonazolu v saturacnej koncentracii 12 pM (zltd), bifonazolu
12pM a nésledne 15pM (oranzova), bifonazolu 12pM a 30 uM (ze-
lend) a bifonazolu 12uM a 30 pM (modrd). (b) Prislusny rozsah inhibicie
transportu sondy pumpou ScPdrbp po pridani bifonazolu a nasledne jednotli-
vych benchmark substratov uréeny z rovnice [[.2] Stredné hodnoty a smerodajné

odchylky boli ziskané z dvoch nezavislych experimentov.
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3.3 Funkcéna charakterizacia viazbovej kapsy
MDR| pumpy ScPdr5p pomocou triazolo-

vych struktirnych analégov

V druhej céasti diplomovej prace sme sa zamerali na Stidium vézbovej kapsy
pumpy ScPdrbp pomocou troch triazolov: flukonazolu, vorikonazolu a ravukona-
zolu, vid obr.[2.2] Dévodom pouzitia tejto trojice azolov bola skutocnost, Ze sa
jednd o strukturne analogy, ¢o znamend, ze maji podobnu struktiru, ktora sa na-
vzéjom lisi iba urcitou zlozkou/zlozkami (substituentom), vid obr.[3.5] Opdtovné
uvedenie struktirnych vzorcov triazolov v odlisSnom grafickom prevedeni je tu z

dovodu JTahsej orientacie v nasledujucej diskusii vysledkov.

5e®)
O

Flukonazol Vorikonazol Ravukonazol

Obr. 3.5: Flukonazol, vorikonazol a ravukonazol st struktdarnymi ana-
16gmi. Zltou farbou st vyznacené spoloéné ¢asti triazolov obsahujtce 1,2,4-
triazol, propan-2-ol (hydroxylova skupina) a 1,3-difluorobenzén. Cervenou st
oznacené odlisné zlozky. U flukonazolu sa jedna o 1,2.4-triazol, u vorikonazolu
o 5-fluoropyrimidin a metylovi skupinu a u ravukonazolu, ktory méa taktiez na-

viazanti metylovi skupinu, je substituentom 4-(1,3-thiazol-4-yl)benzonitril.

3.3.1 Urcenie, ze ravukonazol, vorikonazol a flukonazol su

substratmi pumpy ScPdr5p
Aby bolo mozné pouzit fluorescencénit metédu pre studium vplyvu

odlisnych substituentov triazolov na ich schopnost kompetitivne inhibovat tran-
sport sondy pumpou ScPdrbp, bolo potrebné overit, ze si skutocne substratmi
pumpy. Ako vyplyva z porovnania velkosti inhibi¢nych zén buniek AD12 a AD1-3
vzniknutych Géinkom ravukonazolu (obr.[3.6al), vorikonazolu (obr.[3.6b) a fluko-
nazolu (obr., ktoré boli aplikované na terc¢ik z troch rézne koncentrovanych
zasobnych roztokov, su vsetky tri azoly substratmi pumpy ScPdrbp. Inhibiéné
zony u buniek AD1-3 (hlavne u najvyssej pouzitej koncentrécii azolov) st totiz
vyrazne vacsie ako u buniek AD12, u ktorych je inhibi¢na uc¢innost azolov vyrazne

znizena vdaka aktivnemu odstranovaniu azolov z buniek pumpou ScPdr5p.
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Obr. 3.6: Ravukonazol, vorikonazol a flukonazol st substraty pumpy
ScPdrb5p. Inhibiéné zény buniek AD12 a AD1-3 vytvorené po aplikacii 3 pl za-
sobnych roztokov (a) ravukonazolu, (b) vorikonazolu a (c) flukonazolu. Pouzita

koncentracia zasobného roztoku je uvedena pri terciku na obrazkoch.
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3.3.2 Urcenie inhibi¢cného tucinku Studovanych triazolov

na transport sondy |diS-C;(3)| pumpou ScPdr5p a ich
vzajomna kompeticia o transport pumpu ScPdr5p

