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Uvod

Rakovina je choroba, sktorou sa ludstvo snazi bojovat uz niekolko
desatroci. Jednou z hlavnych pric¢in zlyhdvania liecby pomocou chemoterapie je
fenomén tzv. mnohondsobnej liekovej rezistencie (multidrug resistance, MDR),
vyskytujuci sa takmer u vSetkych druhov rakoviny. Ide vlastne o odolnost’
jednotlivych nadorovych buniek voci Sirokému spektru lieciv (chemoterapeutik),
ktoré na prvy pohl'ad nemaji ni¢ spolo¢né. Vedci uz takmer pred 40 rokmi zistili, Ze
za tento jav je zodpovedna Specifickd rodina proteinov, nachédzajucich sa
v plazmatickej membrane buniek. Tieto proteiny funguju ako ,pumpy®, ktoré
transportuju toxické chemoterapeutikéd z bunky von a zabranuju tak dosiahnutiu ich
potrebnej vnutrobunkovej koncentracie na vyvolanie smrti bunky. NajdolezitejSim
zastupcom tejto rodiny proteinov u l'udskych buniek a najcastejSie sa vyskytujucim
je P-glykoprotein, ktorému sa v tejto praci venujeme.

Pokusy o obidenie mnohonésobnej liekovej rezistencie v rakovinovych
bunkéch zahfnaju velku snahu o najdenie efektivnych inhibitorov tychto proteinov.
Aj ked’ v laboratérnych podmienkach bolo vyvinuté mnozstvo latok spomalujucich
vytok liekov z nadorovych buniek, uspechy v klinickej oblasti st zatial' len malé.
Vicsina tychto inhibitorov je totizto toxicka pre pacientov a preto je potrebny d’alsi
vyskum v hl'adani inhibitorov ,,novej generacie®, ktoré by boli pristupné pacientom.

V sucasnosti sa aktivita P-glykoproteinu Studuje hlavne roéznymi
biologickymi testami a prietokovou cytometriou. Tieto metddy su narocné na Cas
a material a nedavaju nam informacie o okamzitych reakciach P-glykoproteinu na
rozne stresory. Tato praca je zamerana na zavedenie novej metody skiimania aktivity
P-glykoproteinu pomocou fluorescencnej sondy diS-Cs(3). Tato potenciometricka
sonda sluzi ako nastroj citlivy na malé zmeny v membranovom potenciali a v aktivite
P-glykoproteinu a poskytuje ndm obe informdacie v redlnom case. Opierame sa pri
tom o Uspesné zavedenie tejto metddy, tzv. diS-C;(3) assay, na skiimanie
transportnych MDR proteinov v kvasinkach S. cerevisiae timom Géskova et al. na
Oddeleni biofyziky FU UK.

Cielom tejto prace je ndjdenie optimalnych experimentdlnych podmienok
(biologickych a fyzikalnych) pre stidium funkcie P-glykoproteinu a sledovanie jeho

aktivity pomocou spektrofluorimetrie.



1. Bunka

Vsetky Zivé stvorenia sa skladajo z buniek — malych, membranou
ohrani¢enych jednotiek naplnenych koncentrovanym vodnym roztokom chemickych
zli€enin a vybavenych mimoriadnou schopnostou vytvarat' kopie samych seba
rastom a delenim. Zatial' ¢o bunky mézu byt zlozkami vicsich Zivych organizmov,
ni¢ mensie ako bunka nemdze byt povazované za skuto¢ne zivé. Napriklad virusy
obsahuju niektoré rovnaké typy molekal ako bunky, ale nemaju schopnost
reprodukovat’ sa vlastnym usilim. Kopiruju sa, len ked” parazituji na reprodukénom
aparate buniek, do ktorych prenikli. Bunky st preto zdkladnymi jednotkami Zivota.

Jednotlivé bunky sa skladaji z menSich jednotiek nazyvanych organely
(obr. 1.1), ktoré maju pre zivot bunky Specifické funkcie. Nie vSetky bunky obsahuju
rovnaké organely v rovnakych pomeroch. PrisluSnici jednej rozsiahlej a evolu¢ne
velmi starej triedy buniek — baktérie — v podstate neobsahuji Ziadne organely,
dokonca ani jadro. Pritomnost’ alebo nepritomnost’ jadra sa pouziva ako zaklad pre
jednoduché, ale zakladné triedenie vSetkych zivych organizmov. Tie organizmy,
ktorych bunky jadro neobsahuju, sa nazyvaju prokaryoty. Véac¢sina prokaryot zije ako
jednobunkové organizmy, ale niektoré znich tvoria retazce, zhluky, ¢i iné
organizované viacbunkové organizmy. Vsetky zlozitejSie mnohobunkové organizmy
vratane rastlin, zivocCichov a hub sa skladaji z eukaryotnych buniek. Pritomnost

jadra ide takmer vzdy ruka v ruke s pritomnostou mnozstva d’alsich organel [1].

1.1 ZloZenie eukaryotickej bunky

Jadro

Jadro je obvykle najdolezitejSou organelou v eukaryotickej bunke. Je uzavreté
do dvoch sustrednych membran, ktoré tvoria obal jadra, a obsahuje velmi dlhé
polyméry molekul DNA, ktoré koduji genetické urcenie organizmu. Tieto obrovské
molekuly mozno jednotlivo pozorovat’ vo svetelnom mikroskope ako chromozomy,
ked’ sa stanti kompaktnejSie v dobe, kedy sa bunka pripravuje na delenie na dve
dcérske bunky. DNA funguje ako sklad genetickej informacie taktiez
v prokaryotnych bunkach, tie vSak nemaji DNA uzavretu v jadrovom obale.

Sucast'ou jadrovej membrany eukaryotickej bunky su jadrové pory, v ktorych



sa odohrava prakticky vSetok membranovy transport medzi jadrom a cytozolom.
Tieto rozmerné molekulové komplexy proteinov prepustaju z jadra molekuly RNA,
ribozdmové proteiny a naopak dnu vpustaju proteiny akym je DNA polymeréza,

uhl'ovodiky a tuky [1].

Mitochondrie

Mitochondrie patria k najndpadnejSim organeldm v cytoplazme a su pritomné
prakticky vo vSetkych eukaryotickych bunkach. Pri pozorovani v elektronovom
mikroskope maju velmi rozmanitti Strukturu a st uzavreté dvomi oddelenymi
membranami. Vnatorna membrana je poprehyband a jej zdhyby smeruji do vnutra
mitochondrie. Mitochondrie obsahujii svoju vlastni DNA a rozmnozuji sa delenim.
V mnoho ohl'adoch sa podobaju baktériam a vSeobecne sa predpokladd, ze sa
vyvinuli z baktérii, ktoré boli pohltené nejakym predkom dneSnych eukaryotickych
buniek. Mitochondrie st generatory chemickej energie pre bunku. Ziskavaju energiu
z oxidacie molekul potravy, napriklad cukrov, a produkuju zakladné chemické palivo
adenozintrifosfat (ATP), ktory je potrebny pre pohon vicSiny bunkovych aktivit.
Pretoze mitochondria pri svojej praci spotrebovava kyslik a uvoliiuje oxid uhlicity, je
cely proces nazyvany bunkovad respirdcia alebo dychanie. Bez mitochondrii by
zivoCichy ani rastliny neboli schopné ziskavat' kyslik k maximélnemu vyuzitiu
energie z molekul potravy, ktort prijimaji. Organizmy, ktoré moézu tymto spésobom
kyslik vyuZzivat, vratane vSetkych rastlin a zivocichov, si aerdbne. Anaerdbne

organizmy mitochondrie nemaju [1].

Chloroplasty

Chloroplasty sa nachadzaji len v bunkéch rastlin, rias a niektorych prvokov.
St to velké zelené organely, ktoré maji omnoho zlozitejSiu Struktiru ako
mitochondrie. Obsahujii zelené farbivo chlorofyl. Rastliny vdaka chloroplastom
moZzu na rozdiel od zivo¢iSnych buniek prijimat’ energiu priamo zo slne¢ného svetla.
Uskutociiuju fotosyntézu — to znamend, Ze zachytdvaju energiu slnecného svetla
v molekulach chlorofylu a vyuzivaju ju k vyrobe energeticky bohatych molekul
sacharidov. Pri tomto procese uvolnuji kyslik ako vedlajsi produkt. Chloroplasty
teda vytvaraju molekuly potravy a kyslik, ktory vyuzivaji mitochondrie. Taktiez

obsahuju svoju vlastnt DNA, rozmnozujii sa delenim a predpokladd sa, ze sa



vyvinuli z baktérii, v tomto pripade zo sinic, ktoré boli pohltené ranou eukaryotickou
bunkou [1].
Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatickym retikulom sa nazyva nepravidelny labyrint bunkovych
priestorov uzavretych membranou a je miestom vzniku vac¢Siny zloziek bunkovej

membrany a materidlov uréenych pre export z bunky [1].

Golgiho aparat

Golgiho aparat tvori mnozstvo splostenych membranovych vackov, ktoré
prijimaju a ¢asto menia molekuly vyrobené v endoplazmatickom retikule a nasledne

ich smeruju do okolia bunky alebo do jej r6znych inych casti [1].

