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Úvod 

 Rakovina je choroba, s ktorou sa ľudstvo snaží bojovať už niekoľko 

desaťročí. Jednou z hlavných príčin zlyhávania liečby pomocou chemoterapie je 

fenomén tzv. mnohonásobnej liekovej rezistencie (multidrug resistance, MDR), 

vyskytujúci sa takmer u všetkých druhov rakoviny. Ide vlastne o odolnosť 

jednotlivých nádorových buniek voči širokému spektru liečiv (chemoterapeutík), 

ktoré na prvý pohľad nemajú nič spoločné. Vedci už takmer pred 40 rokmi zistili, že 

za tento jav je zodpovedná špecifická rodina proteínov, nachádzajúcich sa 

v plazmatickej membráne buniek. Tieto proteíny fungujú ako „pumpy“, ktoré 

transportujú toxické chemoterapeutiká z bunky von a zabraňujú tak dosiahnutiu ich 

potrebnej vnútrobunkovej koncentrácie na vyvolanie smrti bunky. Najdôležitejším 

zástupcom tejto rodiny proteínov u ľudských buniek a najčastejšie sa vyskytujúcim 

je P-glykoproteín, ktorému sa v tejto práci venujeme. 

 Pokusy o obídenie mnohonásobnej liekovej rezistencie v rakovinových 

bunkách zahŕňajú veľkú snahu o nájdenie efektívnych inhibítorov týchto proteínov. 

Aj keď v laboratórnych podmienkach bolo vyvinuté množstvo látok spomaľujúcich 

výtok liekov z nádorových buniek, úspechy v klinickej oblasti sú zatiaľ len malé. 

Väčšina týchto inhibítorov je totižto toxická pre pacientov a preto je potrebný ďalší 

výskum v hľadaní inhibítorov „novej generácie“, ktoré by boli prístupné pacientom. 

 V súčasnosti sa aktivita P-glykoproteínu študuje hlavne rôznymi 

biologickými testami a prietokovou cytometriou. Tieto metódy sú náročné na čas 

a materiál a nedávajú nám informácie o okamžitých reakciách P-glykoproteínu na 

rôzne stresory. Táto práca je zameraná na zavedenie novej metódy skúmania aktivity 

P-glykoproteínu pomocou fluorescenčnej sondy diS-C3(3). Táto potenciometrická 

sonda slúži ako nástroj citlivý na malé zmeny v membránovom potenciáli a v aktivite 

P-glykoproteínu a poskytuje nám obe informácie v reálnom čase. Opierame sa pri 

tom o úspešné zavedenie tejto metódy, tzv. diS-C3(3) assay, na skúmanie 

transportných MDR proteínov v kvasinkách S. cerevisiae tímom Gášková et al. na 

Oddelení biofyziky FÚ UK. 

 Cieľom tejto práce je nájdenie optimálnych experimentálnych podmienok 

(biologických a fyzikálnych) pre štúdium funkcie P-glykoproteínu a sledovanie jeho 

aktivity pomocou spektrofluorimetrie.  
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 1.  Bunka 

 Všetky živé stvorenia sa skladajú z buniek – malých, membránou 

ohraničených jednotiek naplnených koncentrovaným vodným roztokom chemických 

zlúčenín a vybavených mimoriadnou schopnosťou vytvárať kópie samých seba 

rastom a delením. Zatiaľ čo bunky môžu byť zložkami väčších živých organizmov, 

nič menšie ako bunka nemôže byť považované za skutočne živé. Napríklad vírusy 

obsahujú niektoré rovnaké typy molekúl ako bunky, ale nemajú schopnosť 

reprodukovať sa vlastným úsilím. Kopírujú sa, len keď parazitujú na reprodukčnom 

aparáte buniek, do ktorých prenikli. Bunky sú preto základnými jednotkami života. 

 Jednotlivé bunky sa skladajú z menších jednotiek nazývaných organely 

(obr. 1.1), ktoré majú pre život bunky špecifické funkcie. Nie všetky bunky obsahujú 

rovnaké organely v rovnakých pomeroch. Príslušníci jednej rozsiahlej a evolučne 

veľmi starej triedy buniek – baktérie – v podstate neobsahujú žiadne organely, 

dokonca ani jadro. Prítomnosť alebo neprítomnosť jadra sa používa ako základ pre 

jednoduché, ale základné triedenie všetkých živých organizmov. Tie organizmy, 

ktorých bunky jadro neobsahujú, sa nazývajú prokaryoty. Väčšina prokaryot žije ako 

jednobunkové organizmy, ale niektoré z nich tvoria reťazce, zhluky, či iné 

organizované viacbunkové organizmy. Všetky zložitejšie mnohobunkové organizmy 

vrátane rastlín, živočíchov a húb sa skladajú z eukaryotných buniek. Prítomnosť 

jadra ide takmer vždy ruka v ruke s prítomnosťou množstva ďalších organel [1]. 

1.1  Zloženie eukaryotickej bunky 

Jadro 

 Jadro je obvykle najdôležitejšou organelou v eukaryotickej bunke. Je uzavreté 

do dvoch sústredných membrán, ktoré tvoria obal jadra, a obsahuje veľmi dlhé 

polyméry molekúl DNA, ktoré kódujú genetické určenie organizmu. Tieto obrovské 

molekuly možno jednotlivo pozorovať vo svetelnom mikroskope ako chromozómy, 

keď sa stanú kompaktnejšie v dobe, kedy sa bunka pripravuje na delenie na dve 

dcérske bunky. DNA funguje ako sklad genetickej informácie taktiež 

v prokaryotných bunkách, tie však nemajú DNA uzavretú v jadrovom obale. 

 Súčasťou jadrovej membrány eukaryotickej bunky sú  jadrové póry, v ktorých 
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sa odohráva prakticky všetok membránový transport medzi jadrom a cytozolom. 

Tieto rozmerné molekulové komplexy proteínov prepúšťajú z jadra molekuly RNA, 

ribozómové proteíny a naopak dnu vpúšťajú proteíny akým je DNA polymeráza, 

uhľovodíky a tuky [1].  

Mitochondrie 

 Mitochondrie patria k najnápadnejším organelám v cytoplazme a sú prítomné 

prakticky vo všetkých eukaryotických bunkách. Pri pozorovaní v elektrónovom 

mikroskope majú veľmi rozmanitú štruktúru a sú uzavreté dvomi oddelenými 

membránami. Vnútorná membrána je poprehýbaná a jej záhyby smerujú do vnútra 

mitochondrie. Mitochondrie obsahujú svoju vlastnú DNA a rozmnožujú sa delením. 

V mnoho ohľadoch sa podobajú baktériám a všeobecne sa predpokladá, že sa 

vyvinuli z baktérií, ktoré boli pohltené nejakým predkom dnešných eukaryotických 

buniek. Mitochondrie sú generátory chemickej energie pre bunku. Získavajú energiu 

z oxidácie molekúl potravy, napríklad cukrov, a produkujú základné chemické palivo 

adenozíntrifosfát (ATP), ktorý je potrebný pre pohon väčšiny bunkových aktivít. 

Pretože mitochondria pri svojej práci spotrebováva kyslík a uvoľňuje oxid uhličitý, je 

celý proces nazývaný bunková respirácia alebo dýchanie. Bez mitochondrií by 

živočíchy ani rastliny neboli schopné získavať kyslík k maximálnemu využitiu 

energie z molekúl potravy, ktorú prijímajú. Organizmy, ktoré môžu týmto spôsobom 

kyslík využívať, vrátane všetkých rastlín a živočíchov, sú aeróbne. Anaeróbne 

organizmy mitochondrie nemajú [1].  

Chloroplasty 

 Chloroplasty sa nachádzajú len v bunkách rastlín, rias a niektorých prvokov. 

Sú to veľké zelené organely, ktoré majú omnoho zložitejšiu štruktúru ako 

mitochondrie. Obsahujú zelené farbivo chlorofyl. Rastliny vďaka chloroplastom 

môžu na rozdiel od živočíšnych buniek prijímať energiu  priamo zo slnečného svetla. 

Uskutočňujú fotosyntézu – to znamená, že zachytávajú energiu slnečného svetla 

v molekulách chlorofylu a využívajú ju k výrobe energeticky bohatých molekúl 

sacharidov. Pri tomto procese uvoľňujú kyslík ako vedľajší produkt. Chloroplasty 

teda vytvárajú molekuly potravy a kyslík, ktorý využívajú mitochondrie. Taktiež 

obsahujú svoju vlastnú DNA, rozmnožujú sa delením a predpokladá sa, že sa 
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vyvinuli z baktérií, v tomto prípade zo siníc, ktoré boli pohltené ranou eukaryotickou 

bunkou [1]. 

Endoplazmatické retikulum 

 Endoplazmatickým retikulom sa nazýva nepravidelný labyrint bunkových 

priestorov uzavretých membránou a je miestom vzniku väčšiny zložiek bunkovej 

membrány a materiálov určených pre export z bunky [1]. 

Golgiho aparát 

 Golgiho aparát tvorí množstvo sploštených membránových vačkov, ktoré 

prijímajú a často menia molekuly vyrobené v endoplazmatickom retikule a následne 

ich smerujú do okolia bunky alebo do jej rôznych iných častí [1]. 

Lyzozómy 

 Lyzozómy sú malé nepravidelné organely, v ktorých prebieha vnútrobunkové 

trávenie. Uvoľňujú živiny z častíc potravy a odbúravajú nežiaduce molekuly po 

recyklácii alebo vylúčení [1]. 

Peroxizómy 

 Peroxizómy sú malé membránou ohraničené vačky, ktoré poskytujú svoj 

obsah reakciám, v ktorých sa odbúrava nebezpečný peroxid vodíka [1].  

 
Obr. 1.1: Schematické znázornenie zloženia eukaryotickej bunky [2] 
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 Medzi endoplazmatickým retikulom, Golgiho aparátom, lyzozómami 

a okolím bunky prebieha stála výmena materiálu. Táto výmena je sprostredkovaná 

malými vačkami, ktoré sa odškrcujú  od membrány jednej organely a splývajú 

s membránou inej organely. Z povrchu bunky sa napríklad vchlipujú časti 

plazmatickej membrány smerom dnu a odškrucjú sa za tvorby vačkov, ktoré do 

bunky prinášajú materiál z vonkajšieho prostredia. Tieto vačky nakoniec spravidla 

splývajú s lyzozómami, kde je zachytený materiál trávený. Týmto spôsobom môžu 

živočíšne bunky pohltiť značne veľké cudzie častice alebo dokonca celé cudzie 

bunky. 

Cytozol 

 Ak by sme z eukaryotickej bunky stiahli plazmatickú membránu a potom 

odstránili všetky membránou ohraničené organely, mali by sme pred sebou cytozol. 

Vo väčšine buniek tvorí cytozol zďaleka najväčší oddiel a v baktériách je to dokonca 

jediný bunkový oddiel. Obsahuje veľké množstvo veľkých a malých molekúl 

natlačených tak blízko seba, že sa chová viac ako vodný gél než ako roztok. Cytozol 

je miestom množstva chemických reakcií, ktoré sú základom existencie bunky. Prvé 

kroky odbúravania molekúl potravy sa odohrávajú v cytozole a taktiež tu dochádza 

k jednému z kľúčových dejov v bunke – syntéze proteínov v ribozómoch [1]. 

Cytoskelet 

 Cytozol nie je len zmesou chemikálií akejkoľvek štruktúry. Eukaryotické 

bunky sú na rozdiel od baktérií pretkané dlhými jemnými vláknami proteínov. Často 

je možné vidieť, že filamenty sú ukotvené jedným koncom v plazmatickej 

membráne, alebo že sa rozbiehajú z ústredného miesta v okolí jadra. Táto sústava 

vlákien sa nazýva cytoskelet. Najjemnejšími vláknami sú aktínové mikrofilamenty, 

ktoré sú prítomné vo všetkých eukaryotických bunkách, ale vo zvlášť veľkom počte 

sa vyskytujú vo vnútri svalových buniek, kde sa zúčastňujú na svalovej kontrakcii. 

