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Abstrakt

Cholesterol je jednou z hlavnich slozek &tnych membran &tSiny eukaryotickych buik,

v nichz pIni mnoho funkci. Reguluje tekutost membmvliviiuje aktivitu mnoha membranovych
proteimi a pedstavuje prekurzor mnoha steroidnich horin@n Zlwovych kyselin. Protoze
cholesterol neni sdm o sobarevny nebo fluorescémi, pro studium jeho lokalizace a distribuce
v buice je nutné ho vizualizovat ridklad pomoci takzvanych reporérovych molekul. Te Iz
rozcklit do dvou skupin: sondy specificky vazajici cratkrol a analogy cholesterolu. Mezi sondy
fadime enzym cholesterol oxidazu, ktery katalyzigakci cholesterolu s kyslikem za vzniku
produktu cholest-4-en-3-on a peroxidu vodiku a Wwaizse ke studiu organizace membrany a
kinetiku flip-flop cholesterolu v plasmatické meraht, polyen filipin, tvdici fluorescetini
komplexy s cholesterolem, které podavaji informadaistribuci a lokalizaci cholesterolu viize.
Thiolem aktivované cytolysiny a derivat perfrigdlys O — BG)-toxin — jsou vhodné ke studiu na
cholesterol bohatych oblasti a lokalizace choletier membras. Cyklodextriny (hlav methyl-
B-cyklodextrin) specificky vdzou cholesterol i jefamalogy, diky tomu mohou slouZit jak k
odstrarni cholesterolu z membrany, tak i k efektivnimu $exd jeho analadgdo membran. U
fluorescednich analod cholesterolu rozliSujeme analogy s vlastni fluceesi (nagiklad
dehydroergosterol nebo cholestatrienol) a analoggvézanou fluorescéni skupinou (naiklad
NBD-cholesterol, dansyl-cholestanol nebo BODIPYlebkterol). Fotoreaktivni analogy
cholesterolu se vyuzivaji kidentifikaci protéirspecificky vazajicich cholesterol. Lokalizaci,
distribuci i chovani cholesterolu viice lze velmi dole studovat pomoci spindwvznaenych
analogh cholesterolu. V této bakakké praci jsou shrnuty a kriticky posouzeny vlastngiznych

reportérovych molekul cholesterolu a jejich mozg@aiti v praxi.

Kli ¢ovéa slova— Cholesterol, biomembrany, vizualizace, flip-flbipetika, fluorescetni analogy,
cholesterol oxidaza, filipin, nystatin, amfotends, cytolysiny, cyklodextriny, dehydroergosterol,
cholestatrienol, NBD-cholesterol, dansyl-cholestaB®ODIPY-cholesterol, fotoreaktivni steroly,

spinov znaené steroly



Abstract

Cholesterol is one of the major membrane compoimeniost eukaryotic cells, where it performs
multiple functions. Cholesterol regulates the fiyicbf cell membranes, influences the activity of
several membrane proteins and is the precursor afiynsteroid hormones and bile acids.
Cholesterol is not a fluorophor or chromophor enoivn, therefore it is necessary to visualize it to
study its localization and distribution in cellseorter molecules that can be used for this purpose
can be classified in two groups: specific choledtéinding probes and cholesterol analogues.
Among specific binding cholesterol probes are cétei®l oxidase enzyme that catalyses the
reaction of cholesterol and oxygen into the prosletivlest-4-en-3-one and hydrogen peroxide and
is used to study membrane organization and chotédtip-flop kinetics in plasma membrane, the
polyene filipin forms fluorescent complex with chsterol and is usually used to gain information
about cholesterol distribution and localizatiorcedls. Thiol-activated cytolysins and a derivate of
perfringolysin O — B@-toxin — are suitable for recognizing cholesteiohr domains and
localization cholesterol in membrane. Cyclodextii@specially methyp-cyclodextrin) selectively
extract cholesterol from membranes and they camsbd as donors of cholesterol or its analogues
in cholesterol-depleted cells. Among fluorescertlesterol analogues we can distinguish probes
with intrinsic fluorescence (for example dehydrastgrol or cholestatrienol) and probes with
fluorescent groups attached at some position (NB&lesterol, dansyl-cholestanol or BODIPY-
cholesterol). Photoreactive cholesterol probesuaedul for identification of specific cholesterol
binding proteins. Localization, distribution and hbgior of cholesterol can be studied by
spin-labeled cholesterol analogues. In this bachtiesis the features of different cholesterol

reporter molecules are summarized and criticabgutised as well as their practical use.

Keywords - Cholesterol, biomembranes, visualisation, fligaflkinetics, fluorescent analogues,
cholesteroloxidase, filipin, nystatin, amphoteari@, cytolysins, cyclodextrins, dehydroergosterol,
cholestatrienol, NBD-cholesterol, dansyl-cholestaB®DIPY-cholesterol, photoreactive sterols,

spin-labeled sterols
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1 Uvod

Steroly jsou nezbytnymi sloZzkami vSech eukaryotitkypurék. Vyskytuji se bd’ jako estery
v zasobnich kapénkach uunitbuiky, nebo ve své neesterifikované f@rmv burgénych
membranach. | igs velmi intenzivni studiuméehto latek nejsou poznatky o jejich dynamice
v buikach @ilis obsahlé. Je to dano logickou nutnosti stespecificky vizualizovat, ficemz
kazdy zasah do jejichtipozené struktury irive vést kiizné velkym aberacim jejich chovani a
naslednym artefakin. Cilem této préace je shrnout dosavadni poznatkyodnostech vyzkumu
distribuce cholesterolu v Boe za pouZiti rozmanitych sondetrg porovnani jednotlivych sond a

analog: jednoho konkrétniho sterolu — cholesterolu.

V prabéhu studia metabolismu cholesterolu byla vyviniada takzvanych reportérovych molekul,
které jsou viceti mére dokonale vyuZitelné pro popis mnozstvi, lokalizagistribuce a chovani
cholesterolu v bitce. Tyto molekuly Ize ro#dit dle jejich charakteru do dvou hlavnich skupin.
Do prvni skupinyradime cholesterolové sondy - molekuly vazajici pecificky na cholesterol,
do druhé analogy cholesterolu, které vice &némituji ptirozeny cholesterol. &oliv je komegng
dostupné porrn¢ velké mnozstvi tiznych metod pro studium distribuce cholesteroluwick,

vétSina literarnich dat se zakladéa spiSe n&ingjch pozorovanich nebodienich.

2 Biologické membrany

Biologické membrany jsou tenké selekéivpermeabilni planarni struktury, které éhlgi bunku
nebo jeji¢asti od okolniho prostdi, ¢imZ reguluji sloZenitiznych bugénych kompartmerit a
odcEluji vnitiek buiky od okolniho progedi. Plasmaticka membrana obklopuje celoiikbua
u prokaryot obvykle tvid jedinou membranovou strukturu. V eukaryotickyakik@ch vymezuji
membranyfadu dalSich organel (mitochondrie, chloroplastydoghasmatické retikulum atd.).
Zakladnim organizanim principem biologickych membran je uggdani do dvojné vrstvy slozené
prevazre z fosfolipidi, dale také z cholesterolu a glykolipidAlternativou tohoto usgadani je
termostabilni monovrstva u extréstermofilnich archei. Charakteristickym znakem bgitkych
membran je i vyskyt integrovanych nebo s membraasaciovanych protein Schopnost
fosfolipida tvorit dvojvrstvu je dana amfipatickou povahou jejiaolekul, tedy strukturou
obsahujici hydrofobni a hydrofilni oblast. Soudiina stabilita dvojvrstvy je tudiz umagra

nekovalentnimi hydrofobnimi interakcemi.



Vroce 1972 Singer a Nicolson popsali membranw jaigsoce tekuty utvar (model fluidni
mozaiky), v #mZ dochézi k neustadlému rétému a laterdinimu pohybu membranovych sloZek
(Singer & Nicolson, 1972). Nahradili tak dosuduatiy sendwiovy model Davsona a Danielliho,

v némz je fosfolipidova dvojvrstva umista mezi déma vrstvami globularnich bilkovin.

Model fluidni mozaiky s postupentasu dospivd k cel&ad modifikaci, z nichz fejmeé
nejdileZitejSi je koncept membranovych mikrodomén, ktetyygsoce kontroverzni, nabizi pohled
na biologickou membranu jako na komplexni Utvareéwny oblastmi sirzné¢ dynamickou lateralni

mobilitou a fizného slozeni.

3 Cholesterol

Cholesterol jerazen mezi lipidy v Sirokém slova smyslu a on nebay gibuzné molekuly tvid
jednu z hlavnich a nezbytnych komponent plazmaticigmbrany i intracelularnich membran
vétSiny eukaryotickych bugk. Dalezitou funkci cholesterolu je regulace fluidity migrany — jeho
planarni struktura za fyziologickych podminek zpbr® lateralni pohyb fosfolipid a ¢ini
burg¢nou membranu viskoZisi, tedy mén tekutou, ovliwiuje aktivitu mnoha membranovych
proteimi a dle svého obsahu tzanych ¢astech membrany vytiia lipidové uspt#adané a
neuspoadané oblasti, #gehoz rkteri autdi vyvozuji, Ze v membranexistuji utité mikrodomeény
— tzv. lipidové rafty” a kaveoly. Tyto struktu&rodliSné oblasti mohou hrafiléZitou roli v mnoha
burg¢nych procesech, jako je ndidad signalizace neborifem latek z extracelularniho prostoru.
Spravna distribuce cholesterolu mezi intracelutarmhembranami a plasmatickou membranou je
nezbytnd pro udrZzovani homeostazy wkach. Membranyéi jeji uréité oblasti s vysokym
obsahem cholesterolu jsou rigijfi a tlustSheZ oblasti s obsahem niz8im. Cholesterol je zérbve
prekurzorem pro syntézu steroidnich horfnom Zlwovych kyselin. Navzdory intenzivnimu
vyzkumu je k dispozici pouze omezené mnozstvi informacistriduci a lokalizaci cholesterolu

v buns¢nych membranéch.

Obsah cholesterolu v hoe podléha fisné regulaci, coZz je zcela nezbytné pro spravioolc
membran aieZiti buiky. Nadbytek cholesteroluiie pisobit cytotoxicky aasto vede aZz ke smrti
bunky. Fiblizné 80 — 90 % celkového ba&ného cholesterolu se nachazi v cytoplasmatické
membras, zatimco v intracelularnim prostoruitky ¢ini podil celkového buftného cholesterolu
pouze asi 10 % (Lange, 1991).



