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Streszczenie

Zmiany warunkéw $rodowiska stanowia dla komérek drozdzy stres. Aby si¢ przed nim obroni¢
komérki wyksztalcily mechanizmy tolerancji na stres, ktére uaktywniaja si¢ pod wplywem bodzca
stresowego. W koordynacji ekspresji genéw odpowiedzi na stres biorg udziat rézne czynniki trans-
krypcyjne np. Msn2/4p, ktére reguluja ekspresje genéw tzw. ogélnej odpowiedzi na stres. W obrone
przed szokiem termicznym zaangazowane sg biatka Hsp, kontrolowane przez czynnik Hsf1p. Szok
osmotyczny indukuje kaskade kinaz MAP (HOG), natomiast odpowiedz na stres oksydacyjny
wymaga kontroli przez sie¢ YAP. Opornoé¢ na fungicydy uwarunkowana jest gléwnie aktywnoscia

transporteréw bfonowych i zmianami w obrebie struktury blony komérkowe;.
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Changes in environmental conditions might be a stress factor for yeast cells. There are several
mechanisms of stress tolerance, developed by the cell, which activate when the stress appears. Dif-
ferent transcription factors coordinate the expression of stress response genes. Msn2/4p regulate
the expression of the general stress response. Heat shock defense involves heat shock proteins
(Hsp), controlled by Hsf1p. Osmotic shock induces the MAP kinase cascade (HOG), whereas
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by the activity of membrane transporters and changes in the structure of the plasma membrane.
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(OGOLNA ODPOWIEDZ NA STRES

Nawet najdrobniejsze fluktuacje srodowiskowe powoduja
zmiany w ekspresji genéw. W tzw. powszechng odpowiedz
srodowiskowa (CER) zaangazowanych jest prawie 800 ge-
néw, z czego okoto 300 ulega indukdji (np. geny glikolizy,
syntezy trehalozy, degradacji bialek), a pozostale represji
(geny zaangazowane w translacje i synteze biatek) [28]. Wie-
le z indukowanych genéw znajduje si¢ pod kontrola czyn-
nikéw transkrypeyjnych Msn2p i Msn4p, ktére realizuja
program ogélnej odpowiedzi na stres. Czynniki te reguluja
ekspresje genéw docelowych w odpowiedzi m.in. na szok
termiczny, szok osmotyczny, zmiany pH, stres oksydacyjny,
glodzenie glukozowe i wysokie st¢zenie etanolu (ryc. 1.) [23].

W czgsci N-koricowej czynniki transkrypcyjne Msn2/4p
maja region lokalizacji jadrowej (NLS) oraz sygnat ekspor-
tu jadrowego (NES). Za rozpoznanie charakterystycznej
sekwencji STRE (stress response element) w promoto-
rze genu docelowego odpowiedzialny jest motyw palca
cynkowego znajdujacy sie w poblizu C-konica czynnikéw
transkrypcyjnych [119].

Ekspresja MSN2 jest konstytutywna niezaleznie od wa-
runkéw srodowiska, natomiast ekspresja MSN4 zalezy od
czynnikéw Msn2/4p i jest indukowana stresem. Aktywacja
genéw obrony przed perturbacjami srodowiskowymi zalezy
od jadrowej lokalizacji czynnika transkrypcyjnego. W wa-
runkach optymalnych dla komérki czynniki Msn2p i Msn4p
znajduja si¢ w cytoplazmie, ale pojawienie si¢ sygnaléw stre-
sowych indukuje akumulacje czynnikéw transkrypceyjnych
w jadrze. Mechanizm kontroli lokalizacji subkomérkowej
Msn2/4p jest §cisle regulowany przez szlak sygnalny cAIMP

zaréwno na poziomie importu, jak i eksportu jadrowego. Lo-
kalizacja subkomdérkowa Msn2/4p jest kontrolowana przez
kinazy biatkowe (PKA) zalezne od cAMP [31]. W warun-
kach fizjologicznych poziom cAMP i aktywnos¢é kinaz PKA
jest na wysokim poziomie. Kinazy PKA (Tpk1/2/3p) fos-
toryluja domene NLS czynnikéw Msn2/4p, co skutkuje ich
cytoplazmatyczng lokalizacja, gdzie kotwiczone sg przez
biatko Bmh2p. Dane wskazujg, ze w utrzymaniu Msn2/4p
w cytoplazmie bierze udzial takze szlak TOR (target of
rapamycin). Obecnoé¢ rapamycyny hamujgcej szlak TOR
powodowata odlgczenie Msn2/4p od Bmh2p i translokacje
do jadra. Sugeruje to istnienie dwéch szlakéw fosforylacji
regulujacych lokalizacje komérkows w odpowiedzi na stres
[119]. Réznego rodzaju bodzce stresowe powoduja spadek
poziomu cAMP i zahamowanie aktywnosci kinaz PKA, co
skutkuje defosforylacja miejsc PKA w czynnikach trans-
krypcyjnych. Po ustaniu warunkéw stresowych Msn2/4p
eksportowane sa z jadra do cytoplazmy dzieki aktywnosci
eksportyny Msn5p [21].

Po imporcie do jadra Msn2/4p rozpoznaja swoistg sekwen-
cje w promotorach genéw docelowych (STRE). Element
ten jest funkcjonalny w dwéch orientacjach: AGGGG
i CCCCT. Jedna kopia tej sckwenciji jest wystarczajgca do
aktywacji transkrypcji genu, ale dwie lub trzy kopie znacza-
co zwickszaja ekspresje. Geny docelowe dla Msn2/4p moga
by¢ ekspresjonowane réznymi drogami. Jest to prawdo-
podobnie zwigzane z wystgpowaniem w ich promotorach
takze innych sekwencji regulatorowych (np. HSE — heat
shock element czy ARE - AP-1 recognition element). Pro-
ces wigzania elementu STRE i czynnika transkrypcyjnego
kontrolowany jest przez kinaze biatkowa Gsk3p i zalezy
od czynnika stresowego [46].
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Ryc.1. Zaangazowanie czynnikow transkrypcyjnych w odpowiedz na rézne bodzce stresowe
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Geny MSN2 i MSN4 poczatkowo zostaly zidentyfikowa-
ne jako supresory defektu inwertazy u mutantéw kinazy
Snflp [23]. Mimo duzej homologii obu genéw i podobnej
funkcji obu czynnikéw transkrypeyjnych, niektére bada-
nia wskazuja na réznice w regulacji odpowiedzi na stres.
Aktywnosé Msn2p i Msn4p moze si¢ rézni¢ w zaleznosci
od bodzca stresowego [22], inne jest takze powinowactwo
niektérych genéw docelowych do tych czynnikéw trans-
krypeyjnych [135]. Interesujace wyniki uzyskali Jacquet
i wsp. [49], w ktérych wykazali, ze brak podjednostki ka-
talitycznej PKA u mutantéw pde2 skutkowal stalg lokali-
zacja jadrowq czynnika Msn2p, podczas gdy Msn4p weiaz
oscylowal miedzy jadrem a cytoplazma. Dane te sugeruja
réznice w podatnosci obu czynnikéw na szlak cAMP-PKA
lub réznice w kontroli lokalizacji jadrowe;.

W zaleznosci od rodzaju bodzca stresowego inna jest dro-
ga aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych Msn2/4p. Geny,
ktérych ekspresja jest indukowana przez te czynniki koduja
m.in. biatka metabolizmu weglowego, syntezy trehalozy,
biatka ochronne (Hsp, Cttlp) oraz transportery [28].

Glodzenie glukozowe i alkaliczne pH

Glukoza jest preferowanym zrédlem wegla dla drozdzy,
dlatego komérki wyksztalcity wiele mechanizméw wy-
czuwania glukozy i przekazywania sygnaléw glukozowych.
Gdy w srodowisku znajduje si¢ glukoza, odbierana jest
ona przez receptory znajdujace si¢ w blonie komérkowe;.
Gléwnym sensorem glukozy (a takze sacharozy i feromo-
néw) jest system GPCR (G protein-coupled receptor) zto-
zony z receptora Gprlp (ktéry bezposrednio wiaze cukier),
biatka G - Gpa2p ijego regulatora Rgs2p [110]. Dodanie
glukozy do uprzednio glodzonych komérek powoduje ak-
tywacje cyklazy adenylanowej przez Gpa2p, czego wyni-
kiem jest wzrost poziomu cyklicznego AMP. cAMP ak-
tywuje kinazy biatkowe PKA, ktére z kolei hamuja import
jadrowy Msn2/4p i aktywuja ich eksport z jadra. Nagly
spadek zawartoéci glukozy (obserwowany np. przy przej-
$ciu do wyktadniczej fazy wzrostu) w §rodowisku skutkuje
silnymi zmianami w ekspresji genéw. W takich warunkach
poziom cAMP jest niski, a kinazy PKA nie sg aktywne.
Domena NLS czynnikéw Msn2/4p jest defosforylowana,
dzieki czemu mozliwy jest import tych czynnikéw trans-
krypcyjnych do jadra i aktywacja ekspresji m.in. genéw
zwiazanych z wykorzystaniem alternatywnego zrédla wegla
czy kodujacych biatka ochronne. Gdy komérki zaadoptuja
si¢ do nowych warunkéw srodowiskowych, nadekspresja
gendéw stresowych nie jest konieczna. Wtedy aktywowana
jest kinaza Snflp, ktéra hamuje import jadrowy Msn2/4p
[31,92].

