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Title: Analysis of the arrangement of the binding pocket of the MDR pump Cdrlp of
the pathogenic yea§landida albicans a major contributor to clinical drug resistance.

AuthorTom8g Bart|l
Departmentinstitute of Physics of Charles University

Supervisor d o c . RNDr . Dana G8gkovsg, CSc. ,
University

Abstract:Candida infections are becoming an increasing cause of ddaibpitdized
patients. The maimeason fordrug resistance irthe most commolyeastpathogen
Candida albiansis anincreased production of transport proteins, which are removing
the drug from the cell cytosohd thus producing the phenomenon called multidrug
resistancé MDR. The goal of this thesis was to verify the suitability of the yeast strain
Saccharomces cerevisiaavith heterologously expressed MDR pumps from the
pathogenic yeastandida albicansand compason to theresultsfrom C. albicans
with homologous expressiomhe esuls that the azole drugs miconazole, bifonazole,
and ketoconazole, together with potentiometric fluorescent prob«€ (8 are
substrates of th€aCdrlp andCaCdr2p pumps, but not, or minimally, of the pump
CaMdrlp, are consistent with the previously pubksli work.The binding pockeibf
CaCdrlpwas exploredising the disc diffusion assay atftk diS-C3(3) fluorescent
probe method with the help of structurally similar molecules voriconazole,
fluconazole, and ravuconazole, atglintermediateslt revealedthat all the azoles,
together with the fluorescent proBaCdrlp compete with each other for the transport
out of the cellRavuconazole, the only one with benzonitrile gragphe mosipotent
pump inhibitor Furthermore, the azoles without the benzdeigroup do not compete
with the benzonitrile group itself and therefore, it could be asserted that there are at
least two different binding sites in t&Cdrlp binding pockeflhe results contribute

to a better understanding of the MDR pusubstrate gecificity.
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1.bvod

Houbov® infekcreosjtoawc?2 ¢cbhdmowdeta?pro v
posl edn2gsér VAIOr alzentD zvigila jejich frekve
pokrokTm y ma#dbc3red napprovikd eani cviyngsgp?l amo lae
prodl ougenrrakja yeor febok i RY i v makoviypl]. | ®lglea hny
tyto pS2liny x®yxdeuijl2i proRnex kloindpiracsoi t ov an
i de 8§l n2pmt oc20lpeomrt uni sfiimeh®p $ak b @€andidaa § ia k k
albicans.

C.albicang e za nor m8hbhRAg§ rmdu ok ehdnmk@olidnd, zan a ¢
pS2znivichepadm?2 meTkjaez ppfSerbri ¢ ¢ i ktta vhddh @ - z u .
podmPprSkedshap8bsePg@éng i munebaosldb nsd % ip @y Dén
kompeti@ mezi mikroorgarsmy vmikrobiomu vd Ts | ed k u ug2vsgn?
VI slemth&khoub mJatdd vyskytejakogséuo gr ek ¢ T Sk y
neboz § p a%ddleiz y s tv@8niekceo r g 8 ngmT gket esrk o [R]Kr b mmr t 2
zvigenzkamrdind indevmocchn D ni a vildowThvBozg2z i st enc 2
poug?vaimfBavinegxini e 2 sl §jl eod ast Nji kmepl ov §n)
t ®t o kvasinky

Nej |l astDji poug2vanou | ® bou jsou azo
d8§vko§at eldan 2 mal ® mnogst\J#H. Baoabg@adiuc?2ch
anti bi ontniol Brn vlj2® o ek M@ @mPtakst 8be 2 gnNj g2 boj o
vzni kapzt3dmemnge mtytPSersezi st ence[6][MBhou m2
tou nejl ast&gxgree mp emb rz&nogveinch proteinT  zc
vyl ulovgn2 ci baRkdl cht ak§tvakl oh MDR pum,
Multi T Drug Resistancdp].

Jednp B2 2tSepyTe nk t ®t mhibiceeozdi psot velhdenel cjhe p u m
tedy pauobheEmdsemwiti vace/ple patd v MDRc 2p ulm®|
pS2stup ztNguj ej sfoak tv,elgiec et ynteos ppeucmpfyi ¢ k ®
subst 8t T. Je takzAsgmirmnBf,pikagiejf ®ch owmazeb
Vypads.2 aabiBanss e j edn§ p Sedadrip? ns tou dji uumpj e |
substr8&8tT se ji ¢g[9villrnnofveoarl ppa or?lYkoozl ui nkn opur apcSe
dal g2ch substr §tjTe, spgSBkpstatln D i nhi bi tor T,

C2lem t ®tpoSimm@$de njoey ® i nf oCaldrtpeza o v az
pomoci geneticky rmocdrevisibgkyrainmhejh? k2mem TMDR
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z kvasinkyC. albicanssv y u gdiSCG(n8) fl uorescenln2 metod)
Tentoc 2 | se dnRDI 2 na nNRkolik d211]2ch %kol T:
kmenT, e(n@mnpatbiiyS s | evdiksTl esd ky z2 s &ganWDRni na
pumpy e x pr i muj 2 c 2Cc lalbicksmeanreacd2n og én? Yal T nku r
modul §tor TU3)nhstbiudiouM, us poeAB8m$Pomaeebn®
strukturnnD pododhiechmi §pekt sann2mi funk]r
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1.1. Kvasinky

Kvasinky jsou eu loganigmzSr 2y ek theurb@ tziacthl n ®
pod m2 meHou p Seij 8ot formy mnohobunPyz®nal uj 2 s e \
viednot k§ch emozmeoddpBevvhdgm Jaupu Deénad my
schopnost?2 fermentace jako zpTsobu obgi v\
produkovg§ny oxid uhlilitl a ethanol, d2k"
pSi virobn peliva a algkiorhooda ¢c2kSlieml cm§ p o
vy uygank meindko je n a.pShccharomyces cerevisjaexistuje i skupina
kme,kTer® jsou soul| 8s[IlfpJsduiadms\k.®hloo me rkz ®Ibo ¢
formas y mbip- iy .kt er ® jeden dnefkopddfi anjenap
HI avn2m z ®kaegopieu &vasinek je rodCandidaa jehongj oz gg§ Sen Nj
z § st Candida albicans Tento rodje alez § r ox @ Rtnujpice® skupin
mikroor ganasmjp tzv. opor t uniosrtgiacnkiTscnhT , p akttoeg
patogennijenda surg§lviatji2ch okmd mostRabarm® Siz2rku s
hostitele [12]

KromhR vI ®houyyesdbdan kvasinky charakter:i
mnogen2, maj? [RAnjaovanvikedg@a®omostupy pro
modi fi kovarnlbldls okkmemk. | asto vyug2vsny | ak

experi ment 8l n2 organi smy.
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111 RTst kvasinkov® kul tury

KpRNDstovgn2 kvasinkovich kultur lze pS§$
kjak®mu %| el u budou vyugity. Prvn2zm je ph
vPetri hoTomissek thcond2 pr o experi menty vIisevo)
vyhodnocuje pol etarnoesbkodb I pBr ¢ fofenpaks tT s t
vk apal n®mb anftidiStcent o ztpd[ds20 bprsee mBB%eenzk bunh
Vsuspenzi se tak® daj? dobSe pozorovat
vizv.r Tstov® kSivce, tedy z8visl o®Optical pol tu
Density, opti ck§8 h wsatko t talg & iomyggckyl vapad , zobrazuj
Obr 8ZBREKst lagfl®miBy se buRky pSizpTsobuj?
nutrientyal e nemnog? seonecblBES§|I e8bperT8§tza, ekdy
nahromadhDg®vaiz§ amy d wc hp®@ gau KBraseg 2 gener al n?2
dobou v jedndt§ c h hD2dk yn . d ousrtoavtiknu jse tak® nej akt
protPonfipotSedbonodméhi chfe&né&r i aasgddgk® zm
zmNDna metabelsipsmal ma, sp2aep nxelg®zfee r rmeantt
di auxickT . S postupnim vyl er p8hvg&zm2 mk ev g e

zpomal ovan?2 a 2z asdkenedeord2u me? Triftlé]. bwl t ury a

(" VI.

\

|
|

IV. | V.
|
|

t

Obr §AaekTeoreticklT pr TbRDh rF[8sztedJa® .k Si v k
l.L.iexponencii8dn&duxilclkl§,0s tl di. au X isctka8c,i o 8r n?2
VL.iodum2r 8§n?2
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1.12L®kovs8 rezistence a membr8novlI t

Srozvojem medic?2ny za posstloepdaong?ecth IniNdk?3c
sdo| aemN tr val e sn2/ydmeeniap®Atierttaands pdoant ac ?
kterTch pacient. muoebcrostdodob@d o § intu2n olsiugp¥ es a k
virem HIV a tedy skompromitovanou imunitauP Si bl al§ pS21 egi tos
kvasinkov® infekce a | dagtimgkkti([12ke t ak zvyg!

PSirozeniTm dpsivda&loé¢mnBoflst rezistence
NejbD gJhp ou g 2 v®d n &dae rjisvo8ut y i mi dazolu a triazo
(obchodn? ng§zev Canesten) ,, itrdkbnazklonebm z o | (
vorikonazo,LEf ekt t NDcht o ladzdhtleT ojl e demkji yi Bery® z
jedenzZk r ok T®3ynergosterol u, a tedy tvorbu |
EfektivnhD tak bl okajtee dw orrdif@nmoodvd vcsinzb un D]

Mikroorgari s my maj e aM&Krojil@ kkT s | budovat rez
| ® i@Tmakti vace ¥l i nn®uh BRufirgb IbakNu jn2ac/28 z\8az
nebonaopak znil| e@Pmodmdli &klawley ,c2 | ov®&3Bo m?2 st
adaptace buRky zmhDn ¢us mtedearb2o | Wicikd c@® ka rach
vbuRcej2m vylulovgn2m nebo .RadvyBntDeadtmo pp @
mechanismuseu p | a p R i@ kecexis®ncikvasnek Podle rozsahu rezistence
organiBEvmTopsk® st Sedisko pr o pf Euopeanc i a k
Centre for Disease prevention and Controb z kli tgkefegorie (1) SDR (Single
Drug Resistance) t edy rezistence VvTli jednomu ko
pSekonatel n§ po@istg2nndjjgizn @h on elj ®|loikmig?,Se n Nj
Resistance)a d 81l e pak dvD nd3) XBRv(BxensejDguy kat e
Resistnce a(4) PDR (Pan Dug Resistancek | asi fi kovan® j ako res
vgem, respektil8le vgem | ®| i vTm.

Sn2gen?2 Y% inn® koncentrace | 8tky prob:
transportu. Za standain 2 ¢ h podm%in&lrensportkh | 8t ek pSes
cytoplazmati ckowmocrae mbiBIBmlui k a nmobkKuly, NDKt
napSOkrdeodCQ mohou pSes membr §ny peemBis§zet
nabit® molek¥l yr pobteigyab®ehijm umognily p¢
lipidickou dvojvrstvu Tenb transpor pr oobagkh amméd s mNDr u
k 0 n ¢ e n tgradidntagokudse koncentracee v y r .0/\p r8& jpZajelpdo, t Sjeeb a
transport protk o n ¢ e n t gragiéntuzjanu tankit transpéria  d oah&ge.?
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Podle druhud 0 d 8§ v a n &e teanpeorrgtine pr ot ei ny Biddihg 2 n a
Cassete) a MFS (Major Facilitator Superfami[{tg]

1.1.21. Me mbr §motvdnci §I

Pokud jsou pSes membr&nu transportov
napS2kK aNd, CHCI, a nedad&h @amn® kompenzaci n:
ust anroovzed?2l n® kongcernterdyca m&Blbeokwel na obou
a taytvokSen? rozd2l u potenci 8§l u. dddcbhen?
podm2nek z8porn®ho uvnitS membr&ny, je p
protoge jim umognuje regulovat vnitSn?
prost Sed? .