3.1 Struktura cholesterolu

Cholesterol pdt mezi steroly, jejichZ struktura je odvozena o#flegentanoperhydrofenanthrenu
(obrazeke. 1). Jedna se o amfipatickou molekulu se sumakzioncem G;H;sOH. Jeho struktura
zahrnujectyti cyklické uhlovodikovéretézce, alifatickyrettzec na C17 a volnou OH skupinu na
C3. Pra¥ tato OH skupina umakje interakci s vodou, proto ma molekula cholestetaste&ns
hydrofilni a hydrofobni, tedy amfipaticky charaktétsterifikovany cholesterol ma na této OH
skupirt navazanytettzec mastné kyseliny, coz ¢&dje takto modifikované molekule pin

hydrofobni charakter.

Obrazeke. 1 - Struktura cholesteroluig@vzato z Gimpl & Gehrig-Burger, 2007).

4 Fluorescence

Fluorescence se vyuziva mimo jiné ke studiu lokakz a dynamikydznych struktur v biice.
Jedna se o schopnostkterych latek (fluorofak) emitovat sételné zéeni uctité vinove délky
témst okamzig poté, co absorbovalaighi jiné (tSinou kratsi) vinové délkyEmitované zéeni
ma WtSinou delSi vinovou délku a tedy nizSi energii re#eni, které bylo danou latkou
absorbovano. Fluorescence je charakterizovanaitékamzitym vyzéenim fotori poté, co byla
latka excitovana. Doba, ktera uplyne mezi pohlcea@rgie a jejim vyZzénim, se pohybuje mezi
10 ®° az 10" sekundy. Princip fluorescence gpa v grechodu excitovaného elektronu na svou

zakladni hladinu bez ziny spinu. So&asrE s tim je vyzéen foton o wité energii.

Fluorescetni latky vyuzivané pro fluorescémi detekci nizeme rozdlit do dvou tid: na
fluorofory s vlastni fluorescencitimo fungujici jako specifické det&hi nastroje a na ty, které je
titeba nejprve ke studované substanci kovater{fluorescenni zna&ky) nebo nekovalentn

(fluorescexini sondy) navéazat.



5 Molekuly specificky interagujici s cholesterolem a
slouzici jako sondy

5.1 Cholesterol oxidaza

Cholesterol oxidaza byla prima@rwryvinuta pro stanoveni koncentrace cholesterdtevnimséru

a potravinach, avSak moznosti jeji aplikace jsowmnem SirSi. Nafiklad v burgéné biologii a

biochemii ji Ize vyuZzit pro studium organizace meérb Cholesterol oxidaza je enzym nalezejici

do skupiny oxidoreduktaz, ktery byl izolovan z \védtlo p&tu riznych druli bakterii, napiklad

z Nocardia erythropolis, Brevibacterium sterolicum nebo Sreptomyces violascens (shrnuje

MacLachlan et al., 2000). Jedné& se o veswadpustny flavoenzym, ktery katalyzuje reakci,iz n

cholesterol oxidaza atakuje pozid-®@H, zarové vyuZiva kyslik za vzniku cholest-4-en-3-on a

peroxidu vodiku (obrazek. 2). Pra¢ koncentrace vznikajiciho peroxidu vodikuiza byt

kvantifikovana fotometrii nebo fluorimetrii diky igZené oxidéni reakci v pitomnosti
peroxidazy, jejimz vysledkem je vznik chromogenubame

R
HDW\\\ fluorogenu (Stadtman, Cherkes & Anfinsen, 1954).
ho ° 8

cholesterol

FAD H,0,

FADH" 0,

cholest-5-en-3-one

D

@é,\\‘ﬁ\
o)
cholest-4-en-3-one

R = CygHgg (cholestane)

Obrazeke. 2 - Reakce katalyzovana cholesterol oxidazoievigato z Ahn & Sampson, 2004).

Afinita cholesterol oxidazy k cholesterolu je vywdma k ziskani informaci o lokalizaci a
transportu cholesterolu v fice, steji tak i ke studiu distribuce cholesterolu v ramasgphatické
membrany (Lange, 1992). Prefetahasociace s rigidjsimi oblastmi bu&né membrany z riini

vhodnou sondu pro studium organizace membrany gd8ampson, 2004).
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Cholesterol oxidaza katalyzuje oxtaé reakce cholesterolu pouze na povrchiiklputedy reaguje
pouze s cholesterolem lokalizovanym vegjgim listu plasmatické membrany a neoxiduje
intracelularni cholesterol. To potvrzuji vysledkiydii, v nichZz mira oxidace cholesterolu timto
enzymem byla téit totoZna na glutaraldehydem fixovanych i nefixova@nyuikach (Lange &
Ramos, 1983). Zjishi, Ze buikou now¥ syntetizovany cholesterol reaguje s cholesteralamou
az po ugité doke, béhem které je transportovan z intracelularnich kammpanti na plasmatickou
membranu (Lange & Steck, 1985), tento vysledek piildp Interakce enzymu s membranou je
specificky vicekrokovy proces. Enzym pré&pddobré nejdive perifer asociuje s membranou a
nasled® vytvori komplex s lipidovou dvojvrstvou. Tim se aktivnisto enzymu zfstupni pro
cholesterol (Ahn & Sampson, 2004).

Ve fyziologickém progedi je cholesterol ve ¥gim listu membrany u &Siny typi burgk
pormerné malo reaktivni pro fsobeni cholesterol oxidadzy. Po vystaveni membrasolgeni
glutaraldehydu, vyssi teploty nebo roztoku o nit#ové sile se cholesterol stava pro cholesterol
oxidazu lepSim substrateniLange & Ramos, 1983). Navic bylo z§i§b, Ze tento enzym ma
k cholesterolu, ktery se nachazi v rigifiich oblastech membrany, asi 10%3¥ afinitu (Ahn &

Sampson, 2004).

V bunkdch fixovanych glutaraldehydem bylo nejmié®0 % veSkerého neesterifikovaného
cholesterolu oxidovano cholesterol oxiddzou. Tentsledek byl zji&n pro erytrocyty(Lange,
Dolde & Steck, 1981)fibroblasty a ovariélni hiky kiecika ¢inského (CHO biky) a asi 80 %
neesterifikovaného cholesterolu bylo oxidovano m@vanych hepatocytecfLange & Ramos,
1983).

Na zaklad vysokého podilu butného cholesterolu oxidovatelného cholesterol oxidase
piedpokladalo, Ze fitomnost tohoto enzymu vyvolava redistribuci inglatarniho cholesterolu
do plasmatické membrany. Tato damka je vSak nepra¥godobna z &kolika divoda: Podil
oxidovatelného cholesterolu je totozny v Zivycteifixovanych biikach (Lange & Ramos, 1983),
u nichZ nelze ®&kavat Zadny transport cholesterolu. Vice nez 98huesterolu fibrobladt je
oxidovano do jedné minuty, tedyils kratké doby na to, aby byl cholesterol tramspedn pomoci
membranovych wku cytoplasmou na plasmatickou membranu. Suma oxtdmé&ho cholesterolu
odpovida podilu buftného cholesterolu obsazeného v plasmatické meribkéery byl zjiStn
jinymi metodami (Lange, 1992)le tedy velmi prawpodobné, Ze tééh veSkery cholesterol je

v téchto buikach lokalizovan v plasmatické memb¢an

Zjisténi, ze témi veSkery cholesterol v lloe mize byt velmi rychle oxidovan, nazhge, Ze
membranovy cholesterol podléhd rychlé distribuczinmdma listy membrany. Rychlost pohybu

cholesterolu z jednoho listu membrany do druhéhp-ibp) byla métena pomoci mnohaiznych
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metod. Tém vSechen cholesterol obsazeny ve fosfatidylchofjobvunilamelarnich v&ich,
piipravenych sonikaci z membranové emulze, byl oxadow 37°C Bhem asi jedné minuty
(Backer a Dawidowicz, 1981). S ohledem na to, Zeyenma pistup pouze Kk WjSi vrstw
membrany, Ize fedpokladat, Ze llije vSechen cholesterol lokalizovan pouze vg3irpolovrsty,
nebo se pohybuje mezi membranovymi listy s paméem mék neZz 1 minuta, coZz se zdiyt
pravdpodobrjSi (Lange, 1992). K podobnému vysledku dosSel erd®81 i Lange se svymi
kolegy @i studiu této kinetiky na erytrocytech. P& pohybu molekul cholesterolu v ramci
membranovych polovrstetinil v 37°C mér nez 3 sekundy (Lange et al., 1981). Naopak studie
flip-flop cholesterolu provedena na erytrocytechmpoi PH] cholesterolu se zda byt v rozporu
s predchozim vysledkem. Naifeny pol@as flip-flop distribuce se pohyboval okolo 1-2 h
(Brasaemle, Robertson a Attie, 1988). \Wtiani tohoto rozdilu pravghodobré spaiva v obtizné
inkorporaci externiho cholesterolu do membratiyegperimentalnim usgédani pouzitémgmito
autory, tedy vysledny podas odrazi miru inkorporace této molekuly do mempran

pravapodobrji nez kinetiku flip-flop (Lange, 1992).

S pouzitim cholesterol oxidazy jako cholesterolsv@dy vyvstava ftada problém. Za rekterych
podminek neriize byt cholesterol oxidovanibec nebo slouzi jako velmi Spatny substrat pro
enzym. Aktivitu cholesterol oxiddzy velmi owiivje i bezprosedni okoli jejiho substratu.
Napriklad cholesterol v organelovych membranach fibmebl (Lange, 1991) neni vhodnym
substratem pro cholesterol oxiddzu ani vddmém homogenatu. Tento jev je v litedau
vyswtlovan rozdilnym sloZzenim intracelularnich membra@nplasmatické membrany a tim i
odlisnym sloZzenim membrany v bezpresii blizkosti cholesterolu (Lange, 1992), coZ tiggna

vliv na schopnost cholesterol oxidazy asociovatisysnou bu&nou membranou.

