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1. Úvod 

 
Neustále sa zvyšujúci  počet patogénnych mikroorga-

nizmov, ktoré sú rezistentné voči mnohým antibiotikám, je 
hlavným problémom pri liečbe pacientov s nemocničnými 
alebo získanými infekciami spôsobenými baktériami, kva-
sinkami, hubami a parazitickými mikroorganizmami. Tera-
piu mnohých patologických stavov (vrátane rakoviny 
a fungálnych infekcií) komplikuje rozvoj tzv. mnohoná-
sobnej rezistencie (multidrug resistance  MDR)  
v cieľových bunkách, ktorá sa prejavuje ich odolnosťou 
voči rôznym, štruktúrne odlišným chemoterapeutikám1. 
MDR je najčastejšie dôsledkom vylučovania cytotoxic-
kých zlúčenín z buniek, ktoré zabezpečujú efluxné pumpy 
asociované s plazmatickou membránou. Biologické mem-
brány sa skladajú z lipidov, proteínov a sacharidov. Lipi-
dovú časť tvoria fosfolipidy, sfingolipidy a steroly. Väčši-
na integrálnych proteínov membrán obsahuje jednu alebo 
viac transmembránových domén, ktoré sú schopné interak-

cie s priľahlými lipidmi a proteínmi. Permeabilita mem-
brán je determinovaná  zložením prítomných  lipidov ako 
aj proteínov. Vo všeobecnosti,  lipidovou  dvojvrstvou 
prestupujú nepolárne zlúčeniny difúziou, zatiaľ čo proteí-
ny tvoria v membránach kanály resp. transportéry pre ióny 
a hydrofilné substancie. 

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae sú vhodným bio-
logickým modelom pre štúdium štruktúry a funkcie biolo-
gických membrán, vzhľadom na skutočnosť, že mnohé 
komponenty membrán sú evolučne konzervované. 
S ohľadom na konzervovanosť a dostupnosť sofistikovaných 
genetických, cytologických a biochemických prístupov sa 
stali fakultatívne anaeróbne kvasinky S. cerevisiae základ-
ným modelovým organizmom pre štúdium kľúčových pro-
cesov  biológie eukaryotickej bunky. Popri S. cerevisiae sa 
venuje čoraz väčšia pozornosť aj iným druhom kvasiniek, 
ktoré sú významnými humánnymi patogénmi, prípadne 
druhmi využívanými v potravinárskych technológiách. 

 
 

2.  Štruktúra biologickej membrány vo vzťahu 
 k jej funkcii 
 
Biologické membrány, esenciálne pre existenciu živé-

ho systému, vznikli v evolúcii veľmi skoro, za účelom 
zabezpečiť oddelenie živého systému od okolitého prostre-
dia. Základnými štruktúrnymi komponentami biologických 
membrán sú bielkoviny a lipidy. Lipidy determinujú fyzi-
kálne vlastnosti membrán a bielkoviny sú primárne zodpo-
vedné za funkčné vlastnosti biologických membrán. Roz-
loženie  lipidov vo vnútornej a vonkajšej vrstve membrány 
je asymetrické. Biologické membrány predstavujú selek-
tívnu bariéru pre hydrofilné molekuly, ktoré pre vstup do 
cytoplazmy vyžadujú špeciálne transportné systémy. Hyd-
rofóbne a amfifilné molekuly môžu ľahko prestupovať 
fosfolipidovou dvojvrstvou  membrány a mnohé z nich sú 
škodlivé pre metabolické  procesy bunky.  Všetky bunky 
sú  vybavené špecializovanými systémami, ktoré sú schop-
né detegovať, koncentrovať a exportovať cytotoxické zlú-
čeniny, ktoré sa difúziou dostali do vnútra buniek2,3. Late-
rálna heterogenita lipidického zloženia membrány, jej 
hydrofobicita a hrúbka môže ovplyvňovať aktivitu, orien-
táciu, stabilitu a agregáciu membránových proteínov. Akti-
vita membránových proteínov je do značnej miery závislá 
na lipidickom zložení membrány.  