U kvasinek je ned Tl egi tNDjg2m transport®rem
potenchASTIPEz & (transmembr §n o\ ltrangportojg e i n
vod2kov® protony za spotSeby ATP. Do ur
potenci 8l ovlivni tATPSES owdge ppR2mo sikmrtzer aokvc
dostupnosti ATP hyp@dmlarizag@i nebo de@olarizdriu N k

Hodnota meopobt @mev®| u je d8na Nernstov
Yy

Wl
adO0Ow

(1)

KdeRj e plynov3t «komaed\yma maiFcrkrg&ayova kohstanta ,
pol et on@bwvjnli taSn2 a vnhj g2 k[@%Mcentrace da

1.1.22. Transportn? pyr @ilg iCdr3p aaMdrb u mp
z kvasinkyCandida albicans

Aktivn2 tranbkpenabz&rvyan ® epvunfpdyt, d NI 2 d

kateBokud#t.je energie dod8vs8§na ve formhD AT
0 prim8rn2m aktivn2m transportu. Al t er
koncentraln2ho gradientu jin® | 8tky (na

pasivn2zm smbDruamshp®n2d ak thiowno2S2tme t ak o

transportu.
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Mezi praikm8 vm2 tSraar? stpeo pddy gBC (ATP i
Binding Cassele j ej 2 ¢ z8stupci j sou napS2kl ad n
rezistenci kvasinkyC. albicans (Cdrlp a Cdr2p nelo pumpyz odpov Ddn® z
rezistenciS. cerevisiae(Pdr5p, Sng2p a Yor)p D&l e ale napS2kl a
gl ykoprotei narle zziosdipeonvcdd nlTi dzs kT ch blunnDk v T
probl emati ck® pStir ulk@lubrth Dr g ksoowi nwgechny |
podolmm®atwupP2 transmembr §nox®j i dgoSugmAc 2\ TuMkDo)
cytopl amenabbi &k®pr ost or pr o tr,ransapodivdv a
nukleotidv 8 z aj 2 c 2 doM®c Yy edtiNBD Bi nding ®&omai n:
ng§sleyhmMol yzuTJTat ATWNBDrzaj T z82 konfThDX mal n?2
umogRu$eérds substr §20u pSes membr §nu.

Rodinoup at S2 ¢ 2 me z i sek uMKES mrman s gajorp Wr y s o
Facilitator Superfamily)T y t o pr ot €i MWDo Is ¢ @ lj EijT&®h eloiuxc 2z
uspoSg&danT c hk tcea §A rstes kippFerkil {BHZmNDvewm . af i ni
rTznl ol vl ppdkmdb gn® kontrol ovat smDo pSen
t ® 0o skupiny patS2 navcS2tkolpa da marb X @8 ki®a c h §
albicans.[22]

Rozd?21l mezi t fumpjezobraden filnbar 8§Bzyepky

1.1.23. Zn8m® a potenci 8§l n2 substr 8ty

Jednou mnej zaj 2mavhiDjg2ch vlIastnost 2 MDR
selektivita. Aby mohly spr8vnhD plnit svo,
wzce specializovanlich pSenagel T, gi rokou
substr 8diofviowi tsp,e tedy kter® | 8tky budou s
zal 8t ku vyug2t skutelnosti, ge zkouman®
kdobSe prozkouman® MDR pun$ Berevsida56% nach
sekven]| n?2 i dent ipadabnost B3 Masd Ok \Calm|lp2 a 55 %
identita a 71% s ek v[2nVhno2d nplonti o bkraonsdti du§ tGyd rj 2
kl otri mazol a 1 trakonaz o ISgPdrbpbi aiCa@dolp,vr z e n G

ni kol i €aCdrdp.gok24]u

15



ABC transportér MEFS transportér

elektrochemicky
potencial
trans-membranové
domény .
090900099 9900900000000 0000008 ..0. DOS0Se
membrana
090900009 0000900000000 00000000 20000 DOOOOIO
nukleotld vazajici
domény
‘[

transportovana
molekula

Obr 82ekRozd2|l mezi ABC. aABIESzishkhf8ePoence

pSenos mpalogkul yej 2 mu koncdrwytdralldiZzmu agrea
trifosf8twl eMES ozheemi zk®ho potenci §lu jd
koncentraln2 gradi 4g19]t . PSevzato a upravel

Dal g2 potemai $Slard® uu gnotl elkrul j sou tzv.
tedymolekuly,u kt er T ch byl o SgpPrdork58pz §m&G o uj ek asged Su
vazebm&htoa a vz§8j]ermndmistio nneokloenkpueltaumi2 j s ou
rhodamini 6G, trytil-amin, tritykimidazol, tetrabutyk 2 n -(nsethyPtrityl-amino)
methanol[25, 26]

Posl edahnnhij@gaga azedInmi spodobnou struk
mNn2c2m seSetB1ckammidrikeriazold flukonazol kter® | sc
potvr zen® [CaChdrip[9]sakemikoliviC&dr2p anakoneaavukonazoh
intermedi §ty vzrmriakl2@Gn m®@ahi eps@Rdrlpsny nt ®z e,

Strukturn2 vzorce vgechHhabulldc ht o mol ek ul

16



Klotrimazol ltrakonazol

N
(4/7 cl o{ >—
O N o f’(@@../
LT
N-N
Cl \N»

Ravukonazol

|l nter medi ¢ l nter medi

N
G

Chloramfenikol

H,C
OH OH N
HN
Cl
HsC
oN @)
Trityl-imidazol Tetrabutylc 2 n

OO e e

Tabulka1: St r ukt ur n?2 vzorce

Flukonazol
N
Y
N-N
HO ) N\
N
F

nter med

2-(methyktrityl -

amino) methanol

|
N
Q ~"0H

hl

avn2ch

poug?2v
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1.2. Fluorescence

1.21.Princip fluorescence a jej2 mhDSe

Jednou mei nv a zmetochrA Iz e n 2 bi ol ogickTch V Z (
fluorescenceF | uor escence jimerakceeM ekp o lomagjnedcd ck ®
sel ektronowbleku.&/k Bheimck ®m p Si bdsérpgieehati s e j
excitaci el ektronu d o , & yelgogreldxac spejemaur get i
svyz§8§Sen2mzpotawnwl a ve vidiuere®cebtashb
konkr@dkidd je excit o(tedynpbkudsidgieaowc e$ kgl e tsnp2i
roven0); pSechod mezi z&kladn2m a excitovanT.
prob2hg nf%s Bokuglbg byleRci t ovanl (stteadry ttrri gjlie
degener ovan&l khdwldmnsaapisnem 1 az4lr-bg0ekce mi
pak je relaxaln?2 pSechod tzv. zak8zanl,
viednot k§8ch aigtestdeopaknsczH v8tmeSifrosf orescenc
soudr nM@ nal iluminigcankea p Se cnhiontiy sspoj en® jako |
pSechmdy.ornlNn2 tNcht o pmalcatboldoTn sske® hpor odvi Sad
jehog pS2kl @dr gy R denahaje postupnh nu
singleapn¥ndtaxcit ovaliolz nsail nuglee tpmr2v ns?t aew c i t
stav. Kagdl stav je jegth roztBce® magehNbd
z8kladn?2 stav tripletn27, nap$2klad u mol

Kexcitaci doch8z?2 zp,r aktierlla jzee za kd cakda
nejv2cedobeabBkwyg®RBR e hz vi 5y aludddjadehk relaxacia v T
do nejeax gigr dwiamm@alon2avp S3padh fri&ohedrec®@nc
pSechodu zpNtvi WoalmlPkcther Wl azd iSh Ve $Skp adiib 2 h
fosforescence r o b b n e s y Skon@ensadvo t r i galvueodku@ldktoon
relaxuyed o st avu z8kl adn? ho, avgak pomoc?2 za
pSec f2d]d u .

PravdDpopdekmosdtu me zjéu rd vEfmkC osnt daovnyo v I m
principem, tedystepfe di dihp o & eildlhdmamnje
d&§na pSekryvemfunkce Ab < d&rspdktrofgevthdk o dr azem t ®t
pravdDpodobnost.i (pravdBDpodobnnDj g?2 pSech
obecnMm2mT gkeo mp | i kKok/wad T u sar @@y jngl metevnactédg | u ,
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stejnou vzd8lenost hladin pro z8klmdn2? i
bude pSesnhD zrcadlovi m27abrazem excitaln?2|

excitace fluorescence
fosforescence
A
vibracni relaxace
E ‘ A )
S, Z ! mezisystémova konverze
A Y ¥ v
\ I8 ) T
y ¥ 1
excitace fluorescence
fosforescence
A 4
SO h 4 ""
h 4 h 4

,Obr§8:e]kablonsk®hDiaiga@rrnaznn§zorF'{uj2c:2 mo
pSechb8yce a jePiohpl estprek t &eng®,)S, gjedenu oz n
triplbkekde?| 2sl ovB&al adndl|l aj excitovanl stav

KmNRSen2 fluorescenln2ch spekter je ur]|
TypicklI spelbtbrsahluy @r izndertorj pol ychromatic
emi sn2 monodadhrmo a8 te tbe kntyonro.n okcxhecriotna8ltno?2r a e
gt DrvlyibZa& 8sv Nt el hk@®@hkr Papfbkracay akk®kk 8 dop
na vzorek. Emid omiami®malvilz d ®i sleormptrami nace
sb2r8 ve smBDru kol m®m nfal ueox eistcaelnrc2e peaepr
nez8wiesokp§lj e nej meng?2 pod eprpel m§shedmD |
emi sn2 hoomfibapaoh a ¢gtRhRNrbinyorsmNEde8&msengo
vyhodnocujg nt enzita jednotlivich vinovich d®l

MRSen2 | ze provg§dNDt ve dvou m-dech. Bl
tedy mDnit excitaln?2 wvlIinovou d®l ku a sl €

d®l ce, nebo naopak excmb8vatppetopoRvl nbox
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na rTznlah d@moFdtaklkeanti sn2 spektrum. PSesrt
ovliivnit vibRrem velikosti gt NDrbin, vDt
najednoume n@e2 Nr bpnapae@t2 mnogastwygasdujtd at ak
interval det dledy. pPtSemaSam3y 2jte vhodnT poi
mn $ d2a]? .

1.2.2.Sonda diSCs(3)

Typi ckT miluoof§Ejakmpail Mf@mé&ky schopnséu fl uor
mol ekuly obsahuj2cMTgemematbiadik @ Ghurgyh yp Si r

pS2tomn® ve zkouman®m syst®m (tzv. vnits$§
| 8t ku do syst ®mu pl&nalaty u(gw nvidjnd 2c hf lvunddj ogf2 acr
je sonda ® z nal &iK(nB ) , pSdspPppyl3t Bi akarbocyan

struktura je zobrazemamOb r §4spokises v Tetmi s n2 m . s pvd katsrtenmo s t 2
sondy jeptige po Vvszmipruz dsov ol R keuives n 2 sp
cytosol §r najeho magximonsde fasuh&69 nm ve vodR neb
fosf 8t ov@&Mpyru)haS82nhBunhD| n® suspenzi nebo |
maximumm§8 €4( 8S) na 53 and[28bt N

Sonda je jodidovou sol2, ve vodn®m pro
nabitou mol ekulsuv ®& onnedpyo.| §Tran 2j es tdr2ukkyt u Se s ¢
| §st2 membr 8ny do buRky, a dokonce je d?
dovnit8?2 m&kh®l|l aci sondy uvnitS bunhRk a
mognkomcentrace s druhyklbinhi m&mhr §m®dOvI pot
rovnice(1). [29]D T | e ¢abpekienalez § r Rjey esyjeenda | e preMDRs t r §t e
pumpy aktivnh odst rbauRujk2. c 2MTcgiezmoer( atce®kS L Bt |}
inhibic) ] i nnost i t Dchto pump sl edovat skrze .
me mb r, 8§ ideytifikovatr o zydnezi kmenyk t e r ® npay akmery, kt er ®

pumpy nemaj?. Za t2mto % elem zav8§d?2 me t.:
21 UGAEEABAL rm ©)

Kde Ajer oz d?2 | maxi ma emise sondy u pumg
bezpumplome&®me po zapTsoben? dramz®ch20l i max ibr
pumpv ® h o a pobve®&hpou nk me nteru.[BO§ z I nhi b
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PSevzZBt o z
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2. Metody a materi 8ly

21. Kvasinkov® kmeny

Kmn S ebny?l o v y gahnetitky modifikovah ¢ kmer[ kvasinky
Sacharomyces cerevisiae z 2 s k alna@b o z prdf.oFckarda D. Cannona
z University of OtagmaNov® niZ ® | a n ¢ Sv § e mf ndy e Imddtlggny ra y
tvor b WMPRpmpl. t w8i ch mhil iv evidenype MDR pumpy
bNgnN se vys k gdndidaalsicansu | kiivkaosnitnikoyd In 2v | o gen
pouZ pr §zdn[31] W ekme®xdr sp se jednanud ao2 dunB
rTznTch al el @@l pode[22h a lue nkl Gubiap B Mdrlpoyla k
dispozici jen jedaverezmutaceP Seh|l ed | lemeMT svi €EbengjegoTypT

uveden vlabulkaZ2.