Lyzozomy

Lyzozoémy st malé nepravidelné organely, v ktorych prebieha vnutrobunkové
travenie. Uvolfuju ziviny z Castic potravy a odburavaju neziaduce molekuly po

recyklacii alebo vylaceni [1].

Peroxizomy

Peroxizomy st malé membranou ohrani¢ené vacky, ktoré poskytuju svoj

obsah reakciam, v ktorych sa odburava nebezpecny peroxid vodika [1].

Cytoplazma Hladké endoplazmaticke
retikulum

Plazmaticka
membrana

Vakuo_la
A |

Lyzozémy

Chloroplast Ribozémy

Bunécna sténa —¢

Golgiho aparat

Mitochondrie |/
Hrubé endoplazmatické

retikulum

Obr. 1.1: Schematické znazornenie zloZenia eukaryotickej bunky [2]



Medzi endoplazmatickym retikulom, Golgiho aparitom, lyzozémami
a okolim bunky prebieha stala vymena materidlu. Tato vymena je sprostredkovana
malymi vaCkami, ktoré sa odSkrcuji od membrany jednej organely a splyvaju
s membranou inej organely. Z povrchu bunky sa napriklad vchlipujuo casti
plazmatickej membrany smerom dnu a odskrucju sa za tvorby vackov, ktoré do
bunky prindsaju materidl z vonkajSieho prostredia. Tieto vacky nakoniec spravidla
splyvaji s lyzozémami, kde je zachyteny materidl traveny. Tymto spdsobom mdzu
zivoCiSne bunky pohltit’ znacne velké cudzie Castice alebo dokonca celé cudzie
bunky.

Cytozol

Ak by sme z eukaryotickej bunky stiahli plazmaticki membranu a potom
odstranili vSetky membranou ohranicené organely, mali by sme pred sebou cytozol.
Vo vicsine buniek tvori cytozol zd’aleka najvacsi oddiel a v baktériach je to dokonca
jediny bunkovy oddiel. Obsahuje velké mnozstvo velkych a malych molekul
natla¢enych tak blizko seba, Ze sa chové viac ako vodny gél nez ako roztok. Cytozol
je miestom mnozstva chemickych reakcii, ktoré st zdkladom existencie bunky. Prvé
kroky odbtiravania molekul potravy sa odohravaju v cytozole a taktiez tu dochadza

k jednému z kl'aicovych dejov v bunke — syntéze proteinov v ribozémoch [1].

Cytoskelet

Cytozol nie je len zmesou chemikalii akejkol'vek Struktury. Eukaryotické
bunky st na rozdiel od baktérii pretkané dlhymi jemnymi vldknami proteinov. Casto
je mozné vidiet, Ze filamenty st ukotvené jednym koncom v plazmaticke;j
membrane, alebo Ze sa rozbiehaju z ustredného miesta v okoli jadra. Téato ststava
vlékien sa nazyva cytoskelet. NajjemnejSimi vldknami s aktinové mikrofilamenty,
ktoré st pritomné vo vSetkych eukaryotickych bunkéch, ale vo zvlast’ vel'kom pocte
sa vyskytuju vo vnutri svalovych buniek, kde sa zucastiiuju na svalovej kontrakeii.
Najhrubsie vldkna sa nazyvaji mikrotubuly, pretoZze maju tvar dutych trubiciek.
V deliacich sa bunkach sa organizuji do vyraznych utvarov, kde pomahaji tahat
zdvojené chromozémy do opacnych smerov a rozdelit’ ich rovnomerne medzi dve
dcérske bunky. Prechod medzi hribkou aktinovych filament a mikrotubtl tvoria
intermediarne filamenty, ktoré¢ sluzia k mechanickému posilneniu bunky. Tieto tri

typy filament spolu s ostatnymi proteinmi, ktoré sa k nim pripajaja, tvoria stistavu



nosnikov, lan a motorov, ktoré dodavaju bunke jej mechanicku pevnost’, ovplyviiuju

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

Z chemického hl'adiska st si vSetky bunky navzajom podobné, napriek ich
rozdielnemu tvaru ¢i funkcii. Vo vSetkych organizmoch je genetickd informacia —
gény — uloZzend v molekuldch DNA, zapisand rovnakym chemickym kdédom,
vytvorena zrovnakych stavebnych blokov, prekladand rovnakym chemickym
aparatom a duplikovand rovnakou cestou, aby sa tieto organizmy mohli
reprodukovat. DNA riadi produkciu obrovského mnoZzstva proteinov, ktoré urcuju
chovanie bunky, sluzia ako konStrukéné materidly, chemické katalyzatory,
molekularne motory atd’. V kazdej Zivej bytosti sa spaja 20 rovnakych aminokyselin
za vzniku proteinov. Tieto podjednotky sa vSak spdjaji v réznom poradi, a tak urcuji

rdzne vlastnosti proteinovych molekul.

1.2 Proteiny

Proteiny, inak nazyvané aj bielkoviny, tvoria vdcSinu suchej hmotnosti
bunky. Nie st vSak len stavebnymi komponentmi, z ktorych je bunka zlozend, ale

zaobstaravaju taktiez va¢sinu bunkovych funkcii.

Funkcia proteinov

Proteiny maju pre zivot bunky esencialny vyznam. Plnia Siroké spektrum
funkcii, ktoré by sme mohli rozdelit do piatich kategorii: stavebnd, katalyticka,
regula¢nd, obranna a transportnd. Medzi proteiny patria napriklad enzymy, ktoré
uvadzaji do pohybu mnozstvo chemickych reakcii. Proteiny nachadzajice sa
v plazmatickej membrane slizia ¢asto ako kandly a pumpy, ktoré umoziuju prechod
molekuldm z bunky a do bunky. Niektoré proteiny prendsaju medzi bunkami spravy
a iné sluzia ako integratory signalu, ktoré predavaju stibory signdlov z plazmaticke;j
membrany do jadra jednotlivych buniek. Existuju eSte obrovské mnozstva inych
proteinov pracujucich ako drobné molekulové stroje, protilatky, jedy, hormony atd’.
Pocet funkcii, ktoré proteiny zaistuju, prameni z obrovského mnoZzstva roéznych

tvarov, ktoré mézu v priestore zaujat’ [1].



Tvar a Struktira proteinov

Molekula proteinu je tvorend dlhym retazcom aminokyselin spojenych so
svojimi susedmi kovalentnou peptidovou vézbou. Opakujice sa poradie atdémov
pozdiz refazca sa nazyva polypeptidova kostra. K tomuto retazcu su pripojené
postranné retazce roznych aminokyselin, ktoré sa nezucastiuju peptidovej vazby ale
prepozi¢iavaju aminokyseline Specifické vlastnosti. Mo6Zu byt
nepolarne, hydrofébne, zaporne ¢i kladne nabité, niektoré s reaktivne a iné skor
ne¢inné. Kazdy typ proteinu méa jedine¢né usporiadanie aminokyselin, ktoré je vo
vSetkych molekulach daného proteinu rovnaké.

Kovalentné vézby v dlhom retazci aminokyselin umoziiuji volné otaCanie
atomov okolo tychto vizieb, takze sa polypeptidovd kostra moze skladat’ mnoho
sposobmi. Kazdy poskladany retazec sa stabilizuje roznymi slabymi vizbami, medzi
ktoré patria vodikové mostiky, iénové vizby a van der Waalsove sily. Dalsou slabou
interakciou, ktora urCuje tvar proteinov, je snaha udrzat hydrofébne molekuly
vratane nepolarnych postrannych retazcov niektorych aminokyselin pohromade, aby
sa minimalizoval ich rusivy vplyv na siet’ vodikovych mostikov medzi molekulami
vody. Kone¢na zlozena Struktira alebo konformacia, ktort kazdy protein nadobtda,
je urCend energetickymi aspektmi, a teda snahou dosiahnut’ stav s ¢o najmensim
obsahom vol'nej energie.

Protein je mozné rozvinit alebo denaturovat’ zvySenim teploty, alebo
pomocou istych rozpustadiel, ktoré preruSia nekovalentné vézby drziace zlozeny
protein pohromade. To prevedie protein na vol'ne ohybny polypeptidovy retazec,
ktory uplne stratil svoju podvodna polohu. Po odstraneni denaturacného rozpustadla
sa protein Casto spontdnne zvinie do svojej povodnej polohy.

Napriek jedinecnosti celkovej konformécie kazdého proteinu sa objavuji dva
zakladné modely skladania. Prvy z nich je a-Srabovica (a-helix) a druhy typ je tzv.
B-Struktira alebo Struktira skladaného listu. Tieto dva typy su obzvlast bezné,
pretoze vyplyvaju z vodikovych mostikov medzi skupinami N-H a C=0O v kostre
polypeptidu a nezahfiiaji postranné ret'azce aminokyselin.

Jadrd mnoZzstva proteinov obsahujii rozsiahle oblasti p-Struktiry. Tieto
skladané listy sa mozu tvorit’ bud’ zo susednych polypeptidovych retazcov, ktoré

maju rovnaku orientaciu (paralelné retazce), alebo z retazcov, ktoré sa skladaji ako



papier poskladany do harmoniky, pricom kazdy usek mé& vzhladom k svojim
najbliz§im susedom opacnil orientaciu (antiparalelny retazec).

a-Helix vznikd, ked’ sa jednoduchy polypeptidovy retazec ovija sdm okolo
seba a tvori valec. Vodikovy mostik vznikd medzi kazdou Stvrtou peptidovou vizbou
a spdja skupinu C=0O jednej peptidovej vizby so skupinou N-H inej peptidovej
vazby. To déva vznik pravidelnej Sriibovici s 3,6 aminokyselinovymi zvySkami na
jednu otocku.

