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1. Uvod

Neustale sa zvySujuci pocet patogénnych mikroorga-
nizmov, ktoré su rezistentné vo¢i mnohym antibiotikam, je
hlavnym problémom pri liecCbe pacientov s nemocni¢nymi
alebo ziskanymi infekciami spdsobenymi baktériami, kva-
sinkami, hubami a parazitickymi mikroorganizmami. Tera-
piu mnohych patologickych stavov (vratane rakoviny
a fungalnych infekcii) komplikuje rozvoj tzv. mnohona-
sobnej rezistencie (multidrug resistance — MDR)
v cielovych bunkach, ktora sa prejavuje ich odolnostou
vo&i roznym, §truktirne odlisnym chemoterapeutikam'.
MDR je najcastejSie dosledkom vylucovania cytotoxic-
kych zltcenin z buniek, ktoré zabezpecuju efluxné pumpy
asociované s plazmatickou membranou. Biologické mem-
brany sa skladaji z lipidov, proteinov a sacharidov. Lipi-
dovu Cast’ tvoria fosfolipidy, sfingolipidy a steroly. VAcsi-
na integralnych proteinov membran obsahuje jednu alebo
viac transmembranovych domén, ktoré su schopné interak-

cie s prilahlymi lipidmi a proteinmi. Permeabilita mem-
bran je determinovana zlozenim pritomnych lipidov ako
aj proteinov. Vo vSeobecnosti, lipidovou dvojvrstvou
prestupuju nepolarne zluceniny difuziou, zatial’ ¢o protei-
ny tvoria v membranach kandly resp. transportéry pre iony
a hydrofilné substancie.

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae si vhodnym bio-
logickym modelom pre $tadium $truktary a funkcie biolo-
gickych membran, vzhladom na skutoCnost, Ze mnohé
komponenty membran su evolu¢ne konzervované.
S ohl'adom na konzervovanost’ a dostupnost’ sofistikovanych
genetickych, cytologickych a biochemickych pristupov sa
stali fakultativne anaerdbne kvasinky S. cerevisiae zéklad-
nym modelovym organizmom pre Stadium kI'a¢ovych pro-
cesov biologie eukaryotickej bunky. Popri S. cerevisiae sa
venuje Coraz vicSia pozornost’ aj inym druhom kvasiniek,
ktoré st vyznamnymi humannymi patogénmi, pripadne
druhmi vyuzivanymi v potravinarskych technolégiach.

2. Struktiira biologickej membrany vo vztahu
k jej funkeii

Biologické membrany, esencialne pre existenciu Zivé-
ho systému, vznikli v evolucii vel'mi skoro, za ucelom
zabezpecit' oddelenie zivého systému od okolitého prostre-
dia. Zakladnymi Strukturnymi komponentami biologickych
membran su bielkoviny a lipidy. Lipidy determinuju fyzi-
kalne vlastnosti membran a bielkoviny st primarne zodpo-
vedné za funkéné vlastnosti biologickych membran. Roz-
lozenie lipidov vo vnutornej a vonkajSej vrstve membrany
je asymetrické. Biologické membrany predstavuju selek-
tivnu bariéru pre hydrofilné molekuly, ktoré pre vstup do
cytoplazmy vyzaduju Specialne transportné systémy. Hyd-
rofobne a amfifilné molekuly moézu lahko prestupovat’
fosfolipidovou dvojvrstvou membrany a mnohé z nich su
Skodlivé pre metabolické procesy bunky. VSetky bunky
su vybavené Specializovanymi systémami, ktoré st schop-
né detegovat’, koncentrovat’ a exportovat’ cytotoxické zIu-
&eniny, ktoré sa difuziou dostali do vnutra buniek®. Late-
ralna heterogenita lipidického zloZenia membrany, jej
hydrofobicita a hrubka moéze ovplyviiovat’ aktivitu, orien-
taciu, stabilitu a agregaciu membranovych proteinov. Akti-
vita membranovych proteinov je do znac¢nej miery zavisla
na lipidickom zloZeni membrany.