Najhrubšie vlákna sa nazývajú mikrotubuly, pretože majú tvar dutých trubičiek. 

V deliacich sa bunkách sa organizujú do výrazných útvarov, kde pomáhajú ťahať 

zdvojené chromozómy do opačných smerov a rozdeliť ich rovnomerne medzi dve 

dcérske bunky. Prechod medzi hrúbkou aktínových filament a mikrotubúl tvoria 

intermediárne filamenty, ktoré slúžia k mechanickému posilneniu bunky. Tieto tri 

typy filament spolu s ostatnými proteínmi, ktoré sa k nim pripájajú, tvoria sústavu 
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nosníkov, lán a motorov, ktoré dodávajú bunke jej mechanickú pevnosť, ovplyvňujú 

jej tvar a poháňajú a riadia jej pohyby [1].  

  

 Z chemického hľadiska sú si všetky bunky navzájom podobné, napriek ich 

rozdielnemu tvaru či funkcii. Vo všetkých organizmoch je genetická informácia – 

gény – uložená v molekulách DNA, zapísaná rovnakým chemickým kódom, 

vytvorená z rovnakých stavebných blokov, prekladaná rovnakým chemickým 

aparátom a duplikovaná rovnakou cestou, aby sa tieto organizmy mohli 

reprodukovať. DNA riadi produkciu obrovského množstva proteínov, ktoré určujú 

chovanie bunky, slúžia ako konštrukčné materiály, chemické katalyzátory, 

molekulárne motory atď. V každej živej bytosti sa spája 20 rovnakých aminokyselín 

za vzniku proteínov. Tieto podjednotky sa však spájajú v rôznom poradí, a tak určujú 

rôzne vlastnosti proteínových molekúl. 

1.2  Proteíny  

 Proteíny, inak nazývané aj bielkoviny, tvoria väčšinu suchej hmotnosti 

bunky. Nie sú však len stavebnými komponentmi, z ktorých je bunka zložená, ale 

zaobstarávajú taktiež väčšinu bunkových funkcií. 

Funkcia proteínov 

 Proteíny majú pre život bunky esenciálny význam. Plnia široké spektrum 

funkcií, ktoré by sme mohli rozdeliť do piatich kategórií: stavebná, katalytická, 

regulačná, obranná a transportná. Medzi proteíny patria napríklad enzýmy, ktoré 

uvádzajú do pohybu množstvo chemických reakcií. Proteíny nachádzajúce sa 

v plazmatickej membráne slúžia často ako kanály a pumpy, ktoré umožňujú prechod 

molekulám z bunky a do bunky. Niektoré proteíny prenášajú medzi bunkami správy 

a iné slúžia ako integrátory signálu, ktoré predávajú súbory signálov z plazmatickej 

membrány do jadra jednotlivých buniek. Existujú ešte obrovské množstvá iných 

proteínov pracujúcich ako drobné molekulové stroje, protilátky, jedy, hormóny atď. 

Počet funkcií, ktoré proteíny zaisťujú, pramení z obrovského množstva rôznych 

tvarov, ktoré môžu v priestore zaujať [1]. 
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Tvar a štruktúra proteínov 

 Molekula proteínu je tvorená dlhým reťazcom aminokyselín spojených so 

svojimi susedmi kovalentnou peptidovou väzbou. Opakujúce sa poradie atómov 

pozdĺž reťazca sa nazýva polypeptidová kostra. K tomuto reťazcu sú pripojené 

postranné reťazce rôznych aminokyselín, ktoré sa nezúčastňujú peptidovej väzby ale 

prepožičiavajú aminokyseline špecifické vlastnosti. Môžu byť 

nepolárne, hydrofóbne, záporne či kladne nabité, niektoré sú reaktívne a iné skôr 

nečinné. Každý typ proteínu má jedinečné usporiadanie aminokyselín, ktoré je vo 

všetkých molekulách daného proteínu rovnaké. 

 Kovalentné väzby v dlhom reťazci aminokyselín umožňujú voľné otáčanie 

atómov okolo týchto väzieb, takže sa polypeptidová kostra môže skladať mnoho 

spôsobmi. Každý poskladaný reťazec sa stabilizuje rôznymi slabými väzbami, medzi 

ktoré patria vodíkové mostíky, iónové väzby a van der Waalsove sily. Ďalšou slabou 

interakciou, ktorá určuje tvar proteínov, je snaha udržať hydrofóbne molekuly 

vrátane nepolárnych postranných reťazcov niektorých aminokyselín pohromade, aby 

sa minimalizoval ich rušivý vplyv na sieť vodíkových mostíkov medzi molekulami 

vody. Konečná zložená štruktúra alebo konformácia, ktorú každý proteín nadobúda, 

je určená energetickými aspektmi, a teda snahou dosiahnuť stav s čo najmenším 

obsahom voľnej energie. 

 Proteín je možné rozvinúť alebo denaturovať zvýšením teploty, alebo 

pomocou istých rozpúšťadiel, ktoré prerušia nekovalentné väzby držiace zložený 

proteín pohromade. To prevedie proteín na voľne ohybný polypeptidový reťazec, 

ktorý úplne stratil svoju pôvodnú polohu. Po odstránení denaturačného rozpúšťadla 

sa proteín často spontánne zvinie do svojej pôvodnej polohy. 

 Napriek jedinečnosti celkovej konformácie každého proteínu sa objavujú dva 

základné modely skladania. Prvý z nich je α-šrúbovica (α-helix) a druhý typ je tzv. 

β-štruktúra alebo štruktúra skladaného listu. Tieto dva typy sú obzvlášť bežné, 

pretože vyplývajú z vodíkových mostíkov medzi skupinami N–H a C=O v kostre 

polypeptidu a nezahŕňajú postranné reťazce aminokyselín. 

 Jadrá množstva proteínov obsahujú rozsiahle oblasti β-štruktúry. Tieto 

skladané listy sa môžu tvoriť buď zo susedných polypeptidových reťazcov, ktoré 

majú rovnakú orientáciu (paralelné reťazce), alebo z reťazcov, ktoré sa skladajú ako 
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papier poskladaný do harmoniky, pričom každý úsek má vzhľadom k svojim 

najbližším susedom opačnú orientáciu (antiparalelný reťazec). 

 α-Helix vzniká, keď sa jednoduchý polypeptidový reťazec ovíja sám okolo 

seba a tvorí valec. Vodíkový mostík vzniká medzi každou štvrtou peptidovou väzbou 

a spája skupinu C=O jednej peptidovej väzby so skupinou N–H inej peptidovej 

väzby. To dáva vznik pravidelnej šrúbovici s 3,6 aminokyselinovými zvyškami na 

jednu otočku.  

 Pri zaoberaní sa štruktúrou proteínov je dobré rozlišovať štyri úrovne 

organizácie. Sekvencia aminokyselín je primárnou štruktúrou proteínu. Tie časti 

polypeptidového reťazca, ktoré tvoria α-šrúbovice a skladané listy β, predstavujú 

sekundárnu štruktúru proteínu. Trojrozmerná konformácia tvorená polypeptidovým 

reťazcom sa uvádza ako terciárna štruktúra, a ak je daný proteín tvorený viac než 

jedným polypeptidovým reťazcom, potom sa celková štruktúra označuje ako 

kvartérna štruktúra. 

 Štúdium konformácie, funkcie a evolúcie proteínov prezradzuje dôležitosť 

ďalšej organizačnej jednotky, ktorou je proteínová doména. Tá je tvorená 

ľubovoľnou časťou polypeptidového reťazca, ktorá sa môže nezávisle zvinúť do 

kompaktnej stálej štruktúry. Rôzne domény proteínu sú obvykle spojené s rôznymi 

funkciami. 

 Proteíny môžeme na základe ich podobnosti deliť do skupín či rodín. Každý 

člen danej rodiny má aminokyselinovú sekvenciu a trojrozmernú konformáciu, ktorá 

značne pripomína všetky ostatné členy tej istej skupiny. Tieto proteíny sú evolučne 

zviazané a postupne sa vyvíjali prispôsobovaním svojich funkcií potrebám bunky [1]. 

1.3  Energia bunky   

 Na uskutočňovanie veľkého množstva procesov a chemických reakcií 

k udržaniu svojej vlastnej existencie potrebuje živý organizmus nielen zdroj atómov 

vo forme molekúl živín, ale taktiež zdroj energie. Energia uvoľnená pri oxidácii 

molekúl potravy musí byť prechodne uskladnená do doby, než môže byť odoslaná na 

miesto výroby iných zložitejších organických molekúl či k proteínom, ktoré ju pre 

svoju funkciu potrebujú. Vo väčšine prípadov sa energia uchováva vo forme 

chemickej energie v malom súbore aktivovaných nosičových molekúl, ktoré 

obsahujú jednu či viac energeticky bohatých väzieb. Tieto molekuly rýchlo v bunke 
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difundujú a prenášajú svoju väzbovú energiu z miesta ich výroby do oblastí, kde je 

táto energia využitá. 

ATP 

 Najdôležitejším a najvšestrannejším aktivovaným nosičom v bunke je ATP 

(adenosin-5-trifosfát). ATP slúži ako pohodlná energetická rezerva k pohonu 

množstva chemických reakcií a procesov v bunke. Molekula ATP vzniká 

v energeticky nevýhodnej fosforylačnej reakcii, v ktorej je k ADP 

(adenosin-5-difosfát) pridaná jedna fosfátová skupina (obr. 1.2). Ak je to potrebné, 

odovzdáva ATP svoj energetický balíček pri energeticky výhodnej hydrolýze na 

ADP. Znovu vzniknutá molekula ADP je potom dostupná pre ďalšie kolo 

fosforylačnej reakcie. 

 ATP je najčastejším aktívnym nosičom v bunkách. Jedným z množstva 

príkladov jeho využitia je dodávka energie pumpám, ktoré prepravujú látky do bunky 

a z bunky [1]. 

 

 
Obr. 1.2: Vzájomná premena ATP a ADP [1] 
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2.  Plazmatická membrána 

 Bunka je samoreprodukčná sústava molekúl držaných vo vnútri obalu, 

ktorým je plazmatická membrána. Je to tenká dvojitá vrstva lipidov slúžiaca ako 

bariéra, ktorá má brániť úniku obsahu bunky a jeho zmiešaním s okolitým médiom.  

  Aby sa však bunka dokázala udržať pri živote a mohla rásť, musia do nej 

membránou prechádzať živiny a naopak odpadové látky musia cez membránu 

odchádzať preč. Preto sú v membráne prítomné vysoko selektívne kanály a pumpy, 

tvorené molekulami proteínov, ktoré umožňujú import a export špecifických látok. 

 Ďalšie proteíny v membráne pôsobia ako čidlá, vďaka ktorým môže bunka 

odpovedať na zmeny vo svojom okolí. Rovnako pozoruhodné sú aj mechanické 

vlastnosti membrány. Keď bunka rastie alebo mení tvar, membrána zväčšuje svoj 

povrch pridaním nových membránových zložiek bez straty celistvosti a môže sa 

deformovať, bez toho aby sa trhala [1]. 

2.1  Lipidová dvojvrstva 

 Lipidová dvojitá vrstva je univerzálnym základom štruktúry bunkových 

membrán. Molekuly lipidov, ktoré tvoria membrány v sebe spájajú dve rozdielne 

vlastnosti, majú hydrofilnú hlavičku a jeden alebo dva hydrofóbne uhľovodíkové 

konce, ktoré sú zvyškami mastných kyselín. Najčastejšie vyskytujúcimi sa lipidmi 

v membránach sú fosfolipidy a medzi ich hlavného zástupcu patrí fosfatidylcholín, 

ktorý obsahuje malú molekulu cholínu pripojenú k fosfátu a k jeho hydrofilnej 

hlavičke, a dva uhľovodíkové reťazce v roli hydrofóbnych koncov. 

