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Abstrakt: Kandid·zov® infekce jsou ļastou pŚ²ļinou ¼mrt² hospitalizovanĨch pacientŢ. 

U nejvĨznamnŊjġ²ho kvasinkov®ho patogenu, Candida albicans, je za jeho klinicky 

vĨznamnou rezistenci vŢļi pouģ²vanĨm l®kŢm (azolŢm) zodpovŊdn§ nadprodukce 

proteinŢ transportn²ch pump, kter® l®ļiv® l§tky odstraŔuj² z bunŊk, a vznik§ tak 

fenom®n mnohaļetn® l®kov® rezistence ï MDR. C²lem t®to pr§ce bylo ovŊŚit vhodnost 

pouģit² kmenŢ kvasinky Saccharomyces cerevisiae vyuģ²vaj²c²ch heterologn² expresi 

MDR pump z patogenn² kvasinky Candida albicans, a na tomto syst®mu potvrdit 

vĨsledky z²skan® pŚ²mo na C. albicans s homologn² expres². Skuteļnost, ģe azolov§ 

l®ļiva mikonazol, bifonazol a ketokonazol, a potenciometrick§ fluorescenļn² sonda 

diS-C3(3), jsou substr§ty pump CaCdr1p a CaCdr2p, ale nikoliv, nebo minim§lnŊ, 

pumpy CaMdr1p, tedy odpov²daj² dŚ²ve publikovanĨm vĨsledkŢm. Za pomoci jednak 

z·novĨch testŢ, jednak diS-C3(3) fluorescenļn² metody, byla studov§na vazebn§ kapsa 

CaCdr1p s vyuģit²m strukturnŊ podobnĨch l§tek vorikonazolu, flukonazolu, 

ravukonazolu a jeho intermedi§tŢ. Tyto l§tky kompetuj² o transport ven z bunŊk jak 

navz§jem, tak se sondou diS-C3(3), pŚiļemģ ravukonazol obsahuj²c² benzonitrilovou 

skupinu inhibuje aktivitu pumpy nejv²ce. Vyġlo najevo, ģe azoly bez benzonitrilov® 

skupiny a samotn§ benzonitrilov§ skupina vz§jemnŊ nekompetuj², z ļehoģ lze usoudit 

na existenci minim§lnŊ dvou vazebnĨch m²st ve vazebn® kapse CaCdr1p. VĨsledky 

pr§ce pŚisp²vaj² k pochopen² mechanismu substr§tov® specificity u MDR pump. 
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Abstract: Candida infections are becoming an increasing cause of death in hospitalized 

patients. The main reason for drug resistance in the most common yeast pathogen 

Candida albicans is an increased production of transport proteins, which are removing 

the drug from the cell cytosol and thus producing the phenomenon called multidrug 

resistance ï MDR. The goal of this thesis was to verify the suitability of the yeast strain 

Saccharomyces cerevisiae with heterologously expressed MDR pumps from the 

pathogenic yeast Candida albicans and comparison to the results from C. albicans 

with homologous expression. The results that the azole drugs miconazole, bifonazole, 

and ketoconazole, together with potentiometric fluorescent probe diS-C3(3), are 

substrates of the CaCdr1p and CaCdr2p pumps, but not, or minimally, of the pump 

CaMdr1p, are consistent with the previously published work. The binding pocket of 

CaCdr1p was explored using the disc diffusion assay and the diS-C3(3) fluorescent 

probe method, with the help of structurally similar molecules voriconazole, 

fluconazole, and ravuconazole, and its intermediates. It revealed that all the azoles, 

together with the fluorescent probe CaCdr1p, compete with each other for the transport 

out of the cell. Ravuconazole, the only one with benzonitrile group, is the most potent 

pump inhibitor. Furthermore, the azoles without the benzonitrile group do not compete 

with the benzonitrile group itself and therefore, it could be asserted that there are at 

least two different binding sites in the CaCdr1p binding pocket. The results contribute 

to a better understanding of the MDR pump substrate specificity. 
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1. Đvod 

Houbov® infekce jsou jednou z rostouc²ch hrozeb pro veŚejn® zdrav². Za 

posledn²ch 40 let se vĨraznŊ zvĨġila jejich frekvence, paradoxnŊ pŚedevġ²m d²ky 

pokrokŢm v medic²nŊ, jako je napŚ²klad vyġġ² poļet provedenĨch transplantac², 

prodlouģen² ģivota lid² nakaģenĨch HIV nebo efektivnŊjġ² l®ļba rakoviny [1]. Vġechny 

tyto pŚ²ļiny zvyġuj² poļet lid² s v²ce ļi m®nŊ kompromitovanou imunitou, a jsou 

ide§ln²m c²lem pro oportunistick® patogeny, jakĨm je napŚ²klad kvasinka Candida 

albicans.  

C. albicans je za norm§ln²ch okolnost² bŊģnou souļ§st² naġeho mikrobiomu, za 

pŚ²znivĨch podm²nek se ale mŢģe pŚemnoģit a zpŢsobit kandid·zu. Tyto vhodn® 

podm²nky pŚedstavuje napŚ²klad sn²ģen§ imunitn² odpovŊŅ nebo oslaben² pŚirozen® 

kompetice mezi mikroorganismy v mikrobiomu v dŢsledku uģ²v§n² antibiotik. 

VĨsledkem mohou bĨt bŊģnŊ se vyskytuj²c²ch pot²ģe, jako jsou vyr§ģky, puchĨŚky 

nebo z§pach z ¼st, ale i syst®mov§ infekce org§nŢ, kter§ mŢģe skonļit smrt². [2] KromŊ 

zvĨġen² ļetnosti kandid·zovĨch onemocnŊn² doch§z² nav²c i k vĨvoji rezistenc² na 

pouģ²van§ l®ļiva [3] a v nemocnic²ch jsou st§le ļastŊji izolov§ny rezistentn² kmeny 

t®to kvasinky. 

NejļastŊji pouģ²vanou l®ļbou jsou azolov§ antimykotika, jelikoģ jsou snadno 

d§vkovateln§ a maj² mal® mnoģstv² neģ§douc²ch ¼ļinkŢ [4]. Bohuģel, oproti 

antibiotikŢm je mnoģstv² tŊchto l§tek omezen® [5] a je tak st§le obt²ģnŊjġ² bojovat proti 

vznikaj²c²m rezistenc²m. PŚestoģe tyto rezistence mohou m²t v²cero pŚ²ļin [6][7][8], 

tou nejļastŊjġ² je zvĨġen§ exprese membr§novĨch proteinŢ zodpovŊdnĨch za 

vyluļov§n² cizorodĨch l§tek z buŔky, takzvanĨch MDR pump (z anglick®ho 

Multi  ï Drug Resistance) [5]. 

Jedn²m z pŚ²stupŢ k Śeġen² t®to rezistence je inhibice odpovŊdnĨch pump, a 

tedy pouģit² tzv. chemosenzitivace ke st§vaj²c² l®ļbŊ. V pŚ²padŊ MDR pump tento 

pŚ²stup ztŊģuje fakt, ģe tyto pumpy jsou velice nespecifick® a maj² ġirok® spektrum 

substr§tŢ. Je tak nesm²rnŊ dŢleģit® z²skat informace o tom, jak jejich vazebn® m²sto 

vypad§. V pŚ²padŊ C. albicans se jedn§ pŚedevġ²m o pumpu CaCdr1p, studiu jej²chģ 

substr§tŢ se jiģ vŊnovalo nŊkolik prac² [9, 10]. Informac² pro rozumnou pŚedpovŊŅ 

dalġ²ch substr§tŢ, pŚ²padnŊ inhibitorŢ, je vġak st§le nedostatek.  

C²lem t®to pr§ce je pŚin®st nov® informace o vazebn® kapse CaCdr1p za 

pomoci geneticky modifikovanĨch kmenŢ S. cerevisiae exprimuj²c²ch MDR pumpy 
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z kvasinky C. albicans, s vyuģit²m diS-C3(3) fluorescenļn² metody a z·novĨch testŢ. 

Tento c²l se dŊl² na nŊkolik d²lļ²ch ¼kolŢ: (1) podrobn§ charakterizace pouģ²vanĨch 

kmenŢ, (2) ovŊŚen² kompatibility vĨsledkŢ s vĨsledky z²skanĨmi na homolognŊ MDR 

pumpy exprimuj²c²ch kmenech C. albicans pomoc² stanoven² ¼ļinku rŢznĨch 

modul§torŢ/inhibitorŢ, (3) studium uspoŚ§d§n² vazebn® kapsy CaCdr1p s pomoc² 

strukturnŊ podobnĨch l§tek s rozd²lnĨmi postrann²mi funkļn²mi skupinami. 
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1.1. Kvasinky 

Kvasinky jsou eukaryotn² jednobunŊļn® organismy z Ś²ġe hub, kter® za urļitĨch 

podm²nek mohou pŚej²t i do formy mnohobunŊļn®. Vyznaļuj² se velikost² 

v jednotk§ch ɛm, nepohlavn²m rozmnoģov§n²m (pŚev§ģnŊ puļen²m), a u vŊtġiny druhŢ 

schopnost² fermentace jako zpŢsobu obģivy. Jako odpadn² l§tky jsou pŚi fermentov§n² 

produkov§ny oxid uhliļitĨ a ethanol, d²ky nimģ jsou kvasinky vyuģ²v§ny po tis²ce let 

pŚi vĨrobŊ peļiva a alkoholickĨch n§pojŢ. KromŊ ġiroce rozġ²ŚenĨch, lidmi 

vyuģ²vanĨch kmenŢ, jako je napŚ. Saccharomyces cerevisiae, existuje i skupina 

kmenŢ, kter® jsou souļ§st² lidsk®ho mikrobiomu [11]. Jsou to tzv. komenz§lov®, tedy 

forma symbi·zy, pŚi kter® jeden druh profituje a druhĨ ani neġkod², ani neprofituje. 

Hlavn²m z§stupcem t®to kategorie u kvasinek je rod Candida a jeho nejrozġ²ŚenŊjġ² 

z§stupce Candida albicans. Tento rod je ale z§roveŔ z§stupcem jin® skupiny 

mikroorganismŢ, a to tzv. oportunistickĨch patogenŢ, tedy organismŢ, kter® se 

patogenn²mi st§vaj² jen za urļitĨch okolnost², napŚ²klad v momentŊ oslaben® imunity 

hostitele. [12] 

KromŊ vĨġe uveden®ho jsou kvasinky charakteristick® vysokou rychlost² 

mnoģen², maj² zmapovanĨ genom [13, 14] a zaveden® postupy pro pŚ²pravu geneticky 

modifikovanĨch kmenŢ. [15] Jsou tak ļasto vyuģ²v§ny jako modelov®, nebo pŚ²mo 

experiment§ln² organismy. 
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1.1.1. RŢst kvasinkov® kultury 

K pŊstov§n² kvasinkovĨch kultur lze pŚistupovat dvŊma zpŢsoby, podle toho 

k jak®mu ¼ļelu budou vyuģity. Prvn²m je pŊstov§n² na pevn®m m®diu, zpravidla agaru 

v Petriho misk§ch. To se hod² pro experimenty vĨsevov® a z·nov®, kdy se fotograficky 

vyhodnocuje poļet nebo pŚ²tomnost narostlĨch koloni². DruhĨm je pak rŢst 

v kapaln®m m®diu v baŔk§ch ï tento zpŢsob se hod² pro mŊŚen² bunŊk v suspenzi. 

V suspenzi se tak® daj² dobŚe pozorovat rŢzn® f§ze vĨvoje kultury, vyj§dŚen® 

v tzv. rŢstov® kŚivce, tedy z§vislosti poļtu bunŊk (vyj§dŚen® jako OD ï Optical 

Density, optick§ hustota) na ļase. Jak takov§ kŚivka typicky vypad§, zobrazuje 

Obr§zek 1. RŢst zaļ²n§ lag-f§z², kdy se buŔky pŚizpŢsobuj² prostŚed², shromaģŅuj² 

nutrienty, ale nemnoģ² se. N§sleduje f§ze exponenci§ln²ho rŢstu, kdy buŔky vyuģ²vaj² 

nahromadŊn® z§soby ģivin a jednoduch® cukry z prostŚed², a mnoģ² se s generaļn² 

dobou v jednotk§ch hodin. D²ky dostatku surovin je tak® nejaktivnŊjġ² exprese 

proteinŢ. Po spotŚebov§n² jednoduchĨch cukrŢ nast§v§ f§ze diauxick® zmŊny, tedy 

zmŊna metabolismu na respiraļn², sp²ġe neģ fermentaļn², a posl®ze rŢst post-

diauxickĨ. S postupnĨm vyļerp§v§n²m vġech nutrientŢ z m®dia doch§z² ke 

zpomalovan² a zastaven² rŢstu kultury a nakonec i odum²r§n² bunŊk [16]. 

 

Obr§zek 1: TeoretickĨ prŢbŊh rŢstov® kŚivky kvasinek. F§ze: I. ï lag, 

II. ï exponenci§ln², III. ï diauxick§, IV. ï postdiauxick§, V. ï stacion§rn², 

VI. ï odum²r§n²  
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1.1.2. L®kov§ rezistence a membr§novĨ transport 

S rozvojem medic²ny za posledn²ch nŊkolik des²tek let stoup§ poļet lid² 

s doļasnŊ nebo trvale sn²ģenou imunitou. Zvyġuje se napŚ²klad poļet transplantac², po 

kterĨch pacienti mus² br§t imunosupresiva, nebo roste doba doģit² lid² nakaģenĨch 

virem HIV a tedy s kompromitovanou imunitou. PŚibĨv§ tak pŚ²leģitost² pro 

kvasinkov® infekce a logicky se tak zvyġuje i pouģ²v§n² antimykotik [12]. 

PŚirozenĨm dŢsledkem tohoto vĨvoje je i n§rŢst rezistence vŢļi tŊmto l®ļivŢm. 

NejbŊģnŊji pouģ²van§ l®ļiva jsou deriv§ty imidazolu a triazolu, napŚ²klad klotrimazol 

(obchodn² n§zev Canesten), flukonazol (obchodnŊ Diflucan), itrakonazol nebo 

vorikonazol. Efekt tŊchto azolŢ je inhibice 14Ŭ-sterol demetyl§zy, zodpovŊdn® za 

jeden z krokŢ synt®zy ergosterolu, a tedy tvorbu nov® cytoplazmatick® membr§ny. 

EfektivnŊ tak blokuje tvorbu novĨch bunŊk a tedy rozmnoģov§n² [17]. 

Mikroorganismy maj² nŊkolik mechanismŢ, jak si budovat rezistenci vŢļi 

l®ļivŢm: (1) inaktivace ¼ļinn® l§tky buŅ nav§z§n²m funkļn² skupiny blokuj²c² vazbu, 

nebo naopak zniļen²m molekuly, (2) modifikace c²lov®ho m²sta pro l®ļivo, (3) 

adaptace buŔky zmŊnou metabolickĨch drah a (4) sn²ģen² ¼ļinn® koncentrace l§tky 

v buŔce jej²m vyluļov§n²m nebo zabr§nŊn²m prostupu do buŔky. Pr§vŊ tento posledn² 

mechanismus se uplatŔuje pŚi l®kov® rezistenci kvasinek. Podle rozsahu rezistence 

organizmŢ ĂEvropsk® stŚedisko pro prevenci a kontrolu nemoc²ñ (ECDC ï European 

Centre for Disease prevention and Control) rozliġuje ļtyŚi kategorie: (1) SDR (Single 

Drug Resistance), tedy rezistence vŢļi jednomu konkr®tn²mu l®ļivu, kter§ je snadno 

pŚekonateln§ pouģit²m jin®ho l®ļiva, (2) v§ģnŊjġ² a nejrozġ²ŚenŊjġ² MDR (Multi Drug 

Resistance), a d§le pak dvŊ nejz§vaģnŊjġ² kategorie (3) XDR (Extensive Drug 

Resistance) a (4) PDR (Pan Drug Resistance), klasifikovan® jako resistence vŢļi t®mŊŚ 

vġem, respektive vġem l®ļivŢm. [18]. 