Pri merani koncentracne zavislého inhibiéného uc¢inku testovanych azolov na
transport fluorescencnej sondy pumpou ScPdrbp sme zistili, ze ich
schopnost kompetovat so sondou o transport sa vyrazne lisi. Zatial ¢o rozsah in-
hibicie transportu sondy pumpou ScPdrbp sprostredkovany ravukonazolom ¢ini
u saturacnych koncentraciach ~80 %, obr. u vorikonazolu iba ~30% (aj pri
koncentraciach cca 3x vyssich ako u ravukonazolu), ObI‘., a u flukonazolu sme

inhibiciu pozorovali prakticky nulovi, obr.|3.9,
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Obr. 3.7: Inhibi¢ny uéinok ravukonazolu na transport fluorescencnej
sondy [diS-C;(3)| pumpou ScPdr5p. (a) Farbiace krivky buniek AD12 a AD1-
3, ku ktorym bol v 11. mintite farbenia pridany ravukonazol v roéznych koncen-
tracidach (uvedené v obrazku). (b) Prislusny rozsah inhibicie transportu sondy
pumpou ScPdr5p po pridani ravukonazolu urcéeny z rovnice [I.2] Stredné hodnoty

a smerodajné odchylky boli ziskané zo Styroch nezavislych experimentov.
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Obr. 3.8: Inhibi¢ny tuc¢inok vorikonazolu na transport fluorescencnej
sondy [diS-C;(3)| pumpou ScPdr5p. (a) Farbiace krivky buniek AD12 a AD1-
3, ku ktorym bol v 11. mintte farbenia pridany vorikonazol v réznych koncen-
tracidach (uvedené v obrazku). (b) Prislusny rozsah inhibicie transportu sondy
pumpou ScPdr5p po pridani vorikonazolu uréeny z rovnice [I.2] Stredné hodnoty

a smerodajné odchylky boli ziskané z troch nezavislych experimentov.
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Obr. 3.9: Inhibi¢ny tc¢inok flukonazolu na transport fluorescencnej sondy
diS-C;(3)| pumpou ScPdr5p. (a) Farbiace krivky buniek AD12 a AD1-3, ku
ktorym bol v 11. mintte farbenia pridany flukonazol v réznych koncentraciach
(uvedené v obrazku). (b) Prislusny rozsah inhibicie transportu sondy pumpou
ScPdrbp po pridani flukonazolu uréeny z rovnice [I.2] Stredné hodnoty a smero-
dajné odchylky boli ziskané z troch nezavislych experimentov.

Rozdiely v schopnosti jednotlivych azolov kompetovat so sondou 0
transport pumpou ScPdr5p stanoveny pomocou fluorescencénej metddy sme pre-
ukézali taktiez pomocou zénového testu, obr.[3.10] Iba po aplikécii ravukonazolu
alebo vorikonazolu na jeden tercik spolo¢ne so sondou dochadza u buniek AD12

k zvacseniu velkosti inhibi¢nej zény v porovnani so zénami vytvorenymi v pri-
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tomnosti samotného ravukonazolu/vorikonazolu alebo sondy, obr. 3.10bl V

pripade flukonazolu nie je zvéicSenie zony po pridani oboch substratov na jeden

tercik patrné, obr.[3.10c|

(a)

Obr. 3.10: Kompeticia triazolov s fluorescen¢nou sondou o
transport pumpou ScPdr5p. Porovnanie inhibi¢nych zén u buniek AD12 po
pridani triazolu a sondy na jeden terc¢ik v porovnani s pridanim samotného tria-
zolu alebo sondy. (a) Pre ravukonazol, (b) pre vorikonazol a (c) pre flukonazol.

Pouzité koncentracie si uvedené pri tercikoch na jednotlivych obrazkoch.