 Hydrofilné molekuly sa vo vode ochotne rozpúšťajú, pretože obsahujú nabité 

atómy či polárne skupiny, ktoré môžu vytvárať elektrostatické väzby alebo vodíkové 

mostíky s molekulami vody, ktoré sú samé o sebe polárne. 

 Hydrofóbne molekuly sú naopak vo vode nerozpustné, lebo všetky ich atómy 

sú nenabité a nepolárne a preto nemôžu vytvárať vodíkové mostíky s molekulami 

vody. Namiesto toho sa snažia prinútiť susedné molekuly vody usporiadať do 

určitých štruktúr okolo hydrofóbnych molekúl. Táto štruktúra je omnoho 

usporiadanejšia ako okolitá voda a jej tvorba vyžaduje energiu. Tieto energetické 
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nároky sú však minimalizované, pokiaľ sa hydrofóbne molekuly zhlukujú 

dohromady, takže je nimi ovplyvnený čo najmenší počet molekúl vody. 

 Molekuly ako fosfolipidy sú preto objekty, v ktorých sa stretávajú dve 

protikladné sily, hydrofóbna hlavička je priťahovaná k vode, zatiaľ čo hydrofóbny 

koniec sa vode vyhýba a snaží sa agregovať s inými hydrofóbnymi molekulami. 

Tento konflikt sa rieši vznikom lipidovej dvojvrstvy, ktorá je energeticky 

najvýhodnejšia. Hydrofilné hlavičky sú v oboch listoch tvoriacich dvojitú vrstvu 

obrátené k vode a hydrofóbne konce sú pred vodou chránené vnútri. Aby žiadne 

hydrofóbne časti lipidov neboli vystavené molekulám vody, dvojvrstva napokon 

vytvára hraničnú plochu okolo uzavretého priestoru a oddeľuje tak jeho vnútro od 

okolia (obr. 2.1). 

 

 
Obr. 2.1: Vľavo membrány pozorované mikroskopom, vpravo schematické 

znázornenie usporiadania fosfolipidov do dvojitej vrstvy [1] 

 

 Základnou úlohou lipidovej dvojvrstvy je fungovať ako prepážka, ktorá 

reguluje prechod molekúl do bunky a von. Behom dostatočne dlhej doby cez ňu bude 

difundovať väčšina molekúl. Rýchlosť difúzie však závisí na veľkosti molekuly a jej 

schopnosti rozpúšťať sa. Všeobecne sa dá povedať, že čím menšia molekula a čím 

hydrofóbnejšia tým je jej difúzia cez membránu rýchlejšia. Platí teda: 

1. Malé nepolárne molekuly, ako kyslík a oxid uhličitý sa ochotne rozpúšťajú 

v lipidových dvojvrstvách a rýchlo nimi difundujú.  

2. Nenabité polárne molekuly taktiež difundujú cez membránu rýchlo, pokiaľ 

sú dostatočne malé. Etanol prechádza membránou pomerne rýchlo, glycerol 

pomalšie a glukóza difunduje ťažko. 
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3. Pre všetky ióny, ako katióny sodíka a draslíka a nabité molekuly bez ohľadu 

na ich veľkosť, sú lipidové dvojvrstvy úplne nepriepustné. 

 Pre prívod živín do bunky a pre odstraňovanie odpadu je však dôležitý aj 

transport množstva iných molekúl, ako sú ióny, cukry, aminokyseliny, nukleotidy 

a početné množstvo bunkových metabolitov. Pre ich prenos cez membránu sú 

potrebné zvláštne transportné proteíny [1]. 

2.2  Membránové proteíny 

 Približne 50 % hmotnosti väčšiny plazmatických membrán tvoria 

membránové proteíny, ktoré zaisťujú väčšinu špecifických funkcií membrány. 

Okrem transportu určitých látok napríklad spevňujú membránu a ukotvujú ju 

k makromolekulám na jednej či druhej strane, fungujú ako receptory, ktoré detegujú 

chemické signály v okolí bunky a predávajú ich dovnútra bunky, či ako enzýmy, 

ktoré katalyzujú špecifické reakcie. Ďalej sa však budeme zaoberať hlavne 

transportnými membránovými proteínmi. 

Membránové transportné proteíny 

 Membránové transportné proteíny pretínajú lipidovú dvojvrstvu (obr. 2.2) 

a presne určujú, ktoré rozpustené látky alebo soluty môžu prechádzať do bunky, 

alebo ju opúšťať. Rozlišujeme dve hlavné triedy membránových transportných 

proteínov. Kanálové proteíny vytvárajú v membráne úzke hydrofilné póry, ktorými 

môžu rozpustené látky difundovať. Väčšinou kanálov môžu prechádzať len 

anorganické ióny a preto sa týmto kanálom hovorí iónové kanály. Prenášačové 

proteíny naopak viažu na jednej strane membrány solut a premiestnia ho aktívne cez 

membránu. Takto prenášajú malé organické molekuly alebo anorganické ióny.  

 Každý prenášačový proteín je obvykle vysoko selektívny a často prenáša len 

jeden typ molekuly. K riadeniu a pohonu zložitého pohybu malých molekúl medzi 

bunkou a jej okolím a medzi rôznymi membránovými organelami a cytozolom má 

každá bunková membrána sadu rôznych prenášačových proteínov špecifických pre 

danú membránu. Tak sa v plazmatickej membráne nachádzajú prenášače pre import 

živín, ako sú cukry, aminokyseliny a nukleotidy, zatiaľ čo vo vnútornej membráne 

mitochondrií sú prenášače pre import ADP a pre export ATP. Pranášačový proteín 

pracuje ako otáčavá závora s turniketom, umožní prechod len tým molekulám 
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rozpustenej látky, ktoré sa hodia do väzobného miesta na proteíne. Toto miesto 

potom prepraví molekuly cez membránu v jednom kroku s tým, že zmení svoju 

vlastnú konformáciu. Prenášačové proteíny viažu špecificky svoje soluty rovnakým 

spôsobom, ako enzým viaže svoj substrát, a práve požiadavka na špecifickú väzbu 

robí tento transport selektívnym.  

 
Obr. 2.2: Funkcia transportných proteínov v plazmatickej membráne [1] 

  

 Dôležitou otázkou pri transportných procesoch je, čo poháňa transport 

v jednom či druhom smere. Pohyb molekúl z miesta o vysokej koncentrácii solutu do 

miesta s nízkou koncentráciou, prebieha samovoľne za predpokladu, že medzi oboma 

miestami existuje nejaká cesta. Takémuto transportu sa hovorí pasívny transport. 

K prenosu látky proti gradientu koncentrácie však musí transportný proteín pracovať, 

s čím súvisí spotreba energie. Tomuto transportu sa hovorí aktívny a zaisťujú ho len 

niektoré typy prenášačových proteínov, ktoré vedia pre transportný dej získavať 

energiu z nejakého zdroja [1]. 

 Bunky uskutočňujú aktívny transport tromi hlavnými spôsobmi: 

1. Pumpy poháňané ATP transportujú látky proti gradientu ich koncentrácie za 

pomoci hydrolýzy ATP, tzv. primárne aktívny transport, 

2. Prenášač transportuje cez membránu solut v smere gradientu koncentrácie, 

čím získa energiu na prenos druhého solutu proti smeru gradientu 

koncentrácie, tzv. sekundárne aktívny transport, 

3. Pumpy poháňané svetlom (nachádzajú sa len v halobaktériách). 
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3.  Mnohonásobná lieková rezistencia 

 Efektívna liečba metastatickej rakoviny si zvyčajne vyžaduje použitie 

toxickej chemoterapie. Chemoterapeutické lieky však môžu zlyhať v úlohe zabiť 

rakovinové bunky z viacerých dôvodov. Rozdielnosť v absorpcii, metabolizme, či 

doručenie do cieľového tkaniva môže byť špecifická pre každého pacienta. Tumory 

sa môžu nachádzať na ťažko dostupných miestach, alebo môžu byť chránené svojím 

prostredím. 

 Analogicky k štúdiu rezistencie mikroorganizmov na antibiotiká sa výskum 

v oblasti rezistencie rakoviny sústredí na odolnosť jednotlivých rakovinových 

buniek, spôsobenú genetickými zmenami vyplývajúcich či už zo samotnej podstaty 

rakoviny, alebo tými, ktoré nasledujú po toxickej chemoterapii. Skutočnosť, že 

väčšina druhov rakoviny je rezistentná voči širokému spektru chemicky a aj účelovo 

odlišných liekov viedla k zavedeniu termínu mnohonásobnej liekovej rezistencie 

(multidrug resistance, MDR).  

 Tento jav súvisí so zvýšeným výtokom rozsiahlej skupiny hydrofóbnych 

cytotoxických liekov z buniek, ktorý sprostredkúva jedna z rodín energeticky 

závislých transportných proteínov známych ako ABC (ATP-binding cassette) 

transportéry. Veľká voľnosť vo vlastnostiach substrátov a nadbytok ABC 

transportérov vysvetľuje ťažkosti v pokusoch o obídenie MDR in vivo za posledných 

30 rokov. Farmakológovia sa snažia vyvinúť lieky, ktoré by sa mohli výtoku vyhnúť 

alebo by mohli inhibovať funkciu transportérov. 

 Štúdie ukazujú, že ABC transportéry majú esenciálny význam pre množstvo 

bunkových procesov, ktoré vyžadujú prenos substrátov cez plazmatickú membránu. 

Preto majú ABC transportéry dôležitú úlohu vo výskume nových liekov a vo vývoji 

rozličných oblastí, zahŕňajúc MDR rakovinu či drug targeting [3]. 

3.1  Rodina ABC transportérov 

 ABC transportéry sú proteíny, ktoré typicky prenášajú soluty cez plazmatickú 

membránu bunky [4]. Funkčná skupina ABC transportéru pozostáva z dvoch 

transmembránových domén (TMD) a dvoch nucleotide binding domén (NBD). 

Štruktúra bakteriálnych ABC transportérov ukazuje, že dve NBD formujú miesto na 
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zberanie energie z ATP potrebnej na výtok solutu cez pór vytýčený 

transmembránovými helixmi [5]. 

 Ľudský genóm obsahuje 48 génov kódujúcich ABC transportéry, ktoré boli 

ďalej rozdelené do sedem podrodín označených A-G [6]. ABC transportérmi sú 

prenášané rozličné substráty, počnúc chemoterapeutickými liečivami až po 

prirodzene sa vyskytujúce biologické zlúčeniny. Čím ďalej je zrejmejšie, že 

komplexná fyziologická sieť ABC transportérov má ústrednú úlohu v detoxikácii 

a ochrane organizmu pred xenobiotikami. Táto funkcia je viditeľná z rozloženia 

ABC transportérov, ktoré sú vysoko zastúpené v dôležitých farmakologických 

bariérach, ako sú intestinálne bunky, hematoencefalitická bariéra, v pečeni, 

obličkách, atď. 

 Schopnosť ABC transportérov ovplyvniť účinnosť ústne podaných liekov, 

ako aj ich šírenie do ďalších tkanív, má jasné dôsledky na dizajn nových liečiv. Je 

dôležité vedieť: 

1. či je liek schopný voľne prejsť farmakologickými bariérami, alebo či je jeho 

prechod zakázaný ABC transportérmi, 

2. či je liek schopný ovplyvniť prechod iných zlúčenín skrze inhibíciu ABC 

transportérov, 

a preto si dnes farmaceutický priemysel osvojil rutinné testovanie citlivosti jedného 

z ABC transportérov, P-glykoproteínu, na dané zlúčeniny v procesoch vývoja 

liečiv [3]. 

3.2  P-glykoproteín 

 Ľudský P-glykoproteín (Pgp/MDR1/ABCB1) je typickým ABC 

membránovým primárne aktívnym prenášačovým proteínom. Je známy tým, že bol 

objavený ako prvý z ABC transportérov, je medicínsky najvýznamnejší, najviac 

preštudovaný a má najväčší rozsah substrátov, ktoré je schopný prenášať [7]. 