Pri zaoberani sa Strukturou proteinov je dobré rozliSovat Styri urovne
organizacie. Sekvencia aminokyselin je primarnou Struktirou proteinu. Tie casti
polypeptidového retazca, ktoré tvoria a-Srabovice a skladané listy B, predstavuju
sekundarnu Strukturu proteinu. Trojrozmernd konformacia tvorena polypeptidovym
retazcom sa uvadza ako tercidrna Struktura, a ak je dany protein tvoreny viac nez
jednym polypeptidovym retazcom, potom sa celkovd Struktira oznacuje ako
kvartérna Struktira.

Stadium konformacie, funkcie a evolicie proteinov prezradzuje ddleZitost
d’alsej organizacnej jednotky, ktorou je proteinovda doména. T4 je tvorena
I'ubovol'nou castou polypeptidového retazca, ktord sa mdze nezédvisle zvinit do
kompaktnej stalej Struktiry. R6zne domény proteinu su obvykle spojené s roznymi
funkciami.

Proteiny mézeme na zéklade ich podobnosti delit’ do skupin ¢i rodin. Kazdy
¢len danej rodiny ma aminokyselinovi sekvenciu a trojrozmerni konformaciu, ktora
zna¢ne pripomina vSetky ostatné Cleny tej istej skupiny. Tieto proteiny st evolucne

zviazané a postupne sa vyvijali prispdsobovanim svojich funkcii potrebam bunky [1].

1.3 Energia bunky

Na uskuto¢niovanie vel’kého mnoZstva procesov a chemickych reakcii
k udrzaniu svojej vlastnej existencie potrebuje zivy organizmus nielen zdroj atdbmov
vo forme molektl Zivin, ale taktieZ zdroj energie. Energia uvolnend pri oxidacii
molekul potravy musi byt prechodne uskladnend do doby, nez méze byt odoslana na
miesto vyroby inych zlozitejSich organickych molekul ¢i k proteinom, ktoré ju pre
svoju funkciu potrebuju. Vo vicsSine pripadov sa energia uchovdva vo forme
chemickej energie v malom stbore aktivovanych nosicovych molekul, ktoré

obsahuju jednu ¢i viac energeticky bohatych vézieb. Tieto molekuly rychlo v bunke



difunduju a prenédsaju svoju vézbovl energiu z miesta ich vyroby do oblasti, kde je

tato energia vyuzita.

ATP

NajdolezitejSim a najvSestrannej$im aktivovanym nosicom v bunke je ATP
(adenosin-5-trifosfat). ATP sluzi ako pohodlnd energetickd rezerva k pohonu
mnozstva chemickych reakcii a procesov vbunke. Molekula ATP vznika
v energeticky  nevyhodnej  fosforylacnej  reakcii, v ktorej je k ADP
(adenosin-5-difosfat) pridana jedna fosfatova skupina (obr. 1.2). Ak je to potrebné,
odovzdiava ATP svoj energeticky balicek pri energeticky vyhodnej hydrolyze na
ADP. Znovu vzniknutd molekula ADP je potom dostupnd pre dalSie kolo
fosforylacnej reakcie.

ATP je najcastejSim aktivnym nosi¢om v bunkéich. Jednym z mnoZstva
prikladov jeho vyuzitia je dodavka energie pumpam, ktoré prepravuju latky do bunky
a z bunky [1].

fosfoanhydridové vazby
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Obr. 1.2: Vzajomna premena ATP a ADP [1]



2. Plazmaticka membrana

Bunka je samoreprodukcéna ststava molektl drzanych vo vnutri obalu,
ktorym je plazmatickd membréana. Je to tenkd dvojitd vrstva lipidov sluziaca ako
bariéra, ktora ma branit’ iniku obsahu bunky a jeho zmieSanim s okolitym médiom.

Aby sa vSak bunka dokazala udrzat’ pri Zivote a mohla rast, musia do nej
membranou prechddzat’ Ziviny a naopak odpadové latky musia cez membranu
odchadzat’ pre¢. Preto st v membrane pritomné vysoko selektivne kandly a pumpy,
tvorené¢ molekulami proteinov, ktoré umoznuju import a export Specifickych latok.

Dalsie proteiny v membrane posobia ako ¢idla, vd’aka ktorym moZe bunka
odpovedat’ na zmeny vo svojom okoli. Rovnako pozoruhodné st aj mechanické
vlastnosti membrany. Ked bunka rastie alebo meni tvar, membrana zvicSuje svoj
povrch pridanim novych membranovych zloziek bez straty celistvosti a moze sa

deformovat’, bez toho aby sa trhala [1].

2.1 Lipidové dvojvrstva

Lipidové dvojitd vrstva je univerzdlnym zékladom Struktiry bunkovych
membran. Molekuly lipidov, ktoré tvoria membrany v sebe spajaju dve rozdielne
vlastnosti, maji hydrofiln hlavicku a jeden alebo dva hydrofébne uhl'ovodikové
konce, ktoré su zvySkami mastnych kyselin. NajcastejSie vyskytujucimi sa lipidmi
v membranach st fosfolipidy a medzi ich hlavného zastupcu patri fosfatidylcholin,
ktory obsahuje malia molekulu cholinu pripojenti k fosfidtu ak jeho hydrofilnej
hlavicke, a dva uhl'ovodikové ret'azce v roli hydrofobnych koncov.

Hydrofilné molekuly sa vo vode ochotne rozpustaju, pretoze obsahuju nabité
atomy ¢i polarne skupiny, ktoré mézu vytvarat’ elektrostatické vazby alebo vodikové
mostiky s molekulami vody, ktoré su samé o sebe polarne.

Hydrofébne molekuly st naopak vo vode nerozpustné, lebo vsetky ich atdémy
st nenabité a nepolarne a preto nemoézu vytvarat vodikové mostiky s molekulami
vody. Namiesto toho sa snazia prinatit susedné molekuly vody usporiadat’ do
uréitych Struktar okolo hydrofobnych molekal. Této Struktira je omnoho

usporiadanejSia ako okolitd voda a jej tvorba vyzaduje energiu. Tieto energetické
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naroky su vSak minimalizované, pokial sa hydrofébne molekuly zhlukuja
dohromady, takze je nimi ovplyvneny ¢o najmensi pocet molekul vody.

Molekuly ako fosfolipidy su preto objekty, v ktorych sa stretavaju dve
protikladné sily, hydrofébna hlavicka je pritahovand k vode, zatial' co hydrofobny
koniec sa vode vyhyba a snazi sa agregovat’ s inymi hydrofobnymi molekulami.
Tento konflikt sa rieSi vznikom lipidovej dvojvrstvy, ktord je energeticky
najvyhodnejSia. Hydrofilné hlavicky st v oboch listoch tvoriacich dvojita vrstvu
obratené k vode a hydrofébne konce su pred vodou chranené vnutri. Aby ziadne
hydrofébne casti lipidov neboli vystavené molekuldm vody, dvojvrstva napokon

vytvara hraniénti plochu okolo uzavretého priestoru a oddel'uje tak jeho vnutro od
okolia (obr. 2.1).

voda
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Obr. 2.1: VI'avo membrany pozorované mikroskopom, vpravo schematické

znazornenie usporiadania fosfolipidov do dvojitej vrstvy [1]

Zakladnou ulohou lipidovej dvojvrstvy je fungovat ako prepazka, ktora
reguluje prechod molekul do bunky a von. Behom dostato¢ne dlhej doby cez fiu bude
difundovat’ vac¢sina molektl. Rychlost’ difiizie vSak zavisi na vel'kosti molekuly a jej
schopnosti rozpustat’ sa. VSeobecne sa d4 povedat’, ze ¢im menSia molekula a ¢im
hydrofobnejsia tym je jej diflizia cez membranu rychlejsia. Plati teda:

1. Malé nepolarne molekuly, ako kyslik a oxid uhli¢ity sa ochotne rozpustaji

v lipidovych dvojvrstvach a rychlo nimi difunduju.

2. Nenabité polarne molekuly taktiez difunduji cez membranu rychlo, pokial
st dostatocne malé. Etanol prechadza membranou pomerne rychlo, glycerol

pomalsie a glukoza difunduje tazko.
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3. Pre vSetky i6ny, ako kationy sodika a draslika a nabité molekuly bez ohl'adu

na ich velkost, st lipidové dvojvrstvy uplne nepriepustné.
Pre privod Zivin do bunky a pre odstraiiovanie odpadu je vSak dolezity aj
transport mnozstva inych molekul, ako st i6ny, cukry, aminokyseliny, nukleotidy
a pocetné mnozstvo bunkovych metabolitov. Pre ich prenos cez membrdnu su

potrebné zvlastne transportné proteiny [1].

