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Abstract

Pdr16p influences the plasma membrane properties in Kluyveromyces lactis.

KIPdrl6p, also called Sth3p, is a homologue of Secl4p which belongs to the phosphatidylinositol
transfer proteins (PITPs) family. KIPDRI6 is involved in the control of Kluyveromyces lactis susceptibility to
antifungal azols and polyenes. Previous work has shown that the KIPDRI6 gene controls the amount of
ergosterol in Kluyveromyces lactis cell membranes that could influence the membrane properties. Our present
work shows that deletion of KIPDRI6 gene leads to membrane hyperpolarization and decrease in membrane
fluidity. These observations correlate with the observed susceptibility of Kipdril6A deletion mutant to antifungal
azoles and polyenes.
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Uvod a formulacia ciela

Evolu¢ne konzervovany fenomén mnohonasobnej rezistencie MDR (multidrug
resistance) predstavuje schopnost’ buniek tolerovat’ pritomnost réznych cytotoxickych
zluc¢enin. MDR vznik4 Casto ako dosledok aktivity membranovych vylucovacich pimp z
rodiny ABC (ATP- Binding Cassette) alebo MFS (Major Facilitator Superfamily)
transportnych proteinov, ktoré¢ tak zabezpeCuji ochranu bunky pred Skodlivym ucinkom
xenobiotik. Fyziologicka funkcia vac¢siny efluxnych pump nie je znadma. Posledné studie,
uskutoCnené vyuzitim modelového organizmu Saccharomyces cerevisiae naznauji mozni
fyziologicku funkciu niektorych efluxnych pimp. V rodine MFS-MDR transportérov napr.
Tpol-4p a Qdr3p zabezpetujii export polyaminov [1,2] zatial’ o, Qdr2p katalyzuje vstup K
16nov do buniek [3]. Vysledky tychto autorov naznacuju, ze chemoprotekcia, ktora je ulohou
tychto transportnych proteinov mdze byt dosledkom ich vplyvu na potencial cytoplazmatickej
membrany resp. dosledkom kontroly ApH, ¢o moze mat’ vplyv na akumulaciu xenobiotik [4].
Niektoré transportné proteiny z ABC rodiny, ktoré boli charakterizované ako determinanty
MDR sucasne kontroluju inkorpordciu lipidov do membran bunky [5]. ScPdr5p a jeho

homology Cdrlp a Cdr2p patogénnej kvasinky C. albicans zabezpecuju translokaciu
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fosfolipidov [6,7]. Delécia d’alSicho génu - ScPDR16, funkcia ktorého stivisi s MDR viedla k
zmenam v zlozeni sterolov cytoplazmatickej membrany [8]. Zd4 sa teda, ze MDR fenotyp
zabezpeCovany transportnymi proteinmi moéze byt tiez dosledkom zmien, v Struktire
membrany, ktoré mozu spatne ovplyvnit’ transport cytotoxickych zlacenin.

Neddvno bol izolovany ortolog génu ScPDRI6 v biotechnologicky vyznamnej
kvasinke Kluyveromyces lactis. Na zéklade identifikovanych PDRE-like elementov v
promotorovej oblasti génu K/PDRI6 bol podobne ako jeho ortolég ScPDRI6 zaradeny do
regulonu K/Pdrlp [9]. Delecny mutant Kipdri64 vykazuje v porovnani s deleénym mutantom
Scepdrl64 S. cerevisiae zvySenu citlivost’ voci SirSiemu spektru cytotoxickych zla¢enin. Popri
zvysenej citlivosti vo¢i antifungdlnym azolom bola u deleéného mutanta Kipdri64
pozorovana zvySend citlivost voci oligomycinu, rhodaminu 6G, 4-NQO a kationom
alkalickych kovov. Bunky Kipdri64 mutanta obsahovali zniZzené mnoZstvo ergosterolu [10].

V predkladanej praci sme sa zamerali na analyzu vplyvu K/Pdrl6p na niektoré

vlastnosti cytoplazmatickej membrany kvasiniek K. lactis.