Sn²ģen² ¼ļinn® koncentrace l§tky prob²h§ u kvasinek zmŊnou membr§nov®ho 

transportu. Za standardn²ch podm²nek doch§z² k transportu l§tek pŚes 

cytoplazmatickou membr§nu pomoc² nŊkolika m·dŢ. NŊkter® mal® molekuly, 

napŚ²klad O2 nebo CO2, mohou pŚes membr§nu proch§zet samovolnŊ, vŊtġ² anebo 

nabit® molekuly pak potŚebuj² transportn² proteiny, aby jim umoģnily pŚechod pŚes 

lipidickou dvojvrstvu. Tento transport pak mŢģe prob²hat pasivnŊ ve smŊru 

koncentraļn²ho gradientu, dokud se koncentrace nevyrovnaj². V pŚ²padŊ, ģe je potŚeba 

transport proti koncentraļn²mu gradientu, je nutnĨ aktivn² transport a dod§n² energie. 
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Podle druhu dod§van® energie se transportn² proteiny dŊl² na ABC (ATP ï Binding 

Cassete) a MFS (Major Facilitator Superfamily). [19] 

 

1.1.2.1. Membr§novĨ potenci§l 

Pokud jsou pŚes membr§nu transportov§ny nabit® molekuly, nejļastŊji 

napŚ²klad H+, K+, Na+, Ca2+, Cl-, a nedoch§z² k vz§jemn® kompenzaci n§boje, dojde k 

ustanoven² rozd²ln® koncentrace molekul, a tedy i n§boje na obou stran§ch membr§ny 

a t²m k vytvoŚen² rozd²lu potenci§lu. Udrģen² tohoto potenci§lu, za standardn²ch 

podm²nek z§porn®ho uvnitŚ membr§ny, je pro vġechny ģiv® buŔky nezbytnŊ dŢleģit®, 

protoģe jim umoģnuje regulovat vnitŚn² prostŚed² a reagovat na zmŊny vnŊjġ²ho 

prostŚed². 

U kvasinek je nejdŢleģitŊjġ²m transport®rem zodpovŊdnĨm za udrģen² 

potenci§lu H+-ATP§za (transmembr§novĨ protein Pma1p), kterĨ transportuje 

vod²kov® protony za spotŚeby ATP. Do urļit® m²ry je tak moģn® membr§novĨ 

potenci§l ovlivnit, aŠ uģ pŚ²mo interakc² s ATP§zou, nebo nepŚ²mo skrze ovlivnŊn² 

dostupnosti ATP. Doch§z² pak buŅ k hyperpolarizaci nebo depolarizaci. 

Hodnota membr§nov®ho potenci§lu je d§na Nernstovou rovnic² jako: 

 
ῳ‪

ὙὝ

ᾀὊ
ÌÎ
ὧ

ὧ
 (1) 

 

Kde R je plynov§ konstanta, T termodynamick§ teplota, F Faradayova konstanta, z 

poļet n§bojŢ a cin a cout vnitŚn² a vnŊjġ² koncentrace dan® molekuly. [19] 

 

1.1.2.2. Transportn² proteiny a pumpy Cdr1p, Cdr2p a Mdr1 

z kvasinky Candida albicans 

Aktivn² transport®ry, rovnŊģ ļasto nazĨvan® pumpy, se opŊt dŊl² do dvou 

kategori². Pokud je energie dod§v§na ve formŊ ATP (adenosin trifosf§t), pak hovoŚ²me 

o prim§rn²m aktivn²m transportu. AlternativnŊ lze dodat energii ve formŊ 

koncentraļn²ho gradientu jin® l§tky (napŚ²klad protonŢ), kter§ svĨm proudem v 

pasivn²m smŊru poh§n² aktivn² transport a hovoŚ²me tak o sekund§rn²m aktivn²m 

transportu. 
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Mezi prim§rn² aktivn² transport®ry Śad²me pumpy z rodiny ABC (ATP ï 

Binding Cassete), jej²ģ z§stupci jsou napŚ²klad nŊkter® pumpy zodpovŊdn® za 

rezistenci kvasinky C. albicans, (Cdr1p a Cdr2p), nebo pumpy zodpovŊdn® za 

rezistenci S. cerevisiae (Pdr5p, Snq2p a Yor1p). D§le ale napŚ²klad i lidskĨ P-

glykoprotein 1 zodpovŊdnĨ za rezistenci lidskĨch bunŊk vŢļi l®ļivŢm, coģ mŢģe bĨt 

problematick® pŚi l®ļbŊ rakoviny. StrukturnŊ jsou vġechny ABC pumpy velice 

podobn®, obsahuj² dvŊ transmembr§nov® dom®ny (TMD), zajiġŠuj²c² ukotven² v 

cytoplazmatick® membr§nŊ a prostor pro transportovanĨ substr§t, a dvŊ            

nukleotid-v§zaj²c² dom®ny (NBD ï Nucleotid Binding Domains), kter® v§ģou a 

n§slednŊ hydrolyzuj² ATP. Tato hydrolĨza v NBD zajist² konformaļn² zmŊnu TMD, 

umoģŔuj²c² pŚenos substr§tu pŚes membr§nu. [20] 

Rodinou patŚ²c² mezi sekund§rn² pumpy jsou pak MFS transport®ry (Major 

Facilitator Superfamily). Tyto proteiny obsahuj² 2 TMD sloģen® pouze ze 6ï7 Ŭ-helixŢ 

uspoŚ§danĨch do Ămiskyñ, kter§ se pŚekl§p² dovnitŚ a ven. [21] ZmŊnou afinity 

rŢznĨch vazebnĨch m²st je pak moģn® kontrolovat smŊr pŚenosu dan® molekuly. Do 

t®to skupiny patŚ² napŚ²klad Mdr1p nach§zej²c² se v cytoplazmatick® membr§nŊ C. 

albicans. [22] 

Rozd²l mezi tŊmito dvŊma typy pump je zobrazen na Obr§zek 2. 

 

1.1.2.3. Zn§m® a potenci§ln² substr§ty MDR pump kvasinek 

Jednou z nejzaj²mavŊjġ²ch vlastnost² MDR pump je jejich relativnŊ n²zk§ 

selektivita. Aby mohly spr§vnŊ plnit svoji funkci, maj² na rozd²l od vŊtġiny ostatn²ch, 

¼zce specializovanĨch pŚenaġeļŢ, ġirokou ġk§lu substr§tŢ. Pokud chceme studovat 

substr§tovou specificitu, tedy kter® l§tky budou substr§tem studovanĨch pump, lze na 

zaļ§tku vyuģ²t skuteļnosti, ģe zkouman® Cdr1p i Cdr2p jsou homologn²mi proteiny 

k dobŚe prozkouman® MDR pumpŊ Pdr5p nach§zej²c² se u S. cerevisiae (56% 

sekvenļn² identita a 73% sekvenļn² podobnost v pŚ²padŊ Cdr1p a 55% sekvenļn² 

identita a 71% sekvenļn² podobnost u Cdr2p). [23] VhodnĨmi kandid§ty jsou tak azoly 

klotrimazol a itrakonazol, oba potvrzen® jako substr§ty u SacPdr5p i u CaCdr1p, 

nikoliv vġak u CaCdr2p. [9, 24] 
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Obr§zek 2: Rozd²l mezi ABC a MFS transport®ry. ABC z²sk§v§ energii pro 

pŚenos molekuly proti jej²mu koncentraļn²mu gradientu z hydrolĨzy adenosin 

trifosf§tu, MFS zase z elektrochemick®ho potenci§lu jdouc²ho stejnĨm smŊrem jako 

koncentraļn² gradient. PŚevzato a upraveno z [19].  

 

Dalġ² potenci§lnŊ uģiteļnou sadou molekul jsou tzv. Ăbenchmarkñ substr§ty, 

tedy molekuly, u kterĨch bylo prok§z§no, ģe se u SacPdr5p v§ģou kaģd§ do jin®ho 

vazebn®ho m²sta a vz§jemnŊ si nekompetuj². TŊmito molekulami jsou chloramfenikol, 

rhodamin ï 6G, trytil-amin, trityl-imidazol, tetrabutyl-c²n a 2-(methyl-trityl -amino) 

methanol. [25, 26] 

Posledn²mi kandid§ty je sada azolŢ s velmi podobnou strukturou, avġak 

mŊn²c²m se postrann²m ŚetŊzcem, konkr®tnŊ vorikonazol a flukonazol, kter® jsou 

potvrzen® jako substr§ty CaCdr1p [9], ale nikoliv CaCdr2p, a nakonec ravukonazol a 

intermedi§ty vznikl® pŚi jeho synt®ze, zat²m netestovan® ani na CaCdr1p. 

Strukturn² vzorce vġech tŊchto molekul jsou uvedeny v Tabulka 1. 
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Klotrimazol Itrakonazol 

  

Ravukonazol Vorikonazol Flukonazol 

   

Intermedi§t I Intermedi§t II Intermedi§t III 

   

Chloramfenikol Rhodamin ï 6G Trytil -amin 

   

Trityl -imidazol Tetrabutyl-c²n 

2-(methyl-trityl -

amino) methanol 

 

 

 

Tabulka 1: Strukturn² vzorce hlavn²ch pouģ²vanĨch chemik§li² 
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1.2. Fluorescence 

1.2.1. Princip fluorescence a jej² mŊŚen² 

Jednou z neinvazivn²ch metod mŊŚen² biologickĨch vzorkŢ je mŊŚen² 

fluorescence. Fluorescence je jev spoļ²vaj²c² v interakci elektromagnetick®ho z§Śen² 

s elektronovĨm obalem molekul. V klasick®m pŚibl²ģen² se jedn§ o absorpci neboli 

excitaci elektronu do vyġġ²ho energetick®ho stavu, a jeho relaxaci spojenou 

s vyz§Śen²m fotonu, zpravidla ve viditeln® oblasti spektra. O fluorescenci hovoŚ²me 

konkr®tnŊ, pokud je excitovanĨ stav singletn² (tedy pokud je jeho celkovĨ spin 

roven 0); pŚechod mezi z§kladn²m a excitovanĨm stavem je pak tzv. povolenĨ a 

prob²h§ na ġk§le 10-8 s. Pokud by byl excitovanĨ stav tripletn² (tedy trojitŊ 

degenerovan§ hladina s celkovĨm spinem 1 a projekcemi spinu do osy z +1, -1 a 0), 

pak je relaxaļn² pŚechod tzv. zak§zanĨ, coģ se prakticky projev² jeho ļasovou ġk§lou 

v jednotk§ch aģ stovk§ch vteŚin ï tento jev pak nazĨv§me fosforescenc². Oba jevy lze 

souhrnnŊ oznaļit jako luminiscence a pŚechody s nimi spojen® jako luminiscenļn² 

pŚechody. Zn§zornŊn² tŊchto pŚechodŢ se prov§d² za pomoc² Jablonsk®ho diagramu, 

jehoģ pŚ²klad je uveden na Obr§zek 3, kde S0, S1, oznaļuje postupnŊ nultĨ (z§kladn²) 

singletn² stav a prvn² excitovanĨ singletn² stav, a T1 oznaļuje prvn² excitovanĨ tripletn² 

stav. KaģdĨ stav je jeġtŊ rozdŊlen na nŊkolik vibraļn²ch hladin. ObecnŊ mŢģe bĨt i 

z§kladn² stav tripletn², napŚ²klad u molekuly kysl²ku. [27]  

K excitaci doch§z² zpravidla ze z§kladn²ho stavu, kterĨ je za pokojov® teploty 

nejv²ce obsazen, do nŊkter®ho z vyġġ²ch vibraļn²ch stavŢ S1, odkud dojde k relaxaci 

do nejniģġ²ho excitovan®ho vibraļn²ho stavu, a v pŚ²padŊ fluorescence n§sledn®ho 

pŚechodu zpŊt do nŊkter® z vibraļn²ch hladin z§kladn²ho stavu S0. V pŚ²padŊ 

fosforescence probŊhne mezisyst®mov§ konverze do tripletn²ho stavu, odkud elektron 

relaxuje do stavu z§kladn²ho, avġak pomoc² zak§zan®ho (m®nŊ pravdŊpodobn®ho) 

pŚechodu. [27] 

PravdŊpodobnost pŚechodu mezi dvŊma stavy je urļena Franck-CondonovĨm 

principem, tedy ģe pravdŊpodobnost pŚechodu mezi dvŊma konkr®tn²mi hladinami je 

d§na pŚekryvem jejich vlnovĨch funkc². Absorpļn² spektrum je tak odrazem t®to 

pravdŊpodobnosti (pravdŊpodobnŊjġ² pŚechod bude ve spektru v²ce zastoupen) a 

obecnŊ mŢģe m²t komplikovanĨ tvar. Pokud uvaģujeme stejnĨ tvar potenci§lu, a tedy 
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stejnou vzd§lenost hladin pro z§kladn² i excitovanĨ stav, pak fluorescenļn² spektrum 

bude pŚesnŊ zrcadlovĨm obrazem excitaļn²ho spektra [27]. 

 

Obr§zek 3: Jablonsk®ho diagram. Diagram zn§zorŔuj²c² moģn® elektronov® 

pŚechody v l§tce a jejich spektrum. Singletn² stavy jsou oznaļeny S0, S1, a jeden 

tripletn² T1, kde ļ²slovka oznaļuje z§kladn² a excitovanĨ stav 

 

K mŊŚen² fluorescenļn²ch spekter je urļen pŚ²stroj nazĨvanĨ spektrofluorimetr. 

TypickĨ spektrofluorimetr obsahuje zdroj polychromatick®ho svŊtla, excitaļn² a 

emisn² monochrom§tor, dvŊ ġtŊrbiny a detektor. Excitaļn² monochrom§tor a excitaļn² 

ġtŊrbina vyb²r§ ze svŊteln®ho paprsku konkr®tn² excitaļn² vlnovou d®lku, kter§ dopad§ 

na vzorek. Emitovan® svŊtlo se pro minimalizaci kontaminace svŊtlem excitovanĨm 

sb²r§ ve smŊru kolm®m na excitaļn² paprsek, protoģe fluorescence je na smŊru 

nez§visl§, ale rozptyl je nejmenġ² pod pravĨm ¼hlem. Paprsek je n§slednŊ pomoc² 

emisn²ho monochrom§toru a ġtŊrbiny smŊŚov§n na detektor, kde se postupnŊ 

vyhodnocuje intenzita jednotlivĨch vlnovĨch d®lek. 

MŊŚen² lze prov§dŊt ve dvou m·dech. BuŅ je moģn® mŊŚit excitaļn² spektrum, 

tedy mŊnit excitaļn² vlnovou d®lku a sledovat emisi na jedn® pŚedem dan® vlnov® 

d®lce, nebo naopak excitovat jednou vlnovou d®lkou a mŊŚit postupnŊ intenzitu emise 
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na rŢznĨch vlnovĨch d®lk§ch, a z²skat tak emisn² spektrum. PŚesnost mŊŚen² lze 

ovlivnit vĨbŊrem velikosti ġtŊrbin, vŊtġ² ġtŊrbina propust² v²ce vlnovĨch d®lek 

najednou, menġ² ġtŊrbina ale propouġt² menġ² mnoģstv² svŊtla, a vyģaduje tak delġ² 

interval detekce. Pro mŊŚen² je tedy potŚeba naj²t vhodnĨ pomŊr mezi pŚesnost² a dobou 

mŊŚen². [27] 

1.2.2. Sonda diS-C3(3) 

TypickĨmi z§stupci fluoroforŢ, jak nazĨv§me l§tky schopn® fluorescence, jsou 

molekuly obsahuj²c² aromatick® kruhy. MŢģeme tak vyuģ²t buŅ l§tky pŚirozenŊ 

pŚ²tomn® ve zkouman®m syst®m (tzv. vnitŚn² fluorofory) nebo mŢģeme fluoreskuj²c² 

l§tku do syst®mu pŚidat (vnŊjġ² fluorofory). Jednou z  vyuģ²vanĨch vnŊjġ²ch fluoroforŢ 

je sonda s oznaļen²m diS-C3(3), pŚesnŊji 3,3'-dipropylthiakarbocyanin jodid, jej²ģ 

struktura je zobrazena na Obr§zek 4 spolu se svĨm emisn²m spektrem. Vlastnost² t®to 

sondy totiģ je, ģe po vstupu do buŔky zmŊn² svoje emisn² spektrum vlivem 

cytosol§rn²ho prostŚed², a jeho maximum se posune z 569 nm ve vodŊ nebo citr§to-

fosf§tov®m pufru (C ï P pufru) na 582 nm v bunŊļn® suspenzi nebo lyz§tu. Excitaļn² 

maximum m§ diS-C3(3) na hodnotŊ 531 nm. [28] 

Sonda je jodidovou sol², ve vodn®m prostŚed² tak disociuje na ion j·du a kladnŊ 

nabitou molekulu sondy. Ta je d²ky sv® nepol§rn² struktuŚe schopna proch§zet lipidn² 

ļ§st² membr§ny do buŔky, a dokonce je d²ky membr§nov®mu potenci§lu vtahov§na 

dovnitŚ. Doch§z² tak k akumulaci sondy uvnitŚ bunŊk a po ustanoven² rovnov§hy je 

moģn® z koncentrace sondy uvnitŚ a vnŊ bunŊk urļit membr§novĨ potenci§l podle 

rovnice (1). [29] DŢleģitĨm aspektem ale z§roveŔ je, ģe sonda je substr§tem pro MDR 

pumpy aktivnŊ odstraŔuj²c² cizorod® l§tky z bunŊk. MŢģeme tak ovlivnŊn² (napŚ. 

inhibici) ļinnosti tŊchto pump sledovat skrze zmŊny koncentrace sondy uvnitŚ a vnŊ 

membr§ny, a identifikovat rozd²ly mezi kmeny, kter® pumpy maj², a kmeny, kter® 

pumpy nemaj². Za t²mto ¼ļelem zav§d²me tzv. rozsah inhibice danĨ rovnic²: 

 

 
2ÏÚÓÁÈ ÉÎÈÉÂÉÃÅ ρ

ὃ

ὄ
Ͻρππ (2) 

 

Kde A je rozd²l maxima emise sondy u pumpov®ho kmene a maxima u 

bezpumpov®ho kmene po zapŢsoben² dan®ho inhibitoru a B je rozd²l maxim 

pumpov®ho a bezpumpov®ho kmene bez inhibitoru. [30] 
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Obr§zek 4: Emisn² spektrum sondy diS-C3(3) a jej² strukturn² vzorec. 

