Rezistencia mikroorganizmov proti antifungdlnym litkam
Biochemicky a geneticky zaklad rezistencie kvasiniek proti muecidinu

J. SUBIK — G. TAKACSOVA

Jednym z faktorov negativne ovplyviiujucich v praxi efektivnost antimikrdb-
nych latok je rezistencia mikroorganizmov proti nim. V populécii mikroorga-
nizmov, ¢i uz baktérii, kvasiniek alebo vldknitych hub, vznikajd rezistentné
mutanty, ktoré v désledku Specifickych zmien v Struktire alebo obsahu bun-
kového genému st schopné tolerovat vyssie koncentricie biocidnych latok
ako p6vodné populacia mikroorganizmov [1, 2].

V mikroorganizmoch rezistencia proti antimikrébnym latkam méze vznik-
nat v désledku mutécii bunkového genému, pricom gény rezistencie mézu byt
umiestené na chromozémoch (jadrova DNA, bakteridlny chromozém) alebo
na extrachromozomalnych genetickych elementoch (mitochondridlne DNA,
plazmidova DNA). V baktériach rezistencia méze vznikat aj v dosledku ziska-
nia dodatkového genetického determinantu podmienujiceho rezistenciu od
inych baktérii. Prenos takychto rezistentnych faktorov v bakteridlnej popu-
lacii sa moze uskutocnovat i medzidruhovym sposobom [1].

Za mormélnych okolnosti mutanty mikroorganizmov rezistentné proti
antimikrébnym latkam vznikeja sponténne a ich selekeia prebieha v pritom-
nosti tychto latok. Neprekvapuje preto, ze v istych pripadoch mutanty re-
zistentné proti antimikrébnym latkam vznikli ddvno pred zavedenim tychto
latok do praxe [3].

Prirodzend potencidlna schopnost mikroorganizmov vyvinit rezistenciu
proti biocidu zavisi od typu biocidu a povahy mikroorganizmu. Thto schop-
nost, ktorej rozsah udéva frekvencia spontdnnych mutécif, mozno vyznam-
ne zvysit Uéinkom rozliénych fyzikdlnych alebo chemickych mutagénov
[4].

Vznik rezistencie proti antimikrébnym latkam moézu z biochemického hla-
diska spésobovat zmeny v mikrobialnej bunke, ktoré v mensom alebo vidésom
rozsahu zabranuji biocidu dosiahnut miesto svojho uc¢inku. Tekéto zmeny
zahffiajd zniZend permeabilitu plazmatickej membrany pre inhibitor alebo
zvysentt detoxikéciu inhibitora este pred dosiahnutim miesta G¢inku. Ak je
inhibitor schopny toto miesto dosiahnut, rezistencia mdoze vznikat v dosledku
znizenej afinity medzi inhibitorom a jeho reakénym miestom, obchidzlkou
blokovaného miesta v désledku funkeie alternativnej metabolickej drihy
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alebo kompenzéciou efektu inhibicie, napr. zvySenou syntézou inhibovaného
enzymu [1, 2, 5].

Na pochopeme biochemického a fyziologického pozadia rezistencie mikro-
organizmov proti inhibitorom je potrebné znalost spésobu téinku prislusného
inhibitora. Na druhej strane vSak Sttdium kmenov lez1stentnych proti inhi-
bitorom méze dopliat ziskané adaje alebo niekedy moze viest i k rozriefeniu
zatial neobjasneného mechanizmu jeho pdsobenia.

Vzhladom na to, ze pri eukaryotickych mikroorganizmoch st biochemické
a genetické aspekty mikrobidlnej rezistencie prestudované ovela menej nez
v pupade prokaryotickych baktérii, rozhodli sme sa skimat na modelovom
systéme zakladné otazky tykajice sa rezistencie mikroorganizmov proti anti-
fungalnym lstkam. Ako antifungélnu ldtku sme pouzili antibiotikum mucidin,
ktory je Specifickym inhibitorom oxidécie mitochondridlneho cytochrému b
[6, 7], a ako mikroorganizmus sme si zvolili kvasinku Saccharomyces cerevisiae,
ktorej genetika a biochemické vlastnosti st dobre prestudované [8].

Material a metddy
1. Pouzité mikroorganizmy

V préacisme pouzili tieto kmene kvasiniek Saccharomyces cerevisiae: D 225—5A
(2 adel Iys2 oF CSEbOSMb) DPI-1B (« hisl trpl ot ot CSESOSMS), IL8-8D
(@ ural ot o™ CR, ER, OSMS), IL 126—I1C (a ural ot w= C&, ER, OSMS),
1L458-1A (« hisl ot CK, ER, OSMS), 55R5-3C/1 (¢ ural o™ o~ CSESORMS)
a 55R5—3C/11 (a ural p~), pochddzajice zo zbierky prof. P. P. Slonlmskeho
(CNRS, Gif sur Yvette Francizsko) a kmen 26—4 (e leul thr 2—1 ot
CSESOSMBS) poché,dzajﬁci od dr. A. Putramentovej (PAN, Warszawa, Polsko).

2. Kultivaéné podmienky

Bunky kvasiniek rastli pri 30 °C za aerébnych podmienok v rastovych mé-
didch tohto zlozZenia:

Glukézové médium — obsahovalo v 1 litri 20 g glukézy, 5 g pepténu, 5 g
kvasni¢ného extraktu, 100 mg adeninu a zmes mineralnych soli [6].

Glycerolové médium — ako glukézové médium, ale namiesto glukézy obsa-
hovalo 20 g glycerolu.

Miniméalne médium — obsahovalo glukézu (2 %), zmes soli ako v glukézo-
vom médiu a zmes vitaminov pozostavajtcich z 10 mg inozitolu, 1 mg tiamin-
-HCI, 600 pg pyridoxin-HCl, 600 ug kyseliny lllleTHIOVG‘] 600 ug kysehnv
p-aminobenzoovej, 600 ug pantotenanu vapenatého, 10 ug biotinu a 200 ug
riboflavinu v 1 litri média). V doplnenych minimélnych médidch konecné
koneentricie aminokyselin a adeninu boli: 300 ug/ml L-treoninu, 30 pg/ml
L-leucinu, 30 pg/ml L-lyzinu a 100 pug/ml adeninu.