Jesli podczas wzrostu hodowli drozdzowej glukoza zawarta
w podlozu ulega wyczerpaniu, komérki zmieniajg swéj me-
tabolizm na tlenowy. Taka nagta zmiana powoduje wzrost
zawartosci reaktywnych form tlenu, co jest stresem oksyda-
cyjnym dla komérki. Sygnaly stresowe sg odbierane przez
biatko Mtllp, ktérego zadaniem jest inaktywacja szlaku
TOR (target of rapamycin). Kinazy biatkowe TOR naleza
do konserwatywnej rodziny kinazy fosfatydyloinozytolu

i pelnig wiele istotnych funkcji w komdéree, m.in. reguluja
transkrypcje i translacje, biorg udziat w wyczuwaniu sktad-
nikéw odzywczych, a takze regulujg réznicowanie komérek
i wzrost filamentarny [19]. Drozdze zawieraja dwa wielo-
biatkowe kompleksy TOR: TORC1 i TORC2. TORC1
bierze udzial m.in. w represji transkrypcji niektérych ge-
néw w odpowiedzi na gltodzenie. Sktada si¢ z Torlp lub
Tor2p oraz bialek Koglp, Lst8p, Tco89p i jest wrazliwy
na rapamycyne, ktéra wigze biatka Tor i hamuje aktyw-
no$¢ kompleksu. TORC2 umiejscowiony jest w obrebie
lub w poblizu blony komérkowej i jest niewrazliwy na ra-
pamycyne. W jego sktad wehodzg biatka: Tor2p, Avol-3p,
Lst8p i Bit61p. Biatka te s3 zaangazowane m.in. w polary-
zacje cytoszkieletu aktynowego podczas progresji cyklu ko-
moérkowego i w regulacije integralnosci $ciany komérkowej
[71]. Szlak TOR w warunkach fizjologicznych utrzymuje
czynniki transkrypcyjne Msn2/4p w cytoplazmie, wigc
gdy pod wplywem bodZca stresowego zostanie wylaczo-
ny, Msn2/4p akumulujg sie w jadrze i aktywuja ekspresje
genéw stresowych [99].

Wozrost drozdzy jest wydajniejszy, gdy pH podioza jest
kwasne niz w warunkach neutralnego lub alkalicznego pH,
dlatego nawet najmniejszy wzrost pH srodowiska stanowi
dla komérek drozdzy stres. Alkalizacja sSrodowiska zaburza
przede wszystkim homeostaze skladnikéw odzywezych i
wplywa na ekspresje genéw pobierania i metabolizmu glu-
kozy. Wysokie pH powoduje przejéciowy spadek stezenia
cAMP i zahamowanie aktywnosci kinaz PKA. W wyniku
inhibicji PKA czynniki Msn2/4p ulegaja szybkiej akumu-
lacji w jadrze komérkowym i aktywuja geny odpowiedzi na
stres, zwigzane m.in. z syntezg trehalozy [16].

Alkalizacja aktywuje réwniez inne szlaki sygnalne, nie-
zwigzane z ogblna odpowiedzig na stres. Jednym z nich
jest szlak wapri/kalcyneuryna. Gdy pH $rodowiska wzrasta
nastepuje wzmozony naplyw jonéw wapnia ze srodowiska
zewnetrznego do komorki. Wzrost stezenia wewnatrzko-
moérkowego wapnia aktywuje kalcyneuryne, ktéra fosfory-
luje i aktywuje import jadrowy czynnikéw transkrypcyj-
nych (np. Skolp) odpowiedzialnych za indukcje réznych
genéw (jednym z genéw aktywowanych na drodze tego

szlaku jest ENA1 kodujacy ATPaz¢ sodows) [101].
Stres etanolowy

Drozdze piekarskie sg powszechnie wykorzystywane
w produkcji napojéw alkoholowych, dlatego wazne jest,
aby w ich komérkach istnialty mechanizmy tolerancji na
wysokie stezenia etanolu. Alkohol jest znanym inhibitorem
wzrostu, prowadzacym do uszkodzeri mitochondrialnego
DNA, inaktywacji niektérych enzyméw oraz zaburzen
skiadu lipidowego blony komérkowej. Dane literaturowe
wskazuja, ze tolerancji na podwyzszone stezenie etano-
lu towarzyszy wzrost stosunku ergosterolu do fosfolipi-
déw oraz zwigkszenie ilosci nienasyconych kwaséw thusz-
czowych [17]. Stres etanolowy indukuje ekspresje genéw
TPS1 i TPS2, ktére koduja biatka szlaku syntezy treha-
lozy. Trehaloza petni w komérce rolg ochronng i jest jed-
n3 z determinant opornosci na etanol. Ponadto nastepu-
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je indukcja ekspresji biatek szoku termicznego Hsp104p,
Hsp70p i Hsp26p przy st¢zeniu etanolu do 10% oraz biatka
Hsp30p, ktére negatywnie reguluje H-ATP-az¢ blonowa.
Ekspresja wigkszosci genéw zaangazowanych w odpowiedz
na etanol jest pod kontrolg czynnikéw ogélnej odpowiedzi

na stres Msn2/4p [33].

SZO0K TERMICZNY

Nagty wzrost temperatury powoduje zatrzymanie cyklu
komérkowego w fazie G1. W tym czasie zachodza zmia-
ny warunkujace tolerancje komérki na wzrost w wysokiej
temperaturze. Gléwnymi mechanizmami obrony przed
stresem temperaturowym jest wytwarzanie biatek kodo-
wanych przez geny ogdlnej odpowiedzi na stres oraz bia-
tek szoku termicznego. Pod wplywem szoku termicznego,
a takze innych warunkéw stresowych (m.in. niskie tempe-
ratury, stres osmotyczny i etanolowy) w komérkach drozdzy
akumulowane s3 duze ilosci trehalozy.

Trehaloza stanowi rezerwy weglowodanéw w komérkach,
wiec moze by¢ zrédlem energii w czasie glodu, na co wska-
zuje jej wzrost w komoérkach w stacjonarnej fazie wzrostu.
Trehaloza syntetyzowana jest przez kompleks syntazy tre-
halozy, sktadajacy si¢ z 3 podjednostek: Tpslp (syntaza tre-
halozo-6-fosforanu), Tps2p (fosfataza trehalozo-6-fosfora-
nu) Tsl1p/Tps3p (podjednostka regulacyjna). Jej degradacja
zachodzi po ustgpieniu warunkéw stresowych i warunkuje
ja aktywno$¢ dwoch trehalaz: Nthlp (neutralna trehalaza
cytoplazmatyczna) i Athlp (wakuolarna trehalaza kwasna).
Geny kodujgce biatka syntezy i degradacji trehalozy maja
w swoich promotorach sekwencje STRE, wige podlegaja
kontroli czynnikéw transkrypcyjnych ogélnej odpowiedzi
na stres Msn2p i Msn4p [80; 125].

Podczas stresu $rodowiskowego trehaloza pelni role
ochronng dla biatek i lipidéw blonowych, stabilizujac je
iutrzymuje integralno$¢ strukturalng komérki. Ochronne
dzialanie trehalozy nie jest w pelni wyjasnione. Jedna z hi-
potez zaklada stabilizacje bialek, gléwnie podczas stresu
termicznego, przez tworzenie wigzan wodorowych z polar-
nymi resztami biatkowymi, chronigc biatka przed denatu-
racja i zapobiegajac fuzji blon w komérce [79]. Drastyczny
wzrost trehalozy w komdéree powoduje wzrost osmolarnosci
komorki, zwickszajac site mechaniczng $ciany komérkowe;
i jej opornos¢ na enzymy lityczne [127].

Jedna z najistotniejszych zmian zachodzacych w koméree
pod wplywem szoku termicznego jest indukcja wytwarza-
nia bialek szoku termicznego HSP (heat shock proteins).
Biatka te spelniaja réznorodne funkcje w komérce i biorg
udzial w wielu procesach, takich jak: podzial komérkowy,
synteza DNA, transkrypcja i translacja, faldowanie i trans-
port bialek. Bialka HSP zgrupowane sa w kilku rodzinach.

Do rodziny Hsp70p, nalezg biatka szoku termicznego
o masie ~70 kDa bedace jednymi z najbardziej konser-
watywnych w komérce. Wszystkie Hsp70 wiaza si¢ do
hydrofobowej powierzchni bialek, zwlaszcza tych niestfal-
dowanych, zapobiegajac niepozadanym interakcjom pro-

wadzacym do agregacji i indukuja faldowanie biatek [124].
W swej strukturze biatka te majg trzy domeny strukturalne:
N-koricowa domen¢ NBD (nucleotid binding domain),
poprzedzajaca domeng wiazacg substrat (SBD) oraz C-
-koricowg domeng CTD, ktéra pomaga przytaczyc substrat
do domeny SBD. Funkcjonalnosé¢ biatek Hsp70p zalezy od
koordynacji dziatania wszystkich trzech domen. Zwigzanie
substratu nast¢puje w hydrofobowej kieszeni SBD, a jego
powinowactwo jest zalezne od zwigzanego przez domene
NBD nukleotydu. Gdy NBD wiaze ATP powinowactwo
do substratu jest nizsze i wzrasta, gdy zwiazane jest ADP.
Zwiazanie danego nukleotydu skorelowane jest z poloze-
niem CTD, ktéra znajduje si¢ blisko kieszeni SBD, gdy
do domeny NBD przytaczone jest ADP. Taka konfor-
macja zapobiega uwalnianiu zwigzanego substratu [42].
Hydroliza ATP powoduje zmiany konformacyjne sprzy-
jajace komunikacji miedzy obiema domenami, co skutkuje
uwiezieniem substratu. Jednoczesnie zwigzanie substratu
zmienia struktur¢ domeny SBD, co przekazuje sygnat do
hydrolizy ATP. Nast¢pnie czynniki wymiany nukleotydéw
(Feslpi Sselp) promuja odlaczenie ADP, powrét Hsp70p
do stanu niskiego powinowactwa i uwolnienie substratu,
ktéry moze osiggna¢ odpowiednia konformacje do czasu

degradagji [53].

Drozdze zawieraja przynajmniej 9 bialek Hsp70p umiej-
scowionych w cytoplazmie (Ssal-4p, Ssb1/2p, Ssel/2p,
Sszlp), 2 wystepujace w retikulum endoplazmatycznym
(Kar2p, Lhs1p) i 3 mitochondrialne Hsp70p (Ssc1p, Ssqlp
i Ecm10p). Faldowanie bialek i zapewnienie ich natywnej
konformacii jest jedng z podstawowych funkeji biatek Ssa
i Ssb. Biatka Ssb1/2p s zwigzane z rybosomami i utatwiaja
elongacje taricuchéw polipeptydowych na wezesnych eta-
pach syntezy, natomiast aktywnos¢ biatek Ssa (Ssal-4p)
przejawia si¢ w pézniejszych etapach biosyntezy przez ula-
twianie translokacji polipeptydéw z nabytg struktura dru-
gorzedows. Ponadto wykazano, ze bialko Ssb1p posredni-
czy w kierowaniu bialek na szlak degradacji [9].