Material a metody

V préaci boli pouzité nasledovné kmene kvasiniek K. lactis: rodiCovsky kmen
CBS2359 ku804 (MATo kuS80::loxP), jeho izogénny dele¢ny mutant KipdriéA (MATa
ku80::loxP pdrl6::kanMX) a transformant K/pdri64 + pRS306K/KIPDRI16 obsahujuci gén
KIPDR16 na multikopiovom plazmide pRS306K (2um URA3 ARSI KARS? ori Amp®).

Fenotyp uvedenych kmetiov bol analyzovany kvapkovymi testami na pevnych
komplexnych médidch, ktoré obsahovali rozne koncentracie antifungalnych azolov
(mikonazol, itrakonazol, ketokonazol, flukonazol), ako aj diskovou difiznou metoédou s
pouzitim polyénov (amfotericin B, nystatin a pimaricin).

Membranovy potencial bol sledovany pomocou fluorescen¢nej sondy diS-C;(3) (3,3'-
dipropylthiacarboxycyanine). Bunky, vyrastené do exponencidlnej fazy (1-5 x 107 b/ml sa
dvakrat premyli destilovanou vodou a resuspendovali v 10 mM citrat-fosfditovom tlmivom
roztoku (pH 6,0). 3 ml suspenzie buniek sa ozna¢ili diS-Cs(3)v koneénej koncentracii 3 x 10
mol/dm’®. Fluorescenéné emisné spektrd sa zaznamenavali pouZitim spektrofluorometra
Fluoro-Max 4 (Jobin Yvon-Horiba) v rozsahu A 560-590 nm.

Pri merani fluidity cytoplazmatickej membréany bola pouzita fluorescen¢na sonda DPH
(1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene). Bunky vyrastené do exponencidlnej fazy rastu sa dvakrat
premyli tlmivym roztokom Tris-Cl pH 7,0, a resuspendovali v tomto roztoku na koncentraciu

odpovedajucu OD = 0,25 pri 600 nm. Bunky sa oznacili DPH v konec¢nej koncentracii 1,5 x
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10”7 mol/dm’. Anizotropia sa merala pri 25 °C na luminiscenénom spektrometri Perkin-Elmer
LS 45 pri excitaénej vinovej dizke 360 nm resp. 430 nm. Namerané hodnoty anizotropie 1, sa
pouzili na stanovenie fluidity membrany podl'a vztahu: r= (Iyv-Glyn)/(Iyv+2Glyy), kde I je
intenzita fluorescencie buniek oznacenych DPH, indexy VV resp. VH oznacuji polohu
excitatného a emisného polarizatora, G je tzv. Grating faktor G=lyy/Iyg kontrolnych,
neoznacenych buniek. Indexy HV a HH oznacuju opac¢nu polohu polarizatorov k VH resp.
VV. Meranie sa uskutoc¢nilo po¢as 60 min inkubacie buniek v pritomnosti DPH. Hodnoty,

ziskané v 7 nezavislych experimentoch boli spracované softvérom FL Winlab.

Vysledky a diskusia.

Fenotypova analyza testovanych kmenov K. lactis, uskutocnena kvapkovymi testami
na pevnych rastovych médiach ukdazala, ze deleCny mutant Klpdri6A4 vykazuje zvySenu
citlivost’ voci vSetkym antifungalnym azolom. Pritomnost’ génu v bunkach na multiképiovom

plazmide vedie k zvySenej rezistencii voci vSetkym testovanym latkam (Tab.1).

Tab. 1. Citlivest’ Kluyveromyces lactis vo¢i antifungalnym azolom

Minimalna inhibi¢na koncentracia (;.Lg/ml'l)

kmeii ITR KET MIK FLC
CBS2359ku80 (wt) 0,025 0,025 >0,02 2,5
Kipdr164 <0,01 <0,015 <0,01 <1
KipdrI6A +
pRS306K/KIPDRI6 >0,05 0.1 >0,02<0,03 2,5