Glyeerolové médid s antibiotikami — pripravili sa pridanim rozpusteného
antibiotika v etanole k autoklavovanému glycerolovému médiu (20 min/120
°C) schladendmu na 60 °C. Ak nie s iné idaje, konetné koncentracie antibiotik
boli: 4 mg chloramfenikolu/ml, 10 ug oligomyeinu/ml, 4 mg erytromycinu/ml
o 0,5 pg mucidinu/ml.
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V pevnych médidch sa agar pouzil v 2 9, koncentrécii s vynimkou miniméal-
neho média, kde bol 3 %,.

Predsporulaéné médium — obsahovalo 0,2 9, (NH,),S0,, 0,2 9, KH,PO,,
0,5 9% kvasniény extrakt, 2 9, agar, 2 9%, glukdzu a 2 9, laktat.

Sporula¢né médium — obsahovalo 1 9, acetat draselny, 0,1 9, kvasni¢ny
extrakt, 0,05 9, glukézu a 2 9 agar.

3. Izolacia buniek zbavenych mitochondrialnej DNA

Bunky kvasiniek vyrastené v tekutom glukézovom médiu obsahujicom
25 uM etidiumbromidu pri 30 °C sa inokulovali do média toho istého zlozenia
a inkubovali dalsich 24 hodin. Po premyti sa bunky vysiali na pevné glycerolo-
vé médium a kolénie buniek neschopnych dychat pre stratu mitochondrialnej
DNA sa identifikovali farbenim pomocou trifenyltetrazéliumchloridu.

4. Mitoticka segregédcia [10]

Kvoli tvorbe zygot haploidné kmene kvasiniek opaénych pohlavnych typov
obsahujucich prislusné genetické znaky rastli 24 hodin v tekutom glukézovom
médiu alebo 3 dni na pevnych glycerolovych médiach, obsahujtcich prisiusné
antibiotikum. 10% az 107 buniek obidvoch pohlavnych typov sa zmiesalo
v Gerstvom glukézovom médiu, centrifugovalo (5 min pri 1600 g) a po dvoj-
hodinovom stati opdt premiesalo. Po 24 hodinéch sa 0,1 ml kultiry vysialo
na pevné minimalne médium. Vyrastené zygoty sa po 2—3 dinoch rastu zmyli
z misiek a opét sa vysiali na pevné minimélne médium tak, aby ich pocet na
jednej miske bol priblizne 50 bunick. Takto vyrastené samostatné kolénie sa
po troch diioch replikovali na prislusné glycerolové média obsahujice dany
inhibitor. Rast replik sa kontroloval po troch a Siestich dioch inkubécie pri
30 °C.

5. Tetradova analyza [8]

Diploidné bunky po mitotickej segregacii rastli 24 hodin na predsporulaénom
agare a potom sa umiestnili na sporula¢ny agar. Po troch az piatich diioch rastu
pri 30 °C vysporulované kulttiry sa natravili enzymatickym vytazkom zo za-
ladka slimdkov a asky obsahujtice 2, 3, resp. 4 spéry sa rozrezali mikromanipu-
latorom. Izolované spéry sa inkubovali 2 az 4 dni na pevnom glukézovom mé-
diu a preniesli na to isté cerstvé médium. Tetrady sa potom testovali na schop-
nost rast na glycerolovych médidch obsahujacich prislusné antibiotika i na
prislusné genetické znaky.

6. Uréenie respirac¢nej rychlosti

Spotreba kyslika celych buniek kvasiniek sa uréila polarograficky vibracénou
zlatou elektrédou v reakénej zmesi obsahujicej v 2 ml: 50 mM glutarat dra-
selny, 10 mM KH,PO,, 100 mM KCl, 0,25 9, glukézu, 0,48 9, etanol, bunky
kvasiniek (1-—4 mg susiny) a inhibitor, koneéné pH 4,3.

Spotreba kyslika mitochondrii kvasiniek izolovanych postupom podla
Kovaca a spol. [11] sa uréila polarograficky v reakénej zmesi obsahujtcej
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v 2ml: 0,6 M manitol, 20 mM KCI, 1,5 mM EDTA, 10 mM Tris-maleét, 10 mM
fosfore¢nan draselny, 0,25 mM ADP, mitochondrie (1—3 mg bielkovin),
substrat a inhibitor ako bolo udané, koneéné pH 6,4. Mitochondridlne bielko-
viny sa stanovili biuretom [12].

Vsetky merania respira¢nej rychlosti prebiehali pri 30 °C.

7. Urcéenie aktivity ATPéazy

Aktivita mitochondridlnej ATPazy sa merala 6 minat pri 30 °C v 1 ml
reakénej zmesi obsahujiicej 10 mM KCI, 0,5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI,
2 mM MgCl,, 4 mM ATP, 0,1 mg mitochondralnych bielkovin a inhibitor ako
bolo udané. Konecné pH bolo 9,5. Anorganicky fosfat sa stanovil Sumnerovou
metédou [13].

8. Pouzité chemikéalie

Pouzili sa tieto chemikélie: cligomycin, N, N, N’ N “tetrametyl-p-fenylén-
diamin (TMPD), antimicin A, karbonylkyanid-m-chlérfenylhydrazén (CCCP)
a etidiumbromid (Serva, Heidelberg), chloramfenikol (Spofa, Praha), erytro-
mycin béza alebo laktobionét (Abbot Laboratories, North Chicago, Illinois).
Mucidin bol dar dr. V. Musilka (Mikrobiologicky tstav CSAV, Praha). Dimer-
kaptopropanol (BAL) a 2-heptyl-4-hydroxychinolin-N-oxid (HQNO) boli
dar dr. G. S. P. Groota (University Amsterdam, Holandsko). Ostatné chemi-
kélie st vyrobky firmy Lachemea, Brno.