PŚeruġovanou ļarou je spektrum sondy rozpuġtŊn® v ļist®m C ï P pufru, plnou ļarou 

je spektrum v bunŊļn®m lyz§tu nebo bunŊļn® suspenzi. Ġipky ukazuj² pozici maxim 

569 nm pro pufr a 582 nm pro suspenzi/lyz§t. Koncentrace sondy byla 10-7 M. 

PŚevzato z [28]. 
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2. Metody a materi§ly 

2.1. Kvasinkov® kmeny 

K mŊŚen² bylo vyuģito 5 geneticky modifikovanĨch kmenŢ kvasinky 

Saccharomyces cerevisiae, z²skan® z laboratoŚe prof. Richarda D. Cannona 

z University of Otago na Nov®m Z®landu, pŚiļemģ vġechny mŊly deletov§ny geny pro 

tvorbu vġech 7 MDR pump. ĻtyŚi z nich mŊli vloģenĨ vektor s geny pro MDR pumpy 

bŊģnŊ se vyskytuj²c² u kvasinky Candida albicans a ļtvrtĨ ï kontroln² ï mŊl vloģenĨ 

pouze pr§zdnĨ vektor. [31] U kmenŢ s Cdr1p se jednalo o dvŊ verze s mutac² na 

rŢznĨch alel§ch, oznaļenĨch A a B podle [32], u kmenŢ s Cdr2p a Mdr1p byla k 

dispozici jen jedna verze mutace. PŚehled kmenŢ vļetnŊ svĨch genotypŢ a fenotypŢ je 

uveden v Tabulka 2. 

 

Kmen Genotyp Fenotyp 

AD1-8u- AD124567 ȹpdr5::hisG 

ȹpdr15::hisG 

Z§kladn² kmen S. cerevisiae 

s vymazanĨmi geny pro 

vġech 7 MDR pump 

 

AD/ABC3 AD124567 ȹpdr5::hisG 

ȹpdr15::hisG 

Jako AD1-8u- + pr§zdnĨ 

expresn² vektor 

AD/CDR1A AD1-8u-, ȹpdr5::pABC3-CaCDR1A Vloģena pumpa Cdr1p na 

alelu A 

AD/CDR1B AD1-8uī, ȹpdr5::pABC3-CaCDR1B Vloģena pumpa Cdr1p na 

alelu B 

AD/CDR2B AD1-8uī, ȹpdr5::pABC3-CaCDR2B Vloģena pumpa Cdr2p na 

alelu B 

AD/MDR1 AD1-8uī, ȹpdr5::pABC3-

CaMDR1A 

Vloģena pumpa Mdr1p na 

alelu A 

Tabulka 2: Pouģ²van® kmeny Saccharomyces cerevisiae modifikovan® 

vymaz§n²m vlastn²ch MDR pump a vloģen²m pump z Candida albicans. 

 

 

 

 



 

 

23 

2.2. Kultivaļn² m®dia 

Tabulka 3: Pouģit® roztoky a m®dia a jejich sloģen² 

2.3. Chemik§lie 

Studium substr§tov® specificity pump Cdr1p, Cdr2p a Mdr1p bylo provedeno 

pomoc² nŊkterĨch zn§mĨch substr§tŢ podle kapitoly 1.1.2.3, ale i nŊkterĨch dosud 

netestovanĨch l§tek, vļetnŊ l§tek pŚ²mo syntetizovanĨch pro tyto ¼ļely. PŚehled vġech 

l§tek pouģitĨch v r§mci experiment§ln² pr§ce je uveden v Tabulka 4. 

 

Zkratka  N§zev MW (g/mol) VĨrobce/zdroj  

 Azoly a potenci§ln² substr§ty 

RAV Ravukonazol 437,47 
Cayman Chemical 

Company 

- 
intermedi§t 

Ravukonazolu ļ.1 
251,2 

Ing. Petra Olejn²kov§ 

OddŊlen² organick® chemie, 

Fakulta chemick® a 

potravin§Śsk® technologie, 

Slovensk§ technick§ 

univerzita v BratislavŊ 

- 
intermedi§t 

Ravukonazolu ļ.2 
278,2 

- 
intermedi§t 

Ravukonazolu ļ.3 
312,2 

VOR Vorikonazol 349,3 Merck 

FLU Flukonazol 306,2 Merck 

BIFO Bifonazol 310,3 Alfa Aesar 

Roztok/m®dium Sloģen² Mnoģstv² 

YPD agar KvasinkovĨ extrakt 

Pepton 

Gluk·za 

Agar 1% / 2% 

Destilovan§ voda 

20 g 

10 g 

20 g 

10 g / 20 g 

1000 ml 

YPD m®dium KvasinkovĨ extrakt 

Pepton 

Gluk·za 

Destilovan§ voda 

20 g 

10 g 

20 g 

1000 ml 

C-P pufr (10 mM) Destilovan§ voda 

Na2HPO4 Ā 12H2O 

Kyselina citronov§ 

1000 ml 

3,6 g 

titrov§n² na pH = 6 
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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 

TBNL 

4-(2-Methyl-1,3-

thiazol-4-yl)-

benzonitril 

200 Alfa Aesar 

 Modul§tory 

BEAU Beauvericin 783,9 
Cayman Chemical 

Company 

FAR Farnesol 222,3 Merck 

 ĂBenchmarkñ substr§ty 

Chlo Chloramfenikol 323,1 Fluka 

R6G Rhodamin ï 6G 479 Merck 

TI Trytil -imidazol 310,4 Alfa Aesar 

TA Trytil -amin 259,3 Merck 

TBT Tetra-butyl-c²n 347,1 Merck 

MTAE 
2-(methyl-trityl -amino) 

ethanol 
303,4 Merck 

 Sonda 

 diS-C3(3) 520,5 Fluka 

 BŊģn® laboratorn² chemik§lie 

 Agar  Roth 

 KvasinkovĨ extrakt  Serva 

 Pepton  Serva 

 D-gluk·za 180,1 Merck 

 
Hydrogendifosforeļnan 

disodnĨ dodekahydr§t 
358,1 Merck 

 Kyselina citronov§ 192,5 Penta 

 RozpouġtŊdla 

 
Ethanol pro UV 

spektroskopii 
46,1 Penta 

DMF Dimethylformamid 73,1 Merck 

DMSO Dimethylsulfoxan 78,1 VWR 

 Aceton 58,1 Fluka 

Tabulka 4: Pouģit® chemik§lie, jejich vzorce a vĨrobce/zdroj 
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2.4. Kultivace kvasinek a mŊŚen² rŢstov® kŚivky 

BuŔky byly uchov§v§ny ve formŊ konzerv pŚi teplotŊ -80 ÁC, odkud bylo vģdy 

mal® mnoģstv² pŚeneseno steriln² kliļkou na Petriho misku s 2% YPD agarem a misky 

byly n§slednŊ kultivov§ny pod dobu 24 hodin v inkub§toru pŚi 30 ÁC. Pro bŊģn® 

pouģ²v§n² bylo z misek vytvoŚeno inokulum pŚenesen²m ļ§sti kultury do 10 ml 

tekut®ho YPD m®dia v ErlenmayerovŊ baŔce a kultivac² v tŚepac² l§zni opŊt pŚi 30 ÁC 

po dobu 24 hodin. Z tohoto inokula bylo n§slednŊ pro konkr®tn² experiment odeb²r§no 

1-10 ɛl do ļerstv®ho YPD m®dia, a to kultivov§no v tŚepac² l§zni pŚi 30 ÁC do dosaģen² 

poģadovan® rŢstov® f§ze. Inokulum bylo mezi experimenty uchov§v§no v lednici pŚi 

4 ÁC po dobu maxim§lnŊ jednoho mŊs²ce. 

Pro mŊŚen² rŢstov® kŚivky se ze zaoļkovan® kultury odeb²raly vzorky 

v pravidelnĨch intervalech. Z jednoho vzorku byla urļena optick§ hustota pŚi vlnov® 

d®lce 578 nm za pomoc² spektrofotometru Amerschan Biosciences Novaspec III, a 

mŊŚen² bylo prov§dŊno v 1cm jednor§zovĨch spektroskopickĨch kyvet§ch se vzorkem 

zŚedŊnĨm tak, aby namŊŚen§ hodnoty byla v line§rn²m rozsahu spektrofotometru a 

namŊŚen® hodnoty se pak ekvivalentnŊ vyn§sobily. DruhĨ vzorek byl odebr§n do 

mikrozkumavky Eppendorf, ve kter® byl odstŚedŊn, a 10 ɛl supernatantu bylo 

sm²ch§no 1 ml ļinidla BLT Glucosa Liquid 1000, kter® enzymaticky rozkl§d§ gluk·zu 

ve vzorku na sytŊ barevnou l§tku. Podle absorbance (nebo zjednoduġenŊ opŊt optick® 

hustoty pŚi 578 nm) je pak moģn® urļit relativn² obsah gluk·zy ve vzorku. 

2.5. MŊŚen² akumulace sondy diS-C3(3) v buŔk§ch 

Kvasinky pŚipraven® podle 2.4 byly bŊhem exponenci§ln² f§ze rŢstu sklizeny,  

tŚikr§t odstŚedŊny (3000 ot/min, 2 min, Haraeus Megafuge 16) a promyty destilovanou 

vodou, a nakonec resuspendov§ny do citr§to-fosf§tov®ho (C ï P) pufru o pH = 6 tak, 

aby vĨsledn§ suspenze mŊla OD rovnou 0,125. Suspenze byla napipetov§na po 3 ml 

do 1cm jednor§zovĨch spektroskopickĨch kyvet, a k nim byla 30 sekund pŚed 

zaļ§tkem mŊŚen² pŚid§na sonda diS-C3(3) na c²lovou koncentraci 0,2 nM. Na 

spektrofluorimetru JobinYvon ï Horriba FluoroMax IV byla n§slednŊ v rozmez² 5 ï 

10 minut postupnŊ mŊŚena emisn² spektra aģ 16 vzorkŢ najednou. To n§m umoģnilo 

vysokou rychlost² otestovat napŚ²klad (1) kombinaci v²ce l§tek, (2) koncentraļn² 

z§vislost, (3) v²ce kmenŢ najednou. Studovan® l§tky byly pŚid§v§ny zpravidla po 

prvn²ch 15 minut§ch a mŊŚen² ukonļeno po dosaģen² rovnov§ģn®ho stavu, tedy po cca 
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60 ï 80 minut§ch. Excitaļn² vlnov§ d®lka byla nastavena v excitaļn²m maximu sondy, 

tedy 531 nm a emisn² sken prob²hal v rozmez² vlnovĨch d®lek 560 nm ï 590 nm. 

MŊŚen² prob²halo za pokojov® teploty a s obļasnĨm jemnĨm prom²ch§n²m vzorku, aby 

se zabr§nilo sedimentaci bunŊk. Z emisn²ch spekter byla n§slednŊ odeļ²t§na poloha 

maxima ɚmax, kter§ byla pro jednotliv® vzorky vyn§ġena v z§vislosti na ļase.   

2.6. Z·nov® testy 

Pro z·nov® testy byly, obdobnŊ jako pro fluorescenļn² mŊŚen², sklizeny buŔky 

v exponenci§ln² f§zi, tŚikr§t promyty steriln² vodou a resuspendov§ny ve steriln² vodŊ 

na OD = 0,2. Tato suspenze byla n§slednŊ sm²ch§na s nezatuhlĨm 1% YPD agarem o 

teplotŊ 30 ï 45 ÁC v pomŊru 1:9 a vylita na Petriho misku s podkladn²m 2% YPD 

agarem. Po m²rn®m zatuhnut² byla na povrch agaru um²stŊna steriln² koleļka 

z filtraļn²ho pap²ru, na kter§ byly n§slednŊ aplikov§ny zkouman® l§tky v mnoģstv² 

3 ï 7 ɛl. Misky byly n§slednŊ kultivov§ny v inkub§toru pŚi 30 ÁC po dobu 48 hodin a 

vĨsledn® misky byly vyfotografov§ny pro dalġ² analĨzu. 

Zkouman§ l§tka z terļ²ku difunduje do okol² a okolo terļ²ku tak vznik§ oblast 

s gradientem koncentrace zkouman® l§tky. Pokud je koncentrace pro rostouc² buŔky 

toxick§, v dan®m m²stŊ ani po 48 hodin§ch ģ§dn® buŔky nevyrostou a vznikne 

inhibiļn² z·na. Velikost t®to z·ny pak z§vis² na efektivn² koncentraci dan® l§tky, tedy 

jednak na koncentraci z§sobn²ho roztoku, ale i na schopnosti bunŊk danou l§tku 

vyluļovat. Z·novĨ test je tak schopnĨm n§strojem pro identifikaci substr§tov® 

specifity konkr®tn²ch MDR pump ï pokud l§tka je substr§tem, z·na se nevytvoŚ².  

Variac² na klasickĨ z·novĨ test je soubŊģn® pŚid§n² dvou l§tek na jeden terļ²k. 

Pokud budou l§tky vz§jemnŊ kompetovat o transport z buŔky ven, zvĨġ² se jejich 

koncentrace uvnitŚ a dojde ke zvŊtġen² z·ny oproti z·n§m kaģd® ze zkoumanĨch l§tek 

samostatnŊ. 
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3. VĨsledky a diskuse 

3.1. Specifikace ¼kolŢ diplomov® pr§ce  

 

NadmŊrn§ exprese (bŊģnŊ pouģ²v§no anglick® Ăoverexpreseñ) multidrug 

resistance ABC transport®rŢ Cdr1p and Cdr2p a MFS transport®ru Mdr1p (viz kapitolu 

1.1.2.2) je nejļastŊjġ² pŚ²ļinou rezistence podm²nŊnŊ patogenn² kvasinky C. albicans 

na bŊģnŊ pouģ²van§ antimykotika, azoly. [33] Klinicky vĨznamn§ azolov§ rezistence 

je obvykle spojena se zvĨġenou expres² mRNA pro geny CDR1 a CDR2, pŚiļemģ 

Cdr1p je vĨznamnŊjġ²m pŚispŊvatelem k t®to (azolov®) rezistenci u mnoha klinickĨch 

izol§tŢ C. albicans. [34] Tento jev vyvol§v§ ot§zku, zdali bychom mohli ¼spŊġnŊ 

pŚekonat rezistenci na pouģ²van® l®ky t²m, ģe bychom zablokovali ļinnost ABC pump 

pomoc² jejich ¼ļinnĨch inhibitorŢ. 

Souļasn® znalosti o inhibitorech a substr§tech pump Cdr1p a Cdr2p, stejnŊ jako 

o jejich strukturn²ch vlastnostech, kter® pŚisp²vaj² k substr§tov® specificitŊ a 

transportn²m mechanismŢm, jsou shrnuty v nŊkolika souhrnnĨch pŚehledech [9] a jsou 

zaloģeny hlavnŊ na studi²ch prov§dŊnĨch buŅ se sb²rkou mutantn²ch kmenŢ 

C. albicans postr§daj²c²ch jednotliv® pumpy, popŚ. jejich kombinace (homologn² 

exprese) [35, 36], nebo souborem nepatogenn²ch kmenŢ S. cerevisiae s heterolognŊ 

exprimovanĨmi pumpami Cdr1p, Cdr2p a Mdr1 nebo dokonce chim®rickĨmi 

konstrukty mezi nimi [37]. PŚestoģe bylo pomoc² syst®mu s heterolognŊ 

exprimovanĨmi geny pro Cdr1p nebo Cdr2p dosaģena cel§ Śada vĨznamnĨch vĨsledkŢ 

pŚi studiu jejich vazebnĨch kapes [34], vyskytuj² se v literatuŚe ļasto vĨhrady k pouģit² 

tohoto syst®mu vzhledem k odliġn®mu metabolismu C. albicans a S. cerevisiae [38]. 