Dôležitými štruktúrnymi zložkami eukaryotických 
membrán sú sfingolipidy, ktoré zabezpečujú a udržujú 
rigiditu membrány. Popri svojej štruktúrnej úlohe sa sfin-
golipidy, spolu so svojimi prekurzormi, zúčastňujú regulá-
cie niektorých metabolických aktivít eukaryotickej bunky. 
Za tzv. bioaktívne lipidy, ktoré sa tvoria počas biosyntézy 
sfingolipidov, sa považujú dihydrosfingozín a sfingozín 
(fytosfingozín u kvasinky S. cerevisiae), označované ako 
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LCBs (long chain bases). LCBs sú substrátmi pre enzým 
ceramid syntázu, ktorá zabezpečuje biosyntézu cerami-
dov.  V eukaryotických bunkách existujú LCBs vo fosfory-
lovanej a nefosforylovanej forme, ktoré sú vo vzájom-
nej  rovnováhe.  Lipidom plazmatickej membrány sa popri 
štruktúrnej funkcii pripisuje tiež úloha v prenose signálov 
z vonkajšieho prostredia do vnútra bunky. Ukazuje sa, že 
mnohé funkcie bunkových membrán sú úzko spojené 
s rôznymi špecializovanými doménami, ktoré sú bohaté na 
steroly a sfingolipidy. Oblasti membrány rezistentné voči 
detergentom s vyšším podielom ergosterolu, sfingolipidov 
a špecifických membránových proteínov sa nazývajú rafty. 
Viaceré experimentálne štúdie naznačujú, že fluktuácie 
v zložení membránových lipidov majú vplyv na lokalizá-
ciu a správnu funkciu efluxných púmp zahrnutých vo fe-
noméne MDR. Ukázalo sa, že efluxné pumpy z ABC rodi-
ny (ATP binding cassette) sú obzvlášť citlivé na narušenie 
rovnováhy komponent lipidových raftov membrány2. 
Predpokladá sa,  že lipidové rafty prispievajú napr. 
k morfogenéze hýf a pravdepodobne aj k virulencii pato-
génnej kvasinky Candida albicans2. Pokles množstva er-
gosterolu a sfingolipidov v plazmatickej membrá-
ne kvasinky C. albicans vedie k oslabeniu funkcie  vylučo-
vacej pumpy Cdr1p z ABC rodiny kódovanej génom 
CDR12,4. Uvedené fakty naznačujú, že hlavný ABC trans-
portný proteín kvasinky C. albicans Cdr1p  sa pravdepo-
dobne nachádza v špecifických mikrodoménach membrá-
ny – raftoch a akékoľvek porušenie tejto štruktúry  ovplyv-
ňuje lokalizáciu a funkčný stav transportného proteínu2. 

V kvasinkách S. cerevisiae sú efluxné pumpy ABC 
rodiny súčasťou regulačnej siete tzv. MDR, v ktorej sa ako 
hlavné regulátory expresie špecifických transportných 
proteínov uplatňujú proteíny so štruktúrnym motívom 
zinkového prstu Pdr1p/Pdr3p. Oba transkripčné faktory sa 
viažu ku konsenzus sekvenciám v promótoroch regulova-
ných génov tzv. PDRE (pleiotropic drug resistance ele-
ment)5. Na druhej strane, prítomnosť PDRE elementov,  
v promótoroch viacerých génov zúčastňujúcich sa biosyn-

tézy sfingolipidov, naznačuje úzke prepojenie medzi MDR 
sieťou a biosyntézou sfingolipidov v bunkách S. cerevisiae5 
(obr. 1). Pod kontrolou regulačnej siete MDR, v kva-
sinkách S. cerevisiae je produkt génu IPT1 (kóduje inozi-
tol-fosfotransferázu), ktorý je zahrnutý v konečnom kroku 
biosyntézy sfingolipidov. Strata génu IPT1 vedie k zmene 
citlivosti ipt1 mutantov voči liečivám, čo naznačuje, že 
normálny obsah lipidov v membráne je potrebný pre za-
chovanie tolerancie buniek kvasiniek voči cytotoxickým 
zlúčeninám5. 

