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Abstrakt   

 

Cholesterol je jednou z hlavních složek buněčných membrán většiny eukaryotických buněk, 

v nichž plní mnoho funkcí. Reguluje tekutost membrán, ovlivňuje aktivitu mnoha membránových 

proteinů a představuje prekurzor mnoha steroidních hormonů a žlučových kyselin. Protože 

cholesterol není sám o sobě barevný nebo fluorescenční, pro studium jeho lokalizace a distribuce 

v buňce je nutné ho vizualizovat například pomocí takzvaných reporérových molekul. Ty lze 

rozdělit do dvou skupin: sondy specificky vázající cholesterol a analogy cholesterolu. Mezi sondy 

řadíme enzym cholesterol oxidázu, který katalyzuje reakci cholesterolu s kyslíkem za vzniku 

produktu cholest-4-en-3-on a peroxidu vodíku a využívá se ke studiu organizace membrány a 

kinetiku flip-flop cholesterolu v plasmatické membráně, polyen filipin, tvořící fluorescenční 

komplexy s cholesterolem, které podávají informace o distribuci a lokalizaci cholesterolu v buňce. 

Thiolem aktivované cytolysiny a derivát perfrigolysinu O – BCθ-toxin – jsou vhodné ke studiu na 

cholesterol bohatých oblastí a lokalizace cholesterolu v membráně. Cyklodextriny (hlavně methyl-

β-cyklodextrin) specificky vážou cholesterol i jeho analogy, díky tomu mohou sloužit jak k 

odstranění cholesterolu z membrány, tak i k efektivnímu vnášení jeho analogů do membrán.  U 

fluorescenčních analogů cholesterolu rozlišujeme analogy s vlastní fluorescencí (například 

dehydroergosterol nebo cholestatrienol) a analogy s navázanou fluorescenční skupinou (například 

NBD-cholesterol, dansyl-cholestanol nebo BODIPY-cholesterol). Fotoreaktivní analogy 

cholesterolu se využívají k identifikaci proteinů specificky vázajících cholesterol. Lokalizaci, 

distribuci i chování cholesterolu v buňce lze velmi dobře studovat pomocí spinově značených 

analogů cholesterolu. V této bakalářské práci jsou shrnuty a kriticky posouzeny vlastnosti různých 

reportérových molekul cholesterolu a jejich možné využití v praxi. 

 

 

 

 

 

Klí čová slova – Cholesterol, biomembrány, vizualizace, flip-flop kinetika, fluorescenční analogy, 

cholesterol oxidáza,  filipin, nystatin, amfotericin B, cytolysiny, cyklodextriny, dehydroergosterol, 

cholestatrienol, NBD-cholesterol, dansyl-cholestanol, BODIPY-cholesterol, fotoreaktivní steroly, 

spinově značené steroly 
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Abstract  
 

Cholesterol is one of the major membrane component in most eukaryotic cells, where it performs 

multiple functions. Cholesterol regulates the fluidity of cell membranes, influences the activity of 

several membrane proteins and is the precursor of many steroid hormones and bile acids. 

Cholesterol is not a fluorophor or chromophor on its own, therefore it is necessary to visualize it to 

study its localization and distribution in cells. Reporter molecules that can be used for this purpose 

can be classified in two groups: specific cholesterol binding probes and cholesterol analogues. 

Among specific binding cholesterol probes are cholesterol oxidase enzyme that catalyses the 

reaction of cholesterol and oxygen into the products cholest-4-en-3-one and hydrogen peroxide and 

is used to study membrane organization and cholesterol flip-flop kinetics in plasma membrane, the 

polyene filipin forms fluorescent complex with cholesterol and is usually used to gain information 

about cholesterol distribution and localization in cells. Thiol-activated cytolysins and a derivate of 

perfringolysin O – BCθ-toxin – are suitable for recognizing cholesterol-rich domains and 

localization cholesterol in membrane. Cyclodextrins (especially methyl-β-cyclodextrin) selectively 

extract cholesterol from membranes and they can be used as donors of cholesterol or its analogues 

in cholesterol-depleted cells. Among fluorescent cholesterol analogues we can distinguish probes 

with intrinsic fluorescence (for example dehydroergosterol or cholestatrienol) and probes with 

fluorescent groups attached at some position (NBD-cholesterol, dansyl-cholestanol or BODIPY-

cholesterol). Photoreactive cholesterol probes are useful for identification of specific cholesterol 

binding proteins. Localization, distribution and behavior of cholesterol can be studied by          

spin-labeled cholesterol analogues. In this bachelor thesis the features of different cholesterol 

reporter molecules are summarized and critically discussed as well as their practical use. 

 

 

 

 

 

Keywords - Cholesterol, biomembranes, visualisation, flip-flop kinetics, fluorescent analogues, 

cholesteroloxidase,  filipin, nystatin, amphotericin B, cytolysins, cyclodextrins, dehydroergosterol, 

cholestatrienol, NBD-cholesterol, dansyl-cholestanol, BODIPY-cholesterol, photoreactive sterols, 

spin-labeled sterols 



 6   
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22-NBD-cholesterol 
 
 
25-NBD-cholesterol    
 
 
ACAT 
 
AFM 
 
BCθ-toxin 
 
 
BODIPY            
 
 
CHO buňky               
 
DChol 
 
DHE    
 
DOPC 
 
DPPC 
 
ESM  
 
MβCD 
 
NBD 
 
POPC 
 
SCP protein 
 
SL-androstan 
 
SL-cholestan 
 
SL-cholesterol 
 
UV záření 

22-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-23,24-bisnor-5-
cholen-25-3β-ol 
 
25-{N-[(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-methyl]amino}-27- 
norcholesterol 
 
acyl-koenzym A:cholesterol acytransferáza 
 
mikroskopie atomárních sil (atomic force microscopy)  
 
derivát perfringolysinu O štěpený proteázou (carlsberg protease-
nicked) a označený biotinem 
 
dipyrromethenboron difluorid chelát (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacen)  
 
ovariální buňky křečíka čínského 
 
dansyl-cholestanol 
 
dehydroergosterol 
 
dioleylfosfatidylcholin 
 
dipalmitoylfosfatidylcholin 
 
vaječný sfingomyelin 
 
methyl-β-cyklodextrin 
 
7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl  
 
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin 
 
sterol and squalene carrier protein 
 
spinově značený androstan (3-doxyl -17β- hydroxy-5α-cholestan)  
 
spinově značený cholestan (3β-doxyl-5α-cholestan) 
 
spinově značený cholesterol 
 
ultrafialové záření 
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1 Úvod 
 

Steroly jsou nezbytnými složkami všech eukaryotických buněk. Vyskytují se buď jako estery 

v zásobních kapénkách uvnitř buňky, nebo ve své neesterifikované formě v buněčných 

membránách. I přes velmi intenzivní studium těchto látek nejsou poznatky o jejich dynamice 

v buňkách příliš obsáhlé. Je to dáno logickou nutností steroly specificky vizualizovat, přičemž 

každý zásah do jejich přirozené struktury může vést k různě velkým aberacím jejich chování a 

následným artefaktům. Cílem této práce je shrnout dosavadní poznatky o možnostech výzkumu 

distribuce cholesterolu v buňce za použití rozmanitých sond včetně porovnání jednotlivých sond a 

analogů jednoho konkrétního sterolu – cholesterolu. 

 V průběhu studia metabolismu cholesterolu byla vyvinuta řada takzvaných reportérových molekul, 

které jsou více či méně dokonale využitelné pro popis množství, lokalizace, distribuce a chování 

cholesterolu v buňce. Tyto molekuly lze roztřídit dle jejich charakteru do dvou hlavních skupin.   

Do první skupiny řadíme cholesterolové sondy - molekuly vázající se specificky na cholesterol,   

do druhé analogy cholesterolu, které více méně imitují přirozený cholesterol. Ačkoliv je komerčně 

dostupné poměrně velké množství různých metod pro studium distribuce cholesterolu v buňce, 

většina literárních dat se zakládá spíše na nepřímých pozorováních nebo měřeních.  

2 Biologické membrány 
 

Biologické membrány jsou tenké selektivně permeabilní planární struktury, které oddělují buňku 

nebo její části od okolního prostředí, čímž regulují složení různých buněčných kompartmentů a 

oddělují vnitřek buňky od okolního prostředí. Plasmatická membrána obklopuje celou buňku a       

u prokaryot obvykle tvoří jedinou membránovou strukturu. V eukaryotických buňkách vymezují 

membrány řadu dalších organel (mitochondrie, chloroplasty, endoplasmatické retikulum atd.). 

Základním organizačním principem biologických membrán je uspořádání do dvojné vrstvy složené 

 převážně  z  fosfolipidů, dále také z cholesterolu a glykolipidů. Alternativou tohoto uspořádání je 

termostabilní monovrstva u extrémně termofilních archeí. Charakteristickým znakem biologických 

membrán je i výskyt integrovaných nebo s membránou asociovaných proteinů.  Schopnost 

fosfolipidů tvořit dvojvrstvu je dána  amfipatickou povahou jejich molekul, tedy strukturou 

obsahující hydrofobní a hydrofilní oblast. Soudržnost a stabilita dvojvrstvy je tudíž umožněna 

nekovalentními hydrofobními interakcemi. 
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V roce 1972 Singer a Nicolson  popsali membránu jako vysoce tekutý útvar (model fluidní 

mozaiky), v němž dochází k neustálému rotačnímu a laterálnímu pohybu membránových složek 

(Singer & Nicolson, 1972).  Nahradili tak dosud užívaný sendvičový model Davsona a Danielliho, 

v němž je fosfolipidová dvojvrstva umístěná mezi dvěma vrstvami globulárních bílkovin.  

Model fluidní mozaiky s postupem času dospívá k celé řadě modifikací, z nichž zřejmě 

nejdůležitější je koncept membránových mikrodomén, který, ač vysoce kontroverzní, nabízí pohled 

na biologickou membránu jako na komplexní útvar tvořený oblastmi s různě dynamickou laterální 

mobilitou a různého složení.  

3 Cholesterol  
 

Cholesterol je řazen mezi lipidy v širokém slova smyslu a on nebo jemu příbuzné molekuly tvoří 

jednu z hlavních a nezbytných komponent plazmatické membrány i intracelulárních membrán 

většiny eukaryotických buněk. Důležitou funkcí cholesterolu je regulace fluidity membrány – jeho 

planární struktura za fyziologických podmínek zpomaluje laterální pohyb fosfolipidů a činí 

buněčnou membránu viskóznější, tedy méně tekutou, ovlivňuje aktivitu mnoha membránových 

proteinů a dle svého obsahu v různých částech membrány vytváří lipidové uspořádané a 

neuspořádané oblasti, z čehož někteří autoři vyvozují, že v membráně existují určité mikrodomény  

– tzv. „lipidové rafty“ a kaveoly. Tyto strukturně odlišné oblasti mohou hrát důležitou roli v mnoha 

buněčných procesech, jako je například signalizace nebo příjem látek z extracelulárního prostoru. 