C²lem prvn² ļ§sti diplomov® pr§ce proto bylo proveden² podrobn® 

charakterizace vġech kmenŢ S. cerevisiae AD1-8u- heterolognŊ exprimuj²c²ch buŅ 

Cdr1p, Cdr2p nebo Mdr1p, a porovn§n² z²skanĨch vĨsledkŢ s vĨsledky dosaģenĨmi 

pŚi pouģit² mutantn²ch kmenŢ C. albicans v disertaļn² pr§ci Mgr. Ivy Janļ²kov®, PhD. 

[24]. Pro tyto srovn§vac² studie byl pouģit zejm®na z·novĨ test a diS-C3(3) 

fluorescenļn² metoda, kter§ vyuģ²v§ skuteļnosti, ģe fluorescenļn² potenciometrick§ 

sonda diS-C3(3) je substr§tem nejenom pump ScPdr5p a ScSnq2p, ale rovnŊģ pump 

CaCdr1p a CaCdr2p (nikoliv vġak CaMdr1p) [36]. 
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Hlavn²m c²lem druh® ļ§sti diplomov® pr§ce bylo pomoc² stanoven² ¼ļinku 

rŢznĨch inhibitorŢ/modul§torŢ a substr§tŢ pump CaCdr1p a CaCdr2p na jejich 

transportn² aktivitu uk§zat, ģe vĨsledky z²skan® pomoc² kmenŢ s heterologn² expres² 

specifickĨch pump jsou zcela kompatibiln² s vĨsledky z²skanĨmi za pouģit² 

mutantn²ch kmenŢ C. albicans [24]. 

TŚet² ļ§st se soustŚed² na hlavn² c²l diplomov® pr§ce, tj. na studium uspoŚ§d§n² 

vazebn® kapsy pumpy CaCdr1p. Pro funkļn² charakterizaci pumpy byla zvolena s®rie 

azolŢ s podobnou strukturou ï flukonazol, vorikonazol, ravukonazol a intermedi§ty 

vznikl® pŚi jeho synt®ze. Aplikace takov®ho pŚ²stupu k analĨze uspoŚ§d§n² vazebn® 

kapsy je velmi pŚ²nosn§, o ļemģ svŊdļ² napŚ. pouģit² Śady relativnŊ jednoduchĨch 

strukturnŊ podobnĨch substr§tŢ ke stanoven² poļtu vazebnĨch m²st ve vazebn® kapse 

ScPdr5p [39], nebo pouģit² stejn® trojice azolŢ (ravukonazol, vorikonazol a 

flukonazol) k objasnŊn² uspoŚ§d§n² tŊchto vazebnĨch m²st v identick® pumpŊ [40]. 

 

3.2. Charakterizace kmenŢ kvasinky S. cerevisiae AD1-8u- 

s heterolognŊ exprimovanĨmi MDR pumpami CaCdr1p, CaCdr2p a 

CaMdr1p z podm²nŊnŊ patogenn² kvasinky C. albicans 

 

Kmeny kvasinek s heterolognŊ exprimovanĨmi MDR pumpami CaCdr1p, 

CaCdr2p a CaMdr1p v modelov® kvasince S. cerevisiae AD1-8u-, z²skan® jako dar od 

prof. Richarda D. Cannona, a vytvoŚen® na Department of Oral Sciences, University 

of Otago, NovĨ Z®land, poskytuj² mnoho vĨhod pro funkļn² analĨzu pump a screening 

jejich inhibitorŢ [34]. SamotnĨ kmen S. cerevisiae AD1-8u- je vysoce citlivĨ 

k l®kŢm/xenobiotikŢm, kter® v dŢsledku delece 7 genŢ k·duj²c²ch ABC transport®ry 

nemohou bĨt odstraŔov§ny z bunŊk (viz kapitolu 2.1). KromŊ toho je v tomto kmenu 

deletov§n transkripļn² regul§tor PDR3 a d²ky bodov® mutaci v transkripļn²m 

regul§toru PDR1 (pdr1-3) je konstitutivnŊ indukov§n PDR5 promotor. To znamen§, 

ģe vloģen² genu MDR pumpy za genomovĨ PDR5 promotor vede ke konstitutivn² 

vysok® ¼rovni exprese dan® pumpy. VĨsledkem je velk® mnoģstv² spr§vnŊ 

lokalizovan®ho transportn²ho proteinu v plazmatick® membr§nŊ ï napŚ. u kmene 

CDR1, tedy AD1-8u- s exprimovanou pumpou CaCdr1p, pŚedstavuje pumpa 29 % 

proteinŢ v plazmatick® membr§nŊ. Takov§ vysok§ ¼roveŔ spr§vnŊ lokalizovan® MDR 
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pumpy u bunŊk kmene extr®mnŊ citliv®ho ke xenobiotikŢm poskytuje fenotyp velmi 

podobnĨ siln® l®kov® rezistenci, tzn. ģe kmen exprimuj²c² MDR pumpu je typicky 

Ś§dovŊ odolnŊjġ² vŢļi azolovĨm antimykotikŢm neģ hostitelskĨ kmen AD1-8u-. [41] 

PŚi charakterizaci kmenŢ kvasinky S. cerevisiae AD1-8u- s heterolognŊ 

exprimovanĨmi MDR pumpami CaCdr1p, CaCdr2p a CaMdr1p byla pr§ce zamŊŚena 

zejm®na na urļen², jakĨm zpŢsobem ovlivŔuje pŚ²tomnost tŊchto pump v membr§nŊ 

(a) rŢst kvasinkov® kultury, (b) citlivost bunŊk k vybranĨm chemickĨm stresorŢm a 

(c) akumulaci fluorescenļn² sondy diS-C3(3) v buŔk§ch. PŚi posuzov§n² citlivosti a 

akumulace sondy v buŔk§ch byly vĨsledky porovn§ny s vĨsledky z²skanĨmi 

s mutantn²mi kmeny C. albicans, popŚ. s buŔkami C. albicans citliv®ho kmene 

SC5314 a klinick®ho izol§tu CY1123, pouģitĨch v r§mci disertaļn² pr§ce Mgr. Ivy 

Janļ²kov®, PhD. [24]. 

 

3.2.1. OvlivnŊn² rŢstu kultury kvasinek S. cerevisiae AD1-8u- v kapaln®m 

m®diu pŚi heterologn² expresi MDR pump CaCdr1p, CaCdr2p nebo 

CaMdr1p v jejich membr§nŊ. 

 

K z§kladn²m charakteristik§m bunŊk, kter® jsou bŊģnŊ pouģ²v§ny pro posouzen² 

vlivu delece nebo naopak exprese genu k·duj²c² danĨ protein na bunŊļn® funkce, patŚ² 

bezesporu rŢst kultury bunŊk. RŢst kvasinkov® kultury v kapaln®m m®diu je 

charakterizov§n tzv. rŢstovou kŚivkou, kterou lze stanovit pomoc² spektrofotometrick® 

detekce zvyġuj²c²ho se z§kalu (optick® hustoty) bunŊļn® suspenze, tj. OD (z 

anglick®ho Optical Density), viz kapitolu 2.4. Pokud je kultivace kvasinek prov§dŊna 

v bohat®m kultivaļn²m m®diu s gluk·zou (YPD m®dium), je obvykle souļasnŊ s 

mŊŚen²m OD bunŊļn® kultury sledov§n tak® obsah gluk·zy v m®diu. Vyļerp§n² 

gluk·zy z m®dia totiģ umoģŔuje pomŊrnŊ jednoznaļnŊ urļit dosaģen² diauxick® f§ze 

rŢstu (viz kapitolu 1.1.1). 

Pro stanoven² vlivu delece nebo exprese genu k·duj²c² danĨ protein na rŢst 

bunŊk je zapotŚeb² pouģit² isogenn²ch kmenŢ, liġ²c²ch se pŚ²tomnost² proteinŢ v buŔce. 

Jak je patrn® z Obr§zek 5, ve kter®m je porovn§n rŢst Ăbezpumpov®hoñ kmene 

AD/ABC3 (tj. kmen AD1-8u- nesouc² pr§zdnĨ expresn² plasmid, viz 2.1) s rŢstovĨmi 

kŚivkami isogenn²ch ĂpumpovĨchñ kmenŢ AD/CDR1A, AD/CDR1B, AD/CDR2B a 
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AD/MDR1, nadprodukce kter®koliv z pump zpŢsobuje pomalejġ² rŢst kultury a 

dosaģen² niģġ²ch hodnot OD. Z profilu rŢstovĨch kŚivek a prakticky identick®ho 

prŢbŊhu obsahu gluk·zy v rŢstov®m m®dium u vġech kmenŢ pŚitom vyplĨv§, ģe niģġ² 

hustoty bunŊļnĨch suspenz² pumpovĨch kmenŢ, do nichģ tyto kmeny dorŢstaj², nejsou 

zpŢsobeny rychlejġ²m vyļerp§n²m gluk·zy z m®dia, a tud²ģ rychlejġ²m dosaģen²m 

diauxie. Jako moģn® vysvŊtlen² pozorovan®ho vlivu pŚ²tomnosti MDR pump 

C. albicans na rŢst kultury se nab²z² potŚeba delġ²ho ļasu pŚi rozmnoģov§n² bunŊk 

v dŢsledku synt®zy pump. 

 

 

Obr§zek 5: Vliv heterolognŊ exprimovanĨch MDR pump CaCdr1p, 

CaCdr2p a CaMdr1p  v kvasince S. cerevisiae AD1-8u- na rŢst kultury v bohat®m 

kultivaļn²m m®diu YPD. Pln® symboly ï rŢstov® kŚivky jednotlivĨch kmenŢ 

kvasinek, koresponduj²c² pr§zdn® symboly ï z§vislost obsahu gluk·zy v rŢstov®m 

m®diu na ļase. 

 

 

 

 



 

 

31 

3.2.2. Vliv pŚ²tomnosti pumpy CaCdr1p, CaCdr2p a CaMdr1p v 

membr§nŊ kvasinky S. cerevisiae AD1-8u- na citlivost bunŊk 

k vybranĨm chemickĨm stresorŢm  

 

Vzhledem k tomu, ģe MDR pumpy jsou zodpovŊdn® za aktivn² odstraŔov§n² 

cel® Śady chemickĨch l§tek (substr§tŢ) z bunŊk, je zŚejm®, ģe u l§tek, kter® po vstupu 

do bunŊk inhibuj² jejich rozmnoģov§n², mŢģe bĨt citlivost bunŊk s aktivn²mi pumpami 

k ¼ļinku l§tky v dŢsledku jejich ļinnosti vĨraznŊ sn²ģena. StandardnŊ pouģ²vanou 

metodou, kter§ umoģŔuje stanovit citlivost bunŊk k testovan® l§tce pomoc² sledov§n² 

inhibice jejich rŢstu, je z·novĨ test (viz kapitolu 2.6). Tato metoda je velmi vhodn§ 

pro stanoven² substr§tov® specifity MDR pump ï z rozd²ln® velikosti inhibiļn²ch z·n, 

kter® vzniknou po pŚid§n² l§tky k buŔk§m disponuj²c²ch MDR pumpou a buŔk§m, 

kter® ji postr§daj², lze snadno urļit, jestli je l§tka substr§tem dan® pumpy. 

K ovŊŚen², ģe pro urļen² substr§tov® specifity pump CaCdr1p, CaCdr2p a 

CaMdr1p jsou heterolognŊ exprimuj²c² kmeny S. cerevisiae stejnŊ vhodn® jako 

mutantn² kmeny C. albicans, (pŚ²padnŊ i vĨhodnŊjġ²), byla provedena srovn§vac² 

studie obou variant pro tŚi azoly (bifonazol, ketokonazol a mikonazol) a pro 

fluorescenļn² sondu diS-C3(3) (Obr§zek 6A). VĨsledky z²skan® pomoc² isogenn²ch 

kmenŢ C. albicans Dcdr1Dcdr2, Dcdr1 a Dcdr2 [24] byly analogick® (Obr§zek 6B). 
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Obr§zek 6: Nadprodukce MDR pump CaCdr1p a CaCdr2p v membr§nŊ 

kvasinky S. cerevisiae AD1-8u- vĨznamnĨm zpŢsobem ovlivŔuje rozd²ly 

v citlivosti bunŊk bezpumpov®ho kmene AD/ABC3 a pumpovĨch kmenŢ 

AD/CDR1A, AD/CDR1B a AD/CDR2B k l§tk§m, kter® jsou substr§ty tŊchto 

pump. Porovn§n² velikosti inhibiļn²ch z·n vytvoŚenĨch u bunŊk AD/ABC3, 

AD/CDR1A, AD/CDR1B, AD/CDR2B a AD/MDR1 (A) a u bunŊk 

Dcdr1Dcdr2, Dcdr2 a Dcdr1 (B) vzniklĨch po aplikaci 3 ml z§sobn²ho roztoku 

bifonazolu, ketokonazolu, mikonazolu a 3 ɛl a 7 ɛl fluorescenļn² sondy diS-C3(3) na 

pap²rovĨ terļ²k. Z§sobn² roztoky pro buŔky S. cererevisiae/C. albicans: bifonazol (0,8 

mM /403 ɛM), ketokonazol (0,5 mM /3,8 ɛM), mikonazol (0,6 mM /19,2 ɛM) a diS-

C3(3) (1 mM/1 mM). Inhibiļn² z·ny u isogenn²ch kmenŢ C. albicans uveden® v (B) 

byly pŚevzaty s laskavĨm svolen²m I. Janļ²kov® z jej² disertaļn² pr§ce [24] .  

 

Jak je patrn® z Obr§zek 6A, jsou rozd²ly mezi velikostmi z·n u bezpumpov®ho 

kmene AD/ABC3 a u pumpovĨch kmenŢ AD/CDR1A, AD/CDR1B a AD/CDR2B 

(p²smena A a B urļuj² polohu mutace na alele A nebo B) vytvoŚenĨch ¼ļinkem l§tek 

vĨraznŊ vŊtġ², neģ ty, kter® byly z²sk§ny pomoc² kmenŢ C. albicans Dcdr1Dcdr2 

(bezpumpovĨ kmen), Dcdr1 (kmen pŚirozenŊ exprimuj²c² pumpu Cdr2p) a Dcdr2 

(kmen pŚirozenŊ exprimuj²c² pumpu Cdr1p). Nav²c je z obr§zku patrnĨ pozitivn² 

dopad nadprodukce pump na pŚesnŊjġ² stanoven² toho, zda je l§tka substr§tem tŊchto 

dvou pump. Z porovn§n² z·n vytvoŚenĨch po aplikaci vġech tŚ² azolŢ u kmenŢ 

C. albicans se totiģ zd§, ģe ani jeden z nich, na rozd²l od fluorescenļn² sondy diS-

C3(3), nen² substr§tem pumpy Cdr2p (Obr§zek 6B) ï velikosti vytvoŚenĨch z·n po 
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aplikaci azolŢ u bezpumpov®ho kmene Dcdr1Dcdr2 a kmene exprimuj²c²ho pumpu 

Cdr2p (Dcdr1) jsou totiģ identick®. Jak ale vyplĨv§ z Obr§zek 6A, jsou azoly substr§ty 

nejenom pumpy Cdr1p (viz mal®/zanedbateln® z·ny u AD/CDR1A AD/CDR1B), ale 

tak® pumpy Cdr2p (viz absenci z·n u kmene AD/CDR2B). VysvŊtlen² pozorovanĨch 

rozd²lŢ souvis² pravdŊpodobnŊ s t²m, ģe u bunŊk kmene Dcdr1 je zastoupen² pumpy 

Cdr2p v jejich membr§nŊ velmi n²zk®, oproti kmeni s heterologn² expres². Citlivost 

bunŊk Dcdr1 vŢļi ¼ļinku azolŢ tak nemus² bĨt v dŢsledku jej² ļinnosti vĨraznŊ sn²ģena 

v porovn§n² s citlivost² kmene Dcdr1Dcdr2. Skuteļnost, ģe i pŚi takto n²zk® 

koncentraci pumpy Cdr2p je pozorov§n rozd²l ve velikosti z·n u bunŊk Dcdr1Dcdr2 a 

Dcdr1 vzniklĨch pŢsoben²m fluorescenļn² sondy diS-C3(3), souvis² zŚejmŊ s t²m, ģe 

stejnŊ jako u pumpy ScPdr5p je bŊhem jednoho transportn²ho cyklu odstraŔov§no v²ce 

molekul sondy, protoģe se sonda v§ģe do v²ce vazebnĨch m²st ve vazebn® kapse 

pumpy [30]. 