Pasobeni cholesterol oxidazy na plasmatické mentbtaké niize vést az k jeji nefyziologické
propustnosti pro malé molekuly nebo ionty — ifildpd pro draselné ionty (Brasaemle & Attie,
1990). Takova naruSeni membrany mohou vést az btid@ nestabilit, nasledd k lyze buiky.

V této studii bylo sotasr zjisteno, Ze difuze laktat dehydrogenazy z cytoplasmyeskholesterol
oxidazou zjfisobené narudeni plasmatické membrany praktickyobémi (Brasaemle & Attie,
1990). Na zakla#l toho je mozné iedpokladat, Ze membrany pdspbeni cholesterol oxidazy
nejsou propustné pro tak velké elementy jako maktekuly, tedy ani samotna cholesterol
oxidaza nenize timto zfsobem vstupovat do cytoplasmy. PoSkozeniikpuje mozné
minimalizovat zkracenim reakce na nezbytnou délklon gedchozi fixaci cilovych buk

glutaraldehydemimz je v8ak vyloteno studium &u v Zivych buikach.
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5.2 Polyenova antibiotika

Polyenova antibiotika maji silné fungicidntiky. Jejich producenty jsou grampozitivni bakterie
rodu Sreptomyces. Celkow bylo izolovano pes 200 polyenovych antibiotik, konteg jich je vSak
produkovano jen asi 10, z nichZ &eggji pouzivané pro detekci cholesterolu jsou filipin,
amfotericin B a nystatin (Bolard, 1986). Jedna seepasycené uhlovodiky charakteristické svou
makrolidovou strukturou a amfipatickym charaktere@bsahuji laktonovy kruh svice nez 23
atomy a 3-8 konjugovanymi dvojnymi vazbami. Tytozlwa mezi sebou interaguji za vzniku
rezonakini struktury, kter4d udavad molekule celkowizSi potencialni energii a¢ti stabilitu.
Ne¢které z &échto antibiotik také obsahuji alifaticky postrarei¢zec s navazanou aromatickou
skupinou. Strukturdilipinu tvoti 28<lenny laktonovy kruh s osmi hydroxylovymi skupinami
postrannim alifatickynietézcem (obrazek. 3), amfotericin B je konjugovany heptaen (obrézek

4), nystatin, ktery je struktuénvelmi podobny amfotericinu B (obrézeék5). LiSi se od & pouze

prostorovym uspi@danim a absenci jedné dvojné vazby.

Obrazelke. 4 - Struktura amfotericinu B (upraveno podle wpubbchem.ncb.nml.nih.gov)
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Obrazelke. 5 - Struktura nystatinu (upraveno podle www.fhéya.ncb.nml.nih.gov)

Prvotni studie ukazaly, Ze polyenova antibiotikeninpropustnost membran biknhub za sotasné
ztraty rekterych nezbytnych slozek cytoplasmy, coZ vede eZskarti butky (Kinsky, 1961).
PozajSi vyzkumy naznély, Ze toxicita polyenovych antibiotik je #pobena jejich interakci
S ukitymi sloZkami membrany, které jsodifpmné pouze v membranach organisaitlivych na
tato antibiotika. Tato hypotéza byla podmea mnoha pozorovanimi, v nichzilay, protoplasty i
izolovanécasti membran polyen-senzitivnich hub vazi nystaimfotericin B i filipin, zatimco
membrany polyen-insenzitivnich bakterii nevazi Zadéchto antibiotik(Kinsky, 1962).VSechny
organismy senzitivni k polyenovym antibiatik (houby, protozoa, vysgasy, plo&nci, plzi a
sawi erytrocyty) obsahuji steroly, naopak organismyitiigé k ttmto antibiotikim (bakterie)

steroly neobsahuji.

Toxické pisobeni polyed je tedy zaloZeno na poruSeni integrity plasmaticiggnbrany bugk
v dusledku tvorby komplek polyen/sterol, coz vede kformovani ponebo vyvazani steribl

z membrany (Bolard, 1986).

Rovnovazné konstanty vazby polyenovych antibiotikodnou suspenzi cholesterolu klesaji
v nasledujicim pi@adi: filipin Il > amfotericin B > nystatin. Dle teto pdadi klesd i rozsah

poskozeni firozenych membran vySe uvedenymi latkami (BittmaRi&€chkof, 1972).

5.2.1 Filipin

Vi s

e

Gcely vizualizace cholesteroitadime filipin 1l (Bolard, 1986). Podolrjako dal3i na cholesterol

se vazajici polyeny je nositelem fungicidniho déle antibakterialnihoisobeni (Bolard, 1986).
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Filipin 1l byl poprvé izolovan vroce 1955 z kully grampozitivnich bakteri&reptomyces
filipinensis ziskané zfdnich vzork z tichomdskych ostrow. Tyto organismy produkuji
komplex toxickych filipimi jako sekundarni metabolit, coZ jim prépddobr zaji¥'uje obranu a

selekni vyhodu v konkurefmim boji s jinymi organismy.

Ve studii, kterou provedl vroce 1965 Demel se svkolegy, byly bakteridlni protoplasty
rezistentni k pisobeni polyenovych antibiotik, ta naopak @omd jednoznané interagovala
s membranamiijpravenymi z hovzich erytrocyt. Je tedy velmi pravgbodobné, Ze je interakce

MV

1965).

Studie na urdych monovrstvach sloZzenych z kombinaci mnobianych lipidi prokazaly, Ze
filipin do téchto struktur pronik&4 pouze za sasné pitomosti steral (Demel et al., 1965)To
potvrdily i vysledky ziskané pomoci mikroskopie ratrnich sil (atomic force microscopy —
AFM), kdy se na urlych membranach, které obsahovaly sterolyfity@o interakci s filipinem
sférické atvary. Naopak na membranach, které stemglobsahovaly, tyto Utvary nevznikaly
(Santos et al., 1998). Zarave studie vyuZivajici metody mrazového leptani €¢be-etching)
nenalezly Zadné modifikace v membranach biémmnosti sterdl. Z toho se usuzovalo, Zéima

interakce lipid (jiny nez sterol) - filipin nenigkazatelna (Tillack & Kinsky, 1973).

Vazba filipinu na membranové steroly je velmi sfiekd a vyZzaduje na svém vazebném
partnerovi pitomnost neesterifikovang3H skupiny a nepolarniho postrannifetzce na uhliku
C17 Mimo to miZe filipin také formovat velké planarni agregatyzimb&ma vrstvami membrany

nebo se adsorbovat na jeji povrch (Castanho, GuuénPrieto, 1992).

Pomoci elektronové mikroskopie bylo také zjigt, Ze filipin vyvazuje cholesterol z membrany.
Poruseni membran obsahujici steroly a vyvazanieshaolu vede nakonec ke smrtinky

(Kinsky, 1961). Pr&vtento mechanismus je tedy zodpory za antibiotické jsobeni filipinu.

Filipin diky své vlastnosti vyvazovat cholesterodukuje tvorbu ,protuberanci“ v membgan
Prvni prace, ktera se¢muje studiu utvar vznikajicich na prozené buséné membré® i na
modelovych membranach visledku isobeni filipinu, byla publikovana Kinskym v roce6l®
Pokusy na liposomech prokazaly, Ze tvorbu ,lézidukuje filipin pouze v membranach, které
obsahuiji cholesterol (Tillack & Kinsky, 1973). Vgsky této studie vedly k vyuzivani filipinu jako
cholesterolové sondy pro zgéii piitomnosti cholesterolu v membrandétias, Friend & Goerke,
1979). Pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM) byyo 1éze naslednvizualizovany, picemz
vysledky ukazaly tvorbu shlikkruhovych ,vypouklin“s ptimérem nefastji 19 nm a vySkou 0,4
nm. Byly detekovany takéé&ts8i kruhové atvary s pmérem 90 nm a vySkou 2,5 nm a Gtvary

piipominajici ,koblihy“(Santos et al., 1998).
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Filipin aplikovany na biiky se vaZze na cholesterol pouze v plasmatické mi@amaba
intracelularnich organelach, které maijinpou kontinuitu s plasmatickou membranou (endozomy,
lysozomy, Golgiho aparat). Ostatni intracelularrd@nmbranové organely, ndklad mitochondrie,
endoplasmatické retikulum a jadrogstavaji vice méh filipinem nezngeny. Tento jev neni
zpasoben absenci cholesteroluégtto membranach, ale spiseitymi aspekty, které vazbu
filipinu a cholesterolu blokuji. Podobny mechanismse uplatuje na klathrinem obalenych
endocytickych vécich, kdy zna&eni vezikuli obalenych klathrinem nebylo prokazatelné, avSak po

odstrarni klathrinovych molekul se jiz filipin na neobajew&ek vaze (Steer et al., 1984).

Je teba zminit, Ze zrani burk pomoci filipinu vyZaduje jejich fixaci a naslefpomnmgrneé
dlouhou inkubaci v pokojové teplot Komplexy cholesterolffilipin vznikaji stefn dolre ve
fixovanych inefixovanych hikach, avSak v Zivych hikdch zmsobuje filipin dramatické
preuspdadaniintramembranovych komponent. Pokud & filipinem probihd zaroves fixaci
nebo fixaci nasleduje, Zzadné zaznamenateln&nymmembran neprobihaji (Robinson &
Karnovsky, 1980)Pokud ma byt tedy filipin vyuZit jako cholesterofogonda, je nutné hky

ptedem fixovat.

Dlouha doba fixovani buk (para)formaldehydem vyZzadovana pro barveni figpn nize znénit

morfologii plasmatické membrany a reorganizova$idalembranové komponenty vitoe.

Nevyhodou pouZiti filipinu jako cholesterolové sgrjdou jeho spektralni fluoresaar vlastnosti.
Jeho exciténi maximum 338 nm se nachazi v oblasti U¥icgmZ jsou fi této vinové délce
excitovany i gkteré jiné pirozené bu&éné komponenty, coz vede ke zhorSeni kvality ziskané
obrazu pray diky prirozené autofluorescenciDalSi nevyhoda sgiva v pongrné rychlém
vyswecovani fluoroforu a nutnosti fixace bilnpred jejich znaenim filipinem. V neposledrifads

je nutno uvést, Ze se jedna o cytotoxickou latku.

Filipin je v praxi také vyuZivan jako diagnostickyrostedek vrozené lysozomalni poruchy
Niemann-Pickova choroba typu C. BohuZel na rozdil jimych polyeri (nystatin A1 nebo
amfotericin B) neni mozné filipin diky jeho velkdirgt¢ k cholesterolu a toxiait pro pacienta

terapeuticky vyuZzit jako antibiotikum nebo antimgikam.