Správná distribuce cholesterolu mezi intracelulárními membránami a plasmatickou membránou je 

nezbytná pro udržování homeostázy v buňkách. Membrány či její určité oblasti s vysokým 

obsahem cholesterolu jsou rigidnější a tlustší než oblasti s obsahem nižším. Cholesterol je zároveň i 

prekurzorem pro syntézu steroidních hormonů a žlučových kyselin. Navzdory intenzivnímu 

výzkumu je k dispozici pouze omezené množství informací o distribuci a lokalizaci cholesterolu 

v buněčných membránách. 

Obsah cholesterolu v buňce podléhá přísné regulaci, což je zcela nezbytné pro správnou funkci 

membrán a přežití buňky. Nadbytek cholesterolu může působit cytotoxicky a často vede až ke smrti 

buňky. Přibližně 80 – 90 % celkového buněčného cholesterolu se nachází v cytoplasmatické 

membráně, zatímco v intracelulárním prostoru buňky činí podíl celkového buněčného cholesterolu 

pouze asi 10 %  (Lange, 1991). 
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3.1 Struktura cholesterolu 
 

Cholesterol patří mezi steroly, jejichž struktura je odvozena od cyklopentanoperhydrofenanthrenu 

(obrázek č. 1). Jedná se o amfipatickou molekulu se sumárním vzorcem C27H45OH. Jeho struktura 

zahrnuje čtyři cyklické uhlovodíkové řetězce, alifatický řetězec na C17 a volnou OH skupinu na 

C3. Právě tato OH skupina umožňuje interakci s vodou, proto má molekula cholesterolu částečně 

hydrofilní a hydrofobní, tedy amfipatický charakter. Esterifikovaný cholesterol má na této OH 

skupině navázaný řetězec mastné kyseliny, což uděluje takto modifikované molekule plně 

hydrofobní charakter.  

  

 

 

 

 

 

 

Obrázek č. 1 - Struktura cholesterolu (převzato z Gimpl & Gehrig-Burger, 2007). 

4 Fluorescence 
 

Fluorescence se využívá mimo jiné ke studiu lokalizace a dynamiky různých struktur v buňce. 

Jedná se o schopnost některých látek (fluoroforů) emitovat světelné záření určité vlnové délky 

téměř okamžitě poté, co absorbovala záření jiné (většinou kratší) vlnové délky. Emitované záření 

má většinou delší vlnovou délku a tedy nižší energii než záření, které bylo danou látkou 

absorbováno. Fluorescence je charakterizována téměř okamžitým vyzářením fotonů poté, co byla 

látka excitována. Doba, která uplyne mezi pohlcením energie a jejím vyzářením, se pohybuje mezi 

10 -5 až 10 -10 sekundy. Princip fluorescence spočívá v přechodu excitovaného elektronu na svou 

základní hladinu bez změny spinu. Současně s tím je vyzářen foton o určité energii.  

Fluorescenční látky využívané pro fluorescenční detekci můžeme rozdělit do dvou tříd: na 

fluorofory s vlastní fluorescencí přímo fungující jako specifické detekční nástroje a na ty, které je 

třeba nejprve ke studované substanci kovalentně (fluorescenční značky) nebo nekovalentně 

(fluorescenční sondy) navázat. 
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5 Molekuly specificky interagující s cholesterolem a 
sloužící jako sondy 

 

5.1 Cholesterol oxidáza 
 

Cholesterol oxidáza byla primárně vyvinuta pro stanovení koncentrace cholesterolu v krevním séru 

a potravinách, avšak možnosti její aplikace jsou mnohem širší. Například v buněčné biologii a 

biochemii ji lze využít pro studium organizace membrán. Cholesterol oxidáza je enzym náležející 

do skupiny oxidoreduktáz, který byl izolován z velkého počtu různých druhů bakterií, například 

z Nocardia erythropolis, Brevibacterium sterolicum nebo Streptomyces violascens (shrnuje 

MacLachlan et al., 2000). Jedná se o ve vodě rozpustný flavoenzym, který katalyzuje reakci, v níž 

cholesterol oxidáza atakuje pozici 3β-OH, zároveň využívá kyslík za vzniku cholest-4-en-3-on a 

peroxidu vodíku (obrázek č. 2). Právě koncentrace vznikajícího peroxidu vodíku může být 

kvantifikována fotometrií nebo fluorimetrií díky spřažené oxidační reakci v přítomnosti 

peroxidázy, jejímž výsledkem je vznik chromogenu nebo 

fluorogenu (Stadtman, Cherkes & Anfinsen, 1954). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek č. 2 - Reakce katalyzovaná cholesterol oxidázou  (převzato z Ahn & Sampson,  2004). 

 

Afinita cholesterol oxidázy k cholesterolu je využívána k získání informací o lokalizaci a 

transportu cholesterolu v buňce, stejně tak i ke studiu distribuce cholesterolu v rámci plasmatické 

membrány (Lange, 1992). Preferenční asociace s rigidnějšími oblastmi buněčné membrány z ní činí 

vhodnou sondu pro studium organizace membrány (Ahn a Sampson, 2004).  
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Cholesterol oxidáza katalyzuje oxidační reakce cholesterolu pouze na povrchu buňky, tedy reaguje 

pouze s cholesterolem lokalizovaným ve vnějším listu plasmatické membrány a neoxiduje 

intracelulární cholesterol. To potvrzují výsledky studií, v nichž míra oxidace cholesterolu tímto 

enzymem byla téměř totožná na glutaraldehydem fixovaných i nefixovaných buňkách (Lange & 

Ramos, 1983). Zjištění, že buňkou nově syntetizovaný cholesterol reaguje s cholesterol oxidázou 

až po určité době, během které je transportován z intracelulárních kompartmentů na plasmatickou 

membránu (Lange & Steck, 1985), tento výsledek podpořilo. Interakce enzymu s membránou je 

specifický vícekrokový proces. Enzym pravděpodobně nejdříve periferně asociuje s membránou a 

následně vytvoří komplex s lipidovou dvojvrstvou. Tím se aktivní místo enzymu zpřístupní pro 

cholesterol (Ahn & Sampson, 2004).  

Ve fyziologickém prostředí je cholesterol ve vnějším listu membrány u většiny typů buněk 

poměrně málo reaktivní pro působení cholesterol oxidázy. Po vystavení membrán působení 

glutaraldehydu, vyšší teploty nebo roztoku o nízké iontové síle se cholesterol stává pro cholesterol 

oxidázu lepším substrátem (Lange & Ramos, 1983). Navíc bylo zjištěno, že tento enzym má 

k cholesterolu, který se nachází v rigidnějších oblastech membrány, asi 10x větší afinitu (Ahn & 

Sampson, 2004).  

V buňkách fixovaných glutaraldehydem bylo nejméně 90 % veškerého neesterifikovaného 

cholesterolu oxidováno cholesterol oxidázou. Tento výsledek byl zjištěn pro erytrocyty (Lange, 

Dolde & Steck, 1981), fibroblasty a ovariální buňky křečíka čínského  (CHO buňky) a asi 80 % 

neesterifikovaného cholesterolu bylo oxidováno ve fixovaných hepatocytech (Lange & Ramos, 

1983). 

Na základě vysokého podílu buněčného cholesterolu oxidovatelného cholesterol oxidázou se 

předpokládalo, že přítomnost tohoto enzymu vyvolává redistribuci intracelulárního cholesterolu   

do plasmatické membrány. Tato domněnka je však nepravděpodobná z několika důvodů: Podíl 

oxidovatelného cholesterolu je totožný v živých i ve fixovaných buňkách (Lange & Ramos, 1983), 

u nichž nelze očekávat žádný transport cholesterolu. Více než 90 % cholesterolu fibroblastů je 

oxidováno do jedné minuty, tedy příliš krátké doby na to, aby byl cholesterol transportován pomocí 

membránových váčků cytoplasmou na plasmatickou membránu. Suma oxidovatelného cholesterolu 

odpovídá podílu buněčného cholesterolu obsaženého v plasmatické membráně, který byl zjištěn 

jinými metodami (Lange, 1992). Je tedy velmi pravděpodobné, že téměř veškerý cholesterol je 

v těchto buňkách lokalizován v plasmatické membráně.  

Zjištění, že téměř veškerý cholesterol v buňce může být velmi rychle oxidován, naznačuje, že 

membránový cholesterol podléhá rychlé distribuci mezi oběma listy membrány. Rychlost pohybu 

cholesterolu z jednoho listu membrány do druhého (flip-flop) byla měřena pomocí mnoha různých 
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metod. Téměř všechen cholesterol obsažený ve fosfatidylcholinových unilamelárních váčcích, 

připravených sonikací z membránové emulze, byl oxidován v 37°C během asi jedné minuty 

(Backer a Dawidowicz, 1981). S ohledem na to, že enzym má přístup pouze k vnější vrstvě 

membrány, lze předpokládat, že buď je všechen cholesterol lokalizován pouze ve vnější polovrstvě, 

nebo se pohybuje mezi membránovými listy s poločasem méně než 1 minuta, což se zdá být 

pravděpodobnější (Lange, 1992). K podobnému výsledku došel v roce 1981 i Lange se svými 

kolegy při studiu této kinetiky na erytrocytech. Poločas pohybu molekul cholesterolu v rámci 

membránových polovrstev činil v 37°C méně než 3 sekundy (Lange et al., 1981). Naopak studie 

flip-flop cholesterolu provedená na erytrocytech pomocí [3H] cholesterolu se zdá být v rozporu 

s předchozím výsledkem. Naměřený poločas flip-flop distribuce se pohyboval okolo 1-2 h 

(Brasaemle, Robertson a Attie, 1988). Vysvětlení tohoto rozdílu pravděpodobně spočívá v obtížné 

inkorporaci externího cholesterolu do membrány při experimentálním uspořádání použitém těmito 

autory, tedy výsledný poločas odráží míru inkorporace této molekuly do membrány 

pravděpodobněji než kinetiku flip-flop (Lange, 1992). 