Z Obr§zek 6A d§le vyplĨv§ dalġ² z§vŊr tĨkaj²c² se pumpy CaMdr1p. Vzhledem 

k tomu, ģe ze vġech ļtyŚ testovanĨch l§tek je pouze bifonazol jej²m ĂslabĨmñ 

substr§tem, se zd§, ģe substr§tov§ specifita pumpy CaMdr1p je odliġn§ od substr§tov® 

specifity pump CaCdr1p a CaCdr2p. ZjiġtŊn², ģe fluorescenļn² sonda diS-C3(3) je 

substr§tem pump CaCdr1p, CaCdr2p, a nikoliv CaMdr1p, je v souladu s vĨsledky 

z²skanĨmi pomoc² diS-C3(3) fluorescenļn² metody a s®rie isogenn²ch kmenŢ C. 

albicans [36]. 

Vzhledem k vysok® homologii pump CaCdr1p a CaCdr2p s pumpou ScPdr5p 

bylo s pomoc² heterologn²ch kmenŢ d§le ovŊŚeno, zda jsou testovac² substr§ty 

jednotlivĨch vazebnĨch m²st ve vazebn® kapse pumpy ScPdr5p transportov§ny tak® 

pumpami CaCdr1p a CaCdr2p, popŚ. pumpou CaMdr1p. Jako testovac², neboli 

Ăbenchmarkñ substr§ty byly stejnŊ jako v [24, 30] pouģity 2-(metyl-trityl -amino)-

etanol (MTAE), kterĨ se ve vazebn® kapse ScPdr5p v§ģe pouze do vazebn®ho m²sta 1, 

tritylimidazol (TI), v§ģ²c² se do m²sta 2, a tetrabutylc²n (TBT), kterĨ se v§ģe vĨhradnŊ 

do m²sta 3. Nav²c byl pouģit jeġtŊ dalġ² testovac² substr§t, tritylamin (TA), kterĨ stejnŊ 

jako TI interaguje pouze s m²stem 2. Protoģe se podle Obr§zek 6 jev² kmen 

AD/CDR1B v²ce rezistentn² k ¼ļinku azolŢ neģ kmen AD/CDR1A, byl k n§sleduj²c²m 

experimentŢm z dvojice Cdr1p kmenŢ vyuģ²v§n jiģ pouze tento. 

Jak vyplĨv§ z Obr§zek 7, jsou vġechny testovac² substr§ty pumpy ScPdr5p 

rovnŊģ substr§ty pump CaCdr1p a CaCdr2p. Nav²c, pouze testovac² substr§ty m²sta 2, 
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TA a TI, jsou ĂslabĨmiñ substr§ty pumpy CaMdr1p, coģ opŊt podporuje tvrzen² o jej² 

odliġn® substr§tov® specifitŊ. Pro lepġ² analĨzu vazebn® kapsy pump by do budoucna 

bylo vhodn® dok§zat, zda jsou tyto l§tky nejenom substr§ty pump CaCdr1p a 

CaCdr2p, ale rovnŊģ testovac²mi substr§ty jednotlivĨch vazebnĨch m²st.  

 

 

Obr§zek 7: Testovac² substr§ty jednotlivĨch vazebnĨch m²st ve vazebn® 

kapse ScPdr5p jsou rovnŊģ substr§ty pump CaCdr1p a CaCdr2p. Inhibiļn² z·ny 

bunŊk AD/ABC3, AD/CDR1B, AD/CDR2B a AD/MDR1 vytvoŚen® po aplikaci 5 mL 

10 mM MTAE  (2-(metyl-trityl -amino)-etanol), 7 mL 100 mM TA  (tritylamin), 3 mL 

0,1 mM TI  (tritylimidazol) a 3 mL 1,4 M TBT  (tetrabultylc²n) na pap²rovĨ terļ²k.  
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3.2.3. Vliv pŚ²tomnosti pumpy CaCdr1p, CaCdr2p a CaMdr1p v 

membr§nŊ kvasinky S. cerevisiae AD1-8u- na intracelul§rn² 

akumulaci fluorescenļn² sondy diS-C3(3) 

 

Jiģ dŚ²ve bylo pomoc² diS-C3(3) fluorescenļn² metody a s®rie isogenn²ch kmenŢ 

C. albicans uk§z§no v [24, 36], ģe charakter barvic²ch kŚivek bunŊk C. albicans 

exprimuj²c²ch pumpu CaCdr1p (Dcdr2) nebo CaCdr2p (Dcdr1), pro nŊģ je sonda 

substr§tem (viz Obr§zek 6), je vĨraznŊ odliġnĨ od prŢbŊhu barven² bunŊk kmene 

S. cerevisiae AD12 s nadprodukc² pumpy ScPdr5p, pro niģ je fluorescenļn² sonda diS-

C3(3) tak® substr§tem. Zat²mco u bunŊk AD12 je pozorov§na jiģ od zaļ§tku mŊŚen² 

n²zk§ ¼roveŔ jejich barven² v porovn§n² s barven²m bezpumpov®ho kmene AD1-3 [42, 

43], svŊdļ²c² o bezprostŚedn²m odstraŔov§n² sondy z bunŊk pumpou ScPdr5p, barven² 

bunŊk obou pumpovĨch kmenŢ Dcdr2 a Dcdr1 vykazuje dvouf§zovĨ prŢbŊh 

akumulace fluorescenļn² sondy diS-C3(3) v buŔk§ch [24, 36]. Jak je uk§z§no na 

Obr§zek 8B, kop²ruje jejich barven² po dobu cca 40 minut barven² bunŊk 

bezpumpov®ho kmene Dcdr1Dcdr2. Teprve pot® zaļ²n§ koncentrace sondy v buŔk§ch 

klesat. PŚid§n² gluk·zy k buŔk§m vĨraznŊ zvyġuje rozsah tohoto poklesu. 

Jak vyplĨv§ z Obr§zek 8A, ve kter®m jsou porovn§ny barvic² kŚivky bunŊk 

pumpovĨch kmenŢ AD/CDR1A, AD/CDR1B, AD/CDR2B a AD/MDR1 

s bezpumpovĨm kmenem AD/ABC3, barven² bunŊk nadprodukuj²c²ch pumpu 

CaCdr1p nebo CaCdr2p v S. cerevisiae AD1-8u- se nepodob§ barven² bunŊk kmenŢ 

Dcdr2 a Dcdr1, a svĨm charakterem pŚipom²n§ barven² bunŊk AD12. Barven² bunŊk 

AD/MDR1 je vzhledem k tomu, ģe sonda nen² substr§tem pumpy CaMdr1p, identick® 

s barven²m bezpumpov®ho kmene AD/ABC3.  

Z porovn§n² celkov® aktivity pump CaCdr1p nebo CaCdr2p u bunŊk S. 

cerevisiae a C. albicans (Obr§zek 8C) je zŚejm®, ģe aktivita tŊchto pump heterolognŊ 

exprimovanĨch v S. cerevisiae AD1-8u- je vyġġ² neģ u bunŊk pumpovĨch kmenŢ 

C. albicans Dcdr2 a Dcdr1, dokonce i po pŚid§n² gluk·zy. 
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Obr§zek 8: Aktivn² odstraŔov§n² fluorescenļn² sondy diS-C3(3) z kvasinek 

pumpami CaCdr1p a CaCdr2p redukuje jej² intracelul§rn² koncentraci. (A) 

Barvic² kŚivky exponenci§ln²ch bunŊk AD/pBAC3, AD/CDR1A, AD/CDR1B, 

AD/CDR2B a AD/MDR1. (B) Barvic² kŚivky bunŊk C. albicans Dcdr1Dcdr2, Dcdr1 

a Dcdr2, ke kterĨm byla 20 min po pŚid§n² sondy pŚid§na  gluk·za (GLC) na vĨslednou 

koncentraci 2 %. Pr§zdn® symboly ï kontroly bez pŚidan® gluk·zy. (C) Porovn§n² 

celkov® aktivity pumpy CaCdr1p nebo CaCdr2p heterolognŊ exprimovan® 

v S. cerevisiae. AD1-8u- (lev§ ļ§st obr.) s aktivitou pump homolognŊ exprimovanĨch 

v C. albicans bez a po pŚid§n² gluk·zy (prav§ ļ§st obr.). Aktivita pump byla stanovena 

z Obr§zek 8A a Obr§zek 8B jako rozd²l mezi pŚ²sluġnĨmi rovnov§ģnĨmi hodnotami 

lmax bunŊk Ăbezpumpov®hoñ kmene a kmene exprimuj²c²ho danou pumpu. StŚedn² 

hodnoty a smŊrodatn® odchylky byly z²sk§ny ze tŚ² nez§vislĨch experimentŢ. PŚevzato 

a upraveno z disertaļn² pr§ce I. Janļ²kov® [24]  

 

Pro rozkl²ļov§n² odliġn®ho profilu barven² bunŊk Dcdr1 a Dcdr2 (dvouf§zovĨ 

charakter) od barven² bunŊk AD/CDR1 a AD/CDR2 (okamģitŊ po pŚid§n² sondy 

k bunŊļn® suspenzi) bylo provedeno porovn§ni barv²c²ch kŚivek bunŊk AD/CDR1A 

(d§le znaļeno AD/CDR1) a AD/CDR2B (d§le znaļeno AD/CDR2), s barven²m bunŊk 

S. cerevisiae AD12 s nadprodukc² pumpy ScPdr5p [40] a bunŊk klinick®ho izol§tu 

C. albicans CY1123 rezistentn²ho na l®ļbu flukonazolem a s nadprodukc² pump 

CaCdr1p i CaCdr2p [24, 44] (Obr§zek 9), je za n²zkou akumulaci fluorescenļn² sondy 
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diS-C3(3) v buŔk§ch AD/CDR1 a AD/CDR2 zodpovŊdn§ nadprodukce MDR pump 

aktivnŊ odstraŔuj²c²ch sondu z cytosolu. DŢleģitĨm z§vŊrem tohoto porovn§n² je 

zejm®na to, ģe charakter barven² bunŊk nadprodukuj²c²ch pumpy CaCdr1p a CaCdr2p 

je stejnĨ, aŠ se jedn§ o homologn² (kmen C. albicans CY1123) nebo heterologn² 

expresi pump (kmeny S. cerevisiae AD/CDR1 a AD/CDR2). 

Nav²c, porovn§n² barven² bunŊk bezpumpovĨch kmenŢ S. cerevisiae 

(AD/ABC3 a AD1-3) a C. albicans (Dcdr1Dcdr2 a SC5314 plus beauvericin), na 

Obr§zek 9 pŚispŊlo k pochopen² dvouf§zov®ho profilu barven² bunŊk pumpovĨch 

kmenŢ C. albicans Dcdr1 a Dcdr2. BuŔky obou bezpumpovĨch kmenŢ C. albicans se 

totiģ barv² vĨraznŊ rychleji neģ buŔky AD/ABC3 a AD1-3, a rovnov§ģn® hodnoty 

lmax, kterĨch je dosaģeno u C. albicans podstatnŊ dŚ²ve, jsou vyġġ² neģ u S. cerevisiae. 

Vzhledem k tomu, ģe barven² bunŊk, u kterĨch nedoch§z² k aktivn²mu odstraŔov§n² 

sondy z cytosolu, je Ś²zeno pouze velikost² jejich membr§nov®ho potenci§lu, DY, tedy 

ļ²m vyġġ² je rovnov§ģn§ hodnota lmax, t²m vyġġ² je hodnota DY a rychlejġ² ustaven² 

rovnov§hy, [45, 46] je zŚejm®, ģe membr§novĨ potenci§l bunŊk C. albicans je vyġġ² 

neģ bunŊk S. cerevisiae. Rychlost vstupu sondy do bunŊk C. albicans je obzvl§ġtŊ 

v poļ§teļn²ch f§z²ch barven² velmi vysok§ d²ky vysok®mu elektrochemick®mu 

gradientu (vysok® DY a nulov§/n²zk§ intracelul§rn² koncentrace sondy). To zŚejmŊ 

znemoģŔuje pozorovat rozd²ly mezi barvic²mi kŚivkami bunŊk Dcdr1Dcdr2 a bunŊk 

pumpovĨch kmenŢ Dcdr1 a Dcdr2, protoģe odstraŔov§n² sondy z tŊchto bunŊk 

s malĨm zastoupen²m pump v jejich membr§nŊ vĨraznŊ neovlivn² intracelul§rn² 

koncentraci sondy. Teprve kdyģ se vstup sondy do bunŊk zastav², tj. je dosaģeno 

rovnov§hy mezi koncentrac² sondy vnŊ a uvnitŚ bunŊk v z§vislosti na DY, lze 

detekovat aktivitu pump. PŚid§n² gluk·zy, kter§ indukuje zvĨġenou expresi genŢ 

CaCDR1 a CaCDR2 [47], vĨraznŊ zvĨġ² odstraŔov§n² sondy z bunŊk doprov§zen® 

poklesem lmax. 

Nelze vylouļit ani moģnost, ģe za velmi rychl® barven² bunŊk C. albicans je 

zodpovŊdnĨ nejenom vysokĨ DY, ale tak® Ătenļ²ñ bunŊļn§ stŊna tŊchto bunŊk, kter§ 

funguje jako pasivn² bari®ra a zpomaluje tak akumulaci sondy v buŔk§ch [28]. Tento 

faktor ovlivŔuj²c² rychlost barven² bunŊk C. albicans nebyl v diplomov® pr§ci 

testov§n, nicm®nŊ bude zohlednŊn v pŚipravovan® publikaci. 

Z§vŊrem lze konstatovat, ģe pouģit² heterolognŊ exprimuj²c²ch kmenŢ je pro 

funkļn² charakterizaci pump CaCdr1p a CaCdr2p, vyhled§n² jejich efektivn²ch 
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inhibitorŢ a studium uspoŚ§d§n² vazebnĨch m²st v jejich vazebn® kapse velmi 

vĨhodn®. K pŚednostem patŚ² napŚ²klad menġ² ļasov§ n§roļnost experimentŢ s tŊmito 

kmeny oproti analogickĨm pokusŢm s mutantn²mi kmeny C. albicans, ke kterĨm je 

zapotŚeb² pŚid§vat gluk·zu, jak je zŚejm® z porovn§n² Obr§zek 8A a Obr§zek 8B. 

 

 

Obr§zek 9: N²zk§ intracelul§rn² akumulace fluorescenļn² sondy diS-C3(3) 

je dŢsledkem nadprodukce MDR pump v membr§nŊ kvasinek, pro nŊģ je sonda 

substr§tem, bez ohledu na to, zdali jsou pumpy exprimov§ny homolognŊ ļi 

heterolognŊ. Porovn§n² charakteru barven² bunŊk (1) pumpovĨch kmenŢ AD/CDR1, 

AD/CDR2 a AD12 s buŔkami rezistentn²ho klinick®ho izol§tu C. albicans CY 1123 

a (2) bezpumpovĨch kmenŢ Dcdr1Dcdr2, AD/ABC3 a AD1-3 s buŔkami citliv®ho 

standardn²ho divok®ho kmene C. albicans SC5314 s n²zkĨm zastoupen²m pump 

v membr§nŊ, u kterĨch byla ļinnost pump zablokov§na inhibitorem beauvericinem. 

Barvic² kŚivky bunŊk AD1-3 a AD12 byly pŚevzaty z [40], barvic² kŚivky bunŊk 

klinick®ho izol§tu CY1123 a divok®ho kmene SC5314, ke kter®mu byl 10 mM 

beauvericin pŚid§n 10 min pŚed sondou, byly pŚevzaty z [24, 44].  
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3.3. Testov§n² ¼ļinku zn§mĨch substr§tŢ a inhibitorŢ/modul§torŢ pump 

CaCdr1p a CaCdr2p na odstraŔov§n² fluorescenļn² sondy diS-C3(3) 

z bunŊk  

 

Jak uk§zaly dŚ²vŊjġ² studie, je diS-C3(3) fluorescenļn² metoda velmi vhodn§ 

pro testov§n² inhibiļn² ¼ļinnosti rŢznĨch l§tek na ļinnost MDR pump, pro nŊģ je sonda 

substr§tem [30, 43, 44, 48ï50]. V pŚ²padŊ pumpy ScPdr5p u bunŊk S. cerevisiae bylo 

dok§z§no, ģe se sonda v§ģe do vġech doposud identifikovanĨch vazebnĨch m²st v jej² 

vazebn® kapse [24, 30]. Toto zjiġtŊn² ļin² metodu velmi vhodnou pro urļen², jestli se 

testovanĨ substr§t v§ģe do vġech, nebo jenom do nŊkterĨch jejich vazebnĨch m²st. 