Dolezitymi Struktirnymi zlozkami eukaryotickych
membran su sfingolipidy, ktoré zabezpeCuju a udrzuju
rigiditu membrany. Popri svojej Struktirnej lohe sa sfin-
golipidy, spolu so svojimi prekurzormi, zacastitujii regula-
cie niektorych metabolickych aktivit eukaryotickej bunky.
Za tzv. bioaktivne lipidy, ktoré sa tvoria pocas biosyntézy
sfingolipidov, sa povazuju dihydrosfingozin a sfingozin
(fytosfingozin u kvasinky S. cerevisiae), oznacované ako
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LCB;s (long chain bases). LCB; st substratmi pre enzym
ceramid syntdzu, ktord zabezpecuje biosyntézu cerami-
dov. V eukaryotickych bunkach existuji LCBy vo fosfory-
lovanej a nefosforylovanej forme, ktoré st vo vzijom-
nej rovnovahe. Lipidom plazmatickej membrany sa popri
Struktrnej funkcii pripisuje tiez uloha v prenose signalov
z vonkajSieho prostredia do vnutra bunky. Ukazuje sa, ze
mnohé funkcie bunkovych membran st Uzko spojené
s roznymi Specializovanymi doménami, ktoré st bohaté na
steroly a sfingolipidy. Oblasti membrany rezistentné voci
detergentom s vyS$§im podielom ergosterolu, sfingolipidov
a Specifickych membranovych proteinov sa nazyvaju rafty.
Viaceré experimentalne Stidie naznacuju, ze fluktuacie
v zlozeni membranovych lipidov maji vplyv na lokaliza-
ciu a spravnu funkciu efluxnych pamp zahrnutych vo fe-
noméne MDR. Ukdzalo sa, Ze efluxné pumpy z ABC rodi-
ny (ATP binding cassette) st obzvlast citlivé na narusenie
rovnovéhy komponent lipidovych raftov membrany?.
Predpoklada sa, ze lipidové rafty prispievajii napr.
k morfogenéze hyf a pravdepodobne aj k virulencii pato-
génnej kvasinky Candida albicans®. Pokles mnozstva er-
gosterolu  a sfingolipidov v  plazmatickej membra-
ne kvasinky C. albicans vedie k oslabeniu funkcie vyluco-
vacej pumpy Cdrlp z ABC rodiny koédovanej génom
CDRI**. Uvedené fakty naznacujti, ze hlavny ABC trans-
portny protein kvasinky C. albicans Cdrlp sa pravdepo-
dobne nachadza v Specifickych mikrodoménach membra-
ny — raftoch a akékol'vek porusenie tejto Struktiry ovplyv-
fiuje lokalizéciu a funkény stav transportného proteinu’.

V kvasinkach S. cerevisiae su efluxné pumpy ABC
rodiny sucast'ou regulacnej siete tzv. MDR, v ktorej sa ako
hlavné regulatory expresie Specifickych transportnych
proteinov uplatiiuji proteiny so Struktirnym motivom
zinkového prstu Pdrlp/Pdr3p. Oba transkripcné faktory sa
viazu ku konsenzus sekvenciam v promdtoroch regulova-
nych génov tzv. PDRE (pleiotropic drug resistance ele-
ment)’. Na druhej strane, pritomnost PDRE elementov,
v promotoroch viacerych génov zucastiiujucich sa biosyn-

.........................................................
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Obr. 1. Gény biosyntetickej drahy sfingolipidov a MDR kon-
trolované Pdrlp/Pdr3p v S. cerevisiae. LCB2 — serin palmitoyl-
transferaza; SUR2 — sfingamin C4-hydoxylaza; LACI ceramid
syntaza; IPT1 — inozitol fosfotransferaza; PDRS, YORI, RSBI —
ABC transportné proteiny. Upravené podla Panwar a spol.,
2008, cit.*
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tézy sfingolipidov, naznacuje tizke prepojenie medzi MDR
siefou a biosyntézou sfingolipidov v bunkach S. cerevisiae®
(obr. 1). Pod kontrolou regulacnej siete MDR, v kva-
sinkach S. cerevisiae je produkt génu IPT1 (koduje inozi-
tol-fosfotransferazu), ktory je zahrnuty v kone¢nom kroku
biosyntézy sfingolipidov. Strata génu /P71 vedie k zmene
citlivosti ipt/A mutantov voci lie¢ivam, ¢o naznacuje, ze
normalny obsah lipidov v membrane je potrebny pre za-
chovanie tolerancie buniek kvasiniek voc¢i cytotoxickym
zlugeninam’.

Geneticku interakciu medzi sietou MDR a drdhou
biosyntézy sfingolipidov v kvasinkach S. cerevisiae doku-
mentuje tiez fakt, ze gén RSBI, kodujuci membranovy
transportny protein, podlieha regulacii prostrednictvom
proteinu Pdrlp. Produkt génu RSBI — Rsblp vylucuje
prekurzory ceramidov oznacované ako LCB, ktorych aku-
muldcia méZe byt pre bunku toxicka®. Prepojenie medzi
fenoménom MDR a homeostdzou membranovych lipidov
naznacuje, Ze dosial’ nevyjasnena fyziologicka tiloha MDR
siete by mohla spocivat’ v zabezpeCovani/regulacii $trukti-
ry a funkcie plazmatickej membrany na trovni zlozenia
lipidov a membranovych transportnych proteinov.