Genetickú interakciu medzi sieťou MDR a dráhou 
biosyntézy sfingolipidov v kvasinkách S. cerevisiae doku-
mentuje tiež fakt, že gén RSB1, kódujúci membránový 
transportný proteín, podlieha regulácii prostredníctvom 
proteínu Pdr1p. Produkt génu RSB1  Rsb1p vylučuje 
prekurzory ceramidov označované ako LCB, ktorých aku-
mulácia môže byť pre bunku toxická6. Prepojenie medzi 
fenoménom MDR a homeostázou membránových lipidov 
naznačuje, že dosiaľ nevyjasnená fyziologická úloha MDR 
siete by mohla spočívať v zabezpečovaní/regulácii štruktú-
ry a funkcie plazmatickej membrány na úrovni zloženia 
lipidov a membránových transportných proteínov. 

 
 

3.  Transportné proteíny membrány zahrnuté 
v mnohonásobnej rezistencii  

 
3.1. Vylučovacie pumpy typu ABC 

 
Evolučne konzervované transportné proteíny z rodiny 

ABC zabezpečujú transport rôznych substrátov cez biolo-
gické membrány. Zohrávajú esenciálnu úlohu v ochrane 
buniek pred toxickými zlúčeninami/metabolitmi3,7 (obr. 2). 
ABC transportné proteíny kvasiniek S. cerevisiae sú zahr-
nuté v rôznych funkciách: v maturácii cytosolických Fe/S 
proteínov, v transporte feromónov, v biogenéze peroxizó-
mov, v odpovedi buniek na stres, v homeostáze lipidickej 
dvojvrstvy plazmatickej membrány. Proteíny typu ABC 
uskutočňujú prostredníctvom hydrolýzy ATP transport 
veľkého množstva štruktúrne a funkčne nepríbuzných lá-
tok vrátane liečiv, z buniek. Rodiny génov zahrnuté 
v kontrole MDR S. cerevisiae sa našli u všetkých dosiaľ 
študovaných druhov hemiaskomycét, čo dokumentuje 
nielen ich evolučnú konzervovanosť, ale aj fyziologický 
význam.  

ABC proteíny  sa skladajú z jednej alebo dvoch do-
mén viažúcich nukleotid (NBD nucleotide binding doma-
in), jednej alebo dvoch transmembránových domén (TMD 
transmembrane domain) (obr. 3a). Obsahujú približne 
200 konzervovaných aminokyselinových zvyškov nachá-
dzajúcich sa v  motívoch označovaných Walker 
A , Walker B a tzv. ABC signatúru s motívom SGG (Q). 
Transportné proteíny ABC rodiny sú energizované hydro-
lýzou ATP, molekulárny mechanizmus  transportu však 
nie je zatiaľ objasnený.  

 

Obr. 1. Gény biosyntetickej dráhy sfingolipidov a MDR kon-
trolované Pdr1p/Pdr3p v S. cerevisiae. LCB2  serín palmitoyl-
transferáza; SUR2  sfingamín C4-hydoxyláza; LAC1 ceramid 
syntáza; IPT1  inozitol fosfotransferáza; PDR5, YOR1, RSB1  
ABC transportné proteíny.  Upravené podľa Panwar a spol., 
2008, cit.4 
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3.2. Porovnávacia analýza génov špecifikujúcich 
ABC transportéry kvasiniek 
 