Vysledky
1. Biochemické aspekty rezistencie kvasiniek proti mucidinu
1.1 Rastovd charakteristika mutantov rezistentnijch na mucidin

Mucidin v koncentracii 0,2 ug/ml inhiboval rast vietkych testovanych kme-
tov kvasiniek S. cerevisiae na pevnych glycerolovych médidch. Mutanty kva-
siniek rezistentné proti mucidinu bolo mozné preto izolovat na zaklade ich
schopnosti rast na glycerolovych médiach v pritomnosti mucidinu. Frekvencia
vzniku mutantov rezistentnych proti mucidinu pri $tandardnom kmeni
D 225—5A ako vysledok spontdnnych mutécii bola 10-8 az 10-°. Ak sa viak
bunky kultivovali v tekutom glukézovom médiu bez horetnatych iénov v pri-
tomnosti 6 az 10 mM MnCl, [9], frekvencia vzniku mutdcii sa zvySila takmer
stonésobne.

Tabulka 1 udédva niektoré vlastnosti vybranych spontinne vzniknutych
kmertiov kvasinky S. cerevisiae rezistentnych proti muecidinu [9], ktoré na
zaklade ziskanych vysledkov sa dali rozdelit na tri odligné fenotypické skupiny.
Mutanty 1. skupiny, tvoriace viésinu izolovanych mutantov, ukazovali zdru-
zenu rezistenciu proti inhibitorom syntézy bielkovin, ako aj proti inhibitorom
dychania a oxidativnej fosforylacii. Mutanty 2. skupiny boli $pecificky rezis-
tentné proti mucidinu. Jediny mutant tvoriaci 3. skupinu mal rozsah zdruZenej
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Tab. 1. Tolerancia na mucidin a zdruzena rezistencia mutantov rezistentnych proti mucidinu.
Rezistencia proti mucidinu je definovana ako maximélna koncentracia umoziiujtica normalny
rast kmena. Pri urc¢eni zdruzenej rezistencie inhibicia funkcie mitochondrii je vyjadrena ako
priemer zény inhibicie rastu na pevnom glycerolovom médiu sposobeny inhibitorom po troch
dnoch rastu. MnoZstvo inhibitorov aplikovanych na disk je uvedené v tabulke

Zdruzena rezistencia k inhibitorom
=0 .
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1 || s | ® &
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Bku- |y it Genotyp g mueidin ¥ < 8 |55 g8 & o
pina in vivo 2 = |2 2 = =
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£ > > |25 | E g g
S g E 227 E 3 S
s 3 < = 3 =
Sl 2| 2 5% 2|2 | &
= < o Mg A & =
Priemer z6ny inhibicie (mm)
1 1D mucPR 0.5
2D muelP’R 0,5 26 25 15 26 20 14 24
2 3D | MEp 2,0 20 42 17 60 17 40 45
101—
—4B | MF,; 1,0
3 1101 | mucPRME, | > 40,0 0 | 25 | 12 | 25 | 20 | 14 | 25
Standardn§ | 995 54 0,1 a5 | 42 | 22 | 40 | 20 | 17 | 32
kmen

rezistencie podobny ako mutanty 1. skupiny, ale naviac bol rezistentny proti
extrémne vysokym koncentricidm mucidinu.

Pri detailnejsom studiu vlestnosti uvedenych mutantov sa zistilo, Ze rastové
rychlosti mutantov 1D a 2D sa vyznamne neliSia od rastovych rychlosti
standardného kmenia D 225—5A, ked bunky réstli aerébne na pevnych glyce-
rolovych alebo v tekutych glukdzovych médiéch s 0,5 9, glukézou ako zdrojom
uhlika. V poslednom pripade se staciondrne féze rastu dosiahle po 24 hodinéch
kultivécie. Naproti tomu mutant 3D dosiahol staciondrnu fazu rastu po 72
hodindch restu a mutanty 101 & 101—4B po 40 hodinéch. Rozdiely v rychlosti
rastu na neskvasitelnych substratoch se prejavili aj v odli§nej velkosti kolénii
po raste mutantov rezistentnych proti mucidinu na pevnom glycerolovom
médiu. Aerébne rastové vytazky a cytochrémové spektréd mutantov, doraste-
nych do stacionédrnej fazy v tekutych médidch, vyznamne sa nelisili od rasto-
vych vytazkov a cytochrémového spektra Standardného kmerie D 225—5A.
Tieto zistenia naznaujl, Ze energetické spriahnutie v mitochondridch ne-
ovplyviinji muticie podmienujiice rezistenciu proti mucidinu.

1.2 Vplyv mucidinu o inygeh inkibitorov na intakiné bunky a izolované milo-
chondrie

Vyskum inhibicie dychanie celych buniek mucidinom ukézal, %e v porovnani
s povodnym materskym kmenom D 225—35A je citlivost mutantov proti
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mucidinu 2- az 460-n4sobne nizsia. Mutant 101 bol najrezistentnejsi, ¢o sihlasi
s idajmi rastovej charakteristiky tohto kmenia. Vplyv mucidinu a pribuznych
inhibitorov dychacieho retazca na spotrebu kyslika celymi bunkami uvadza
tabulka 2. Vidiet, Ze respira¢na aktivita kmetiov 2D a 101 je rezistentnejia
tak proti mucidinu, ako aj proti antimycinu A a HQNO, kym dychanie buniek
mutantov 3D a 101—4B bolo $pecificky rezistentné iba proti mucidinu.