Biatka Kar2p i Lhs1p zlokalizowane sa w retikulum endo-
plazmatycznym. Dane wskazuja, ze Kar2p jest niezbedne
w utrzymaniu homeostazy w komoéree i posredniczy m.in.
w transporcie niedojrzatych polipeptydéw do $wiatla reti-
kulum, faldowaniu polipeptydéw i kierowaniu Zle sfatdo-
wanych bialek na szlak degradacji. Tak jak wszystkie biatka
Hsp70p, Kar2p wspétdziala z czynnikiem wymiany nukle-
otydu. Badania wykazuja, ze tym czynnikiem dla Kar2p
jest bialko Lhs1p i stymuluje ono uwolnienie zwiazanego
z Kar2p nukleotydu, co pozwala na kilkukrotne powtérze-
nie cyklu przez Kar2p [40, 137].

Mitochondrialne biatka Hsp70p (Ssc1p, Ssqlp i Ecm10p)
znajduja si¢ w macierzy mitochondrialnej i zaangazowane
sa w transport prekursoréw biatkowych z cytoplazmy do
macierzy mitochondrialnej [70]. Interakcje biatek Ssclp
i Ssqlp z czynnikiem NEF (czynnik uwolnienia nukle-
otydu) Mgelp znajdujacym si¢ w blonie mitochondrialne;
wspomagaja faldowanie i oligomeryzacje prekursoréw bia-
tek oraz degradacje zle sfaldowanych polipeptydéw. Bial-
ko Ecm10p, podobnie jak Ssclp i Ssqlp, bierze udzial
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w transporcie biatek do mitochondrium, jednak pierwotnie
zostalo ono zidentyfikowane jako biatko zaangazowane
w biosynteze $ciany komérkowej. Ponadto badania wska-
zuja na udzial Ecm10p w rozplataniu mitochondrialnego
DNA, poniewaz wplywa ono na aktywnos¢ endonukleazy
mitochondrialnej (Scelp) [115].

Kolejnym biatkiem szoku termicznego jest Hsp104p. Jest
to biatko ogélnej odpowiedzi na stres, a jego rola, w prze-
ciwieristwie do pozostatych Hsp polega na demontowaniu
agregatow biatkowych powstatych na skutek stresu [96].
Hsp104p moze wystegpowaé w komérce w nieaktywnej for-
mie mono-, di- i trimerycznej lub jako aktywny heksamer
w ksztalcie pierscienia. Podczas demontowania agregatéw,
biatka substratowe sg rozfaldowywane i przemieszczane
przez piersciern Hsp104p. Powstawanie aktywnej posta-
ci Hsp104p jest zalezne od zwigzanego nukleotydu i re-
gulowane przez domen¢ NBD2 (jedna z dwéch domen
NBD biatka Hsp104p). NBD2 jest domeng regulatorows
o stabej aktywnosci ATP-azowej. Hydroliza ATP zacho-
dzi z udzialem domeny NBD1, ktéra dostarcza energii do
rozdzielania agregatéw. Zwiazany nukleotyd okresla réw-
niez powinowactwo Hsp104p do substratéw. Zwiazanie
ADP skutkuje niskim powinowactwem, natomiast stan

zwigzania ATP wysokim [12,44,74].

Ekspresja biatka Hsp104p znajduje sic w komérce na ni-
skim poziomie w warunkach fizjologicznych. Stres ter-
miczny, etanolowy oraz obecnos§¢ metali (np. arsenu) indu-
kuje ekspresje tego bialka, co zapewnia ochrone komérki
przed zniszczeniami spowodowanymi tymi czynnikami.
Za indukcje wytwarzania Hsp104p odpowiadaja czynniki
Msn2/4p oraz czynnik Hsflp [32,117].

Hsp60p znajduje si¢ w mitochondriach i wymagane jest
do faldowania biatek importowanych do macierzy mito-
chondrialnej. Dane wskazujg takze na udzial Hsp60p w re-
plikacji mtDNA i transmisji nukleoidéw [56]. Wykazano
réwniez, ze biatko to zapobiega uszkodzeniom komérko-
wym powstajacym w wyniku egzogennego i endogennego
stresu oksydacyjnego. Hsp60p chroni przed inaktywacja
oksydacyjna mitochondrialne enzymy zalezne od zelaza
(akonitaza, dehydrogenaza bursztynianowa) [15].

Hsp12p, zlokalizowane w blonie komdérkowej drozdzy,
chroni blon¢ przed odwodnieniem. Biatko to umiejscawia
si¢ réwniez w $cianie komérkowej i cytoplazmie, nadajac
sztywnos¢ i barotolerancje koméree. Ekspresja genu HSP12
indukowana jest w odpowiedzi na wiele czynnikéw stre-
sowych — szok termiczny, osmotyczny, stres oksydacyjny,
wysokie stezenie alkoholi oraz niska temperature (01 4°C)
[142]. Regulacja ekspresji F/SP12 przejawia si¢ na poziomie
ogdlnej odpowiedzi na stres przez czynniki transkrypeyj-
ne Msn2/4p oraz dzigki obecnosci elementu HSE w pro-
motorze, do ktérego wiaze si¢ czynnik Hsflp. Ekspresja
genu HSP12 jest regulowana takze przez czynnik Hotlp
na drodze szlaku kinaz HOG [2,103].

Szok termiczny indukuje takze ekspresje tzw. matych bia-
tek szoku termicznego (sHsp). Do tej grupy nalezy m.in.

Hsp26p i Hsp42p, ktére sg cytoplazmatycznymi chapero-
nami, zapobiegajacymi powstawaniu agregatéw niesfal-
dowanych biatek. Biatka substratowe moga nastepnie ulec
uwolnieniu i sfaldowaniu. Hsp42p funkcjonuje zaréwno
w warunkach fizjologicznych jak i stresowych, natomiast
Hsp26p jedynie w komérkach poddanych stresowi. Poziom
ekspresji HSP26 jest zwigkszony w réznych warunkach
stresowych: szok cieplny, glodzenie azotowe i weglowe,
stres oksydacyjny i niskie pH. W takich warunkach wy-
twarzanie Hsp26p jest indukowane przez czynniki trans-
krypcyjne Msn2/4p oraz Hsflp [3; 145].

Biatka Hsp90p wystepuja w dwoch izoformach — Hsp82p
i Hsc82p. Ich aktywno$é jest wymagana do faldowania swo-
istych biatek, ktére trudno podlegaja temu procesowi, jak i do
ponownego fatdowania zdenaturowanych biatek [89]. Biatka
Hsp90p funkcjonuja jako dimery, a ich zdolnos¢ faldowania
bialek zalezna jest od aktywnosci ATP-azowej. Hsp90p sa
wymagane do aktywacji wielu bialek regulatorowych i sy-
gnalnych, takich jak kinazy i czynniki transkrypcyjne. Po-
ziom ekspresji biatka Hsc82p jest wysoki w warunkach fi-
zjologicznych i nieznacznie wzrasta w odpowiedzi na stres
cieplny. Natomiast ekspresja Hsp82p silnie wzrasta w wa-
runkach stresowych (np. szok termiczny) [14,108].

Za biatko szoku termicznego uznawana jest takze ubikwi-
tyna, poniewaz ekspresja genu UBI4 silnie wzrasta pod
wplywem réznych czynnikéw stresowych. W wyniku zmie-
nionych warunkéw srodowiska biatka moga ulec denatu-
racji. Ubikwityna przylaczana jest do tych bialek, co jest
sygnatem do ich selektywnej i nielizosomalnej proteolizy.
Badania wykazaly, ze mutanty ubi4 s3 wrazliwe na rézne
czynniki stresowe (wysoka temperatura, glodzenie). Inne
biatka zaangazowane w odpowiedz na stres termiczny to
m.in. YscEp (proteaza degradujaca kompleksy ubikwity-
na-biatko), biatka glikolityczne (np. enolaza, kinaza fos-
foglicerynianowa), podnoszace poziom ATP w komorce
oraz Cttlp (katalaza T bedaca pod negatywng kontrola
cAMP,) [77].

Regulacja odpowiedzi na szok termiczny

Biatka szoku termicznego uczestnicza w istotnych proce-
sach biologicznych, takich jak synteza, faldowanie, trans-
port, dojrzewanie i degradacja bialek, organizacja $ciany
komérkowej czy regulacja cyklu komérkowego. Niektore
z biatek Hsp wytwarzane sa konstytutywnie w fizjologicz-
nych warunkach, ekspresja innych jest silnie indukowana
w odpowiedzi na stres. W regulacje transkrypcji genéw
kodujacych biatka zaangazowane w adaptacje do warun-
kéw stresowych biorg udzial rézne czynniki transkrypcyjne
m.in. Hsflp i Msn2/4p [131].

Bialko Hsflp jest konserwatywne ewolucyjnie od droz-
dzy po wyzsze organizmy eukariotyczne. Jego struktura
obejmuje kilka modutéw niezb¢dnych do funkcjonowania
biatka. Domena wigzaca DNA (DBD), zawierajgca motyw
helisa-zwrot-helisa, utworzona jest przez reszty aminokwa-
sowe 167-284. Jest ona niezbedna do rozpoznania elemen-
tu HSE (heat shock response element) w promotorze genu

242



Agata Piecuch, Ewa Obtak — Mechanizmy opornosci drozdzy na stres Srodowiskowy

szok osmotyczny

N

PR

biona sin1 FErTy
7 { Sintp X {Sholpx
komorkowa e

g

4
~a

Pbs2p

N

cytoplazma

jadro

| Msn2/4p |

~A
CDA
\ Hot1p /

odpowiedz na
szok osmotyczny

Ryc. 2. Szlak kinaz MAP HOG w odpowiedzi na szok osmotyczny

docelowego. Innym istotnym regionem jest domena oligo-
meryzacji, odpowiedzialna za utworzenie trimeru Hsflp
[120]. Na N-korcu i C-koricu znajduja si¢ dwie domeny
aktywacyjne (AR11 AR2). W strukturze biatka znajduje si¢
réwniez domena regulacji negatywnej (CE2) oraz region

CTM, ktéry redukuje aktywnos¢ CE2 [116].