Na základe sekvenčnej podobnosti boli gény špecifi-

kujúce ABC transportné proteíny kvasiniek S. cerevisiae 
rozdelené do šiestich rodín8. Z hľadiska štruktúry, funkcie 
a fylogenézy bola intenzívne študovaná hlavná vylučova-
cia pumpa  Pdr5p S. cerevisiae, predovšetkým pre podob-
nosť s P-glykoproteínom cicavčích buniek. P-glykoproteín 
je asociovaný s rezistenciou rakovinových buniek voči 
antionkogénnym chemoterapeutikám. Jeho funkcia, po-

dobne ako funkcia proteínu Pdr5p kvasiniek S. cerevisiae, 
sa študovala cielenou mutagenézou za účelom identifiko-
vať zvyšky aminokyselín nevyhnutné pre transportnú akti-
vitu proteínu9. S cieľom determinovať oblasť proteínu 
významnú pre detekciu substrátu sa sledovala priama in-
terakcia proteínu s rôznymi substrátmi, naviazanie substrá-
tu na transportný proteín a jeho export z bunky. Z hľadiska 
substrátu sa sledoval vplyv dĺžky uhľovodíkového reťazca, 
iónového zloženia, hydrofobicity a veľkosti molekuly sub-
strátu na transportnú aktivitu proteínu3. 

Podarilo sa identifikovať niekoľko zvyškov aminoky-
selín, ktorých zámena vedie k zmene substrátovej špecifi-
city proteínu Pdr5p, zmene citlivosti proteínu Pdr5p voči 
inhibítorom,  prípadne k zmene lokalizácie proteínu10. 
Ukázalo sa, že selekcia substrátu je determinovaná nielen 
štruktúrou a aminokyselinovým zložením TMD, ale aj 
asymetrickými NBD, t.j. miestami, kam sa viaže ATP. Pre 
správnu funkciu transportného proteínu je rozhodujúca 
špecifická interakcia medzi NBD a TMD9. 

Gén KlPDR5, špecifikujúci Pdr5p biotechnologicky 
významnej kvasinky Kluyveromyces lactis zdieľa 72% 
identitu  s génom kódujúcim Pdr5p kvasinky S. cerevisiae 
a 53,5% identitu s génom kódujúcim CgCdr1p patogénnej 
kvasinky C. glabrata. Všetky tri homologické ABC trans-
portné proteíny sa vyznačujú rovnakou topologickou orga-
nizáciou domén (NBD-TM)2 (obr. 3a). Proteín 
KlPdr5p   má 1525 aminokyselín,  je o 49 aminokyselín 
dlhší ako homologický proteín ScPdr5p a o 61 aminokyse-
lín dlhší ako proteín CgCdr1p. Všetky proteíny sú lokali-
zované v plazmatickej membráne  a majú 12 (KlPdr5p, 
CgCdr1p) resp. 14 (ScPdr5p) transmembránových domén. 
Všetky hydrofóbne TMD sú spojené krátkou hydrofilnou 
oblasťou9. N-terminálny koniec všetkých troch ABC prote-
ínov (KlPdr5p, ScPdr5p, CgCdr1p) obsahuje ATP-viažúce 
motívy Walker A, Walker B a ABC signatúru. C-
terminálny koniec proteínov obsahuje konzervovanú ABC 
signatúru a motív Walker A, avšak motív Walker B je 
degenerovaný (obr. 4). V aminokyselinovej sekvencii 
KlPdr5p sa nachádzajú viaceré N-glykozylačné 
a fosforylačné miesta pre  postranslačné modifikácie prote-
ínu. Funkčná podobnosť medzi ABC transportérmi kvasi-
niek a ľudí  je dokumentovaná mnohými experimentálny-

Obr. 2. Štruktúra bakteriálneho ABC transportného proteínu 
Staphylococcus aureus; topológia proteínu v membráne (a), 
rozloženie TMD vo vnútornej (b) a vonkajšej (c) vrstve membrá-
ny. Prevzaté z Dawson and Locher, 2006, cit.22 

Obr. 3. Topológia ABC transportného proteínu (a) a MFS transportného proteínu typu (b). Prevzaté z Prasad a Kapoor, 2005, cit.23 

a 

b    c 

   a    b 
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mi štúdiami dokazujúcimi, napr. že P-glykoproteín je 
schopný expresie aj v heterologickom systéme S. cerevi-
siae a udeľuje bunkám kvasiniek rezistenciu voči 
chemoterapeutikám11. 