Tab. 2. Inhibicia dychania celych buniek réznymi inhibitormi dychacieho retazea

I, hodnoty inhibitorov
% (ug/ml)
Skupina Kmen fl OZ/hQOg/ Tig) S,
’ Mucidin An“’zyc“’ HQNO

1 2D 104,0 0,03 0,015 16,0

2 3D 26,8 2,40 "0,005 3,0

101—4B 25,8 0,40 0,006 3.0

3 101 35,2 7,40 0,020 18,2

Standardny | 555 5 98,5 0,016 0,0045 3,3
kmen

Vplyv mucidinu na dychanie izolovanych mutantnych mitochondrif znazor-
nuje obrdzok 1. V porovnani so Standardnym kmetiom mutantné kmene 3D,
101—4B a 101 na rozdiel od kmeria 2D boli menej citlivé na mucidin. Koncen-
tracie potrebné na 50 9, inhibiciu dychania pri kmetioch D 225—5A, 2D, 3D,
101—4B a 101 boli: 0,016, 0,020, 1,5, 0,45 a 0,50 ug mucidinu na 1 mg mito-
chondridlnych bielkovin. Takto iba mutanty 2. a 3. skupiny ukazovali zmenend
odpoved na mucidin tak in vivo, ako aj na tirovni izolovanych mitochondrif.

Obr. 1. Vplyv mucidinu na respira¢nt alk-
tivitu izolovanych mitochondrii oxidujti-
cich citrdt ako substrdt. @ — — — @ Stan-
dardny kmen D -5A; O —— — O 2D;

A 101-4B; 4 ——— A 3D:
¢ == ¢ L0A
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Citlivost na mucidin mutanta 101—4B bola rovnaké ako v pripade kmetia 101
na mitochondridlnej trovni, hoci bola ovela vy$§ia na trovni celych bu-
n'ek.

Vplyv inych inhibitorov cytochrému be, oblasti respiratného retazca na
biologickt oxidéciu sa sledoval aj na trovni izolovanych mitochondrii. Ako pri
zivo¢isnych mitochondridch, titraéné krivky pre antimyein A boli sigmoidalne
pre Standardny kmen i pre vietky testované mutanty. Koncentracie davajice
50 %, inhibiciu dychania kmenov D 225—5A, 2D, 3D a 101—4B boli 0,035,
0,035, 0,042 a 0,053 ug antimycinu A na 1 mg bielkovin. Takéto vyznamnejsie
zvysenie rezistencie proti antimycinu sa nepozorovalo ani pri jednom z testo-
vanych mutantov. Podobny zdver vyplynul aj pre HQNO, t. j. inhibitor mies-
tom svojho t¢inku podobny antimycinu A [14]. Koncentracie potrebné na
50 9, inhibiciu dychania kmenov D 225—5A, 2D, 3D, 101—4B a 101 boli:
0,35, 0,32, 0,28, 0,26 a 0,30 ug HQND na 1 mg bielkovin. Citlivost dychania
mitochondrii na inhibi¢ny Gc¢inok 2,3-dimerkaptopropanolu sa testoval iba
s mutantmi 3D a 101—4B. Vyznamny rozdiel medzi kmenmi rezistentnymi
na mucidin a Standardnym kmenom sa vSak ani v tomto pripade nepozoroval.
Koncentracie 2,3-dimerkaptopropanolu vyvolavajice 50 %, inhibiciu dychania
izolovanych mitochondrii kmenov 3D, 101—4B a D 225—5A boli: 0,7, 0,85
a 0,6 umol/mg bielkovin.

V désledku zdruzenej rezistencie mutantov rezistentnych na muecidin 1. a 3.
skupiny proti oligomycinu, prestudovali sme aj vlastnosti Mg?* aktivovanej
ATPéazy mitochondrif izolovanych zo standardného kmena a mutantov 2D, 3D,
101—4B a 101 (tab. 3). Nijaké vyznamné rozdiely v citlivosti mitochondridlnej

Tab. 3. Vlastnosti mitochondridlnej ATPazy mutantov rezistentnych proti mucidinu

——— — Speciﬁgké aktiyita ‘ Citlivost 1&1:"10 oligomyein
(#mol P/min/mg bielkovin) (ugjmg bielkovin)

2D 3,7 L9

2 3D 3,7 1,9

101—4B 3,9 2.0

3 101 3,6 2,0

Standardng | p 995 54 3,6 1.8
kmen

ATPazy na oligomycin medzi §tandardnym kmeriom a mutantmi rezistentny-
mi proti mucidinu sa vSak nenasli. Znaci to, ze mutécie v Studovanych mutan-
toch neovplyvituji zikladné vlastnosti energiu transdukujiceho systému
mitochondridlnych membrin. Pri mutantoch 1. skupiny rezistencia proti
oligomycinu (pravdepodobne i proti inym inhibitorom), podobne ako rezisten-
cia proti mucidinu sa da takto demonstrovat iba na drovni celych buniek
a nepozorovala sa na urovni izolovanych mitochondrii.
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2. Genetické aspekty rezistencie kvasiniek proti mucidinu
2.1 Jadrovd a mitochondridlna dediénost rezistencie proti mucidinu

Vsetky mutanty kvasiniek rezistentné proti mucidinu boli stabilné a vhodné
na genetickli analyzu. Analyzu dominancie/recesivnosti uvidza tabulka 4.
Uroven rezistencie diploidov pochédzajicich z mutantnych kmenov 1D a 2D
bola rovnako nizka ako v pripade diploidov pochéadzajucich zo Standardnych
kmetiov. V diploidoch odvodenych z mutantnych kmenov 3D a 101-4B
rezistencia proti mucidinu bola rovnako vysokd ako v pripade haploidov.
Rezistencia diploidov odvodenych od mutanta 101 bola nizsia ako v pripade
haploidného kmena, avsak vyssia ako v pripade standardného kmena. Muticie
mutantov 1. skupiny su takto recesivne, kym mutacie mutantov 2. skupiny
st dominantné. Povahu semidominantne sa prejavujticich mutécii kmena 101
v dalej Gasti prace vysvetlime jej komplexnym genetickym pozadim.

Tab. 4. Rezistencia diploidov proti mucidinu, vzniknutych krizenim kmetiov rezistentnych
proti mucidinu a senzitivnych na mucidin

Tolerancia k mucidinu (ug/ml)
Skupina Kmen
Haploidy Diploidy

1 iD 0,5 0,1

2D 0,5 0,1

2 3D 2,0 2,0
101—4B 1,0 :

3 101 > 40,0 1,0

Standardny D 225—5A 0.1 0.1
kmen ’ ?

