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Abstrakt

Hlavnim tématem této prace je ARE podrodina ABC transportéri. Dilezitost proteind této
podrodiny spociva vtom, ze ud€luji rezistenci k nékolika skupinam klinicky dulezitych
antibiotik: makrolidim, linkosamidum, streptograminim a pleuromutilinim a to u
vyznamnych patogent jakym je napt. Staphylococcus aureus. Na rozdil od klasickych ABC
transportérti struktura ARE proteind postrada transmembranovou doménu (TMD) a prozatim
nebyl nalezen ani interagujici transmembranovy protein. Ztoho divodu neni jasny
mechanismus udileni rezistence. V praci diskutujeme ob&é navrhované hypotézy mechanismu
funkce téchto proteini. Prvni je aktivni efflux antibiotika ven z bakterie. Druha hypotéza
spociva v uvolnéni antibiotika z jeho vazebného mista, které je iniciované ARE proteiny, a

jeho nasledna pasivni difuse ven z bunky.

Klicova slova: ABC proteiny, ARE proteiny, rezistence, MLS, Vga

Abstract

The main topic of this thesis is the ARE subfamily of ABC transporters. The importance
of the proteins of this subfamily lies in the fact that they confer resistance to several classes of
clinically important antibiotics: macrolides, lincosamides, streptogramines and
pleuromutilines and they do it in significant pathogens, as for example Staphylococcus
aureus. Compared to canonical ABC transporters, the structure of ABC proteins lacks the
transmembrane domain (TMD) and so far, there where not even found an integrating
transmembrane protein. Due to these facts, the mechanism of resistance conferred by these
proteins remains unclear. In the thesis, both suggested hypotheses of the mechanism of how
these proteins work are discussed. The first hypothesis presumes the active efflux of
antibiotics out of the bacteria. The second hypothesis suggests release of antibiotic from its

binding site initiated by ARE proteins, followed by its passive diffusion out of the cell.

Keywords: ABC proteins, ARE proteins, resistance, MLS, Vga



1. Uvod

Problém rezistence k antibiotikiim je jednim z velkych celosvétovych problémii. Ironii je,
ze jiz objevitel penicilinu, Alexander Fleming, varoval pfed nevhodnym pouzivanim
antibiotik. S&m totiz zaznamenal existenci bakterii, které byly schopny rist na médiu

s pfidanym penicilinem.

. NEjVEtsim zlem samovolné terapie je uZivdni nizkych ddvek, jehoz ndsledkem se
mikroby misto zdoldni infekce natrénuji jak penicilinu vzdorovat, v téle se pak pomnoZi,
prejdou na dalsi jedince, od nich zase na dalsi, az nakonec u nékoho vyvolaji sepsi nebo

The New York Times dne 26. ¢ervna 1945, A. Fleming

r

Po zavedeni peroralni formy penicilinu nastal velky prilom v jeho dostupnosti pro S$irsi
vetejnost, nebot’ po uvedeni na trh byl penicilin po n¢jakou dobu volné prodejnym lékem
(Levy, S. B., 2007). V roce 1940 vychazi prvni ¢lanek 0 tom, ze za rezistenci k penicilinu je
zodpovédny enzym, jehoz pfitomnost ovliviiuje senzitivitu kultur k penicilinu (Abraham, E.P.
et al., 1940).

Tato varovani se vyplnila a netykaji se jen penicilinu. Po prvotnim poleveni ve vyzkumu
antibiotik zptiisobené virou, Ze jsme nad bakterialnimi nemocemi zvitézili, se zacaly objevovat
rezistence a to se stale vyssi frekvenci i u zavaznych patogent jako je napt. Staphylococcus
aureus (Levy, S. B., 2007; Neu, H. C., 1992).

Kvili zvySujicimu se problému s rezistencemi, se zkoumaji mechanismy jejich vzniku.
Mezi pfic¢inami vzniku rezistence figuruje také podrodina ARE proteinti. Cilem této prace je
nastinit zakladni informace o této, z hlediska funkce, ne zatim piili§ dobie prozkoumané,

podroding proteinil a ukazat mozné sméry dal$iho vyzkumu.

2. Antibiotika

Antibiotika poprvé definoval Selman A. Waksman v prvni poloviné 50. let 20. stoleti, jako
chemickou substanci bakterialniho ptivodu, ktera je schopna inhibovat rdst a metabolismus
bakterii a jinych mikroorganismt (Waksman, S. A., 1947). Klinicky vyznamna antibiotika se
mohou rozdélovat, mimo jiné, na zéklad¢ jejich mechanismu uc¢inku (Tab. 1). Nize popsana

antibiotika patii do skupiny inhibitord proesyntézy.



Mechanismus uc¢inku Antibiotika

Inhibice proteosyntézy Makrolidy,ketolidy
Linkosamidy, streptograminy
Chloramfenikol
Viomyciny
Aminoglykosidy
Tetracykliny

Fusidova kyselina
Mupirocin
Inhibice DNA syntézy Novobiocin
Chinolony
Inhibice RNA syntézy Rifamyciny
Inhibice syntézy bunééné stény B-Laktamy, glykopeptidy
cykloserin
Inhibice methyltransferasou Sulfamethoxazol, trimethoprim

Tabulka 1: Mechanismus ucinku hlavnich antibakterialnich tfid. (pfevzato a upraveno z Retsema J. et.al., 2001)

2.1. Streptograminy

Streptograminy se skladaji ze dvou typl sloucenin rozdélenych na zékladé jejich
primarnich struktur, a to na streptograminy A (SgA) a streptograminy B (SgB).
Streptograminy A jsou polynesaturované cyklické peptidy a antibiotika patfici do této skupiny
jsou napt. pristinamycin IIA, virginiamycin M nebo dalfopristin. Streptograminy B mohou
byt reprezentovany antibiotiky, jako jsou pristinamycin IA (obr. 1), virginiamycin S nebo
quinupristin. V tomto piipad¢ se jedna o cyklické hexadepsipeptidy (Cocito, C., 1979). Pokud
se SgA a SgB pouzivaji jednotlivé, maji bakteriostatické tcinky. Pti spoleCném pouziti se
mohou stat baktericidnimi (Haroche, J. et. al,. 2000; Vannuffel, P. et. al., 1996; McCafferty,
D. G. et. al.,, 1999). Smési SgA a SgB se vyuzivaji pii 1éCeni infekci zpusobenych gram-
pozitivnimi bakteriemi.  Smés streptograminii quinupristin-dalfopistin  (Synercid) je
pouzivana  proti  gram-pozitivnim  Kokim, které  jsou rezistentni  k jinym
antibiotikim.(Haroche, J. et. al., 2000).

SgA 1 SgB se vazi kazdy do jiné ¢asti peptidyltransferasového mista velké 50S
podjednotky bakterialniho ribozomu a tim dochazi k disociaci peptidyl-tRNA, ¢imz inhibuji
proteosyntézu (Tenson, T. et. al., 2003). Streptogramin A svou vazbou zméni konformaci ve
vazebném misté pro streptogramin B, ¢imz snizi jeho disociacni konstantu a zvysi afinitu

(Vannuffel, P. et. al., 1996; McCafferty, D. G. et. al., 1999).