5.2.2 Nystatin, amfotericin B

Nystatin se steroly neinteraguje tak silnou vazjadw filipin (Demel et al., 1965). Hlavni rozdil
polyemi nystatinu a filipinu sp&dva vtvorle komplexdi s cholesterolem. Komplexy

nystatin/cholesterol indukuji — na rozdil od konxaldilipin/cholesterol - tvorbu pdirv membras,
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jejichz prostednictvim dochazi k nekontrolovatelnému transpiomiti Na+ a K+ jes membranu.
To vede az ke zkratovani membranového potenci&kjnydn pory formujicim mechanismem
ptisobi na biiky i amfotericin B, ktery je produkovan bakterie/@ireptomyces nodusus. Pro
¢lovéka neni toto antibiotikumiflis toxickeé, tudiZz se nabizi jako velmi dobrgdény prostdek

k terapii mykoz (Bolard, 1986).

5.3 Thiolem aktivované cytolysiny

Cholesterol dependentni thiolem aktivované cytolyshdlezi do vysoce homologni skupiny
proteini, které maji schopnost zabijet eukaryotickékyuvorbou péi v jejich membranach. Jsou
produkovanyradou tiznych druli patogennich grampozitivnich bakterii. V dnesnisdi@bznamo
pies 20 drub cytolysimi (Tweten 1995 ex Rossjohn 1997). Jakiklpdy Ize uvést fvodce
revmatické horé&ky Streptococcus pyogenes, jenz produkuje streptolysin O, Clostridium
perfringens a z rj izolovany perfringolysin O, listeriolysin O, kterje hlavnim virulentnim
faktorem bakteridisteria monocytogenes nebo [ivodce siti slezinnéBacillus anthracis, jehoz
produktem je anthrolysin (Palmer, 2001). Tyto té&eigroteiny jsou aktivni pouze v membranéach,
které obsahuji cholesterol, v nichz formuji oligaynevorici péry (Bhakdi, Tranumjensen &
Sziegoleit, 1985). Zda se, Ze nevyZaduji Zadné dpEcifické membranové receptory. Jsou tedy
schopné lyzovat prakticky vSechny Zz:&né buiky. Interakce s cholesterolem probihd i
v substancich obsahujicich pouze cholesterol igsgamnosti jinych lipidi (interakce tedy neni
vazana na membranové ugfdani) Navic cytolysiny krord tvorby pdi disponuji i schopnosti
tvorit extensivni protuberance s néaslednym vyvazanim lipic membrany ve fori

membranovych ki (Bonev et al., 2001).

Swvij nazev ziskaly thiolem aktivované cytolysiny dikgktu, Ze biochemické modifikace
cysteinovych zbytk zpisobi inaktivaci &chto toxini, atkoliv tyto ¢asti proteinu nejsou nezbytné

pro funkci molekul (Tweten 1995 ex Rossjohn 1997).

VSechny toxiny z této skupiny jsou sloZzeny z jetim@olypeptidovéhdetzce, jehozZ velikost se
pohybuje v rozmezi od 50 kDa do 80kDa (obréze&). Struktura vSeckthto proteird je velmi
konzervativni, sekvence jejich geje identickd ze 40 — 70 %, coz nazme, Ze tyto toxiny budou
mit velmi podobnou 3D strukturu (Tweten 1995 exdfaisn 1997).
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Obrazelke. 6 - Struktura molekuly perfringolysin Orgvzato z Rossjohn et al., 1997).

Mechanismus {sobeni cholesterol dependentnich cytolfgm zaloZzen na jejich koncentrovani
v oblastech bohatych na cholesterol. Ve&oazpustné monomery toxirse vazi na membranovy
cholesterol a dochéazi k tvarlvelkych kruhovych nekovalentrvazanych proteinovych komplhéx
sloZenych ze 45 — 50 monomecoz vede k tvorblytickych poii v membranové dvojvrsév Tyto
p6éry mohou mit v grmeéru 25 — 30 nm (Bhakdi et al., 1989)o je fadi mezi nej§tSi znamé pory,
kterymi do buiky mohou projitnejenrizné ionty a malé metabolity, ale také makromolekuly
(Palmer, 2001)Praw to ¢ini z cholesterol dependentnich cytolysinvelmi uZit&né nastroje

v buns¢né biologii.

Modelovou molekulou pro studium struktury ve ¥awzpustnych cytolysiinje perfringolysin O
(nazyvany také-toxin) stettzcem dlouhym 500 aminokyselinovych zbytkrercialni struktura
proteim téchto toxini je velmi bohatéa n@-listy (Rossjohn et al., 1997). Molekula perfrihgginu

O je sloZzena zeétyt domén. C terminalntast - nazyvana jako D4 doména - sloZzena ze dvou
Ctytfettzcovych beta list tvori hlavni vazebné misto pro cholesterol (Rossjohmlgt1997).
Pro tvorbu pouzitelné reportérové molekuly bylo méutzbavit protein cytolytické aktivity. Po
Stpeni protedzou (carlsberg protease-nicked) a ¢emia biotinem byl vyvinut derivat
perfrigolysinu O — BB-toxin (lwamoto et al., 1997), ktery tento poZadasphuje. V kombinaci s
fluoresceriné znaenym avidinem hdze vyuZzit ke studiu lokalizace membranového cheletu v
raznych buikach fluoresceini mikroskopii (Tashiro et al., 2004). Na rozdil fdghinu vSak B®-
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toxin neznai intracelularni cholesterol, ale pouze cholesterathazejici se na povrchunby

(Tashiro et al., 2004). Seasré s tim byly publikovany i studie, ve kterych byl B@xin pouzit
po permeabilizaci butk k detekci intracelularnich domén bohatych na estelrol (Sugii et al.,
2003).

Perfringolysin i jeho derivaty primar& detekuji cholesterol v oblastech membrany, kisof j
z raiznych g¥icin bohatSi na cholesterol (Sugii et al., 2003),ragsou vhodné pro ztani organel
obsahujicich velmi malo cholesterolu ani pro kuatitini méfeni obsahu cholesterolu

v membranach.

Reid v roce 2004ublikoval ¢lanek, v #mZ se zmiuje o vyuZziti B®- toxinu jako vhodného
diagnostického nastroje Niemann-Pickovy chorobyutyh Uvadi zde, Ze oproti filipinu nabizi
vyhodrgjsi fluorescenni vlastnosti pro detekci choroby pomoci fluoregoémikroskopie (Reid et
al., 2004).

5.4 Cyklodextriny

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy sklad#jise nejmé# z Sesti D-glukosovych
podjednotek, které v nativnich cyklodextrinech mmaji ‘C, Zidlickovou konformaci. Za
optimalnich podminek jsou nejvice zastoupeny maldgcs 6, 7 a 8 glukosovymi podjednotkami
nazyvané také jaka-,3- a y-cyklodextriny. VSechny tyto typy makrocyklptipominaji svym
tvarem duty kornout, na jehoZ uzSim okraji se naefidprimarni OH skupiny a na SirSim
sekundarni OH skupiny. Diky tomu je&@i povrch makrocyklu hydrofilni, zatimco kavitark je
orientovan kyslik O4 a vodiky H3, H5, H6, ma hyfdimi charaktera-, - iy- cyklodextriny jsou
stabilizovany pasem vodikovych vazebigemz se viistajicim pétem glukézovych podjednotek

v makrocyklu roste jejich pevnost.

Diky svému hydrofiinimu povrchu a hydrofobni wnit ,vazebné kapse“ mohou zvySovat
rozpustnost mnoha nepolarnich lateletw cholesteroluf- cyklodextriny — tedy takoveé, které
maji sedm glukozovych podjednotek — a jejich dayivaagiklad methylp -cyklodextrin (M3CD)
(obrazeke. 7), selektives extrahuji cholesterol z plasmatické membrany. ridedi ,prazdné*p-
cyklodextriny funguji jako akceptory cholesterolkpmplexy cyklodextrin-cholesterol mohou
naopak fungovat jako velmi efektivni donory choéestu (Gimpl, Burger & Fahrenholz, 1997)
Toho mize byt vyuzZito pi nahrazeni membranového cholestertddou jeho analdgpraw za
pomoci sterol- MCD komplexi aplikovanych na membrany zbavené cholestef@impl et al.,
1997).

19



Obrazeke. 7 — Struktura methy-cyklodextrinu (upraveno podle www.pubchem.ncb.nihlgov).

Krom¢ toho, Ze cyklodextriny slouzi jakouléZité nastroje pro studium cholesterolu, nachazeji
uplatreéni i v potravindském, farmaceutickém, textilnimipnyslu a zersdéIstvi. Rikladem niize

byt vyuZiti cyklodextriri pro gipravu potravin zbavenych cholesterolu, emulgatostabilizatak
raznych latek vetrg vitamini (ptisada E459) nebo pro specificky transpotiviér téle pacienta
(Challa et al., 2005).

6 Analogy cholesterolu

Analogy cholesterolu byly vyvinuty pro studium distice cholesterolu v lice i jeho organizace
v buns¢nych membranéach.iiPozeny cholesterol neni fluoroforem s vlastni feegcenci, proto je
nutné vytvdit jeho analog, ktery e byt gimo vizualizovan. Mezi hlavni charakteristiky, léer
musi spolehlivy a ddle detekovatelny analog cholesterolunspht, pati planarni tetracyklicky
systém sA*® dvojnou vazbou, volnaf30H skupina, methylova skupina a alifaticky postrian
fetizec na 1B-pozici (Schroeder, 1984). Zadny z andlaiolesterolu neni schopen plimitovat
vSechny vlastnosti cholesterolu. Odchylky od stasidio chovani cholesterolové molekuly zavisi
na typu zn&y a na pozici, v které je zdi@i skupina navazana. Cholesterol je v membran
orientovan striktd paralel s alifatickymi fetzci membranovych lipiil Stejna orientace je
vyZadovana i u cholesterolovych analog33-OH skupina analogu je nutna Kk interakci

s hydrofilnimi Useky membranovych fosfoligids nimiZz tvdgi vodikové vazby, je orientovana
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smérem k vodné fazi a kotvi molekuly anatog jednom listu membranyiiplizné paralels
s acylovymi skupinami okolnich lipid Dobré analogy cholesterolu byély vykazovat stejnou

mobilitu a dynamiku jakoifrozeny cholesterol — rotai, lateralni pohyby a flip-flopfieskoky

V zavislosti na typu chemické modifikace nebo pizie které je fluoresceéni znaka navazana,
mohou analogy cholesterolu zaujmout v membndiznou orientaci. Krorh standardni orientace
vlastni girozenému cholesterolu mohou zaujmout obracenowizaside-down orientaci. dkteré
molekuly fluktuuji mezi obma stavy, coZ proipozeny cholesterol neni typické. Takové analogy

tedy nejsou schopné poskytnout relevantni inforneackeovani cholesterolu v membranach.