Czynnik Hsf1p rozpoznaje element HSE w promotorach
genéw docelowych. Podstawowa sekwencja elementu HSE
sktada si¢ z 5 par zasad: NGAAN, jednak typowy element
HSE zlozony jest z wielokrotnych, sasiadujacych sekwencji
w réznych orientacjach (np. 5 -NGAANNTTCNNGA-
AN-3). Liczba tych sekwencji moze si¢ rézni¢, ale zwykle
wynosi od trzech do szesciu. Zmienna moze by¢ takze licz-
ba miejsc HSE oraz odlegtos¢ migdzy nimi w promotorach
genéw szoku termicznego. Wszystkie te czynniki moga
wplywaé na powinowactwo czynnika transkrypcyjnego do
wigzania HSE [26,29].

W komérkach Hsflp moze wystgpowaé w dwéch kon-
formacjach: niskiej aktywnosci (w warunkach fizjologicz-
nych) oraz wysokiej aktywnosci (w warunkach stresowych).
W warunkach fizjologicznych Hst1p podlega konstytutyw-
nej fosforylacji, jednak w odpowiedzi na stres bialko to jest
hiperfosforylowane, dzigki czemu moze osiagnac aktywna
konformacje. Hiperfosforylacja indukowana jest réznymi
czynnikami stresowymi, takimi jak: szok termiczny, stres
oksydacyjny, wysokie pH, obecnoéé¢ salicylanu, gtodzenie
glukozowe. Zmiana konformacji zwicksza powinowactwo
Hsflp do elementéw HSE w promotorach genéw szoku
termicznego, indukujac ich transkrypcije [14,39].

SZ0K 0SMOTYCZNY

Zmiany w osmolarnosci §rodowiska stwarzaja warunki
stresowe dla komérki uruchamiajac swoiste szlaki meta-

boliczne. U drozdzy Saccharomyces cerevisiae pod wpltywem
szoku osmotycznego indukowany jest szlak kinaz MAP
(mitogen-activated protein) - HOG (high osmolarity gly-
cerol) (ryc. 2).

W blonie komérkowej drozdzy sg zlokalizowane dwa biat-
ka bedace sensorami zmian osmotycznych w srodowisku
— Slnlp i Sholp. Slnlp wystepuje w formie dimeru, kté-
ry z blong komérkows zwigzany jest za posrednictwem
dwéch domen transbtonowych (TMD). W swej struktu-
rze Sln1p ma takze domeng zewngtrzkomoérkows (ECD).
Taka konfiguracja reaguje na zmiany ci$nienia turgorowego
wywieranego na blong¢ komérkows oraz zmiany sztywnosci
$ciany komérkowej. W warunkach fizjologicznych Slnlp
ulega autofosforylacji. Grupa fosforanowa zostaje prze-
niesiona z histydyny H576 na kwas asparaginowy D1144.
Nastepnie fosforylacji ulega histydyna H64 biatka Ypd1p,
a ostateczny etap stanowi fosforylacja kwasu asparaginowe-
go w cytoplazmatycznym regulatorze odpowiedzi - Ssklp.

W warunkach stresu osmotycznego aktywacji ulega kinaza
MAP Hoglp. Do tego procesu niezbedna jest obecnosé
nieufosforylowanej postaci Ssk1p. W zwiazku z tym, w tych
warunkach aktywno$¢ kinazowa Slnlp jest zredukowana.
Biatko to gromadzi si¢ w bonie komérkowej w postaci nie-
ufosforylowanej w specyficznych skupieniach [24,72,106].

Nieufosforylowane biatko Ssk1p wiaze si¢ z N-koricowym
regionem Ssk2p. Interakgje te s3 wymagane do autofosfory-
lacji i aktywacji kinazy Ssk2p (MAPKKK), ktéra nastgpnie
fosforyluje kinaze Pbs2p (MAPKK), aktywujaca Hoglp
(MAPK) [103].

Drugie biatko, bedace osmosensorem — Sholp, ma cztery
transblonowe segmenty oraz C-koricowy region zawierajacy
domene SH3. Po odebraniu bodzca stresowego przez Sholp,
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kinaza MAPKKK (Stel1p) fosforyluje Pbs2p. Za aktywacje
Stellp odpowiadaja interakcje z kinazami Ste20p/Cla4p.
Ufosforylowane biatko Pbs2p aktywuje nastepnie Hoglp
w pozycji treonina 174 i tyrozyna 176. W warunkach fizjo-
logicznych Hoglp zlokalizowany jest w réwnych ilosciach
zaréwno w cytoplazmie jak i w jadrze. Fosforylacja indu-
kowana stresem osmotycznym skutkuje zwigkszong aku-
mulacja Hoglp w jadrze komérkowym i w konsekwencji
aktywacja ekspresji genéw docelowych [126].

Stres osmotyczny indukuje réwniez zamykanie Fpslp —
kanalu swoistego dla eksportu glicerolu. Dane wskazuja,
ze regulacja aktywnosci tego biatka nie zalezy od zadne-
go szlaku przekazywania sygnaléw w odpowiedzi na stres
osmotyczny [56].

Gléwnymi celami kinazy MAP Hoglp sa Skolp, Hotlp
oraz Msn2p i Msn4p. Skolp jest czynnikiem transkryp-
cyjnym, ktéry w fizjologicznych warunkach hamuje eks-
presje genéw zwigzanych z odpowiedzig na stres osmo-
tyczny przez przylaczanie do promotora genu kompleksu
represorowego Tuplp-Ssn6p/Cyc8p. Pod wplywem stresu
osmotycznego kompleks ten jest hamowany przez bezpo-
$rednig fosforylacje Skolp przez Hoglp [107]. Indukuje
to ekspresj¢ genéw kodujacych m.in. Enalp (pompa Na*
warunkujaca tolerancj¢ na sél), Hallp (cytoplazmatyczne
biatko zaangazowane w halotolerancj¢) i Msn2p (czyn-
nik transkrypeyjny zaangazowany w ogélng odpowiedz na
stres) [97,101]. Hotlp jest czynnikiem transkrypcyjnym
kontrolujacym ekspresje genéw zaangazowanych w synteze
i transport glicerolu (np. GPDI1, GPP2). Hotlp wchodzi
w interakcje z Hog1p, ktére umozliwiaja przytaczenie ki-
nazy MAP do promotoréw genéw docelowych dla Hot1p.
Od tych interakeji zalezy przylaczenie polimerazy RNA
II do promotoréw i indukeja ekspresji genéw odpowiedzi
na stres [1].

Gléwnym osmoprotektantem jest glicerol, w ktérego syn-
teze zaangazowane s3 giéwnie biatka Gpdlp i Gpp2p.
Gpd1p to dehydrogenza fosforanu 3-glicerolu zalezna od
NAD, a Gpp2p jest jedng z fostataz DL-fosforanu-3-gli-
cerolu. Wytwarzanie obu tych bialek jest znacznie zwigk-
szone pod wplywem szoku osmotycznego [95]. Jednocze-
$nie zamknieciu ulega kanal Fpslp, eksportujacy glicerol.
Fps1p jest biatkiem blony komérkowej majacym 6 domen
transbtonowych i nalezacym do rodziny MIP (membrane
intrinsic proteins). Mechanizmy te maja na celu akumulacje
glicerolu w koméree, co skutkuje wyréwnaniem osmolar-
nosci wewnatrz i na zewnatrz komérki. Chroni to komérke
przed potencjalnymi uszkodzeniami zwigzanymi ze zwick-
szonym ci$nieniem osmotycznym [11,75]. Ponadto glicerol
stanowi zrédlo wegla i jest prekursorem lipidéw odgrywa-
jacych role w przekazywaniu sygnatéw [124].

STRES OKSYDACYINY

Metabolizm tlenowy generuje powstawanie reaktywnych
form tlenu (ROS) w komoree, takich jak nadtlenek wodo-
ru, rodniki hydroksylowe czy anionorodnik ponadtlenkowy.
Czynniki te prowadza w sposéb posredni lub bezposred-

ni do uszkodzen DNA, lipidéw i biatek. W komérkach
muszg wigc istnie¢ mechanizmy utrzymania réwnowagi
mie¢dzy powstawaniem a unieczynnieniem ROS. Wiele
badan dotyczacych tych mechanizméw prowadzonych
jest na drozdzach z wykorzystaniem H,O, jako czynnika
generujacego stres oksydacyjny dla komérek. Wykazuja
one zmiany w ekspresji ponad 160 biatek pod wplywem
nadtlenku wodoru. Ekspresja genéw kodujacych te bialka
kontrolowana jest przez kilka czynnikéw transkrypcyjnych,
gtéwnie Yaplp i Skn7p, ale réwniez przez Msn2/4p [43].

Do genéw indukowanych pod wplywem stresu oksyda-
cyjnego nalezg geny kodujace biatka o wiasnosciach wy-
chwytujacych wolne rodniki oraz biatka opiekuricze (Hsp).
Zmianom ulega takze metabolizm weglowodanéw — spo-
wolnienie glikolizy przez represje¢ genéw kodujacych de-
hydrogenaze aldehydu 3-fostoglicerynowego. Indukowany
jest réwniez szlak pentozowy, na co wskazuje zwickszona
ekspresja genéw PGM?2 (fosfoglukomutaza), ZWF1 (de-
hydrogenaza glukozo-6-fosforanu), 7KL1/2 (transketola-
zy), TALI (transaldolaza) i UGPI (pirofosforylaza UDP-
-glukozy). Zwickszeniu ulega takze wytwarzanie trehalozy
przez TPS1 (syntaza trehalozo-6-fosforanu) [22].