2.2 Membranové proteiny

Priblizne 50 % hmotnosti vac¢Siny plazmatickych membrédn tvoria
membranové proteiny, ktoré zaistuji vacSinu Specifickych funkcii membrany.
Okrem transportu urcitych latok napriklad speviluji membranu a ukotvuju ju
k makromolekuldm na jednej ¢i druhej strane, funguju ako receptory, ktoré deteguja
chemické signaly v okoli bunky a predavaju ich dovnuatra bunky, ¢i ako enzymy,
ktoré katalyzuju Specifické reakcie. Dalej sa vSak budeme zaoberat' hlavne

transportnymi membranovymi proteinmi.

Membranové transportné proteiny

Membranové transportné proteiny pretinaji lipidovi dvojvrstvu (obr. 2.2)
a presne urcuju, ktoré rozpustené latky alebo soluty mézu prechadzat do bunky,
alebo ju opustat. RozliSujeme dve hlavné triedy membranovych transportnych
proteinov. Kanalové proteiny vytvaraju v membréane uzke hydrofilné pory, ktorymi
mézu rozpustené latky difundovat. VAacSinou kanalov moézu prechadzat len
anorganické iony apreto sa tymto kandlom hovori i6nové kandly. PrenaSacové
proteiny naopak viazu na jednej strane membrany solut a premiestnia ho aktivne cez
membranu. Takto prenasaju malé organické molekuly alebo anorganické iony.

Kazdy prenédsacovy protein je obvykle vysoko selektivny a ¢asto prenasa len
jeden typ molekuly. K riadeniu a pohonu zloZitého pohybu malych molekil medzi
bunkou a jej okolim a medzi ré6znymi membranovymi organelami a cytozolom ma
kazd4 bunkova membréna sadu réznych prenasacovych proteinov Specifickych pre
dani membréanu. Tak sa v plazmatickej membrane nachadzaji prendsace pre import
zivin, ako st cukry, aminokyseliny a nukleotidy, zatial' ¢o vo vnutornej membrane
mitochondrii st prenasace pre import ADP a pre export ATP. PrandSacovy protein

pracuje ako otacava zavora s turniketom, umozni prechod len tym molekuldm
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rozpustenej latky, ktoré sa hodia do vézobného miesta na proteine. Toto miesto
potom prepravi molekuly cez membranu v jednom kroku stym, Ze zmeni svoju
vlastni konformaciu. Prenasaové proteiny viazu Specificky svoje soluty rovnakym
spdsobom, ako enzym viaze svoj substrat, a prave poziadavka na Specifickil vizbu

robi tento transport selektivnym.
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Obr. 2.2: Funkcia transportnych proteinov v plazmatickej membrane [1]

Dolezitou otazkou pri transportnych procesoch je, ¢o pohana transport
v jednom ¢i druhom smere. Pohyb molekul z miesta o vysokej koncentracii solutu do
miesta s nizkou koncentraciou, prebiecha samovol'ne za predpokladu, ze medzi oboma
miestami existuje nejakd cesta. Takémuto transportu sa hovori pasivny transport.
K prenosu latky proti gradientu koncentracie vSak musi transportny protein pracovat’,
s ¢im suvisi spotreba energie. Tomuto transportu sa hovori aktivny a zaist'uji ho len
niektoré typy prendsacovych proteinov, ktoré vedia pre transportny dej ziskavat
energiu z nejakého zdroja [1].
Bunky uskuto¢tiuju aktivny transport tromi hlavnymi sposobmi:
1. Pumpy pohanané ATP transportuju latky proti gradientu ich koncentracie za
pomoci hydrolyzy ATP, tzv. primarne aktivny transport,
2. Prendsa¢ transportuje cez membranu solut v smere gradientu koncentracie,
¢im ziska energiu na prenos druh¢ho solutu proti smeru gradientu
koncentracie, tzv. sekundarne aktivny transport,

3. Pumpy pohéinané svetlom (nachadzaji sa len v halobaktériach).
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3. Mnohonasobna liekova rezistencia

Efektivna lieCba metastatickej rakoviny si zvy€ajne vyzaduje pouZitie
toxickej chemoterapie. Chemoterapeutické lieky vSak mézu zlyhat v ulohe zabit’
rakovinové bunky z viacerych dovodov. Rozdielnost’ v absorpcii, metabolizme, ¢i
dorucenie do cielového tkaniva moze byt Specificka pre kazdého pacienta. Tumory
sa mozu nachadzat’ na tazko dostupnych miestach, alebo mézu byt’ chranené svojim
prostredim.

Analogicky k $tidiu rezistencie mikroorganizmov na antibiotikd sa vyskum
v oblasti rezistencie rakoviny sustredi na odolnost jednotlivych rakovinovych
buniek, sposobent genetickymi zmenami vyplyvajlicich ¢i uz zo samotnej podstaty
rakoviny, alebo tymi, ktoré nasledujii po toxickej chemoterapii. Skutocnost’, ze
véacsina druhov rakoviny je rezistentna voci Sirokému spektru chemicky a aj ucelovo
odlisnych liekov viedla k zavedeniu terminu mnohonasobnej liekovej rezistencie
(multidrug resistance, MDR).

Tento jav suvisi so zvySenym vytokom rozsiahlej skupiny hydrofébnych
cytotoxickych liekov z buniek, ktory sprostredkiva jedna zrodin energeticky
zavislych transportnych proteinov znamych ako ABC (ATP-binding cassette)
transportéry. Velkd volnost vo vlastnostiach substraitov anadbytok ABC
transportérov vysvetl'uje tazkosti v pokusoch o obidenie MDR in vivo za poslednych
30 rokov. Farmakolégovia sa snazia vyvinat’ lieky, ktoré by sa mohli vytoku vyhnat
alebo by mohli inhibovat’ funkciu transportérov.

Stadie ukazuju, ze ABC transportéry maju esencidlny vyznam pre mnoZstvo
bunkovych procesov, ktoré¢ vyzaduju prenos substratov cez plazmaticki membranu.
Preto maju ABC transportéry doleziti llohu vo vyskume novych liekov a vo vyvoji

rozli¢nych oblasti, zahfnajuic MDR rakovinu ¢i drug targeting [3].

3.1 Rodina ABC transportérov

ABC transportéry su proteiny, ktoré typicky prenaSaju soluty cez plazmatickt
membranu bunky [4]. Funkénd skupina ABC transportéru pozostava z dvoch
transmembranovych domén (TMD) a dvoch nucleotide binding domén (NBD).

Struktara bakteridlnych ABC transportérov ukazuje, Ze dve NBD formujui miesto na
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zberanie energie z ATP potrebnej na vytok solutu cez por vytyceny
transmembranovymi helixmi [5].

Ludsky gendém obsahuje 48 génov kdédujucich ABC transportéry, ktoré boli
dalej rozdelené do sedem podrodin oznacenych A-G [6]. ABC transportérmi st
prenasané rozli€né substraty, pocniic chemoterapeutickymi lieCivami az po
prirodzene sa vyskytujice biologické zhieniny. Cim dalej je zrejmejiie, Ze
komplexna fyziologickd siet ABC transportérov ma ustrednu tlohu v detoxikacii
a ochrane organizmu pred xenobiotikami. Téato funkcia je viditend z rozlozenia
ABC transportérov, ktoré st vysoko zastupené v dolezitych farmakologickych
bariérach, ako st intestindlne bunky, hematoencefalitickd bariéra, v peceni,
oblickach, atd’.

Schopnost’” ABC transportérov ovplyvnit' €¢innost’ ustne podanych lickov,
ako aj ich Sirenie do d’alSich tkaniv, ma jasné dosledky na dizajn novych lieCiv. Je
dolezité vediet:

1. ¢ije liek schopny volne prejst’ farmakologickymi bariérami, alebo ¢i je jeho
prechod zakézany ABC transportérmi,
2. ¢i je liek schopny ovplyvnit' prechod inych zlicenin skrze inhibiciu ABC
transportérov,
a preto si dnes farmaceuticky priemysel osvojil rutinné testovanie citlivosti jedného
z ABC transportérov, P-glykoproteinu, na dané zluceniny v procesoch vyvoja

lietiv [3].

3.2 P-glykoprotein

Ludsky  P-glykoprotein  (Pgp/MDRI/ABCB1) je typickym ABC
membranovym primarne aktivnym prenaSacovym proteinom. Je zndmy tym, Ze bol
objaveny ako prvy z ABC transportérov, je medicinsky najvyznamnej$i, najviac
prestudovany a ma najvicsi rozsah substratov, ktoré je schopny prenaSat [7].
Modely, ktoré popisuji funkciu Pgp sa spolichaju na biochemické experimenty,
mutagenetické Studie, techniku nizkeho rozliSenia a porovnavanie so Struktirou
inych ABC proteinov.

P-glykoprotein je ¢lenom ABCB podrodiny proteinov, ktora ma v l'udskom
tele 11 zastupcov. Gén, ktory koéduje Pgp sa nachddza na chromozéme 7q21,

obsahuje 28 exonov a uréuje poradie 1280 aminokyselin. Struktira proteinu sa
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sklada z transmembranovych domén, dvoch domén viazucich ATP a regionu, ktory
spaja dve homologické Casti proteinu. Tieto dve Casti formuju transportér, v ktorom
transmembranové helixy vytvaraji v membrane pdr na prenos substratu a nucleotide

binding domény (NBD) zhromazd’uju energiu viazanim a hydrolyzou ATP (obr. 3.1)
[8].