S použitím cholesterol oxidázy jako cholesterolové sondy vyvstává i řada problémů. Za některých 

podmínek nemůže být cholesterol oxidován vůbec nebo slouží jako velmi špatný substrát pro 

enzym. Aktivitu cholesterol oxidázy velmi ovlivňuje i bezprostřední okolí jejího substrátu. 

Například cholesterol v organelových membránách fibroblastů (Lange, 1991) není vhodným 

substrátem pro cholesterol oxidázu ani v buněčném homogenátu. Tento jev je v literatuře 

vysvětlován rozdílným složením intracelulárních membrán a plasmatické membrány a tím i 

odlišným složením membrány v bezprostřední blízkosti cholesterolu (Lange, 1992), což má zřejmě 

vliv na schopnost cholesterol oxidázy asociovat s příslušnou buněčnou membránou. 

Působení cholesterol oxidázy na plasmatické membráně také může vést až k její nefyziologické 

propustnosti pro malé molekuly nebo ionty – například pro draselné ionty (Brasaemle & Attie, 

1990). Taková narušení membrány mohou vést až k osmotické nestabilitě, následně k lýze buňky. 

V této studii bylo současně zjištěno, že difúze laktát dehydrogenázy z cytoplasmy skrze cholesterol 

oxidázou způsobené narušení plasmatické membrány prakticky neprobíhá (Brasaemle & Attie, 

1990). Na základě toho je možné předpokládat, že membrány po působení cholesterol oxidázy 

nejsou propustné pro tak velké elementy jako makromolekuly, tedy ani samotná cholesterol 

oxidáza nemůže tímto způsobem vstupovat do cytoplasmy. Poškození buňky je možné 

minimalizovat zkrácením reakce na nezbytnou délku nebo předchozí fixací cílových buněk 

glutaraldehydem, čímž je však vyloučeno studium dějů v živých buňkách. 
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5.2 Polyenová antibiotika  
 

Polyenová antibiotika mají silné fungicidní účinky. Jejich producenty jsou grampozitivní bakterie 

rodu Streptomyces. Celkově bylo izolováno přes 200 polyenových antibiotik, komerčně jich je však 

produkováno jen asi 10, z nichž nejčastěji používané pro detekci cholesterolu jsou filipin, 

amfotericin B a nystatin (Bolard, 1986). Jedná se o nenasycené uhlovodíky charakteristické svou 

makrolidovou strukturou a amfipatickým charakterem. Obsahují laktonový kruh s více než 23 

atomy a 3-8 konjugovanými dvojnými vazbami. Tyto vazby mezi sebou interagují za vzniku 

rezonanční struktury, která udává molekule celkově nižší potenciální energii a větší stabilitu. 

Některé z těchto antibiotik také obsahují alifatický postranní řetězec s navázanou aromatickou 

skupinou. Strukturu filipinu tvoří 28-členný laktonový kruh s osmi hydroxylovými skupinami a 

postranním alifatickým řetězcem (obrázek č. 3), amfotericin B je konjugovaný heptaen (obrázek č. 

4), nystatin,  který je strukturně velmi podobný amfotericinu B (obrázek č. 5). Liší se od něj pouze 

prostorovým uspořádáním a absencí jedné dvojné vazby. 

 
 

 

 

 

 

 

 

Obrázek č. 3 - Struktura filipinu III (upraveno podle www.pubchem.ncb.nml.nih.gov) 

 

 
 

 

 

 

 

 

Obrázek č. 4 - Struktura amfotericinu B (upraveno podle www.pubchem.ncb.nml.nih.gov) 
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Obrázek č. 5 - Struktura nystatinu  (upraveno podle www.pubchem.ncb.nml.nih.gov) 
 

Prvotní studie ukázaly, že polyenová antibiotika mění propustnost membrán buněk hub za současné 

ztráty některých nezbytných složek cytoplasmy, což vede až ke smrti buňky (Kinsky, 1961). 

Pozdější výzkumy naznačily, že toxicita polyenových antibiotik je způsobena jejich interakcí             

s určitými složkami membrány, které jsou přítomné pouze v membránách organismů citlivých na 

tato antibiotika. Tato hypotéza byla podpořena mnoha pozorováními, v nichž buňky, protoplasty i 

izolované části membrán polyen-senzitivních hub váží nystatin, amfotericin B i filipin, zatímco 

membrány polyen-insenzitivních bakterií neváží žádné z těchto antibiotik (Kinsky, 1962). Všechny 

organismy senzitivní k polyenovým antibiotikům (houby, protozoa, vyšší řasy, ploštěnci, plži a 

savčí erytrocyty) obsahují steroly, naopak organismy necitlivé k těmto antibiotikům (bakterie) 

steroly neobsahují. 

Toxické působení polyenů je tedy založeno na porušení integrity plasmatické membrány buněk 

v důsledku tvorby komplexů polyen/sterol, což vede k formování pórů nebo vyvázání sterolů 

z membrány (Bolard, 1986). 

Rovnovážné konstanty vazby polyenových antibiotik s vodnou suspenzí cholesterolu klesají 

v následujícím pořadí: filipin III > amfotericin B > nystatin. Dle tohoto pořadí klesá i rozsah 

poškození přirozených membrán výše uvedenými látkami (Bittman & Fischkof, 1972).  

 

5.2.1 Filipin  
 

Filipin tvoří bezpochyby jednu z nejdůležitějších molekul pro studium distribuce volného 

cholesterolu v buňce (Robinson & Karnovsky, 1980). Obecný název filipin v sobě zahrnuje čtyři 

podobné makrolidové struktury označované jako filipin I, II, III a IV, z nichž k nejdůležitějším pro 

účely vizualizace cholesterolu řadíme filipin III (Bolard, 1986). Podobně jako další na cholesterol 

se vázající polyeny je nositelem fungicidního a slabého antibakteriálního působení (Bolard, 1986).  
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 Filipin III byl poprvé izolován v roce 1955 z kultury grampozitivních bakterií Streptomyces 

filipinensis získané z půdních vzorků z tichomořských  ostrovů. Tyto organismy produkují 

komplex toxických filipinů jako sekundární metabolit, což jim pravděpodobně zajišťuje obranu a 

selekční výhodu v konkurenčním boji s jinými organismy. 

Ve studii, kterou provedl v roce 1965 Demel se svými kolegy, byly bakteriální protoplasty 

rezistentní k působení polyenových antibiotik, ta naopak poměrně jednoznačně interagovala 

s membránami připravenými z hovězích erytrocytů. Je tedy velmi pravděpodobné, že je interakce 

zapříčiněna přítomností cholesterolu v membránách erytrocytů (Demel, Vandeenen & Kinsky, 

1965).  

Studie na umělých monovrstvách složených z kombinací mnoha různých lipidů prokázaly, že 

filipin do těchto struktur proniká pouze za současné  přítomosti sterolů (Demel et al., 1965). To 

potvrdily i výsledky získané pomocí mikroskopie atomárních sil (atomic force microscopy – 

AFM), kdy se na umělých membránách, které obsahovaly steroly, tvořily po interakci s filipinem 

sférické útvary. Naopak na membránách, které steroly neobsahovaly, tyto útvary nevznikaly 

(Santos et al., 1998). Zároveň i studie využívající metody mrazového leptání (freeze-etching) 

nenalezly žádné modifikace v membránách bez přítomnosti sterolů. Z toho se usuzovalo, že přímá 

interakce lipid (jiný než sterol) - filipin není prokazatelná (Tillack & Kinsky, 1973). 

Vazba filipinu na membránové steroly je velmi specifická a vyžaduje na svém vazebném 

partnerovi přítomnost neesterifikované 3β-OH skupiny a nepolárního postranního řetězce na uhlíku 

C17. Mimo to může filipin také formovat velké planární agregáty mezi dvěma vrstvami membrány 

nebo se adsorbovat na její povrch (Castanho, Coutinho & Prieto, 1992). 

Pomocí elektronové mikroskopie bylo také zjištěno, že filipin vyvazuje cholesterol z membrány. 

Porušení membrán obsahující steroly a vyvázání cholesterolu vede nakonec ke smrti buňky  

(Kinsky, 1961). Právě tento mechanismus je tedy zodpovědný za antibiotické působení filipinu. 

Filipin díky své vlastnosti vyvazovat cholesterol indukuje tvorbu „protuberancí“ v membráně.  

První práce, která se věnuje studiu útvarů vznikajících na přirozené buněčné membráně i na 

modelových membránách v důsledku působení filipinu, byla publikována Kinskym v roce 1967. 

Pokusy na liposomech prokázaly, že tvorbu „lézí“ indukuje filipin pouze v membránách, které 

obsahují cholesterol (Tillack & Kinsky, 1973). Výsledky této studie vedly k využívání filipinu jako 

cholesterolové sondy pro zjištění přítomnosti cholesterolu v membránách (Elias, Friend & Goerke, 

1979). Pomocí mikroskopie atomárních sil (AFM) byly tyto léze následně vizualizovány, přičemž 

výsledky ukázaly tvorbu shluků kruhových „vypouklin“ s průměrem nejčastěji 19 nm a výškou 0,4 

nm. Byly detekovány také větší kruhové útvary s průměrem 90 nm a výškou 2,5 nm a útvary 

připomínající „koblihy“(Santos et al., 1998). 
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Filipin aplikovaný na buňky se váže na cholesterol pouze v plasmatické membráně a 

intracelulárních organelách, které mají přímou kontinuitu s plasmatickou membránou (endozomy, 

lysozomy, Golgiho aparát). Ostatní intracelulární membránové organely, například mitochondrie, 

endoplasmatické retikulum a jádro, zůstávají více méně filipinem neznačeny. Tento jev není 

způsoben absencí cholesterolu v těchto membránách, ale spíše určitými aspekty, které vazbu 

filipinu a cholesterolu blokují. Podobný mechanismus se uplatňuje na klathrinem obalených 

endocytických váčcích, kdy značení vezikulů obalených klathrinem nebylo prokazatelné, avšak po 

odstranění klathrinových molekul se již filipin na neobalený váček váže (Steer et al., 1984). 

Je třeba zmínit, že značení buněk pomocí filipinu vyžaduje jejich fixaci a následně poměrně 

dlouhou inkubaci v pokojové teplotě. Komplexy cholesterol/filipin vznikají stejně dobře ve 

fixovaných i nefixovaných buňkách, avšak v živých buňkách způsobuje filipin dramatické 

přeuspořádání intramembránových komponent. Pokud značení filipinem probíhá zároveň s fixací 

nebo fixaci následuje, žádné zaznamenatelné změny membrán neprobíhají (Robinson & 

Karnovsky, 1980). Pokud má být tedy filipin využit jako cholesterolová sonda, je nutné buňky 

předem fixovat.  