 
3.3. Vylučovacie pumpy typu MFS 

 
MFS (major facilitator superfamily) transportné pro-

teíny boli pôvodne definované ako superrodina permeáz, 
skladajúcich sa z 2 štrukturálnych jednotiek  šiestich 
transmembránových -helikálnych segmentov spojených 
cytoplazmatickou slučkou12. Aj niektoré MFS transportné 
proteíny mikroorganizmov (MFS-MDR) slúžia ako eflux-
né pumpy vylučujúce toxické zlúčeniny von z buniek. 
Zdrojom energie pre vylučovanie substrátov  je v prípade 
MFS-MDR proteínov elektrochemický gradient protónov 
na membráne. MFS proteíny obsahujú cca 500600 ami-
nokyselín, nachádzajú sa v prokaryotických aj v eukaryo-
tických bunkách. Spravidla zabezpečujú uniport, symport 
alebo antiport rôznych zlúčenín medzi bunkou a jej 
okolím13. Jednoduchý MFS-MDR proteín kvasiniek  po-
zostáva z 10 až 14 transmembránových domén. V genóme 
kvasinky S. cerevisiae  sa identifikovalo 28 MFS-MDR 
transportných proteínov, ktoré boli na základe predpokla-
danej štruktúry rozdelené do troch odlišných skupín: sku-
pina I obsahuje transportéry s 12 transmembránovými 
doménami (obr. 3b), zatiaľ čo skupina II a III zahŕňa trans-
portéry obsahujúce 14 transmembránových domén14. 

4.  Interakcia substrátu s transportným  
proteínom 
 
Kľúčovou vlastnosťou transportérov zahrnutých vo 

fenoméne mnohonásobnej rezistencie je ich schopnosť 
rozpoznávať veľké množstvo štruktúrne odlišných chemic-
kých zlúčenín. Predpokladá sa, že efluxná pumpa, proteín 
Pdr5p kvasinky S. cerevisiae obsahuje prinajmenšom 
3 rôzne väzobné miesta pre substrát, rozpoznávajúce jeho 
odlišné chemické determinanty7. Naviac, všetky hydrofób-
ne substráty transportného proteínu Pdr5p musia mať po-
žadovanú veľkosť7. Zdá sa, že veľkosť molekuly a/alebo 
vzdialenosť medzi funkčnými skupinami substrátu sú roz-
hodujúce pre to, aby príslušná zlúčenina mohla byť  sub-
strátom Pdr5p. 

Niekoľko hypotéz a modelov, ktoré vysvetľujú spô-
sob väzby substrátov a spôsob ich vylučovania ABC trans-
portnými proteínmi, pochádza zo štúdií bakteriálnych mo-
delových systémov1518. Polyšpecificitu, najtypickejšiu 
vlastnosť efluxnej pumpy, v súčasnosti najlepšie vysvetľu-
je model, podľa ktorého TMD transportéra vytvoria vnútri 
membrány kanál, ktorým substrát vystupuje z bunky. 
Vnútri kanálu sa uplatňujú van der Waalsove alebo elek-
trostatické interakcie medzi translokovaným substrátom 
a aminokyselinovými zvyškami transportného proteínu. 
Väzba ATP vyvolá konformačnú zmenu transportného 
proteínu, čím sa zabezpečí translokácia substrátu. Hydro-
lýzou ATP sa vracia konformácia proteínu do pôvodného 
stavu. Amfifilita a hydrofóbnosť transportovanej molekuly 
nie sú  podľa uvedeného modelu pre jej transport 
rozhodujúce3. Otázkou ostáva, čo spôsobuje tak širokú 
substrátovú špecificitu transportéra. Štúdie využívajúce 
fotoafinitné značenie spolu s  genetickými analýzami 
u cicavcov ukázali, že v rozpoznávaní substrátov sa uplat-
ňujú tak NBD, ako aj TMD proteínu. Identifikovalo sa 
niekoľko kritických aminokyselinových zvyškov 
v transportnom proteíne, ktoré sú rozhodujúce pre rozpoz-
nanie substrátu19.  