Schopnost cholesterolu indukovat shlukovani mendugeh lipidi diky zmenSeni jejich
manévrovaciho prostoru (oblasti nalezejici jednéfolpidové molekule) je jednou z jeho
klicovych vlastnostiTo je dalSi kritérium pro posuzovani konkrétnichlagi pri jejich schopnosti
vérné napodobovat chovantippzeného cholesterolu. Efekt shlukovani lipikznika diky Van der
Waalsovym interakcim mezi cyklickym systémem steral nasycenymi acylovymietzci
fosfolipida, coz vede k vy3Si usfidanosti a zahugti alifatickych lipidovychietzch (Davies et
al., 1990). Jedn& se o unikatni vlastnost cholastekterou Ize nalézt u ostatnich stérojejich

prekurzofi jen ve velmi nepatrné tig.

6.1 Fluorescertni analogy cholesterolu

Fluorescetini analogy sterdl nabizeji diky své vysoké senzitivitelmi dobry néstroj pro studium
chovani cholesterolu v hlkach. Je mozné je rodi do dvou skupin: 1) analogy s vlastni (\¥nif)
fluorescenci, mezi kteréadime nafiklad dehydroergosterol nebo cholestatrienol, 2alagy
s pipojenym fluoroforem, ndiklad NBD-cholesterol, dansyl-cholestanol nebo BPDI
cholesterol. Ob skupiny maji své specifické vyhody i nevyhody.r8ketazené do prvni skupiny
lépe napodobuji cholesterol, avSak wSire pripadi maji nepiznivé spektroskopické viastnosti.
Steroly naleZejici do druhé skupiny nesou navi&otelfluorescetni skupinu, coz jim &Sinou
neumo#uje tak dobe imitovat cholesterol, zato jejich spektroskopiekestnosti byvaji o mnoho

lepSi nez u analagprvni skupiny.

6.1.1 Dehydroergosterol

Degydroergosterol A-5,7,9(11)-dehydroergostatetraep-d) je analog cholesterolu s vlastni

fluorescenci, ktery spije vSechna kritéria pro vhodny analog cholesterduto zcelaifrozeny
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produkt, ktery se vyskytuje v membranach kvasineqifklad u Candida tropicalis), jeho podil
zde¢ini az 20 % ze vSech stefiolle také satasti membrany jednobé&gnych hubBiemna fortis
(Schroeder, Dempsey & Fischer, 1985).

Mnoho studii provedenych na modelovych membranacimai izolovanych organelovych
membranach prokazalo, Ze DHE pong vérné napodobuje chovani radioaktiérenaeného

prirozeného cholesterolu (Jefferson et al., 1991 r&ater et al., 1995)

Dehydroergosterol se od cholesterolu odliSuje ofssali dvojnych vazeb a methylové skupiny
navic (obrazeké. 8). Pra¢ dalSi dvojné vazby v této molekule utefp konjugovany systém
dvojnych vazeb, ktery udili molekule fluoreséenvlastnosti s absoépim maximem 324 nm a

emisnimi maximy 375, 394 a 414 nm.

Obrazelke. 8 - Chemické struktura dehydroergosteroligygato z Gimpl and Gehrig-Burger, 2007).

V membrag zaujima dehydroergosterol stejnou orientaci jalmpeny cholesterol (Scheidt et al.,
2003), zarovié ma podob# jako cholesterol schopnost indukovat usiané lipidové oblasti
v DPPC/DOPC/DHE membranéach (Garvik et al., 2009).

Daldim aspektem, kteini z dehydroergosterolu p@mé dobry analog cholesterolu, je moZnost
nahradit jim az 85 % celkového obsahu cholesterolufibroblastech, aniz by se projevily

negiznivé znény v burééné fyziologii (Schroeder, 1984).

N¢ktera data nazrtaji, Ze DHE nemusi byt vzdy nejlepSim pouZzitelnyuofescetinim analogem
cholesterolu. Najklad cholesterol oxiddza oxiduje dehydroergostgyolize 2% rychlosti ve
srovnani s rychlosti oxidace cholesterolu (Hale &hr8eder, 1982). Naopak ve srovnani
s radioaktive znatenym fH] cholesterolem byla zji8bha vy$si rychlost esterifikace enzymem

acyl-koenzym A:cholesterol acyltransferazou (ACAT&ndoplasmatickém retikulufipemz Ize
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piedpokladat, Ze DHE je &itou dobu lokalizovan v tomto kompartmentu. Navzdtwmu nebylo
Zjisteno, Ze by byl DHE redistribuovan do endoplasmatickeetikula. Tato kontroverzetke byt
zpasobena ufitymi limitacemi, které jsou této molekule vlastnjigko je napiklad nizka
rozlisitelnost vyzéeného signalu od pozadi, cofize byt kltem i k dalSim chybnym zé&xim
ohledrg distribuce DHE do dalSich b&nych kompartmerit (Hao et al., 2002). Navic bylo
prokazano, Ze dehydroergosterol ma na rozdil idz@ného cholesterolu signifikagtrmensi
schopnost kondenzovat lipidy v POPC/DHE membrar&cheidt et al., 2003).

Vyhodnou DHE je jeho schopnost interakce s filgpma digitoninem, zaroxetvori i substrat pro
cholesterol oxiddzu (Hale & Schroeder, 1982). Tytastnosti Ize vyuZit v dalSich studiich
distribuce a lokalizace cholesterolu pomoci kombineDHE jako fluoresce&miho analogu

cholesterolu a jiné cholesterolové sondy.

Nevyhoda pouziti DHE jako vizualizovatelného anala@dpolesterolu sgidva v jeho nefiznivych
spektroskopickych vlastnostech. Tato molekula dhagerv UV oblasti a emituje také v UV nebo v
modré oblasti na hranici viditelného spektra. Nagiky tomu, Ze se jedna o péme¢ slaby
fluorofor s nizkym kvantovym vggkem, je feba pouzit vysoky vykon UV #éni, aby bylo mozné
detekovat dehydroergosterol v Zivych nkédch (Mukherjee et al., 1998). Citlivos&tSiny
detektofi fluorescetiniho zdeni prd¢ v UV oblasti prudce klesa. Navic samothd optika
fluorescexiniho mikroskopu, i festoZe je pro detekci ¥ahto vinovych délkach konstruovana,
vétSinu vyz&eného signalu pohlcuje. DalSi nevyhodou je nutimdsirporovat do biikky pomerng
vysoké koncentrace tohoto analogutglédku pondrné nizké intenzity emitovaného &la a
rychlému vys¥covani. To niZze vést ke zkreslenym vysladk, nebd analog ve vyssi koncentraci
muze vstupovat do metabolickych drah, do kterydiropeny cholesterol za fyziologickych
podminek nevstupuje. Zaravge nutné detekovat fluorescenci dehydroergosterofwostedi
nepolarnich rozpou&del, protoZe s rostouci polaritou piesti klesa jeho intenzita fluorescence,

ve vodnych roztocich se bliZi nule (Hale & Schroetl©882).

6.1.2 Cholestatrienol

Cholestatrienol (cholesta-5,7,9(11)-triep-@) je fluorescedni cholesterolovd sonda podobna
dehydroergosterolu, ot se odliSuje pouze n#&pmnosti dvojné vazby na C22 a methylové
skupiny na C24 (obrazek 9). Steji jako cholesterol obsahuje postranni alifatitiégzec, ale na
rozdil od rj obsahuje navic @v dvojné vazby v cyklické strukte molekuly. Celko¥ je

cholestatrienol vice podobny cholesterolu nez wy8i#ovany dehydroergosterol.
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Obrazeke. Y - Chemicka struktura cholestatrienolu (= chiaies /,9(11)-triene{Bol) (prevzato z Gimpl &
Gehrig-Burger, 2007).

Cholestatrienol velmi ddke napodobuje chovani cholesterolu, dokonce i IépeZz n
dehydroergosterol (Scheidt et al., 2003). Pé¢gedobna ficina, pr@ se cholestatrienol nepouziva

ve vyzkumu v tak velké rfé jako dehydroergosterol, tkvi v komiet nedostupnosti této latky.

Excitaéni spektrum volného cholestatrienolu ve vodnémtpeds ma sva maxima v 309, 324 a 342
nm. V micelach vzroste vinova délka vySe uvedenficknot o 1 az 2 nm. Emisni maxima
cholestatrienolu v PBS se pohybuji v blizkosti 4918 a 457 nm (obrazek 10). V organickych
roztocich nebo v membranach se projevuje blue-gigkt, kdy vinova délka emisnich maxim
poklesne na 357, 374 a 417 nm (Schroeder et &5)19

2.0

Absorption Fluorescence
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o = ]
260 300 340 380 420
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Obrazelke. 10 - Absorgni a fluoresceni spektra cholestatrienoluigvzato z Smith & Green, 1974).