JinĨmi slovy, z charakteru koncentraļn² z§vislosti inhibiļn² ¼ļinnosti substr§tu pumpy 

lze usuzovat na poļet m²st, do kterĨch se substr§t v§ģe. Nav²c, pŚi pouģit² Ăbenchmarkñ 

substr§tŢ jednotlivĨch vazebnĨch m²st lze urļit, do kterĨch konkr®tn²ch vazebnĨch 

m²st se substr§t v§ģe, respektive nev§ģe [30, 40]. 

Vzhledem k vysok® homologii pump CaCdr1p a CaCdr2p s pumpou ScPdr5p 

se m§ za to, ģe poļet vazebnĨch m²st u obou pump C. albicans, zejm®na u CaCdr1p, 

bude stejnĨ (3 vazebn§ m²sta) jako u ScPdr5p [9, 33]. Lze tedy pŚedpokl§dat, ģe sonda 

diS-C3(3) bude u CaCdr1p a CaCdr2p interagovat s v²ce (ne-li se vġemi) vazebnĨmi 

m²sty v jejich vazebn® kapse. 

Pro potvrzen² tohoto pŚedpokladu byly provedeny fluorescenļn² experimenty 

analogicky jako v [23, 29], ve kterĨch byl testov§n koncentraļnŊ z§vislĨ inhibiļn² 

¼ļinek ketokonazolu a bifonazolu na transport sondy pumpou CaCdr1p a CaCdr2p. 

DŢvodem pouģit² tŊchto dvou azolŢ byla skuteļnost, ģe ve vazebn® kapse ScPdr5p se 

ketokonazol v§ģe do m²st 1 a 2, zat²mco bifonazol do m²st 1 a 3. Rozsah pouģitĨch 

koncentrac² obou azolŢ byl zvolen stejnĨ jako u ScPdr5p [30]. 

Jak je patrn® z Obr§zek 10, ketokonazol zpŢsobuje saturaļn² ne¼plnou 

kompetitivn² inhibici transportu sondy jak pumpou CaCdr1p (Obr§zek 10AC), tak 

pumpou CaCdr2p (Obr§zek 10BC), s rozsahem inhibice ~  60 % u CaCdr1p a necelĨch 

40 % u CaCdr2p. 
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Obr§zek 10: Inhibiļn² ¼ļinek ketokonazolu na transport fluorescenļn² 

sondy diSC3(3) pumpou CaCdr1p a CaCdr2p. Porovn§n² barvic²ch kŚivek bunŊk 

AD/ABC3 a AD/CDR1 (A) nebo AD/CDR2 (B) vystavenĨch ¼ļinku ketokonazolu. 

Pr§zdn® symboly ï barven² kontroln²ch bunŊk. Ġipka spolu s pŚeruġovanou ļarou 

oznaļuje ļas pŚid§n² ketokonazolu (KETO). (C) Porovn§n² koncentraļnŊ z§visl®ho 

rozsahu inhibice transportu sondy pumpou CaCdr1p (zelenŊ) a CaCdr2p (oranģovŊ) 

po pŚid§n² ketokonazolu. Rozsah inhibice transportu sondy byl urļen podle rovnice 

(2), ve kter® A pŚedstavuje rozd²l mezi rovnov§ģnĨmi hodnotami ɚmax u bunŊk 

AD/ABC3 a AD/CDR1 nebo AD/CDR2 v pŚ²tomnosti a B v nepŚ²tomnosti 

ketokonazolu. StŚedn² hodnoty a smŊrodatn® odchylky byly z²sk§ny ze tŚ² nez§vislĨch 

experimentŢ.  

 

Rozsah inhibice transportu sondy pumpou CaCdr1p zprostŚedkovanĨ 

bifonazolem (Obr§zek 10A,C), vykazuj²c² rovnŊģ saturaļn² charakter, je velmi 

vysokĨ, (skoro 90 %). U pumpy CaCdr2p je pŚi nejvyġġ² pouģit® koncentraci 

bifonazolu dosaģeno inhibice ~  50 % (Obr§zek 10B,C), pŚiļemģ z koncentraļn² 

z§vislosti inhibice nevyplĨv§ jednoznaļnŊ saturaļn² charakter.  
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Obr§zek 11: Inhibiļn² ¼ļinek bifonazolu na transport fluorescenļn² sondy 

diSC3(3) pumpou CaCdr1p a CaCdr2p. Porovn§n² barvic²ch kŚivek bunŊk 

AD/ABC3 a AD/CDR1 (A) nebo AD/CDR2 (B) vystavenĨch ¼ļinku bifonazolu. 

Pr§zdn® symboly ï barven² kontroln²ch bunŊk. Ġipka spolu s pŚeruġovanou ļarou 

oznaļuje ļas pŚid§n² bifonazolu (BIFO). (C) Porovn§n² koncentraļnŊ z§visl®ho 

rozsahu inhibice transportu sondy pumpou CaCdr1p (zelenŊ) a CaCdr2p (oranģovŊ) 

po pŚid§n² bifonazolu. Rozsah inhibice transportu sondy byl urļen podle rovnice (2), 

ve kter® A pŚedstavuje rozd²l mezi rovnov§ģnĨmi hodnotami ɚmax u bunŊk AD/ABC3 

a AD/CDR1 nebo AD/CDR2 v pŚ²tomnosti a B v nepŚ²tomnosti bifonazolu. StŚedn² 

hodnoty a smŊrodatn® odchylky byly z²sk§ny ze tŚ² nez§vislĨch experimentŢ. 

 

Z porovn§n² rozsahu inhibice transportu sondy pumpou CaCdr1p a pumpou 

ScPdr5p zprostŚedkovan® ketokonazolem (u CaCdr1p ~  60 %, u ScPdr5p ~  50 % [24] 

a bifonazolem (u CaCdr1p ~  90 %, u ScPdr5p ~  60 % [24] vyplĨv§, ģe inhibiļn² 

¼ļinnost obou azolŢ u pumpy CaCdr1p je vyġġ² neģ u pumpy ScPdr5p. Bez ohledu na 

tuto skuteļnost je ze saturaļn²ho charakteru u obou testovanĨch azolŢ (Obr§zek 11 a 

Obr§zek 10) zŚejm®, ģe ani jeden z azolŢ se nev§ģe do vġech vazebnĨch m²st ve 

vazebn® kapse CaCdr1p. Vyġġ² inhibiļn² ¼ļinnost azolŢ u pumpy CaCdr1p neģ u 

pumpy ScPdr5p nicm®nŊ indikuje, ģe uspoŚ§d§n² vazebnĨch m²st ve vazebn® kapse 

CaCdr1p je tŊsnŊjġ² neģ uspoŚ§d§n² vazebnĨch m²st u ScPdr5p. JinĨmi slovy, v 

dŢsledku tŊsnŊjġ² bl²zkosti vazebnĨch m²st v kapse CaCdr1p mŢģe doj²t k omezen² 

souļasn® vazby v²ce substr§tŢ (napŚ. sondy a azolu) v dŢsledku sterick®ho br§nŊn² 

vazbŊ druh®ho substr§tu do jin®ho vazebn®ho m²sta, podobnŊ jak bylo zjiġtŊno u 

pumpy KlPdr5p u kvasinky K. lactis [24, 30] 

Niģġ² rozsah inhibice transportu sondy pumpou CaCdr2p vyvolan® obŊma 

azoly v porovn§n² s jejich inhibiļn² ¼ļinnost² u pumpy CaCdr1p mŢģe souviset buŅ s 

(1) efektivnŊjġ²m odstraŔov§n²m sondy z bunŊk AD/CDR2 v dŢsledku volnŊjġ²ho 

uspoŚ§d§n² vazebn® kapsy CaCdr2p v porovn§n² s CaCdr1p nebo (2) vĨraznŊ vyġġ²m 
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zastoupen²m pumpy CaCdr2p v plazmatick® membr§nŊ bunŊk AD/CDR2 neģ pumpy 

CaCdr1p u bunŊk AD/CDR1. Pro zjiġtŊn², kter§ z uvedenĨch moģnost² odpov²d§ 

skuteļnosti, byl pouģit ¼ļinnĨ inhibitor obou pump beauvericin [24, 30, 36, 44, 51]. 

Jak indikuje absence rozd²lŢ ve velikosti inhibiļn²ch z·n vytvoŚenĨch ¼ļinkem 

beauvericinu o rŢznĨch koncentrac²ch (1) u bezpumpov®ho kmene AD/ABC3 a u 

pumpovĨch kmenŢ AD/CDR1 a AD/CDR2B (Obr§zek 12A) a (2) u kmenŢ 

C. albicans Dcdr1Dcdr2 (bezpumpovĨ kmen), Dcdr1 (kmen exprimuj²c² pumpu 

Cdr2p) a Dcdr2 (kmen exprimuj²c² pumpu Cdr1p) (Obr§zek 12B), nen² beauvericin 

substr§tem ani pumpy CaCdr1p, ani pumpy CaCdr2p. 

 

Obr§zek 12: Beauvericin nen² substr§tem ani pumpy CaCdr1p ani pumpy 

CaCdr2p. (A) Inhibiļn² z·ny bunŊk AD/ABC3, AD/CDR1 a AD/CDR2 vytvoŚen® 

po aplikaci 3 ml beauvericinu o rŢznĨch koncentrac²ch na pap²rovĨ terļ²k. Pouģit® 

koncentrace z§sobn²ch roztokŢ jsou uvedeny u terļ²kŢ na obr§zc²ch. (B) Inhibiļn² 

z·ny bunŊk C. albicans Dcdr1Dcdr2, Dcdr1 a Dcdr2 vznikl® ¼ļinkem beauverinu. 

AplikovanĨ objem a pouģit® koncentrace z§sobn²ch roztokŢ jsou uvedeny u terļ²kŢ 

na obr§zc²ch. Ļ§st poskytnuta z disertaļn² pr§ce I. Janļ²kov® [24].  

Pro potvrzen², ģe i u bunŊk kmene AD/CDR1 a AD/CDR2 s nadprodukc² 

pumpy CaCdr1p a CaCdr2p je beauvericin ¼ļinnĨm inhibitorem obou pump, byla 

provedena s®rie z·novĨch testŢ, ve kterĨch bylo sledov§no, jakĨm zpŢsobem ovlivn² 

pŚid§n² beauvericinu velikost inhibiļn² z·ny zn§m®ho substr§tu (ketokonazol, 
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bifonazol, ravukonazol, vorikonazol a flukonazol ï dŢkaz ģe i posledn² tŚi azoly jsou 

substr§tem je na Obr§zek 17) u bunŊk pumpovĨch kmenŢ AD/CDR1 a AD/CDR2. 

Jak je patrn® z Obr§zek 13, doch§z² ve vġech pŚ²padech jak u bunŊk AD/CDR1 

(Obr§zek 13A), tak u bunŊk AD/CDR2 (Obr§zek 13B) k vĨrazn®mu zvŊtġen² inhibiļn² 

z·ny po souļasn®m pŚid§n² azolu a beauvericinu v porovn§n² s velikost² inhibiļn²ch 

z·n vytvoŚenĨch samotnĨm azolem nebo beauvericinem. To znamen§, ģe beauvericin 

je schopen ¼ļinnŊ zablokovat transport substr§tŢ z bunŊk pumpami CaCdr1p a 

CaCdr2p i v pŚ²padŊ, kdy je koncentrace pump v membr§nŊ vysok§. 

 

  

 

Obr§zek 13: Beauvericin vĨraznŊ zvyġuje citlivost bunŊk AD/CDR1 a 

AD/CDR2 k ¼ļinku azolŢ v dŢsledku inhibice pump CaCdr1p a CaCdr2p. 

Porovn§n² velikosti inhibiļn²ch z·n vytvoŚenĨch u bunŊk AD/CDR1 (A) a AD/CDR2 

(B) vystavenĨch ¼ļinku jednotlivĨch azolŢ (ketokonazol, bifonazol, ravukonazol, 

vorikonazol a flukonazol), beauvericinu a jejich pŚ²sluġn® kombinaci. Pouģit® 

mnoģstv² byly 3 ɛl a koncentrace z§sobn²ch roztokŢ jsou uvedeny u terļ²kŢ na 

obr§zc²ch.   

 

Jak dokumentuje Obr§zek 14, beauvericin ¼ļinnŊ inhibuje tak® transport 

fluorescenļn² sondy diS-C3(3) z bunŊk pumpami CaCdr1p a CaCdr2p. Zat²mco 

v pŚ²padŊ inhibice transportu sondy z bunŊk C. albicans Dcdr2 a Dcdr1 (Obr§zek 14 

panel (b)), je pŚi koncentraci beauvericinu 5 mg/ml dosaģeno 100 % inhibice obou 

pump, u heterolognŊ expresn²ch kmenŢ je pŚi t®to koncentraci dosaģeno ¼pln® inhibice 

transportu sondy pouze u bunŊk AD/CDR1 (Obr§zek 14A,C, panel (a)). U bunŊk 

AD/CDR2 je zjiġtŊn§ inhibice velmi n²zk§ (jen ~  20 %), u dvojn§sobn® koncentrace 

(10 mg/ml) ~  40 % (Obr§zek 14B,C panel (a)). Aby bylo dosaģeno ¼pln® inhibice 

pumpy CaCdr2p, musela by bĨt pouģita vyġġ² koncentrace beauvericinu. PŚi vyġġ²ch 

koncentrac²ch je bohuģel pozorov§na nezanedbateln§ interakce beauvericinu se 



 

 

44 

sondou vedouc² k posunu lmax do ļerven® oblasti spektra, coģ znemoģŔuje stanoven² 

rozsahu inhibice transportu sondy (napŚ. pŚi pouģit² koncentrace 20 mg/ml ļin² tento 

posun 6 nm). PotŚeba vysokĨch koncentrac² beauvericinu k dosaģen² ¼pln®ho 

zablokov§n² transportu sondy pumpou CaCdr2p u kmene AD/CDR2 spolu se 

skuteļnost², ģe se jedn§ o speci§ln² inhibitor, kterĨ blokuje vnitŚn² dutinu pumpy 

CaCdr2p (i CaCdr1p) [51] a znemoģŔuje tak interakci sondy s vazebnĨmi m²sty, 

indikuje, ģe koncentrace pumpy CaCdr2p v membr§nŊ bunŊk AD/CDR2 je velmi 

vysok§. Toto tvrzen² podporuje i zjiġtŊn², ģe u bunŊk C. albicans Dcdr1, u kterĨch je 

produkce pumpy CaCdr2p vĨraznŊ niģġ² neģ u bunŊk AD/CDR2, je dosaģeno ¼pln® 

inhibice transportu sondy pŚi koncentraci beauvericinu 5mg/ml (Obr§zek 14B,C panel 

(b)). 

Vysok® zastoupen² pumpy CaCdr2p v plazmatick® membr§nŊ bunŊk 

AD/CDR2 je tedy zŚejmŊ tak® dŢvodem n²zk®ho rozsahu inhibice transportu sondy 

pumpou CaCdr2p vyvolan® bifonazolem i ketokonazolem, viz vĨġe zmiŔovan§ 

moģnost (2).  
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Obr§zek 14: Beauvericin je ¼ļinnĨm inhibitorem transportu 

fluorescenļn² sondy diS-C3(3) z bunŊk jak pumpou CaCdr1p, tak pumpou 

CaCdr2p. Porovn§n² n§mi z²skanĨch (a) a publikovanĨch [24] (b) vĨsledkŢ z§vislosti 

inhibice transportu sondy pumpami CaCdr1p a CaCdr2p na koncentraci beauvericinu. 

Panel (a): Porovn§n² barvic²ch kŚivek bunŊk AD/ABC3 a AD/CDR1 (A) nebo 

AD/CDR2 (B) vystavenĨch ¼ļinku beauvericinu. Pr§zdn® symboly ï barven² 

kontroln²ch bunŊk. Ġipka spolu s pŚeruġovanou ļarou oznaļuje ļas pŚid§n² 

beauvericinu (BEAU). (C) Porovn§n² koncentraļnŊ z§visl®ho rozsahu inhibice 

transportu sondy pumpou CaCdr1p a CaCdr2p po pŚid§n² beauvericinu. Panel (b): 

Porovn§n² barvic²ch kŚivek bunŊk C. albicans  Dcdr1Dcdr2 a Dcdr2 (A) nebo Dcdr1 

(B), ke kterĨm byla ve 20. minutŊ barven² pŚid§na gluk·za o vĨsledn® koncentraci 2 

% a v 82. minutŊ beauvericin. Pr§zdn® symboly ï barven² kontroln²ch bunŊk. (C) 

KoncentraļnŊ z§vislĨ rozsah inhibice transportu sondy pumpou CaCdr1p a pumpou 

CaCdr2p vyvolanĨ beauvericinem. V obou pŚ²padech byl rozsah inhibice transportu 

sondy urļen podle rovnice (2), ve kter® A pŚedstavuje rozd²l mezi rovnov§ģnĨmi 

hodnotami ɚmax u bunŊk bezpumpovĨch kmenŢ a kmenŢ exprimuj²c²ch pumpu 

CaCdr1p nebo CaCdr2p v pŚ²tomnosti a B v nepŚ²tomnosti beauvericinu. StŚedn² 

hodnoty a smŊrodatn® odchylky byly z²sk§ny ze tŚ² nez§vislĨch experimentŢ. Ļ§st (b) 

pŚevzata z disertaļn² pr§ce I. Janļ²kov®.   