Indukeji ulega réwniez ekspresja genéw kodujacych biatka
zaangazowane w utrzymanie homeostazy redoks w ko-
moree. Jednym z nich jest system tioredoksyny, ktéry skta-
da si¢ z tioredoksyny (Trx), reduktazy tioredoksyny (Trr)
iNADPH. U drozdzy wystepuja dwa takie systemy: Trx1p,
Trx2p i Trrlp w cytoplazmie oraz Trx3p i Trr2p w mito-
chondriach. Tioredoksyna zawiera w centrum aktywnym
konserwatywna sekwencje zawierajaca cysteiny. Gdy jest
w postaci zredukowanej grupa ditiolowa w miejscu ak-
tywnym katalizuje redukcje wigzan disiarczkowych wielu
biatek [88,136].

W sposéb podobny do systemu tioredoksyn dziala system
glutaredoksyn. Istnieja dwie podrodziny tego systemu za-
leznie od ilosci cystein w miejscu aktywnym. Pierwsza
z nich chroni komérke przeciwko H,O, (Grx2p) i anio-
norodnikom ponadtlenkowym (Grx1p). Druga podrodzi-
na grupuje trzy dodatkowe biatka Grx3p, Grx4p i Grx5p.
Ostatnie z nich odgrywa szczegdlnie wazng role w ochronie
komorki przed zniszczeniami wywolanymi nadtlenkiem
wodoru i menadionem [69].

Dysmutaza nadtlenkowa (SOD) katalizuje reakcje prze-
miany dwdch czgsteczek O,*~ do H,O, i tlenu czgsteczko-
wego. Enzym ten jest metaloproteing i odgrywa wazna role
w ochronie przed uszkodzeniami spowodowanymi stresem
oksydacyjnym. Wiekszos¢ organizméw eukariotycznych
syntetyzuje dwie rézne postaci tego enzymu: Sodlp za-
wierajaca cynk i miedz i znajdujacy si¢ gléwnie w cyto-
plazmie (nickiedy umiejscawia si¢ tez w mitochondrialnej
przestrzeni mi¢dzyblonowej) oraz mitochondrialng Sod2p
zawierajacg mangan [52,73].

W ochronie komérki przed uszkodzeniami spowodowa-
nymi reaktywnymi formami tlenu biorg udzial takze ka-
talazy. Sg to enzymy rozkltadajace nadtlenek wodoru do
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tlenu czgsteczkowego i wody. U drozdzy wystepuja dwie
katalazy. Cytoplazmatyczna katalaza kodowana jest przez
gen CTT1.Jego ekspresja indukowana jest réznymi czyn-
nikami stresowymi, poniewaz w promotorze genu znajduje
si¢ kilka sekwencji regulatorowych rozpoznawanych przez
rézne czynniki (Yaplp, Msn2p, Hoglp). Druga katalaze
obecng w peroksysomach koduje gen CZAI. Enzym ten
usuwa nadtlenek wodoru powstaly z beta-oksydacji kwa-
séw tluszczowych [51].

Waznym naturalnym antyoksydantem w koméree jest glu-
tation. W postaci zredukowanej (GSH) dzi¢ki wolnej grupie
tiolowej stuzy do redukeji nadtlenku wodoru oraz wychwy-
tuje reaktywne czynniki elektrofilowe, chronigc komérke
przed uszkodzeniem ze strony toksyn. Podczas stresu oksy-
dacyjnego wytwarzane sg duze iloéci utlenionego glutatio-
nu (GSSQG), ktére najprawdopodobniej przenoszone sg do
wakuoli lub redukowane przez reduktaze glutationu [104].
Glutation chroni takze biatka przed utlenieniem dzieki glu-
tationylacji (formowaniu wigzan disiarczkowych miedzy
grupa tiolowg biatka i glutationem) [30]. Za posrednictwem
Yaplp, w warunkach stresu oksydacyjnego, indukowana jest
ekspresja genéw syntezy glutationu — GSHI (syntaza gam-
ma-glutanylocysteiny), GSH2 (syntaza glutationu) [35,146].
Najwigkszg jego zawartos¢ obserwuje si¢ w mitochondriach,
cytosolu oraz jadrze komérkowym, gdzie prawdopodobnie
odgrywa istotna rol¢ we wzroscie i rozwoju komorek, a takze
chroni je przed reaktywnymi formami tlenu [149].

Regulacja odpowiedzi na stres oksydacyjny

U drozdzy gtéwnym mechanizmem regulacji odpowiedzi
na stres oksydacyjny jest sie¢ YAP. Czynniki transkrypcyjne
tej sieci naleza do rodziny biatek AP-1 i maja charaktery-
styczna domene zamka leucynowego. Scharakteryzowano
osiem czynnikéw transkrypcyjnych Yap1-Yap8p. Czynniki
te wigza si¢ do swoistej sekwencji ARE (AP-1 recognition
element) - TTGACTCA, w promotorach genéw doce-
lowych [25]. Najlepiej poznanym czynnikiem jest Yaplp.
Odgrywa on gléwna role w odpowiedzi komérki na stres
oksydacyjny oraz posredniczy w opornosci wielolekowej.
Gléwnymi genami regulowanymi przez Yaplp sa 7RX2
(tioredoksyna), TRRI (reduktaza tioredoksyny), 7847 (pe-
roksydaza tioredoksyny), GSH1 (syntaza glutamylocyste-
iny), GSH2 (syntaza glutationu), GPX2 (peroksydaza gluta-
tionu) i GLRI (reduktaza glutationu). Wykazano réwniez,
ze Yaplp aktywuje ekspresje kilku transporteréw: YCFI,
SNQ2, PDR5 (ABC) oraz ATR1, FLR1 (MFS) [10,58,93].

Regulacja ekspresji genéw przez Yaplp odbywa si¢ na
poziomie lokalizacji komérkowej. Yaplp w warunkach
fizjologicznych znajduje si¢ w cytoplazmie. Aby zwigzal
si¢ z promotorem genéw docelowych musi ulec akumu-
lacji jadrowej. W warunkach fizjologicznych Yaplp jest
utrzymywany w cytoplazmie na stalym poziomie, dzie-
ki aktywnosci Crm1p (eksportyna), ktéra rozpoznaje re-
gion NES (nuclear export signal) znajdujacy si¢ na koricu
karboksylowym w domenie CRD (cysteine rich domain).
W strukturze Yaplp wystepuja dwie domeny CRD zlo-

kalizowane na N-koricu i na C-koricu. Wysokie stezenie

oksydantéw powoduje utlenienie domeny CRD przez pe-
roksydaze zalezng od glutationu Gpx3p, co jest sygnalem
stresu oksydacyjnego. Indukuje to powstanie dwéch wig-
zani disiarczkowych migdzy cysteinami w domenie CRD.
Zmiana konformacji bialka maskuje region NES i dzigki
temu umozliwia jego akumulacje w jadrze [5,37].

W akumulacj¢ jadrows zaangazowane sa dwa mechani-
zmy zalezne od induktora. Jeden z nich to ROS (nadtle-
nek wodoru i anionorodnik ponadtlenkowy), w ktérym za
aktywacje odpowiada utworzenie wiazan disiarczkowych
migdzy cysteinami w domenach N-koricowej i C-korico-
wej (Cys303-Cys598, Cys310-Cys629). Dzigki tym zmia-
nom maskowany jest element NES, co promuje akumulacje
w jadrze. Drugi mechanizm indukowany jest diamidami
ijonami metali cigzkich (selen, kadm, rteé) oraz benomy-
lem. Nie wykazano w tym wypadku wigzari miedzy obiema
domenami, jedynie wigzania disiarczkowe miedzy trzema
resztami cysteiny w domenie C-CRD (Cys598, Cys620
i Cys629) — w odpowiedzi na diamid oraz modyfikacje
cystein domeny C-CRD w odpowiedzi na jony metali
ciezkich. Nie wiadomo jednak jak ten mechanizm wplywa
na blokowanie wigzania Yaplp-Crm1p [4,64].

Powrét do warunkéw fizjologicznych skutkuje eksportem
Yap1p zjadra i ponowng akumulacja w cytoplazmie. Proces
ten regulowany jest przez negatywne sprz¢zenie zwrot-
ne systemu tioredoksyny. Gdy stezenie ROS jest wysokie
Yaplp aktywuje ekspresje wielu antyoksydantéw, m.in. sys-
temu tioredoksyny. Gdy poziom wolnych rodnikéw spada
obecnos¢ Yaplp w jadrze nie jest konieczna. Tioredoksy-
ny redukujg wigzania disiarczkowe powstate w czynniku
Yaplp podczas stresu, co skutkuje odstonieciem regionu
NES i eksportem z jadra do cytoplazmy przez eksportyng
Crm1p [4,83].

Do rodziny yAP nalezg takze inne czynniki transkrypcyj-
ne. Yap2p wykazuje duzg homologi¢ z Yap1p. Mechanizm
jego aktywacji jest taki sam jak w przypadku aktywacji
Yaplp. Gen YAP2 zostal zidentyfikowany jako nadajacy
oporno$¢ na metale i stres chemiczny, gdy jego ekspresja
jest zwickszona, jednak dokladna rola w tym procesie nie
zostala potwierdzona [4].

YAP4 koduje czynnik transkrypcyjny, ktéry poczatkowo
scharakteryzowano u mutantéw z brakiem stabilnosci
chromosoméw, dlatego nazwano go Cin5p. Jego nade-
kspresja zwicksza tolerancje komérki na sole oraz warun-
kuje opornos¢ na leki antymalaryczne i cisplatyne. Dalsze
badania wykazaly, ze Y4P4 indukowany jest takze inny-
mi czynnikami stresowymi m.in. stresem oksydacyjnym
i szokiem osmotycznym. W promotorze genu Y4P4 znaj-
duje si¢ element STRE, co wskazuje na jego aktywacje
przez czynniki transkrypcyjne ogélnej odpowiedzi na stres
— Msn2/4p. Dane wskazujg réwniez na obecnos¢ Yap4p
w szlaku HOG, gdyz jego nadekspresja cz¢sciowo odwra-
cafa fenotyp wrazliwosci na sél u mutantéw Aogl. Ponadto
ekspresja genéw bioracych udzial w syntezie glicerolu jest
cze$ciowo zalezna od Yap4p w warunkach szoku osmo-

tycznego [27,90].
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Yap5p jest jedynym czynnikiem, ktéry bierze udzial w ho-
meostazie zelazowej w komérkach drozdzy. Dane wskazu-
ja, ze Yap5p jest odpowiedzialny za indukcje CCC1I, ktéry
koduje biatko transportujace zelazo do wakuoli. CCCI ma
dwa miejsca ARE, jednak Yap5p rozpoznaje tylko jed-
no z nich. Ponadto wykazano takze, ze Yap5Sp indukuje
ekspresje 7YW1, co skutkuje obnizeniem poziomu zelaza
w cytoplazmie [68,69].