 
 

5.  Homeostáza sfingolipidov je koregulovaná 
génami MDR  
 
Predpokladá sa, že niektoré ABC transportné proteíny 

zabezpečujú homeostázu membránových lipidov a zároveň 
reguláciu permeability membrány svojou účasťou na dis-
tribúcii fosfolipidov v membráne20. Efluxné pumpy sa 
môžu tiež podieľať na odstraňovaní poškodených oxidova-
ných foriem lipidov z membrány. Sledovaním   akumulá-
cie fluorescentne značeného fosfatidyletanolamínu (PE) in 
vivo sa zistilo, že bunky  kvasiniek bez Pdr5p mali zvýšené 
hladiny PE na vonkajšej strane plazmatickej membrány21.  

 
 

Obr. 4. Porovnávacia analýza nukleotid viažúcej domény ABC 
transportných proteínov. Orámovaná časť predstavuje evolučne 
konzervovaný WalkerB motív. Hrubo zvýraznené aminokyseliny 
reprezentujú povolené substitúcie v nukleotid viažúcej oblasti 
proteínu. Prevzaté z Tutulan-Cunita a spol., 2005, cit.3 
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6. Záver 
 
Fenomén MDR je najpodrobnejšie preštudovaný 

u fakultatívne anaeróbnych kvasiniek S. cerevisiae. 
U kvasiniek vzniká MDR najčastejšie ako dôsledok mutá-
cií v génoch kódujúcich transkripčné regulátory, ktoré 
vedú k zvýšenej expresii transportných proteínov typu 
ABC (ATP binding cassette) alebo MFS (major facilitator 
superfamily) asociovaných s mnohonásobnou rezistenciou. 
Proteín Pdr5p je typickým príkladom ABC transportného 
proteínu schopného viazať a vylučovať veľké množstvo 
rozličných substrátov. Polyšpecificita transportného proteí-
nu Pdr5p môže byť dôsledkom  evolučného vývoja, počas 
ktorého sa počet zlúčenín, ktoré je schopný transportovať, 
postupne zvyšoval. Nepatrné modifikácie  v štruktúre 
Pdr5p následkom mutácií  viedli k získaniu schopnosti 
viazať a transportovať ďalšie substráty. Presný molekulár-
ny mechanizmus rozpoznávania tak veľkého súboru sub-
strátov zostáva zatiaľ neobjasnený a je predmetom inten-
zívneho experimentálneho štúdia. 
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Použité skratky 
 
ABC ATP binding cassette – kazeta viažúca ATP 
LCB   long chain bases – bázy s dlhým uhľovodíkovým 

reťazcom (prekurzory biosyntézy sfingolipidov) 
MFS   major facilitator superfamily – superrodina mem-

bránových transportných proteínov energizova-
ných elektrochemickým gradientom protónov na 
membráne 

MDR   multidrug resistance – mnohonásobná rezistencia 
NBD   nucleotide binding domain – nukleotid viažúca 

doména 
PDRE   pleiotropic drug resistance element – element 

promótora špecifickej sekvencie, ku ktorému sa 
viažu transkripčné faktory Pdr1p/Pdr3p 

TMD   transmembrane domain – transmembránová do-
ména 
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The expression of drug efflux pumps located in cell 

membranes, especially in the plasma membrane, is in-
duced by various hydrophobic compounds with overlap-
ping specificity,  leading to multidrug resistance (MDR)  
in the target cell. This fact is a serious obstacle in the treat-
ment of various infections and cancer. MDR is the result 
of transcriptional upregulation of genes encoding proteins 
mediating the efflux of cytotoxic compounds from cells. 
Novel experimental data show that the physiological role 
of the MDR network is probably  coordination of the syn-
thesis of membrane  proteins with the production of lipid 
components of membranes. 