2.2. Makrolidy

Tato skupina antibiotik je znama vice jak pét desetileti. Jsou pouzivana jak ve veterinarni, tak

I v klinické praxi. Vyuzivaji se pro 1écbu infekci zptisobenou gram-pozitivnimi koky rodu
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Obrazek 1: Chemické struktury makrolidu erythromycinu, linkosamidu klindamycinu a
streptograminu typu B pristinamycinu IA (pfevzato z Reynolds, E. et al., 2003)

Staphylococcus a Streptococcus, a rovnéz proti Legionella, Haemophilus, Helicobacter,
Chlamydia a n¢kterym zastupcum z rodu Mycobacterium. Makrolidy obsahuji laktonovy kruh
o rizné velikosti s pfipojenymi amino nebo neutralnimi, dvéma a vice cukry (Leclercq R.,
2002). Mohou byt klasifikovany v zavislosti na po¢tu uhlikovych atoma v kruhu (Retsema J.,
2001). Tabulka 2 ukazuje ptehled nékterych antibiotik i s jejich pivodem. Zvysujici se Groven
rezistence k makrolidim vedla k vytvofeni nové semisyntetické skupiny odvozené od
erythromycinu ketolidti. Ketolidy jsou u¢inné i proti bakteriim rezistentnim k erythromycinu
(Denis, A. et. al., 1999).

Makrolidy se reversibilné vazi k peptidyltransferasovému mistu na velké podjednotce
bakteridlniho ribozomu. Ptredpoklada se, ze se vazi v blizkosti konce polypeptidového
vystupového tunelu a zpusobuji disociaci peptidyl-tRNA 2z ribozomu, ¢imz inhibuji
proteosyntézu (Tenson, T. et. al., 2003). Mechanismus ptisobeni 14- a 15-¢lennych makrolida

nemusi byt identicky s mechanismem 16-¢lennych makrolidi (Retsema, J. et. al., 2001).

Antibiotikum  Pocet uhlikovych atomi v kruhu Piivod

Erythromycin® 14 Bakterialni
Azithromycin 15 Semisynteticky
Klarithromycin 14 Semisynteticky
Oleandomycin 14 Bakterialni
Spiramycin 16 Bakterialni

Tabulka 2: Pfehled nékterych makrolidl; * zobrazen na obr.1



2.3. Linkosamidy

Mezi linkosamidy patii linkomycin a jeho semisynteticky derivat klindamycin (obr. 1).
Linkosamidové vazebné misto se ¢asteéné prekryva s tim pro streptograminy B a dle struktur
pofizenych F. Schliinzenem a kol., linkosamidy interaguji s A- a P- mistem ribozomu. Tedy i

linkosamidy inhibuji proteosyntézu bakterii (Schliinzen, F., 2001).

2.4. Pleuromutiliny

Pleuromutiliny, stejn¢ jako antibiotika zminéna vySe, inhibuji bakterialni proteosyntézu
interakci s velkou 50S ribozomalni podjednotkou (Yan, Kang, 2006). Jedna se o tricyklické
slouc¢eniny s mutilinovym jadrem. Na Cy; se vyskytuje keto skupina, ktera hraje roli
v antimikrobidlnich vlastnostech téchto latek a na Cjy4 se nalézaji rGzné substituenty
(Davidovich, Chen, 2007).

Pleuromutiliny se hlavné vyuzivaji ve veterinarni praxi, tiamulin a valnemulin, a jeden
zastupce, retapamulin, naSel uplatnéni v klinické praxi. Napt. v USA se pouZziva na léCeni
kozni nemoci impetigo, zpisobované bakteriemi Staphylococcus aureus a Staphylococcus
pyogenes (Jacobs, Michael R., 2007; Gentry, D. R., 2008).

3. Rezistence k makrolidim, linkosamidim streptograminim (MLS) a

pleuromutiliniim

Obecné muze byt rezistence k antibiotikim zpisobena tfemi riznymi mechanismy: (i)
zménou zasahového mista; (ii) snizenim akumulace antibiotika v bunce a (iii) inaktivaci
antibiotik (Wright, G. D., 2005; Butaye, P. et al., 2003). Rtzné typy rezistence k makrolidiim,
linkosamidim a streptograminiim v sobé zahrnuji vSechny tyto tfi zakladni mechanismy. Jak
jiz bylo feceno, MLS antibiotika se vazi na velkou 50S podjednotku prokaryotniho ribozomu,
kde zpisobuji disociaci peptidyl-tRNA a inhibuji proteosyntézu. Podle vyzkumi MLS
antibiotika interaguji s doménou V 23S rRNA a nékterymi proteiny velké podjednotky
(Vester, B. et al., 2001).

3.1. Rezistence zpiisobena zménou ziasahového mista

Prevence interakce antibiotika s jeho vazebnym mistem spoc¢iva ve zméné tohoto mista.

Muze se tak dit bud’ vlivem mutace, nebo pomoci genu kodujiciho enzym, ktery toto misto
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modifikuje, napt. metylaci. Protoze MLS antibiotika maji podobné misto uc¢inku, tak zména
vazebného mista zplsobuje zkiizenou rezistenci K vice antibiotikim na rozdil od dalSich
rezisten¢nich mechanismu, kde je spektrum rezistence uzsi (Leclerq, R., 2002).

Jako ptiklad rezistence zplisobené mutaci v zasahovém mist¢ muizeme uvést rezistenci
k makrolidim a linkosamidim (ML). ML rezistence je zpusobena bodovymi mutacemi
v pozici A2058 nebo A2059 v domén¢ V 23S rRNA. Pokud se objevi obé mutace zaroven,
rezistence se roz$ifi na fenotyp MLSp, tedy rezistence k makrolidim, linkosamidim a
steptograminim B. Jednotlivé bakterialni druhy se lisi svym poctem kopii genu pro 23S
rRNA, pficemz mutace nemusi byt obsazena ve vSech kopiich genu (Leclerq, R., 2002).
Avsak podle poctu alel nesoucich mutaci, je ovlivnéna i intenzita rezistence, kterou tato
mutace udili. Dal§im typem je rezistence zpusobena mutacemi ribozomalnich proteinu, které
se také podileji na vazb¢ antibiotika na ribozomu. Mutace v proteinech 14 a 122 udileji
rezistenci k erythromycinu, jak bylo pozorovano na klinickych izolatech Streptococcus
pneumoniae. U L4 byla napi. pozorovana mutace ve vysoce konzervované sekvenci, kde
doslo ke zméné tii aminokyselin na pozicich 69 — 71 (GTG — TPS). Tato mutace vyvolava
vysokou hladinu rezistence k erythromycinu (Tait-Kamradt, A. et al., 2000). Studie na
Escherichia coli ukazala, ze mutace v proteinu L3 mize naopak vést k rezistenci k tiamulinu
(Besling, J. et al., 2003).