Kmen Genotyp Fenotyp
AD1-8u AD124567 @pdr 5:: Z8kl adS2ceeksme
ppdr 15: : hi sG svymazanl mi

v g e7dMIDR pump

AD/ABC3 AD124567 mpdr 5: : Jako AD18u + pr 8§
ppdr 15:: hi sG expresn? e k

AD/CDR1A AD1-8u, mpdr 5-CaCPRIB (VI o0 g eumpa Cgrlp ne
alelu A

AD/CDR1B AD1-8U, pdr 5-CaCPRIB VI o § eum@a Cdolp na

alelu B

AD/CDR2B AD1-8u1 , @pd rCaCDRPB/ VI o g eum@a Cgr2p n:
alelu B

AD/MDR1 AD1-8ui , @pdr5: : p/fVI og amm Mdrlp nc
CaMDR1A alelu A

Tabulka 2. Pou g2 v an ®Sacdhanengcegs cerevisiamo di f i kovaneg
vymaz8n2cmMDR apump a v I Gapdidaalbitcans u mp z
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22. Kultivaln?2 m®di a

Roztok/ m®d Sl ogen? Mnogst v?
YPD agar Kvasinkovl ext20g
Pepton 109
Gl uk - za 20 g
Agar1% /2% 10g9/20¢g
Destil ovan§g v c1000 ml

YPDM®di um Kvasinkovl ext20g

Pepton 10g
Gl uk:za 209
Destil ovan§ v c1000ml

C-P pufr (10 mM) Destil ovan§ v 1000 ml
NaeHPQ:A 1@ H 360
Kyselina citrctitrovgn?

Tabulkka3:Pougi t ® roztoky a m®dia a jejich s

23. Chemi k81 i e

Studums ubstr 8t ov® specifi ci tbyloppwdepo Cdr 1
pomoc2 nRkter T c hpodierkdimolykl2.3abbsir Nkt er T ch
netestovanlich | 8§tek, vlietnhD | §tekgp8hmo :
| Spokigi t §mbi vex per ijemeden dbulkdd. pr §c e

Zkratka N8z ev MW (g/mol) VT r o/bdmje
Azoly a potenci 8l n2 substrsgty
Cayman Chemical

RAV Ravukonazol 437,47
Company

) intermedi§2512 I ng. Petra O
Ravukonazo ’ OddnRDl en2 org

] intermedi§2782 Fakulta chem
Ravukonazo ’ potravingSsk
i nter medi 8 Sl ovensk§g8 te

- 312,2 ) .
Ravukonazo uni verzita Vv

VOR Vorikonazol 349.3 Merck

FLU Flukonazol 306,2 Merck

BIFO Bifonazol 310,3 Alfa Aesar
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CLO Klotrimazol 344.8 Merck

KETO Ketokonazol 531,4 Merck

ITRA Itrakonazol 705,6 Merck

MIKO Mikonazol 416,1 Alfa Aesar

BNL Benzonitril 103 Acros Organics

ABNL 4-Amino-benzonitril 118,1 Merck

MBNL  4-Methyl-benzonitril 117,1 Alfa Aesar
4-(2-Methyl-1,3

TBNL thiazot4-yl)- 200 Alfa Aesar
benzonitril

Modul 8t ory

Cayman Chemical

BEAU Beauvericin 783,9
Company
FAR Farnesol 222,3 Merck
ABenchmaimlsii r §t y
Chlo Chloramfenikol 323,1 Fluka
R6G Rhodamini 6G 479 Merck
TI Trytil-imidazol 310,4 Alfa Aesar
TA Trytil-amin 259,3 Merck
TBT Tetrabutyl-c 2 n 347,1 Merck
MTAE 2-(methylktrityl -amino) 303.4 Merck
ethanol
Sonda
diS-Cs3(3) 520,5 Fluka
BNgn® | aboratorn2 chemi k8l ie
Agar Roth
Kvasinkovl Serva
Pepton Serva
Dgl uk - z a 180,1 Merck
Hydrogend.i
dinOd?lT do %81 Merck
Kyselina c¢ 1925 Penta
Rozpougt NDdI a
Ethanolpro UV
spektroskob 46,1 Penta
DMF Dimethylformamid 73,1 Merck
DMSO Dimethylsulfoxan 78,1 VWR
Aceton 58,1 Fluka

Tabulka4 Pougit ® chemi kglliroebcjeéjzideljvzorce
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2.4. Kultivace kvasinela mNSen2? r Tstov® kSivky

BuRky byly uchov8vsgny -8@ AGy middkodziy \
mal ® mnogstv2 pSeneseno <% ¥RDiagaret arkisky | k o u
byly nEel &dwpwdiwébo 4 hodnvnkub&t oru pSi 30 A
poug?2vgniskbwlyd vp SenmSeinredskgusliurm kul tury d
tekut ®ho YRD em@rthiyee rvwov D2vh SBRpeacad kgkznivaeh
po dobu 24 hodinZ tohoto inokulabydyn 8§ s ednD pro konkr ®t n2 e
1-10 el do | er satw®kal WP Som@&hroal §zni pSi 30
pogadovan® InoRusr lylor@eziex@aimenty chov §v&doni i p S
4 A6 dobu maxi m8l nhD jednoho mNRs2ce.

Pro mRSen2 r Tsetzoavo® kb Siawn Ry ks bzorkyry od
vpravi del nT c Hedriohotvakwby h ec b p eiialsd ot a pSi v
d®l ce 578 nm za pomoc?2 spektrofot,ametr u
mPSen2 byl ol cpm gwe&hdredzvovich spektroskopi
zSedfaklamy namhNSen§ |Hh mdrgazsajfuspbkirdfotometria
namRSen® hodnoty se pak ekvivalentnhD vyr
mi kr ozkumavky Eppendor,fa, 1v0e ¢kit es ®p ebrynlat @
sm2ch8no 1 ml | i niiddlla0 OBOL, T kG| eunc@kspd8uwlkE ngaut i c
vevzorkunsyt D barevnou | 8tku. Podle absorban
hustoty pSi 578 menl) adjbesvapita kg | niokg ne® wrel ivtz or

25. MNDSen2 akumu-CBrvd uKR&Badan di S

Kvasi pkyavesi®ibpyddyl ebNDhem exponenci §l n2
t Si kr 8t odst Se d nDhaseuddgafigel6) a pramytydestilovahoumi n |
vodoyuarmkone c resuspendbdo@§bgt de@Puroo pHE Gak,
aby visledn8 suspdmrbde Bhilspe@Rer dywhn@au n@Gpi
do 1cm jednor8zovTich, askpnarkbyla 3G kepkakbcip S
zal Bt MANDSen2 pSi €€ Mg s@anda? | divd oM. Koncent
spektrofluorimetru JobinYvon Horriba FluoroMax IVbylan 8 s | \erdonzméd z 2 5
10 minut postpnd mNSena emi sn2 spekToan&m dmldo yrzio
vysokou rychlm$2kl aodt e(st)ovit mbijan koinceht e a
z8vi,g139stv2ce kmenT najednou. Studovan®
prvn2ch 15 minut&8ch a mhRNSen2? ukonleno po
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6018 0 mi nEuwtc8tvha.h ov § lah&takemaelxy i t al n2 m maxi mu
tedy 531 nm a emisnre zs2k enl rparib@9D ard.® Ilve k!
MRSen2 prob2hal o ozbal apsonklon o ve@nntTenp | pabyoym2ac hs§
se zabr 8ni lbanfDédi meAacaAcispéledaenN bylked2h8na
maximasmax, kKt epr8o bjyddnot | i vwe 8wvziosrlkoys tviy nn8aj elnaas

26. Z- nov® testy

Pro z-novG@ delnly jbayko ,proo SKluiozersy emu R
vexponencti §i he&§f §gi omat yesuepiehddvgogouwe
naOD=0, 2. Tato suspenzenkyhauhg§s$imedmnDVYPM2 ¢
tepl oitdld> 33D MDru 1:9 a vyl ipoakhadRemr 2Bo Y

agar em. Po m2rn®@ pavwichutatgabwyl aum2 st NDne
zfiltraln2ho pap?2ruwmplnkok@emsnt@mlow st &1 e
3i7¢e | . Mi sky byly nigmK we&tlorkw | g $ihcodBe& nAC vp

visledn® misky byly wayfauografovgny pro
Zkouman & elr8difkdldmjedzo okol 2 a okol o ter] 2k

sgradientem koncentracek o u nhaSnt & vy . Pokud je koncentra
t oxi cdka8n,®mv m2 st N ani po 48 hodin8ch ¢g8&8d
i nhi bi Ved ikosa. t®t o z-ny pak z8vis?2 na e
jednak na koncentraci z8sobn2ho Ir8azktuo k u,
vylulovat. Z-novl test je taksubdbshoghbmeé
speci fity k @umpirpRtknwrdc hl 8MDkRka j e substr 8t em,

Variac2?2 na klasickl z-novl test je sol

Pokud budou | 8§tky vz§jemn®kyk ompretoral o
koncentrace uvnit Somr d@én ka gde® zwehDtzkeom2man:

samostatni.
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3. VI s | ediskuge a

31. Speci fi kace Y%kol T dipl omov® pr 8c

NadmhDr n§ beXxgpnrile seo u(g 2?2 v @uarexpresdn multidrugk ® A
resisenceABC transport ®r T Cdr 1p andvizkappito2 p a MF
1122j e nejlasthNjg2 pS2linou recLiabbitaesnce po
na BN@oug2vang an[33] Kmyiknoitcikkya ,v Tazznoalnyn.§ az ol
je obvykle spojena se zvlIigenou expresz2 r
Cdrilp je viznamnhDjg2m pSisphRvatelem k t ®f
i zolIC&lbidans [34) Tent o jev vyvol 8vs8 ot8zku, zd
pSekonat rezistenci na poug2van® | ®ky t 21
pomoc?2 jejich %W innich inhibitorT.

Soulasn® znal osstr@g@tiechi pumpr €dhla® wukb
0 j ejich strukturn2ch vliastnostech, kte
transportn2m mechani smTm, jsou [ShAjsonuty Vv
zal ogeny hlavnhD na stesbd?ttkbupmaovg8dbn?ch
C.albicanspostr 8daj 2c?2ch jednotliv® pumpy, p ¢
exprese)35,36jnebos oubor em nepat S.gaavisidsc th ek memT ogn
exprimovanl mi pumpami Cdr lpnelCdr @k can cMd rclh i m«
konstrukty mezi nimi [37]. PSestoge bylo pomoc? SVYS
expri movamoCir lpemyebo Cdr2p dosagena cel §
pSi studiu jejBkhvyakgldijedmsedSpedoasytia 2v i
tohoto syst®mu i \jan®mad GralbikarisasS! cerevisia§3s].