Dlouhá doba fixování buněk (para)formaldehydem vyžadovaná pro barvení filipinem může změnit 

morfologii plasmatické membrány a reorganizovat další membránové komponenty v buňce.  

Nevýhodou použití filipinu jako cholesterolové sondy jsou jeho spektrální fluorescenční vlastnosti. 

Jeho excitační maximum 338 nm se nachází v oblasti UV, přičemž jsou při této vlnové délce 

excitovány i některé jiné přirozené buněčné komponenty, což vede ke zhoršení kvality získaného 

obrazu právě díky přirozené autofluorescenci. Další nevýhoda spočívá v poměrně rychlém 

vysvěcování fluoroforu a nutnosti fixace buněk před jejich značením filipinem. V neposlední řadě 

je nutno uvést, že se jedná o cytotoxickou látku. 

Filipin je v praxi také využíván jako diagnostický prostředek vrozené  lysozomální poruchy 

Niemann-Pickova choroba typu C. Bohužel na rozdíl od jiných polyenů (nystatin A1 nebo 

amfotericin B) není možné filipin díky jeho velké afinitě k cholesterolu a toxicitě pro pacienta 

terapeuticky využít jako antibiotikum nebo antimykotikum. 

 

5.2.2 Nystatin, amfotericin B 
 

Nystatin se steroly neinteraguje tak silnou vazbou jako filipin (Demel et al., 1965). Hlavní rozdíl 

polyenů nystatinu a filipinu spočívá v tvorbě komplexů s cholesterolem. Komplexy 

nystatin/cholesterol indukují – na rozdíl od komplexů filipin/cholesterol - tvorbu pórů v membráně, 
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jejichž prostřednictvím dochází k nekontrolovatelnému transportu iontů  Na+ a K+ přes membránu. 

To vede až ke zkratování membránového potenciálu. Stejným póry formujícím mechanismem 

působí na buňky i amfotericin B, který je produkován bakteriemi Streptomyces nodusus. Pro 

člověka není toto antibiotikum příliš toxické, tudíž se nabízí jako velmi dobrý léčebný prostředek 

k terapii mykóz (Bolard, 1986). 

 

5.3 Thiolem aktivované cytolysiny  
 

Cholesterol dependentní thiolem aktivované cytolysiny náleží do vysoce homologní skupiny 

proteinů, které mají schopnost zabíjet eukaryotické buňky tvorbou pórů v jejich membránách.  Jsou 

produkovány řadou různých druhů patogenních grampozitivních bakterií. V dnešní době je známo 

přes 20 druhů cytolysinů (Tweten 1995 ex Rossjohn  1997).  Jako příklady lze uvést původce 

revmatické horečky Streptococcus pyogenes, jenž produkuje streptolysin O,  Clostridium 

perfringens a z něj izolovaný perfringolysin O, listeriolysin O, který je hlavním virulentním 

faktorem bakterie Listeria monocytogenes  nebo původce sněti slezinné Bacillus anthracis, jehož 

produktem je anthrolysin (Palmer, 2001). Tyto toxické proteiny jsou aktivní pouze v membránách, 

které obsahují cholesterol, v nichž formují oligomery tvořící póry (Bhakdi, Tranumjensen & 

Sziegoleit, 1985). Zdá se, že nevyžadují žádné další specifické membránové receptory. Jsou tedy 

schopné lyzovat prakticky všechny živočišné buňky. Interakce s cholesterolem probíhá i 

v substancích obsahujících pouze cholesterol i bez přítomnosti jiných lipidů (interakce tedy není 

vázána na membránové uspořádání). Navíc cytolysiny kromě tvorby pórů disponují i schopností 

tvořit extensivní protuberance s následným vyvázáním lipidů z membrány ve formě 

membránových váčků (Bonev et al., 2001). 

Svůj název získaly thiolem aktivované cytolysiny díky faktu, že biochemické modifikace 

cysteinových zbytků způsobí inaktivaci těchto toxinů, ačkoliv tyto části proteinu nejsou nezbytné 

pro funkci molekul (Tweten 1995 ex Rossjohn 1997). 

Všechny toxiny z této skupiny jsou složeny z jediného polypeptidového řetězce, jehož velikost se 

pohybuje v rozmezí od 50 kDa do 80kDa (obrázek č. 6).  Struktura všech těchto proteinů je velmi 

konzervativní, sekvence jejich genů je identická ze 40 – 70 %, což naznačuje, že tyto toxiny budou 

mít velmi podobnou 3D strukturu (Tweten 1995 ex Rossjohn 1997). 
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                                                       Oblast bohatá na tryptofan 

 

Obrázek č. 6 - Struktura molekuly perfringolysin O (převzato z Rossjohn et al., 1997). 

 

Mechanismus působení cholesterol dependentních cytolysinů je založen na jejich koncentrování 

v oblastech bohatých na cholesterol. Ve vodě rozpustné monomery toxinů se váží na membránový 

cholesterol a dochází k tvorbě velkých kruhových nekovalentně vázaných proteinových komplexů 

složených ze 45 – 50 monomerů, což vede k tvorbě lytických pórů v membránové dvojvrstvě. Tyto 

póry mohou mít v průměru 25 – 30 nm (Bhakdi et al., 1985). To je řadí mezi největší známé póry, 

kterými do buňky mohou projít nejen různé ionty a malé metabolity, ale také makromolekuly 

(Palmer, 2001). Právě to činí z cholesterol dependentních cytolysinů  velmi užitečné nástroje 

v buněčné biologii.  

Modelovou molekulou pro studium struktury ve vodě rozpustných cytolysinů je perfringolysin O 

(nazývaný také θ-toxin) s řetězcem dlouhým 500 aminokyselinových zbytků. Terciální struktura 

proteinů těchto toxinů je velmi bohatá na β-listy (Rossjohn et al., 1997).  Molekula perfringolysinu 

O je složena ze čtyř domén. C terminální část - nazývána jako D4 doména - složená ze dvou 

čtyřřetězcových  beta listů tvoří hlavní vazebné místo pro cholesterol (Rossjohn et al., 1997).       

Pro tvorbu použitelné reportérové molekuly bylo nutné zbavit protein cytolytické aktivity. Po 

štěpení proteázou (carlsberg protease-nicked) a označení biotinem byl vyvinut derivát 

perfrigolysinu O – BCθ-toxin (Iwamoto et al., 1997), který tento požadavek splňuje. V kombinaci s 

fluorescenčně značeným avidinem ho lze využít ke studiu lokalizace membránového cholesterolu v 

různých buňkách fluorescenční mikroskopií (Tashiro et al., 2004). Na rozdíl od filipinu však BCθ-
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toxin neznačí intracelulární cholesterol, ale pouze cholesterol nacházející se na povrchu buňky 

(Tashiro et al., 2004). Současně s tím byly publikovány i studie, ve kterých byl BCθ-toxin použit 

po permeabilizaci buněk k detekci intracelulárních domén bohatých na cholesterol (Sugii et al., 

2003). 

Perfringolysin O či jeho deriváty primárně detekují cholesterol v oblastech membrány, které jsou 

z různých příčin bohatší na cholesterol (Sugii et al., 2003), ale nejsou vhodné pro značení organel 

obsahujících velmi málo cholesterolu ani pro kvantitativní měření obsahu cholesterolu 

v membránách. 

Reid v roce 2004 publikoval článek, v němž se zmiňuje o využití BCθ- toxinu jako vhodného 

diagnostického nástroje Niemann-Pickovy choroby typu C. Uvádí zde, že oproti filipinu nabízí 

výhodnější fluorescenční vlastnosti pro detekci choroby pomocí fluorescenční mikroskopie (Reid et 

al., 2004).  

 

5.4 Cyklodextriny 
 

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy skládající se nejméně z šesti D-glukosových 

podjednotek, které v nativních cyklodextrinech zaujímají  4C1 židličkovou konformaci.  Za 

optimálních podmínek jsou nejvíce zastoupeny makrocykly s 6, 7 a 8 glukosovými podjednotkami 

nazývané také jako α-,β- a γ-cyklodextriny. Všechny tyto typy makrocyklů připomínají svým 

tvarem dutý kornout, na jehož užším okraji se nacházejí primární OH skupiny a na širším 

sekundární OH skupiny. Díky tomu je vnější povrch makrocyklu hydrofilní, zatímco kavita, kam je 

orientován kyslík O4  a vodíky H3, H5, H6, má hydrofobní charakter. α-, β-  i γ- cyklodextriny jsou 

stabilizovány pásem vodíkových vazeb, přičemž se vzrůstajícím počtem glukózových podjednotek 

v makrocyklu roste jejich pevnost. 

Díky svému hydrofilnímu povrchu a hydrofobní vnitřní „vazebné kapse“ mohou zvyšovat 

rozpustnost mnoha nepolárních látek včetně cholesterolu. β- cyklodextriny – tedy takové, které 

mají sedm glukozových podjednotek – a jejich deriváty, například methyl-β -cyklodextrin (MβCD) 

(obrázek č. 7), selektivně extrahují cholesterol z plasmatické membrány. Zatímco „prázdné“ β-

cyklodextriny fungují jako akceptory cholesterolu, komplexy cyklodextrin-cholesterol mohou 

naopak fungovat jako velmi efektivní donory cholesterolu (Gimpl, Burger & Fahrenholz, 1997). 

Toho může být využito při nahrazení membránového cholesterolu řadou jeho analogů právě za 

pomoci sterol- MβCD komplexů aplikovaných na membrány zbavené cholesterolu (Gimpl et al., 

1997). 
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Obrázek č. 7 – Struktura methyl-β-cyklodextrinu (upraveno podle www.pubchem.ncb.nml.nih.gov). 

 

Kromě toho, že cyklodextriny slouží jako důležité nástroje pro studium cholesterolu, nacházejí 

uplatnění i v potravinářském, farmaceutickém, textilním průmyslu a zemědělství. Příkladem může 

být využití cyklodextrinů pro přípravu potravin zbavených cholesterolu, emulgátorů a stabilizátorů 

různých látek včetně vitamínů (přísada E459) nebo pro specifický transport léčiv v těle pacienta 

(Challa et al., 2005). 