Dalsi variantou, je rezistence zpusobena enzymatickou modifikaci cilového mista. Velmi
Casto se geny pro tyto enzymy objevuji na plasmidech nebo transposonech. Erm
(erythromycin-resistant methylases) je velka rodina proteini modifikujicich 23S rRNA
Citajicich témét 40 proteind. Enzymy této rodiny katalyzuji Ngg-dimetylaci adeninu v pozici
2058 na 23S rRNA, ¢imz zpusobuji rezistenci ke vSem 14- a 15-Clennym makrolidim. Pfi
konstitutivni expresi udili tyto enzymy rezistenci také k 16-Clennym makrolidim,
linkosamidim a streptograminu B. Geny kodujici Erm metyltransferazu byly nalezeny
v kmenech Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus a Bacillus (Leclercq, R., 2002; Chu
Daniel TW., 1999).

3.2. Rezistence zplisobena sniZenim akumulace antibiotika v burice

SniZzeni akumulace antibiotik v buice muze byt zptisobeno bud’ snizenim permeability
membrany nebo aktivnim effluxem (Leclercq, R. et al., 1991). Aktivni efflux MLS antibiotik
je zprosttedkovavan transportnimi proteiny, které se déli na Major Facilitator superfamily

(MFES) a ABC proteiny. Kromé¢ téchto dvou velkych rodin existuji dalsi rodiny transportérd,
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jako RND (resistance-nodulation-division) rodina, SMR (small multidrug resistance) rodina
(Clen velké nadrodiny DMT (drug/metabolite transporter)) a MATE (multidrug and toxic
compound extrusion) (Butaye, P. et al., 2003; Putman, M. et al., 2000).

Proteiny MFS vétSinou obsahuji 12 — 14 transmembranovych segmentii a nemaji NBDs.
Jako energii pro transport, nejéastéji antiport, vyuzivaji H* gradient na membrang. Mezi
nejznaméjsi geny této skupiny, udilejici rezistenci k MLS antibiotikim patii Mef(A), Mef(E),
nebo Lmr(A), ktery byl nalezen u producenta linkomycinu Streptomyces lincolnensis (Butaye,
P. etal., 2003).

ABC proteiny vyuzivaji pro efflux energii z hydrolyzy ATP. Do této skupiny patii ARE
proteiny, které wudileji rezistenci k makrolidiim, linkosamidiim, streptograminim a
pleuromutilinim (Butaye, P. et all., 2003). MiZeme je nalézt jak u patogend, tak i v ptidnich
bakteriich produkujicich antibiotika, které se bez rezistence ke svym toxickym produktim
neobejdou. Mezi tyto bakterie se hojné fadi rod Streptomysec (Méndez, C., et al., 2001).
Proteiny této skupiny maji dvé NBDs, ale neni pro né¢ identifikovana transmembranova
komponenta (Davidson A.L., et all., 2008). Mezi nejznaméjsi proteiny patii Msr(A), udilejici
rezistenci k SgB a makrolidim (Ross, J. I. et al., 1990), Vga(A) a Vga(B) poskytujici ochranu
proti SgQA a smési SgA a SgB (Chesneau, O. et al., 2005) a Lsa (A) spojeny s rezistenci
k linkosamidim a SgA (Singh, K. V., et al., 2002). U producenti muZeme nalézt proteiny
jako OleB, Lmr(C), Car(A), Srm(B) nebo Tlr(C) (Méndez, C., et al., 2001).

3.3. Rezistence zpisobena inaktivaci antibiotika

Enzymy této skupiny méni strukturu pfisluSnych antibiotik a tim je inaktivuji, ¢imz udili
rezistenci. Tabulka 3 ukazuje rizné typy strategii, pfes které jednotlivé enzymy funguji
(Wright, G. D. 2005).

Esterasy a fosfotransferasy udileji rezistenci k 14- a 15-Clennym makrolidim, ale ne
k linkosamidim. Z klinického hlediska je vyznamna fosfotransferaza Mph(C), ktera byla
objevena u  Staphylococcus aureus. Rezistence Kk linkomycinu je zplsobena
nukleotyltransferasami Inu(A) (diive linA) nalezenou u Staphylococcus a InuB (dtive linB) z
Enterococcus  faecium (Leclerg, R., 2002). Acetyltransferazy inaktivuji SgA pomoci

acetylace na volnych hydroxylovych skupinach na pozici 14 (Wright, G. D., 2005).
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Strategie Typ Ovlivnéna antibiotika

Hydrolyza B-laktamy
Makrolidy
Pfenos skupin  Acyl Aminoglykosidy

Chloramfenikol
Streptograminy A

Fosforyl Aminoglykosidy
Makrolidy
Rifamycin
Peptid

Thiol Fosfomycin

Nukleotidyl Aminoglykosidy
Linkosamidy

ADP-ribosyl  Rifamycin

Glykosyl Makrolidy
Rifamycin

Jiné Redox Tetracyklin

Rifamycin
Streptogramin A

Lyasy Streptogramin B

Tabulka 3: Enzymové strategie enzymatické inaktivace antibiotik (pfevzato a upraveno z Wright, G. D., 2005)

4. ABC proteiny

ABC proteiny (ATP-binding cassette) jsou jednou z nejvétsich proteinovych nadrodin.
Vyskytuji se ve vSech tfech doménach Zzivota: Bacteria, Archaea a Eukarya, ale byly také
objeveny u nékterych velkych virt. VétSina ¢lent se Gcastni transportu na ukor energie
Z hydrolyzy ATP. Né&které¢ z nich vSak energii z ATP vyuzivaji pro netransportni procesy,
jako je oprava DNA nebo translace. Jejich substratova specificita je velmi §iroka a rozmanita.
Jsou schopny piendSet sacharidy, aminokyseliny, peptidy, vitaminy, ionty, hormony,
xenobiotika, antimikrobialni latky, chemoterapeutika a tieba i polypeptidy (Licht, A. et al.,
2011). Diky této Siroké Skale latek, které jsou schopny tyto proteiny transportovat, jsou také
zapojeny V rtiznych mnohocetnych lékovych rezistenci jak u bakterii, tak i u lidskych
rakovinovych bunék. Mohou také zasahovat do virulence vylucovanim toxinil, jako je
hemolyzin. U bakterii ABC proteiny ovliviwji jejich fyziologii, a jejich poskozeni vyvolava
fadu zavaznych efektu. (Davidson, A. L. et al. 2008). U ¢loveka napiiklad dysfunkce ABC
proteinu zptsobuje cystickou fibrozu (Kos, V. et al.,2009). Na zaklad¢ struktury a funkce se
ABC proteiny daji rozdélit do tfech hlavnich kategorii: prvni tfida obsahuje exportéry,
proteiny druhé tfidy nejsou pfimo zapojeny v transportu a tfeti tfida obsahuje importéry.
V zavislosti na fylogenetickych diikazech se zd4, Ze se tato rodina proteinli zacala
specializovat velice brzy ve vyvoji. Podle téchto analyz byl navrZzen hypoteticky scénaf
evoluce, ktery piredpoklada, ze posledni univerzalni pfedchiidce dnesnich bun¢k (LUCA-the
last universal common ancestor) jiz obsahoval vsechny tfidy ABC proteint (Davidson, A. L.