Kvantitativnou analyzou diploidného potomstva [10, 15] po genetickom
krizeni haploidnych buniek sa zistilo, ze mutanty 1. skupiny 1D a 2D nevyka-
zujt mitoticku segregaciu (tab. 5). Vsetky bunky diploidného potomstva boli
citlivé na mucidin, ¢o odpovedd jadrovému sposobu dediénosti. Mitoticka
segregdcia typov buniek rezistentnych proti mucidinu a citlivych na mucidin
sa pozorovala iba s mutantmi 3D, 101-4B a 101, ¢o naznaéuje cytoplazmaticky
sposob dediénosti.

Rast mutantov 3D, 101-4B a 101 v pritomnosti etidiumbromidu mé za
nasledok transforméciu tychto mutantov na cytoplazmatické petity (o).
Toto malo za néisledok Gplnt stratu determinantov mucidinovej rezistencie,
¢o sa prejavilo vlastnostami odpovedajtcich diploidov (tab. 5). Na druhej
strane, ked sa mutanty 3D, 101-4B a 101 krizili so sesterskymi kmemnimi trans-
formovanymi etidiumbromidom na petity (pravdepodobne ¢°), mitoticka
segregicia sa nepozorovala — vSetky diploidy boli rezistentné proti mucidinu.
Tieto vysledky naznacuji, Ze obidve mutécie rezistentné proti mucidinu,
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Tab. 5. Mitoticka segregdcia: kvantitativna analyza diploidného potomstva

Kmekt Diploidy rezistentné Pocet
Krizenie o % 10 proti mucidinu analyzovanych

= (% z poctu koldnii) kolénii
0"MR s 9" M= 1D x 26—4 0 950
2D x 26—4 0 1032
3D x 26—4 68,9 893
101—4B x 26—4 62,4 494
101 x 26—4 72,3 1029
o0~z MR s gt MS 1D x 26—4 0 930
2D x 26—4 0 945
3D x 26—4 0 1020
101—4B x 26—4 0 744
101 x 26—4 0 859
otMR s o= z MS 1D x 26—4 0 630
2D x 26—4 0 842
3D x 26—4 100 1063
101—4B x 26—4 100 1034
101 x 26—4 100 1629

MY, pri kmeni 3D a ME,; pri kmeni 101-4B a 101, sd lokalizované na mito-
chondridlnom gendéme.

Vysledky tetradovej analyzy vybranych mutantov kazdej fenotypickej
skupmy uvadza tabulka 6. Vietky tetrady ziskané z mutanta 2D ukazovali
segrega,cny pomer 2 :2 (R :8) pre rezistenciu proti mucidinu, poskytujic
dokaz, ze mutaciu vy volava]ucu fenotyp zdruZenej rezistencie koduJe ]edln}
jadrovy gén, oznaceny muc’®. Na druhej strane segregicia alel pn meioze
s& nepozorovala s mutantom 3D, ¢o potvrdzuje mimojadrovi povahu jeho

mutacie.
Tab. 6. Analyza tetrad
KriZenie, e Meioticka
z ktorého diploidy R L. OCeh Lettac segregécia
sporulovali Benatyp-diplaidar uplnych netplnych tetrad™
o X a (R :R)
2D x 26— senzitivny na mucidin 17 2 : 2+
3D x 26— senzitivny na mucidin 16 0:4
3D X 26—4 rezistentny proti mucidinu 4 4:0
14 310
2 2:0
101 x 26—4 senzitivny na mucidin 17 2 : 2t
101 x 26—4 rezistentny proti mucidinu 10 4:0
3 3:0

+Jadrové genetické markery segregovali normadlne vo véetkych pripadoch.
++ Ten isty segregatny pomer sa pozoroval aj pre rezistenciu proti chloramfenikolu.
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Dedi¢nost rezistencie proti mucidinu pri mutante 101 bola komplexnejsia.
Vietky tetrady odvodené z diploidov citlivych na mucidin po mitotickej
segregécii ukazovali segregacny pomer 2 : 2 (R : S) pre rezistenciu proti muci-
dinu. Tieto vysledky indikuj, ze mutant 101 obsahuje jediny recesivny jadro-
vy gén podmienujuci rezistenciu proti mucidinu a stGfasne aj proti inym
strukturne a funkcéne odlisnym inhibitorom. Na druhej strane vSak segregacny
pomer 4 : 0 (R : 8) pri tetradach odvodenych z diploidov rezistentnych proti
mucidinu naznacuje, ze mutant 101 popri géne mucP? obsahuje este aj dalsi
cy toplazma,tlcky geneticky determinant (MR,), ktory je zodpovedny za rezis-
tenciu proti mucidinu. Tento zdver potvrdzuji aj vlastnosti mutanta 101-4B
izolovaného po meiéze z diploida 101R rezistentného proti mucidinu, vzniknu-
tého krizenim kmenov 101 a 26—4, obsahujiceho jedine mitochondridlnu
alelu MEy,, ktord zodpoveda za rezistenciu proti mucidinu tak in vivo, ako aj
in vitro.

2.2 Alelizmus mutdcii rezistentnijch proti mucidinu

Ako sme uz uviedli, mutanty 1D, 2D a 101 rezistentné proti mucidinu,
izolované z kmena D 225-5A, obsahujt recesivne jadrové mutacie podmienuji-
ce rezistenciu proti mucidinu. Aby bolo mozné urcit, ¢ sa tieto mutacie tykaja
jedného alebo viacerych genetickych 16kusov, vykonali sa krizenia alelického
testu opisané v tabulke 7. Pred krizenim bolo vsak potrebné transformovat
mutaciu kmena 2D prostrednictvom meidzy (2D X 26-4) do kmena 2D-22D
pohlavného typu a (¢ adel leul mucPR). Podobne kmen 101-7C (a adel
1vs2 mucPR) sa izoloval po meidze z diploida citlivého na mucidin (101 x 26-4)
vybraného po mitotickej segregécii. Ako vidiet z tabulky 7, v uvedenych dvoch
krizeniach nevznikali nijaké diploidy citlivé na mucidin. Vietky tri ]adrove
mutanty rezistentné proti mucidinu moino preto pokladat za alelické, nestice
mutaeiu muct™ v tom istom géne.