C2| egmvn?2 | §sti dprofo| lylo @rov® d eppotifobr@
charakterizaev g e c h X peeenislaeAD1-8u h et e r @xl porginniubj BNc 2 ¢ h
Cdrlp, Cdr2meboMdrlpa por a?¢ s 8atiilsdlredkT s visledky
pSi prouddpintt2n 2 @ hlbicknsveln Bertaln2 pr&ci .Mgr. |
[24]. Pro tyto sbhyhn$wadizt - sntowdl imaEis@g3)
fluorescem| ka2 em&@t egug2vyg§ skutelnosti, g@ge
sondadiSC3( 3) j e substr §8ddrhp adcen e ,m @lueanpr ov n D
CaCdrlp aCaCdr2p (nikolivv g &&Mdrlp)[36].
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Hl avn?2m c2l em druh® | 8sti di pl omov® g
rTznTch inhibitor T/ mo@aCdrlptaGaCdr2p aa jsichb st r §t
transportn2 aktivitu ukkKmanhpterdgtexipslesdky
speci fpumkjl €sthu zcel a Klogmpacdkwianhh mipeugi t ?
mut ant n?C hlbicekng24h T

TSet?2 | §shaskl aonstS&ed2di pl omov® pr §ce
vazebn® k&gdrip. p@mpyf unkl| n2 dylazvolerst®@rrii z ac i

a z o Ipddobmsou strukturoér f | ukonazol , vori konazyl , ra
vznikl®p §ieho synt ®ze. Apli4&malkl 2akoyPhB§ pBH:
kapsy je velmi pS2nosng§, o |emg svhndl 2

strukturnhD podobnTch substr&8tT ke stanov.
SdPdr5p [39], nebo p o w2gsittef n®j i c e azol T (ravukona:
flukonazol)ko bj asnNn2 uspoS8§dgwiBlenh k@) vazebnl

32. Charakterizace 5.mearelisiae KADBSri n k y
sheterolognhD expr i moCaGdrp, @aCdr2M® R p u
CaMdr 1p z podm2nDniC. gbedan® gennz2 kvas

Kmeny kvasineksh et er ol ognhD expr i mo CaCdripmi MD F
CaCdr2p aCaMdrlpyv mo d e | o v®ceievismdD18.c, 2 2 s kakord& od
prof. Richarda D. Cannenav y t v o&Depa@ment of Oral SciensdJniversity
of OtagoNovi Z®| and, poskytuj2 mnoho vIihod pro
jejich [34l.hi Bamot NI cerévisi@ MD1-8u j e vysoce ci't
ki ®k Tm/ xenobioti kTm,7kbhgr®- dupgdJesteldkABGelt
nemohou blt Ibuds@@xzkapRow2.8. Ky o mDN jetvtorhtmkmenu
del ettorva8ms kr i p| RDR3 ardee gkyd ¢ w® murtaarcs krv pl n?2
regulP®RIgpdrr3) j e konst i tRDRSpw minoit md u k ofTw8 nz n ¢
ge vliogen2 genu MDMRDRSpmpmotzar geamodenok & Kk
Vysok® Yar ovni exprese dan® pumpy. VT s |
| ok al i ztorvaams®phwor ¢ né ihmu v pl aZmap 6 laoner® me mb |
CDR1, tedy AD1-8u sexprimovanoupumpu CaCdrlp p S e d s pumpa2d %
prot @eilmEmati ck® membr 8nhD. Takov8 vysoks§s§
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pumpy u bunDk kmerke eetnro®oaskyidje fendtyplvelnai ® h o
pododini n® | ®kipten®) er ekzmesnt eenxcpr i muj 2 c2 MDR |
Sg§dod®l nNj g2 VvTIi azolovim ant i8myklot i kK Tm

PSi char akt er i z &c cerevisiaeADLPBu dhvea seirmk yo g n I
exprimovanl mi CABrR,CpQdypaGaMdripby | a pr §ce zam
zej mPura| mak] m zpTsobem otwlDéi viRvyimpmmpBSgn 0 mn
(a) rTst kvasinkov® kultury, (b) citlivo
(c) akumul aci fl-GByvsiR&rBlchz PSndyywodiug ov E
akumulace sondy W u Rk §chvilyleyky pvolrsolvendsknyy zs?2 s k a
smut ant n2nd ablcang nypop$S. G. alcarR& iami i v ®h o k me
SC5314 a klinickpbhogivzBdi@it udiC¥drnea8l,n2 pr
Janl| 2 ka4, PhD

3.212.0vi i vnDn?2 r Ts tSucerkvisibdDL-8uyw k R pab n ®ek
m®di u pSi he MBRpanpBagdrEp,CaCsrppnebos i
CaMdr 1p v jej.ich membr 8nih

Kz8kl adn2zm charakteristik8m bunBhDk, kte
vlivu delece nebo naopaxpreseggenuk - duj 2 c2 danl protein na
bezesporur T s t kul tRiTrsyt bkuvnalski.n k b & @a | knu® nfjeu m®d ivu
charaktermiTsawSmut kSév&kwul ze stanovit pom
det ekce Zzvyguj 2c2ho s e z8kalu (optick®
anglick®ho Optica24d DPo&utdy) e kKuktkapceok
vbohat ®m kul t igvliaukn-¥zoDum@®id,u ujme obvykl e so
mNSen2m OD bunhN|n® kulturym®diedov ¥y ¢mk
glukm®dia totpdgmbDmohPRppdnoznal nR url it d
r T gviz wapitou 1.1.7).

Pro stanoveméboexpresegenukd ellug¢ é €2 danl prot
bunhNk | ep winfpamte8ndaife?T | cghse pS2t omnvbsitRT epr ot
Jak je patr®zObr 83 ekkt er ®m j e porovn8n r Tst Ab
AD/ABC3 (tj. kmenAD1-8unesouc2e»p Eueghiddiz2.)sr Tst ov i mi
kSi vismagreanniz ch Ap u mpGDRIAhAD/CRRIAB, A/CDR2B a
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AD/ MDR1, nadpr od punp 2 p Tkst ogrou®leed leij g2 z r Tst k
dosagen?2 nigg?pohofhiodnoatTs®ObyvT 2h kSivek a
prTbNDhu obsmahut gV @k - m®@divum u v gecnhi gkgdenT
hustoty bunhR|lnich suspenz?2 pumpovich kmer
zpTsobeny rychlejg2Zm®dvival,ergp 8nad? @l ukchle
di auxi e. Jako mogn® vysvDtlen? POZOTr oVe
C.albicansna tr Tksul t ury se nab?2z2 potSeba del g

vdTsl edku synt®zy pump.

20 -
o
~— 15 N
o)
-l
o
-
@ —@— AD/pABC3
2 10 4 O AD/MDR1
= A— AD/CDR1A
- —A— AD/CDR1B
3 v— AD/CR2B
= 5
[s 0]
I~
[Tp]
o

0 .

10 12 14 16 18 20 22 24 26
Cas (hod)

Obr 8§z5e NI i v heterolognh expr CaldripanT ch
CaCdr2p a CaMdrlp v kvasinceS. cerevisiadD1-8unar Tst kul tury v b
kultivaln2m Ph@&d& us ynPfDs.t pyv® kSi vky jednot
kvasinek, koresponidag§vicg!| opsrt§ zam®a hsuy mplod ky
m®di ba.sa
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322VIiv pS2t o m@adrip,i CaCar2pmepGaMdrip v
me mbr 8nhD X caevisiaeAD§-8u na ci tl i vost

kvybrani m chemickim stresor Tm

Vzhledem k o0 mu , ge MDR pumpy jsou zodpovDid
cel ® Sady chemi ckbluenhdkl, § tjeek z(Ssey bs@,r §yteT )u zl
do bunhDk inhibuj?2 jejich r oakrtniovgno2vngin 2p, u np]
k%] i nkuvdITS8t leyku jejichn?g®inmngtair dnDr ponig?
met odou, kter§8 umogRuje stanovit citlivo
i nhi bi ce jz-jn cwivizkgetsitl.6). jTeat o metoda j e Vv
pro stanoven? substig2too®d3sper®i Veliyk MORI |
kter® vzni knoubpRkdpisipdsShmhR2po@pcky ak bu Rk § m,
kKtep®sjr 8dage? sineatiljneo lusrtlkiat ,substr 8tem dane

K ovhRDSenpro ur| en? S ub<CaCdrgp Ce@d®2p s peci f
CaMdrlp jsouh et er ol ognhD e xSpcerevisiagsd ®3 n Wkmermy dn ®
mut ant nZ. abioaesn(yp S2 p & i h B d),ibflg grévedenas r ovn § v a ¢ 2
stude obou variantpr o t Si azoly (bi fonazol , keto
fluorescen{Cs(Obod@p¥Iids ISe d k yp ozntosokgaenh® 2 ¢ h
k me @.Rlbicansfrdrlrdr2, edrlaxdr2[24]by | y an(@b o gaBe k ®
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A S. cerevisiae B C. albicans
AD/ABC3 AD/CDR1A AD/CDR1B AD/CDR2B AD/MDR1  AcdriAcdr2 Acdr2 (Cdrip) Acdrd (Cdrzp)

diS-C4(3) 7 ul diS-C4(3)3 I MIKONAZOL KETOKONAZOL BIFONAZOL

Ob r § B:eNmdprodukce MDR pump CaCdrlp a CaCdrzp vme mbr § n

kvasinky S. cerevisiaeAD1-8u vi znamnim zpTsobem ovliv
vcitlivosti bunnDk bezpumpov®ho k mene AL
AD/CDR1A, AD/CDR1B a AD/CDR2B k I8 t k§m kter® jsou sub
pump. Por ovng8n? vel i kosti i nhi bil n2ch Z-n

AD/CDR1A, AD/CDR1B, AD/CDR2B a AD/MDRl A) a u bunDBDk
oedrlfxdr2, oedr2 a edrl B) vzni kl Tch pndb aglsiobaéiho3ro
bifonazoluk et ok onazol u, mi konazol u a-GC@)nal a 7
pap2rovl ter]| 2k. ZSeebvusie.altcars féngzolf08o b u R
mM /403 €M), ketokonazol (0,5 mM /3,38 M
CR@AmM1ImM).Inhi bi |l ns%ogzanmy ch kmenT C(B) al bi c:
byly pSevzaty s | askjaeji2m civod2tng|m 2 . p rJ&mé

Jakjepatr®zOb r 86Ae kj sou rozd2?ly mezi velikos
kmene AD/ABC3 a u pumpovich kmenT AD/ CDF
(p2smena Aolohu nmBtace nalakel¢ AneboB)y t voSenT cbk YUl i nk
viraznbeyght g2 kter® kyreyCabitank Bdrilixdr2p o mo ¢ 2
(bezpumpovidrl kmeap $i r exemn D muj 2 c? pxdrdpu Cdr
(kmenp Si r exenD mujmpa2 Cdr 1plobrBakuc pjaeral p
dopad nadprodukce pumppaSe sstd@a y8 v ezdaj et 6 80 k at Baitbtsa r § 1
dvou pump.Zpor ovng8n? z-n vytvoSenich po apli
C.albicansset ozid@, ¢ge mwmichjnaj edem2f od fluoresc:
C 3) , nen2 subs t(@tsrt &BBEikpeul mpkyo sGdr 2vpyt vo Sen
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apli kaci azol T u [Lddréxdr2iam pkonve®heo ekxnperniemu j 2 c ?
Cdr2pxdrl) j sou toti g i de@lri 8okd®ksolakhzalg syp
nejenom pumpy Cdrlp (viz mal ® zanedbatel !
tak® pwmpizabsercz - n u kmene. ADy SCWDIRt2IB§rcch pozo
rozdduVasdNDpodobnhD s t 2 oedrljgee zua sbtuonulpke nk2me
Cdrzpvj ej i ch me mbr Sopr&ti kmemildme t enr2ozl ko@Citl&zoste x pr e s
bunMdlv Tl i % inku azdT$ledkunegmpd2 | bhnost
vpor ov rcilivodt 2 s k mrri/edr2 Skutel nost, ge i p
koncentraci pumpy Cdvepi kes poZarkX & nbu oD
xdrivzni kl Tch pTsoben2 mCs Bupr e s aetinzbnd,?2 zdSee p
stejnD | &®PdrbppympYyNDhem jednoho transpor

mol ek ul sondy, protoge se sonda v8ge do
pumpy[30].

ZObr 86Ad Bl e vy pzI§ivwig ddlkgGakdrlp. Vahiedem u mp y
kt omu, ¢ge =ze vgech |tyS testovanich | §t

substr8tem, se zd§, & eMdeapbgter Htddo Vv FnEp odi f
specifiy pump CaCdrlp aCaCdr2p.Zj i gt Dn 2 | ge fl «Lddescenl| n
substr §tCaQdrlpQa@u@p anikoliv CaMdrlp, je v souladug 1 s | ed ky
z2skanl mi -@o3mMock| udoirSes cenlsmg e mme2tcohd.y k nae nsJ«
albicans[36].

Vzhl edem k v ymmopCa&drhpea@aGdr2p gpumposddr5p
bylo sp o mohce?t er ol ogrmi28d e lkmd¥xSkanoj sou testova
jednotlivich vazebnT ch Si@dsgtspve  rwaseobnm® ok
pumpami CaCdrlp aCaCdr 2 p, p o pCa8Mdripp Jdakoptesio a,cneboli
Abenchmar kifyly s udjsmn D[4 30kpoo uwRi(metyktrityl-amino)
etanol MTAE), kterT se ®®PdvapebB@Hekppmietdolva:
tritylimidazol (Tl),v § g2 cm2 spmadeetrabyt ylkdcemT ( EBTVvEge
dom2 st aN8yicpewydiDt dal g2 test@A)ac?2ktseurhs tsrt&
jako TI interaguje pouze m2 st elfr 02t o @goglle Gher §6 ¢ e v 2 k men
AD/ CDR1B v2céuinekiustagmwmt M2 nlglgylkh®sh eADj ERBR:
experi mivaic g mCdr 1p kmeind powhgeé vieaant o.