3. Transportné proteiny membrany zahrnuté
v mnohonasobnej rezistencii

3.1. Vylucovacie pumpy typu ABC

Evolu¢ne konzervované transportné proteiny z rodiny
ABC zabezpecuju transport roznych substratov cez biolo-
gické membrany. Zohravaju esencialnu tlohu v ochrane
buniek pred toxickymi zlieninami/metabolitmi®’ (obr. 2).
ABC transportné proteiny kvasiniek S. cerevisiae st zahr-
nuté v roznych funkciach: v maturacii cytosolickych Fe/S
proteinov, v transporte feromoénov, v biogenéze peroxizo-
mov, v odpovedi buniek na stres, v homeostaze lipidickej
dvojvrstvy plazmatickej membrany. Proteiny typu ABC
uskutocnuji prostrednictvom hydrolyzy ATP transport
velkého mnozstva Struktirne a funkéne nepribuznych 1a-
tok vratane lieCiv, zbuniek. Rodiny génov zahrnuté
v kontrole MDR S. cerevisiae sa nasli u vSetkych dosial
Studovanych druhov hemiaskomycét, o dokumentuje
nielen ich evolu¢nu konzervovanost, ale aj fyziologicky
vyznam.

ABC proteiny sa skladaju z jednej alebo dvoch do-
mén viazacich nukleotid (NBD nucleotide binding doma-
in), jednej alebo dvoch transmembranovych domén (TMD
transmembrane domain) (obr. 3a). Obsahuji priblizne
200 konzervovanych aminokyselinovych zvyskov nacha-
dzajucich sa v  motivoch oznaovanych Walker
A, Walker B atzv. ABC signatiru s motivom SGG (Q).
Transportné proteiny ABC rodiny st energizované hydro-
lyzou ATP, molekuldrny mechanizmus transportu vsak
nie je zatial’ objasneny.
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Obr. 2. Struktira bakteriilneho ABC transportného proteinu
Staphylococcus aureus; topologia proteinu v membrane (a),
rozlozenie TMD vo vnutornej (b) a vonkajsej (c) vrstve membra-
ny. Prevzaté z Dawson and Locher, 2006, cit.?

3.2. Porovnavacia analyza génov Specifikujucich
ABC transportéry kvasiniek

Na zaklade sekvenc¢nej podobnosti boli gény Specifi-
kujuce ABC transportné proteiny kvasiniek S. cerevisiae
rozdelené do Siestich rodin®. Z hradiska $truktury, funkcie
a fylogenézy bola intenzivne Studovana hlavna vylucova-
cia pumpa — Pdr5p S. cerevisiae, predovsetkym pre podob-
nost’ s P-glykoproteinom cicav¢ich buniek. P-glykoprotein
je asociovany s rezistenciou rakovinovych buniek voci
antionkogénnym chemoterapeutikam. Jeho funkcia, po-
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dobne ako funkcia proteinu PdrSp kvasiniek S. cerevisiae,
sa Studovala cielenou mutagenézou za ucelom identifiko-
vat’ zvySky aminokyselin nevyhnutné pre transportnt akti-
vitu proteinu’. S ciefom determinovat’ oblast’ proteinu
vyznamnu pre detekciu substratu sa sledovala priama in-
terakcia proteinu s r6znymi substratmi, naviazanie substra-
tu na transportny protein a jeho export z bunky. Z hl'adiska
substratu sa sledoval vplyv dizky uhlovodikového retazca,
ionového zloZenia, hydrofobicity a velkosti molekuly sub-
stratu na transportnii aktivitu proteinu’.

Podarilo sa identifikovat’ niekol’ko zvyskov aminoky-
selin, ktorych zdmena vedie k zmene substratovej Specifi-
city proteinu Pdr5p, zmene citlivosti proteinu Pdr5p voci
inhibitorom,  pripadne k zmene lokalizicie proteinu'.
Ukazalo sa, ze selekcia substratu je determinovana nielen
Struktirou a aminokyselinovym zloZzenim TMD, ale aj
asymetrickymi NBD, t.j. miestami, kam sa viaze ATP. Pre
spravnu funkciu transportného proteinu je rozhodujica
$pecificka interakcia medzi NBD a TMD’.