Extracellular Cytoplasmic
face face

Obr. 3.1: Priestorova konformacia P-glykoproteinu, ktora sa sklada z dvoch

transmembranovych domén (TMD) a dvoch NBD domén v intracelularnej oblasti [9]

Spéjaci region medzi dvoma Cast'ami proteinu hra délezitt tlohu v zaist'ovani
spravnej interakcie tychto podjednotiek. Celkovy tvar molekuly bol objaveny
pomocou techniky nizkeho rozliSenia a obrazky z kryoelektrénovej mikroskopie
naznacuju, ze transmembranové domény tvoria komoru lievikovitého tvaru v rovine
membrany [10]. Tato komora sa otvara do extracelularnej Casti a zd4 sa byt uzavreta
na intracelularnom konci. Dve NBD domény st lokalizované intracelularne, v tesnej
blizkosti vedl’a seba, co umoziuje ich rozsiahlu interakciu.

Hydrolyza ATP aprenos substratu st sprostredkované dvomi roznymi
Cast’ami proteinu a spolupraca tychto modulov zaist'uje, ze:

1. Hydrolyza ATP sa sptsta, ked’ je substrat pritomny pre transport,
2. Substrat je premiestneny, ked’ je uvolnend energia ATP,
3. Obe homologické ¢asti proteinu pracuji zosuladene.
Pocas transportu st substraty premiestiiované z ,nakladacieho® miesta

s vysokou afinitou lokalizovaného v intracelularnej casti do ,,vykladacieho* miesta
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s nizkou afinitou na opacnej, extracelularnej Casti membrany. Tento energeticky
zavisly transport je spojeny s konforma¢nymi zmenami transmembranovych helixov,
ktoré boli detegované proteolyzou [11] a Studiou Struktary [12]. Podla jedného
z modelov pouziva P-glykoprotein na transport substratu energiu z dvoch molekul
ATP, kde energia zprvej molekuly sa pouZije na premiestnenie substratu von
z bunky pomocou konforma¢nej zmeny v proteine a energia z druhej molekuly ATP

sa vyuziva na zresetovanie proteinu do povodnej konformacie [13].

Substraty transportované P-glykoproteinom

P-glykoprotein rozpoznava substraty patriace do vel'mi vzdjomne odliSnych
skupin a sposobuje tak rezistenciu voc¢i rozsiahlemu spektru klinicky a toxikologicky
vyznamnych latok, zahfiiajuc lieky na rakovinu, inhibitory HIV-proteazy,
antibiotikd, antidepresiva, antiepileptika a analgetika (tab. 3.1).

Krystalova Struktura bakteridlnych proteinov podobnych Pgp naznacuje, Ze
tieto proteiny interaguju s lieckmi pomocou van der Waalsovych sil a hydrofobického
zhromazd’'ovania [14]. Naprieck tomu, iné modely zalozené na chemickom
cross-linking, homologickom modelovani a metdéde farmakologickych vzorov,
naznacuju, ze Pgp sroznymi liekmi interaguje rozlicne a kazdy substrat v mieste
naviazania tak vytvara jedine¢né spojenie [15,16].

Substraty Pgp volne difundujii do buniek a mézu byt rozpoznané Pgp este
v oblasti plazmatickej membrany [17]. Stadie pouZivajice fluorescenéné substraty
potvrdili, ze viazuce miesta su lokalizované v rovine membrany [18]. Existuju teorie,
7Ze tento spdsob rozpoznavania substratov robi z Pgp velmi efektivhu pumpu,
zabranujucu toxickym zli¢enindm vo vstupe do bunky. Teoretické modely [19] a in
vitro experimenty [20] ukazuju, Ze Pgp je zrejme schopny zachytit’ substrat este
predtym, nez by vobec dosiahol cytoplazmu.

Analyza trojdimenzionalych Struktur ukazala, Ze substraty typicky obsahuji
skupiny akceptorov vodikovych vézieb s definovanym priestorovym rozdelenim.
Tie zluCeniny, ktoré maju vacsi potencial tvorit’ vodikové vizby s Pgp vSeobecne

posobia ako inhibitory [21].
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Daunorubicin

Anthracyclines Doxorubicin
Epirubicin

Bisantren
Anthracenes i santrene
Mitoxantrone

Vinblastine

Lieky na rakovinu
Vinca alkaloids V.mcrls'fl.ﬂe
Vinorelbine

Vindesine

Colchicine
Paclitaxel

Tubulin polymerizing drugs
Docetaxel

Amiodarone
Lidocaine
FK506
Cyclosporin A
Blokatory kalciovych Verapamil

kanalov Tiapamil
Antimykotika Itraconazole
Ketoconazole

Ritonavir
Inhibitory HIV proteazy Indinavir
Saquinavir

Antiarytmika

Imunosupresiva

Hoechst 33342
Fluorescen¢né sondy Rhodamine 123
Calcein-AM

Tab. 3.1: Prehl’ad niekol’kych substratov P-glykoproteinu [22,23,24]. Zvyraznené

latky boli Studované v tejto praci.
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3.3 Mozné pristupy k liecbe MDR

Vyskumy na mysSiach, ktorym boli odobraté gény abcbla a abecblb, podobné
Pudskym génom pre ABC proteiny, priniesli cenné informéacie o funkcii
P-glykoproteinu in vivo [25]. Tieto mysi boli prekvapivo Zivotaschopné a plodné,
takmer nerozliSitelné od normalnych mysi, ¢o naznacuje, ze by farmakologicka
modulédcia Tl'udského P-glykoproteinu mohla predstavovat’ bezpeénil a efektivnu

stratégiu boja s MDR rakovinou.

Inhibitory P-glykoproteinu

Klinicky vyznam P-glykoproteinu moéze byt ukdzany na pokusoch
navrhnutych na zastavenie funkcie Pgp. Menej ako po desiatich rokoch od objavenia
MDR spdsobenej Pgp zacali prvé klinické testy jeho moznych inhibitorov.
Pociatocné testy pouzili inhibitory Pgp ,prvej generdcie®, medzi ktoré patria napr.
verapamil, quinin a cyclosporin, ktoré boli vtom case schvalené na in¢ lekarske
ucely. Vo vSeobecnosti boli tieto zluceniny neefektivne alebo toxické v davkach
potrebnych pre zastavenie funkcie Pgp. Naprieck tomu vysledky testov z
klinickej fazy III ukézali pozitivny prinos pridania cyclosporinu do liecby
cytarabinom a daunorubicinom u pacientov s nizko rizikovou AML (Acute myeloid
leukemia) [26], naznaujuc, Ze GispeSna zmena funkcie Pgp je mozna. V niektorych
inych testoch vSak k zlepSeniu nedoSlo a taktiez boli Casto pozorované toxické
vedl'ajsie ucinky [27].

STubné vysledky z prvych testov podporili d’al§i vyvoj. Inhibitory ,.druhe;j
generacie” boli pozbavené vedlajSich efektov spojenych s toxicitou zlucenin [28].
Najviac klinicky testovanym inhibitorom bol valspodar, ale len s malym tspechom.
Hlavym zlyhanim liekov druhej generacie bolo, Ze indukovali farmakokinetické
interakcie, ktoré obmedzovali metabolizmus chemoterapeutik a dvihali tak
koncentraciu plazmy nad prijatelnt toxicitu. Vzhl'adom na tieto problémy, faza III
klinického vyskumu bola prerusend predcasne kvoli zvySujlicej sa Umrtnosti
pacientov [29].

Inhibitory ,tretej generdcie si navrhnuté Specificky pre vysoku afinitu
aslabé farmakokinetick¢ interakcie. Patria tu napriklad laniquidar, zosuquidar,
elacridar, tariquidar, atd’ [30]. Jedna intraven6zne podand davka tariquidaru

inhibovala vytok rhodaminu z buniek s pritomnym Pgp po dobu 48 hodin [31].
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V roku 2002 zacala faza III klinického vyskumu, kedy sa v kombindcii s prvou liniou
chemoterapeutik podaval tariquidar, no napriek slubnym charakteristikdm boli Stadie
zastavené predcasne kvoli toxicite liekov [3].

Aj ked’ Pgp je uznany ako biomarker AML, po viac ako troch dekadach
vyskumu, je klinicky prinos moduldcie funkcie Pgp stile otdzny. Klinické testy
nacrtli koncept idedlneho inhibitora, ktory je efektivny, nema neZiaduce
farmakologické ucinky, nema farmakokinetické interakcie s ostatnymi liekmi, riesi
Specifické mechanizmy rezistencie a je dostupny pre pacientov. To moézu byt
privel’ké naroky na jeden liek, no vyvoj ,Stvrtej generacie” inhibitorov je stale

prebiehajuci a ddva nadej na Gspechy aj v klinickej oblasti [3].

Alternativne pristupy

Ukazuje sa, ze by sa ako potencidlne inhibitory mohli vyuzit’ aj hydrofobne
peptidy, ktoré maji vysoku afinitu k Pgp. Tieto malé peptidy, podobné
transmembranovym segmentom Pgp vSak funguju na inom mechanizme inhibicie.
Predpoklad4d sa, Ze peptidové analogy TMD interferuju s normalnym zloZenim
a funkciou cielového proteinu a znizuju tak vytok substratov, ako bolo ukadzané
v experimentoch in vitro [32] a in vivo [33].