  

Na z§kladŊ vĨsledkŢ z²skanĨch s beauvericinem a s t²m souvisej²c²m zjiġtŊn²m, 

ģe koncentrace pumpy CaCdr2p v membr§nŊ bunŊk AD/CDR2 je velmi vysok§, bylo 

pŚekvapiv®, ģe nejenom u bunŊk AD/CDR1, ale tak® u bunŊk AD/CDR2 je dosaģeno 

100 % inhibici transportu sondy pŢsoben²m zn§m®ho modul§toru aktivity pump 

CaCdr1p a CaCdr2p farnesolu [44, 52] (Obr§zek 15, panel (a)). Nav²c, koncentrace 
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farnesolu potŚebn® k dosaģen² ¼pln® inhibice transportu sondy jsou u tŊchto bunŊk 

s nadprodukc² pump v membr§nŊ niģġ² (zhruba poloviļn²) neģ ty, kter® vedou 

k inhibici pump CaCdr1p a CaCdr2p u bunŊk C. albicans Dcdr2 a Dcdr1 (Obr§zek 

15, panel (b)).  

Jak bylo zjiġtŊno v [24], farnesol je substr§tem pump CaCdr1p a CaCdr2p u 

bunŊk C. albicans (viz tak® Obr§zek 16B). Jak vyplĨv§ z Obr§zek 16A, pŚi pouģit² 

heterolognŊ expresn²ch kmenŢ bylo dosaģeno stejn®ho z§vŊru. Ot§zkou zŢst§v§, zda 

je za koncentraļnŊ z§vislĨ inhibiļn² ¼ļinek farnesolu zodpovŊdn§ pouze jeho 

kompetice se sondou o transport pumpami. 

Z porovn§n² ¼ļinku farnesolu na buŔky bezpumpovĨch kmenŢ AD/ABC3 

(Obr§zek 15A,B, panel (a)) a  Dcdr1Dcdr2 (Obr§zek 15A,B, panel (b)) je patrn®, ģe 

zat²mco u bunŊk C. albicans farnesol neovlivŔuje membr§novĨ potenci§l bunŊk, u 

bunŊk AD/ABC3 doch§z² zejm®na u vyġġ²ch koncentrac² k hyperpolarizaci jejich 

membr§ny, indikuj²c² vĨtok kladnĨch iontŢ z bunŊk, napŚ. K+. PravdŊpodobnou 

pŚ²ļinou hyperpolarizace membr§ny heterolognŊ expresn²ch bunŊk mŢģe bĨt vysok§ 

citlivost bunŊk bezpumpov®ho kmene S. cerevisiae AD1-8u- (delece 7 genŢ k·duj²c²ch 

ABC transport®ry, viz kapitolu 2.1), kterĨ byl pouģit pro expresi genŢ CaCDR1, 

CaCDR2. Vzhledem k tomu, ģe farnesol je seskviterpenovĨ alkohol, je 

pravdŊpodobn®, ģe za hyperpolarizaci bunŊk je zodpovŊdn§ zmŊna fluidity membr§ny 

vyvolan§ inkorporac² farnesolu do lipidov® matrix, doprov§zen§ vĨtokem iontŢ. 

ZmŊna fluidity membr§ny mŢģe v®st k ovlivnŊn²/inhibici aktivity pump. Nelze 

vylouļit ani moģnost, ģe k inhibici pump doch§z² v dŢsledku pŚ²m® interakce alkohol-

protein [48]. Je rovnŊģ moģn®, ģe vyġġ² citlivost kmenŢ odvozenĨch od AD1-8u- oproti 

kmenŢm C. albicans je dŢsledkem odliġn®ho sloģen² plazmatick® membr§ny tŊchto 

bunŊk. U bunŊk heterolognŊ expresn²ch kmenŢ je deletov§n i gen k·duj²c² transkripļn² 

faktor ScPdr3p, kterĨ reguluje produkty genŢ pod²lej²c²ch se tak® na biosynt®ze 

sfingolipidŢ [53, 54]. 
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Obr§zek 15: Farnesol je ¼ļinnĨm inhibitorem transportu fluorescenļn² 

sondy diS-C3(3) z bunŊk jak pumpou CaCdr1p, tak pumpou CaCdr2p. Porovn§n² 

zde z²skanĨch (a) a publikovanĨch [24] (b) vĨsledkŢ z§vislosti inhibice transportu 

sondy pumpami CaCdr1p a CaCdr2p na koncentraci farnesolu. Panel (a): Porovn§n² 

barvic²ch kŚivek bunŊk AD/ABC3 a AD/CDR1 (A) nebo AD/CDR2 (B) vystavenĨch 

¼ļinku farnesolu. Pr§zdn® symboly ï barven² kontroln²ch bunŊk. Ġipka spolu s 

pŚeruġovanou ļarou oznaļuje ļas pŚid§n² farnesolu (FAR). (C) Porovn§n² 

koncentraļnŊ z§visl®ho rozsahu inhibice transportu sondy pumpou CaCdr1p a 

CaCdr2p po pŚid§n² farnesolu. Panel (b): Porovn§n² barvic²ch kŚivek bunŊk C. 

albicans  Dcdr1Dcdr2 a Dcdr2 (A) nebo Dcdr1 (B), ke kterĨm byla ve 20. minutŊ 

barven² pŚid§na gluk·za o vĨsledn® koncentraci 2 % a v 82. minutŊ farnesol (Far). 

Pr§zdn® symboly ï barven² kontroln²ch bunŊk. (C) KoncentraļnŊ z§vislĨ rozsah 

inhibice transportu sondy pumpou CaCdr1p a pumpou CaCdr2p vyvolanĨ farnesolem.  

V obou pŚ²padech byl rozsah inhibice transportu sondy urļen podle rovnice (2), 

ve kter® A pŚedstavuje rozd²l mezi rovnov§ģnĨmi hodnotami ɚmax u bunŊk 

bezpumpovĨch kmenŢ a kmenŢ exprimuj²c²ch pumpu CaCdr1p nebo CaCdr2p v 

pŚ²tomnosti a B v nepŚ²tomnosti farnesolu. StŚedn² hodnoty a smŊrodatn® odchylky 

byly z²sk§ny ze tŚ² nez§vislĨch experimentŢ. Ļ§st (b) pŚevzata z disertaļn² pr§ce I. 

Janļ²kov®. [24]  
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Obr§zek 16: Farnesol je substr§tem pump CaCdr1p a CaCdr2p. (A) 

Inhibiļn² z·ny bunŊk AD/ABC3, AD/CDR1 a AD/CDR2 vytvoŚen® ¼ļinkem 4,7 mM 

farnesolu na pap²rovĨ terļ²k. (B) Inhibiļn² z·ny bunŊk C. albicans Dcdr1Dcdr2, Dcdr2 

a Dcdr1 vznikl® ¼ļinkem 1,9 M farnesolu. Ļ§st B pŚevzata z disertaļn² pr§ce I. 

Janļ²kov®. [24]   
 

K vĨznamnĨm zjiġtŊn²m v t®to kapitole patŚ² bezesporu to, ģe koncentrace 

pumpy CaCdr2p v membr§nŊ bunŊk AD/CDR2 je velmi vysok§, coģ ļin² tento kmen 

nevhodnĨ pro studium uspoŚ§d§n² jej² vazebn® kapsy, zejm®na pomoc² diS-C3(3) 

fluorescenļn² metody. Pro dosaģen² dostateļn®ho inhibiļn²ho ¼ļinku testovan® l§tky 

na transport sondy pumpou CaCdr2p je totiģ ļasto zapotŚeb² pouģ²t vysok® 

koncentrace l§tky, viz napŚ. beauvericin. Pouģit² vysokĨch koncentrac² vġak mŢģe v®st 

jak k vĨznamn® interakci testovan® l§tky se sondou, tak k permeabilizaci bunŊk. 

V obou pŚ²padech je pozorov§n posun lmax do ļerven® oblasti spektra faleġnŊ 

indikuj²c² inhibici transportu sondy pumpou vyvolanou testovanou l§tkou.  
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3.4. Studium vazebnĨch m²st ve vazebn® kapse pumpy CaCdrp1p  

Hlavn²m c²lem diplomov® pr§ce byla charakterizace vazebnĨch m²st ve 

vazebn® kapse MDR pumpy CaCdr1p, tedy analĨza jej²ho uspoŚ§d§n². Na z§kladŊ 

¼spŊchŢ, kterĨch bylo dosaģeno pŚi studiu vazebn® kapsy pumpy ScPdr5p pomoc² 

kombinace diS-C3(3) fluorescenļn² metody a z·novĨch testŢ za pouģit² jej²ch substr§tŢ 

s podobnou chemickou strukturou [24, 30, 40], byl zvolen stejnĨ metodickĨ pŚ²stup i 

pro studium architektury vazebn® kapsy CaCdr1p. VĨsledky, kterĨch bylo dosaģeno 

v pŚedchoz²ch kapitol§ch s buŔkami kmene AD/CDR1 s nadprodukc² pumpy 

CaCdr1p, stvrdily, ģe pouģit² tohoto kmene je velmi vhodn® nejenom pro analĨzu 

uspoŚ§d§n² vazebn® kapsy tŊchto pump, ale tak® pro vyhled§v§n² jejich inhibitorŢ, 

kter® by umoģŔovaly chemosenzitizaci (tj. zvĨġen² citlivosti) rezistentn²ch 

patogenn²ch kmenŢ na azolov§ l®ļiva. 

Pro charakterizaci vazebnĨch m²st v CaCdr1p byla pouģita s®rie triazolŢ 

(ravukonazol a vġechny intermedi§ty vznikl® pŚi jeho synt®ze, vorikonazol a 

flukonazol), kter® jsou chemickĨmi analogy, tzn. jsou si strukturnŊ velmi podobn® a 

navz§jem se liġ² pouze substituenty, viz levou ļ§st Obr§zek 17. Jak vyplĨv§ 

z barevn®ho oznaļen² skupin/ļ§st² triazolŢ, u vġech l§tek je pŚ²tomn§ triazolov§ (1,2,4-

triazol ï modŚe) a difluorobenzenov§ skupina (1,3-difluorobenzen ï zelenŊ). KromŊ 

intermedi§tu I obsahuj² vġechny triazoly tak® hydroxylovou skupinu (propan-2-ol ï 

rŢģovŊ). ĠedivŊ jsou zvĨraznŊny funkļn² skupiny, kter® jsou u jednotlivĨch azolŢ 

odliġn®. Jak je patrn® z prav® ļ§sti Obr§zek 17, jsou vġechny tyto triazoly substr§ty 

pumpy CaCdr1p.  

Protoģe lze logicky pŚedpokl§dat, ģe na vazbŊ tŊchto substr§tŢ do vazebn® 

kapsy se budou pod²let jejich spoleļn® ļ§sti, ke zjiġtŊn² toho, kter§ z funkļn²ch skupin 

(1,2,4-triazol a/nebo 1,3-difluorobenzen) je zodpovŊdn§ za interakci s vazebnĨmi 

m²sty, byl pouģit z·novĨ test. Bohuģel, ani jedna z l§tek nevytv§Ś² inhibiļn² z·ny u 

bezpumpov®ho kmene AD/ABC3, coģ znemoģŔuje urļit, jestli  je l§tka substr§tem 

pumpy. Vzhledem k tomu, ģe z·novĨ test umoģŔuje stanovit nejenom to, zda je l§tka 

substr§tem pumpy, ale tak® zda se dva rŢzn® substr§ty v§ģ² do stejn®ho vazebn®ho 

m²sta nebo m²st, byl tento test pouģit v modifikovan® verzi (tzv. Ădvoj² pŚid§n²ñ) (viz. 

kapitolu 2.6) pro dŢkaz, ģe d²ky spoleļnĨm funkļn²m skupin§m spolu testovan® 

triazoly navz§jem kompetuj² o transport pumpou, tj. interaguj² se stejnĨm vazebnĨm 

m²stem/m²sty. Jak vyplĨv§ ze zvŊtġen² inhibiļn²ch z·n pŚi kombinovan®m pŚid§n² 
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vybranĨch triazolŢ (ravukonazol, vorikonazol a flukonazol) k buŔk§m AD/CDR1 

v porovn§n² s velikost² z·n vytvoŚenĨch samotnĨmi azoly (Obr§zek 18), v§ģ² se 

vġechny do stejn®ho vazebn®ho m²sta ļi m²st, a lze pŚedpokl§dat, ģe alespoŔ jedna 

spoleļn§ funkļn² skupina je zodpovŊdn§ za tuto vazbu. 

 

 

Obr§zek 17: Nejenom ravukonazol, ale i intermedi§ty vznikl® pŚi jeho 

synt®ze, stejnŊ jako flukonazol a vorikonazol jsou substr§ty jak pumpy 

CaCdr1p, tak CaCdr2p. Inhibiļn² z·ny bunŊk AD/ABC3, AD/CDR1 a AD/CDR2 

vytvoŚen® po aplikaci 3 ɛl z§sobn²ho roztoku ravukonazolu, intermedi§tŢ I, II a III, 

flukonazolu a vorikonazolu. Z§sobn² roztoky: ravukonazol (0,125 mg/ml), 

intermedi§t I (0,125 mg/ml), intermedi§t II (0,125 mg/ml), intermedi§t III (1 mg/ml), 

flukonazol (1 mg/ml) a vorikonazol (0,016 mg/ml).  
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Obr§zek 18: Ravukonazol, vorikonazol a flukonazol spolu navz§jem 

kompetuj² o transport pumpou CaCdr1p. Porovn§n² velikosti inhibiļn²ch z·n 

vytvoŚenĨch u bunŊk AD/CDR1 vystavenĨch ¼ļinku triazolŢ (ravukonazol, 

vorikonazol a flukonazol) a jejich pŚ²sluġn® kombinaci. Pouģit® koncentrace z§sobn²ch 

roztokŢ jsou uvedeny u terļ²kŢ na obr§zc²ch.  

 

D§le bylo zjiġŠov§no, jakĨm zpŢsobem ovlivn² pŚ²tomnost odliġnĨch 

substituentŢ u triazolŢ (zvĨraznŊny v Obr§zek 17 ġedivou barvou) jejich inhibiļn² 

¼ļinnost na transport sondy diS-C3(3) pumpou CaCdr1p. Jak je patrn® z Obr§zek 19, 

pouze ravukonazol ze vġech testovanĨch azolŢ zpŢsobuje vĨraznou inhibici transportu 

sondy pumpou (rozsah inhibice ~  80 %) (Obr§zek 19F,G). U ostatn²ch azolŢ byla 

pozorov§na velmi n²zk§ inhibice (rozsah inhibice je niģġ² neģ 20 %) (Obr§zek 19A-

E). Z analĨzy vĨsledkŢ tohoto experimentu vyplĨvaj² dvŊ dŢleģit® skuteļnosti: (1) 

vysok§ inhibiļn² ¼ļinnost ravukonazolu souvis² s pŚ²tomnost² 4-(1,3-thiazol-4-

yl)benzonitrilov® (pŚ²padnŊ pouze benzonitrilov®) skupiny a (2) interakce 1,2,4-

triazolov® (TAL) a/nebo 1,3-difluorobenzenov® (DFB) skupiny, eventuelnŊ dalġ² 

funkļn² skupiny (napŚ. 5-fluoropyrimidin u vorikonazolu), s vazebnĨmi m²sty vĨraznŊ 

neovlivŔuje transport sondy pumpou.  

Jedn²m z dŢvodŢ n²zk® m²ry inhibice transportu sondy mŢģe bĨt to, ģe se sonda 

nev§ģe do m²sta, do kter®ho se v§ģe TAL a/nebo DFB skupina, popŚ. dalġ² funkļn² 

skupina. Interakce tŊchto skupin s vazebnĨm m²stem/m²sty vġak mŢģe ovlivnit vazbu 

sondy do jin®ho vazebn®ho m²sta a t²m sn²ģit ¼ļinnost jej²ho transportu pumpou. Tuto 

moģnost nelze vylouļit vzhledem k tomu, ģe doposud nen² zn§mo, zda se sonda v§ģe 

do vġech vazebnĨch m²st ve vazebn® kapse CaCdr1p, jako je tomu u pumpy ScPdr5p. 