Jak vypiriS8e® kg sou vgechny teSPd5pac? s
rovnhDg sulCsQdmM@Ba€Cazdp@mp Nav2c, pouze test o

33



TA a Tl, jsou Asl|l @ imilp, suopdtruuftey tpodpeyn 2
odl i gn® subsPr@tbe@gspacalfizld. vazebn® ka|
bylo vhodn® ddak8§8matl,8§tAda nje§ ewaCdilpsaubst r ¢
CaCdr 2p, ale rovnhDg testovac2mi substr 8ty

AD/ABC3 AD/CDR1B AD/CDR2B AD/MDR1

MTAE

LL

TBT

Obr §zBk Testovac?2 substrg8ty jednotlivlec
kapseSd®®dr 5p j sou r ov n [T&drspwmiCaCdrepgit nyh ipbuimipn 2 z -
bunAkX/ ABC3, AD/ CDR1B, AD/ CDR2B a AD/ MDR1
10mM MTAE (2-(metyktrityl-amino}etanol), 7nl. 100 mM TA (tritylamin), 3L
0,1 mMTI (tritylimidazol) a3mL 1, 4MTBT (t et rabul tyl c2.n) na pé:

34



323Vl i v pS2t oyn@adrip,i CaCar2pmegpCaMdrip v
me mbr 8nhD XK vcaravisiaeRhYl-8u nai ntracel ul ¢

akumul aci fluorCgd® cenl nz sondy di

JidS bylop o moc-€( @) Sfl uorescembgménmediodiyman
C. albicansu k § z\8[@4036], gec har akt er bar v Ccatbicans k Si v e
exXpri muj 2 cCaCdritp (pdu2mehboCaCdr2p Oc dr 1) , pro nBhDg |
substr g8demse(gegkvkraznN odlignl od prTbRhu
S.cerevisiatlA D12 s nadprSaPddurkbep?, ppurmopyni g j e fluor
Ci(3) tak® substr8tenppozatrpPpm@mnowd kzwan Bk KAD
n2zk8§ WroveRporVEGSNbasvmnFe xpumpdpse,®h o km
43,s v Ddol 2bce2z pr ost Sedn?2m odstr S8Rdv E§p2 bHandyp
bunhNk obou pumf@drda xdrl kymkeanzZTuj e dvouf §zov
akumul ace fluor-€@BcwnulRk®4L 86 ddk JdeeSuk8§z8nc«
Obr 888 k kop2ruje j ejich BABr vmneinnfut pobadwobano
bezpumpov @ddxdérzZ2ne Tepr ve pot ® zal 2n8 konce
kl esat. PSidg&n2 gluk-zy k buRk&m viraznh

Jak vypPbig§®ekve kter®m jsou porovngny
pumpovli ch kmenT AD/ CDR1A, AD/ CDR1B, A
sbezpumpovim WKWBG8nenmbaAD/ken:? bunDbDKk nadpr oc
CaCdrlp nebaCaCdr2p vS. ceevisiaeAD1-8us e nepodob8 barven?
xdr2alxdrlLasvim charakterem pSipom2n§ barven
AD/MDR1jevzhledemk omu, ¢ge sonda n@aNdr $pbstdé&nhtim
sharven2zm bezpumpRCB®ho kmene AD/

Z por ocvenl 8knotv ® a k CaCdrlip tngboCpQudmip2 p uS. bunnk
cerevisiaea C. albicans(Ob r §8C)g ke z Sej m®, ¢ge aktivita ¢tr
expri mowSaceledstmeAD1-8uj e Vvygg? nedg u bunBhDk p
C.albicansfxdr2alxdrl, dokonce i po pSidgn2 gluk-zy
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Obr §8ekAktivn2 odstraRov 8§ nCs3)izkvasineke s c e n
pumpami CaCdrlp a CaCdr2pr edukuj e jej 2 intr@relul §
Barvic2 kSivky exponenci &8ln2ch bunhRk A
AD/CDR2B a AD/MDR1.B)Bar vi ¢ 2 k G ialbidanscdribouri Kedrl
axdr2, ke kterTm byla 20 min po pSidg&n2 son
koncentraci 2 %.komnt§ondry® beym@PRiodaov®d §gk u
cel kov® akt CaCdripyneb@@a@g ity 2 p heterol ognhi e
v S.cerevisiae AD1-8u (| e S tl)smalkrt.i vi tou pump homol ognl
vC.albicanh ez a po p Dira&re? ) .gksvith porpbyld stanovena
zObr §8A@lbr §88ell ako rozd2l mezi pS2slugnim
lmxbunNDk Abezpumpov®hofi kmene a kmene exp
hodnoty a smRrodatn® odchylply imefhstvlzas & §r
aupravenod i sertaln?2 pR&fce | . Jan| 2kov®

r
[

Pro roz&tdPign®hdé pr ofdilascd2d dwensd §zwvl
charaktelod bar ven? bunhNk ADJYkCaDnRyli tad A/ DR 2d
kbunD| n® suspenzi) byl o provedB/GhR1AHor ovn
d8l e zAD/EDRAYa®AD/CDR2Bd 81 e zAD/€EDRZ2psbar ven2 m bunt
S. cerevisiadAD12 sn ad pr o d u kStPdr5ppd0]lmp youn Dk kl i ni ck ®h
C.albicansCY1123r ezi st entn?2 ho naash®dpuoddhkdk? npe
CaCdrlpi CaCdr2p[24,44](Obr 8%, & za n2zkou akumul aci f
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diSCy( 3) v buRk&8ch AD/ CDR1 a AD/ CDR2 zodpo
aktivnhD odstraRuj2c2ch sondu z cyeosol u.
zejm®na to, ge charakter b &aCdrégpraCaCdn2p n Dk n ¢

je stejnl, aS se jCeabut&sCoina@mdl mgem2 (hlkeme
expresi pump (kmen$. cerevisiadD/CDR1 a AD/CDR?2).
Nav?c, por ovns8n? barlverk?memerevslae bezp

(AD/ABC3 a ADI1-3) aC. albicans(xdrlfxdr2 a SC5314 plus beauvericima
Obr 8§2®%&i sphNl o k p o chb prgfile béne M2y ol BBl v ®u mp o
k me @.Rlbicansfxdrlaxdr2. BuRky obou be Cmlbicapsevi ch Kk

toti gvibraarzvmi2l rychl eji ne@ abuRkynoABHABC o
Imaxkt er T ch ju€. albdicasgadycesntoat nN d S2 Becerevisimo u Vv y ¢
Vzhledem k o mu , ge barven2 buniDk, u kterTch n
sondyzcyt osol u, je S2zeno pouze veDYjtklpst 2 |

|l 2m vygg?2 | e rlea nandySigggn?8 jHeY dhnoodynaohtlae j g2 us
rovngveh ) e4 6zSej m®, ge me mbQC. 8licansjé v ypgd2e n c i
neg bSucefdksiae Ry chl ost vst (Cpalbicsg redybdwo | Bghn
vpol 8tel n2ch f8z2ch bar ven? vel mi Vysok
gradi enty a( vnyuslookv@& / n2 zk 8 intracelul 8rnz |
Zznemo g Rarjcv apto zr dad ¥l ¢ 2 me z ik &drisde2mi b bn DRk
pumpov ]I ¢ hxdk mexdp, protoge odstmaRo w8 nb2un$

smalTm zastoupepdmhpummbrg&§nhD viraznhD ne
koncentraci sondy. Teprve kdyg se vstup
rovnovs8hy mezi koncentr acz?@slostomady, lze n D a

detkovat aktivitu pump. PSidgn2 gluk-zy,
CaCDRLaCaCDR2[47], viraznh zvl g2 badddtkr radRw8& 8enr ®
poklesem max.

Nel ze vyloulit ani mo g n o s tC, albiansjez a v e |
zodpovnRdnT n®Y,enaone vtyasko&k TAt enl|l 2 A bunh| n§
funguje jako pasivn2 bari ®b aRR[8k Pentmmal uj e
faktor ovli vRuj 2 c2? C.rapicahsinebd tvd i bpd roureonv2® bpu g
testovsgn, ohtem@mPinpbvaleowan® publ i kaci

Z8vhDrem | ze konkdtagrowladgn Il ee xppuomu j22 c -

funkl| n? char £Qddpy aCGa@an 2 ppu mpy hl ed 8n?2 ] ej i
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inhibitorT a studium {egdlHhdsnazebar®e bknd
vihodp®edKostem patS2 napS2klad meng2 | a:
kmeny oproti anal ogi ckIl mC.ploidanss Tkre sk treu tl am
zapot SebtupSrd8§viphkgj eOlrrSssh a®® rz§8Feokr ov n § n

580

578

—— CY1123
—@— SC5314 plus BEAU
4 AD/CDR1

576

vV~ AD/CDR2
O~ AD/ABC3
— AD12
—(— AD1-3
—O— Acdr1Acdr2

574

Amax (NM)

572 4

570

568  «

0 20 40 60 80 100
Cas (min)
br §828kRzk8 intracelul 8rn2 akuyldace fl
dTsl edkem nadpr mdmkc &n NDRvasmpek, pro
S str8tem, bez ohledu na to, zdali |jsou
het er oMoorgonvin.8 n2 charakteru barven2 bunDk
AD/CDR2aAD12sbuRkamentezhet k!l i @ alwickn8¥d123 zo |l §t u
a (2) bezpunpdolxtr? AD/ABEBearAD1:3sb u Rkaimti| i v ®h o
standar dn?2 ho Cdalbiceands@BldsnR m&ien zastoupenzm
vmembr §nhD, u kterTch byl a | ibeauescinempump ze¢
Barvic2 kSi8kga BDOADKkbNMy pRewiatty kSi vky
Kl inick®ho i 2ulokt®hoCXIneh & Ch 3mv4 ke kte
beauvericin pSidg&n 10 nf24nddlpSed sondou, b
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33. Testovg&n?2 ¥l inku zn8§mich substr §
CaCdrlp aCaCdr2pnaodst r aRovg&n2 f | u@@Bescen
zbunnNKk

Jak uksg8zaly dS€tyB)gflsbudbeenijer2 dnSt o

pro testovgn2 inhibiln2 Y% innosti rTznlct
s ubs t[B0§48,e4n4B50.Vp S2 pad IBPpu mpy $. céravisiddilo

dok&8z8no, e se sonda Vv 8iglec hd ov avzgeebpnhljctho pno?
vazebn®4,BBRpsTot o zjigthNDn2 | in2 mestieedu vVvel
testovanl substheBb y 8¢ernidcdho vigeEkihceh vazeb

JinT mi chlaowayk,t ez u koncentraln2 z8vislost.i
| ze usuzovat na palbestt§rg@®ts tNaw?c kte$il cho s
substrg&8tT jednotlivicht enazetbnkemk mBtsr2 dhe
m2st se substr 8t [30,80e, respektive nevsgge

Vzhledemkv y s 0o k ® h o me@dCdripiaCaCdp2p spympouSddr5p
se m§ za to, ¢ge pol etC.ukicansb reled IGe@ordps tu u o
bude stejnl (3 Sddbed3IBEL zme? sttead)y jpaSkeod puo k | § d
diS-C3(3) bude uCaCdrlp aCaCdr2p interagovatg 2 c el i( nsee vgemi ) Vva:
m2styjvch vazebn® kapse.