Gén KIPDRS, Specifikujiici PdrSp biotechnologicky
vyznamnej kvasinky Kluyveromyces lactis zdiela 72%
identitu s génom kodujucim PdrSp kvasinky S. cerevisiae
a 53,5% identitu s génom kodujucim CgCdrlp patogénnej
kvasinky C. glabrata. Vsetky tri homologické ABC trans-
portné proteiny sa vyznacuju rovnakou topologickou orga-
nizaciou domén (NBD-TM), (obr.3a). Protein
K/Pdr5p ma 1525 aminokyselin, je 049 aminokyselin
dlhsi ako homologicky protein ScPdr5p a o 61 aminokyse-
lin dlh$i ako protein CgCdrlp. VSetky proteiny st lokali-
zované v plazmatickej membrane amaju 12 (K/PdrSp,
CgCdrlp) resp. 14 (ScPdr5p) transmembranovych domén.
Vsetky hydroféobne TMD su spojené kratkou hydrofilnou
oblastou’. N-terminalny koniec vetkych troch ABC prote-
inov (KIPdr5p, ScPdr5p, CgCdrlp) obsahuje ATP-viazice
motivy Walker A, Walker B a ABC signatiru. C-
terminalny koniec proteinov obsahuje konzervovanu ABC
signatiru a motiv Walker A, avSak motiv Walker B je
degenerovany (obr. 4). V aminokyselinovej sekvencii
KIPdrSp sa  nachadzaju  viaceré  N-glykozylacné
a fosforylacné miesta pre postranslaéné modifikacie prote-
inu. Funk¢éna podobnost’ medzi ABC transportérmi kvasi-
niek a l'udi je dokumentovana mnohymi experimentalny-

Obr. 3. Topolégia ABC transportného proteinu (a) a MFS transportného proteinu typu (b). Prevzaté z Prasad a Kapoor, 2005, cit.”



Chem. Listy 104, 7-11 (2010)
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[ Motiv WalkerB [] Substiticia zvy§kov aminokyslin

Obr. 4. Porovnavacia analyza nukleotid viaZicej domény ABC
transportnych proteinov. Oramovana Cast’ predstavuje evolucne
konzervovany WalkerB motiv. Hrubo zvyraznené aminokyseliny
reprezentujii povolené substiticie v nukleotid viazicej oblasti
proteinu. Prevzaté z Tutulan-Cunita a spol., 2005, cit.’

mi Stadiami dokazujicimi, napr. Ze P-glykoprotein je
schopny expresie aj v heterologickom systéme S. cerevi-
siae audeluje bunkdm kvasiniek rezistenciu voci
chemoterapeutikam'".

3.3. Vylucovacie pumpy typu MFS

MFS (major facilitator superfamily) transportné pro-
teiny boli povodne definované ako superrodina permedz,
skladajucich sa z2 Strukturdlnych jednotiek — Siestich
transmembranovych o-helikdlnych segmentov spojenych
cytoplazmatickou slutkou'?. Aj niektoré MFS transportné
proteiny mikroorganizmov (MFS-MDR) sluzia ako eflux-
né pumpy vyluCujice toxické zluceniny von z buniek.
Zdrojom energie pre vyluCovanie substratov je v pripade
MFS-MDR proteinov elektrochemicky gradient protonov
na membrane. MFS proteiny obsahuju cca 500—600 ami-
nokyselin, nachadzajt sa v prokaryotickych aj v eukaryo-
tickych bunkach. Spravidla zabezpecuju uniport, symport
alebo antiport roznych zlu¢enin medzi bunkou a jej
okolim". Jednoduchy MFS-MDR protein kvasiniek po-
zostava z 10 az 14 transmembranovych domén. V genome
kvasinky S. cerevisiae sa identifikovalo 28 MFS-MDR
transportnych proteinov, ktoré boli na zaklade predpokla-
danej Struktury rozdelené do troch odlisnych skupin: sku-
pina I obsahuje transportéry s 12 transmembranovymi
doménami (obr. 3b), zatial’ o skupina II a III zahfna trans-
portéry obsahujiice 14 transmembranovych domén'*.
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4. Interakcia substratu s transportnym
proteinom

Klucovou vlastnostou transportérov zahrnutych vo
fenoméne mnohondsobnej rezistencie je ich schopnost
rozpoznavat’ vel'ké mnozstvo Struktirne odlisnych chemic-
kych zlicenin. Predpokladé sa, Ze efluxnd pumpa, protein
PdrSp kvasinky S. cerevisiae obsahuje prinajmensom
3 rdzne vézobné miesta pre substrat, rozpoznavajuce jeho
odlisné chemické determinanty’. Naviac, vietky hydrofob-
ne substraty transportného proteinu Pdr5p musia mat’ po-
7adovant velkost’. Zda sa, 7e velkost molekuly a/alebo
vzdialenost’ medzi funkénymi skupinami substratu su roz-
hodujuce pre to, aby prislusna zlu¢enina mohla byt sub-
stratom PdrSp.