Tab. 7. Alelické testy medzi jadrovymi mutantmi rezistentnymi proti mucidinu

Diploidy Potet
Krizenie oL
o ¥ a rezistentné citlivé élllal)'zol\'g{l)'('ll
- proti mucidinu na muecidin kolénii
1D x 2D—22D 560 0 560
101—7C x 2D—22D 435 0 435

Alelicky test sa vykonalaj s cytoplazmatickymi mutantmi 3D a 101-4B. Po
pr evedeni mutéacii M, meidzou (3D X 26-4) do poh}&vného typu a kmenov
3DC-1B (e leul thr2- l\I‘ ) & 3DC-7A (e adel lys2 leul ME,), urobili sa krizenia
opisané v tabulke 8. A}qtllo sa, ze bunky vzniknutého d]plmdueho potomstva
mozno rozdelit na 4 odlisné s kupmy: M$, M}, — dobre rastice diploidy rezi-
stentné proti mucidinu, fenotypicky podobné mutantu 101, ME M, — pomaly
rasttice diploidy rezistentné proti muecidinu, fenotypicky podobné mutantu
3D, M3, My, — dobre rasttice diploidy citlivé na mucidin, neschopné tolerovat
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Tab. 8. Alelické testy medzi mutantmi rezistentnymi proti mucidinu

Krizenie Diploidy (9%, z celkového poétu) ;
101-4B x Prenosnost o alel Pocet
x 3DC-1B (%) " - % . " g N analyzo-
o M}, x aMEp M3p Mi1MEG, MFg1{M3p Mio1[Msh Mihy ‘l’grllg';}l‘
Cislo 5D ‘ Moy l
1 75,2 70,2 66,7 21,3 8,5 3,5 141
2 72,0 67,8 63,5 23,7 8,5 4,3 282
3 82,7 82,7 76,9 11,5 rs,8 5.8 395
4 75,5 77,8 72,0 18,6 3,6 5,8 450
5 64,0 50,9 45,6 30,7 18,4 5,3 114
6 64,9 43,6 33,4 33,9 31,5 1,2 165
7 57,56 52,2 47,3 37.6 10,2 4,9 423
Priemerné 9, prenosnosti M« alel: M§(; = 62,3, M%, = 70.2.
Priemerné 9%, rekombinantov: 16,7.

0,2 pug mucidinu na 1 ml pevného glycerolového média, fenotypicky podobné
standardnému kmeniu a nakoniec MR ME, — diploidy nerastiice na glycerolo-
vom médiu, nerastice na etanole ako zdroji uhlika a prejavujice sa deficien-
ciou v cytochréme b. Vysledky jednoznacne ukazuja, ze po kriZzeni dvoch
mitochondridlnych mutantov rezistentnych proti mucidinu, 3D a 101-4B,
mozno zachytit veelku zna¢né percento rekombinantov (citlivych na mucidin
a s nedostatkom cytochrému b). V podstate rovnaké vysledky sa ziskali aj
po krizeni kmenia 101-4B s kmeriom 3DC-7A. Priemerné celkova frekvencia
rekombinantov z viacerych nezévislych krizeni bola 16,7 %. Znadi to, ze
mutant 3D rezistentny proti mucidinu nie je alelicky s mutantom 101-4B.
Rezistencia proti mucidinu pri kvasinkéch je takto kédovans dvoma nealelic-
kymi genetickymi miestami na mitochondridlnej DNA. Tieto dva 16kusy sa
oznacili ako MUCI a MUC2, ¢o odpovedsd mutacidm ME, a MR .

2.3 Vatah mitochondridlnych mutdcii rezistentnych proti mucidinu k inym
mitochondridlnym mutdcidm

Mitochondridlne mutanty rezistentné proti mucidinu sa krizili s kmenmi
nesticimi mitochondridlne mutécie C®, ER a OR, odpovedajice miestam
RIBI, RIB3 a OLI1 [15—17]. Vysledky kriZzeni uvadza tabulka 9. V krize-
niach zahfiiajicich mutacie CR, ER a MR sa nepozorovala vyraznd polarite
rekombindcie medzi C® a ER markermi [17, 18], hoci kmene 3D a 101-4B
sa krizili s obidvoma kmenmi obsahujicimi alely o* a w—. Polarita rekombiné-
cie sa nepozorovala ani v podobnych krizeniach vykonanych so Standardnym
kmenom D 225-5A. Za tych istych experimentélnych podmienok viak kontrol-
né krizenie kmenov DPI-1B (awtCSES) x IL126-1C (¢ o~ CRER) ukazovalo
silntt polaritu rekombindcie s prevahou rekombinantov typu CSER. Tieto
vysledky poukazuji na zvlastnost o 1ékusu a nie je vylicens jeho pritomnost
vo forme alely o™ [17, 19] v §tandardnom kmeni i v mutantoch pochédzajtcich
z neho.
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Tab. 9. Rekombindcia medzi mutéciami v 16kusoch RIB1, RIB3, OLI1 a MUC

. g
e Prenosnost () Rekombindcia medzi g
Krizenie parmi markerov (%) S
@ Xa 228
Cx | BEx | Mz | O 3'E3
C—E|C—M|E—M|0—M |~ &
3D x TL8—8D
M, x otCRLER, 28,8 | 24,8 | 29,8 9,6 | 20,3 | 22,9 1139
3D x TL126—1C
ME, x w0} ER, 37,1 | 32,2 | 30,7 4,5 | 16,7 | 18,1 995
3D x 55R5—3C)1
MY, x 0 Of 19,1 | 17,5 10,5 | 2654
101—413 X ILS——SD
MEP) x 0tC55 ERy 32,3 | 28,9 | 32,6 13,1 | 21,4 | 25,6 1172
101—4B x TL126—1C
ME) x 0 C31ER 36,7 | 34,6 | 35,5 6,6 | 23,0 | 24,1 1108
101—4B x 55R5—3C/1
M1 x 0O 20,4 | 19,8 7.8 | 1628