et al. 2008). Jejich pocet na organismus se ruzni. Pro ¢lovéka bylo identifikovano kolem 52
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gentl a U Escherichia coli Ize hovotit o ptiblizném poctu 70 — 90 genti v zavislosti na kKmenu
bakterie. Velmi malo rodin proteinii z ABC nadrodiny Systému se zda byt tizce zamétena na

druh nebo specifickou fisi. Ve vétsin¢ piipadi jsou jednotlivé rodiny identifikovany pomoci

v

4.1. Struktura ABC proteinu

Ac¢ se jedna o tak rozsahlou rodinu proteinli, ktera je rozmanita co se tyce substrati a
polarity transportu, sdili podobnou zakladni strukturu. VSechny tii skupiny obsahuji dvé
hydrofilni nukleotid vazebné domény (NBD) s konzervovanou strukturou a dvé z nich maji
také hydrofobni transmembranovou doménu (TMD). Na trovni struktury je pozorovatelné
spojeni hydrolyzy ATP se strukturdlni zménou v doménéch, ktera je spojena s danou funkci

proteinu.

4.1.1. TMD doména

Transmembranova doména formuje pfemosténi membrany, pies které mize byt substrat
transportovan (Kos, V. et al.,2009). Mezi jednotlivymi transportéry nejsou vlastnosti této
domény pfili§ konzervovany. Obecné je tvofena transmembranovymi helixy, jejichZ pocet se
rizni. VétSinou se pohybuje mezi 5 — 10. Na druhou stranu je ocekévano, ze budou existovat
proteiny i s mén¢ nez péti helixy (Licht, A. et al. 2011). Dtivodem této nizké podobnosti miize
byt jejich role v rozpoznani a vazbé substratu. Jak bylo zminéno, transportované latky
vykazuji zna¢nou rdaznorodost. Jisté podobnosti vSak pozorovat mizeme, napf. mezi

importéry v EAA motivu nebo L smy¢ce (Kos, V. et al.,2009).

4.1.2. NBD doména

Tato doména zprostiedkovava vazbu ATP a jeho néslednou hydrolyzu. Timto procesem
poskytuje energii pro transportni, ¢i netransportni procesy. Jejich struktura je na rozdil od
TMD vysoce konzervovand napfti¢ celou skupinou ABC proteinli. Ve své struktuie obsahuje
specifické a konzervované motivy. VSechny NBD domény jsou s ohledem na 3D strukturu
slozeny ze dvou subdomén. Vétsi, katalyticka subdoména je podobna struktufe nalezené u
mnoha RecA-like ATPas. Mensi, ptevazné helikalni subdoména je typicka pro ABC proteiny
(Davidson, A. L. et al., 2008).
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Obrazek 2: Konzervované motivy NBD domén. A. Linedrni reprezentace NBD (x: libovolna
aminokyselina; h: hydrofobni aminokyselina); B. Struktura NBD monomeru; C. Struktura NBD
dimeru. (pfevzato z Licht, A. et al., 2011)

RecA-like subdoména se typicky sklada ze dvou PB-skladanych listd a Sesti a-helixi.
Obsahuje konzervované motivy, jako jsou Walker A a B motiv (obr. 2). Walker A motiv, téz
znamy pod oznacenim P-smycka, se také nalézd v riznych jinych ATP- nebo GTP-
hydrolyzujicich proteinech. Jeho charakteristickd sekvence je GxxGxGKS/T, kde x je
libovolnou aminokyselinou. Walker B motiv ma sekvenci ¢ ¢ ¢ ¢D, kde ¢ je hydrofobni
aminokyselinovy zbytek. Oba tyto motivy pfispivaji k vazbé nukleotidu (Davidson, A. L. et
al., 2008; Kos, V. et al., 2009).

Helikalni doména obvykle obsahuje bud’ tfi nebo ¢tyfi a-helixy a signature motiv, ktery je
téz znam pod oznacenim LSGGQ motiv, peptidovy linker nebo C motiv. Pomoci tohoto
motivu mohou byt ¢lenové této rodiny identifikovany (Davidson, A. L. et al., 2008; Licht, A.
etal., 2011).

Subdomény jsou spojeny dvéma flexibilnimi smyckami. Jedna z nich obsahuje vysoce
konzervované glutaminové zbytky a je oznacovana jako Q-smycka (obr. 2). Tato smycka
v celém, neporuseném ABC proteinu zprostiedkovava interakci NBD domény s TMD

doménou (Davidson, A. L. et al., 2008).
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Mezi dal$i motivy patii tzv. D-smycka (obr. 2), ktera by mohla fungovat v komunikaci
mezi dvéma ATP-vazebnymi misty. Nachazi se na C-konci Walker B motivu a obsahuje
konsensus sekvenci SALD. Oblast mezi Q-smyckou a signature motivem je strukturné
ruznoroda. Diskutuje se, zda neslouzi k spravnému zacileni NBD domény k TMD doméné
(Kos, V. et al., 2009).

Na NBD domény se vazi dvé molekuly ATP a to na rozhrani dimeru, ktery je oznaCovan
jako sendvi¢ dimer (Kos, V. et al., 2009). Z toho plyne nutnost dimerizace pro vazbu molekul
ATP. ATP interaguji s Walker A motivem z jedné podjednotky a signature motivem z druhé.
Vazba ATP je dale stabilizovana pomoci aromatickych zbytkt, které predchazeji Walker A
motiv. Pro udrzeni spravné pozice fosfatového zbytku je dilezity konzervovany lysinovy
zbytek Walker A motivu, ktery se vdze vodikovou vazbou ke kyslikovym atomiim a- a y-
fostatu. Na y-fostat se prostiednictvim vodikové vazby také vaze histidinovy zbytek z H-

smycky (switch region), jejiz umisténi mizeme vidét na obr. 2 (Davidson, A. L. et al., 2008).
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4.2. Klasifikace

Ptitomnost vysoce konzervovanych NBD domén 1ze pouzit pro porovnani a roztiidéni
ABC proteinu, jehoz vysledkem je rozdéleni do tii skupin (obr. 3) (Davidson, A. L. et al.,
2008).

4.2.1. 1. tiida ABC proteint

Cleny této tiidy jsou exportéry, které maji NBD fizovanou s TMD na jednom
polypeptidovém fetézci a to bud’ v pofadi NBD-TMD nebo TMD-NBD. Vytvaieji bud’ homo-
nebo hetero-dimery. Dalsi variantou je spojeni vSech domén do jednoho polypeptidového
fetézce. VSechny proteiny prvni tfidy sdili konzervovanou architekturu sloZenou z 12
transmembranovych helixti a dvou NBD domén. Nékteré interaguji i s dal§imi proteiny, jako
jsou napi. MFO (membrane fusion protein) nebo OMF (outer membrane factor). Tyto
proteiny jsou hojné zastoupeny mezi prokaryotami a maji blizké homology u eukaryotnich
exportérd. AvSak zda se, Ze se nevyskytuji u Archea (Davidson, A. L. et al., 2008). Jako
priklad nékterych ABC exportérti, miizeme uvést tii, u kterych je k dispozici krystalograficka
struktura. Zastupcem eukaryotnich exportérii je napf. mys$i mnohocetny 1ékovy exportér
MDR1A. Mezi prokaryotni ABC exportéry patii MsbA z Escherichia coli fungujici jako
lipidova flipaza a mnohocetny lékovy exportér Sav1866 ze Staphylococcus aureus. Dalsi

piiklady bakterialnich exportéri jsou uvedeny v tabulce 4 (Licht, A. et al., 2011).