Ako zhodne ukazuji vysledky fluorescencného (obr. a zoénového testu
(obr., flukonazol prakticky nekompetuje so sondou o transport
pumpou ScPdrbp. Nemozeme ale vylucif, ze by pri pouziti dramaticky vyssich
koncentracii mohla byt kompeticia pozorovana, ¢o by bolo dosledkom velmi nizkej
afinity flukonazolu k vazbovému miestu, ¢i miestam vo véizbovej kapse ScPdrbp.
Je ale nutné mat stale na pamaéti, ze flukonazol je substratom tejto pumpy, vid
obr., a teda mus{ interagovat aspon s jednym vizbovym miestom. Dalej je
potrebné zdoraznif, ze u flukonazolu su iba tri rozne skupiny, ktoré sa moézu
tejto interakcie zucastnovat. Konkrétne sa jedna o 1,2,4-triazol, ktory je v mo-
lekule flukonazolu zastipeny dvakrat, o hydroxylovi skupinu propan-2-olu a o
1,3-difluorobenzén, vid obr.[3.5] Samozrejme sa vSetky tieto skupiny nachddzaji
taktiez v molekule vorikonazolu a ravukonazolu a aj u nich by aspon niektora
z nich mala byt zodpovedna za vizbu do vazbovej kapsy. Znamena to teda, ze
by aplikacia dvoch réznych azolov na jeden tercik v zénovom teste mala viest k
zvacseniu inhibi¢nej zény oproti zénam vytvorenych tc¢inkom samotnych azolov.

Spravili sme preto experiment pomocou zénového testu, v ktorom sme sledo-
vali r6zne kombinécie azolov pridanych na jeden tercik, tj. ravukonazol s voriko-
nazolom, ravukonazol s flukonazolom a vorikonazol s flukonazolom, obr.[3.11} Ako
vyplyva z obr.[3.11a] ravukonazol a vorikonazol spolu kompetuju, ale ani jeden z

nich nekompetuje s flukonazolom, obr.
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(a)

Obr. 3.11: Vzajomna kompeticia Studovanych triazolov o transport pum-
pou ScPdr5p. Porovnanie inhibi¢nych zén u buniek AD12 po pridani dvoch
triazolov na jeden ter¢ik v porovnani s ich samostatnym pridanim. (a) Pre ravu-
konazol s vorikonazolom, (b) pre ravukonazol s flukonazolom a (c) pre vorikonazol
s flukonazolom. Pouzité koncentracie st uvedené pri tercikoch na jednotlivych ob-

rézkoch.

Hoci by moznym vysvetlenim neexistujticej kompeticie lukonazolu so sondou,
obr.[3.9 a obr.[3.10d mohlo byt to, ze sa flukonazol viaZze do doposial neidenti-
fikovaného vdzbového miesta (miesto 4), do ktorého sa neviaze sonda, mozeme
toto vysvetlenie vzhladom k jeho nepozorovanej kompeticii s ravukonazolom a
vorikonazolom, obr.[3.11D] 3.11d, vylucit. Logicky by sa totiz do toho miesta mali
viazat ako ravukonazol, tak vorikonazol (vdaka identickym skupindm v molekule,
vid obr.[3.5) a mala by byt pozorovand ich kompeticia s flukonazolom.

Redlnejsim vysvetlenim, ktoré je podporované skutocnostou, ze ravukonazol aj
vorikonazol vykazuju daleko vacsi inhibicny efekt na transport sondy
pumpou ScPdr5p ako flukonazol, vid obr.[3.7] B.9 je, ze ako ravukonazol,
tak vorikonazol sa viazu taktiez do dalsieho vézbového miesta alebo miest vo
vazbovej kapse (napr. v dosledku interakcie benzonitrilu u ravukonazolu a 5-
fluoropyrimidinu u vorikonazolu). Touto vazbou tak moéze dojst k orientécii sub-
stratu vo vizbovej kapse, ktord umozni ,priamu® interakciu triazolovej a/alebo
difluorobenzénovej skupiny s prislusnym vazbovym miestom. To by umoznilo po-
zorovat ich kompeticiu so sondou o transport tymto vizbovym miestom pri vy-
razne nizsich koncentraciach ako u flukonazolu. Rovnako nemo6zeme vylacit, ze
CH; skupina, vid obr.[3.5] hré pri vizbe ravukonazolu a vorikonazolu do vazbove;

kapsy urcita tulohu.
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3.3.3 Studium viizby triazolov do viizbovej kapsy ScPdr5p