Vysoké frekvencie rekombinécie (okolo 20 %) medzi M® mutéciami a mu-
tadciami C®, ER naznadujd, ze lékusy MUCL a MUC2 sa mapuji mimo tesne
spata (—E oblast mitochondriélneho genému [18]. Na druhej strane nizsie
frekvencie rekombinantov (okolo 10 9,) medzi M® mutéciami a OF mutiaciou
naznaduju, ze 16kusy MUCI a MUC2 sa mozu nachadzat blizsie k OLI1 I¢kusu.
Tieto vysledky spolu s pozorovanou kovarianciou prenosnosti génov kontroluju-
cich rezistenciu proti mucidinu, chloramfenikolu, erytromyecinu a oligomycinu
st v sulade s predstavou, ze mutacie ME, a M, st umiestnené na tej istej
molekule mitochondridlnej DNA ako mutécie [6kusov RIB1, RIB3 a OLI1
[17, 18].

3. Synergickd interakcia jadrovych a mitochondridlnych mu-
tacii podmieniujtca rezistenciu proti vysokym koncentra-
cidm mucidinu

Ako sme uz uviedli, mutant 101 je rezistentny proti vysokym koncentracidm
mucidinu a sti¢asne je rezistentny aj proti mnohym funkéne a struktirne odlis-
nym inhibitorom vratane chloramfenikolu a oligomycinu. Ked sa tieto viac-
nasobne rezistentné haploidné kmene krizili s citlivym kmenom 26-4, vsetky
vzniknuté diploidy v potomstve boli citlivé na chloramfenikol (4 mg/ml)
a oligomycin (10 ug/ml), ale popritom vykazovali mitotickt segregaciu pre
rezistenciu proti mucidinu (diploidy tolerujice maximum 1 ug mucidinu/ml),
resp. citlivost nan (diploidy nerastiice pri 0,2 ug mucidinu/ml).

Ked sa diploidy citlivé na mucidin podrobili tetradovej analyze (tab. 10),
pozorovala sa jasnd jadrova segregécia pre rezistenciu proti mucidinu (2R : 28).
Rezistencia proti mucidinu segregovala spolu s rezistenciou proti chloramfeni-
kolu a oligomyecinu. Pomer meiotickej segregécie tetrad odvodenych od diploi-
dov rezistentnych proti mucidinu pri koncentracii mucidinu 1 ug/ml bol
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Tab. 10. Segregacné pomery v tetrddach prislichajicich réoznym krizeniam dvojityeh mutantov rezistentnych proti mucidinu

Diploidy Potet analyzova- Segregécia v tetradach® (R : S)
Kri%enie (52 oel- tolerancia nych tetrad mucidin (ug/ml) _ oligo-
o X a - 90 na mu- chloramfenikol myecin
< Fenotyp | kového i o Lo 4 1 10
podtu) cdin aplné netplné | 0,5 1,0 10,0 | 40,0 (4 mg/ml) (10 pg/
(ueg/ml) fral)
101 x 26—4 (27,7) senzitivny
, na mucidin 0,1 17 2:210:4)10:4|(0:4 2:2 2:2
nmc“l’i\'l%],l % mueSMS | (72,3) rezistentny
proti mucidinu 1,0 10 4:0(4:0(|12:2]2:2 2:2 2:2
2D x 3DC—1B (43,0) rezistentny
proti mucidinu 2,0 14 4:0(4:0|2:2 2:2
101-—7C x 3DC—I1B (30,0) rezistentny
, proti mueidinu 2,0 + 8 3:013:01]2:1 01
micPRMS v mueSME. 10 2.0 2. 1.9 1.9




4R : OS, ale pri koncentracidch mucidinu 10 alebo 40 ug/ml bol 2R : 2S.
Rezistencia proti chloramfenikolu a oligomycinu v tychto pripadoch segrego-
vala spolu s rezistenciou proti vysokym koncentraciam mucidinu.

Najjednoduchs§im vysvetlenim tychto vysledkov je, Ze existuje recesivna
jednogénova mutéacia (mucPR), ktord podmienuje rezistenciu proti mnohym
inhibitorom, zahfnajic chloramfenikol, oligomycin a mucidin (mucidin v kon-
centracii do 0,5 ug/ml). Diploidy rezistentné proti mucidinu a tetrady z nich
odvodené obsahuju aj mitochondridlnu mutaciu MJ;. V nepritomnosti jadrovej
mutécie mucP?, mitochondridlna mutécia MJ; podmienuje rezistenciu proti
mucidinu do koncentracie 1,0 ug/ml. Ked sa obidve mutacie — jadrova mucP®
a mitochondridalna M101 — vyskytuji stdasne spolu v haploidnej kvasinkovej
bunke, ich vzdjomna interakcia je synergicka (fenotypickéd interakecia nie je
a.dltlvna,) a vytvara rezistenciu proti extrémne vysokym koncentraciam muci-
dinu (viac ako 40 pg/ml).

V stlade s uviddzanym modelom dvoch mutécii tvorili sa v krizeniach medzi
kmerimi nestcimi mutacie muc® a MY, tak diploidy citlivé na mucidin, ako
aj diploidy rezistentné proti mucidinu (tab. 10). Segrega¢ny pomer tetrad,
odvodenych od diploidov rezistentnych proti mucidinu bol 4R : OS (3R : OS)
pri koncentracidch mucidinu 1 pg/ml, ale 2R : 28 (1R : 28, alebo 2R : 18)
pri koncentracidch mucidinu 10 ug/ml. Rezistencia proti vysokej koncentrécii
mucidinu segregovala spolu s rezistenciou proti chloramfenikolu.