Transportér Substrat Vlastnosti, funkce

HlyBDTolC Hemolysin Virulenéni faktor nékterych kmenu Escherichie coli
LmrA Vice 1éku Rezistence

DrrAB Doxorubicin, daunorubicin Rezistence

MsbA, LptFGB Prekurzory lipopolysacharidi ~ Komponenty bakterialni vnéj$i membrany

LolCDE Lipoproteiny Komponenty bakterialni vné&j§i membrany

Tabulka 4: Priklady nékterych bakterialnich ABC exportéru (pfevzato a upraveno z Licht, A. et al., 2011)

Jak bylo nastinéno spektrum substratil je rozmanité, sahajici od lipida a sterolll az napt. po
proteiny bakteridlni S-vrstvy. Z lékatrského hlediska jsou zajimavé pro jejich schopnost se
podilet na effluxu 1é¢iv. Tento jev mizeme pozorovat jak u prokaryontnich, tak eukaryotnich
transportérti, které jsou schopny pumpovat ven zbun€k bakteridlni toxiny, antibiotika,

protinadorové a mnohé dalsi latky (Davidson, A. L. et al., 2008).
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4.2.2. 111. tfida ABC proteini

Po dlouhou dobu byla tato skupina vyhrazena pro prokaryota, ale posledni dobou pfibyvaji
dikazy naznacujici, Ze by mohly byt také vzacné pfitomny u rostlin, kvasinek a protozoi
(Licht, A. et al.,, 2011). Proteiny patiici do této skupiny maji ve vétsin¢ ptipadt funkci
importérd. Obsahuji TMD a NBD na dvou nezavislych polypeptidickych fetézcich. V TMD je
lokalizovan tzv. EAA motiv, ktery zprostfedkovava interakci mezi TMD a NBD.
V periplasmatickém nebo extracelularnim prostoru navic vétSina importérti interaguje
S vysoce-afinitnim proteinem ozna¢ovanym jako BPD nebo SBP. Krom vysoké afinity maji
tyto proteiny také vysokou specificitu. Role BPD je dulezita nejen v prostiedi chudém na
Ziviny, ale také v prostfedi bohatém na nutriety, jak bylo demonstrovano pomoci mutace genu
kodujici maltosovy-BP v Escherichia coli (Shuman, 1982-davidson). Mezi proteiny patiici do
této skupiny mizeme jmenovat jiz zminény maltosovy transportér. Tato skupina se dale déli
na kanonické ABC importéry a ECF (energy coupling factor) proteiny (Davidson, A. L. et al.,
2008; Rees, D. C. et al., 2009).

4.2.3. I1. tfida ABC proteint

Pro proteiny této skupiny nebyla dosud identifikovana zadna TMD doména. Na svém
polypeptidovém fetézci nesou dvé flizované NBD domény. V této skupiné nalezneme
proteiny zapojené jak v rezistencich, tak ty, které maji i jiné netransportni funkce. Tato tfida
se d¢eli na tii rodiny: UVR, RLI a ART. Pro nas bude nejdulezitéjsi rodina ART, nebot’ v ni se
naléza podrodina ARE proteint (Dassa, E. et al., 2001)

Rodina UVR je zapojena v opravach DNA a rezistenci. Patii sem napt. protein DrrC, ktery
udéluje rezistenci k daunorubicinu a doxorubicinu. Pro DrrC byl navrZzen mechanismus
rezistence, ktery piedpoklada uvolnéni chemoterapeutika z DNA s vyuzitim energie
z hydrolyzy ATP. Dal§im ¢lenem této skupiny je UvrA (Lomovskaya, N. et al., 1996). Rodina
RLI (RNase L inhibitor) je konzervovana mezi eukaryoty a archaea. Piikladem proteinu
patficiho do této podrodiny je RLII(ABCDE1). ART rodina se déle ¢leni na tfi podrodiny:
EF-3, REG a ARE. Podrodina EF-3 je zapojena v elongaci translace. Proteiny z REG
podrodiny maji naopak roli v regula¢nich procesech. Proteiny posledni zminéné podrodiny,
ARE, udéluji rezistenci k MLS antibiotikiim (Dassa, E. et al., 2001).
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5. ARE podrodina ABC proteint

Jak jiz bylo zminéno, ARE podrodina (Antibiotic REsistance) patii do II. tiidy ABC
protein a mé dvé fuzované NBD domény. Pies pokusy o objeveni TMD se zatim tato snazeni
nesetkala skladnym vysledkem. Oznaceni ARE proteinii vychdzi z funkce c¢lend této
podrodiny, nebot tyto proteiny udileji rezistenci k antibiotikim skupiny MLS a
pleuromutilinim (Davidson, A.L. et al., 2008).

Pocet proteinii patficich do této podrodiny posledni dobou vzrostl. Velké mnozstvi
muzeme nalézt u producenti antibiotik, kterymi jsou hlavné Streptomycetes. Tyto bakterie
potfebuji ochranu, pted toxicitou svych produkti. Mezi takové proteiny mizeme zatadit napf.
OleB ze Streptomyces antibioticus nebo Car(A) ze Streptomyces thermotolerants. Do této
ochrany se samoziejm¢ nezapojuji Cist€é jen ARE proteiny. Dalsi vyskyt zastupcti této
podrodiny je u nékterych patogennich bakterii. Jako ptiklad mizeme jmenovat Msr(A) ze
Staphylococcus aures, ¢i Vga(A), taktéz se vyskytujiciho u Staphylococcus aureus (Dassa, E
etal., 2001; Méndez, C. et al., 2001; Méndez, C. et al.,1998).

Na zéaklad¢ fylogenetické analyzy sekvenci NBD domén bylo zjiSténo, ze proteiny typu |
a Il jsou si piibuzné a naopak typ Il se zda byt separovany. Zda se tedy, ze rezistentni
proteiny II. tfidy vznikly evoluci z jedinecného ptredka s dvéma NBD doménami. Ten
pravdépodobnéjsi vznikl fuzi dvou NBD domén proteint typu I., neZ genovou duplikaci

z prapiedka (Méndez, C et al., 2001).

6. OleB aOleC

Oleb a OleC jsou dva ABC proteiny udilejici rezistenci oleandomycinu, které byly
identifikovany u Streptomyces antibioticus, producenta tohoto 14-¢lenného makrolidového
antibiotika.