Cholestatrienol ma schopnosirré napodobovat cholesterol v aspektu shlukovani ménasych
fosfolipida (Scheidt et al., 2003). Cholestatrienaize byt velmi Usgsre pouZit i ke studiu sterol-
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proteinovych interakci (Schroeder et al., 1985)iNdad byl jako prvni analog cholesterolu pouZit
k dtikazu afinity cholesterolu k tryptofanu v apoproteimachazejicich se v lipoproteinech (Smith
& Green, 1974). Albert se svymi spolupracovnikyee 1996 publikoval studii, ktera se zabyvala
interakci mezi cholesterolem a a rhodopsinem w§Sim disku membranyipku v sitnici pomoci
cholestatrienolu. Z vysledk piredchozich studii sei@dpokladalo, Ze pokud se cholestatrienol
priblizi k membranovému proteinu obsahujici tryptofgnschopen nedi&ym pienosem febrat
fluorescexini energii této excitované aminokyseliny. V tétoditbyl demonstrovanignos energie
fluorescence z tryptofanu rhodopsinu na cholestabli coZz nassdcuje blizké interakci

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

Limitace v pouZiti cholestatrienolu jsou podobnéojau dehydroergosterolu. Cholestatrienol
vykazuje porndrné nizkou svitivost a zaroveje jeho signal po excitaci pammé rychle zhasen.
Doba trvani fluorescé&niho signalu volného cholestatrienoluiza byt ve vodném pufru
prodlouzena SCP (sterol and squalene carrier)ipsstez 5 na 12 ns, zaravee projevi blue-shift
efekt (Schroeder et al., 1985pdy zkraceni vinové délky emitovanéhétta. Diky ponerné nizké
svitivosti (intenzi¢ emitovaného sitla) a rychlému vystcovani je teba vpravit do bitky vysoké
koncentracegthto steral, aby bylo mozné jejich lokalizaci kvalitrvizualizovat.V tomto gipads
ovSem neni vyloteno, Ze takové koncentrace mohou tyto sterolyrewat tyto analogy do drah,

které nejsou typické prarpozeny cholesterol.

6.1.3 NBD-cholesterol

NBD-cholesterol je fluoresceéni analog cholesterolu. K molekule cholesterolpijpojena NBD
(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) fluores@em skupina, ktera umdbje detekovat jeho
lokalizaci v modelovych i nativnich membranach. Yikvé chemické stabitit vyhodnym
fluoresceinim vlastnostem a nendrmwsti Fipravy jim znégenych struktur ma tato fluorescein

znaka Siroké uplaténi a velky potencial ve studiich lokalizace membréich sloZek.

V roce 1968 Ghosh a Whitehouséegistavili novou reagenc#-chloro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-
diazol, kter4 reaguje s aminoskupinami za tvorapistich fluorescetnich molekul. Tuto skupinu
nazvali jako NBD-chlorid (Ghosh & Whitehouse, 1968y té doby je NBD fluoresceni skupina
hojr¢ vyuzivana pro fluoresceéni zna&eni proteiii a ke studiu vlastnosti biologickych membran

véetrg studia pohybu cholesterolu pomoci NBD-cholestevdbinlogickych membranach.

Alecio s kolegy pedstavili novy fluorescami analog s NBD skupinou navazanou faCH pozici
(Alecio et al., 1982) (obrazek 11), @&koliv jednou z podminek pro spolehlivy analog clstdeolu

je pra¥ pritomnost volné B-OH skupiny. V tomto fipac je sice samotna OH skupina blokovana,
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ale jeji funkci nahrazuje relatigrpolarnirettzec a NBD skupina. Praddodobr vSak tento analog
vykazuje utité odchylky od standardniho chovani cholesterptoto je jeho dalSi uzZivani jako

cholesterolového analogu omezené.

OZN—QN HCH,(CH,OCH,),CH,NH C
I
! 0

[\
N N
N0/

Obrazele. 11 - Struktura 3-NBD-cholesterolu (N-cholesteayltamoyl-N8-(4-nitrobenzo-
2-oxa-1,3-diazole)-3,6-dioxaoctyl-1,8-diaminejdpzato z Alecio et al., 1982).

Pojem NBD-cholesterol v ssasném pojeti zahrnuje dalSi dnes vyuZzivané fluerés€ analogy
cholesterolu, v nichz NBD skupina neni navazanapr@H skupirg. Toto pojmenovani viakipe
analogy cholesterolu — 22-NBD-cholesterol (=22-fNa{trobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-
23,24 bistr-5-cholestern-3-ol) (obrazek 12A) a 25-NBD-cholesterol (=25-{N-[(7-nitro-2-1,3
benzoxadiazol-4-yl)methyllamino}-27-norcholesterol)Sici se pouze pozici, na které je vazana

NBD skupina (obrazek. 12B). Tu udavéislo pred samotnym nazvem analogu.

Obrazelke. 12 - Chemicka struktura 22-NBD-cholesterolu (£BR2(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-
yl)amino)-23,24-bisnor-5-cholen-233l) (A), chemicka struktura 25-NBD-cholesterolu (=25-{(N
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-methyllamino}-2@ercholesterol)B) (ptevzato z Gimpl and Gehrig-
Burger, 2007).
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Pokud je NBD skupina lokalizovana veggim listu membrany aifstupna vodné fazi, fde byt
chemicky redukovana ve vedrozpustnym dithioitanem. Dithionkitan — oxoanion $,*
odvozeny od dithiotité kyseliny HS,0, — ma schopnost zh4Set fluorescenci vazané NBD
skupiny. Ri studiu 22-NBD-cholesterolu byl parigani dithiongitanu ve 4 °C pozorovan rychly
pokles intenzity fluorescence az k Uplnému vyhddihudrescetiniho signalu. Z toho Ize usuzovat,
Ze NBD skupina je lokalizovanaigvdzi na polarnim rozhrani membrany mezi lipidovou a
vodnou fazi a Ze tento analog vykazuje vysokoustraambranovou (flip-flop) mobilitu. Podobn
rychla redukce fluorescence z&tpmnosti dithioditanu byla zjis&na i pro 25-NBD-cholesterol
(Scheidt et al., 2003).

Pouziti 25-NBD-cholesterolu skyta oproti 22-NBD-tdsterolu gkolik vyhod. Struktura 25-NBD-
cholesterolu obsahuje st&jjako pirozeny cholesterol plnohodnotnou isooktylovou parsi
skupinu. Navic Loura se ve své publikaci staviigrotizivani 22-NBD-cholesterolu jako analogu
cholesterolu kuli jeho nestandardni distribuci ve fosfatidylchétinolesterolovych dvojvrstvach.
Dle jeho vysledi tento analog preferuje na rozdil od cholester@uspdadané lipidové oblasti
(Loura, Fedorov & Prieto, 2001). Na druhou straiyli 22-NBD-cholesterol s Ugphem pouzit

k dikazu a charakteristice vazby cholesterolu na prgteiyZzadujici ke své spravné funkci

ptitomnost membranového cholesterolu (Petrescu, 2Gf)1).

Fluorescetni spektrum NBD skupiny je velmi citlivé na sloZzesvého okoli. S rostouci polaritou
prostedi klesa vinova délka maxim fluoreséerith spekter — projevuje se tedy blue-shift efekt.
Této vlastnosti je vyuzivano ke stanoveni polainokbiniho prostedi a tedy i lokalizace a
orientace takto z@anych lipich (Chattopadhyay, 1990).

Cholesterol zngeny NBD fluorescetni skupinou vykazuje mnohé odchylky od standardniho
chovani cholesterolu. V neutradlnim pH je NBD-chtdesl v membré# orientovan stejh jako
ptirozeny cholesterol za fyziologickych podminek (@bpadhyay & London, 1988). Ukazalo se
vSak, Ze tyto analogy zaujimaji za fyziologickyatdminek v membranorientaci up-side-down,
jsou tedy vzhledem kipozenému cholesterolu orientovany obrageprotoze NBD skupina
22-NBD-cholesterolu i 25-NBD-cholesterolu je prefi@né lokalizovdna na rozhrani vodného
prostedi a lipidové membrany.iBobi tedy jako ,rozgra“ a molekuly lipidi od sebe spise
oddEluje, coz celko¥ sniZuje usptadanost lipidovychrettzci (Scheidt et al., 2003). Naopak
Chattopadhyay a London zjistili, Ze NBD skupinaNBb-cholesterolu je hluboce zafma do
membranové dvojvrstvy (Chattopadhyay & London, )987yswtlenim rozporu mezi afma
vysledky je pravépodobré vysoka pohyblivost sterblv membréag. DalSi nedokonalosti NBD-
cholesterolovych analdge jejich distribuce do mitochondrii (Mukherjeeatt, 1998). V oblastech
s vysokou koncentraci 22-NBD-cholesterolu dochazzdiemnému zhaseni fluorotofLoura et

al., 2001), coz rize mit vést k velmi zkreslenym vysldah.
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V roce 2010 Ramirez, Ogilvie a Johnston vyvinulelzacnové fluoresceéni analogy cholesterolu
s havazanou NBD skupinou ng-@H pozici. NBD skupina byla k OH skugincholesterolu
piipojena pes karbamatovou skupinu, ktera je odolrigi vhydrolyze (obrazek:.13). Retézec
sloZzeny ze dvou aminovych skupin a 2, 4, nebo 6kahbyl pouZzit k ugeni optimalni délky
spojovacihaettzce mezi NBD skupinou a molekulou cholesteroliinfZ nedochazi kifliSnému
poruSeni kompaktnosti polarnich skupin membranoviipldt ponerné objemnou skupinou
fluoroforu. Sowdasné poznatky o rozdilnosti chovarichto analo§ v zavislosti na délce
spojovacihoretzce nejsou je8tpriliS obséahlé. Analog se spojovaciitzcem se 4 uhliky ma
prokazatelsy vySSi fluorescetni kvantovy vyEzek, sedcici o nizSi polarit jeho okolniho
prostedi, nez analogy sdvou- a Sestiuhlikovym spojowatgzcem. Pro analog s delSim
spojovacimiettzcem je vysetleni nasnagl NBD skupina je umisha blize povrchu membrany,
tedy v polargjSim prostedi. Neni je&t ale zcela jasné, ptoNBD skupina u analogu
s dvouuhlikovym spojovacimiettzcem je také umisha v polardjSim prostedi. Jednim
z moznych vysttleni je poruSeni kompaktnosti polarnich skupimdijwé vrstvy a pinik molekul
vody do membrany. Mé&npolarni progiedi analogu styfuhlikovym spojovacinfetzcem v3ak
neni v souladu sipdchozimi vysledky, Ze NBD skupina je uréfg na povrchu lipidové
dvojvrstvy. Co se tykd preferencéchto analo§ krigidnéjSim nebo fluidéjSim oblastem
membrany, analog se Sestiuhlikovym spojovadéa®izcem preferuje spiSe rigi&gi8i oblasti,
zatimco analogy s kratSidettzcem preferuji fluidgsi oblasti (Ramirez, Ogilvie & Johnston,
2010). Tyto analogy vSak nesip]i jednu z podminek pro spolehlivé analogy cheledu —
soutasti jejich struktury neni volng330H skupina. Prawpodobr azcas ukaze, zda se tyto nové

analogy prosadii nikoliv.