Yap6p podobnie jak Yap4p warunkuje tolerancje na sole:
s6d ilit. Ponadto sugeruje si¢ jego role w regulacji ekspresji
genéw metabolizmu weglowodanéw [84].

Inny czynnik transkrypcyjny — Yap8p (Arrlp) nadaje ko-
moérkom opornosé na arsen, dzigki zwigkszaniu ekspresji
ACR2 i ACR3 indukowanej arsenem. Yap8p wiaze si¢ do
pseudopalindromowej sekwencji TGATTAATAATCA
iaktywuje ekspresje ACR3, ktérego produkt aktywnie usu-
wa arsen z komérki [148].

W genomie drozdzowym zidentyfikowano réwniez czyn-
nik Yap3p, ktéry rozpoznaje miejsca ARE z nizsza wydaj-
noscia niz pozostate biatka. Na XV chromosomie zloka-
lizowano takze YAP7, kodujacy przypuszczalny czynnik
transkrypcyjny [25].

OPORNOSC DROZDZY NA METALE

Toksyczne metaloidy, takie jak arsen i antymon wystepu-
ja powszechnie w srodowisku. Mechanizmy tolerancji na
obecnosé tych substancji obejmuja eksport metaloidéw
przez systemy transportu oraz kontrol¢ importu do ko-
moérki. U drozdzy wystepuje kilka transporteréw uczest-
niczacych w pobieraniu lub wyrzucie arsenu i antymonu.
Zidentyfikowano dwa mechanizmy pobierania metaloidéw.
Jednym z nich jest system transportu fosforanéw, w ktéry
zaangazowane s3 biatka Pho84p (transporter) oraz biatka
zwigzane z Pho84p — Pho87p i Pho88p. Mutacje w genach
kodujacych te biatka zwigkszaja tolerancje na obecnosé
arsenu w Srodowisku. Inne badania wskazuja, ze wzrost
tolerancji moze by¢ takze zwiazany z mutacjami w genie
PHO&86, kodujacym biatko transportujace Pho84p z reti-
kulum endoplazmatycznego do aparatu Golgiego. W inny
szlak importu zaangazowane jest biatko Fps1p. Jest to kanal
glicerolowy, nalezacy do rodziny MIP. Redukcja aktywnosci
Fpslp zmniejsza pobieranie do komérek drozdzy arsenu
iantymonu, jednak nadekspresja FPS1 powodowala wzrost
tolerancji na arsen, co wskazuje na dwukierunkowy trans-
port tego metalu przez Fpslp i jego role w detoksykacji
komérki z arsenu [78,129].

Usuwanie metaloidéw z komérki réwniez moze si¢ odby-
waé dwiema drogami. Gen 4CR3 koduje blonowy trans-
porter arsenu (III) i (V). Inne dane wskazuja, ze jego na-
dekspresja powoduje takze oporno$¢ na antymon [148].
Drugie biatko zaangazowane w detoksykacje komorki
z arsenu to Ycflp. Jest to transporter nalezacy do rodziny
ABC zlokalizowany w blonie wakuolarnej, ktéry transpor-
tuje substraty w postaci koniugatéw glutationowych. Poza
tolerancja na arsen, Ycflp jest zaangazowany takze w de-

toksykacje komérki z innych toksycznych metali, takich
jak rte¢ czy kadm [36,85]. Waznym czynnikiem bioracym
udzial w detoksykacji komérki z jonéw kadmu jest tez sys-
tem tioredoksyn oraz glutation, poniewaz po ekspozycji
na kadm wigkszo$¢ zasymilowanej siarki przeksztalcana
byta przez komorke w glutation [141]. Wykazano réwniez,
ze w obecnosci rteci indukowana jest (za posrednictwem
Yaplp) ckspresja genéw syntezy glutationu [35].

Obecnos¢ arsenu i antymonu w srodowisku indukuje takze
ekspresje genéw zaangazowanych w odpowiedz na réz-
ne warunki stresowe: C7'77 (katalaza cytoplazmatyczna),
HSP121 HSP104 (bialka szoku termicznego). W kontroli
ekspresji genéw zaangazowanych w detoksykacj¢ komérki
z metalodiéw bierze udziat Yap1p. Reguluje on transkryp-
cje genéw YCF1 i ACR3. Wykazano réwniez, ze ekspresja
ACRS3 jest takze pod kontrolg Yap8p [148].

Istotng role w tolerancji na metale odgrywaja biatka wigza-
ce metale. Metalotioeniny (MT) to klasa niskoczasteczko-
wych biatek bogatych w cysteine. Bialka te dziatajg w od-
powiedzi na réznego rodzaju bodzce stresowe (obecnosé
metali, hormonéw, interleukin, stres oksydacyjny). Do tej
grupy nalezy bialko Cup1p, ktére bezposrednio wigze me-
tale, takie jak kadm i miedz. Ulega aktywacji w odpowiedzi
na miedz poprzez elementy powtdrzeniowe w promotorze
(UAS,, ), do ktérych wigze si¢ czynnik transkrypcyjny
Acelp aktywowany miedzia. Dzi¢ki wigzaniom tiolowym
w cysteinach Acelp wigze miedz i formuje biatko aktywne
Cu-Acelp, ktére z kolei wiaze cztery niezalezne miejsca
w UAS,,,, i aktywuje ekspresj¢ CUP1. CUPI moze by¢
réwniez aktywowane przez czynnik Hsflp w odpowiedzi
na szok termiczny [128].

Homeostaza zelazowa regulowana jest przez czynni-
ki transkrypcyjne Atf1/2p. Geny docelowe tych czynni-
kéw maja w promotorach element odpowiedzi na zelazo
(5-CACCC-3), a regulacja ich ekspresji odbywa si¢ na
poziomie lokalizacji subkomérkowej. Z kolei odpowiedz
komoérki na brak lub nadmiar cynku w §rodowisku jest
zalezna od czynnika transkrypcyjnego Zaplp, ktéry kon-
troluje m.in. ekspresje transporteréw blonowych (ZRT717,
ZRT2), pobierajacych cynk do wnetrza komorki [111].

OPORNOSC DROZDZY NA INHIBITORY WZROSTU

Transportery ABC

Transportery ABC (ATP-binding cassette) to duza grupa
bialek wystepujaca powszechnie u organizméw prokario-
tycznych i eukariotycznych. Bialka te s3 umiejscowione
zaréwno w blonie komérkowej, wakuolarnej, mitochon-
drialnej, peroksysoméw jak i w cytoplazmie [8]. Biatka
nalezace do rodziny transporteréw ABC maja konserwa-
tywng strukture. Gléwna domena bialka sktada si¢ z dwéch
homologicznych czesci, z ktérych kazda zawiera domene
transmembranowg (TMD) z kilkoma (zwykle szescioma)
a-helisami oplatajacymi blone oraz domene wiazaca ATP
(NBD). Domena NBD taczy hydroliz¢ ATP z transportem

substratu i moze by¢ zlokalizowana C- lub N-terminalnie
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Ryc. 3. Schemat budowy transporteréw MFS i ABC

w stosunku do TMD. Hydroliza ATP jest kluczows ak-
tywnoscig biatek ABC (ryc. 3). Kazda domena NBD ma
dtugos¢ okolo 200 aminokwaséw i ma kilka konserwatyw-
nych regionéw. Nalezg do nich motywy Walker A i Wal-
ker B (oddzielone 90-120 aminokwasami) oraz region sy-
gnaturowy z sekwencja konsensusowa LeuSerGlyGlyGln
(sygnatura ABC, motyw C) lezacy tuz przed motywem
Wialker B. Struktura krystalograficzna bakteryjnych trans-
porteréw ABC wskazala, ze obie domeny NBD wchodza
ze sobg w interakcje (motywy Walker A i B jednej do-
meny reaguja z motywem C drugiej domeny). Niektére
bialka ABC nie maja domen transblonowych. Biatka te
nie uczestnicza w transporcie, ale aczg hydrolize¢ ATP
z innymi procesami komérkowymi, np. naprawa DNA czy
translacja bialek [98,112].

Badania dotyczace funkcjonowania transporteréw ABC
sa wazne w medycynie, poniewaz warunkujg one oporno$¢
mikroorganizméw na antybiotyki i zwigzki grzybobéjcze.
Innym waznym zagadnieniem jest opornos$¢ komérek no-
wotworowych na chemioterapie, warunkowana nadekspre-
sja MDR1 kodujacego glikoproteine-P [8]. Zrozumienie
mechanizmu aktywnosci i regulacji transporteréw ABC
jest niezwykle wazne w zwiazku z coraz czgsciej pojawia-
jacym si¢ zjawiskiem lekoopornosci wéréd organizméw.
Drozdze S. cerevisiae, m.in. ze wzgledu na wysoka homo-
logie z ludzkimi genami, sa doskonalym modelem badan

biatek rodziny ABC.

Gléwna rolg transporteréw ABC jest eksport réznego ro-
dzaju substanciji: leki przeciwnowotworowe, substancje cy-
totoksyczne, fungicydy, antybiotyki i inne ksenobiotyki.
Przewaznie transport ten jest nieswoisty i substratem dla
danej pompy moze by¢ wiele réznych inhibitoréw wzro-
stu, co stwarza ryzyko wystapienia opornosci wieloleko-

wej (MDR).

Klasyfikacja transporteréw ABC obejmuje 6 podrodzin:
PDR, MDR, ALDP, MRP/CFTR, YEF3, RLI.