*ITR -itrakonazol, KET- ketokonazol, MIK - mikonazol, FLC- flukonazol

Susceptibilitu analyzovanych kmenov K. lactis voci polyénom sme stanovili diskovou
difuznou metdodou. Ako demonstruje Tab.2., zvysSena citlivost’ dele¢ného mutanta Kipdri6A
v porovnani s izogénnym Standardnym kmenom resp. transformantom, ktory obsahoval gén
KIPDRI16 na multikopiovom plazmide sa pozorovala pri vsSetkych pouzitych polyénoch:

amfotericine B, pimaricine a nystatine.
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Tab. 2. Citlivost’ Kluyveromyces lactis vo¢i polyénom

Priemer zony inhibicie rastu (mm)

kmen
AMB PIM NYS
CBS2359ku80 (wt) 15 19 29
Kipdr164 9 21 22
Kipdr164 +
PRS306K/KIPDR16 14 18 25

* AMB- amfotericin B, PIM- pimaricin, NYS- nystatin

V dalSich experimentoch sa sledoval vplyv mutacie Kilpdri6A na vlastnosti
cytoplazmatickej] membrany delecného mutanta. V kmenoch Standardného typu K. lactis a
izogénneho dele¢ného mutanta Kipdri64 sa stanovila hladina membranového potencialu

buniek vyuzitim fluorescencnej sondy diS-Cs(3) (3,3 -dipropylthiacarboxycyanine).
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Obr. 1. Fluorescen¢né stanovenie membranového potencialu v bunkach K. lactis
pouzitim diS-C3(3)
Ako demonstruje Obr.1., v bunkdch dele¢ného mutanta Kipdri64 dochadza k
hyperpolarizécii cytoplazmatickej membrany, ¢o podporuje predchadzajuce zistenie, Ze
delecny mutant K. lactis Kilpdri6A4 vykazuje v porovnani s kmenom Standardného typu

zvySenu citlivost’ vo¢i soliam alkalickych kovov (Goffa et al., 2014).
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Fluidita cytoplazmatickej membrany Studovanych kmenov kvasiniek K. lactis sa
sledovala meranim rovnovaznej hodnoty anizotropie pouzitim fluorescen¢nej sondy DPH

(1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene).
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Obr. 2 Casovy priebeh fluorescen¢nej anizotropie DPH (A). Hodnoty anizotropie v bunkach KipdrI6A
mutanta a izogénneho Standardného typu (B).

Obr. 2. demonstruje Casovy priebeh anizotropie a rozdiel hodndt anizotropie v
bunkach Standardného kmenia CBS2359ku80 a izogénneho dele¢ného mutanta Kipdri6A.
Z nameranych hodnoét anizotropie vyplyva, ze fluidita cytoplazmatickej membrany dele¢ného
mutanta K. lactis Kilpdri6A je nizSia v porovnani s fluiditou cytoplazmatickej membrany
Standardné¢ho kmena CBS2359ku80. Ziskané vysledky naznacuju, Ze pri¢inou pozorovanej
zvySenej citlivosti deleéného mutanta Kipdrl6A voci cytotoxickym zlucenindm mozu byt

zmeny vlastnosti cytoplazmatickej membrany v doésledku delécie génu PDRI16.

Zaver

Ziskan¢ vysledky demonstruji, ze produkt génu KIPDRI6 ovplyviiuje vlastnosti
cytoplazmatickej] membrany kvasiniek K. lactis. Okrem zniZenej hladiny ergosterolu so
sucasnou akumuldciou prekurzorov sterolov v membrane buniek delecného mutanta
Klpdri6A, ktora pozoroval Goffa et al. (2014) ma delécia génu KIPDRI6 za nasledok
zvySenu citlivost mutantnych buniek voé¢i ré6znym cytotoxickym zlucenindm. V doésledku
delécie génu KIPDRI6 sa zmeni nielen zloZenie cytoplazmatickej membrany, ale aj jej
vlastnosti. Ukazali sme, ze delécia génu KIPDR16 vedie k hyperpolarizacii cytoplazmatickej
membrany v bunkach mutanta a zaroven k zniZeniu fluidity membrany v tychto bunkéch.

Uvedené zistenia st v sulade s pozorovanou zvysenou citlivostou buniek dele¢ného mutanta
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K. lactis Klpdri6A na cytotoxické latky, pravdepodobne v dosledku pozorovanych zmien

cytoplazmatickej membrany v bunkach dele¢ného mutanta.
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