P
2, Nn=2
3 R= \’JJ\O

Obrazeke. 13 - Struktura analéggNBD-cholesterolu (fevzato z Ramirez et al., 2010).
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6.1.4 Dansyl-cholestanol

Vzhledem k obtizim s vizualizaci cholesterolu vSewse uvedenymi metodami byla v péme
nedavné dob vyvinuta dalSi fluoresceni sonda pro studium cholesterolu: 6-dansyl-chatest
(Wiegand et al., 2003) (obrazek 14). Zatim provedené studie ukazuji, Ze tentdognsrné
mimikuje cholesterol. Dansyl fluorofor ma podobnalikost jako NBD skupina, ale na rozdil od

ni je mér hydrofilni (Ramirez et al., 2010).

Obrazele. 14 - Chemicka struktura molekuly 6-dansyl-chaest (fevzato z Gimpl & Gehrig-Burger,
2007).

Nezavislymi pokusy na modelovych membranach byak@zano, Ze skupinyfipojené na Sestou
pozici cholesterolu vyrazn neneni biofyzikalni vlastnosti jeho analdg Studie se tykaly
kondenzanich efeké v monovrstvach obsahujicich fofatidylcholin a fuaHavira s liposomy
(Mintzer et al.,, 2002).Dansyl-cholestanol vykazuje stejnou kinetiku efitexte ACAT
v endoplasmatickém retikulu jakdH) cholesterol, stejntak i intracelularni distribuce vykazovala

ve srovnani s°H) cholesterolem velmi podobné, ne-li stejné vlastn(Wiegand et al., 2003).

Dansyl-cholestanol je &Sinou experimentatn excitovan v 390 nm, ipstoZze se jeho excHai

maximum nachazi v asi 360 nm. Tim se 2w posSkozeni butk UV radiaci. Navic Zivotnost
sviceni fluoroforu je delSi, tudiZz je mozné sledodsstribuci DChol po delSi dobu. Intenzita
fluorescence zavisi na préstli, ve kterém se analog nachazi. Interg8irfluorescenci vykazuje

DChol v nepolarnich rozpouw&tlech (chloroformu) neZz v mén polarnich rozpoustllech
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(methanol) (Wiegand et al., 2003). Sond@&enbyt velmi efektiva inkorporovana do membrany

pomoci cyklodextrinovych donorovych komptex

Z téchto vysledk Ize vyvodit zawr, Ze dansyl-cholestanoligustavuje velmi spolehlivou a
cholesterol dofe mimikujici sondu. Na druhou stranu nebyla pozanavzgtna distribuce DChol
z intracelularnich kompartmentna plasmatickou membranu, coZiza gedstavovat rozdilnost
v chovani dansyl-cholestanolu #irpzeného cholesterolu (Wiegand et al., 2003). ¥&trosSak

tento cyklus nebyl pozorovan ani u dehydroergofieadNBD-cholesterdl (Hao et al., 2002).

Ramirez et al. (2010) vyvinuli novy analog s dansgu skupinou navazanou prigstnictvim
spojovacihaetzce k molekule cholesterolu (obraz&kl5). Fluorescemi skupina je vazana na
C3 cholesterolu, tedyp30H je blokovana. Tento analog st&jako rekteré jiné analogy, ndp22-
NBD-cholesterol, preferuje ménuspgdadané oblasti membrany, tedy takové, které obsaféij
cholesterolu. Tento zéw byl stanoven na zakladmeéieni intenzity fluorescence v which
DPPC/ESM membranach, coz je v souladu s hypot&mmég hydrofilni sondy pravépodobr

vice interaguji s membranovymi néénspdadanymi dvojvrstvami (Ramirez et al., 2010).

g . 0O
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Obrazelke. 15 - Struktura dansyl-cholestergptevzato z Ramirez et al., 2010).

6.1.5 BODIPY-cholesterol

V nedavné dob Li se svymi spolupracovniky vyvinuli novy fluoreseni analog cholesterolu
zndmy jako BODIPY-cholesterol (Li, Mintzer & Bittma 2006). Fluoresceéni skupina
dipyrromethenboron difluorid chelat (4,4-difluorebéra-3a,4a-diazaindacen), pokud je
ptipojena k molekule cholesterolu na pozici C24 (abk&. 16), mimikuje cholesterol nejlépe.
Tento fluorofor ma oproti mnoha vysSe uvedenym agiatoiadu vyhodnych vlastnosti — vysoky

absorgni koeficient, vysoky fluorescéni kvantovy vygZzek a emituje dlouhovinné disb
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detekovatelné zéni. Mezi jeho dalSi vyhody pattaké jeho fotochemicka a chemicka stabilita
(Johnson, Kang & Haugland, 1991).

Obrazeke. 16 — Struktura BODIPY-cholesteroluigvzato z Li et al, 2006).

BODIPY je hydrofobni skupina. Lipidy, na kterych pavazana, se velmi snadno inkorporuji do
membrany (Johnson et al., 1991). BODIPY-cholestste|rt jako cholesterol vykazuji velmi
podobné vlastnosti ve formovani lipidovych éaft mnohovrstevnych v&ich se sfingomyelinem.
Tento vysledek naziaje, Ze BODIPY skupina vdzana na cholesterol nefpolshlukovani
membranovych lipil a podporuje tvorbu lipidovych réftna €chto vacich (Li et al., 2006).
Zarover |1 studie provedené na DPPC (dipalmytoylphosphétithlin) a  N-palmytoyl-
sphingomyelinovych membranach ukazaly, Ze BODIRWkesterol naruSuje usfamani okolnich
lipidid ve srovnani s jinymi analogy minimalrfHoltta-Vuori et al., 2008). Rychlost desorpce
pomoci ve vod rozpustnych cyklodextrinze snésnych monovrstev se sfingomyelinem je velmi
podobna u BODIPY-cholesterolu i difpzeného cholesterolu (Li et al., 2006).éghto vysledk
Ize usoudit, Ze vlastnosti BODIPY-cholesterolu fitiase shlukovani lipidl v membrag se pli
shoduji s vlastnostmi fpozeného cholesterolu. Co se tykad orientace BODBRtRY¥lesterolu
v membras, preferedné zaujima tato molekula up-right pozici, tedy shadrecholesterolem,
piicemZz BODIPY skupina je lokalizovanailgizné uprosted membrany, kontakt s acylovymi
rettzci lipida je minimalni, tudiz naruSeni membrany touto flgomEni skupinou je téwf
neznatelné (Holtta-Vuori et al., 2008). Tito autaké zjistili, Ze BODIPY-cholesterol podporuje
viabilitu i rast buiky podobr jako cholesterol nebo dehydroergosterol, afinit@CBPY-
cholesterolu k detergent-rezistentnim ziiytk membrany je srovnatelna s afinitou radioaktivn
znaeného cholesterolu a Ze rozmifsgt tohoto analogu v bétnych membranach je podobné

cholesterolu. Na druhou stranu se ukézalo,iZelpdovani homeostazy nebo wmych reakci
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s extracelularnim prostorem se BODIPY-cholestekalitoval z bugk rychleji nez radioaktivé

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

Z predchoziho textu vyplyva, Ze v analogu BODIPY-chiglas se poji mnoho shodnych vlastnosti
s cholesterolem a vyhodné spektroskopické vlastnBstdstavuje tedy vynikajici fluoresaam

analog tohoto sterolu.

6.2 Fotoreaktivni analogy cholesterolu

Fotoreaktivni analogy cholesterolu se vyuzZivaiedevsim k identifikaci protein specificky
vazajicich cholesterol. Mezi prvnimi byly syntetiaoy analogy cholesterolu, jejichz fotoreaktivni
skupina je ppojena na C3 pozici cholesterolu (cholesterol dgaetat) nebo na alifaticky
postranniietzec ( 25-azidonorcholesterol, steroly s diazoaestahebo s fluorodiarizinem )
(shrnujeGimpl & Gehrig-Burger, 2007).

Cholesterol diazoacetatgkaliv je modifikovan na C3 pozici, stgjnjako cholesterol sniZuje
fluiditu membrany, ale projevuje odliSnou kinetikwnilamelarnich v&cich (Kan, Yan & Bittman,
1992). Sirsi moZnosti vyuZiti poskytuje dalsi fet@ktivni cholesterolovy analog 6-azi-5
cholestanol, ktery nese negminy isooktylovy postrannietzec, steji tak neni modifikovana na
C3 pozici. Diky tomuto analogu bylo identifikovanmoZstvi proteifi vazajicich cholesterol, mezi
nimiz Ize jmenovat kaveolin nebo vittelogenin. Dadalog z této skupiny je 7-aziEholestanol,
ktery syntetizoval Cruz a jeho kolegové, tkitprokazali vazbu tohoto analogu s kaveolinem-1 a

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

Pri studiu membranovych protdinpomoci fotoreaktivnich analégcholesterolu jeieba bréat

v Gvahu, Ze plasmatickd membrana obsahuje vysok#stui cholesterolu. iBdpoklada se, Ze
proteiny, které je mozné ztia fotoreaktivnimi analogy cholesterolu, byl mit alespd jedno
vazebné misto pro cholesterol. Dobrymi kandidaty sSey tedy zdaly proteiny nachazejici se
v doménéach bohatych na cholesterol. Paradoxeneabeejtyto proteiny mohou vykazovat mensi
specifickou afinitu k cholesterolu, protoZe jsoiwsto molekulou neustéle v kontaktu nespecificky
prostednictvim svych hydrofobnich modifikaci. Na rozdd toho proteiny z oblasti chudych na
cholesterol — najklad mitochondriélni integralni membranové proyein mohou byt evokng
selektovany navysSi afinitu k cholesterolu. Z tofwe vyvodit, Ze vysokd koncentrace
fotoreaktivnich analag cholesterolu navazanych na konkrétni protein némus® identifikovat

proteiny, které maji specifické vazebné misto pralesteroGimpl & Gehrig-Burger, 2007).
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6.3 Spinow znatené analogy cholesterolu

Znaeni molekul ukitymi reportérovymi skupinami s neparovymi elektyoslouZi ke sledovani
jejich rotaniho pohybu v membré&na poskytuji mnoho informaci o strukéu biologickych
membran. Pro tato ¢eni se nejasgji pouzivaji spektroskopické metody (nuklearni metggka
rezonance, elektronova paramagneticka rezonanak)apteré jsou zaloZzeny nagkani ugitého
signalu vydavaného reportérovou skupinou - ifkdgd prostednictvim rezonaimi absorpce
energie vysokofrekvemiho magnetického pole.