OleC patii do I. tfidy ABC systému a na rozdil od oleB neni kddovan uvniti genového
klastru pro biosyntézu oleandomycinu (Méndez, C. et al., 2001). OleC je sloZzen ze dvou
polypeptidovych fetézcti. Gen oleC koduje jednu NBD doménu, zatimco TMD doména je
kodovana genem oleC-orf5, ktery se nachazi bezprostiedné za oleC. Rezistence udilena OleC
je pravdépodobné spojena s exportem (Rodriguez, A. M. et al., 1993).

OleB na rozdil od OleC patii do ARE podrodiny ABC proteintl a je kodovan samostatnym
genem, ktery je umistén na konci oleandomycinového genového clusteru (Méndez, C. et al.,
2001; Olano, C. et al., 1995). OleB ma dvé NBD domény, ptficemz kazda z téchto domén

obsahuje pfiblizné 200 aminokyselin. Transmembranova doména nebyla tak jako u ostatnich
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zastupci ARE podrodiny identifikovana. Bylo zjisténo, ze exprese OleB probiha paralelné
S biosyntézou oleandomycinu a ze obsah bunécného OleB je rovnomérné rozdélen mezi
cytosol a membranu (Olano, C. et al., 1995). OleB udéluje mnohem vyssi hladinu rezistence
k OM nez OleC a navic je schopny navodit vysokou hladinu rezistence i u heterolognich
hostiteli (Méndez, C. et al., 2001). Krom toho, podle experimentii Carlose Olano a jeho
spolupracovnik, staci pouze jedna, a to libovolna, NBD k udéleni rezistence (Olano, C. et al.,
1995).

Sekrece antibiotika u Streptomyces antibioticus probiha ptfes meziprodukt, kterym je
inaktivni forma antibiotika vzniklad pomoci intracelularni glykosyltransferasy (OleD, Olel).
V extracelularnim prostoru se vyskytuje dal$i enzym, glykosydasa (OleR), ktery antibiotikum
zaktivuje (Vilches, C. et al., 1992; Quiros, L. M. et al., 1998). Pro OleB bylo experimentalné
potvrzeno, ze je schopné interagovat se substratem. V tomto ptipadé jak s oleandomycinem,
tak 1 s jeho inaktivni glykosylovanou formou. Navic bylo zji§téno, ze se OleB podili ptimo na

sekreci (Olano, C. et al., 1995; Buche, A. et al., 1997).

7. Vga proteiny

Doposud zname sedm riznych Vga proteint: Vga(A), Vga(A)v (Haroche, J. et al., 2000),
Vga(A)Lc (Novotna, G. et al., 2006), Vga(B) (Allignet, J. et al., 1997), Vga(C) (Kadlec, K. et
al., 2009), Vga(D) (Jung, Y. H. et al., 2010) a Vga(E) (Schwendener, S. et al. 2011). Posledni
zminény byl identifikovan teprve v roce 2011. VSechny tyto proteiny, krom Vga(D), ktery byl
objeven u Enterococcus faecium, byly popsany v rodu Staphylococcus. Na obrazku 4
muzeme vidét fylogeneticky strom, ktery zndzorfiuje podobnost aminokyselinové sekvence
Vga(E) s ostatnimi Vga proteiny. VSechny Vga proteiny maji dvé NBD domény a postradaji
TMD doménu. Pro Vga(A) bylo experimentalné prokazéano, Ze, na rozdil od OleB, musi byt
pro funkéni protein pfitomny obé NBDs a stejné jako v ptipad¢ Msr(A) musi byt tyto domény
umistény na jednom polypeptidickém fetézci. Také modifikace jednoho z Walker B motivil
vede Kk inaktivaci proteinu, coz ma spojitost s tim, ze hydrolyza ATP je podminkou pro to, aby

byl protein schopen udilet rezistenci (Chesneau, O. et al., 2005).
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Obrazek 5: Souvislost mezi Vga(E) (tuéné) a ostatnimi Vga proteiny. Dendrogram byl konstruovan na zakladé
aminokyselinovych sekvenci pouzitim BioNumerics 5.10 (Applied Maths) (pfevzato z Schwendener S. et al., 2011).

Varianta genu vga(A), vga(A)y, udélujici rezistenci k streptograminu A a piibuznym
antibiotikim, byla nalezena u klinickych izolati Staphylococcus aureus. Chesneau a jeho
kolegové také objevili, Ze vga(A)y a vga(A) jsou schopny udilet nizkou hladinu rezistence
k linkomycinu a klindamycinu. Obsah GC v genu je 35,6% coz je podobné k 32 — 36%
v genomu Staphylococcus, ale vyssi nez u vga(A) (29%) a vga(B) (27,2%). Gen o délce 1575
bp koduje hydrofilni protein s 524 aminokyselinovymi zbytky a pfibliznou molekularni
hmotnosti 58216 Da. Vzajemné porovnani sekvence nukleotidii a aminokyselin s ostatnimi
Vga je uvedeno v tabulce 5. Vga(A)y a Vga(A) obsahuji deleci o 22 aminokyselinach
Vv regionu mezi LID motivem a signature sekvenci na N-konci NBD. Na C-konci pak spolu
s Vga(B) obsahuji oblast bohatou na lysin a aspartat (Haroche, J. et al., 2000; Chesneau, O. et
al., 2005).

GenBank % identity
prirdstkové  Vga(A) Vga(A)ie  Voa(A)y Vga(B) Vga(C) Vga(D) Vga(E)

¢islo Nt Aa nt aa Nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa

Voga(A) M90056 100 100 99 99 83 81 57 46 66 64 57 48 63 53
Vga(A)Lc DQ823382 100 100 83 81 59 45 67 63 60 48 64 53
Vga(A)y AF186237 100 100 55 45 67 66 58 50 63 54
Vga(B) u82085 100 100 56 45 61 53 53 41
Vga(C) FN377602 100 100 56 53 61 55
Vga(D)  GQ205627 100 100 57 48
Vga(E)  FR772051 100 100

Tabulka 5: Vzajemné porovnani Vga zastupcu. (pfevzato a upraveno z Schweneder, S. et al., 2011)

Gen vga(A)Lc o délce 1569 bp byl nalezen v klinickych izolatech kmene Staphylococcus
haemolyticus. V porovnani se sekvenci vga(A) se v genu vga(A).c naléza 10 nukleotidovych
substituci (Tab. 5). Pouze 7 téchto substituci se projevuje na aminokyselinové urovni. Pét z
nich (L212S, G219V, A220T, G226S a S247R) je koncentrovano v centralni ¢asti proteinu
mezi dvéma NBD doménami a zbylé dvé (M4L, N9H) na N-konci proteinu. Ctyfi substituce
Vv centralni ¢asti (L212S, G219V, A220T, G226S) vedou ke zméné substratové specificity.
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Vga(A).c totiz udili vyznamnou rezistenci nejen k streptogramintim A, tak jako Vga(A), ale
také k linkosamidiim. Na zmén¢ substratové specificity miizeme vidét dulezitost oblasti mezi
NBD doménami pro rozpoznani substratu. Také bylo zjisténo, Ze hybridni varianty proteinu
Voa(A)Lc, Vga(A)cba a Vga(A) cbaxa, které maji N-koncové aminokyselinové zbytky
stejné jako u Vga(A), maji dokonce jesté vyssi tcinnost nez wild-type Vga(A).c (Novotna, G.
et al., 2006).