Pro potvrmSe®p diypeodedenyf | uor escen| n2 exp
analogicky jako V[23,29],ve Kktheyrll cth&kothnacwed G n ral nN z8vi sl
Yol i nek ketokonazolu a bif cCaCddpdCaCdrzpa t r an
DTvodem pougit2 tDchto dvou az®ddppdyl a s
ketokonazol v8ge do m2st 1 a 2, zat2mco
koncenouaak®lawl®nst ej n ISPirsplB@. u

Jak e Obatsraeg®& ket okonazol zpTsobuj e
kompetitivn2 inhibici CaCdrhp(Osbpr o8rif0A®R), takondy |
pumpouCaCdr2p(O b r 819BLCk s rozsahem inhibice60% uCaCdr 1 p a necel
40 % uCaCdr2p.
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A CaCdr1p B CaCdr2p C

Inhibice transportu sondy (%)
g

’ W CaCdrlp
a0
I [ CaCdr2p
30 4 1
20 4 I
10 4
0+ f
37,

7 s67 753 942
Cas (min) Cas (min) Ketokonazol (uM)

Obr 84 knhi bi | n2 % inek ketokonazolu n
sondy diSG(3) pumpou CaCdrlp a CaCdr2p. Por ovng8n2 barvic2ch
AD/ABC3 a AD/CDR1(A) nebo AD/CDR2B)vy st avenl ch %l .inku Kk
Pr8zdn® idbyamlvelny kontroln2ch bunDk. Gi pk
oznaluje | as pSid§nM@®Paeobvk®8nazaboncé KET®O)
r o z sirdnihige transportu sondy pump@aeCdr 1 p ( £a&lde 2Ip) (a@r ango
po pSi dgardu.Rloetsmkhon nhi bice transportu sor
2 , veA k$ed®t avuje rozd?2] me 2maxu r Gwumddk § g1
AD/ ABC3 a AD/ CDR1 nebo ADB CDR2p 82 tpoSintoo:
ket okonazolu. StSedn? bygtporyskSamhDrednti
experimentT.

Rozsah inhibice transportu sondy pump@eCdr 1p zprost Sedlk
bifonazolem (O b r § ZGAIC), vykazuj 2c? rovnhRNg satur a
vys po(kbro90 %. U pumpyCaCdr 2p je pSi nejvygg?2 p
bi fonazol u do-s5 §@or §ANG),bi g®i kemgemtral n

z8vislosti inhibice nevyplTvg jednoznal nl
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A CaCdrip B CaCdr2p c

578 O Q 90
O 80 4
576
70
- ADIABCI
T 574 a ADICDR2 60
e +43uM
£ “6apM 50 4
E +107 M W CaCdr1p
E o572 15m 0 -
CaCdr2p
s v 2
v43uM 570 _ E
+64uM - | 20 4
10,7 4M AW‘—%’-H
15 uM M 10
568 '1'4- BIFO
T T T | 0+ T
4,

0 20 40 60 80 3 6,4 10,7 15
Cas (min) Cas (min) Bifonazol (uM)

576
E 574
c

H]
£ 5712

570

Inhibice transportu sondy (%)

568

Obr 8%lelkn hi bi | n2 Y| naekr @&né pomatzol uuores
diSC3(3) pumpou CaCdrlp a CaCdr2p. Por ov n8n?2 barvic2ch
AD/ABC3 a AD/CDR1(A) nebo AD/CDR2(B)vy st avenlch %l inku
Pr§zdn® idbywmlvelny kontroln2ch bunhDk. Gipk:
oznjaé¢ulas pSidgnz2 (@Pboowang&hd KBhE®Nt T al
r o z sirdnihige transportu sondy pump@aCdr 1 p ( £a&lde 2Ip) (@r ango
po pSid&§nRolkisabnandlibice transpor?®u sond
ve kApeSre®stavuje rozd?2| mewid bownav AONABLC
a AD/ CDR1 nebo AD/ CBDWR2n ep $2S20t nonnonsotsit i biaf o
hodnoty a smRrodatn® odchyl ky byly z2sk§,|

Zporovnsgn?2 r o z artn sondy pumpolCaCdrép agumpoun s
SPdr5p zprost Sedk o@a&drip~ 60 &t uBdRdo5p~a50 W[P4 m ( u
a bifonaolem (uCaCdrlp~ 90 %, uSddr5p~ 60 %[24]vy p!l T v §, ge i nt
Yal i nnost oboC€aCazdlpT jw puymsRdrSpnBegiohledu pau m
tuto skutelnost je ze satural@Bm®Aaekhar ak
Obr §WekzSej m®, ge ani jeden z azol T se
vV az e laps&CaCkrlip.Vy g g 2 i nhibiln?2 %“lCiCCdmdpt nehgo lu
pumpy SddrS5pn i ¢ m®mdi kuj e, ge uspoS8§&§ds&n2 vazebr
CaCdr 1lp je tRDsnRjg2 negdg SPdpbP8dshizniwe z el
dTsl edku tRsnNj gh md ¢ tCaCals Kimp smal 2pevend @ jn 2 t I
sou|lasn® vazby v2ce substr&8tT (naps§s. son
vazbhD druh®ho substr8tpodopak ni®hloo vajziedt
pumpyKIPdr5p u kvasinkK. lactis[24, 30]

Ni gg?2 rozsah i1 nhibic€Ctdrapspygvibdobl an®nc
azolyvpor ovp&8pnpkch i nhiupumpya& d¥:lipn mggte souvi s
(1) efektivnhDjg2m odstr aRodvTBsnl2em ksuo nwoyl nzd
uspoS8§d&n2 QEdebp®v kpie&drvingE nitebso (2) vira
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zastoupenrCaQu rp2upmpvy pl azmati ck® membr 8nhD bu
CaCdr 1p u bunhDk AD/ CDRUve dPamol czj inga gdnes,t 2k
skutebpbspg@uqintt i nhibitor [28086 4,b6Hp beau

Jak indikuje absence rozd2| T ve velikc
beaue r i cinu o rTznTohbkoppompov®bdchkmehp A
pumpovlich kmenT AD/ CORNS 12KkA DR COREBT
C.albicans xdrlxdr2 ( be z pump o vikdrl K kmenen, expri muj 2 c?
Cdr2p) alxdr2( k men expr i muj 20b?r §2@®)rkp un eCrdr 1ip§ a Y Vv €
substr 8§t e @aCdripiani pumpy@agdr2p.

AD/ABC3 AD/CDR1 AD/CDR2

BEAUVARICIN J>

Acdr1Acdr2 Acdr2 (Cdrip) Acdr1 (Cdr2p)
T .

\ f .

BUBAMM g g 3UBAMM 3150 mM b LB 5 S '93

1 £ o
i spi3zmM || E
S pul6E M Sul32mM | SHie4mM - Sul3zmM

4

BEAUVARICIN 1)

TUlBAMM . 7033 mM

7ul 6,4mM 732 mM % 73}&4 mM 70132 mM i i
. s g

Obr 8§%2kKKeauvericin nen2 substr8tem ani p
CaCdrzp.(A)I nhi bi | n2AR/ AFCDODunWB/ CDR1 a AD/ CDR:
poaplikaci3i beauvericinu o rTznlTch koncentr a:
koncentrace z8sobn2ch roztok(BI nshobi ltwneéde:
z - by n@ &lbicansedrlfxdr2, edrlale dr 2 Wi ninkle® beauver.i
Apli kovanlT objem a pougit® koncentrace z:
na obrl88sct? cpho Ik ystemr u tad JnZn |p2gocve® |

Pro potvgeeinzu bunhDk kmenenaAd/rCGDdRulk c&
pumpyCaCdrlp aCaCdr 2p je beauvericin %l byanTm ir
provedemanowircihe tebyTp sbteffidaE@mozpTsobem
pSi dgn?z beauvericinu velikost i nhibil n?2
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bifonazol, ravukonazolorikonazol a flukonazal d T k a zp ofsd eidn2 t Si az
substrm@®emsf)eku bunhDk puAPCORI xAD/CRREe n T
Jakjepatr®@zObr §8Bekdoch§z2 ve vgech pS2padec
Obr 8189k tak u budbXYk§I8RIDK ICDR2r §zn®mu zv Dt g
Zz-ny po saglndsm@ml| uSig obravwmBerrtikosist® v nhi
z-n vytvoSenich samotnl MoazohemgheS8bbaubeni
je schopen %Yl innD zablbakdi\katp Ca@gdpna por t

CaCdr2pivp S2 padh, k dyunpemenobnrc&emn rvaycseo k § .

AD/CDR1

BEAU + KETO ’ BEAU +FLU

AD/CDR2 e
e - e .

E\;A}l;t KETO J B L B;AU FLU

,25 mg/ml 0,125 mg/ g L : 125mg/ml 1,25 mg 1,25 mg/ml 2 mg/ml

Obr § A Beauvericnvi raznhD zvyguje citlivost
AD/ CDR2 k Y| idnTksul eaXxal Ti nJCaCdripcae CaGun2pnp
Porovn8§n2 wvelikosti i nhi bi |l nA)aMD/GDRA vyt v
B)vystavenlch % inku jednot !l i aikomzolazol T
vori konazol a flukonazol), beauvericinu
mnogst v?2 bkyolnyc et edcea z8sobn2ch roztokT

obr 88zc2ch.

Jak dokumentujelObr §#4e k beauvericin Y innD inh
fluorescenl|-@@3) zswmliky pdCaGpgrpnaiCaCdr 2 p . Zat 2 ma
vpS2padhD i nhibi cheu nlkébicanstmn & MAdrig® mrd§/1z ezk
panel (b),j e p Si koncentmyadanl hdeoassuavgeernioc i 1nOu0 5% i
pumpu heterolognhDjexpSésh®thb kmec€ntraci d
transportu sondy p dQbzre§ & Qbpanelfdy AID /bQDNRILK
AD/ CDR2 je zjigtDnié~i2h9,i bu cekv ovjend 8 o Mt & kK¢
(10ng/ml) ~ 40 % (Obr SR Gpanel (@) Aby byl ovpbeas®jemdi bi
pumpyCaCdr2pmus el a by vylgg2pkodgicteat PBGyed g2ecalu v e
koncent rbaocchkuqghe2 prov&8&na nezanedbatel ns§ i N
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sondou wesdnol g0 kI er venet torbal,a sctoig szpne mo g Ru

rozsahu inhibice transportu ngomidy]| (nap$e
posun 6 nm) . Pot Seba vysokdiosh §&mn c éuptl m.
zabl okovgn? t r ans@aCdr2p w knsepnen ADYCDRZ2 wspoju ose

skutelnost 2, ge se jedn8 o speci 8l n2z in

CaCdr2p (iCaCdrip)[51]a znemogRuj e t akadzelrelrmikcin? s
indi kuj e, ge kCaGdRpvmtermda & npPumpuy Nk AD/ CDR:
vysok§. nTRotpoo dipvorrzuej e i C.zalpicagstethh 2 ,u ke eu Tlr
produkce pump}CaCdr 2p vIiraznh ni gg2 nedg u bunnhk
i nhi bice transportu s onmyl (@S §laempana nt r ac
(b)).

Vysok® zastoCGgem2ZZp puympyl azmati ck® me
AD/ CDR2 je tedy zSejmD tak® dTvodem n2zk
pumpouCaCdr 2p vyvolan® bifonazolem i ket ok

mognost (2).
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CaCdr1p
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B+ 10 pg/mL

it

o

o % 2
S =] 2

B
o

(@)

W CaCdrip

|+ BEAU

0 20 40

€as (min)

u +glc
568 T g T T

+Beau

0 20 40 60 80 100 120 140
Cas (min)

Obr 8z #4k

580

578

5§76

574

“.may (Pm)

572

570 1 &

o ‘+glc

0 20 40 60 B0 100 120 140

+
568 v geau

Cas (min)

Beauverici

8 pg/ml
8 5
2

=O= Acdr1
—O— Acdr2

Acdr?

Inhibice transportu sondy (%)
s

ug/mil
ug/ml

@ o
o o

@
o

Inhibice transportu sondy (%)

n j e

fluorescen|-@8f 3)somdyudiDb

CaCdr2p.Por ovngn?

n g mi

CaCdr2p

5 10
Beauvericin (ug/mL)

05 2 5 8
Koncentrace BEAU (ug/ml)

j

Y%l innlm
ak pumpou

inhibice transportu sondy pumpa@aCdrlp aCaCdr2pnakoncentracbeauvericinu.