6 Analogy cholesterolu 
 

Analogy cholesterolu byly vyvinuty pro studium distribuce cholesterolu v buňce i jeho organizace 

v buněčných membránách. Přirozený cholesterol není fluoroforem s vlastní fluorescencí, proto je 

nutné vytvořit jeho analog, který může být přímo vizualizován. Mezi hlavní charakteristiky, které 

musí spolehlivý a dobře detekovatelný analog cholesterolu splňovat, patří planární tetracyklický 

systém s ∆5(6) dvojnou vazbou, volná 3β-OH skupina, methylová skupina a alifatický postranní 

řetězec na 17β-pozici (Schroeder, 1984). Žádný z analogů cholesterolu není schopen plně imitovat 

všechny vlastnosti cholesterolu. Odchylky od standardního chování cholesterolové molekuly závisí 

na typu značky a na pozici, v které je značící skupina navázána. Cholesterol je v membráně 

orientován striktně paralelně s alifatickými řetězci membránových lipidů. Stejná orientace je 

vyžadována i u cholesterolových analogů. 3β-OH skupina analogu je nutná k interakci 

s hydrofilními úseky membránových fosfolipidů, s nimiž tvoří vodíkové vazby, je orientována 
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směrem k vodné fázi a kotví molekuly analogů v jednom listu membrány přibližně paralelně 

s acylovými skupinami okolních lipidů. Dobré analogy cholesterolu by měly vykazovat stejnou 

mobilitu a dynamiku jako přirozený cholesterol – rotační, laterální pohyby a flip-flop přeskoky. 

V závislosti na typu chemické modifikace nebo pozici, ve které je fluorescenční značka navázána, 

mohou analogy cholesterolu zaujmout v membráně různou orientaci. Kromě standardní orientace 

vlastní přirozenému cholesterolu mohou zaujmout obrácenou tzv. up-side-down orientaci. Některé 

molekuly fluktuují mezi oběma stavy, což pro přirozený cholesterol není typické. Takové analogy 

tedy nejsou schopné poskytnout relevantní informace o chování cholesterolu v membránách. 

Schopnost cholesterolu indukovat shlukování membránových lipidů díky zmenšení jejich 

manévrovacího prostoru (oblasti náležející jedné fosfolipidové molekule) je jednou z jeho 

klíčových vlastností. To je další kritérium pro posuzování konkrétních analogů při jejich schopnosti 

věrně napodobovat chování přirozeného cholesterolu. Efekt shlukování lipidů vzniká díky Van der 

Waalsovým interakcím mezi cyklickým systémem sterolů a nasycenými acylovými řetězci 

fosfolipidů, což vede k vyšší uspořádanosti a zahuštění alifatických lipidových řetězců (Davies et 

al., 1990). Jedná se o unikátní vlastnost cholesterolu, kterou lze nalézt u ostatních sterolů i jejich 

prekurzorů jen ve velmi nepatrné míře. 

 

6.1 Fluorescenční analogy cholesterolu 
 

Fluorescenční analogy sterolů nabízejí díky své vysoké senzitivitě velmi dobrý nástroj pro studium 

chování cholesterolu v buňkách.  Je možné je rozdělit do dvou skupin: 1) analogy s vlastní (vnitřní) 

fluorescencí, mezi které řadíme například dehydroergosterol nebo cholestatrienol, 2) analogy 

s připojeným fluoroforem, například NBD-cholesterol, dansyl-cholestanol nebo BODIPY-

cholesterol. Obě skupiny mají své specifické výhody i nevýhody. Steroly řazené do první skupiny 

lépe napodobují cholesterol, avšak ve většině případů mají nepříznivé spektroskopické vlastnosti. 

Steroly náležející do druhé skupiny nesou navíc velkou fluorescenční skupinu, což jim většinou 

neumožňuje tak dobře imitovat cholesterol, zato jejich spektroskopické vlastnosti bývají o mnoho 

lepší než u analogů první skupiny. 

 

6.1.1 Dehydroergosterol  
 

Degydroergosterol (∆-5,7,9(11)-dehydroergostatetraen-3β-ol) je analog cholesterolu s vlastní 

fluorescencí, který splňuje všechna kritéria pro vhodný analog cholesterolu. Je to zcela přirozený 
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produkt, který se vyskytuje v membránách kvasinek (například u Candida tropicalis), jeho podíl 

zde činí až 20 % ze všech sterolů. Je také součástí membrány jednobuněčných hub Biemna fortis 

(Schroeder, Dempsey & Fischer, 1985). 

Mnoho studií provedených na modelových membránách i na izolovaných organelových 

membránách prokázalo, že DHE poměrně věrně napodobuje chování radioaktivně značeného 

přirozeného cholesterolu (Jefferson et al., 1991; Schroeder et al., 1995) 

Dehydroergosterol se od cholesterolu odlišuje obsahem tří dvojných vazeb a methylové skupiny 

navíc (obrázek č. 8). Právě další dvojné vazby v této molekule utvářejí konjugovaný systém 

dvojných vazeb, který udílí molekule fluorescenční vlastnosti s absorpčním maximem 324 nm a 

emisními maximy 375, 394  a 414 nm. 

 

 

Obrázek č. 8 - Chemická struktura dehydroergosterolu (převzato z Gimpl and Gehrig-Burger, 2007). 

 

V membráně zaujímá dehydroergosterol stejnou orientaci jako přirozený cholesterol (Scheidt et al., 

2003), zároveň má podobně jako cholesterol schopnost indukovat uspořádané lipidové oblasti 

v DPPC/DOPC/DHE membránách (Garvik et al., 2009). 

Dalším aspektem, který činí z dehydroergosterolu poměrně dobrý analog cholesterolu, je možnost 

nahradit jím až 85 % celkového obsahu cholesterolu v L-fibroblastech, aniž by se projevily 

nepříznivé změny v buněčné fyziologii (Schroeder, 1984).  

Některá data naznačují, že DHE nemusí být vždy nejlepším použitelným fluorescenčním analogem 

cholesterolu. Například cholesterol oxidáza oxiduje dehydroergosterol pouze 2% rychlostí ve 

srovnání s rychlostí oxidace cholesterolu (Hale & Schroeder, 1982). Naopak ve srovnání 

s radioaktivně značeným [3H] cholesterolem byla zjištěna vyšší rychlost esterifikace enzymem 

acyl-koenzym A:cholesterol acyltransferázou (ACAT) v endoplasmatickém retikulu, přičemž lze 
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předpokládat, že DHE je určitou dobu lokalizován v tomto kompartmentu. Navzdory tomu nebylo 

zjištěno, že by byl DHE redistribuován do endoplasmatického retikula. Tato kontroverze může být 

způsobena určitými limitacemi, které jsou této molekule vlastní, jako je například nízká 

rozlišitelnost vyzářeného signálu od pozadí, což může být klíčem i k dalším chybným závěrům 

ohledně distribuce DHE do dalších buněčných kompartmentů (Hao et al., 2002). Navíc bylo 

prokázáno, že dehydroergosterol má na rozdíl od přirozeného cholesterolu signifikantně menší 

schopnost kondenzovat lipidy v POPC/DHE membránách (Scheidt et al., 2003). 

 Výhodnou DHE je jeho schopnost interakce s filipinem a digitoninem, zároveň tvoří i substrát pro 

cholesterol oxidázu (Hale & Schroeder, 1982). Tyto vlastnosti lze využít v dalších studiích 

distribuce a lokalizace cholesterolu pomocí kombinace DHE jako fluorescenčního analogu 

cholesterolu a jiné cholesterolové sondy. 

Nevýhoda použití DHE jako vizualizovatelného analogu cholesterolu spočívá v jeho nepříznivých 

spektroskopických vlastnostech. Tato molekula absorbuje v UV oblasti a emituje také v UV nebo v 

modré oblasti na hranici viditelného spektra. Navíc díky tomu, že se jedná o poměrně slabý 

fluorofor s nízkým kvantovým výtěžkem, je třeba použít vysoký výkon UV záření, aby bylo možné 

detekovat dehydroergosterol v živých buňkách (Mukherjee et al., 1998).  Citlivost většiny 

detektorů fluorescenčního záření právě v UV oblasti prudce klesá. Navíc samotná optika 

fluorescenčního mikroskopu, i přestože je pro detekci v těchto vlnových délkách konstruována, 

většinu vyzářeného signálu pohlcuje. Další nevýhodou je nutnost inkorporovat do buňky poměrně 

vysoké koncentrace tohoto analogu v důsledku poměrně nízké intenzity emitovaného světla a 

rychlému vysvěcování. To může vést ke zkresleným výsledkům, neboť analog ve vyšší koncentraci 

může vstupovat do metabolických drah, do kterých přirozený cholesterol za fyziologických 

podmínek nevstupuje. Zároveň je nutné detekovat fluorescenci dehydroergosterolu v prostředí 

nepolárních rozpouštědel, protože s rostoucí polaritou prostředí klesá jeho intenzita fluorescence, 

ve vodných roztocích se blíží nule (Hale & Schroeder, 1982).  

 

6.1.2 Cholestatrienol  
 

Cholestatrienol (cholesta-5,7,9(11)-trien-3β-ol) je fluorescenční cholesterolová sonda podobná 

dehydroergosterolu, od nějž se odlišuje pouze nepřítomností dvojné vazby na C22 a methylové 

skupiny na C24 (obrázek č. 9). Stejně jako cholesterol obsahuje postranní alifatický řetězec, ale na 

rozdíl od něj obsahuje navíc dvě dvojné vazby v cyklické struktuře molekuly. Celkově je 

cholestatrienol více podobný cholesterolu než výše zmiňovaný dehydroergosterol. 
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Obrázek č. 9 - Chemická struktura cholestatrienolu (= cholesta-5,7,9(11)-triene-3β-ol) (převzato z Gimpl & 
Gehrig-Burger, 2007). 

 

Cholestatrienol velmi dobře napodobuje chování cholesterolu, dokonce i lépe než 

dehydroergosterol (Scheidt et al., 2003). Pravděpodobná příčina, proč se cholestatrienol nepoužívá 

ve výzkumu v tak velké míře jako dehydroergosterol, tkví v komerční nedostupnosti této látky.  

Excitační spektrum volného cholestatrienolu ve vodném prostředí má svá maxima v 309, 324 a 342 

nm. V micelách vzroste vlnová délka výše uvedených hodnot o 1 až 2 nm. Emisní maxima 

cholestatrienolu v PBS se pohybují v blízkosti 401, 418 a 457 nm (obrázek č. 10). V organických 

roztocích nebo v membránách se projevuje blue-shift efekt, kdy vlnová délka emisních maxim 

poklesne na 357, 374 a 417 nm (Schroeder et al., 1985). 

 

 

  

Obrázek č. 10 - Absorpční a fluorescenční spektra cholestatrienolu (převzato z Smith & Green, 1974). 