Modely, ktoré popisujú funkciu Pgp sa spoliehajú na biochemické experimenty, 

mutagenetické štúdie, techniku nízkeho rozlíšenia a porovnávanie so štruktúrou 

iných ABC proteínov. 

 P-glykoproteín je členom ABCB podrodiny proteínov, ktorá má v ľudskom 

tele 11 zástupcov. Gén, ktorý kóduje Pgp sa nachádza na chromozóme 7q21, 

obsahuje 28 exónov a určuje poradie 1280 aminokyselín. Štruktúra proteínu sa 
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skladá z transmembránových domén, dvoch domén viažucich ATP a regiónu, ktorý 

spája dve homologické časti proteínu. Tieto dve časti formujú transportér, v ktorom 

transmembránové helixy vytvárajú v membráne pór na prenos substrátu a nucleotide 

binding domény (NBD) zhromažďujú energiu viazaním a hydrolýzou ATP (obr. 3.1) 

[8]. 

 

 
Obr. 3.1: Priestorová konformácia P-glykoproteínu, ktorá sa skladá z dvoch 

transmembránových domén (TMD) a dvoch NBD domén v intracelulárnej oblasti [9] 

 

 Spájací región medzi dvoma časťami proteínu hrá dôležitú úlohu v zaisťovaní 

správnej interakcie týchto podjednotiek. Celkový tvar molekuly bol objavený 

pomocou techniky nízkeho rozlíšenia a obrázky z kryoelektrónovej mikroskopie 

naznačujú, že transmembránové domény tvoria komoru lievikovitého tvaru v rovine 

membrány [10]. Táto komora sa otvára do extracelulárnej časti a zdá sa byť uzavretá 

na intracelulárnom konci. Dve NBD domény sú lokalizované intracelulárne, v tesnej 

blízkosti vedľa seba, čo umožňuje ich rozsiahlu interakciu. 

 Hydrolýza ATP a prenos substrátu sú sprostredkované dvomi rôznymi 

časťami proteínu a spolupráca týchto modulov zaisťuje, že: 

1. Hydrolýza ATP sa spúšťa, keď je substrát prítomný pre transport, 

2. Substrát je premiestnený, keď je uvoľnená energia ATP, 

3. Obe homologické časti proteínu pracujú zosúladene. 

 Počas transportu sú substráty premiestňované z „nakladacieho“ miesta 

s vysokou afinitou lokalizovaného v intracelulárnej časti do „vykladacieho“ miesta 
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s nízkou afinitou na opačnej, extracelulárnej časti membrány. Tento energeticky 

závislý transport je spojený s konformačnými zmenami transmembránových helixov, 

ktoré boli detegované proteolýzou [11] a štúdiou štruktúry [12]. Podľa jedného 

z modelov používa P-glykoproteín na transport substrátu energiu z dvoch molekúl 

ATP, kde energia z prvej molekuly sa použije na premiestnenie substrátu von 

z bunky pomocou konformačnej zmeny v proteíne a energia z druhej molekuly ATP 

sa využíva na zresetovanie proteínu do pôvodnej konformácie [13]. 

Substráty transportované P-glykoproteínom 

 P-glykoproteín rozpoznáva substráty patriace do veľmi vzájomne odlišných 

skupín a spôsobuje tak rezistenciu voči rozsiahlemu spektru klinicky a toxikologicky 

významných látok, zahŕňajúc lieky na rakovinu, inhibítory HIV-proteázy, 

antibiotiká, antidepresíva, antiepileptiká a analgetiká (tab. 3.1). 

 Kryštálová štruktúra bakteriálnych proteínov podobných Pgp naznačuje, že 

tieto proteíny interagujú s liekmi pomocou van der Waalsových síl a hydrofobického 

zhromažďovania [14]. Napriek tomu, iné modely založené na chemickom 

cross-linking, homologickom modelovaní a metóde farmakologických vzorov, 

naznačujú, že Pgp s rôznymi liekmi interaguje rozlične a každý substrát v mieste 

naviazania tak vytvára jedinečné spojenie [15,16]. 

 Substráty Pgp voľne difundujú do buniek a môžu byť rozpoznané Pgp ešte 

v oblasti plazmatickej membrány [17]. Štúdie používajúce fluorescenčné substráty 

potvrdili, že viažuce miesta sú lokalizované v rovine membrány [18]. Existujú teórie, 

že tento spôsob rozpoznávania substrátov robí z Pgp veľmi efektívnu pumpu, 

zabraňujúcu toxickým zlúčeninám vo vstupe do bunky. Teoretické modely [19] a in 

vitro experimenty [20] ukazujú, že Pgp je zrejme schopný zachytiť substrát ešte 

predtým, než by vôbec dosiahol cytoplazmu. 

 Analýza trojdimenzionálych štruktúr ukázala, že substráty typicky obsahujú 

skupiny akceptorov vodíkových väzieb s definovaným priestorovým rozdelením.  

Tie zlúčeniny, ktoré majú väčší potenciál tvoriť vodíkové väzby s Pgp všeobecne 

pôsobia ako inhibítory [21]. 
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Lieky na rakovinu 

Anthracyclines 
Daunorubicin 
Doxorubicin 
Epirubicin 

Anthracenes Bisantrene 
Mitoxantrone 

Vinca alkaloids 

Vinblastine 
Vincristine 
Vinorelbine 
Vindesine 

Tubulin polymerizing drugs 
Colchicine 
Paclitaxel 
Docetaxel 

Antiarytmiká  Amiodarone 
Lidocaine 

Imunosupresíva  FK506 
Cyclosporin A 

Blokátory kalciových 
kanálov 

 Verapamil 
Tiapamil 

Antimykotiká  Itraconazole 
Ketoconazole 

Inhibítory HIV proteázy 
 

Ritonavir 
Indinavir 

Saquinavir 

Fluorescenčné sondy 
 

Hoechst 33342 
Rhodamine 123 

Calcein-AM 

 

Tab. 3.1: Prehľad niekoľkých substrátov P-glykoproteínu [22,23,24]. Zvýraznené 

látky boli študované v tejto práci. 
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3.3  Možné prístupy k liečbe MDR  

 Výskumy na myšiach, ktorým boli odobraté gény abcb1a a abcb1b, podobné 

ľudským génom pre ABC proteíny, priniesli cenné informácie o funkcii 

P-glykoproteínu  in vivo [25]. Tieto myši boli prekvapivo životaschopné a plodné, 

takmer nerozlíšiteľné od normálnych myší, čo naznačuje, že by farmakologická 

modulácia ľudského P-glykoproteínu mohla predstavovať bezpečnú a efektívnu 

stratégiu boja s MDR rakovinou. 

Inhibítory P-glykoproteínu 

 Klinický význam P-glykoproteínu môže byť ukázaný na pokusoch 

navrhnutých na zastavenie funkcie Pgp. Menej ako po desiatich rokoch od objavenia 

MDR spôsobenej Pgp začali prvé klinické testy jeho možných inhibítorov. 

Počiatočné testy použili inhibítory Pgp „prvej generácie“, medzi ktoré patria napr. 

verapamil, quinín a cyclosporín, ktoré boli v tom čase schválené na iné lekárske 

účely. Vo všeobecnosti boli tieto zlúčeniny neefektívne alebo toxické v dávkach 

potrebných pre zastavenie funkcie Pgp. Napriek tomu výsledky testov z 

klinickej fázy III ukázali pozitívny prínos pridania cyclosporínu do liečby 

cytarabínom a daunorubicínom u pacientov s nízko rizikovou AML (Acute myeloid 

leukemia) [26], naznačujúc, že úspešná zmena funkcie Pgp je možná. V niektorých 

iných testoch však k zlepšeniu nedošlo a taktiež boli často pozorované toxické 

vedľajšie účinky [27]. 

 Sľubné výsledky z prvých testov podporili ďalší vývoj. Inhibítory „druhej 

generácie“ boli pozbavené vedľajších efektov spojených s toxicitou zlúčenín [28]. 

Najviac klinicky testovaným inhibítorom bol valspodar, ale len s malým úspechom. 

Hlavým zlyhaním liekov druhej generácie bolo, že indukovali farmakokinetické 

interakcie, ktoré obmedzovali metabolizmus chemoterapeutík a dvíhali tak 

koncentráciu plazmy nad prijateľnú toxicitu. Vzhľadom na tieto problémy, fáza III 

klinického výskumu bola prerušená predčasne kvôli zvyšujúcej sa úmrtnosti 

pacientov [29]. 

 Inhibítory „tretej generácie“ sú navrhnuté špecificky pre vysokú afinitu 

a slabé farmakokinetické interakcie. Patria tu napríklad laniquidar, zosuquidar, 

elacridar, tariquidar, atď [30]. Jedna intravenózne podaná dávka tariquidaru 

inhibovala výtok rhodaminu z buniek s prítomným Pgp po dobu 48 hodín [31]. 
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V roku 2002 začala fáza III klinického výskumu, kedy sa v kombinácii s prvou líniou 

chemoterapeutík podával tariquidar, no napriek sľubným charakteristikám boli štúdie 

zastavené predčasne kvôli toxicite liekov [3]. 

 Aj keď Pgp je uznaný ako biomarker AML, po viac ako troch dekádach 

výskumu, je klinický prínos modulácie funkcie Pgp stále otázny. Klinické testy 

načrtli koncept ideálneho inhibítora, ktorý je efektívny, nemá nežiaduce 

farmakologické účinky, nemá farmakokinetické interakcie s ostatnými liekmi, rieši 

špecifické mechanizmy rezistencie a je dostupný pre pacientov. To môžu byť 

priveľké nároky na jeden liek, no vývoj „štvrtej generácie“ inhibítorov je stále 

prebiehajúci a dáva nádej na úspechy aj v klinickej oblasti [3]. 

Alternatívne prístupy 

 Ukazuje sa, že by sa ako potenciálne inhibítory mohli využiť aj hydrofóbne 

peptidy, ktoré majú vysokú afinitu k Pgp. Tieto malé peptidy, podobné 

transmembránovým segmentom Pgp však fungujú na inom mechanizme inhibície. 

Predpokladá sa, že peptidové analógy TMD interferujú s normálnym zložením 

a funkciou cieľového proteínu a znižujú tak výtok substrátov, ako bolo ukázané 

v experimentoch in vitro [32] a in vivo [33]. 

 Ďalšou z možností boja s rezistenciou rakoviny je downregulácia génov 

zodpovedných za MDR. V rakovinových bunkách je nadmerná prítomnosť Pgp často 

dôsledkom znásobenia génu MDR1. Tento prístup využíva bránenie transkripcie Pgp, 

ktorým dochádza k zníženiu jeho výskytu v plazmatickej membráne. Bartsevich et 

al. vyvinuli transkripčné represory, ktoré sa viažu na propagátor MDR1 a ukázali, že 

ich prítomnosť v MDR bunkách viedla k zvýšeniu citlivosti buniek na 

chemoterapeutiká [34]. 

 Odpoveďou na MDR by mohli byť aj nové lieky navrhnuté tak aby sa výtoku 

vyhli. Epothilones sú zlúčeniny, ktoré pôsobením na mikrotubuly buniek zabránia 

ich depolymerácii počas bunkového delenia a tým transportu chromozómov k pólom. 

Tieto látky, ktoré nie sú substrátom Pgp tak poskytujú dôkaz, že je možné vyvinúť 

nové chemoterapeutiká, ktoré nebudú interagovať s ABC transportérmi [3]. 

 Teoreticky najjednoduchšou cestou ako čeliť výtoku je zvýšenie dávok 

chemoterapeutík. Nanešťastie takéto zvýšenie dávok by potenciálne mohlo viesť 

k smrteľným vedľajším účinkom [3].  
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4.  Fluorescenčné sondy 

 Za niekoľko posledných desiatok rokov bol zaznamenaný veľký nárast 

v používaní fluorescencie v biologických vedách. Fluorescenčná spektroskopia 

a časovo rozlíšená fluorimetria sú považované za jeden z hlavných nástrojov 

výskumu v oblasti biochémie a biofyziky. Fluorescencia je rozšírenou metódou 

v oblasti biotechnológií, prietokovej cytometrii, medicínskej diagnostiky, DNA 

sekvencovanie, forenzných vied a genetickej analýzy. Detekcia pomocou 

fluorescencie je vysoko citlivá a nahrádza používanie rádioaktívnych trakerov vo 

väčšine biochemických meraní. Použitie fluorescencie bolo vo veľkej miere 

zavedené aj do zobrazovania buniek či molekúl a umožňuje lokalizovať a merať 

intracelulárne molekuly, niekedy dokonca aj na úrovni detekcie jednej molekuly 

[35]. 