Dalġ² moģnou pŚ²ļinou mŢģe bĨt velmi n²zk§ afinita TAL a/nebo DFB skupiny, popŚ. 

dalġ²ch skupin, v porovn§n² s afinitou sondy k vazebn®mu m²stu/m²stŢm. To by 

vysvŊtlovalo, proļ pŚi pouģitĨch koncentrac²ch triazolŢ nen² pozorov§na kompetitivn² 

inhibice transportu sondy pumpou.  
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Pro ovŊŚen², jestli je druh§ z uvedenĨch moģnost² re§ln§, byly opŊt pouģity 

pouze ravukonazol, vorikonazol a flukonazol pro sledov§n² jejich kompetitivn² 

inhibice se sondou pomoc² z·novĨch testŢ. Jak je patrn® z Obr§zek 20, nedoch§z² pŚi 

aplikaci 3 ml bŊģnŊ pouģ²vanĨch koncentrac² z§sobn²ch roztokŢ fluorescenļn² sondy 

diS-C3(3) (1 mM) a azolŢ (2 mM) na jeden terļ²k ke zvŊtġen² velikosti inhibiļn² z·ny 

v porovn§n² se z·nami vytvoŚenĨmi v pŚ²tomnosti samotn®ho azolu nebo sondy, 

dokonce ani u ravukonazolu, kterĨ ¼ļinnŊ, byŠ ne ¼plnŊ, inhibuje transport sondy 

pumpou CaCdr1p. JinĨmi slovy, pouģit® koncentrace azolŢ a sondy jsou n²zk® a 

neumoģŔuj² detekci jejich kompetitivn² inhibice. VĨhodou z·nov®ho testu je, ģe 

nez§leģ² na tom, kter® ze dvou kompetuj²c²ch l§tek je nadbytek pro dosaģen² 

poģadovan®ho zvŊtġen² inhibiļn²ch z·n pŚi jejich souļasn® aplikaci na jeden terļ²k. 

Vysok§ koncentrace jedn® l§tky totiģ redukuje vazbu druh® l§tky, kter§ tak nen² 

z bunŊk ¼ļinnŊ odstraŔov§na, v dŢsledku ļehoģ je jej² koncentrace v buŔk§ch vysok§ 

a dojde k inhibici rŢstu bunŊk. T®to skuteļnosti bylo vyuģito pŚi n§vrhu experimentu, 

ve kter®m byla umŊle zvĨġena jak koncentrace sondy, tak koncentrace azolu t²m, ģe 

byly do rohŢ pomysln®ho ļtverce um²stŊny terļ²ky, na kter® byla k§pnuta buŅ sonda 

(Obr§zek 21A) nebo pŚ²sluġnĨ azol (Obr§zek 21B). Protoģe l§tka difunduje agarem od 

terļ²kŢ do vġech smŊrŢ, doch§z² mezi terļ²ky ke zvĨġen² jej² koncentrace. Na terļ²k 

um²stŊnĨ do stŚedu Ăļtverceñ byl nanesen pŚ²sluġnĨ azol (Obr§zek 21A) nebo sondu 

(Obr§zek 21B). Pro kontrolu, ģe koncentrace sondy nebo azolu v prostoru mezi terļ²ky 

nen² vysok§ natolik, ģe zpŢsob² vytvoŚen² z·ny, bylo pouģito stejn® experiment§ln² 

uspoŚ§d§n², pouze na stŚedovĨ terļ²k nebyl pŚid§n azol nebo sonda, viz pravou ļ§st 

Petriho misek na Obr§zek 21A,B. Vzhledem k tomu, ģe po aplikaci azolu nebo sondy 

na stŚedovĨ terļ²k doch§z² v jeho okol² k vytvoŚen² z·ny, kter§ je vŊtġ² neģ velikost 

z·ny vytvoŚen® samotnĨm azolem (samotn§ sonda z·nu nevytv§Ś², viz Obr§zek 21B), 

jak je patrn® zejm®na z Obr§zek 21A, mŢģeme konstatovat, ģe sonda a azoly spolu 

kompetuj² o transport pumpou CaCdr1p, tj. v§ģ² se do stejn®ho vazebn®ho m²sta, ļi 

m²st v jej² vazebn® kapse. 
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Obr§zek 19: Pouze ravukonazol ¼ļinnŊ inhibuje transport fluorescenļn² 

sondy diSC3(3) pumpou CaCdr1p. Barvic² kŚivky bunŊk AD/ABC3 a AD/CDR1 

vystavenĨch ¼ļinku ravukonazolu (A), intermedi§tu I (B), intermedi§tu II (C), 

intermedi§tu III (D), flukonazolu (E) a vorikonazolu (F). Pr§zdn® symboly ï barven² 

kontroln²ch bunŊk. Ġipka spolu s pŚeruġovanou ļarou oznaļuje ļas pŚid§n² triazolu 

(cca 10. minuta barven²). (G) Porovn§n² koncentraļnŊ z§visl®ho rozsahu inhibice 

transportu sondy pumpou CaCdr1p vyvolan® jednotlivĨmi triazoly. Rozsah inhibice 

transportu sondy byl urļen podle rovnice (2), ve kter® A pŚedstavuje rozd²l mezi 

rovnov§ģnĨmi hodnotami ɚmax u bunŊk AD/ABC3 a AD/CDR1 v pŚ²tomnosti a B v 
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nepŚ²tomnosti triazolu. StŚedn² hodnoty a smŊrodatn® odchylky byly z²sk§ny ze tŚ² 

nez§vislĨch experimentŢ.  

 

Obr§zek 20: N²zk® koncentrace fluorescenļn² sondy diS-C3(3) a azolu 

neumoģŔuj² zjistit, zdali spolu tyto substr§ty kompetuj² o transport pumpou 

CaCdr1p. Porovn§n² inhibiļn²ch z·n u bunŊk AD/CDR1 po pŚid§n² sondy a 

ravukonazolu (A), vorikonazolu (B) a flukonazolu (C) na jeden terļ²k v porovn§n² s 

pŚid§n²m samotn®ho triazolu nebo sondy. Pouģit® koncentrace jsou uvedeny u terļ²kŢ 

na jednotlivĨch obr§zc²ch.   

 

 

Obr§zek 21: Ravukonazol, vorikonazol a flukonazol se v§ģ² do stejn®ho 

vazebn®ho m²st ļi m²st ve vazebn® kapse pumpy CaCdr1p jako fluorescenļn² 

sonda diS-C3(3). (A) Porovn§n² velikosti inhibiļn²ch z·n vytvoŚenĨch u AD/CDR1 

vystavenĨch ¼ļinku triazolŢ (ravukonazol, vorikonazol a flukonazol) a jejich 

kombinovan®ho pŚid§n² s fluorescenļn² sondou diS-C3(3). (B) Porovn§n² velikosti 

inhibiļn²ch z·n vytvoŚenĨch u AD/CDR1 vystavenĨch ¼ļinku fluorescenļn² sondy 

diS-C3(3) a jej²ho kombinovan®ho pŚid§n² s triazoly (ravukonazol, vorikonazol a 
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flukonazol). Pouģit® koncentrace z§sobn²ch roztokŢ jsou uvedeny u terļ²kŢ na 

obr§zc²ch. Popis uspoŚ§d§n² experimentu je vysvŊtlenĨ v textu.  

Pro potvrzen² z§vŊru vyplĨvaj²c²ho z Obr§zek 19, ģe vysok§ inhibiļn² ¼ļinnost 

ravukonazolu souvis² s pŚ²tomnost² 4-(1,3-thiazol-4-yl)benzonitrilov® (pŚ²padnŊ pouze 

benzonitrilov®) skupiny, byl testov§n koncentraļnŊ z§vislĨ inhibiļn² ¼ļinek 

benzonitrilu a jeho deriv§tŢ na transport sondy pumpou CaCdr1p. Prvn²m provedenĨm 

krokem bylo ovŊŚen², zda se jedn§ o substr§ty pumpy. Jak vyplĨv§ z porovn§n² 

velikosti inhibiļn²ch z·n u bunŊk AD/ABC3 a AD/CDR1 vzniklĨch ¼ļinkem 

benzonitrilu (BNL), 4-Amonibenzonitrilu (ABNL), 4-Methyl benzonitrilu (MBNL) a 

4-(2-Methyl-1,3-thiazol-4-yl)benzonitrilu (TBNL), jsou vġechny tyto slouļeniny 

substr§ty pumpy CaCdr1p (Obr§zek 22). 

 

Obr§zek 22: Benzonitril  a jeho deriv§ty jsou substr§ty pumpy CaCdr1p. 

Inhibiļn² z·ny bunŊk AD/ABC3 a AD/CDR1 vytvoŚen® po aplikaci 3 ɛl z§sobn²ho 

roztoku benzonitrilu (BNL), 4-Aminobenzonitrilu (ABNL), 4-Methylbenzonitrilu 

(MBNL) a 4-(2-Methyl-1,3-thiazol-4-yl) benzonitrilu (TBNL). Ve vġe pŚ²padech 

byly pouģity z§sobn² roztoky o koncentraci 40 mg/ml.  
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Jak je patrn® z Obr§zek 23A-D, vykazuj² vġechny testovan® slouļeniny 

hyperpolarizaļn² ¼ļinek, jak indikuje n§rŢst barven² bunŊk AD/ABC3 po jejich 

aplikaci v porovn§n² s barven²m kontroly. Jejich pŚid§n² k buŔk§m AD/CDR1 m§ za 

n§sledek koncentraļnŊ z§vislĨ n§rŢst jejich barven² a sniģov§n² rozd²lu mezi barven²m 

bunŊk AD/ABC3 a AD/CDR1. To svŊdļ² o schopnosti testovanĨch l§tek inhibovat 

transport sondy pumpou CaCdr1p. Rozsah inhibice transport sondy diS-C3(3) je pro 

vġechny slouļeniny stejnĨ ~ 70 % (s vĨjimkou TBNL, viz text k Obr§zek 23), pouze 

k jeho dosaģen² je zapotŚeb² rŢznĨch koncentrac² (Obr§zek 23E). Zat²mco koncentrace 

ABNL a MBNL jsou srovnateln®, u BNL jsou k dosaģen² srovnateln®ho ¼ļinku nutn® 

koncentrace podstatnŊ vyġġ². DŢvodem rozd²lŢ v ¼ļinnĨch koncentrac²ch mŢģe bĨt 

nav§z§n² aminov® nebo methylov® skupiny na benzonitril. ObecnŊ tak® u vġech 

deriv§tu i samotn®ho benzonitrilu jsou koncentrace vĨraznŊ vyġġ² neģ u ravukonazlolu, 

coģ mŢģe bĨt pŚ²ļinou jejich hyperpolarizaļn²ho ¼ļinku. 

Bez ohledu na to, ģe jsou pro dosaģen² vĨrazn® inhibice transportu sondy 

pumpou CaCdr1p zapotŚeb² rŢzn® koncentrace jednotlivĨch benzonitrilovĨch 

slouļenin, z vĨsledkŢ jasnŊ vyplĨvaj² dva dŢleģit® z§vŊry: Benzonitrilov§ skupina (1) 

kompetuje se sondou o transport pumpou CaCdr1p a (2) v§ģe se jen do nŊkter®ho 

vazebn®ho m²sta/m²st v jej² vazebn® kapse, jak indikuje saturaļn² charakter inhibice, 

zejm®na u ABNL a BNL (Obr§zek 23E). Vzhledem ke skuteļnosti, ģe triazoly 

postr§daj²c² benzonitrilovou skupinu ovlivŔuj² transport sondy pumpou minim§lnŊ 

(Obr§zek 19), lze pŚedpokl§dat, ģe vazebn® m²sto pro benzonitril je odliġn®  od 

vazebn®ho m²sta/m²st pro tyto azoly. 
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Obr§zek 23: Benzonitril a jeho deriv§ty ¼ļinnŊ inhibuj² transport 

fluorescenļn² sondy diSC3(3) pumpou CaCdr1p. Barvic² kŚivky bunŊk AD/ABC3 a 

AD/CDR1 vystavenĨch ¼ļinku BNL (A), ABNL (B), MBNL (C) a TBNL (D). Pr§zdn® 

symboly ï barven² kontroln²ch bunŊk. Ġipka spolu s pŚeruġovanou ļarou oznaļuje ļas 

pŚid§n² (cca 10. minuta barven²). (E) Porovn§n² koncentraļnŊ z§visl®ho rozsahu 

inhibice transportu sondy pumpou CaCdr1p vyvolan® benzonitrilem a jeho deriv§ty. 

Vzhledem k interakci TBNL se sondou, doprov§zen® posunem lmax do ļerven® oblasti 

spektra, byly testov§ny jen velmi n²zk® koncentrace l§tky. Rozsah inhibice transportu 

sondy byl urļen podle rovnice (2), ve kter® A pŚedstavuje rozd²l mezi rovnov§ģnĨmi 

hodnotami ɚmax u bunŊk AD/ABC3 a AD/CDR1 v pŚ²tomnosti a B v nepŚ²tomnosti 

l§tky. StŚedn² hodnoty a smŊrodatn® odchylky byly s vĨjimkou TBNL z²sk§ny ze tŚ² 

nez§vislĨch experimentŢ.  
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Pro podporu tvrzen², ģe benzonitrilov§ skupina interaguje s jinĨm vazebnĨm 

m²stem neģ 1,2,4-triazolov§ a/nebo 1,3-difluorobenzenov§ skupina, popŚ. dalġ², byly 

provedeny modelov® experimenty, ve kterĨch byly k buŔk§m AD/ABC3 a AD/CDR1 

pŚid§ny nejprve z§stupci azolŢ neobsahuj²c²ch benzonitrilovou skupinu (intermedi§t I, 

intermedi§t II, vorikonazol a flukonazol), a n§slednŊ 4-Aminobenzonitril (ABNL) 

(Obr§zek 24). Z porovn§n² rozsahu inhibice transportu sondy po pŚid§n² samotn®ho 

azolu, samotn®ho ABNL a obou l§tek (Obr§zek 24C,F) vyplĨv§, ģe n§rŢst rozsahu 

inhibice po pŚid§n² druh®ho substr§tu m§ t®mŊŚ aditivn² charakter, svŊdļ²c² o odliġnĨch 

vazebnĨch m²stech pro benzonitrilovou, triazolovou a/nebo difluorobenzenovou 

skupinu. NepatrnŊ niģġ² rozsah inhibice transportu sondy po pŚid§n² obou substr§tŢ, 

vzhledem k prost®mu souļtu inhibic² jednotlivĨch substr§tŢ, mŢģe souviset s 

negativn²m ovlivnŊn²m vazby ABNL do vazebn®ho m²sta po pŚedchoz²m nav§z§n² 

azolu do jin®ho m²sta/m²st, neboŠ je zn§mo, ģe nav§z§n² jednoho substr§tu mŢģe 

redukovat afinitu druh®ho [55]. 

Tato zjiġtŊn² pŚ²mo dokazuj² pŚ²tomnost alespoŔ dvou vazebnĨch m²st pro 

substr§ty ve vazebn® kapse pumpy CaCdr1p, kaģd® zodpovŊdn® za vazbu jin® 

ļ§sti/skupiny, pŚiļemģ vĨraznou roli pŚi vazbŊ do jednoho z m²st hraje benzonitrilov§ 

skupina. 
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Obr§zek 24: Benzonitrilov§ skupina interaguje s odliġnĨm vazebnĨm 

m²stem ve vazebn® kapse CaCdr1p neģ 1,2,4-triazol a/nebo 1,3-difluorobenzen. 

Barvic² kŚivky bunŊk AD/ABC3 a AD/CDR1, ke kterĨm byl nejprve pŚid§n pŚ²sluġnĨ 

azol ve vysok® koncentraci a pot® ABNL. Ġipka spolu s pŚeruġovanou ļarou oznaļuje 

ļas pŚid§n² (A) intermedi§tu I (20 mg/ml), (B) intermedi§tu II (20 mg/ml), (C) 

vorikonazolu (56 mg/ml) a (D) flukonazolu (70 mg/ml). Barevn® ġipky naznaļuj² ļas 

pŚid§n² ABNL o koncentraci 160 mg/ml (A,B) a 80 mg/ml (D,E). Pr§zdn® symboly ï 

barven² kontroln²ch bunŊk. (E) Porovn§n² rozsahu inhibice transportu sondy pumpou 

CaCdr1p vyvolan® azolem, 4-aminobenzonitrilem a jejich kombinovanĨm pŚid§n²m. 

Rozsah inhibice transportu sondy byl urļen podle rovnice (2), ve kter® A pŚedstavuje 

rozd²l mezi rovnov§ģnĨmi hodnotami ɚmax u bunŊk AD/ABC3 a AD/CDR1 v 

pŚ²tomnosti a B v nepŚ²tomnosti l§tky.  

 

  






