Panel (a): Por ov
AD/CDR2 (B) vy s
kontrol n2c

beauvericinu (BEAU).(C) Por ovngn?
transportu sondy pumpddaCdrlp aCaCdr 2 p

Porovngn?

i nhi
CacCd

z2skpslleh Va3l edpbUT bt §

ng§n2 barvic2ch kSivekA) rfehonnNDk Al
tavenl ch YVal 1 nku b e a u vbearrivceinrfu .
h bunbDKk. Gi pka spol u S pSeru

p o

koat®hor anbiutd ah § v i

pSi dBamél(b)ybeauve
b ar v C.abicahs [ddrdicdr2e Kxdrd (4)meblo Ledrl

B), ke kterTm byla ve 20. minuthD barvens?
% a v 82. mi nut D beaiulvaemrven?an. k PntfEzadln®? csh
KoncentralnhD z8vislT rozsalkaCdripipbmpoue t r a
CaCdr 2p v yaueelicmemi Vob®eu pS2padech byl rozsat
sondy urlen 2podiveA kSeddi@icav uj e rozd?2]l me z
hodnotamiomax U b um@ikpumpovich kmenT a kmenT e
C&dr lp C&alb® ppS2t oBmoete@BAosti beauverici
hodnoty a smRrodatn® odchyl ky byBgtz{s&ks§

pSe vazaitser t

Na z 8kl

ge

aln2 pr8ce

adni

I . Janl| 2kov®

v T sbeaevericifenaz 2ss kk &2l cstousvi sej 2 ¢

koncentCeCar2pevmemmp §niD bunnk

AD/ CD®R?2

j

e

\

pSekvapi v®,

100 % inhi

CaCdrlp aCaCdr2p farnesolyd4, 52] (O b r 8§ 15,ednel (a).

bi

ge
ci

nejenom

u

transportu

bunnhk

AD/ CDR1,

sondypumpl[ soben

Navz2c,

konce
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farnesol ud gpsoa ¢Seerb?2n ®%4kl N® i nhi bice transpo
snadprodukarre mbusphD vni §g? (zhruba polovil
k inhibici pumpCaCdrilp aCaCdr 2 p uC. dlbicandkdr2a Ledrl (Obr 8§ z e k

15, panel (b).

Jak byl o[24, faingsolj@snwb svt r 8§ tCeCurlppaGadigr2p u
b un@lalbicans(vi z Qbark§@sB).k Jak VObp|SiBeSF SHougi t 2
heterol ognhD elxylree shd cahg ekrmue nDit egjArns@bagay 8z § v N
j e za koncentralnhD z8&vislI i nhibil n?2 Yal
kompetice se sondou o transport pumpami.

Z porovng8gn? %l inku farnesolu na buRKk)
(Ob r 8§15&K panel (a)) alrdrixdr2 (Ob r §15& B panel (b))iepat rn®, g¢ge
zat 2 mco Cualbibansh Bk nesol neovli vRuje membr §n
bunhDk AD/ ABC3 dochg8z? z e j hygermpaarizaci jejichg g 2 ¢ h
membr §ny, indikuj?2c2buniNko k" nRelpeSdanikcchd oibaro
pS2 | i nropuo lhayrpiez a chee t rme mmb ro§myd enxTpree sbnl 2t c hv ybsuo
citlivost bunDk SbcerevgiadDp-&( @led elcrae e genT k-
ABC transpor tu@d)y,, kvtiezr Tk abpyilt od o CaDR1, pr o e
CaCDR2. Vzhledem Kk o mu, ge farnesol j e seskvi
pravdDpozhibopp®r pgkeari zaci bunhDk je zodpovl
vyvolan8 inkorporawx@atfrarxne sdhbdpr ovac8zkengi o
ZmNDna fluidity membr8&8ny mTge v®st k ovl
vyloul it aniinmoljinoistpdWMel kdkb&§p%2m® inter

proteinf48]. Je rovnNg mogn®, ¢ge vyggBuoprotit | i vos
k me nC.albicansj e dTsl edkem odli gn®ho sl ogen?
bunBDk. hU tbeurnoldko g nkilneenxTp rjees nd2ecthet ov8n i gen
faktor S dr 3 p, kterl reguluje produkty genT

sfin g ol (58 b4l T
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A CaCdrip B CaCdr2p C ( a )

580 580

—O— ADIABC3 ———8 -0 ADABECY = 100
S _A— ADICOR1 - o © 9 —g— ADICDR2 ® =
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- 19m T w0 L
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_ e _ 2
E o E o £
£ < o I
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572 72 €
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H
570 510 8 I
2 20
A =
568 | AR 588 =
£ . § .
0 20 40 &0 0 20 0 60 12,7 19 31,7 38
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A Cdrip B Cdr2p C (b)
. - 100 M
580 { + 80 uM 580 | . 100 |
= [ ] Cdl_“p
e s = b = B Car2p
o 80
c
7 58| 581 #
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3 574 Bs4 &
E E 2
® 40 |
572 ¢ 5721 ;
e
L 3
570 2 E®
| =0 scdr! (Carzp) £
I
see | o +gle + Far 0
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Cas (min) Cas (min) Famesol (uM)

Obr §4%Kamnesolj e %| innTm inhibitorem t
sondydiSC3( 3) z bunhRk jak pumpou CaRamrdwpns8
zdez2skanlch (a)A4(pubvil kloedkTch8vislo
sondy pumpamCaCdrlp aCaCdr2pnakoncentracfarnesoluPanel(a):Por ov n §
barvic2ch kSivek bunrA)keboADICBREB)Y yatAD/e@D
Y4l i riaknasolu Pr8zdn®baywmbonty kontroln2ch bun:
pSerugovanou | ar ou fanesola [FAR).e(C) |Paos o \pr5§ M8 n
koncentral nhD ziBhibices tra®shootu sonolyz gumpo@aCdrlp a
CaCdr 2p pofanpsBli BaBeh(b): Por ovng&n2 barvi@2ch k.
albicans Lrdrllxdr2 a xdr2 (A) nebo Lxdrl (B), ke kterTm byla ve
barven2? pSid&na gluk-za o visledn® konce
Pr 8z dn® 7isbyambveoelny kont(@dKom2ccemthbahBK. z8vi s
inhibice transportu sondy pump@aCdrlp a pumpoCaCd r 2 p vfgrvesolera.n T
Vobou pS2padech byl rozsah inhi2pice tr
kAe@prS®&@dstavuj e rozd?2]| me Zamax Ur oObhbno BB gn
umpovIich kmenT a knCadr lepx @a&albm@ p 2 c 2 ¢t
omBwshéepB2tomnosti farnesolu. StSedn
z2sk8ny ze t S2_ §rsd zSsewardlplscelr t @l meér ipmes
| 2[24p v ®

r
i
s
3

oo o<
< (D D
S5 — NN
—< ~+ T
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>

AD/ABC3 AD/CDR1 AD/CDR

FARNESOL

Acdr1Acdr2 Acdr2 (Cdr1p) Acdr1 (Cdr2p)

Obr 8Z2@ Kar nesol ] epunp (ChCelrtlpy &8 Ca€dn2p. (A)
I nhibilnzARQ/ AFCDunAWBR/ CDR1 a AD/ CDR2 vytvao
farnesolu naBpami baobin da@dbidarfgMdriocdr2, 2edr2
axdrlvzni kl ® %l i nkenl 8§8s,t9DSBM zfaizds aesal m2 pr §
Jan]| ?[MpvVv ®

FARNESOL

K viznamni mt® bgkRApi mobve patS2 bezes,|
pumpyCaCdr2pvme mbr 8 nnD bunhDk AD/ CDR2 je velmi \
nevhodnl pu op osS8uddSinPm j ej 2 vazebn®&3kapsy,
fluor escerPlrm?2 drdsdasitegnt2ie | n®ho i nhibiln2ho 1
na transport sondy pumpoCaCdr 2p | e totig | asto zapc
koncentrace | 8§tky,ugviitzz maypsS.k Thceha kvoenrciecnitrr.

jak kvl znamn® interakci testpevare@ bl Bt kgncise
Vobou pS2padech jlexdpoozloeonwd&m® polsluast i s
i ndi kuj2c2 inhibici transwamrdw Is®tnidyu .pumj
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34. Studium vazebnlch m?2 sCeCdpl vazebn

Hl avn?2m c¢c2lem diplomov® pr8ce byla c
vazebn® kaps€CHMDPRppumpydy anal Naazjgé&] adeo
Yas pRDchT, kterTch bylo dosag&®dr ppi psinod?
kombinacediSCs( 3) fl uorescenln2 metody a z-novli.
spodobnou chemickou strukturg24, 30, 40]byl zvolens t ej nT met odi c k1
pro studium ar cgsyOCaldkrtlupr.y WiabzteBoohk®y |koak tl e 6 a ¢
vpSedchoz2ch bkRlpamiol &are n en aAdp/r @RIk ¢ & p u
CaCdrlp,stvrdily, pjceugi t2 tohoto kmene je vel mi \
uspoS§dg&n2 vazebn® kapsy tRgkfocpumphi bi
kter® by umogRovaly chemosenzitizaci (
patogenn2ch kmenT na azolovg§8 | ®|iva.

Pro charakteri zaGaCdriptayzlesd np o ttgiinit2asztosl @ i
(ravukonazola vgec hny intermedi §ypt @zen,i kv ®r ipkSa 1
flukonazol ), kt er® jsou chemickT mi anal o
navz§gjem s esubstituegty,viz peoou r 8 Obr §27e k Jak vypl T
zbarevn®ho oznalen? skupin/| 8st2 triazol T
triazoli mod Se) a di fl uor o-Hiftuorcbenred z & | @k WY i. n &r O
i ntermedi 8t u | obsahuj?2 wvgechny -20lrii azol y
rTgovnD). GedivhN jsou zviraznNNny funk]| n?
odl i §n®. ®Iparka vy RO Hp8&tArak]j sou vgechny tyto t
pumpyCaCdrlp.

Protoge | ze |l ogicky pSedpokl §dat, ge
kapsy se budou podz2| gt NDjné | it dhumskp énk2eckrh8 & Z| u¢
(1,2,4triazol a/nebo 1@i fl uor obenzen) je vadebruDon§
m2 st yyl poug.i tBozh-ungoevliT)] Steesik phedmgavgES2 inh
bezpumpov®ho kmene RDjuAB@l) eco§t kaemoadpst
pumpy. Vzhledemk o muz - yeevi test umogRuj e stanovi
Ssubstr8tem pumpy, ale tak® zda se dva r]
m2sta nkeyplo mMésty most fphkodgiato® 2v @rdazid §(nt2 A\ .
kapitolu 26) pr o dTkaz, ¢ge d2ky spolelnim funk|
triazoly navatpspompuknpomp.entt lejrzaguj 2 se stejn

m2 stem/ m2sty. Jak vypllTvg ze zvDtgen? T
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vybranlTch triazolT (ravukomaRlkEm ADFCRRA
vporovng§n2 s velikosnl2miz - -@bougytlvko Se&mi2c hs es
vgechny do stejn®ho vazebn®ho m2sta | n

spol el ng8 funkln2 skupina je zodpovDdng8 z:

AD/ABC3 AD/CDR1 AD/CDR2

B
< Nl’s —
\*_'1‘24.1.-..;% <)o RAVUKONAZOL
: .
N
.:‘:i'u- ) i
@J INTERMEDIAT |
g
N

- INTERMEDIAT Il
F I‘\/f": <
N N5 |
W, i INTERMEDIAT IlI
I :: NH

N-N

L?A 1 VORIKONAZOL

ey F

Obr 827eNkej enom ravukonazol, al e i i nterm
synt ®ze, stejnhD jako flukonazol a vori kol
CaCdrlp, tak CaCdr2p.1 nhi bi |l n2 z-ny bunBDk AD/ ABC3,
vytvoSen® po aplikaci 3 €l z8sobn2ho rozi
flukonazolu a vorikonazolu. Z8sobn?2 rozt
intermedi 8t | (0, 125 mmgd/mhl)),, iinhntee meadi8§t
flukonazol (1 mg/ml) a vorikonazol (0,016 mg/ml).
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AD/CDR1

Obr 8§28 IRavukonazol , vori konazol a flu
Kkompetuj?2 o tr gaCdripoR dr opvunngpnc®u v el i kosti [
vytvoSenTch u bunhDk AD/ CDR1 rawmkpmzolavenT ¢
vorikonazolaflukon azol ) a jejich pS2slugn® kombi na
roztokT jsou uvedeny u ter]|]2kT na obr8zc*+

D8I e byl8nozjalgBmv zpTsobem ovlivn?2 P
substituentT u tObiragZogkldi(vzovul rmamimawy) vj ej
Yol 1 nnost soraydiSCEBnpsnmpouCaCdrlp. Jak je pat®zOb r 8§ 9% k
pouze ravukonazol ze vgech testovanlch a:
sondy pumpou (rozsah inhibiee 80 %) (O b r 8§ 19¢,6). U ostabylm2ch az
pozorov8na vel(miozms2azhk 8§ nihn BOiPANi@b € $£1%ki § g2 n
E).Zanal Tzy visledkT tohoto experimentu v
vwsok8&8 inhibiln2 Y% innpS$S2t ormaikBskadohdas ol u
yl)Ybenzonitrilov® (p$skopnd al®R) ipwakcedd,2dbenzor
triazol on@&o ((AIAE) uarobenzenov® & DBB)Xabk§gdj
funk] n2 s k-fluorbpyrimidio mverikéhazol,s azebnT mi m2 sty
neovlivRuje transport sondy pumpou.