4.1  Jav fluorescencie 

 Luminiscencia je fyzikálny jav, pri ktorom sa z látky vyžaruje svetlo 

spôsobené deexcitáciou elektrónov z vyšších excitovaných elektrónových stavov na 

základný stav. Luminiscenciu môžeme rozdeliť do dvoch hlavných kategórii na 

základe vlastností excitovaného stavu a to na fluorescenciu a fosforescenciu. 

 V excitovanom singletnom stave má elektrón v excitovnom orbitáli opačný 

spin ako elektrón v základnom stave. Návrat do základného stavu je teda spinovo 

povolený a nastáva ihneď za emisie fotónu. Tento jav sa nazýva fluorescencia a doba 

jej života je typicky 10 ns. Fluorescencia sa zvyčajne vyskytuje u aromatických 

molekúl (obr. 4.1). 

 Fosforescencia je emisia svetla z tripletného excitovaného stavu, v ktorom má 

elektrón nachádzajúci sa v excitovanom orbitáli rovnaký spin ako elektrón 

v základnom stave. Prechody excitovaných elektrónov do základného stavu sú 

zakázané a rýchlosť emisie svetla je preto pomalšia. Doba života fosforescencie je 

typicky v milisekundách až sekundách, niektoré fosforescenčné látky dokážu svietiť 

aj niekoľko minút. 

 Fluorescenčné spektrálne dáta sa zvyčajne prezentujú ako emisné spektrá. Ide 

o závislosť intenzity fluorescencie na vlnovej dĺžke emitovaného svetla. Emisné 
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spektrá sa značne líšia a závisia na chemickej štruktúre fluorofóru, ako aj na 

prostredí, v ktorom sa nachádza [35]. 

 
Obr. 4.1: Štruktúra niekoľkých typických fluorescenčných látok [35] 

Jablonského diagram 

 Procesy uskutočňované medzi absorpciou a emisiou svetla sa zvyčajne 

ilustrujú pomocou Jablonského diagramu (obr. 4.2). Na tomto diagrame sú 

znázornené elektrónové stavy S0, S1, a S2. Na každej z týchto energetických 

elektrónových hladín sa môže fluorofór nachádzať v niekoľkých vibračných 

energetických hladinách značených 0, 1, 2, atď. Prechody medzi jednotlivými stavmi 

sú znázornené vertikálnymi čiarami. 

 Po absorpcii svetla môže nastať niekoľko procesov. Fluorofór sa zvyčajne 

excituje na jednu z vyšších vibračných hladín v rámci stavov S1 alebo S2. Až na 

niekoľko málo výnimiek molekuly rýchlo zrelaxujú do najnižšej vibračnej hladiny 

stavu S1. Tento proces sa nazýva vnútorný prechod a uskutočňuje sa za čas kratší ako 

10-12 s. Keďže doba života fluorescencie je zvyčajne blízka 10-8 s, dochádza 

k vnútornému prechodu ešte pred emisiou svetla. Emitovaný fotón má preto menšiu 



23 
 

energiu ako fotón absorbovaný a v emisnom spektre pozorujeme posun k väčším 

vlnovým dĺžkam nazývaný Stokesov  alebo červený posun (obr. 4.3) [35]. 

 
Obr. 4.2: Jablonského diagram [35] 

 

 
Obr. 4.3: Excitačné a emisné spektrum so Stokesovým posunom [36] 

4.2  Fluorofóry 

 Fluorescenčné sondy reprezentujú najdôležitejšiu oblasť fluorescenčnej 

spektroskopie. Emisné spektrá týchto molekúl môžu byť veľmi citlivé na malé 

zmeny v prostredí, v ktorom sa nachádzajú. Existujú fluorofóry, ktoré značia 

proteíny, slúžia ako potenciometrické sondy, môžu sa viazať na nukleové kyseliny, 

alebo byť citlivé na koncentráciu okolitých iónov, či mnohé iné so širokým spektrom 

využitia. Informácie, ktoré môžeme z experimentov získať závisia na vlastnostiach 
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použitých fluorofórov. Dnes sú známe tisícky fluoreskujúcich molekúl a môžeme ich 

rozdeliť do dvoch hlavných skupín: prirodzene sa vyskytujúce a umelé. 

  Prirodzená fluorescencia proteínov pramení z aromatických aminokyselín, 

ako sú tryptofán, tyrozín a fenylalanín. Napríklad emisia tryptofánu je vysoko citlivá 

na svoje blízke okolie a preto je často používaný na detekciu konformačných zmien 

proteínov. Spektrálne posuny emisie boli pozorované ako výsledok niekoľkých 

javov, medzi ktoré patria väzba ligandov, asociácia proteínov, či ich denaturácia. 

 Umelé fluorofóry sa využívajú pri značení molekúl, ktoré nemajú prirodzenú 

fluorescenciu, ako sú lipidy či DNA. Proteíny sa často značia fluorescenčnými 

molekulami (značkami) s dlhšími excitačnými a emisnými vlnovými dĺžkami než 

majú aminokyseliny a môžu sa tak študovať v prítomnosti iných proteínov [35]. 

Potenciometrické sondy 

 Na skúmanie membrán sa používajú vo vode nerozpustné sondy, ktoré 

prenikajú do nepolárnych regiónov membrány. Jednou z často používaných 

membránových sond je napríklad  DPH, 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatrién. Pridanie DPH 

do membránovej suspenzie vyústi k úplnému naviazaniu sondy na membránu a 

jeho fluorescenčná emisia zodpovedá prostrediu, v ktorom sa nachádza. Lipidové 

sondy sa môžu viazať na zvyšky mastných kyselín, či fosfolipidy. Hĺbka sondy a jej 

pozícia sa mení s jej chemickým zložením [35]. 

 Niektoré fluorescenčné sondy sú citlivé na elektrické pole prechádzajúce skrz 

membránu. Takéto sondy sa nazývajú potenciometrické a môžu fungovať na 

viacerých princípoch, ako je natáčanie sa sond v membráne, ich agregácia 

v membráne, či prirodzená citlivosť na elektrické pole [35]. Redistribučné 

potenciometrické sondy ľahko prenikajú cez plazmatickú membránu do buniek a ich 

intracelulárna koncentrácia závisí na veľkosti membránového potenciálu. Jednou z 

takýchto sond je aj v našich experimentoch používaná diS-C3(3) (obr. 4.4). 

 

 
Obr. 4.4: Fluorescenčná sonda diS-C3(3), (3,3´-dipropylthiacarboxycyanine) [37] 
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5.  Materiál a metódy 

5.1  Bunkové línie 

 Na experimenty boli použité dva kmene adherentných rakovinových buniek, 

a to bunková línia KB3, tzv. bezpumpový kmeň, či negatívna kontrola, ktorá vo 

svojej bunkovej membráne neobsahuje P-glykoproteín, a bunková línia KBV, ktorá 

má v bunkovej membráne prítomný P-glykoproteín (rezistentná na vinblastin). 

 Bunková línia KB je známa ako podlínia nádorových HeLa buniek. Pôvodne 

sa myslelo, že ide o bunky získané z epidermálneho karcinómu úst, ale následne bolo 

zistené na základe izoenzýmovej analýzy, HeLa chromozómov a DNA odtlačkov, že 

vznikla kontamináciou HeLa buniek. Tieto bunky boli predstavené v roku 1985, sú 

pozitívne na prítomnosť keratínu a obsahujú ľudský papillomavirus18 (HPV–18) 

[38]. Obe bunkové línie boli zaobstarané z Prírodovedeckej fakulty UPJŠ 

v Košiciach.  

5.2  Chemikálie 

 Pre kultiváciu oboch rakovinových bunkových línií KBV a KB3 bolo použité 

kultivačné médium Leibowitz´s L-15 (Gibco) s antibiotikami (penicilín + 

streptomycín, Hyclone) a inaktivovaným Fetal Bovine Serum (FBS, Hyclone). Ďalej 

bol použitý sterilný pufer Dulbecco´s Phospate Buffered Saline bez Ca a Mg 

(DPBS). K oddeleniu adherentných buniek od steny kultivačnej fľaše bol použitý 

0,05 % Trypsin-EDTA (Gibco). K fluorescenčným experimentom bola použitá sonda 

diS-C3(3) (Sigma) (obr. 5.1), CP pufer (10mM citrát-fosfátový pufer, Na2HPO4·12 

H2O 3,6g do 1 l destilovanej vody, titrujeme kyselinou citrónovou na požadované 

pH) a rôzne stresory či substráty P-glykoproteínu, ako oligomycín, verapamil, 

amiodaron, vinblastin, ketokonazol, itrakonazol a FK506 (všetko Sigma). Pre 

meranie stability buniek v čase sa používal tzv. CD kokteil (10 μM CCCP + 10 μM 

DM-11). Na uchovávanie bunkových línií v nízkych teplotách bol použitý 

dimethylsulfoxid – DMSO. 
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Obr. 5.1: 3D-model fluorescenčnej sondy diS-C3(3). Sivou farbou sú označené 

uhlíky, bielou vodíky, modrou dusíky a žltou síra. 

5.3  Kultivácia buniek 

 Všetky bunky boli uchovávané v teplote -70 °C v médiu L-15 s 20 % FBS 

a 10 % DMSO. Pri rozmrazení buniek  bolo pridávané nové médium obsahujúce 

20 % FBS, zohriate na izbovú teplotu, pomaly a postupne s cieľom predísť 

osmotickému šoku v bunkách. Bunky boli kultivované pri teplote 37 °C v 5 ml 

média L-15 v 40 ml kultivačných fľašiach. Médium obsahovalo 1 % antibiotík 

(penicilín + streptomycín) a 10 % FBS. Po 6 – 8 hodinách od rozmrazenia buniek 

bolo médium vymenené za nové, aby sme predišli prípadnému poškodeniu buniek 

prítomnosťou zvyšného DMSO v médiu. Ďalej prebiehala kultivácia pri teplote 

37 °C, až kým bunky nedosiahli cca. 90 % pokrytie steny fľaše. Podľa potreby sme 

menili médium za nové, aby boli zaistené čo najvhodnejšie podmienky pre rast 

buniek. Všetky úkony prebiehali za sterilných podmienok v laminárnom boxe. Pri 

požadovanom pokrytí steny bunkami, približne po 3 – 4 dňoch, boli bunky 

pasážované. 

 Pasáž buniek prebiehala nasledovne: z kultivačnej fľaše bolo odstránené 

všetko médium a stenu s bunkami sme opláchli jeden až dvakrát 1 ml pufru DPBS. 

Po odstránení pufru z fľaše sme na bunky aplikovali 0,7 – 1 ml trypsínu, ktorý 

rozrušil bunkovú monovrstvu a spôsobil odlepenie buniek od fľaše. Trypsín sme na 

bunky nechali pôsobiť cca. 5 minút pri teplote 37 °C. Pri dlhom pôsobení trypsínu, 

nad 15 minút, môže dôjsť k poškodeniu buniek, a preto bol na pôsobenie ponechaný 

len čas, ktorý bol potrebný na odlepenie väčšiny buniek od steny. Následne boli do 
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kultivačnej fľaše pridané 2 ml čistého média, ktoré zastavili pôsobenie trypsínu a 

obsah fľaše s bunkami sme stočili po dobu 2 minút pri 1600 otáčkach za minútu. 

Prebytočné médium sme odstránili tak, aby sme nepoškodili pelet buniek a bunky 

sme resuspendovali v 1 ml média resp. pufru. 