Opornosé wielolekowa drozdzy przypisywana jest gléwnie
aktywnosci biatek nalezacych do rodziny PDR (pleiotropic
drug resistance). Biatka te tworza swoistg sie¢ podlegaja-
cg Scistej regulacji. Do rodziny PDR nalezg biatka: Pdr5p,
Pdr10p, Pdr15p, Pdr11p, Pdr12p, Snq2p, Pdr18p, Pdrlép,
Pdr17p, Auslp. Najlepiej poznanymi transporterami sa
Pdr5p i Sng2p, umiejscowione w blonie komérkowej i ma-
jace szeroki zakres substratowy (antybiotyki, fungicydy,
detergenty, jonofory, hormony steroidowe i leki antyno-
wotworowe) [6,7,78]. Pdr5p funkcjonuje jako homodimer
i poza wielolekoopornoscig bierze takze udziat w eksporcie
kation6w, translokacji lipidéw i quorum sensing [47,59].

Bliskim homologiem Pdr5p jest Sng2p, ktére zostato scha-
rakteryzowane jako nadajace koméree opornosé na N-tle-
nek-4-nitrochinoliny (4NQO). W pézniejszych badaniach
wykazano, ze nadekspresja genu kodujacego to biatko po-
woduje opornos¢ takze na wiele innych zwiazkéw. Ponadto,
podobnie jak Pdr5p, Snq2p zaangazowane jest w transport
kationéw i quorum sensing [47,87,122].

Innymi bliskimi homologami Pdr5p s3 transportery
Pdr10p i Pdr15p. Aktywno$¢ transportera Pdrl5p jest
silnie indukowana przez rézne czynniki stresowe, m.in.
stres osmotyczny, szok termiczny, niskie pH, glodzenie
i obecnos¢ stabych kwaséw. Biatko to bierze udzial w de-
toksykacji komérki podczas stresu metabolicznego [145].
Pdr10p odpowiedzialny jest m.in. za utrzymanie prawi-
dlowego rozmieszczenia i funkeji kilku bialek (np. syntazy
chityny Chs3p). Wykazano takze, ze Pdr10p wplywa na
dystrybucje innego cztonka podrodziny PDR — Pdr12p.
Transporter ten nadaje komérce opornos¢ na stabe kwasy
organiczne. Wykazano, ze do substratéw Pdr12p nalezg
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$rodki stosowane do konserwacji zywnosci (kwas benzo-
esowy, kwas sorbowy, kwas propionowy) oraz kwasy orga-
niczne powstajace w koméree (C3-C7) [34,45,109]. Po-
zostale biatka PDR nie zostaly doktadnie poznane. Dane
literaturowe sugeruja, ze Auslp i Pdrllp biorg udzial
w transporcie steroli, jednak dokladny mechanizm ich
dzialania nie jest znany [81,144]. Biatka Pdr16p i Pdr17p
biorg udzial w transporcie fosfolipidéw. Transporter ten
jest zaangazowany w tolerancje na leki azolowe, ponie-
waz delecja PDR16 skutkowala hiperwrazliwoscia na t¢
grupe zwigzkéw. Delecja PDR17 nie wplywala na stopieri
wrazliwosci komérki na leki, jednak podwéjne mutanty
Apdr16Apdrl7 wykazuja hiperwrazliwos$¢ na réznorodne
inhibitory wzrostu [121,139].

Transportery MFS

Druga rodzing transporteréw u drozdzy sa pompy MFES
(major facilitator superfamily). Biatka te s3 umiejscowione
w blonie komérkowej. Transportuja substraty z komérki
dzigki energii, ktéra uzyskuja z gradientu protonéw po obu
stronach blony komérkowej. Eksport substratu najczesciej
odbywa si¢ na zasadzie symportu z jednoczesnym wyply-
wem jonéw H* lub Na* lub antyportu z jednoczesnym ich
wyplywem (ryc. 3). Ze wzgledu na liczbe transblonowych
domen TMD dzielimy je na 12- i 14- transblonowe. Bial-
ka te katalizujg transport chemioterapeutykéw, ale réwniez
intermediatéw cyklu Krebsa, oligosacharydéw i innych sub-
stancji endogennych [114].

U drozdzy S. cerevisiae wystepuja dwie podrodziny trans-
porteréw MFS. Do pierwszej z nich: DHAT1 nalezg takie
biatka jak Qdrlp-Qdr3p, Aqrlp, Flrlp, Dtrlp, Tpol-4p
[113].

Qdrlp i Qdr2p s3 homologami i odpowiadaja za usuwa-
nie z komérki chinidyny i barbanu. Do substratéw Qdrlp
nalezg takze zwiazki azolowe: flukonazol i ketokonazol,
natomiast Qdr2p chroni komérke przed lekami antyno-
wotworowymi (cisplatyng i bleomycyna). Podobne spek-
trum substratowe ma Qdr3p, homolog Qdrlp i Qdr2p
[91,135,140]. Kolejnym transporterem nalezgcym do tej
rodziny jest Aqrlp, ktéry nadaje komérce opornosé na
chinidyne i krétkotaricuchowe kwasy monokarboksylowe.
Jest on takze determinantg tolerancji na ketokonazol i fiolet
krystaliczny [132]. Do substratéw Flrlp naleza fungicydy:
benomyl i mankozeb, metotreksat (lek antynowotworo-
wy), 4-NQO, flukonazol i cykloheksymid [13,130]. Biatka
Tpol-4p warunkuja oporno$¢ na toksyczne stezenie polia-
mid (np. spermina, spermidyna). Substratami dla Tpolp
sa leki antymalaryczne, herbicydy czy fungicydy, natomiast
Tpo2p i Tpo3p sa zaangazowane w tolerancj¢ komoérki na
kwas propionowy i octowy [113].

Druga rodzing transporteréw MFS jest DHA2. Naleza do
niej trzy biatka: Atrlp, Azrlp i Sgelp. Transporter Atrlp
posredniczy w usuwaniu m.in. 4-NQO, aminotriazolu
i zwigzkéw cyny. Ponadto wykazano, ze AT'RI warunkuje
oporno$¢ na bor [57]. Nadekspresja genu AZR1 nadaje
komérce oporno$¢ na takie zwiazki, jak kwas propionowy,

fiolet krystaliczny, ketokonazol, flukonazol i polimyksyne
B, natomiast biatko Sgelp transportuje z komérki barwniki
(np. fiolet krystaliczny, bromek etydyny) [50,133].

Usuwanie substancji toksycznych znajdujacych si¢ w $ro-
dowisku jest jedna z funkeji transporteréw MFS, jednak
ich fizjologiczna rola prawdopodobnie nie jest zwigzana
z eksportem lekéw. Wykazano, ze zwigkszona ekspresja
biatka Qdr2p pelni istotng role w utrzymaniu odpowied-
niego poziomu jonéw potasu, natomiast Aqrlp posredniczy
w eksporcie niektérych aminokwaséw (m.in. homoseryny
i treoniny). Inne biatko, Dtrlp bierze udzial w dojrzewa-
niu $ciany komérkowej spor [113]. Biatka Tpolp-Tpodp
odpowiadajg za transport poliamin. Wykazano, ze ich na-
dekspresja redukowata toksycznos$¢ wywolywang przez
poliaminy i indukowata ich akumulacje w wakuoli [138].

Regulacja opornosci wielolekowej

Oporno$¢ wielolekowa u drozdzy zalezy od ekspresji wielu
gendéw tworzacych swoistg sie¢, ktéra znajduje si¢ pod kon-
trola czynnikéw transkrypeyjnych. Najlepiej scharakteryzo-
wanymi czynnikami sg Pdrlp i Pdr3p. Biatka te naleza do
rodziny czynnikéw transkrypeyjnych GALA4, zawierajacych
w swej strukturze N-koricowy motyw palca cynkowego
Zn,Cys, wigzacy DNA. Oba te czynniki wigzg si¢ do tej
samej sekwencji PDRE (Pdrlp/Pdr3p response element),
obecng w réznej liczbie i kombinacjach w promotorach
genéw docelowych. Domena palca cynkowego rozpoznaje
triplety CGG w miejscu PDRE, co umozliwia zwiazanie
czynnikéw transkrypcyjnych. PDRE tworzy sekwencja
palindromowa 5-TCCGCGGA-3’, jednak Pdrlp i Pdr3p
tolerujg niektére pojedyncze zmiany zasad w tej sekwencji
i nie wykazuja zaburzen w wigzaniu [55,61].

Czynniki Pdrlp i Pdr3p zawieraja w swej strukturze tzw.
domeny aktywacyjne (AR). Mutacje zachodzace w tych
domenach powoduja zwickszenie aktywnosci tych czynni-
kéw (np. pdr1-8, pdrl-10, pdrl-12). Niektére spontanicz-
ne mutacje w genach kodujacych czynniki Pdrlp i Pdr3p,
zwigkszaja aktywacje transkrypcji genéw docelowych, na-
dajac fenotyp opornosci wielolekowej. Pojedyncze mutacje
punktowe w locus PDR1 (pdr1-2, pdr1-3, pdr1-6, pdrl-7,
pdr1-8) zwigkszajg poziom mRNA genéw docelowych
(PDRS5, SNQ2,YOR1, PDR10, PDR15, PDR16). Mutacje
w locus PDR3 - pdr3-2 do pdr3-10 powodowaly zwigk-
szong ekspresi¢ PDR5, SNQ2, PDR15, PDR10 i PDR3.
Mutacje pdrl i pdr3 skutkuja nie tylko fenotypem wielo-
lekowej opornosci. Wykazano, ze mutanty pdr1-2 sg nie-
zdolne do wzrostu pod wplywem stresu osmotycznego,
termicznego i podwyzszonego pH, natomiast padr3-11 nie
wykazuje wzrostu na podlozu z mleczanem lub glicerolem/
etanolem, pdr1-11 jest temperaturowrazliwy. Pod kontro-
la transkrypcyjng Pdrlp/Pdr3p znajduje si¢ wiele genéw.
Naleza do nich geny kodujace m.in. transportery ABC:
Pdr5p, Pdr10p, Pdr15p, Snq2p, Yorlp oraz transporter
MEFS Tpolp [20]. Co wigcej, Pdrlp/Pdr3p aktywuje eks-
presje genéw kodujacych biatka zaangazowane w odpo-
wiedz na stres (ograniczenie sktadnikéw odzywezych, stres

osmotyczny, uszkodzenia DNA) [61,105].
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W regulacje biatek Pdr zaangazowane sg takze inne czyn-
niki transkrypcyjne. Ekspresja SNQ2 regulowana jest do-
datkowo przez czynnik Yrrlp i Stb5p. Natomiast PDR15
ma w promotorze sekwencje STRE rozpoznawang przez
Msn2/4p. Swoitym czynnikiem transkrypcyjnym jest
Warlp. Biatko to aktywuje ekspresj¢ PDRI2 w odpowie-
dzi na obecnosé stabych kwaséw organicznych. Warlp jest
konstytutywnie zwigzany z promotorem PDRI2 w miej-
scu WARE. Aniony powstale po dysocjacji kwaséw orga-
nicznych w koméree posrednio lub bezposrednio aktywuja
Warlp, ktéry ulega naglej fosforylacji, co skutkuje aktywa-
cja ekspresji PDR12 [63, 66,145].