 

Cholestatrienol má schopnost věrně napodobovat cholesterol v aspektu shlukování membránových 

fosfolipidů (Scheidt et al., 2003). Cholestatrienol může být velmi úspěšně použit i ke studiu sterol-
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proteinových interakcí (Schroeder et al., 1985). Například byl jako první analog cholesterolu použit 

k důkazu afinity cholesterolu k tryptofanu v apoproteinu nacházejících se v lipoproteinech (Smith 

& Green, 1974). Albert se svými spolupracovníky v roce 1996 publikoval studii, která se zabývala 

interakcí mezi cholesterolem a a rhodopsinem ve vnějším disku membrány čípku v sítnici pomocí 

cholestatrienolu. Z výsledků předchozích studií se předpokládalo, že pokud se cholestatrienol 

přiblíží k membránovému proteinu obsahující tryptofan, je schopen nezářivým přenosem přebrat 

fluorescenční energii této excitované aminokyseliny. V této studii byl demonstrován přenos energie 

fluorescence z tryptofanu rhodopsinu na cholestatrienol, což nasvědčuje blízké interakci 

rhodopsinu s cholestatrienolem, respektive cholesterolem (Albert, Young & Yeagle, 1996). 

Limitace v použití cholestatrienolu jsou podobné jako u dehydroergosterolu. Cholestatrienol 

vykazuje poměrně nízkou svítivost a zároveň je jeho signál po excitaci poměrně rychle zhášen. 

Doba trvání fluorescenčního signálu volného cholestatrienolu může být ve vodném pufru 

prodloužena SCP (sterol and squalene carrier) proteinem z 5 na 12 ns, zároveň se projeví blue-shift 

efekt  (Schroeder et al., 1985), tedy zkrácení vlnové délky emitovaného světla. Díky poměrně nízké 

svítivosti (intenzitě emitovaného světla) a rychlému vysvěcování je třeba vpravit do buňky vysoké 

koncentrace těchto sterolů, aby bylo možné jejich lokalizaci kvalitně vizualizovat. V tomto případě 

ovšem není vyloučeno, že takové koncentrace mohou tyto steroly směrovat tyto analogy do drah, 

které nejsou typické pro přirozený cholesterol. 

 

6.1.3 NBD-cholesterol 
 

NBD-cholesterol  je fluorescenční analog cholesterolu. K molekule cholesterolu je připojena NBD 

(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) fluorescenční skupina, která umožňuje detekovat jeho 

lokalizaci v modelových i nativních membránách. Díky své chemické stabilitě, výhodným 

fluorescenčním vlastnostem a nenáročnosti přípravy jím značených struktur má tato fluorescenční 

značka široké uplatnění a velký potenciál ve studiích lokalizace membránových složek. 

V roce 1968 Ghosh a Whitehouse představili novou reagencii 4-chloro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-

diazol, která reaguje s aminoskupinami za tvorby stabilních fluorescenčních molekul. Tuto skupinu 

nazvali jako NBD-chlorid (Ghosh & Whitehouse, 1968). Od té doby je NBD fluorescenční skupina 

hojně využívána pro fluorescenční značení proteinů a ke studiu vlastností biologických membrán 

včetně studia pohybu cholesterolu pomocí NBD-cholesterolu v biologických membránách. 

Alecio s kolegy představili nový fluorescenční analog s NBD skupinou navázanou na 3β-OH pozici 

(Alecio et al., 1982) (obrázek č. 11), ačkoliv jednou z podmínek pro spolehlivý analog cholesterolu 

je právě přítomnost volné 3β-OH skupiny. V tomto případě je sice samotná OH skupina blokována, 
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ale její funkci nahrazuje relativně polární řetězec a NBD skupina. Pravděpodobně však tento analog 

vykazuje určité odchylky od standardního chování cholesterolu, proto je jeho další užívání jako 

cholesterolového analogu omezené. 

 

 

Obrázek č. 11 - Struktura 3-NBD-cholesterolu (N-cholesterylcarbamoyl-N8-(4-nitrobenzo- 
2-oxa-1,3-diazole)-3,6-dioxaoctyl-1,8-diamine) (převzato z Alecio et al., 1982). 

 

Pojem NBD-cholesterol v současném pojetí zahrnuje další dnes využívané fluorescenční analogy 

cholesterolu, v nichž NBD skupina není navázána na 3β-OH skupině. Toto pojmenování však může 

zapříčinit nejasnosti v terminologii, protože název NBD-cholesterol zahrnuje dva fluorescenční 

analogy cholesterolu – 22-NBD-cholesterol (=22-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-

23,24,bistr-5-cholestern-3-ol) (obrázek č. 12A) a 25-NBD-cholesterol (=25-{N-[(7-nitro-2-1,3-

benzoxadiazol-4-yl)methyl]amino}-27-norcholesterol)– lišící se pouze pozicí, na které je vázána  

NBD skupina (obrázek č. 12B). Tu udává číslo před samotným názvem analogu.  

 

Obrázek č. 12 - Chemická struktura 22-NBD-cholesterolu (=22-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-
yl)amino)-23,24-bisnor-5-cholen-25-3β-ol) (A), chemická struktura 25-NBD-cholesterolu (=25-{N-[(7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-methyl]amino}-27- norcholesterol) (B) (převzato z Gimpl and Gehrig-
Burger, 2007). 
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Pokud je NBD skupina lokalizována ve vnějším listu membrány a přístupná vodné fázi, může být 

chemicky redukována ve vodě rozpustným dithioničitanem. Dithioničitan – oxoanion S2O4
2- 

odvozený od dithioničité kyseliny H2S2O4 – má schopnost zhášet fluorescenci vázané NBD 

skupiny. Při studiu 22-NBD-cholesterolu byl po přidání dithioničitanu ve 4 °C pozorován rychlý 

pokles intenzity fluorescence až k úplnému vyhasnutí fluorescenčního signálu. Z toho lze usuzovat, 

že NBD skupina je lokalizována převážně na polárním rozhraní membrány mezi lipidovou a 

vodnou fází a že tento analog vykazuje vysokou transmembránovou (flip-flop) mobilitu. Podobně 

rychlá redukce fluorescence za přítomnosti dithiončitanu byla zjištěna i pro 25-NBD-cholesterol 

(Scheidt et al., 2003). 

Použití 25-NBD-cholesterolu skýtá oproti 22-NBD-cholesterolu několik výhod. Struktura 25-NBD-

cholesterolu obsahuje stejně jako přirozený cholesterol plnohodnotnou isooktylovou postranní 

skupinu. Navíc Loura se ve své publikaci staví proti používání 22-NBD-cholesterolu jako analogu 

cholesterolu kvůli jeho nestandardní distribuci ve fosfatidylcholin/cholesterolových dvojvrstvách. 

Dle jeho výsledků tento analog preferuje na rozdíl od cholesterolu neuspořádané lipidové oblasti 

(Loura, Fedorov & Prieto, 2001). Na druhou stranu byl 22-NBD-cholesterol s úspěchem použit 

k důkazu a charakteristice vazby cholesterolu na proteiny vyžadující ke své správné funkci 

přítomnost membránového cholesterolu (Petrescu et al., 2001). 

Fluorescenční spektrum NBD skupiny je velmi citlivé na složení svého okolí. S rostoucí polaritou 

prostředí klesá vlnová délka maxim fluorescenčních spekter – projevuje se tedy blue-shift efekt. 

Této vlastnosti je využíváno ke stanovení polárnosti okolního prostředí a tedy i lokalizace a 

orientace takto značených lipidů (Chattopadhyay, 1990).  

Cholesterol značený NBD fluorescenční skupinou vykazuje mnohé odchylky od standardního 

chování cholesterolu. V neutrálním pH je NBD-cholesterol v membráně orientován stejně jako 

přirozený cholesterol za fyziologických podmínek (Chattopadhyay & London, 1988). Ukázalo se 

však, že tyto analogy zaujímají za fyziologických podmínek v membráně orientaci up-side-down, 

jsou tedy vzhledem k přirozenému cholesterolu orientovány obráceně, protože NBD skupina       

22-NBD-cholesterolu i 25-NBD-cholesterolu je preferenčně lokalizována na rozhraní vodného 

prostředí a lipidové membrány. Působí tedy jako „rozpěra“ a molekuly lipidů od sebe spíše 

odděluje, což celkově snižuje uspořádanost lipidových řetězců (Scheidt et al., 2003). Naopak  

Chattopadhyay a London zjistili, že NBD skupina 25-NBD-cholesterolu je hluboce zanořena do 

membránové dvojvrstvy (Chattopadhyay & London, 1987). Vysvětlením rozporu mezi oběma 

výsledky je pravděpodobně vysoká pohyblivost sterolů v membráně. Další nedokonalostí NBD-

cholesterolových analogů je jejich distribuce do mitochondrií (Mukherjee et al., 1998). V oblastech 

s vysokou koncentrací 22-NBD-cholesterolu dochází k vzájemnému zhášení fluoroforů (Loura et 

al., 2001), což může mít vést k velmi zkresleným výsledkům. 
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V roce 2010 Ramirez, Ogilvie a Johnston vyvinuli zcela nové fluorescenční analogy cholesterolu 

s navázanou NBD skupinou na 3β-OH pozici. NBD skupina byla k OH skupině cholesterolu 

připojena přes karbamátovou skupinu, která je odolná vůči hydrolýze (obrázek č.13). Řetězec 

složený ze dvou aminových skupin a 2, 4, nebo 6 uhlíků byl použit k určení optimální délky 

spojovacího řetězce mezi NBD skupinou a molekulou cholesterolu, při níž nedochází k přílišnému 

porušení kompaktnosti polárních skupin membránových lipidů poměrně objemnou skupinou 

fluoroforu. Současné poznatky o rozdílnosti chování těchto analogů v závislosti na délce 

spojovacího řetězce nejsou ještě příliš obsáhlé. Analog se spojovacím řetězcem se 4 uhlíky má 

prokazatelně vyšší fluorescenční kvantový výtěžek, svědčící o nižší polaritě jeho okolního 

prostředí, než analogy s dvou- a šestiuhlíkovým spojovacím řetězcem. Pro analog s delším 

spojovacím řetězcem je vysvětlení nasnadě. NBD skupina je umístěna blíže povrchu membrány, 

tedy v polárnějším prostředí. Není ještě ale zcela jasné, proč NBD skupina u analogu 

s dvouuhlíkovým spojovacím řetězcem je také umístěna v polárnějším prostředí. Jedním 

z možných vysvětlení je porušení kompaktnosti polárních skupin lipidové vrstvy a průnik molekul 

vody do membrány. Méně polární prostředí analogu s čtyřuhlíkovým spojovacím řetězcem však 

není v souladu s předchozími výsledky, že NBD skupina je umístěna na povrchu lipidové 

dvojvrstvy. Co se týká preference těchto analogů k rigidnějším nebo fluidnějším oblastem 

membrány, analog se šestiuhlíkovým spojovacím řetězcem preferuje spíše rigidnější oblasti, 

zatímco analogy s kratším řetězcem preferují fluidnější oblasti (Ramirez, Ogilvie & Johnston, 

2010). Tyto analogy však nesplňují jednu z podmínek pro spolehlivé analogy cholesterolu – 

součástí jejich struktury není volná 3β-OH skupina. Pravděpodobně až čas ukáže, zda se tyto nové 

analogy prosadí či nikoliv. 