pomocou benchmark substratov vyuzitim [diS-C;(3)|
fluorescencnej metody

Aby sme podporili nasu hypotézu o vizbe ravukonazolu a vorikonazolu do
viac ako jedného vazbového miesta, spravili sme prvé orientacné experimenty,
v ktorych sme vyuzili fluorescencény pristup k studiu vézby azolov do védzbovej
kapsy ScPdrb5p pomocou benchmark substratov zavedeny v prvej casti diplomo-
vej préace [3.2] V tychto experimentoch sme triazoly pridévali k suspenzii buniek
10 minut pred pridanim sondy a v cca 11. minute farbenia sme aplikovali bench-
mark substraty v saturacnej koncentracii. Ako je patrné z obr.[3.12a], pridanie
benchmark substratov k bunkam vystavenym tucinku ravukonazolu nespdsobuje
ziadne vyrazné rozdiely v rozsahu inhibicie transportu sondy, ¢o indikuje, ze sa
ravukonazol moze viazat do vsetkych troch vazbovych miest vo vazbovej kapse
ScPdrbp. U vorikonazolu, obr.[3.12b] je vyrazny nédrast inhibicie sprevadzany iba
po pridani[TBT] ¢o znadi, Ze sa tento azol neviaze do miesta 3. V pripade flukona-
zolu, obr.[3.12d, je pozorovany po pridani vsetkych troch benchmark substratov
narast inhibicie na droven odpovedajicu rozsahu inhibicie transportu sondy po
pridani samotnych benchmark substratov, vid obr.[3.1} Toto zistenie vzhladom k
predchadzajicim vysledkom nie je prekvapivé a ako uz bolo diskutované, suvisi s
nedostatocnou koncentraciou flukonazolu.

Pre tplné objasnenie vazbovych miest, do ktorych sa testované triazoly viazu,
bude v budicnosti samozrejme potrebné pouzit zénové testy a v pripade flu-
konazolu taktiez vyskusat vyrazne vyssie koncentracie. Molekuldrne dynamické
simulac¢né experimenty by taktiez mohli vyraznou mierou prispiet k pochopeniu

interakcie tychto substratov s vizbovymi miestami v ScPdrbp.
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Obr. 3.12: Ravukonazol sa mézZe viazat do vsSetkych troch viazbovych
miest vo vazbovej kapse ScPdr5p, vorikonazol sa neviaze do miesta 3.
Rozsah inhibicie transportu sondy pumpou ScPdrbp po pridani (a) ravukonazolu
v saturacnej koncentracii 13,33 pM a nésledne jednotlivych benchmark substra-
tov v satura¢nych koncentraciach (15pM 30 pM [T] a 30 uM [TBT), (b)
vorikonazolu v saturacnej koncentracii 64uM a (c) flukonazolu v koncentrécii
64 uM. Rozsah inhibicie bol uréeny z rovnice Stredné hodnoty a smerodajné
odchylky boli ziskané z troch nezavislych experimentov.
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Zaver

Zvysujuci sa vyskyt rezistentnych kmenov kvasiniek voci liecbe antimykoti-
kami vedie k ¢oraz vacsiemu zaujmu o vyvijanie novych lie¢iv, voc¢i ktorym by
sa znizil vyskyt rezistencie patogénnych mikroorganizmov. Hlavnou naplnou tejto

prace bolo rozsirit doposial zname poznatky o vizbovej kapse[MDR] pumpy Pdr5p

u kvasinky [Saccharomyces cerevisiad a tym prispiet k vyvoju novych lieciv.
Vyuzivali sme hlavne |diS-C3(3)| fluorescenénit metédu, umoznujicu sledovat
aktivitu a zmeny membranového potenciilu pump a tym 0c¢inok inhibitorov

v realnom case. Fluorescencna metoda farbiacich kriviek bola doplnena biologic-
kymi zénovymi testami, ktoré z porovnania velkosti inhibi¢nych zén umoznuju
zistif, ¢i je skimand latka substratom pumpy a naviac, ¢i dva rézne substraty
kompetuji o transport pumpou.

V prvej casti tejto prace sme overili, Ze pomocou benchmark substratov,
viazucich sa selektivne do jedného vazbového miesta vo vizbovej kapse pumpy
ScPdrbp, je mozné k identifikéacii vazbovych miest, do ktorych sa substraty viazu,
pouzivat metodu farbiacich kriviek. Najprv sme ukéazali, Zze benchmark substraty

MTAE] a sposobuju saturaént inhibiciu transportu sondy

pumpou ScPdrbp a ze postupné pridanie vsetkych troch benchmark substratov
sposobuje Uplnud inhibiciu. Nasledne sme fluorescencénou metédou po-
mocou benchmark substratov potvrdili, ze klotrimazol aj bifonazol sa viazu do
znadmych vézbovych miest.