 Následne sme bunky v suspenzii spočítali pomocou Bürkerovej komôrky 

a rozdelili podľa potreby. V prípade nasadenia buniek na nové kultivačné fľaše  bolo 

použité cca 5.105 buniek na každú novú fľašu, obsahujúcu 5 ml média (10 % FBS). 

Bunky boli následne kultivované rovnakým spôsobom, až kým opäť nedosiahli 90 % 

pokrytie fľaše. V prípade použitia buniek na experiment boli bunky rozdelené do 

kyviet v požadovanom množstve a doplnené pufrom na 3 ml.  

 Pre vyhotovenie fluorescenčných fotiek buniek boli bunky kultivované na 

Petriho miskách o počiatočnom počte cca 2,5.105, v médiu s obsahom 10 % FBS po 

dobu 2 – 3 dní. 

 Po 2 – 3 pasážach bolo možné bunky znovu skladovať vo forme konzerv. Pre 

opätovné zmrazenie a uskladnenie buniek sme bunky po pasáži spočítali a pripravili 

zmrazovaciu konzervu, ktorá obsahovala 70 % čistého média L-15, 20 % FBS 

a 10 % DMSO, ktoré chráni bunky pred účinkami nízkych teplôt. Takto pripravenú 

konzervu s bunkami sme vložili do mraziaceho boxu, pričom pokles teploty 

nepresiahol 1 °C za hodinu a bunky boli ďalej udržované pri teplote -70 °C.  

5.4  Spektroskopické monitorovanie akumulácie sondy 

 diS-C3(3) v bunkách 

 Príprava na fluorescenčný experiment zahŕňala rozdelenie buniek do 3 ml 

kyviet v požadovaných koncentráciách podľa úlohy experimentu (pre koncentračnú 

závislosť fluorescencie sme volili množstvá 1-5.105 buniek, pre sledovanie aktivity 

P-glykoproteínu bolo volené 1.105 buniek v 3 ml pufru). Na začiatku experimentu 

sme do kyviet pridali fluorescenčnú sondu diS-C3(3) (zás. roztok 3.10-5 M v EtOH). 

 Fluorescenčná sonda diS-C3(3) ľahko prechádza plazmatickou membránou a 

u buniek KB3, u ktorých je aktivita MDR pumpy nulová, je jej akumulácia vo vnútri 

buniek daná veľkosťou ich membránového potenciálu. V prípade, že je sonda 

substrátom Pgp, je jej intracelulárna koncentrácia u buniek s aktívnymi pumpami – 

v našom prípade KBV – aj napriek ich rovnako vysokému membránovému 

potenciálu, ako u bezpumpového kmeňa, veľmi nízka v dôsledku aktívneho 
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odstraňovania sondy P-glykoproteínom (analogicky s používaním tejto metódy na 

štúdium kvasinkovej pumpy Pdr5p [39]). Maximum emisného spektra voľnej sondy 

je 568 nm. Vo vnútri buniek sa sonda reverzibilne viaže na cytozolické komponenty, 

čo je sprevádzané zmenou spektrálnych parametrov (posun fluorescencie cca o 10 

nm smerom do červena, vyšší kvantový výťažok). Namerané spektrá bunkovej 

suspenzie sa skladajú z príspevku voľnej a viazanej sondy a ich príspevky 

zodpovedajú ich koncentrácii. Pri vhodnej voľbe koncentrácie (množstvo buniek a 

sondy vo vzorke) je metóda vysoko citlivá na zmeny v koncentrácii sondy v bunke 

zmenou polohy a veľkosti maxima meraného spektra [39,40]. Akumuláciu 

fluorescenčnej sondy v bunkách detegujeme pomocou tzv. farbiacej krivky, čo je 

závislosť polohy maxima (λmax) fluorescenčného signálu zo vzorky na čase od 

pridania fluorescenčnej sondy k bunkovej suspenzii. Táto metóda bola úspešne 

zavedená na kvasinkách Saccharomyces cerevisiae [39]. 

 Experimenty boli uskutočňované za občasného miešania pri pokojovej teplote 

s výslednou koncentráciou fluorescenčnej sondy vo vzorke 4.10-8 M. Fluorescenčné 

spektrá boli merané na spektrofluorimetre FluoroMax 4 (Jobin-Yvon) (obr. 5.2). 

Excitačná vlnová dĺžka bola nastavená na 531 nm, emisné spektrum bolo merané v 

rozsahu 560-590 nm. Veľkosť štrbín bola nastavená na 10 nm a pri meraní bol 

použitý emisný filter (cutoff 540 nm) k eliminácii rozptylového žiarenia. Účinok 

stresorov (inhibítorov) bol študovaný na základe porovnania farbiacich kriviek 

kmeňov bez a s Pgp po pridaní skúmanej látky. Testované látky boli pridávané 

k bunkám po 4 – 7 minútach inkubácie so sondou. Dĺžka experimentu sa obvykle 

pohybovala okolo 50 minút. Keďže bunky časom odumierajú, bola stabilita buniek 

za nerastových podmienok v čase sledovaná pomocou ich reakcie na pridanie CD 

kokteilu [39]. 

 

 
Obr. 5.2: Spektrofluorimeter FluoroMax 4 
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5.5  Fluorescenčne mikroskopické monitorovanie akumulácie 

 sondy diS-C3(3) v bunkách 

 Pre detekciu fluorescencie buniek boli ich kultúry použité priamo na Petriho 

miskách. Po dosiahnutí dostatočného pokrytia Petriho misky bunkami bola k médiu 

pridaná fluorescenčná sonda diS-C3(3) a ponechaná pôsobeniu cca. 5 minút. Bunky 

boli pozorované v invertovanom fluorescenčnom mikroskope (Olympus) (obr. 5.3), 

ako v prechádzajúcom svetle, tak aj po excitácii sondy laserovým žiarením o vlnovej 

dĺžke 531 nm. Obraz buniek bol detegovaný CCD kamerou, doba snímania v prípade 

viditeľného svetla bola nastavená na 700 μs, v prípade snímania fluorescencie 1 s. 

 
Obr. 5.3: Schéma invertovaného fluorescenčného mikroskopu (Olympus) 
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6.  Výsledky a diskusia 

 Hlavným cieľom tejto bakalárskej práce bolo vyvinúť rýchlu a citlivú metódu 

na skúmanie činnosti MDR pumpy P-glykoproteínu. Ako efektívny spôsob 

monitorovania funkcie Pgp sa ukazuje použitie fluorescenčných sond. Tieto 

molekuly schopné emitovať fluorescenčné svetlo sú častým substrátom 

membránových transportných proteínov a preto sú dobrým nástrojom na ich štúdium. 

Nakoľko však existuje veľké množstvo fluorescenčných sond s rôznymi 

vlastnosťami, bolo potrebné nájsť sondu, ktorá je schopná poskytovať vhodné 

informácie o aktivite Pgp a o účinku rôznych stresorov na jeho činnosť. 

6.1  Fluorescenčná sonda diS-C3(3) – vhodný nástroj pre 

 štúdium funkcie a aktivity P-glykoproteínu 

 Metóda sledovania membránového potenciálu a aktivity dvoch hlavných 

MDR púmp, Pdr5p a Snq2p u kvasiniek S. cerevisiae, pomocou fluorescenčnej 

sondy diS-C3(3) bola úspešne vyvinutá na Oddelení biofyziky Fyzikálneho ústavu 

UK. Z tohto dôvodu bolo použitie tejto sondy našou prvou voľbou. Jasne sa 

preukázalo, ako pomocou fluorescenčnej mikroskopie, tak aj spektroskopicky, že 

sonda diS-C3(3) je substrátom Pgp. Ako je zjavné z fluorescenčných snímok 

(obr. 6.1), je akumulácia sondy vo vnútri buniek bezpumpového kmeňa ďaleko 

vyššia (obr. 6.1B) než u buniek kmeňa KBV (obr. 6.1D). K zníženiu akumulácie 

sondy dochádza v dôsledku jej aktívneho odstraňovania z buniek P-glykoproteínom, 

prítomným v membráne buniek KBV. Ako už bolo uvedené, pri vstupe do buniek sa 

sonda viaže na cytozolické komponenty, čím dochádza k výraznému zvýšeniu 

intenzity emitovaného fluorescenčného svetla, ako je zjavné z obrázka 6.1B. Na 

snímkach je taktiež jasne vidieť distribúciu sondy v bunke. Sonda je akumulovaná 

hlavne v mitochondriách, zatiaľ čo jej výskyt v jadre nie je detekovateľný (tmavá 

časť buniek). 
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Obr. 6.1: Sonda diS-C3(3) je substrát P-glykoproteínu – fluorescenčne 

mikroskopický dôkaz. (A) bunky línie KB3 v prechádzajúcom svetle, (B) silný 

fluorescenčný signál akumulovanej sondy v cytoplazme buniek KB3, (C) pumpový 

kmeň KBV v prechádzajúcom svetle, (D) slabý fluorescenčný signál, spôsobený 

nízkou koncentráciou sondy v bunkách KBV, dôsledok aktívneho odstraňovania 

sondy Pgp. 

 

 Spektroskopické experimenty (obr. 6.2) ukazujú, že úroveň farbenia (posun 

v maxime emisného spektra k väčším vlnovým dĺžkam) bezpumpového kmeňa KB3 

je vyššia než v prípade buniek KBV, čo je ďalším dôkazom, že sonda je substrát Pgp. 

Zvýšená úroveň farbenia u bezpumpového kmeňa by však mohla byť spôsobená aj 

prítomnosťou intenzívne sa farbiacich mŕtvych buniek [41]. Na vyvrátenie tejto 

možnosti bol na konci merania do suspenzie pridaný CD kokteil, ktorého účinkom je 

depolarizácia membrány [39]. Keďže farbiace krivky po pridaní CD kokteilu do 

suspenzie splývajú, je nepochybné, že rozdiel vo farbení je naozaj spôsobený 

aktivitou P-glykoproteínu. 
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Obr: 6.2: Sonda diS-C3(3) je substrát P-glykoproteínu - spektroskopický dôkaz. 

Úroveň farbenia (tj. farbiaca krivka) je u bezpumpového kmeňa KB3 vyššia ako 

u pumpového kmeňa KBV z dôvodu odstraňovania sondy P-glykoproteínom. 

Reakcia na pridanie CD kokteilu v 43 min. potvrdzuje intaktnosť buniek. 

Podarilo sa nám dokázať, že fluorescenčná sonda diS-C3(3) je substrátom MDR 

pumpy P-glykoproteínu.  

 Hlavným cieľom tejto práce bolo pomocou vybranej fluorescenčnej sondy, 

ktorá je substrátom Pgp, vyvinúť metódu, ktorá by jednoducho detegovala účinky 

pôsobenia stresorov na ľudské bunky v suspenzii. Ďalšia časť práce sa preto týka 

optimalizácie spektroskopickej metódy. 

6.2  Optimalizácia spektroskopickej metódy 

6.2.1  Vplyv koncentrácie buniek 

 Ako vyplýva z princípu fluorescenčnej diS-C3(3) metódy, úroveň farbenia 

buniek (posun λmax do červenej oblasti spektra) sa zvyšuje s rastúcou koncentráciou 
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buniek [42]. Bolo preto potrebné uskutočniť experiment, v ktorom boli merané 

farbiace krivky pre rôzne koncentrácie buniek v suspenzii, pre stanovenie čo 

najväčšieho rozdielu medzi farbením buniek KBV a KB3. Konkrétne sme testovali 

koncentrácie v rozsahu 1-5.105 buniek v 3 ml suspenzie. 

 Ako je zjavné z obrázka 6.3, zvyšovanie koncentrácie buniek vedie k zníženiu 

rozdielu vo farbení medzi pumpovým a bezpumpovým kmeňom a taktiež ku zníženiu 

poklesu farbiacich kriviek po pridaní CD kokteilu, čo súvisí s limitáciou 

fluorescenčnej metódy založenej na detekcii polohy maxima fluorescenčného 

signálu [39]. Veľký počet buniek totižto poskytuje väčšie množstvo väzobných 

miest, na ktoré je sonda schopná sa naviazať a následne pri depolarizácii membrány 

nemusí byť vidieť taký pokles farbiacej krivky ako pri menších množstvách buniek. 