Spinové analogy cholesterolu jsou iy molekulou firozeného cholesterolu, ke kterému je na
pozicich C3 nebo C25 navazana doxylova skupina.

Mezi tyto analogy Ize zadit naiklad spino¥ znaeny cholestan (@doxyl-5a-cholestan, SL-
cholestan) jehoZ doxylova skupina se nachazi mi&wiC3 (obrazeki.17A), spino¥ znaeny
cholesterol (SL-cholesterol) s doxylovou skupinma uhliku C25 (obrazek.17B) a spino¥
znaeny androstan (3-doxyl -B7 hydroxy-Si-cholestan, SL-androstan) s doxylovou skupinou na
C3 a OH skupinou na C17 (obrazek7C).

A B
CH, CH, C
CH, 5’/\/ a( CH,HS " A
CHy o ~ \\
? 1o Cllh
/N

>JL° HO A

rff”

>( ) -

0

Q

Obrazele. 17 - Chemicka struktura spin-labeled anélogolesterolu. SL-cholestaA), SL-cholesterolR),
SL-androstan@) (ptevzato z Scheidt et al., 2003).
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SL- cholestan se odfippzeného cholesterolu odliSuje absenci jedné dvepzby a navazanou
doxylovou skupinou.

Neni jeSt zcela jasné, jak je cholesterol distribuovan neéma listy membrany. #Paplikaci SL-
cholestanu bylo zjisho, Ze se pohybuje flip-flop feskoky v membr&nh velmi rychle.
V liposomech a lidskych erytrocytech je to raérez 1 minuta (Muller & Herrmann, 2002). Tyto
vysledky byly potvrzeny také na modelu dehydroerg@du i na skuttném cholesterolu pomoci

cholesterol oxidazy.

Schopnost firozeného cholesterolu shlukovat membranové fqufyi je velmi dobe
napodobovana SL-cholesterolem s doxylovou skupinau C25. FestoZe doxylova skupina
pravdpodobré rozruSuje kompaktnost membrany, SL-cholesterobeyie velky potencidl lipidy
kondenzovat. Tento zdanlivy paradox je Wtkwan tim, Ze doxylova skupina vadzana v tomto
analogu se zatioje hluboko do membrany, obsazuje volny prostoriraeylovymitetzci lipid,
zatimco sterolovy cyklicky systém stabilizuje tyekzce pomoci Van der Waalsovych interakci.
Tato sonda zaujima stejnou orientaci v membjako girozeny cholesterol. Lokalizace doxylové
skupiny uvnit membrany byla potvrzena zg&im, Ze nitroxidova zrika je z vodné faze
negistupna a neffe byt redukovana askorbatem (Scheidt et al., 200&y sondam, jejichz
doxylova skupina je vdzana na C3 a je tuditppna z vodné faze, je mozné pomoci redukce
nitroxidové skupiny askorbatemgiit flip-flop kinetiku cholesterolu (Morrot et al1,987).

Naopak kondenzai schopnosti SL-androstanu a SL-cholestanu jsobmivenalé.

Nap‘iklad SL-androstan membranové fosfolipidy neshlukuje tq#e jeho doxylova skupina je
lokalizovana piblizné uprosted délky acylovych lipidovyclhietzci (Morrot et al., 1987; Scheidt
et al., 2003).

Mobilita téchto analod v membrag je determinovana pozici modifikujici skupiny. Dtoya
skupina SL-androstanu jefgvazrié lokalizovana v nizSich oblastech fosfolipidovydazca.
Pravdpodobnost, Ze se tato skupina bude nachazet vobtizkydrofilnich ,hlavéek" fosfolipidii,

je menSi. Na zakladtohoto zjiS¢ni se pedpoklada, Ze molekula SL-androstanu je orientovana
doxylovou skupinou do nitra membran, zatimco OHp#ha snéfuje k vodné faziTyto interakce
zpasobuji obracenou orientaci cyklického systému #terno membrag, nez jak je tomu u
piirozeného cholesterolgMorrot et al.,, 1987; Scheidt et al., 200§L-cholesterol vykazuje
jasrgjsi distribuci doxylové skupiny nez SL-androstagji fnaximum se nachazi u kdniettzca
fosfolipidi. Orientace této sondy je velmi podobndrqzenému cholesterolu. Prajgbdobnost

obracené ,up-side-down" orientace je tedy u tétéebndy velmi mala (Scheidt et al., 2003).
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7 Zaveér

Cilem této bakai&ké prace je shrnout dosavadni poznatky o moZrostaéadia distribuce
cholesterolu v biice za pouZziti rozmanitych sondjq@mz kazdou z nich lze specificky vyuZzit pro
vyzkum v ugité oblasti membranové biochemie a &mé biologie.

Z predchazejiciho textu vyplyva, Ze vyuZziti cholestammikujicich sondiasto narazi na limity,
které je feba respektovatip pripadnych interpretacich. Detek molekuly specificky vazajici
cholesterol se v praxi vyuzivaji hlaynk ueni gitomnosti ¢i nepitomnosti cholesterolu
v membranovych bugnych kompartmentech a jeho kvantifikaci. Choledtesdadadza nemusi byt
pouZita pouze k detekcitippmnosti cholesterolu v krevnim séru nebo v potré@ch, ale mze
nabidnout i mnoho informaci o lokalizaci cholesherobuice. Je vhodna pro studium organizace
membrany diky své prefer&m vazlg na rigidrgjSi oblasti membrany a také prcifmni kinetiky
flip-flop cholesterolu v plasmatické membeaolyen filipin je vyuZivan jako standardni detek
¢inidlo distribuce volného cholesterolu ve fixovahybuikach a slouZi jako hlavni indikéator
geneticky podmigné stadavé lysozomalni poruchy, Niemann-pickovy chorotypu C.
Cytolysiny, konkréta perfringolysin O, je jednou z nejvhogsich sond pro studium lokalizace
raznych tym oblasti obohacenych cholesterolem. Derivaty cyddddnd (nagiklad methylg-
cyklodextrin) specificky extrahuji steroly z membya zarovéé mohou slouZit ve vhodnych

rovnhovaznych pokrech jako velmi efektivni donory stetadi jejich derivafi.

Pomoci analaly cholesterolu Ize diky jejich schopnostem vigie mérg imitovat girozeny
cholesterol vyuzit ke studiu jeho kinetiky a distice v biikdch. AvSak ne vzdy je mozné vyvodit
zawr, Ze vysledky zji&né pomoci analagse fesré shoduji s redlnym chovanim cholesterolu,
protoZze zadny z analdgneni schopen dokonale nahradit molekulu choldstere vSech jeho
aspektech.

Mezi rekolika dosud vyvinutymi analogy jsou schopny uspiko napodobovat iirozeny
cholesterol pouze spindeznaené derivaty cholesterolu s doxylovou skupinou oxackacylového
fettzce a cholestatrienol. Mezi uvedenymi analogy sel®ilestan, SL-cholesterol, cholestatrienol
a dehydroergosterol zaigpi do membrany ve stejné orientaci jakirgzeny cholesterol. Naopak
SL-androstan a analogy s NBD skupinou zaujimajiemtrdd up-side-down orientaci — tedy
opanou nez zaujimaipozeny cholesterol. Z tohotoidodu nejsou §liS vhodné pro studium
standardniho chovani cholesterolu v meméraiadny z dosud vyvinutych analogekondenzuje
membranove lipidy tak vyrazrjako girozeny cholesterol. NicmémejvhodrjSimi analogy jsou
spinov znaeny cholesterol a cholestatrienol, které cholestetomto ohledu nejlépe napodobuji
(Scheidt et al., 2003). Na&jmé vysledky poskytuje také BODIPY-cholesterol.
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Kromeé zde uvedenych nastfoke studiu cholesterolu existuji i dalsi molekkiegré v modelovych
membranach specificky oz&igi uspdadané a neuspidané lipidové oblasti, v nichZz se mimo jiné
pravdEpodobrg vyskytuje i cholesterol. Mezi nimi Ize jmenovat I&i Red, GFP-

glycerolfosfatidylinositol, sondy Terrylen nebo ltdan a jeho derivaty.

Pri studiu chovani, lokalizace a distribuce cholasdteje zatim nutné spolehnout se na vysledky
ziskané pomoci vy3e uvedenych sond a cholesteriio@nalod. | prestoze Zadna #dhto
molekul irozeny cholesterol pthnemimikuje, pipadré zpisobuje ukité reorganizace membrany
nebo svou vazbou iie nepiznivé ovliviiovat cholesterol za zisku nesignifikantnich vystedk
pouZitim vice typ sond nebo analdge mozné tyto negsnosti odhalit a nasleglmiskat pesrg]si

Udaje o skut&ném chovani cholesterolu.

V budoucnu se bude prasymbdobré rozSiovat Skala sond z rodiny cholesterol-dependentnich
cytolysini, neba@ zde existuje velky potencial, Ze se v mnoha zatien@ili8 probadanych
patogennich mikroorganismech nachazi dalsi typglysing. Velmi nadjné se jevi i dalSi vyzkum

a analyza sekundarnich metahpliiakterialnich kultur rod@reptomyces, z nichz gkteré mohou
byt vyznamnymi a snad i mnohem lepSimi detéki cinidly pfirozeného cholesterolu nez
nagiklad polyen filipin.

Vyzkum analo§ cholesterolu se nejspiSe zgimna syntézu novych molekul, které budou co
nejlépe imitovat cholesterol. Bty potencidl vhodnych analégnize nabizet navsyntetizované
analogy cholesterolu s navdzanou NBD nebo BODIPW¥pisiou. Pravépodobré se nepoda
vytvorit analog, ktery by se pénshodoval se vSemi vlastnostmi cholesterolu. Avgaknozné
vyvijet molekuly, které se budou glnshodovat pouze sditou omezenou sumou vlastnosti
cholesterolu. A pravty by mohly byt spolehli& vyuZity v ugité oblasti studia dynamiky a

distribuce cholesterolu v Hae.
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