Dalou z moznosti boja s rezistenciou rakoviny je downregulacia génov
zodpovednych za MDR. V rakovinovych bunkach je nadmerna pritomnost’ Pgp casto
dosledkom znasobenia génu MDRI. Tento pristup vyuZziva branenie transkripcie Pgp,
ktorym dochéadza k znizeniu jeho vyskytu v plazmatickej membréane. Bartsevich et
al. vyvinuli transkripéné represory, ktoré sa viazu na propagator MDRI a ukazali, Ze
ich pritomnost v MDR bunkidch viedla kzvySeniu citlivosti buniek na
chemoterapeutika [34].

Odpoved’ou na MDR by mohli byt’ aj nové lieky navrhnuté tak aby sa vytoku
vyhli. Epothilones st zlic¢eniny, ktoré pdsobenim na mikrotubuly buniek zabrania
ich depolymeracii pocas bunkového delenia a tym transportu chromozémov k polom.
Tieto latky, ktoré nie su substratom Pgp tak poskytuju dokaz, Ze je mozné vyvinut’
nové chemoterapeutikd, ktoré nebudu interagovat’ s ABC transportérmi [3].

Teoreticky najjednoduchSou cestou ako celit vytoku je zvySenie davok
chemoterapeutik. Nanest'astie takéto zvySenie davok by potencidlne mohlo viest

k smrtel'nym vedl'aj$im u¢inkom [3].
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4. Fluorescencné sondy

Za niekol’ko poslednych desiatok rokov bol zaznamenany velky narast
v pouzivani fluorescencie v biologickych vedach. Fluorescenénd spektroskopia
a Casovo rozliSend fluorimetria st povazované za jeden z hlavnych nastrojov
vyskumu v oblasti biochémie a biofyziky. Fluorescencia je rozsirenou metddou
v oblasti biotechnologii, prietokovej cytometrii, medicinskej diagnostiky, DNA
sekvencovanie, forenznych vied a genetickej analyzy. Detekcia pomocou
fluorescencie je vysoko citlivd a nahrddza pouZzivanie radioaktivnych trakerov vo
vacsine biochemickych merani. Pouzitie fluorescencie bolo vo velkej miere
zavedené aj do zobrazovania buniek ¢i molekul a umoziluje lokalizovat' a merat’
intracelularne molekuly, niekedy dokonca aj na urovni detekcie jednej molekuly

[35].

4.1 Jav fluorescencie

Luminiscencia je fyzikdlny jav, pri ktorom sa zlatky vyzaruje svetlo
sposobené deexcitaciou elektronov z vyssich excitovanych elektrénovych stavov na
zakladny stav. Luminiscenciu mdézeme rozdelit do dvoch hlavnych kategdrii na
zaklade vlastnosti excitovaného stavu a to na fluorescenciu a fosforescenciu.

V excitovanom singletnom stave ma elektron v excitovnom orbitali opacny
spin ako elektron v zakladnom stave. Navrat do zékladného stavu je teda spinovo
povoleny a nastdva ihned’ za emisie fotonu. Tento jav sa nazyva fluorescencia a doba
jej zivota je typicky 10 ns. Fluorescencia sa zvycajne vyskytuje u aromatickych
molekul (obr. 4.1).

Fosforescencia je emisia svetla z tripletného excitovaného stavu, v ktorom ma
elektron nachadzajuci sa v excitovanom orbitdli rovnaky spin ako elektron
v zdkladnom stave. Prechody excitovanych elektronov do zikladného stavu st
zakdzané a rychlost’ emisie svetla je preto pomalSia. Doba Zivota fosforescencie je
typicky v milisekundach az sekundéach, niektoré¢ fosforescencné latky dokazu svietit’
aj niekol'’ko minut.

Fluorescencné spektralne data sa zvyc€ajne prezentujii ako emisné spektra. Ide

o zavislost’ intenzity fluorescencie na vlnovej dlzke emitovaného svetla. Emisné
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spektra sa znaCne liSia a zdvisia na chemickej Strukture fluoroforu, ako aj na

prostredi, v ktorom sa nachadza [35].
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Obr. 4.1: Struktira niekol’kych typickych fluorescenénych ltok [35]

Jablonského diagram

Procesy uskutoc¢iiované medzi absorpciou a emisiou svetla sa zvycajne
ilustruji pomocou Jablonského diagramu (obr. 4.2). Na tomto diagrame su
znazornené elektronové stavy Sy, S;, aS,. Na kazdej ztychto energetickych
elektronovych hladin sa mdze fluorofér nachadzat’ v niekolkych vibraénych
energetickych hladinach znacenych 0, 1, 2, atd’. Prechody medzi jednotlivymi stavmi
st znazornené vertikalnymi Ciarami.

Po absorpcii svetla moze nastat’ niekol'ko procesov. Fluorofér sa zvycCajne
excituje na jednu z vysSich vibraénych hladin v rdmci stavov S; alebo S,. AZ na
niekol’ko malo vynimiek molekuly rychlo zrelaxuji do najnizSej vibracnej hladiny
stavu S;. Tento proces sa nazyva vnitorny prechod a uskutoc¢niuje sa za ¢as kratsi ako
10" s. Ked7e doba Zivota fluorescencie je zvyajne blizka 10® s, dochadza

k vniitornému prechodu este pred emisiou svetla. Emitovany foton ma preto mensiu
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energiu ako fotéon absorbovany a v emisnom spektre pozorujeme posun k va¢Sim

vinovym dizkam nazyvany Stokesov alebo &erveny posun (obr. 4.3) [35].
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Obr. 4.2: Jablonského diagram [35]
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Obr. 4.3: Excitacné a emisné spektrum so Stokesovym posunom [36]

4.2 Fluorofory

Fluorescencné sondy reprezentuji najdolezitejSiu oblast fluorescencne;j
spektroskopie. Emisné spektra tychto molekil mézu byt velmi citlivé na malé
zmeny vV prostredi, v ktorom sa nachadzaji. Existuju fluorofory, ktoré znacia
proteiny, sluzia ako potenciometrické sondy, mozu sa viazat’ na nukleové kyseliny,
alebo byt citlivé na koncentraciu okolitych i6nov, ¢i mnohé iné so Sirokym spektrom

vyuzitia. Informécie, ktoré mézeme z experimentov ziskat’ zavisia na vlastnostiach
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pouzitych fluoroférov. Dnes st zndme tisicky fluoreskujiicich molektil a mézeme ich
rozdelit’ do dvoch hlavnych skupin: prirodzene sa vyskytujuce a umelé.

Prirodzend fluorescencia proteinov prameni z aromatickych aminokyselin,
ako st tryptofan, tyrozin a fenylalanin. Napriklad emisia tryptofanu je vysoko citliva
na svoje blizke okolie a preto je Casto pouzivany na detekciu konformaénych zmien
proteinov. Spektrdlne posuny emisie boli pozorované ako vysledok niekolkych
javov, medzi ktoré patria vdzba ligandov, asociacia proteinov, ¢i ich denaturicia.

Umelé fluoroféry sa vyuzivaju pri znaceni molekul, ktoré nemaju prirodzenti
fluorescenciu, ako s lipidy ¢i DNA. Proteiny sa casto znacia fluorescencnymi
molekulami (znadkami) s dIh§imi excitaénymi a emisnymi vinovymi dizkami nez

maju aminokyseliny a mozu sa tak Studovat’ v pritomnosti inych proteinov [35].

Potenciometrické sondy

Na skumanie membran sa pouzivaju vo vode nerozpustné sondy, ktoré
prenikaji do nepolarnych regidonov membrany. Jednou z ¢asto pouZzivanych
membranovych sond je napriklad DPH, 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatrién. Pridanie DPH
do membranovej suspenzie vyusti k uplnému naviazaniu sondy na membrinu a
jeho fluorescencnd emisia zodpoveda prostrediu, v ktorom sa nachddza. Lipidové
sondy sa mozu viazat’ na zvysky mastnych kyselin, ¢i fosfolipidy. Hibka sondy a jej
pozicia sa meni s jej chemickym zlozenim [35].

Niektoré fluorescenéné sondy st citlivé na elektrické pole prechadzajiuce skrz
membranu. Takéto sondy sa nazyvaji potenciometrické a mézu fungovat’ na
viacerych principoch, ako je natdCanie sa sond v membréane, ich agregacia
v membrane, ¢i prirodzena citlivost na elektrické pole [35]. Redistribu¢né
potenciometrické sondy I'ahko prenikaji cez plazmatickii membranu do buniek a ich
intracelularna koncentracia zavisi na velkosti membranového potencialu. Jednou z

takychto sond je aj v nasich experimentoch pouzivana diS-C;(3) (obr. 4.4).

Ao o CHA

CH,CH,CH, CH ,CH,CH,

Obr. 4.4: Fluorescencna sonda diS-C;(3), (3,3 -dipropylthiacarboxycyanine) [37]
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5. Material a metody

5.1 Bunkové linie

Na experimenty boli pouzité dva kmene adherentnych rakovinovych buniek,
ato bunkova linia KB3, tzv. bezpumpovy kmen, ¢i negativna kontrola, ktora vo
svojej bunkovej membrane neobsahuje P-glykoprotein, a bunkova linia KBV, ktora
mé v bunkovej membrane pritomny P-glykoprotein (rezistentnd na vinblastin).