Pdrlp jest potranslacyjnie modyfikowany przez Pdr13p,
ktéry nalezy do rodziny biatek Hsp70p. Pdr13p reguluje
funkcje Pdrlp, ale nie wykazano wplywu na aktywnos¢
Pdr3p. Dane wskazuja takze na korelacje PDR13 z sys-
temem ogdlnej odpowiedzi na stres. Delecja PDRI13 in-
dukowata ekspresje kilku genéw bedacych pod kontrolg
czynnikéw Msn2/4p (CTT1, HSP12, CUPI) [41].

W regulacji ekspresji genéw opornosci wielolekowej bierze
udzial czynnik Yaplp. W promotorach genéw kodujacych
niektére transportery MES znajdujg si¢ elementy rozpo-
znawane i wigzane przez Yaplp (ARE). FLRI ma trzy
miejsca ARE, jednak eliminacja ARE3 prawie catkowicie
redukuje funkcje Flrlp. Innym transporterem kontrolowa-
nym przez Yaplp jest Atrlp. Ekspresja ATR1 zalezna jest
réwniez od czynnika Gen4p, natomiast w regulacje FLRI
zaangazowany jest takze czynnik Yrrlp [18,130].

Yaplp jest zaangazowany w aktywacje niektérych bialek
Pdr, co wskazuje na interakcje dwoch duzych sieci genéw:
PDR i YAP u drozdzy. PDRS5 i SNQ2 maja w swoim pro-
motorze zaréwno miejsca PDRE jak i ARE. Obecnos¢
funkcjonalnego Y4P1 wymagana jest do ekspresji SNQ2
stymulowanej stresem. Wykazano, ze Yap1p przyczynia si¢
do opornosci na 4-NQO i diazarboryn¢ przez oddziatywa-
nie na geny kodujace transportery PDR 1 MFS. Spekuluje
si¢ jednak, ze w opornoé¢ wielolekows zalezng od Yaplp
zaangazowane sg raczej posrednie interakcje tego czynni-
ka z Pdrlp i Pdr3p, prawdopodobnie interakcje z biatkiem
represorowym dla Pdr1/Pdr3p (np. Ngglp) [38,82,86].

Inne mechanizmy opornosci drozdzy naleki

Stosowanie na szerokg skale zwiazkéw przeciwgrzybicz-
nych, takich jak azole, polieny, allylaminy oraz echinokan-
dyny stwarza problem narastajacej opornosci na te leki.
Mechanizm ich dzialania na komérke drozdzy jest réz-
norodny.

Celem dzialania niektérych zwigzkéw moze by¢ ergoste-
rol blony komérkowej, ktéry reguluje jej plynnosé, asyme-
trie i integralnos¢. Azole sa inhibitorami 140-demetylazy
lanosterolu (Ergllp), ktéra jest enzymem cytochromu
P450 i zawiera hem w centrum aktywnym. Ich aktywno$¢
zwigzana jest z obecnoscia w czasteczcee leku niezwigza-
nego azotu, ktéry oddziatuje z zelazem zawartym w he-
mie, zapobiegajac aktywacji tlenu, ktéra jest konieczna do

biosyntezy ergosterolu. Skutkiem zahamowania Ergllp
jest gromadzenie si¢ w blonie komérkowej intermediatéw,
takich jak lanosterol, 4,14-dimetylozymosterol i 2,4-me-
tylenodihydrolanosterol (zamiast ergosterolu). Prowa-
dzi to do zmiany funkcji i struktury blony komérkowe;
drozdzy. Mechanizm opornosci na azole jest zwigzany
z modyfikacjami 14a-demetylazy lanosterolu. Wysokie
stezenie lekéw azolowych w srodowisku indukuje muta-
c¢je punktowe w genie FRG11, co prowadzi do powstania
zmodyfikowanego produktu biatkowego o zmniejszonym
powinowactwie do leku. Tak na przykiad mutacja punk-
towa w ERG11 (w pozycji 467 arginina na lizyne) powo-
duje zmiang strukturalng i funkcjonalng enzymu, z kolei
mutacje w miejscu aktywnym (w pozycji 315 treonina
na cysteing oraz w pozycji 310 kwas asparaginowy na
glicyng) skutkuja redukeja aktywnosci enzymu i obnize-
niem powinowactwa do azoli (flukonazol) [142]. Innym
mechanizmem opornosci na te zwiazki jest nadekspresja
ERGI11, ktéra skutkuje zwickszong syntezg ergosterolu
w koméree [62]. Wykazano takze, ze zmiany molekularne
w obrebie genu ERG3 skutkuja opornoscia drozdzy na
leki azolowe. ERG3 koduje desaturazg C-5 sterolu, enzym
szlaku biosyntezy ergosterolu. Defekty w Erg3p powodo-
waly akumulacje prekursoréw ergosterolu, co powodowalo
oporno$¢ komérek na flukonazol [49].

Inng grupa zwiazkéw przeciwgrzybicznych sa polieny
(amfoterycyna B, nystatyna). Leki te maja charakter am-
fifilowy i wbudowuja si¢ w blon¢ komérkows wchodzac
w interakcje z ergosterolem. Skutkuje to powstawaniem
poréw w blonie komérkowej i wyptywem jonéw i innych
sktadnikéw z komérki. Opornosé na te zwigzki zwigzana
jest z zastgpieniem ergosterolu pochodnymi sterolowymi
(3-hydroksysterol lub 3-oksysterol). Innym mechanizmem
obrony przed polienami jest obnizenie poziomu ergosterolu
w blonie komérkowej. Sugeruje si¢ takze, ze zwigkszona
aktywnos¢ katalazy obniza oksydacyjny efekt tych lekéw
i nadaje komérkom tolerancije [118].

Kolejng klasg lekéw przeciwgrzybicznych dzialajacych na
syntezg ergosterolu sa allylaminy (terbinafina). Hamujg one
enzym Erglp — epoksydaze skwalenu, dzialtajacy w poczat-
kowym etapie biosyntezy ergosterolu. W wyniku inhibi-
¢ji Erglp dochodzi do nagromadzenia skwalenu, ktérego
nadmierna ilo§¢ prowadzi do wzrostu przepuszczalnosci
blony. Postaci oporne wéréd mikroorganizméw sg rzadko
spotykane w §rodowisku. Mutageneza drozdzy §. cerevisiae
wykazala kilka substytucji w ERGI, ktére przyczyniaja si¢
do opornosci na terbinafing. Wigkszo$¢ z nich nie byta
jednak zlokalizowane w domenie bedacej miejscem aktyw-
nym enzymu, ale w poblizu C-korica, ktéry uwazany jest
za miejsce interakeji leku z enzymem [60, 65].

Echinokandyny to grupa zwigzkéw hamujaca synteze
glukanu przez blokowanie aktywnosci enzymu, synta-
zy 1,3p-D-glukanu. Do opornosci na ten zwigzek moze
dojs¢ w wyniku mutacji w genie FKSI, kodujacego synte-
z¢ 1,3B-D-glukanu, co prowadzi do powstania zmienio-
nego produktu biatkowego o nizszym powinowactwie do

leku [100].
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Celem dziatania lekéw przeciwgrzybicznych (antymeta-
bolity — 5-fluorocytozyna) moze by¢ takze synteza kwa-
séw nukleinowych. 5-fluorocytozyna jest pobierana za
pomocg permeazy cytozynowej do cytoplazmy komorki,
gdzie ulega redukcji do fluorouracylu przez enzym de-
aminaze cytozynows. Fluorouracyl wbudowuje si¢ do
RNA blokujac syntezg biatka w komérce drozdzy. 5-flu-
orocytozyna moze réwniez by¢ przeksztatcona w fluoro-
deoksyurydyng i zaburza¢ syntez¢ DNA, co prowadzi
do nieprawidlowego podziatu komérek drozdzy. Opor-
nos¢ na ten zwiazek moze by¢ zwigzana ze zmniejszo-
nym wytwarzaniem permeazy lub brakiem deaminazy
cytozynowej [95].

Pismiennictwo

W toku ewolucji drobnoustroje nabyly opornos¢ na rézne
klasy inhibitoréw wzrostu (np. aktywny wyrzut leku przez
pompy ABC i MFS lub zmiana sktadu lipidowego blony
komoérkowej). Badania dotyczace tych mechanizméw sa
bardzo istotne w zwalczaniu mikroorganizméw, zwlaszcza
chorobotwoérczych. W tym celu prowadzone sg intensywne
badania nad synteza nowych zwigzkéw hamujacych wzrost
drobnoustrojéw, co zapewni skuteczng terapi¢ w leczeniu
wielu choréb, np. grzybic powodowanych przez Candi-
da albicans. Organizmem modelowym w tych badaniach
sa czesto drozdze . cerevisiae, ktére maja podobne me-
chanizmy opornosci, jak te wystepujace u C. albicans (np.
pompy ABC).
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