V druhej casti sme k funkénej charakterizacii pumpy ScPdrbp pouzili tri rozne
triazolové derivaty, ravukonazol, vorikonazol a flukonazol, ktoré su struktirnymi
analdogmi. Pomocou zénovych testov sme zistili, ze vSetky tri Studované triazoly
st substratmi pumpy ScPdrbp.

Nasledne bol pomocou metddy farbiacich kriviek urceny inhibi¢ny tc¢inok jed-
notlivych triazolov. Ich schopnost kompetovat so sondou je odlisna, u
ravukonazolu je najvyssia ~80 %, u vorikonazolu ~30% a u flukonazolu v po-
uzitej koncentracii je prakticky nulova. Zistené rozdiely v schopnosti kompeticie
tychto triazolov so sondou boli podporené taktiez zonovymi testami, ktorymi boli
sledované aj ich vzajomné kompeticie. Zistili sme, ze ravukonazol kompetuje s vo-
rikonazolom o transport pumpou ScPdrbp, ale ani jeden z nich nekompetuje s
flukonazolom.

Dalej sme pomocouﬂuoreseenénej metody vyuzitim benchmark sub-
stratov zistili, ze ravukonazol sa moze viazat do vsetkych troch identifikovanych
vazbovych miest vo vizbovej kapse pumpy ScPdr5p, vorikonazol sa neviaze do
miesta 3 a u flukonazolu v pouzitych koncentraciach nebola pozorovana vézba do

ziadneho z vazbovych miest.
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Prevzaté z |37 | ............................

[3.3

Zvysenie inhibicie transportu sondy pumpu ScPdr5p po

pridani [TBT| k bunkam po aplikacii klotrimazolu. (a) Far-

biace krivky buniek AD12 a AD1-3 po pridani klotrimazolu v satu-

racnej koncentracii 20 pM (fialovd), klotrimazolu 20 uM a néasledne

[MTAE| 15 pM (oranzova), klotrimazolu 20 pM a [T/ 30 uM (zelend)

a klotrimazolu 20 utM a [TBT{30 pM (modra). (b) Prislusny rozsah

inhibicie transportu sondy pumpou ScPdrbp po pridani klotrima-

zolu a nasledne jednotlivych benchmark substratov urceny z rov-

nice [1.2] Stredné hodnoty a smerodajne odchylky boli ziskané z

dvoch nezavislych experimentov). . . . . . . . .. ... ... ...
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B

Zvysenie inhibicie transportu sondy pumpu ScPdr5p po

pridani [TI k bunkdm po aplikacii bifonazolu. (a) Farbiace

krivky buniek AD12 a ADI-3 po pridani bifonazolu v saturac-

nej koncentracii 12 M (zltd), bifonazolu 12 pM a nasledne [MTAE]

15 1M (oranzova), bifonazolu 12 pM a [T'1} 30 pM (zelena) a bifona-

zolu 12pM a [TBT]{ 30 pM (modra). (b) Prislusny rozsah inhibicie

transportu sondy pumpou ScPdrbp po pridani bifonazolu a na-

sledne jednotlivych benchmark substratov urceny z rovnice [1.2]

otredne hodnoty a smerodajné odchylky boli ziskané z dvoch ne-

zavislych experimentov.|. . . . . . . . . ... o L.

33

[3.5

Flukonazol, vorikonazol a ravukonazol si struktarnymi

analégmi. Zltou farbou s vyznacené spolocné casti triazolov ob-

sahujice 1,2,4-triazol, propan-2-ol (hydroxylova skupina) a 1,3-

difluorobenzén. Cervenou st oznacené odlisné zlozky. U flukona-

zolu sa jedna o 1,2,4-triazol, u vorikonazolu o b-fluoropyrimidin a

metylovi skupinu a u ravukonazolu, ktory ma taktiez naviazanu

metylovt skupinu, je substituentom 4-(1,3-thiazol-4-yl)benzonitril.|

34

[3.6

Ravukonazol, vorikonazol a flukonazol s substraty pumpy

ScPdrb5p. Inhibicné zony buniek AD12 a AD1-3 vytvorené po ap-

likacii 3l zasobnych roztokov (a) ravukonazolu, (b) vorikonazolu

a (c) flukonazolu. Pouzitd koncentracia zasobného roztoku je uve-

dena pri terciku na obrazkoch.|. . . . . . . ... ...