Jedn?2m z dTvodT n2zk® m2ry inhidaice tr
nev8§ge do m2sta, do kter®ho se v8§ge TAL
skupina. I nteradzebnMNMomhmds s&mpimnhstsy vgak
sondy do jin®ho vazebn®ho m2sta a t2m sn*+
moghosel ze vyl dwlmut, Wzhldeodeom ukd nen2 zn8n
do vgech vazebnl c hCa®itlg, jakojeeomw ieprnedddid®p. k a p s e
Dal g2 mognou pS2|linou mTge blt velmi n2z|
dal g2 ch poglwmis8fmiou ®ndy v azebn®mu m2 st u/ m2 st
vysviDtloval o, prol pSi pougitich koncent:

inhibice transportu sondy pumpou.
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Pro o)eBlSjeen2druwre8 enl ch mokljylowtépRtesp o@
powe ravukonazol, vori konazol a fl ukona:
inhibice se sondou pom®xCb rz§ 28eckwmiecdho cthe§szt2 T .
aplikaci3mi b RNgnN poug2vanlich koncentrac2 z8§s
dSC( 3) (1 mM) ))a maojlefdgm tmM | 2k ke zvDtge
vporovngn2 se z-pdhmitomposbBSemsilamot mu®ho a:
dokonce ani u ravukonazolu, «kterT %l innt

pumpouCaCdr 1p. JinT mi sktkoage paofilt @ komden

neumogRuj 2 det ekci jejich kompetitivn? i
nez8l eg? na tom, kter® ze dvou kompet uj
pogadovan®ho zvRtgen2 inhibilanjeden-nnep$

Vysok8 koncentrace jedn® | 8tky totig re
zbunhDk %%l innNdddsdtedkRoVv&ma,g PeRK&¢R kpsiak
a dojde k inhibici rbydtou \poSunDrkSorimeniu, oe xspkeu
ve ktbegrd&m umn ljak koacentrag sondy, tak koncentrama z o | u  t 2 m,
bylydo rohT pomys| B®pner ||2tkvyhrydrnem ukn@apsint@toan d
(Obr 824/kebo pS2 @buEwB.kaPobtoge | §tka dif u
ter|] 2kT do vgech smRrT,geddch &322 rheomic etnd
um2 st NDnT do bytnresep SAk1 u @rbér eS@a)kebo sondu

(Obr 824B.k Pr o kontrol u, ¢ge k prostom mezir ercle? lsy n o
nen? vysok§8 natol ik, ge zpTsob2?2 vytvoSen
uspoS§8§dg&n2, pouze na stSedovli teull§sk neb
Petriho misek n® b r 8244 Vzhledemk omu, ge po aplikaci
na stSedovl jtehd 2ayadboéiE&rz2 =z nyvelkiést er § |j
z-ny vytvoSen® s ar@sohdnzi-mm ua znoel vegnb v(§888nko tvni z
jak je patr®z e | m@ba §2Z1&Ak mTgeme konstatovat, ge
kompetuj2 o tGQa@drsphp,srttjpump®@2 se do stej
m2 sjtejv2 vazebn® kapse.
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transpo
bunDiDk

jedsahblimhimbi
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nepS2tomnosti triazolu. StSedn? hodnoty
neza&Jv l ch experimentT.

AD/CDR1

FLU 2mg/ml

VOR 2mg/ml

Obr §2® k N2kzokn@& ent race f | uo+Ce3 aeazolln? S0
neumogRuj 2 zjistit, zdal i spolu tyto sul
CaCdrlp. Por ovngn? i nhibiln2ch z-n u bunDhDKk

I

ravukonazolu (A),
pSid8n2m samot n®h
na jednotlivlich o

)
vori konazolu (B) a flu
o triazolu nebo sondy.
br8zc2ch.

AD/CDR1

Obr 82leRavukonazol, wvor azol a flukon
vazebn®ho m2st | m2st ve vatebn®skaps$ a?)
sonda diSC3(3). A)Por ovng8n2z velikost.i i nhibiln2ch
vystavenlch % inku triazolT (ravukonazol
kombinovan®ho pSi d§n2-Ci).(B)Poonesngan| nel &
inhibiln2ch z-n vysva$enich w ADKkCDRLuwy
diSCi( 3) a jej2ho kombinovan®ho pSid§n2 s t



flukonazol). Pougit® koncentrace z8sobn2,
obr8zc2ch. Popis uspoS8t8nz2 experimentu |

Pro pot vrvzyepnl2Thazag 2fxgiBe ke vysok8§ inhibi
ravukonaz @ISt tsoanh®isiazstdpll ) benzost padhBv®o(r
benzon) skapiny, by ® t elsdcmoveBmt r al ni z8vislld i

benzonitrilu a jeho deICaCdrgptPT vnpa mtvreadnesnplonm t
krokemby | o ozad#®sSeenpedn8§ o substr&8ppr pumpry?
veli kosti i nhibil n2ch Z-n u bunhDk AD/ AE

benzonitrilu (BNL), 4Amonibenzonitrilu (ABNL), 4Methyl benzonitrilu (MBNL) a
4-(2-Methyl-1,3-thiazok4-yl)benzonitrilu (TBNL) jsou v gec hny tyto sl o
substr §CaCdrip@imp B22)e k

AD/CDR1 AD/ABC3

o BNL
Benzonitril

mm4<:>_m ABNL
4-Aminobenzonitril

MBNL
HC CN 4-Methylbenzonitril

(p-Tolunitril)

benzonitril

s\ TBNL e
Hic A{}\@cw 4-(2-Methyl-1,3-thiazol-4-yl) &8

Obr 8§ 22eBenzonitla j eho deri v8ty jCadrlp. substr §
I nhibiln2 z-ny bunhRDk AD/ ABC3 a AD/ CDR1 v
roztoku benzonitrilu (BNL), 4Aminobenzonitrilu (ABNL), 4Methylbenzonitrilu
(MBNL) a 4-(2-Methyl-1,3-thiazok4-yl) benzonitrilu (TBNL ) . Ve vge pS2pa
byly pougity z8sobn2 roztoky o koncentr a:
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Jak je patr®zOb r § 234-b, vykazuj 2 vgechny tes

hyperpoaar i zal n? Yal 1 nek, jak indikuje n8r Tst
aplikaci V porovn8n2 s barven?m kontroly
n8§sledek koncentralnhD z8vislT n&rTst jej.i
bunhDk AD/ AB®R3.a TAD/s@mMd| 2?2 o schopnost. t e

transport sondy pumpou CaCdrlp. Rozsah inhibice transport sonds(@)Se pro
vgechny slouleniny stejnl ©b782%potze vIji.
kj eho dosagen? je za(btr$2B*% Zdqzhhcte komce
ABNL a MBNL |j sou sr odvonsaatgeel ni®,s ruo vBaNaLt ejl sno®ih
koncentrace .podetdamn®beiw@®h Thv koncentracs?
navg§zgn? aminov® nebo metbydconvi® tsakku® i uny
deriv8tuoibsmmoenin®hi | u j sou koncentrace Vv
cog mTge blt pS2]linou jejich hyperpolari:

Bez ohledu na to, ge jsou pro dosage
pumpou CaCdr 1 p zapot Seb?2 rTzn® koonni ct erni t| r oavcl ec
sloulehbhedkT jasnhD vypliTvaj2 dva dTlegi f
kompetuje se sondou o transport pum@aCdr 1p a (2) v8§gdge se |
vazebn®ho méjsda avamZesehn® kapse, | alkbica, ndi kuj
zej m®na u ABRWr §a23E)BNVzhl edem ke skutel|lno
postr8daj2c2slkwemizomi oviilwRoju2 transport
Obr 8¥Wek | ze pSedpokl §dat , ge vazebn® m2s
vazebn®hoprotytsazay/ m2 st
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A BNL B ABNL

T* BNL
568 568
o 20 40 60 80

Cas (min)

c MBNL D

max (NM)

T‘ TBNL
40 60 a0 0 20

€as (min) Cas (min)

40 60 80

m
3

100 100 -

90  "WBNL 9 | =TBNL

70 -
60 -
50 -
40
30

20

0

40 80 120 160 200 300 600 900 12 16
Koncentrace (mg/ml) Koncentrace (mg/ml)

Inhibice transportu sondy (%)
Inhibice transportu sondy (%)

Obr g828kBenzonitril a jeho derivsgty Yl
fluorescen|#3)spdiyadBESCvi c2 kSivky bunnhk
AD/ CDR1 vystavehAx ARMLDI MENBBNENL Pr §zdn®
sy mbidblayr ven2 kontroln2ch bunhDk. Gipka spo
pSi dg§gn?2 (cca 10 ERori ownt &n 2b ak ovroheon) t.r @2 s ddh u
i nhi bice transgEardtru psornyd/yol mmn®p dienzoni tri

Vzhl edemekakci TBNL se sohghdo, | édopeo®W8pbi
spektra, byly testov8§ny jen vel mi n2zk® |
sondy byl url en poAld e d sotvanvi icjee (r20z d 2vle nket:
hodnoaaumibunhNk AD/ ABC3 a ADBCDRPm8dHSPtoO
| 8t ky. StSedn?2 hodnot yviaj ismmkdouw dfaB ML® zo2dsckh
nez8visllch experimentT.
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Pro pdadparewn? ge benzonijrnTmv§aszskhpl
m2stem2dedazol ov-@i fall mebob dn BeonpoSy. Hylgsakl ugpi, n
provedenymodel ov® exper byiwyanby Rkgen WDé ABECB a A
pSi h&pypyrveéaz@&IlsT upeobsahuj2c2ch benzonitr]
i nter medi 8t [ v,ar i nk8osnl-AeanimbéEhzaditrilf (ABINK o na z o |
Obr 82ek Z porovn8§n2 rozsahu inhibice trar
azolusamot n®ho ABNIOba see®w ybEil B, ge n8rTs
inhi bice po pSidg&§n2 druh®ho substr8§tu m§
vazebnTlch menzonitelavdu, trazolovouba/nebo difluorobenzenovou

Sskupinu. NepatrnD nigg? rozsah inh,jbice
vzhl edem Kk prost ®mu soul tu i nhi bi c?2 j et
negativn2m ovlivnhRDn2@ho amdyt ABNd pPe dvatzee
azolu do jin®ho m2stal/ m2st, neboS je zn

redukovat a[b5l.ni tu dr uh®h

Tato zjigthNn2 pS2mo dokazuj?2 pS2tomno
substr 8ztebnwWe kwgpCG&drpluphkppayyd® zodpoviRDdn® z
| §sti /p&iulpemg viraznou r om2istp Shir avjaez bble ndzoo

skupina.
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Obr
m2 stem
Barvic

g§2¢4Benzoniskupiond i mtdeérn @gljme vazebr
ve v&Xdbrn® kapmsiehzd] 4-di/l mlebor dhe&nze

2 kSivky bunhDk AD/ ABC3 a AD/ CDRI1

|

azol ve vysok® koncentracbvanpat ®aABNL 0z
| as pGApPBEmér medingt m({ By n¢ 20 medingt un{ T) (20
vori konag/lomlg)Dff Bk onamdImd )( 7@Barevn® gi pky
pSi d&§n2 ABNL ongk onhB) ¢ bgrdadd j )E(1 6F0r § zodlily® sy mkt
barven2 koni{ EBdméwm8m2unmMkzsahu inhibice t
C&drlp vyvol-amPnabehemni drilem a jejich
Rozsah inhibice transportu sondy byl ur |
rokdmezi rovnov §égmlumibumddknoADmNBC3 a AD
pS2tomnosti a B v nepS2tomnosti | §tky.
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