 

Obrázek č. 13 - Struktura analogů NBD-cholesterolu (převzato z Ramirez et al.,  2010). 
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6.1.4 Dansyl-cholestanol  
 

Vzhledem k obtížím s vizualizací cholesterolu všemi výše uvedenými metodami byla v poměrně 

nedávné době vyvinuta další fluorescenční sonda pro studium cholesterolu: 6-dansyl-cholestanol 

(Wiegand et al., 2003) (obrázek č. 14). Zatím provedené studie ukazují, že tento analog věrně 

mimikuje cholesterol. Dansyl fluorofor má podobnou velikost jako NBD skupina, ale na rozdíl od 

ní je méně hydrofilní (Ramirez et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek č. 14 - Chemická struktura molekuly 6-dansyl-cholestanol (převzato z  Gimpl & Gehrig-Burger, 
2007).  

 

Nezávislými pokusy na modelových membránách bylo prokázáno, že skupiny připojené na šestou 

pozici cholesterolu výrazně nemění biofyzikální vlastnosti jeho analogů. Studie se týkaly 

kondenzačních efektů v monovrstvách obsahujících fofatidylcholin a fúze alfavirů s liposomy 

(Mintzer et al., 2002). Dansyl-cholestanol vykazuje stejnou kinetiku esterifikace ACAT 

v endoplasmatickém retikulu jako (3H) cholesterol, stejně tak i intracelulární distribuce vykazovala 

ve srovnání s (3H) cholesterolem velmi podobné, ne-li stejné vlastnosti (Wiegand et al., 2003). 

Dansyl-cholestanol je většinou experimentálně excitován v 390 nm, přestože se jeho excitační 

maximum nachází v asi 360 nm. Tím se zmírňuje poškození buněk UV radiací. Navíc životnost 

svícení fluoroforu je delší, tudíž je možné sledovat distribuci DChol po delší dobu. Intenzita 

fluorescence závisí na prostředí, ve kterém se analog nachází. Intenzivnější fluorescenci vykazuje 

DChol v nepolárních rozpouštědlech (chloroformu) než v méně polárních rozpouštědlech 
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(methanol)  (Wiegand et al., 2003). Sonda může být velmi efektivně inkorporována do membrány 

pomocí cyklodextrinových donorových komplexů. 

Z těchto výsledků lze vyvodit závěr, že dansyl-cholestanol představuje velmi spolehlivou a 

cholesterol dobře mimikující sondu. Na druhou stranu nebyla pozorována zpětná distribuce DChol 

z intracelulárních kompartmentů na plasmatickou membránu, což může představovat rozdílnost 

v chování dansyl-cholestanolu a přirozeného cholesterolu (Wiegand et al., 2003). Zároveň však 

tento cyklus nebyl pozorován ani u dehydroergosterolu a NBD-cholesterolů (Hao et al., 2002). 

Ramirez et al. (2010) vyvinuli nový analog s dansylovou skupinou navázanou prostřednictvím 

spojovacího řetězce k molekule cholesterolu (obrázek č. 15). Fluorescenční skupina je vázána na 

C3 cholesterolu, tedy 3β-OH je blokována. Tento analog stejně jako některé jiné analogy, např. 22-

NBD-cholesterol, preferuje méně uspořádané oblasti membrány, tedy takové, které obsahují méně 

cholesterolu. Tento závěr byl stanoven na základě měření intenzity fluorescence v umělých 

 DPPC/ESM membránách, což je v souladu s hypotézou, že méně hydrofilní sondy pravděpodobně 

více interagují s membránovými méně uspořádanými dvojvrstvami (Ramirez et al., 2010). 

 

   

Obrázek č. 15 - Struktura dansyl-cholesterolu (převzato z Ramirez et al., 2010). 

 

6.1.5 BODIPY-cholesterol 
 

V nedávné době Li se svými spolupracovníky vyvinuli nový fluorescenční analog cholesterolu 

známý jako BODIPY-cholesterol (Li, Mintzer & Bittman, 2006). Fluorescenční skupina 

dipyrromethenboron difluorid chelát (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen), pokud je 

připojena k molekule cholesterolu na pozici C24 (obrázek č. 16), mimikuje cholesterol nejlépe.  

Tento fluorofor má oproti mnoha výše uvedeným analogům řadu výhodných vlastností – vysoký 

absorpční koeficient, vysoký fluorescenční kvantový výtěžek a emituje dlouhovlnné dobře 
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detekovatelné záření. Mezi jeho další výhody patří také jeho fotochemická a chemická stabilita 

(Johnson, Kang & Haugland, 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek č. 16 – Struktura BODIPY-cholesterolu (převzato z Li et al, 2006). 

 

BODIPY je hydrofobní skupina. Lipidy, na kterých je navázána, se velmi snadno inkorporují do 

membrány (Johnson et al., 1991). BODIPY-cholesterol stejně jako cholesterol vykazují velmi 

podobné vlastnosti ve formování lipidových raftů v mnohovrstevných váčcích se sfingomyelinem. 

Tento výsledek naznačuje, že BODIPY skupina vázaná na cholesterol neblokuje shlukování 

membránových lipidů a podporuje tvorbu lipidových raftů na těchto váčcích (Li et al., 2006). 

Zároveň i studie provedené na DPPC (dipalmytoylphosphatidylcholin) a  N-palmytoyl-

sphingomyelinových membránách  ukázaly, že BODIPY-cholesterol narušuje uspořádání okolních 

lipidů  ve srovnání s jinými analogy minimálně (Holtta-Vuori et al., 2008). Rychlost desorpce 

pomocí ve vodě rozpustných cyklodextrinů ze směsných monovrstev se sfingomyelinem je velmi 

podobná u BODIPY-cholesterolu i u přirozeného cholesterolu (Li et al., 2006). Z těchto výsledků 

lze usoudit, že vlastnosti BODIPY-cholesterolu týkající se shlukování lipidů v membráně se plně 

shodují s vlastnostmi přirozeného cholesterolu. Co se týká orientace BODIPY-cholesterolu 

v membráně, preferenčně zaujímá tato molekula up-right pozici, tedy shodnou s cholesterolem, 

přičemž BODIPY skupina je lokalizována přibližně uprostřed membrány, kontakt s acylovými 

řetězci lipidů je minimální, tudíž narušení membrány touto fluorescenční skupinou je téměř 

neznatelné (Holtta-Vuori et al., 2008). Tito autoři také zjistili, že BODIPY-cholesterol podporuje 

viabilitu i růst buňky podobně jako cholesterol nebo dehydroergosterol, afinita BODIPY-

cholesterolu k detergent-rezistentním zbytkům membrány je srovnatelná s afinitou radioaktivně 

značeného cholesterolu a že rozmístění tohoto analogu v buněčných membránách je podobné 

cholesterolu. Na druhou stranu se ukázalo, že při sledování homeostázy nebo výměnných reakcí 
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s extracelulárním prostorem se BODIPY-cholesterol uvolňoval z buněk rychleji než radioaktivně 

značený cholesterol (Holtta-Vuori et al., 2008). 

Z předchozího textu vyplývá, že v analogu BODIPY-cholesterol se pojí mnoho shodných vlastností 

s cholesterolem a výhodné spektroskopické vlastnosti. Představuje tedy vynikající fluorescenční 

analog tohoto sterolu. 

 

6.2 Fotoreaktivní analogy cholesterolu 
 

Fotoreaktivní analogy cholesterolu se využívají především k identifikaci proteinů specificky 

vázajících cholesterol. Mezi prvními byly syntetizovány analogy cholesterolu, jejichž fotoreaktivní 

skupina je připojena na C3 pozici cholesterolu (cholesterol diazoacetát) nebo na alifatický 

postranní řetězec ( 25-azidonorcholesterol, steroly s diazoacetátem nebo s fluorodiarizinem ) 

(shrnuje Gimpl & Gehrig-Burger, 2007). 

Cholesterol diazoacetát, ačkoliv je modifikován na C3 pozici, stejně jako cholesterol snižuje 

fluiditu membrány, ale projevuje odlišnou kinetiku v unilamelárních váčcích (Kan, Yan & Bittman, 

1992). Širší možnosti využití poskytuje další fotoreaktivní cholesterolový analog 6-azi-5α-

cholestanol, který nese nezměněný isooktylový postranní řetězec, stejně tak není modifikována na 

C3 pozici. Díky tomuto analogu bylo identifikováno množství proteinů vázajících cholesterol, mezi 

nimiž lze jmenovat kaveolin nebo vittelogenin. Další analog z této skupiny je 7-azi-5α-cholestanol, 

který syntetizoval Cruz a jeho kolegové,  kteří prokázali vazbu tohoto analogu s kaveolinem-1 a 

Niemann-Pick C1 proteinem (Cruz et al., 2002). 