35

[3.7

Inhibicény uc¢inok ravukonazolu na transport fluorescenc-

nej sondy [diS-C3(3)| pumpou ScPdr5p. (a) Farbiace krivky

buniek AD12 a AD1-3, ku ktorym bol v 11. minute farbenia pri-

dany ravukonazol v roznych koncentraciach (uvedené v obrazku).

(b) Prislusny rozsah inhibicie transportu sondy pumpou ScPdrbp

po pridani ravukonazolu urceny z rovnice [1.2] Stredné hodnoty a

smerodajné odchylky boli ziskaneé zo styroch nezavislych experi-

mentov.l . . ... e e

[3.8

Inhibicny tuc¢inok vorikonazolu na transport fluorescenc-

nej sondy [diS-C;(3)| pumpou ScPdr5p. (a) Farbiace krivky

buniek AD12 a AD1-3, ku ktorym bol v 11. mintute farbenia pri-

dany vorikonazol v roznych koncentraciach (uvedené v obrazku).

(b) Prislusny rozsah inhibicie transportu sondy pumpou ScPdrbp

po pridani vorikonazolu urceny z rovnice [1.2l Stredne hodnoty a

smerodajné odchylky boli ziskané z troch nezavislych experimentov.| 37
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[3.9

Inhibicény ucinok flukonazolu na transport Hluorescencnej

sondy |diS-C;(3)| pumpou ScPdr5p. (a) Farbiace krivky buniek

AD12 a AD1-3, ku ktorym bol v 11. minute tarbenia pridany fluko-

nazol v roznych koncentraciach (uvedené v obrazku). (b) Prislusny

rozsah inhibicie transportu sondy pumpou ScPdrdp po pridani fiu-

konazolu urceny z rovnice [1.2L Stredné hodnoty a smerodajné od-

chylky boli ziskané z troch nezavislych experimentov., . . . . . . .

B.10

Kompeticia triazolov s fluorescencénou sondou |diS-Cs(3)| o

transport pumpou ScPdr5p. Porovnanie inhibi¢nych zon u bu-

niek AD12 po pridani triazolu a sondy na jeden tercik v porovnani

s pridanim samotného triazolu alebo sondy. (a) Pre ravukonazol,

(b) pre vorikonazol a (c) pre flukonazol. Pouzité koncentracie st

uvedené pri tercikoch na jednotlivych obrazkoch.|. . . . . . . . ..

B.11

Vzajomna kompeticia studovanych triazolov o transport

pumpou ScPdrb5p. Porovnanie inhibicnych zon u buniek AD12

po pridani dvoch triazolov na jeden tercik v porovnani s ich sa-

mostatnym pridanim. (a) Pre ravukonazol s vorikonazolom, (b)

pre ravukonazol s flukonazolom a (c) pre vorikonazol s flukonazo-

lom. Pouzité koncentracie su uvedené pri tercikoch na jednotlivych

obrazkoch. . . . . . . . .

B.12

Ravukonazol sa mé6ze viazat do vSetkych troch vazbovych

miest vo vazbovej kapse ScPdr5p, vorikonazol sa neviaze

do miesta 3. Rozsah inhibicie transportu sondy pumpou ScPdrbp

po pridani (a) ravukonazolu v saturacnej koncentracii 13,33 pM a

nasledne jednotlivych benchmark substratov v saturacnych kon-

centraciach (15 M [MTAE] 30 uM [T'1 a 30 pM [TBT]), (b) voriko-

nazolu v saturacnej koncentracii 64 pM a (c¢) flukonazolu v kon-

centracii 64 nM. Rozsah inhibicie bol urceny z rovnice|l.2] Stredné

hodnoty a smerodajné odchylky boli ziskané z troch nezavislych

EXPErIMentov.| . . . . . . . L Lo e
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Zoznam pouzitych skratiek