Vysoké farbenie môže taktiež spôsobiť, že nebudeme schopní detegovať zmeny, ako 

je hyperpolarizácia membrány, kvôli jeho približovaniu k maximu emisného spektra 

viazanej sondy. Pre možné zaznamenanie zmien vo farbení oboma smermi volíme 

radšej nižšie koncentrácie buniek. 

 
Obr. 6.3: Vhodná koncentrácia buniek pre fluorescenčné meranie je 1.105 b. 

v 3 ml suspenzie. Rozdiel vo farbení medzi pumpovými a bezpumpovými kmeňmi 

sa zmenšuje so zvyšujúcou sa koncentráciou buniek. CD kokteil bol pridaný v 44. 

min. 
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Na základe tohto experimentu bola vybraná optimálna koncentrácia buniek 

zodpovedajúca 1.105 buniek v 3 ml suspenzie. 

6.2.2  Vplyv pH a typu pufru 

 Zatiaľ čo predchádzajúci experiment s koncentráciou buniek bol uskutočnený 

v CP pufri, zaujímalo nás, či by bolo možné zväčšiť rozdiel vo farbení buniek 

zmenou pH CP pufru. Ukázalo sa, viď obrázok 6.4A, že zmena pôvodného pH 6 CP 

pufru na pH 5 a pH 7 vedie k zníženiu rozdielu vo farbení buniek pumpového 

a bezpumpového kmeňa. 

 Ďalšou otázkou bolo, či meranie fluorescencie buniek za použitia CP pufru, 

bežne používaného pri meraniach na kvasinkách, je optimálne aj pre ľudské bunky. 

Porovnali sme ho preto s meraním buniek v pufri DPBS, ktorý sa používa pri 

manipulácii s bunkovými líniami a ktorého pH je 7. Zistili sme, že aj napriek tomu, 

že pri použití CP pufru s pH 7 je rozdiel medzi kmeňmi malý, pri použití DPBS 

pufru došlo k výraznému zväčšeniu rozdielu (obr. 6.4B). 

Na základe tohto experimentu sme zhodnotili, že pri použití CP pufru je optimálne 

pH 6, no pre zvýšenie citlivosti metódy budeme ďalej používať DPBS pufer. 
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Obr. 6.4: Pufer DPBS je vhodnejší než CP pufer. Závilosť diferencie medzi 

farbením buniek KBV a KB3 (A) na pH CP pufru a (B) na type pufru pri PH 7. 

Rozdiel medzi farbiacimi krivkami buniek resuspendovaných v DPBS pufri sa 

výrazne zväčšuje oproti CP pufru. 

  

A 

B 
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6.2.3  Vplyv dĺžky inkubácie buniek so sondou na ich životaschopnosť 

 Spektroskopická metóda si vyžaduje prípravu vzoriek v podobe suspenzií. Pre 

bunky pochádzajúce z mnohobunkového organizmu je dôležité rozrušiť ich 

celistvosť a preniesť ich do pufru. Táto metóda môže viesť k postupnému 

odumieraniu buniek v suspenzii. Bolo preto nevyhnutné určiť podmienky merania, 

pri ktorých si môžeme byť istí, že namerané výsledky farbenia buniek skutočne 

zodpovedajú  membránovému potenciálu a aktivite P-glykoproteínu. Pre tento účel 

experimentu sme skúmali veľkosť zmien farbiacich kriviek po pridaní CD kokteilu 

v rôznych časoch priebehu merania. Experiment sme uskutočnili v oboch typoch 

pufru DPBS a CP. 

 Ako je zjavné z obrázka 6.5, bunky vykazujú nezmenenú životaschopnosť aj 

po 50 minútach inkubácie so sondou, farbiace krivky nevykazujú žiadne výrazné 

zmeny, iba nepatrný pokles λmax v čase (postupná depolarizácia membrány) 

pozorovaný najmä u buniek resuspendovaných v CP pufri. Odozva na pridanie CD 

kokteilu sa v čase nemení. 

 Tento výsledok je pre ustanovenie metódy pozitívny a dôležitý, pretože 

umožňuje sledovanie účinku chemických stresorov v časových úsekoch niekoľko 

desiatok minút. 

Experimentálne okno pre štúdium účinkov stresorov na činnosť 

P-glykoproteínu. 

Ako optimálne podmienky boli zvolené: 

1. Koncentrácia buniek 1.105 v 3 ml suspenzie. 

2. Resuspendácia buniek v DPBS pufri pri pH 7. 

3. Približne 1 hodinové monitorovanie fluorescenčnej odpovede sondy na        

 pridanie stresora. 
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Obr. 6.5: Bunky oboch kmeňov sú pri inkubácii so sondou stabilné.  Počas 

merania nedochádza k výrazným zmenám v životaschopnosti buniek (A) v CP pufri 

ani (B) v DPBS pufri. Účinok CD kokteilu sa v závislosti na čase jeho pridania (20, 

30, 40 a 50 min.) do suspenzie nemení. 

  

A 

B 
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6.3  Štúdium účinku chemických stresorov na aktivitu 

 P-glykoproteínu 

 Vďaka zisteniu, že fluorescenčná sonda diS-C3(3) je substrátom Pgp, bolo 

možné metódu vyvinutú pre súčasné monitorovanie zmien membránového 

potenciálu a aktivity dvoch hlavných MDR púmp, Pdr5p a Snq2p, u kvasiniek 

S. cerevisiae po pridaní stresorov [39] aplikovať rovnako na štúdium účinku 

chemického stresu u ľudských buniek. Hlavným cieľom tejto štúdie bolo najmä 

vyhľadávanie látok, ktoré by mohli slúžiť ako účinné inhibítory Pgp. Fluorescenčná 

metóda (DiS-C3(3) screening assay) je založená na porovnaní diferencie medzi 

farbením pumpových (KBV) a bezpumpových (KB3) buniek v neprítomnosti 

stresora a po jeho pridaní. Inými slovami, pokiaľ pridanie stresora k bunkám oboch 

kmeňov vedie k zmenšeniu rozdielu medzi farbiacimi krivkami, jedná sa o látku, 

ktorá činnosť Pgp čiastočne blokuje. Splynutie farbiacich kriviek indikuje úplnú 

inhibíciu Pgp. Navyše, pokles/nárast λmax u buniek bezpumpového kmeňa KB3 po 

pridaní stresora možno usudzovať na depolarizačný/hyperpolarizačný účinok.  

6.3.1  Vplyv chemických stresorov na fluorescenčné spektrum voľnej 

 sondy 

 Základným predpokladom pre monitorovanie zmien vnútrobunkovej 

koncentrácie sondy pomocou λmax je, že fluorescenčné spektrum sondy z pufru je 

charakterizované polohou maxima fluorescenčného spektra voľnej sondy a intenzitou 

fluorescencie danou koncentráciou sondy v tomto prostredí. Ak dôjde pri pridaní 

stresorov k ovplyvneniu emisného spektra fluorescencie sondy v pufri buď (1) 

v dôsledku väzby sondy na stresor [43], alebo (2) vplyvom chemickej deštrukcie 

molekúl sondy stresorom [44] môže dôjsť k vzniku artefaktov vo fluorescenčnej 

odpovedi sondy na zmenu vyvolanú stresorom. Poloha maxima fluorescenčného 

signálu sa v prvom prípade posunie do červenej oblasti spektra a dôjde k nárastu 

intenzity fluorescencie. V druhom prípade dochádza k výraznému poklesu intenzity 

fluorescenčného signálu. V oboch prípadoch sa môže účinok daných stresorov javiť 

ako zdanlivá hyperpolarizácia. Je preto nutné pred každým štúdiom účinku stresorov 

na bunky testovať ich vplyv na samotnú sondu v pufri. Ak má stresor vplyv na voľnú 
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sondu v pufri, je potrebné voliť nízke koncentrácie, pri ktorých nedochádza 

k ovplyvneniu fluorescencie. 

 

 V rámci tejto práce sme testovali sedem stresorov: oligomycín, amiodaron, 

verapamil, vinblastín, ketokonazol, itrakonazol a FK506. Z obrázka 6.6A je zjavné, 

že zo všetkých testovaných látok iba oligomycín v koncentrácii 10 μg/ml 

významným spôsobom ovplyvňuje fluorescenčné spektrum sondy v pufri. Jeho 

pridanie k voľnej sonde v pufri je sprevádzané výrazným posunom emisného spektra 

k dlhším vlnovým dĺžkam (obr. 6.6A) a nárastom intenzity fluorescenčného signálu 

(obr. 6.6B). Toto je typický príklad situácie, pri ktorej dochádza k naviazaniu sondy 

na stresor.  

 

 Nižšia koncentrácia oligomycínu (2 μg/ml), pri ktorej už táto interakcia nie je 

pozorovateľná, by mala byť vhodná pre testovanie vplyvu tejto látky na bunky. 

Overili sme vplyv pridania stresorov na voľnú sondu v pufri a zistili sme, že: 

1.  Látky amiodaron, verapamil, vinblastín, ketokonazol, itrakonazol a FK506 

 so sondou neinteragujú a preto ich môžeme skúmať našou metódou, 

2.  Interakcia oligomycínu sa prejaví len pri vysokých koncetráciách. Pri 

 koncentrácii 2 μg/ml sme interakciu nezaznamenali a preto môžeme skúmať 

 vplyv oligomycínu pri nižších koncentráciách. 
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Obr. 6.6: Testovanie interakcie fluorescenčnej sondy so stresormi. Časová 

závislosť maxima vlnovej dĺžky (A) a intenzity fluorescenčného signálu (B) po 

pridaní stresorov. Iba po pridaní oligomycínu (10 μg/ml) dochádza k výraznému 

posunu emisného spektra sondy do červena za súčasného nárastu intenzity, čo značí 

naviazanie sondy na stresor. Stresory pridané v 24. min. 

 

A 

B 
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6.3.2  Vplyv oligomycínu na membránový potenciál a aktivitu 

 P-glykoproteínu 

 Oligomycín je antibiotikum produkované baktériami Streptomyces a má 

funkciu inhibítora ATP syntázy [45]. Taktiež je známe, že je substrátom 

kvasinkových MDR púmp Yor1p a Pdr5p [46]. 

  

 
Obr. 6.7: Oligomycín čiastočne inhibuje aktivitu P-glykoproteínu. Pri nízkych 

koncentráciách pozorujeme čiastočnú inhibíciu aktivity Pgp, pri vyšších však 

dochádza k interakcii so sondou. Oligomycín pridaný k bunkám KBV a KB3 v 5. 

minúte. Aktivita púmp na konci merania je naznačená obdĺžnikmi v príslušných 

farbách 

 

 Ako je zjavné z obrázka 6.7, pridanie nízkych koncentrácií oligomycínu 

(2 a 3 μg/ml) k bunkám pumpového kmeňa KBV vedie k zvýšeniu ich farbenia, 

zatiaľ čo u buniek bezpumpového kmeňa je pozorovaná slabá depolarizácia. 

Výsledné zmenšenie diferencie medzi farbiacimi krivkami pumpového 

a bezpumpového kmeňa po pridaní stresora indikuje, že dochádza k čiastočnej 

inhibícii aktivity P-glykoproteínu. Po pridaní veľkého množstva oligomycínu 

(10 μg/ml) ku KBV bunkám pozorujeme výrazný posun λmax do červenej oblasti 
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spektra. Hoci rozdiel vo farbení buniek oboch kmeňov po aplikácii oligomycínu 

v tejto koncentrácii takmer mizne, nemožno tento jav bohužiaľ vďaka zistenej 

interakcii oligomycínu so sondou (viď podkapitolu 6.3.1) jednoznačne prisúdiť 

schopnosti oligomycínu úplne inhibovať Pgp. 