Při studiu membránových proteinů pomocí fotoreaktivních analogů cholesterolu je třeba brát 

v úvahu, že plasmatická membrána obsahuje vysoké množství cholesterolu. Předpokládá se, že 

proteiny, které je možné značit  fotoreaktivními analogy cholesterolu, by měly mít alespoň jedno 

vazebné místo pro cholesterol. Dobrými kandidáty by se tedy zdály proteiny nacházející se 

v doménách bohatých na cholesterol. Paradoxem ale je, že tyto proteiny mohou vykazovat menší 

specifickou afinitu k cholesterolu, protože jsou s touto molekulou neustále v kontaktu nespecificky 

prostřednictvím svých hydrofobních modifikací. Na rozdíl od toho proteiny z oblastí chudých na 

cholesterol – například mitochondriální integrální membránové proteiny – mohou být evolučně 

selektovány na vyšší afinitu k cholesterolu. Z toho lze vyvodit, že vysoká koncentrace 

fotoreaktivních analogů cholesterolu navázaných na konkrétní protein nemusí nutně identifikovat 

proteiny, které mají specifické vazebné místo pro cholesterol (Gimpl & Gehrig-Burger, 2007). 
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6.3 Spinově značené analogy cholesterolu 
   
Značení molekul určitými reportérovými skupinami s nepárovými elektrony slouží ke sledování 

jejich rotačního pohybu v membráně a poskytují mnoho informací o struktuře biologických 

membrán. Pro tato měření se nejčastěji používají spektroskopické metody (nukleární magnetická 

rezonance, elektronová paramagnetická rezonance apod.), které jsou založeny na měření určitého 

signálu vydávaného reportérovou skupinou - například prostřednictvím rezonanční absorpce 

energie vysokofrekvenčního magnetického pole. 
Spinové analogy cholesterolu jsou tvořeny molekulou přirozeného cholesterolu, ke kterému je na 

pozicích C3 nebo C25 navázána doxylová skupina. 

Mezi tyto analogy lze zařadit například spinově značený cholestan (3β-doxyl-5α-cholestan, SL-

cholestan)  jehož doxylová skupina se nachází na uhlíku C3 (obrázek č.17A), spinově značený 

cholesterol  (SL-cholesterol) s doxylovou skupinou na uhlíku C25 (obrázek č.17B) a spinově 

značený androstan (3-doxyl -17β- hydroxy-5α-cholestan, SL-androstan)  s doxylovou skupinou na 

C3 a OH skupinou na C17 (obrázek č.17C). 

 

   A              B 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  

 C  
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek č. 17 - Chemická struktura spin-labeled analogů cholesterolu. SL-cholestan (A), SL-cholesterol (B), 
SL-androstan (C) (převzato z Scheidt et al., 2003). 
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SL- cholestan se od přirozeného cholesterolu odlišuje absencí jedné dvojné vazby a navázanou 

doxylovou skupinou. 

Není ještě zcela jasné, jak je cholesterol distribuován mezi oběma listy membrány. Při aplikaci SL-

cholestanu bylo zjištěno, že se pohybuje flip-flop přeskoky v membráně velmi rychle. 

V liposomech a lidských erytrocytech je to méně než 1 minuta (Muller & Herrmann, 2002). Tyto 

výsledky byly potvrzeny také na modelu dehydroergosterolu i na skutečném cholesterolu pomocí 

cholesterol oxidázy. 

 

Schopnost přirozeného cholesterolu shlukovat membránové fosfolipidy je velmi dobře 

napodobována SL-cholesterolem s doxylovou skupinou na C25. Přestože doxylová skupina 

pravděpodobně rozrušuje kompaktnost membrány, SL-cholesterol vykazuje velký potenciál lipidy 

kondenzovat. Tento zdánlivý paradox je vysvětlován tím, že doxylová skupina vázaná v tomto 

analogu se zanořuje hluboko do membrány, obsazuje volný prostor mezi acylovými řetězci lipidů, 

zatímco sterolový cyklický systém stabilizuje tyto řetězce pomocí Van der Waalsových interakcí. 

Tato sonda zaujímá stejnou orientaci v membráně jako přirozený cholesterol. Lokalizace doxylové 

skupiny uvnitř membrány byla potvrzena zjištěním, že nitroxidová značka je z vodné fáze 

nepřístupná a nemůže být redukována askorbátem (Scheidt et al., 2003). Díky sondám, jejichž 

doxylová skupina je vázána na C3 a je tudíž přístupná z vodné fáze, je možné pomocí redukce 

nitroxidové skupiny askorbátem měřit flip-flop kinetiku cholesterolu (Morrot et al., 1987). 

Naopak kondenzační schopnosti SL-androstanu a SL-cholestanu jsou velmi malé. 

Například SL-androstan membránové fosfolipidy neshlukuje, protože jeho doxylová skupina je 

lokalizována přibližně uprostřed délky acylových lipidových řetězců (Morrot et al., 1987; Scheidt 

et al., 2003). 

 

Mobilita těchto analogů v membráně je determinována pozicí modifikující skupiny. Doxylová 

skupina SL-androstanu je převážně lokalizována v nižších oblastech fosfolipidových řetězců. 

Pravděpodobnost, že se tato skupina bude nacházet v blízkosti hydrofilních „hlaviček“ fosfolipidů, 

je menší. Na základě tohoto zjištění se předpokládá, že molekula SL-androstanu je orientována 

doxylovou skupinou do nitra membrán, zatímco OH skupina směřuje k vodné fázi. Tyto interakce 

způsobují obrácenou orientaci cyklického systému sterolu v membráně, než jak je tomu u 

přirozeného cholesterolu (Morrot et al., 1987; Scheidt et al., 2003). SL-cholesterol vykazuje 

jasnější distribuci doxylové skupiny než SL-androstan. Její maximum se nachází u konců řetězců 

fosfolipidů. Orientace této sondy je velmi podobná přirozenému cholesterolu. Pravděpodobnost 

obrácené „up-side-down“ orientace je tedy u této molekuly velmi malá (Scheidt et al., 2003).  
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7 Závěr 
 

Cílem této bakalářské práce je shrnout dosavadní poznatky o možnostech studia distribuce 

cholesterolu v buňce za použití rozmanitých sond, přičemž každou z nich lze specificky využít pro 

výzkum v určité oblasti membránové biochemie a buněčné biologie. 

Z předcházejícího textu vyplývá, že využití cholesterol mimikujících sond často naráží na limity, 

které je třeba respektovat při případných interpretacích. Detekční molekuly specificky vázající 

cholesterol se v praxi využívají hlavně k určení přítomnosti či nepřítomnosti cholesterolu 

v membránových buněčných kompartmentech a jeho kvantifikaci. Cholesterol oxidáza nemusí být 

použita pouze k detekci přítomnosti cholesterolu v krevním séru nebo v potravinách, ale může 

nabídnout i mnoho informací o lokalizaci cholesterolu v buňce. Je vhodná pro studium organizace 

membrány díky své preferenční vazbě na rigidnější oblasti membrány a také pro měření kinetiky 

flip-flop cholesterolu v plasmatické membráně. Polyen filipin je využíván jako standardní detekční 

činidlo distribuce volného cholesterolu ve fixovaných buňkách a slouží jako hlavní indikátor 

geneticky podmíněné střádavé lysozomální poruchy, Niemann-pickovy choroby typu C. 

Cytolysiny, konkrétně perfringolysin O, je jednou z nejvhodnějších sond pro studium lokalizace 

různých typů oblastí obohacených cholesterolem. Deriváty cyklodextrinů (například methyl-β-

cyklodextrin) specificky extrahují steroly z membrány, zároveň mohou sloužit ve vhodných 

rovnovážných poměrech jako velmi efektivní donory sterolů či jejich derivátů. 

 

Pomocí analogů cholesterolu lze díky jejich schopnostem více či méně imitovat přirozený 

cholesterol využít ke studiu jeho kinetiky a distribuce v buňkách. Avšak ne vždy je možné vyvodit 

závěr, že výsledky zjištěné pomocí analogů se přesně shodují s reálným chováním cholesterolu, 

protože žádný z analogů není schopen dokonale nahradit molekulu cholesterolu ve všech jeho 

aspektech. 

Mezi několika dosud vyvinutými analogy jsou schopny uspokojivě napodobovat přirozený 

cholesterol pouze spinově značené deriváty cholesterolu s doxylovou skupinou na konci acylového 

řetězce a cholestatrienol. Mezi uvedenými analogy se SL-cholestan, SL-cholesterol, cholestatrienol 

a dehydroergosterol zanořují do membrány ve stejné orientaci jako přirozený cholesterol. Naopak 

SL-androstan a analogy s NBD skupinou zaujímají v membráně up-side-down orientaci – tedy 

opačnou než zaujímá přirozený cholesterol. Z tohoto důvodu nejsou příliš vhodné pro studium 

standardního chování cholesterolu v membráně. Žádný z dosud vyvinutých analogů nekondenzuje 

membránové lipidy tak výrazně jako přirozený cholesterol. Nicméně nejvhodnějšími analogy jsou 

spinově značený cholesterol a cholestatrienol, které cholesterol v tomto ohledu nejlépe napodobují 

(Scheidt et al., 2003). Nadějné výsledky poskytuje také BODIPY-cholesterol. 
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Kromě zde uvedených nástrojů ke studiu cholesterolu existují i další molekuly, které v modelových 

membránách specificky označují uspořádané a neuspořádané lipidové oblasti, v nichž se mimo jiné 

pravděpodobně vyskytuje i cholesterol. Mezi nimi lze jmenovat Nile Red, GFP-

glycerolfosfatidylinositol, sondy Terrylen nebo Laurdan a jeho deriváty. 

Při studiu chování, lokalizace a distribuce cholesterolu je zatím nutné spolehnout se na výsledky 

získané pomocí výše uvedených sond a cholesterolových analogů. I přestože žádná z těchto 

molekul přirozený cholesterol plně nemimikuje, případně způsobuje určité reorganizace membrány 

nebo svou vazbou může nepříznivě ovlivňovat cholesterol za zisku nesignifikantních výsledků, 

použitím více typů sond nebo analogů je možné tyto nepřesnosti odhalit a následně získat přesnější 

údaje o skutečném chování cholesterolu. 

 

 

V budoucnu se bude pravděpodobně rozšiřovat škála sond z rodiny cholesterol-dependentních  

cytolysinů, neboť zde existuje velký potenciál, že se v mnoha zatím ne příliš probádaných 

patogenních mikroorganismech nachází další typy cytolysinů. Velmi nadějně se jeví i další výzkum 

a analýza sekundárních metabolitů bakteriálních kultur rodu Streptomyces, z nichž některé mohou 

být významnými a snad i mnohem lepšími detekčními činidly přirozeného cholesterolu než 

například polyen filipin.  

Výzkum analogů cholesterolu se nejspíše zaměří na syntézu nových molekul, které budou co 

nejlépe imitovat cholesterol. Určitý potenciál vhodných analogů může nabízet nově syntetizované 

analogy cholesterolu s navázanou NBD nebo BODIPY skupinou. Pravděpodobně se nepodaří 

vytvořit analog, který by se plně shodoval se všemi vlastnostmi cholesterolu. Avšak je možné 

vyvíjet molekuly, které se budou plně shodovat pouze s určitou omezenou sumou vlastností 

cholesterolu. A právě ty by mohly být spolehlivě využity v určité oblasti studia dynamiky a 

distribuce cholesterolu v buňce.  
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