ABC ATP-Binding Cassette. [7], [8] [9] [LT], 27] [44] [45] [46]
ADP Adenosine DiPhosphate. [9)

ALDp AdrenoLeukoDystrophy protein. [7]
ATP Adenosine TriPhosphate. 3] [7], [8] [0} 12} [13] [43] [44}, [45]

C-P Citrate-Phosphate. 23] 20}, [52]

diS-C3(3) 3,3-DipropylThiaCarbocyanine iodide. , , , , ,
24} 25, 28] 29, B0, 31}, B2} 34} 36} B7, 38, 39, [0} (42} (48} (A9} 50}, 1]

DMF DiMethylFormamide.

DMSO DiMethylSulfOxid.

HIV Human Immunodeficiency Virus.

MDR MultiDrug Resistance. [l 6} [7 L1} 14} [17} [I8] [26] [42] 6]

MFS Major Facilitators Superfamily. [7]

MTAE 2-(Methyl-Trityl-Amino)-Ethanol. , , , , ,
B9 B0}, B

NBD Nucleotide-Binding Domain. [7] [§] [9]
OD Optical Density. [10] 22|

PDR Pleiotropic Drug Resistance. [7]

PRP/CFTR Multidrug Resistance-associated Proteins/Cystic Fibrosis Trans-

membrane conductance Regulator. [7]

RLI RNase L Inhibitor. [7

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae. [] [13], [16],
21} 22} 23, 27 A2} 44}, [35, {6} 48} b2

TBT TetraButylTin. [T, 20} 24] 29, [30, B1}, 32} 33} [40} (A1} {2} [49]
TI Trityllmidazole. [1] [20] 29} 2] [41], [49,
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TMD TransMembrane Domain. [7}, [§] ]

UV UltraViolet. [24]

YEF3 Yeast Elongation Factor 3.[7]

YPD Yeast extract Peptone Dextrose. 22] [26]

o4



	Úvod
	Teoretická časť
	Rezistencia patogénov voči liekom
	Príčiny rezistencie kvasiniek voči liekom
	Mnohopočetná lieková rezistencia
	Účinok azolov


	Plazmatická membrána
	Membránové transportné proteíny
	Priebeh transportu liečiva

	Kvasinka Lg
	Rast kvasinkovej kultúry
	Lg pumpa Pdr5p

	Membránový potenciál
	Meranie membránového potenciálu u kvasiniek pomocou fluorescenčných sond
	Potenciometrická fluorescenčná sonda Lg - nástroj pre meranie membránového potenciálu a aktivity Lg púmp
	Využitie metódy farbiacich kriviek



	Materiál a príprava vzoriek
	Študované kmene
	Kultivácia buniek
	Príprava vzoriek k meraniu metódou farbiacich kriviek

	Skúmané látky
	Fluorescenčné merania
	Spektrofluorometer

	Biologické testy
	Zónový test


	Výsledky a diskusia
	Špecifikácia úloh diplomovej práce
	Overenie možnosti aplikácie Lg fluorescenčnej metódy pre stanovenie väzbových miest v ScPdr5p, do ktorých sa testovaný substrát viaže
	Vplyv benchmark substrátov Lg na transport sondy pumpou ScPdr5p
	Overenie možnosti použitia benchmark substrátov k stanoveniu väzbového miesta/miest testovaných substrátov využitím fluorescenčnej metódy

	Funkčná charakterizácia väzbovej kapsy Lg pumpy ScPdr5p pomocou triazolových štruktúrnych analógov
	Určenie, že ravukonazol, vorikonazol a flukonazol sú substrátmi pumpy ScPdr5p
	Určenie inhibičného účinku študovaných triazolov na transport sondy Lg pumpou ScPdr5p a ich vzájomná kompetícia o transport pumpu ScPdr5p
	Štúdium väzby triazolov do väzbovej kapsy ScPdr5p pomocou benchmark substrátov využitím Lg fluorescenčnej metódy


	Záver
	Zoznam použitej literatúry
	Zoznam obrázkov
	Zoznam tabuliek
	Zoznam použitých skratiek