Hydrofilni protein Vga(B), ktery je kodovan na plasmidu pIP1633 ze Staphylococcus
aureus, je dlouhy 552 aminokyselin. Tento protein udili rezistenci k streptograminu A a smési
SgA a SgB. Gen vga(B) je transkripné spojen s genem vatB,_ktery lezi v jeho sousedstvi a
koduje acetyltransferasu. Tento gen je zavisly na promotoru vga(B). Na proteinové tGrovni
sdili jednotlivé NBD domény proteini Vga(A) a Vga(B) 38,8% a 39,1% identitu. S proteinem
Msr(A) sdili Vga(B) 34,4 % identickych aminokyselin. Sekvence mezi dvéma NBDs je
dlouhd 155 aminokyselin, tzv. Q-linker, a je bohat$i na glutamin nez zbytek proteinu u
ostatnich Vga proteint, kde je pomér glutaminu v celém proteinu podobny (Allignet, J.. et al.,
1997). Gen vga(B) byl kromé rodu Staphylococcus nalezen také u Enterococcus gallinarum.
Rozdil v sekvenci téchto dvou genli spociva v substituci tfi nukleotidii (T919G, G1063T,
C1128T) z nichZ dva maji vliv na sekvenci aminokyselin (Trp307 — Gly a Val355 — Phe)
(Jackson, Ch. R. et al., 2008).

Vga(C) dlouhy 523 aminokyselin a Vga(E) dlouhy 524 aminokyselin udéluji rezistenci k
streptograminum A, linkosamidim a také k pleuromutilinim. Oba proteiny byly
identifikovany v prase¢im methicillin-rezistentnim Staphylococcus aureus. Vga(C) je nesen
na multirezistentnim plasmidu pKKS825 a Vga(E) na transposomu Tn6133. Procentualni
porovnani identity aminokyselinovych sekvenci Vga(E) s ostatnimi Vga proteiny je v tabulce
5 (Kadlec, K. et al., 2009; Schwendener, S. et al., 2011).

ORF vga(D) o velikosti 1575 bp a s obsahem GC 36,9% koduje 525 aminokyselinovy
protein o predpokladané molekulové hmotnost proteinu 60,5 kDa. Porovnani Vga(D)
s ostatnimi Vga proteiny jsou taktéz ukazana v tabulce 5. Identita Vga(D) s dalSimi ARE
proteiny je nasledujici: 33% s Msr(A), 31% sMsr(C), 34% sMsr(D) a 22% s Lsa.
Downstream od genu vga(D) ve vzdalenosti 65 bp se naléza ORF o 648 bp, ktery koduje vatG
(vatH dle opravy zr. 2011). Zda se, ze fragment obsahujici oba geny nese strukturu

transposonu (Jung, Y. - H. et al., 2010).
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8. Msr proteiny

Hydrofilni protein Msr(A) s piibliznou molekulovou hmotnosti 55,9 kDa obsahuje 488
aminokyselinovych zbytkd. Ma dvé NBD domény, které jsou oddéleny vyjimecné dlouhym
Q-linkerem, ktery obsahuje 81 aminokyselin (Ross, J. I. et al., 1990; Reynolds, E. et al.,
2003). Q-linkery jsou obycejné dlouhé pouze 15-25 zbytkli a maji sklon byt bohaté na
glutamin a jiné hydrofilni aminokyseliny s charakteristickym periodickym rozmisténim
hydrofobnich zbytkti. Msr(A) udili rezistenci k 14- a 15-Clennym makrolidiim a SgB a poprvé
byl nalezen kodovan na velkém plasmidu u Staphylococcus epidermidis. Pozdéji bylo
zjisténo, ze Mrs(A) a Msr(C) udili také rezistenci k telithromycinu. U Staphylococcus aureus
byl nalezen msr(A) podobny gen, oznaceny jako msr(SA). Msr(SA) protein se lisi od Msr(A)
pouze ve dvou aminokyselinach (Matsuoka, M. et all., 1999; Reynolds, E. et all., 2005). Proto
je gen obecné povazovan za ¢lena msr(A) skupiny.

U Enterococcus faecium byl objeven ptibuzny gen ke genu msr(A), ktery byl oznacen jako
msr(C). Pfi porovnani aminokyselinovych sekvenci Msr(A) s Msr(C) byla zjisténa 54%
podobnost. Msr(C) ma S$ir$i spektrum specificity nez Msr(A), nebot’ také snizuje citlivost
K tylosinu, ktery patii mezi 16-Clenné makrolidy (Singh, K.V. et all., 2001).

Msr(D) vykazuje vysokou hladinu podobnosti aminokyselinové sekvence s Msr(A) (75%)
a Msr(C) (78%). U Streptococcs pneumoniae je schopen udilen nizkou hladinu rezistence
k 14-¢lennym makrolidiim a ketolidim (Reynolds, E. et all., 2005).

Gen msr(A) predchazi regulacni oblast obsahujici invertované repetitivni sekvence a ORF
kodujici kratky peptid tzv. ,leader peptide” (LP). Delece této regulacni oblasti méla za
nasledek rezistenci k MSg antibiotikim u Staphylococcus aureus. Ackoliv regula¢ni oblast
msr(A) nese podobné rysy jako regula¢ni oblast n¢kterych erm gent regulovanych pomoci
atenuace translace, nebyla tato moznost experimentalné prokazana. Podobna regula¢ni oblast
byla nalezena také upstream od genu msr(C) v Enterococcus faecium. Nukleotidova sekvence
upstream od msr(D) neni blizce podobna regulacnim oblastem msr(A) a msr(C). Je proto
nepravdépodobné, ze by exprese msr(D) byla regulovana tim samym mechanismem
(Reynolds, E. et all., 2005).

Jedna z moznych variant mechanismu rezistence udilené Msr(A) je efflux antibiotik.
Avsak proto, aby mohl Msr(A) Gc¢inné translokovat antibiotika skrz membranu postrada
hydrofobni doménu. Pfi sekven¢ni analyze 31,5 kb plasmidu pUL5050 ze Staphylococcus
epidermidis byl upstream od msr(A) objeven druhy ABC protein skladajici se ze dvou ORF.

Prvni ORF, stp, kodoval NBD a druhy, smp, kédoval transmembranovou doménu.
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Predpokladalo se, ze protein Smp by mohl byt kandidatem pro chybéjici TMD (Ross, J.1. et
all., 1994). Podobné sekvence se také nasli na chromosomu u Staphylococcus aureus
RN4220. Toto zjisténi by mohlo byt vysvétlenim, pro¢ preneseni pouze Msr(A) do citlivych
bunék Staphylococcus aureus RN4220 bylo dostacujici pro udé€leni rezistence. AvSak
inaktivace smp a stp v chromosomu Staphylococcus aureus RN4220 neméla vliv na schopnost
Msr(A) udilet rezistenci. Proto se zda, Ze exprese Stp/smp neni pottebna funkci Msr(A) (Ross,
J.I. et all., 1996).