Diskusia

Vysledky prace ukazuju, ze pri kvasinkach Saccharomyces cerevisiae rezisten-
cia proti antifungalnemu antibiotiku mucidinu, ktory inhibuje mitochondridlny
transport elektréonov v mieste medzi cytochrémami b a ¢ [6, 7], moze vznikat
v désledku mutécii jadrového i mitochondridlneho genému. Mutécia jediného
jadrového génu sa ukazala byt zodpovednou za rezistenciu proti mucidinu
a sGcasne aj za rezistenciu proti réznym Struktirne a funkéne odlisSnym
inhibitorom mitochondridInych funkeii. Pretoze v pripade tychto mutantov
tvoriacich 1. skupinu Studovanych kmenov sa rezistencia proti inhibitorom
nepozorovale na urovni izolovanych mitochondrii, je pravdepodobné, ze za
fenotyp zdruzenej rezistencie mutantov 1. skupiny bude zodpovedna zmena
permeability cytoplazmatickej membriny. Podobné jadrové mutanty stcasne
rezistentné proti viacerym inhibitorom opisali aj ini autori [20—23]. Ostéva
vsak o’bj snit, ¢ vo vietkych nezavisle izolovanych mutantoch ide o mutéciu
toho istého génu.

Pri mutantoch 2. skupiny rezistencia proti mucidinu sa zachovala aj na
urovni izolovanych mitochondrii a je désledkom mutdcii umiestenych na
mitechondridlnom genéme. Geneticksd analyza odhalile existenciu dvoch no-
vych mitochondridinych genetickych idkusov oznatenych MUCL a MUC2
Zmadi to, ze minimélne dva génové produkty mitochondridinej DNA Specifiku-
ji rezistencin proti mucidinu. Ttto Specifick vezistenciu sposobuje modifi-
kécia vazbovych alebo inhibiénych miest pre mucidin na mitochondridlnej
membréne. Tieto miesta sa ukizali byt $pecifické pre muecidin a zdanlivo
odligné od miest pre antimycin A, HQNO =alebo 2,3-dimerkaptopropanol.
Vysledky biochemicko-genetickej analyzy rezistencie kvasiniek proti mucidinu
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takto jednoznaéne potvrdili, ze Specifickym miestom G¢inku antifungalneho
antibiotika mucidinu je mitochondrialna ubichinol: cytochrém ¢ oxidoreduk-
taza.

Zo ziskanych vysledkov pre praktické pouzitie mucidinu a inych antifungal-
nych latok vyplyvaji okrem iného tieto poznatky :

1. Sponténna mutacna rychlost vedica k rezistencii mikroorganizmov proti
mucidinu je pomerne mald. Kontinualnu selekciu aj takto vzniknutych mikro-
organizmov rezistentnych proti mucidinu mozno obmedzit vhodnym strieda-
nim fungicidov s odlisnym spdésobom tcinku.

2. Rezistentné kmene toleruji iba definované koncentracie mucidinu a ich
rast je Gplne inhibovatelny Vyééiml koncentraciami antibiotika. Preto sa javi
tcéelnejsie pouzivat relativne vyssie koncentracie fungicidov.

3. Rychlost mutécii zodpovednych za rezistenciu mikroorganizmov proti
mucidinu méze vyrazne zvysovat mutagénny tc¢inok jednoduchych mangé-
natych soli. Preto sa treba vyhybat pouzitiu fungicidov v prostredi s moznou
expoziciou mikroorganizmov mutagénom.

Sthrn

Izolovali sa mutanty kvasiniek Saccharomyces cerevisiae rezistentné proti
antifungadlnemu antibiotiku mucidinu. Biochemicko-genetickou analyzou tych-
to mutantov sa zistilo, ze rezistencia proti mucidinu moéze vznikat v do-
sledku zniZenej permeability plazmatickej membriany pre mucidin alebo
v dosledku znizenej afinity antibiotika k mitochondridlnej membrane. V prvom
pripade rezistenciu podmietovala muticia jadrového genému, v druhom pri-
pade muticie v mitochondridlnej DNA. Vzijomnd interakcia jadrovych
a mitochondridalnych mutécii sa ukizala byt synergicka.
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Myonk, 10. u Takauosa, I'.

ConpoTHBIAEMOCTh MUKPOOPTAHE3MOB aNTH(YTalbHBIM BeIeCTBaM:
OHOXIMHYECKOC I TEHeTHYeCKOe OCHOBAHNA CONPOTHBIACMOCTII JIPOsRKCI
MYIHIHY

BriBo ol

1301 upoBanbl MyTaHTH JiposcKeil Saccharomyces cerevisiae, cTOHKAX K JIeilcTBUIO
antu@y raJdbHOrO AaHTHOMOTHKA MYMUIUHA. BHOXHMAUECKO-TEHOTHUECKHM aHAJM30M DTHX
MYTaHT OB ObIJIO YCTAHOBIEHO, 4TO CONPOTHBIACMOCTh MYIUIHY MOKET BOSHUKATH BC.IC](=
CTBYE TTOHIFKEHHOII ITPOHMIIAEMOCTI Me'VIOpaHLI TJIA3MBL JI7T51 MYIUIHHA WL BCJIC(CTBHE
TOHIZ CHHOTO CPOJICTBA agTHOHOTHRA K MeMOpaHe MuToxomjpuii. B mepsouM ciyuae conpo-
TUB/IsIe MOCTE Oblita 00ycI0BeHA MdeIIllC‘lI FAPOBOTO TEHOMA, BO BTOPOM CJIyuae MyTalliHaMu
B JUHA muroxomjpuii. BaanmojeiictBuie SApOBLIX I MATOXO IPUAIBHLIX MyTauil Okaza10cn
CHHErp NUHbIM.

Subik J. — Takdcsova G.

Resistance of microorganisms to antifungal agents: biochemical and genetic
background of resistance of yeast to mucidin

Summary

Mutants of yeast Saccharomyces cerevisiae resistant to the antifungal antibiotic
mucidin have been isolated. The biochemical-genetic analysis of these mutants revealed
that resistance to mucidin can result either from reduced permeability of plasma membra-
ne for mucidin or from the decreased affinity of antibiotic to the mitochondrial membrane.
In the first case, resistance to mucidin was determined by mutation in nuclear gene while
in the second case by mutations in the mitochondrial DNA. The mutual interaction of
nuclear and mitochondrial mutations was shown to be synergistic.
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