Bunkov4 linia KB je zndma ako podlinia nddorovych HeLa buniek. Povodne
sa myslelo, Ze ide o bunky ziskané z epiderméalneho karcindému ust, ale nasledne bolo
zistené na zéklade izoenzymovej analyzy, HeLa chromozémov a DNA odtlackov, zZe
vznikla kontaminaciou HeLa buniek. Tieto bunky boli predstavené v roku 1985, su
pozitivne na pritomnost” keratinu a obsahuji ludsky papillomavirusl8 (HPV-18)
[38]. Obe bunkové linie boli zaobstarané z Prirodovedeckej fakulty UPJS

v Kosiciach.

5.2 Chemikalie

Pre kultivaciu oboch rakovinovych bunkovych linii KBV a KB3 bolo pouzité
kultivacné médium Leibowitz's L-15 (Gibco) s antibiotikami (penicilin +
streptomycin, Hyclone) a inaktivovanym Fetal Bovine Serum (FBS, Hyclone). Dalej
bol pouzity sterilny pufer Dulbecco’s Phospate Buffered Saline bez Ca a Mg
(DPBS). K oddeleniu adherentnych buniek od steny kultivacnej fl'aSe bol pouzity
0,05 % Trypsin-EDTA (Gibco). K fluorescenénym experimentom bola pouzitd sonda
diS-C5(3) (Sigma) (obr. 5.1), CP pufer (10mM citrat-fosfatovy pufer, Na,HPO4-12
H,0 3,6g do 1 1 destilovanej vody, titrujeme kyselinou citrénovou na pozadované
pH) ardzne stresory ¢i substraty P-glykoproteinu, ako oligomycin, verapamil,
amiodaron, vinblastin, ketokonazol, itrakonazol a FK506 (vSetko Sigma). Pre
meranie stability buniek v ¢ase sa pouzival tzv. CD kokteil (10 uM CCCP + 10 uM
DM-11). Na uchovéavanie bunkovych linii v nizkych teplotich bol pouzity
dimethylsulfoxid — DMSO.
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Obr. 5.1: 3D-model fluorescencnej sondy diS-C3(3). Sivou farbou su oznacené

uhliky, bielou vodiky, modrou dusiky a Zltou sira.

5.3 Kultivacia buniek

Vsetky bunky boli uchovavané v teplote -70 °C v médiu L-15 s 20 % FBS
a 10 % DMSO. Pri rozmrazeni buniek bolo pridavané nové médium obsahujice
20 % FBS, zohriate na izbovl teplotu, pomaly a postupne s cielom predist’
osmotickému Soku v bunkach. Bunky boli kultivované pri teplote 37 °C v5 ml
média L-15 v40 ml kultivacnych flaSiach. Médium obsahovalo 1 % antibiotik
(penicilin + streptomycin) a 10 % FBS. Po 6 — 8 hodinach od rozmrazenia buniek
bolo médium vymenené za nové, aby sme predisli pripadnému poskodeniu buniek
pritomnostou zvy$ného DMSO v médiu. Dalej prebiehala kultivacia pri teplote
37 °C, az kym bunky nedosiahli cca. 90 % pokrytie steny fl'ase. Podl'a potreby sme
menili médium za nové, aby boli zaistené o najvhodnejSie podmienky pre rast
buniek. Vsetky tkony prebiehali za sterilnych podmienok v lamindrnom boxe. Pri
pozadovanom pokryti steny bunkami, priblizne po 3 — 4 dnoch, boli bunky
pasazované.

Pasaz buniek prebichala nasledovne: z kultiva¢nej fl'aSe bolo odstranené
vSetko médium a stenu s bunkami sme oplachli jeden az dvakrat 1 ml pufru DPBS.
Po odstraneni pufru z flaSe sme na bunky aplikovali 0,7 — 1 ml trypsinu, ktory
rozrusil bunkovii monovrstvu a spdsobil odlepenie buniek od fl'ase. Trypsin sme na
bunky nechali pdsobit’ cca. 5 minut pri teplote 37 °C. Pri dlhom pdsobeni trypsinu,
nad 15 mint, méze dojst’ k poskodeniu buniek, a preto bol na pdsobenie ponechany

len cas, ktory bol potrebny na odlepenie vicSiny buniek od steny. Nasledne boli do
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kultivacnej fl'aSe pridané 2 ml Cistého média, ktoré zastavili posobenie trypsinu a
obsah fl'aSe s bunkami sme stocili po dobu 2 minat pri 1600 otaCkach za minutu.
Prebyto¢né médium sme odstréanili tak, aby sme neposkodili pelet buniek a bunky
sme resuspendovali v 1 ml média resp. pufru.

Nasledne sme bunky v suspenzii spocitali pomocou Biirkerovej komoérky
a rozdelili podl'a potreby. V pripade nasadenia buniek na nové kultiva¢né fl'ase bolo
pouzité cca 5.10° buniek na kazda nova flagu, obsahujicu 5 ml média (10 % FBS).
Bunky boli nésledne kultivované rovnakym sposobom, az kym opét’ nedosiahli 90 %
pokrytie fl'ase. V pripade pouzitia buniek na experiment boli bunky rozdelené¢ do
kyviet v pozadovanom mnozstve a doplnené pufrom na 3 ml.

Pre vyhotovenie fluorescencnych fotiek buniek boli bunky kultivované na
Petriho miskach o po&iato&nom podte cca 2,5.10°, v médiu s obsahom 10 % FBS po
dobu 2 — 3 dni.

Po 2 — 3 pasazach bolo mozné bunky znovu skladovat’ vo forme konzerv. Pre
opdtovné zmrazenie a uskladnenie buniek sme bunky po pasazi spocitali a pripravili
zmrazovaciu konzervu, ktora obsahovala 70 % cistého média L-15, 20 % FBS
a 10 % DMSO, ktoré chrani bunky pred t¢inkami nizkych teplot. Takto pripravena
konzervu sbunkami sme vlozili do mraziaceho boxu, pricom pokles teploty

nepresiahol 1 °C za hodinu a bunky boli d’alej udrzované pri teplote -70 °C.

5.4 Spektroskopické monitorovanie akumulacie sondy

diS-C;(3) v bunkach

Priprava na fluorescenny experiment zahfiiala rozdelenie buniek do 3 ml
kyviet v poZzadovanych koncentraciach podla ulohy experimentu (pre koncentracni
zavislost’ fluorescencie sme volili mnozstva 1-5.10° buniek, pre sledovanie aktivity
P-glykoproteinu bolo volené 1.10° buniek v 3 ml pufru). Na zagiatku experimentu
sme do kyviet pridali fluorescenénti sondu diS-C3(3) (zés. roztok 3.10° M v EtOH).

Fluorescen¢na sonda diS-C;(3) l'ahko prechadza plazmatickou membranou a
u buniek KB3, u ktorych je aktivita MDR pumpy nulova, je jej akumulacia vo vnutri
buniek dand velkostou ich membranového potencidlu. V pripade, Ze je sonda
substratom Pgp, je jej intracelularna koncentracia u buniek s aktivnymi pumpami —
vnaSom pripade KBV — aj napriek ich rovnako vysokému membranovému

potencidlu, ako u bezpumpového kmena, velmi nizka v dosledku aktivneho
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odstrafiovania sondy P-glykoproteinom (analogicky s pouzivanim tejto metdédy na
Studium kvasinkovej pumpy Pdr5p [39]). Maximum emisného spektra volnej sondy
je 568 nm. Vo vnutri buniek sa sonda reverzibilne viaZe na cytozolické komponenty,
¢o je sprevadzané¢ zmenou spektralnych parametrov (posun fluorescencie cca o 10
nm smerom do Cervena, vyssi kvantovy vytazok). Namerané spektrd bunkovej
suspenzie sa skladaju z prispevku volnej a viazanej sondy a ich prispevky
zodpovedaji ich koncentracii. Pri vhodnej vol'be koncentracie (mnozstvo buniek a
sondy vo vzorke) je metdda vysoko citlivd na zmeny v koncentracii sondy v bunke
zmenou polohy a velkosti maxima meraného spektra [39,40]. Akumulaciu
fluorescencnej sondy v bunkach detegujeme pomocou tzv. farbiacej krivky, ¢o je
zavislost’ polohy maxima (Amax) fluorescencného signdlu zo vzorky na case od
pridania fluorescen¢nej sondy k bunkovej suspenzii. Tato metdoda bola uspesne
zavedena na kvasinkach Saccharomyces cerevisiae [39].

Experimenty boli uskutocnované za obcasného miesania pri pokojovej teplote
s vyslednou koncentraciou fluorescenénej sondy vo vzorke 4.10° M. Fluorescenéné
spektrd boli merané na spektrofluorimetre FluoroMax 4 (Jobin-Yvon) (obr. 5.2).
Excitaéna vinova diZka bola nastavena na 531 nm, emisné spektrum bolo merané v
rozsahu 560-590 nm. Velkost’ §trbin bola nastavend na 10 nm a pri merani bol
pouzity emisny filter (cutoff 540 nm) k eliminacii rozptylového Ziarenia. Ug&inok
stresorov (inhibitorov) bol Studovany na zdklade porovnania farbiacich kriviek
kmenov bez a s Pgp po pridani skimanej latky. Testované latky boli priddvané
k bunkam po 4 — 7 minttach inkubécie so sondou. DiZka experimentu sa obvykle
pohybovala okolo 50 minut. Ked’Ze bunky ¢asom odumieraji, bola stabilita buniek
za nerastovych podmienok v ¢ase sledovand pomocou ich reakcie na pridanie CD

kokteilu [39].