9. Aktivni transport, nebo pasivni difuse?

Jak jiz bylo popsano v ¢asti pojednavajici o struktufe ARE podrodiny ABC systému,
proteiny patiici do této skupiny maji dvé fuzované NBDs a postradaji transmembranovou
doménu. Dosud také nebyl identifikovan interagujici transmembranovy protein, se kterym by
tyto proteiny tvofily funkéni transportér. Proto existuji dvé hlavni diskutované varianty
mechanismu udileni rezistence : (i) aktivni transport; (ii) ochrana ribozomu (Reynolds, E. et
al., 2003).

S pouzitim radioaktivng znadenych antibiotik [**C]-erythromycinu a [*H]-linkomycinu
byly provedeny transportni experimenty s proteiny Msr(A) u Staphylococcus aureus RN4220
(Ross, J. I. et al., 1990) a s Vga(A).c u Staphylococcus haemolyticus rezistentni na
linkomycin (Novotna, G. et al., 2006). V obou vySe zminovanych ptipadech doslo po
pocatecné fazi piijmu antibiotik ke snizeni radioaktivity asociované s buiitkami. Tyto
experimenty naznacuji, 7e¢ dochazi k exportu antibiotika z bakterii. Na zaklad¢ tohoto
vysledku bylo navrzeno, Ze mechanismem rezistence miize byt aktivni efflux antibiotika
z bunky prostiednictvim transportéru. Protoze vSak erythromycin v neprotonované formé
muze volné prechdzet pres bunéénou membranu a jeho akumulace v butice je zpiisobena jeho
vazbou na ribozom (Capobianco, J. O. et al., 1990), bylo navrzeno jeSté alternativni
vysvétleni pro pozorované sniZzeni radioaktivity uvnitf bunck a tim je ATP-zavisla
konformac¢ni zména v ribozomalnim vazebném misté pro antibiotikum. To by mohlo vést bud’
k jeho disociaci, nebo ke zméné afinity a nasledné difusi antibiotika pfes membranu po
koncentra¢nim gradientu pomoci pasivni difuse (Reynolds, E. et al., 2003; Chesneau, O. et
al., 2005). Oba naviené¢ mechanismy rezistence maji diikazy, které je podporuji, a nelze ani
jeden z nich vyloucit. Krom téchto vysledkl se E. Reynolds a jeho kolegové ve svém ¢lanku

zroku 2003 zminuji o podobném a dosud nepublikovaném vysledku, ktery naznacuje, Ze
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radioaktivng znadeny SgB [*H]-pristinamycin IA je také vyluGovan zbungk pii expresi
Msr(A) (Reynolds, E. et al., 2003).

Protoze Msr(A) nema stejné jako ostatni ARE proteiny transmembranovou doménu, bylo
navrzeno, ze aktivni efflux je zprostfedkovan vyuzitim transmembranové domény jiného, ¢i
jinych ABC proteini. Aby tato varianta byla funk¢ni, musel by protein, Msr(A), bud’ byt
schopny modifikovat substratovou specificitu vyuzivaného transportniho systému, nebo by
sam o sob¢é musel byt schopny rozpoznat substrat (Reynolds, E. et al., 2003). U n¢kterych
proteintt II. tfidy ABC systému byla zjiSténa moznd interakce se substratem. Takovym
piikladem je OleB, ktery je schopen interagovat s oleandomycinem (Buche, A. et al., 1997),
nebo protein Vga(A).c, ktery ma v porovnani s Vga(A) pozménénou substratovou specificitu
Vv zavislosti na zméné ¢tyf aminokyselinovych zbytkidl v useku mezi dvéma NBDs doménami
(Novotna, G. et al., 2006).

Chesneau O. a jeho kolektiv zkoumali klinické izolaty Staphylococcus epidermidis
BM10385 a IPF69. V jejich membranové frakci objevili kolokalizaci Vga(A) proteinu s f3-
podjednotkou F;-Fo ATPasy. V ostatnich frakcich (cytosolické a ribozomalni) nebyl protein
detekovan. Pro protein OleB Olano a jeho spolupracovnici demonstrovali rovnomeérné
rozdéleni mezi membranovou a cytosolickou frakci. Tyto vysledky podporuji domnénku o
membranové lokalizaci Vga(A) a pravdépodobné i Msr(A) u rodu Staphylococcus (
Chesneau, O. et al., 2005; Olano, C. et al., 1995).

Podminkou transportu zprostiedkovaného proteinem Msr(A) je také schopnost rozpoznat
strukturalné odliSna antibiotika, jako jsou makrolidy a streptograminy B. Tyto antibiotika,
vsak sdili podobné, ¢astecné se piekryvajici vazebné misto na velké ribozomalni podjednotce.
Toto naznacuje, ze druha hypotéza, predpokladajici zménu zdsahového mista na ribozomu by
mohla byt pravdépodobnéjsi (Reynolds, E. D. et al., 2005). Tento mechanismus rezistence
také podporuje zatazeni Msr(A) a dalSich ARE proteind do II. tfidy ABC proteintl, ktera
obsahuje proteiny, jejichz funkci neni transport. Pii platnosti hypotézy s vytésnénim
antibiotika z jeho vazebného mista, pro jeho opusténi bunky by byla pravdépodobnéjsi
pasivni difuse, nez aktivni efflux. V této souvislosti je cenné zminit, Ze inhibitor multidrug
ABC transportéra reserpin je proti Msr(A) neucinny (Reynolds, E. et al., 2003). Na druhou
stranu p¥i pozorovéni effluxu [*C]-erythromycinu dinitrofenol siln& inhiboval tento efflux a
arzeni¢nan jej rusil, coz naopak podle Rosse podporuje teorii, ze Msr(A) pusobi jako ATP-
zavisla pumpa (Ross,J.S. et al, 1990; Reynolds E. et al., 2003). Kazdopadné c¢innost
arzeni¢nanu lze vykladat i jako podporu alternativni teorie (Reynolds, E.D. et al., 2005).
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Ptes vesker¢ usili védct se prozatim otdzku mechanismu udileni rezistence ARE proteiny
nepodafilo objasnit. Lze ocekdvat, ze zajem o tuto otazku neutichne i kvili rozsifovani

rezistence a snahy bojovat proti ni pomoci porozuméni jeji funkce.

10. Zavér

Jak je vidéet z nastinénych skutecnosti znalosti kolem ARE proteint jsou spise Utrzkovité a
zam¢eiené na specifické hostitele. Kvili jejich zapojeni v rezistenci u patogenu lidi a
hospodaisky vyznamnych zvifat, 1ze ocekdvat, Ze pokusy o objasnéni jejich mechanismu
rezistence a jejich dalSich vlastnosti budou pokracovat. Jejich vyfeSeni muze dopomoci
k potlaceni rezistence, bez nutnosti objevu novych antibiotik, proti kterym by se za urcitou

dobu objevila taktéz rezistence.
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