Niekol’ko hypotéz a modelov, ktoré vysvetl'uju spo-
sob vézby substratov a sposob ich vylucovania ABC trans-
portnymi proteinmi, pochadza zo $tadii bakterialnych mo-
delovych systémov'>'®. Polyspecificitu, najtypickejsiu
vlastnost’ efluxnej pumpy, v sti¢asnosti najlepsie vysvetl'u-
je model, podla ktorého TMD transportéra vytvoria vnutri
membrany kanal, ktorym substrat vystupuje z bunky.
Vnutri kandlu sa uplatiuji van der Waalsove alebo elek-
trostatické interakcie medzi translokovanym substratom
a aminokyselinovymi zvySkami transportného proteinu.
Vizba ATP vyvola konformaéni zmenu transportného
proteinu, ¢im sa zabezpeci translokacia substratu. Hydro-
Iyzou ATP sa vracia konformacia proteinu do povodného
stavu. Amfifilita a hydrofobnost’ transportovanej molekuly
nie si  podla uvedeného modelu pre jej transport
rozhodujuce®. Otazkou ostiva, o sposobuje tak §irokd
substratovii $pecificitu transportéra. Studie vyuzivajuce
fotoafinitné znacenie spolu s genetickymi analyzami
u cicaveov ukdzali, Ze v rozpoznavani substratov sa uplat-
nuju tak NBD, ako aj TMD proteinu. Identifikovalo sa
niekol’ko  kritickych ~ aminokyselinovych  zvyskov
v transportnom proteine, ktoré su rozhodujice pre rozpoz-
nanie substratu'”.

5. Homeostaza sfingolipidov je koregulovana
génami MDR

Predpoklada sa, Ze niektoré ABC transportné proteiny
zabezpe€ujil homeostdzu membranovych lipidov a zroveni
regulaciu permeability membrany svojou ucastou na dis-
tribucii fosfolipidov v membrane™. Efluxné pumpy sa
mozu tieZ podiel’at’ na odstranovani poskodenych oxidova-
nych foriem lipidov z membrany. Sledovanim akumula-
cie fluorescentne znaceného fosfatidyletanolaminu (PE) in
vivo sa zistilo, ze bunky kvasiniek bez Pdr5p mali zvySené
hladiny PE na vonkajiej strane plazmatickej membrany?'.
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6. Zaver

Fenomén MDR je najpodrobnejSie prestudovany
u fakultativne anaerobnych kvasiniek S. cerevisiae.
U kvasiniek vznikda MDR najcastejsie ako dosledok muta-
cii v génoch kodujlcich transkripéné regulatory, ktoré
vedd k zvySenej expresii transportnych proteinov typu
ABC (ATP binding cassette) alebo MFS (major facilitator
superfamily) asociovanych s mnohonasobnou rezistenciou.
Protein PdrS5p je typickym prikladom ABC transportného
proteinu schopného viazat' a vyluovat’ vel'ké mnozstvo
rozli¢nych substratov. Polyspecificita transportného protei-
nu Pdr5p méze byt dosledkom evoluéného vyvoja, pocas
ktorého sa pocet zlucenin, ktoré je schopny transportovat’,
postupne zvySoval. Nepatrné modifikdcie v Struktare
PdrSp nésledkom mutéacii viedli k ziskaniu schopnosti
viazat’ a transportovat’ d’alSie substraty. Presny molekulér-
ny mechanizmus rozpoznavania tak velkého suboru sub-
stratov zostdva zatial neobjasneny a je predmetom inten-
zivneho experimentalneho studia.

Praca bola vypracovana s podporou grantov VEGA
1/0078/08 a VVCE-0064-07.

Pouzité skratky

ABC  ATP binding cassette — kazeta viazuca ATP

LCB  long chain bases — bazy s dlhym uhl'ovodikovym
ret'azcom (prekurzory biosyntézy sfingolipidov)

MFS  major facilitator superfamily — superrodina mem-
branovych transportnych proteinov energizova-
nych elektrochemickym gradientom proténov na
membrane

MDR  multidrug resistance — mnohonasobna rezistencia

NBD nucleotide binding domain — nukleotid viaziica
doména

PDRE pleiotropic drug resistance element — element
promotora Specifickej sekvencie, ku ktorému sa
viazu transkripéné faktory Pdr1p/Pdr3p

TMD  transmembrane domain — transmembranova do-
ména
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Plasma Membrane Proteins Involved in Cell Resistance
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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.