 Tento experiment nám priniesol úplne nový a zatiaľ nepublikovaný výsledok 

o funkcii oligomycínu ako inhibítora MDR pumpy P-glykoproteínu. Bohužiaľ, dôkaz  

prípadnej úplnej inhibície Pgp oligomycínom pri vyšších koncentráciách sa nedá 

uskutočniť našou metódou, pretože pri nich dochádza k interakcii so sondou. 

 Jedinou možnosťou ako potvrdiť tento záver pomocou fluorescenčnej metódy 

by bola inkubácia buniek s oligomycínom a jeho následné odmytie pred meraním, 

čím by sa vylúčila interakcia s fluorescenčnou sondou. Podmienkou úspechu tejto 

upravenej metódy merania je však pevná väzba stresoru na Pgp [47].  

6.3.3  Vplyv amiodaronu na membránový potenciál a aktivitu 

 P-glykoproteínu 

 Amiodaron je antiarytmikum, teda látkou používanou k liečbe porúch 

srdcového rytmu. Blokuje draslíkové kanály, predlžuje akčný potenciál a tlmí 

pôsobenie sympatiku. Má pomalý nástup účinku a dlhý polčas eliminácie [48]. Jeho 

účinok bol študovaný na kvasinkách a  je označovaný za substrát Pgp [24]. 

 Pre štúdium vplyvu amiodaronu na membránový potenciál a aktivitu Pgp sme 

testovali koncentrácie 1.0, 5.0 a 10.0 μM. Ako je zrejmé z obrázka 6.8, pridanie 

amiodaronu k suspenzii buniek bezpumpového kmeňa KB3 vedie k časovo 

oneskorenej výraznej depolarizácii ich membrán. Táto depolarizácia je koncentračne 

závislá, tj. so zvyšujúcou sa koncentráciou amiodaronu sa skracuje doba potrebná 

k detekcii výraznej depolarizácie. U buniek KBV s aktívnym Pgp dochádza rovnako 

k poklesu farbenia v dôsledku zníženia membránového potenciálu. Tento pokles λmax 

je ale ďaleko menší než u KB3 buniek a navyše je tu pozorovaná opačná 

koncentračná závislosť. Konkrétne, so zvyšujúcou sa koncentráciou amiodaronu sa 

pokles λmax zmenšuje; u najvyššej koncentrácie amiodaronu farbiaca krivka prakticky 

kopíruje kontrolu. Z porovnania rozdielov farbenia buniek pumpového 

a bezpumpového kmeňa po 50 minútovom pôsobení amiodarnou jednoznačne 

vyplýva, že táto látka okrem rozsiahlej depolarizácie membrány buniek spôsobuje 

i výraznú inhibíciu P-glykoproteínu. 
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Obr. 6.8: Pôsobenie amiodaronu vedie k rozsiahlej depolarizácii buniek 

a k inhibícii P-glykoproteínu. Po pridaní amiodaronu dochádza k zníženiu 

membránového potenciálu buniek KB3 a výraznému zmenšeniu rozdielu vo farbení 

buniek pumpového a bezpumpového kmeňa. Amiodaron pridaný k bunkám KBV 

a KB3 v 5. minúte. Aktivita púmp na konci merania je naznačená obdĺžnikmi v 

príslušných farbách 

 

 Otázkou zostáva, čo je príčinou pozorovaného inhibičného účinku 

amiodaronu. Príčin, ktoré vedú k inhibícii transportu substrátu-sondy 

P-glykoproteínom, môže byť niekoľko: 

1. Amiodaron je substrátom Pgp a účinne súťaží so sondou o transport, 

hovoríme o kompetitívnej inhibícii, 

2. Jeho pôsobením v membráne (interkaláciou do membrány) dôjde k výtoku 

ATP = strata energie pre aktívny export sondy z buniek P-glykoproteínom, 

3. Amiodaron pôsobí priamo na plazmatickú membránu, tj. interaguje priamo 

s Pgp väzbou do hydrofóbnej kapsy a/alebo interkaláciou do lipidovej 

dvojvrstvy, čo rovnako vedie k modulácii aktivity P-glykoproteínu. 

 

 Vzhľadom k tomu, že amiodaron (i) ako kationický amfipatický liek 

interaguje prednostne s lipidovými membránami, a (ii) blokuje iónové kanály, 
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môžeme sa domnievať, že príčinou jeho inhibičného účinku na Pgp je posledná 

z uvedených možností. 

 Aj keď v rámci bakalárskej práce nebol odhalený mechanizmus, akým 

amiodaron inhibuje aktivitu Pgp, čo ani nebolo cieľom práce, je samotné zistenie 

inhibičného účinku tohto lieku na Pgp úplne nové a medicínsky významné. 

6.3.4  Vplyv verapamilu na membránový potenciál a aktivitu 

 P-glykoproteínu 

 Verapamil je liek zo skupiny blokátorov kalciových kanálov, ktoré sa radia 

medzi lieky na vysoký tlak. Verapamil pôsobí na iónové kanály pre vápnik 

v svalovine ciev a v srdcovej svalovine. Uvoľňuje tieto svaly, rozťahuje cievy, čím 

znižuje krvný tlak a taktiež silu sťahov srdca [49]. Je substrátom Pgp [24] a radí sa 

k inhibítorom Pgp „prvej generácie“ (viď podkapitolu 3.3). 

 Pre štúdium vplyvu verapamilu na membránový potenciál a aktivitu Pgp sme 

zvolili koncentrácie 0.2, 0.5 a 1.0 mM. Podobne ako u amiodaronu, vedie pridanie 

verapamilu k bezpumpovým KB3 bunkám ku koncentračne závislej depolarizácii 

membrány (obr. 6.9). Pri najvyššej použitej koncentrácii verapamilu, ktorá je 100x 

vyššia než u amiodaronu, je dosiahnutý rovnaký depolarizačný účinok. U buniek 

pumpového kmeňa KBV je pozorovaná rovnaká koncentračne závislá depolarizácia 

membrány. Ako je zrejmé z obrázka 6.9, s rastúcou koncentráciou verapamilu sa 

zmenšuje diferencia vo farbení buniek oboch kmeňov, indikujúca pokles aktivity 

Pgp. Vzhľadom k tomu, že verapamil je známym substrátom Pgp, možno 

pozorované čiastočné blokovanie činnosti Pgp prisúdiť kompetitívnej inhibícii dvoch 

substrátov o transport (sonda vs verapamil). Otázkou zostáva, prečo aj pri 10000x 

vyššej koncentrácii verapamilu voči sonde nedochádza k úplnej inhibícii Pgp. 

Možným vysvetlením pozorovanej neúplnej inhibície Pgp je, že sonda môže byť 

čiastočne kotransportovaná spolu s verapamilom P-glykoproteínom z buniek. 
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Obr. 6.9: Pôsobenie verapamilu vedie ku koncentračne závislej depolarizácii 

buniek a k čiastočnej inhibícii P-glykoproteínu. Verapamil pridaný k bunkám 

oboch kmeňov v 5. min. farbenia. Aktivita púmp na konci merania je naznačená 

obdĺžnikmi v príslušných farbách. 

6.3.5  Látky neovplyvňujúce schopnosť P-glykoproteínu transportovať 

 sondu 

 Študovali sme vplyv niekoľko ďalších látok, ako vinblastin, itrakonazol, 

ketokonazol a FK506 (tacrolimus), ktoré boli inými metódami označené za substráty 

Pgp a sú farmakologicky dôležitými zlúčeninami [24]. U týchto látok nebol našou 

metódou zaznamenaný žiadny výrazný inhibičný účinok na aktivitu Pgp či výraznejší 

vplyv na membránový potenciál (obr. 6.10). 

 Ako je vidieť na obrázku, pridanie stresorov (vinblastin 40 μg/ml, 

ketokonazol 8 μg/ml, itrakonazol 8 μg/ml, FK506 20 μM) k bunkám bezpumpového 

kmeňa KB3 vyvoláva len slabú depolarizáciu ich membrány. U buniek pumpového 

kmeňa KBV je rovnako po pridaní liekov pozorovaný pokles λmax, aj keď menšieho 

rozsahu. Z pozorovania diferencie vo farbení oboch kmeňov bez a v prítomnosti 

inhibítorov jasne vyplýva, že tieto látky neovplyvňujú výrazným spôsobom 
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schopnosť Pgp transportovať fluorescenčnú sondu. Zvyšovanie koncentrácií týchto 

látok neviedlo k žiadnym zmenám (nie je ukázané). 

  

 
Obr. 6.10: Látky bez výrazného vplyvu na aktivitu P-glykoproteínu. Po pridaní 

stresorov nedošlo k inhibícii aktivity Pgp, u KB3 buniek došlo k jemnému poklesu 

membránového potenciálu. Stresory pridané k bunkám oboch kmeňov v 7. min. 

farbenia. Aktivita púmp na konci merania je naznačená obdĺžnikmi v príslušných 

farbách. 

 

 S ohľadom na výsledky získané v predchádzajúcich kapitolách, 6.2.2 – 6.2.4, 

sú tieto výsledky prekvapivé, nakoľko všetky testované látky sú substráty Pgp [24]. 

Otázkou zostáva, prečo sa nám nepodarilo pomocou našej citlivej metódy detegovať 

ich inhibičný účinok na transport sondy P-glykoproteínom (kompetitívna inhibícia). 

Možným vysvetlením by mohol byť kotransport sondy so stresorom.  
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Záver 

 Výskum rakoviny je nepochybne jedna z najdôležitejších oblastí vedeckého 

bádania. Vývoj nových liekov je náročný a komplikovaný aj kvôli fenoménu 

mnohonásobnej liekovej rezistencie (MDR). Je potrebné ďalšie skúmanie funkcie 

MDR transportérov a účinku potenciálnych chemoterapeutík na ich činnosť. 

 Hlavným cieľom tejto práce bola modifikácia fluorescenčnej metódy 

vyvinutej na Oddelení biofyziky FÚ UK pre skúmanie aktivity kvasinkových MDR 

transportérov, aj na ľudské nádorové bunky. Dosiahli sme tieto výsledky: 

 

1. Optimalizovali sme biologické podmienky pre kultiváciu nádorových 

bunkových línií KBV a KB3 a ich prípravu na fluorescenčný experiment. 

 

2. Zistili sme, že redistribučná potenciometrická sonda diS-C3(3) je substrátom 

P-glykoproteínu a je vhodná na skúmanie jeho aktivity. 

 

3. Optimalizovali sme podmienky fluorescenčnej metódy: koncentráciu buniek 

v suspenzii, použitie vhodného pufru a stanovenie životaschopnosti buniek 

pri ich dlhodobej inkubácii so sondou.  

 

4. Výsledky experimentov jednoznačne ukázali, že P-glykoproteín je čiastočne 

inhibovaný látkami oligomycín, amiodaron a verapamil. Verapamil 

a amiodaron zároveň spôsobujú výraznú depolarizáciu membrán. 
 

5. Napriek tomu, že látky vinblastín, itrakonazol, ketokonazol a FK506 sú 

substrátmi P-glykoproteínu, nedetegovali sme u žiadneho z nich významný 

účinok na jeho aktivitu. 
 

 Táto metóda nepochybne prináša veľa výziev a možností do budúcnosti, ako 

je hľadanie nových inhibítorov, skúmanie mechanizmov ich účinku, alebo štúdium 

ďalších MDR púmp. 
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Zoznam použitých skratiek 

MDR mnohonásobná lieková rezistencia  multidrug resistance 

ABC  ATP väzbová kazeta ATP – binding cassette 

TMD   transmembránová doména proteínu  transmembrane domain 

NBD   proteínová doména viažuca nukleotidy  nucleotide binding domain 

Pgp  P-glykoproteín P-glycoprotein 

AML   akútna myeloblastová leukémia  acute myeloid leukemia 

DPBS fosfátový pufer Dulbecco's phosphate – buffered  

  saline 

CP citrát – fosfátový pufer citrate – phosphate buffer  

 