Obr. 5.2: Spektrofluorimeter FluoroMax 4
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5.5 Fluorescen¢ne mikroskopické monitorovanie akumulacie

sondy diS-Cs5(3) v bunkach

Pre detekciu fluorescencie buniek boli ich kultiry pouzité priamo na Petriho
miskach. Po dosiahnuti dostato¢ného pokrytia Petriho misky bunkami bola k médiu
pridana fluorescen¢nd sonda diS-Cs(3) a ponechand pdsobeniu cca. 5 minat. Bunky
boli pozorované v invertovanom fluorescenénom mikroskope (Olympus) (obr. 5.3),
ako v prechadzajucom svetle, tak aj po excitécii sondy laserovym ziarenim o vlnovej
diZke 531 nm. Obraz buniek bol detegovany CCD kamerou, doba snimania v pripade

viditeI'ného svetla bola nastavena na 700 ps, v pripade snimania fluorescencie 1 s.
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Obr. 5.3: Schéma invertovaného fluorescen¢ného mikroskopu (Olympus)
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6. Vysledky a diskusia

Hlavnym cielom tejto bakaldrskej prace bolo vyvinit rychlu a citlivii metédu
na skumanie cinnosti MDR pumpy P-glykoproteinu. Ako efektivny spdsob
monitorovania funkcie Pgp sa ukazuje pouzitie fluorescencnych sond. Tieto
molekuly schopné emitovat fluorescencné svetlo st castym substratom
membranovych transportnych proteinov a preto su dobrym néstrojom na ich stadium.
Nakol'ko vSak existuje velké mnozstvo fluorescenénych sond s réznymi
vlastnostami, bolo potrebné najst’ sondu, ktora je schopna poskytovat vhodné

informécie o aktivite Pgp a o ti€inku rdznych stresorov na jeho ¢innost’.

6.1 Fluorescencnda sonda diS-C;(3) — vhodny néstroj pre

Studium funkcie a aktivity P-glykoproteinu

Metdda sledovania membranového potencidlu a aktivity dvoch hlavnych
MDR pump, PdrSp a Snq2p u kvasiniek S. cerevisiae, pomocou fluorescencne;j
sondy diS-Cs3(3) bola tspesne vyvinuta na Oddeleni biofyziky Fyzikalneho ustavu
UK. Ztohto dévodu bolo pouzitie tejto sondy naSou prvou volbou. Jasne sa
preukazalo, ako pomocou fluorescencnej mikroskopie, tak aj spektroskopicky, ze
sonda diS-Cs(3) je substratom Pgp. Ako je zjavné z fluorescencnych snimok
(obr. 6.1), je akumulacia sondy vo vnutri buniek bezpumpového kmena daleko
vyssia (obr. 6.1B) nez u buniek kmena KBV (obr. 6.1D). K zniZeniu akumulacie
sondy dochadza v dosledku jej aktivneho odstranovania z buniek P-glykoproteinom,
pritomnym v membrane buniek KBV. Ako uz bolo uvedené, pri vstupe do buniek sa
sonda viaze na cytozolické komponenty, ¢im dochddza k vyraznému zvySeniu
intenzity emitovaného fluorescencného svetla, ako je zjavné z obrazka 6.1B. Na
snimkach je taktieZ jasne vidiet' distribiiciu sondy v bunke. Sonda je akumulovana
hlavne v mitochondridch, zatial’ o jej vyskyt v jadre nie je detekovatelny (tmava

Cast’ buniek).
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Obr. 6.1: Sonda diS-C3(3) je substrat P-glykoproteinu — fluorescencne
mikroskopicky dokaz. (A) bunky linie KB3 v prechddzajaicom svetle, (B) silny
fluorescencny signal akumulovanej sondy v cytoplazme buniek KB3, (C) pumpovy
kmenn KBV v prechadzajicom svetle, (D) slaby fluorescencny signal, sposobeny
nizkou koncentraciou sondy v bunkdch KBV, désledok aktivneho odstraiiovania

sondy Pgp.

Spektroskopické experimenty (obr. 6.2) ukazuju, ze Groven farbenia (posun
v maxime emisného spektra k vi¢§im vinovym dizkam) bezpumpového kmenia KB3
je vyssia nez v pripade buniek KBV, ¢o je d’alsim dokazom, Ze sonda je substrat Pgp.
Zvysena uroven farbenia u bezpumpového kmena by vSak mohla byt spdsobend aj
pritomnostou intenzivne sa farbiacich mftvych buniek [41]. Na vyvratenie tejto
moznosti bol na konci merania do suspenzie pridany CD kokteil, ktorého tc¢inkom je
depolarizdcia membrany [39]. Ked’Zze farbiace krivky po pridani CD kokteilu do
suspenzie splyvaju, je nepochybné, ze rozdiel vo farbeni je naozaj spdsobeny

aktivitou P-glykoproteinu.
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Obr: 6.2: Sonda diS-C3(3) je substrat P-glykoproteinu - spektroskopicky dokaz.
Uroveti farbenia (tj. farbiaca krivka) je u bezpumpového kmetia KB3 vyssia ako
u pumpového kmenla KBV zdovodu odstranovania sondy P-glykoproteinom.

Reakcia na pridanie CD kokteilu v 43 min. potvrdzuje intaktnost’ buniek.

Podarilo sa ndm dokazat’, Ze fluorescencnd sonda diS-C;(3) je substrastom MDR

pumpy P-glykoproteinu.

Hlavnym ciel'om tejto prace bolo pomocou vybranej fluorescencnej sondy,
ktora je substratom Pgp, vyvinut’ metddu, ktord by jednoducho detegovala Gc¢inky
posobenia stresorov na l'udské bunky v suspenzii. Dal§ia ast’ prace sa preto tyka

optimalizacie spektroskopickej metody.
6.2 Optimalizacia spektroskopickej metody

6.2.1 Vplyv koncentracie buniek

Ako vyplyva z principu fluorescencnej diS-C;(3) metddy, Groven farbenia

buniek (posun Ama.x do Cervenej oblasti spektra) sa zvySuje s rasticou koncentraciou
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buniek [42]. Bolo preto potrebné uskutocnit’ experiment, v ktorom boli merané
farbiace krivky pre rozne koncentrdcie buniek v suspenzii, pre stanovenie co
najvicsieho rozdielu medzi farbenim buniek KBV a KB3. Konkrétne sme testovali
koncentréacie v rozsahu 1-5.10° buniek v 3 ml suspenzie.

Ako je zjavné z obrazka 6.3, zvySovanie koncentracie buniek vedie k znizeniu
rozdielu vo farbeni medzi pumpovym a bezpumpovym kmeniom a taktiez ku zniZzeniu
poklesu farbiacich kriviek po pridani CD kokteilu, ¢o suvisi s limitaciou
fluorescencnej metddy zalozenej na detekcii polohy maxima fluorescenéného
signalu [39]. Velky pocet buniek totizto poskytuje vicSie mnozstvo vizobnych
miest, na ktoré je sonda schopnd sa naviazat’ a nasledne pri depolarizacii membrany
nemusi byt’ vidiet’ taky pokles farbiacej krivky ako pri mensich mnozstvach buniek.
Vysoké farbenie moze taktiez sposobit’, ze nebudeme schopni detegovat’ zmeny, ako
je hyperpolarizdcia membrany, kvoli jeho priblizovaniu k maximu emisného spektra
viazanej sondy. Pre mozné zaznamenanie zmien vo farbeni oboma smermi volime

radSej nizSie koncentracie buniek.
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Obr. 6.3: Vhodna koncentracia buniek pre fluorescenéné meranie je 1.10° b.
v 3 ml suspenzie. Rozdiel vo farbeni medzi pumpovymi a bezpumpovymi kmenimi
sa zmenSuje so zvySujucou sa koncentraciou buniek. CD kokteil bol pridany v 44.

min.
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Na zdklade tohto experimentu bola vybrand optimalna koncentracia buniek

zodpovedajiica 1.10° buniek v 3 ml suspenzie.

6.2.2 Vplyv pH a typu pufru

Zatial’ ¢o predchadzajuci experiment s koncentraciou buniek bol uskuto¢neny
v CP pufri, zaujimalo nés, ¢i by bolo mozné zvicsit' rozdiel vo farbeni buniek
zmenou pH CP pufru. Ukazalo sa, vid’ obrazok 6.4A, ze zmena pévodného pH 6 CP
pufru na pH 5 a pH 7 vedie k zniZzeniu rozdielu vo farbeni buniek pumpového
a bezpumpového kmena.

Daldou otazkou bolo, &i meranie fluorescencie buniek za pouzitia CP pufiu,
bezne pouzivaného pri meraniach na kvasinkach, je optimalne aj pre 'udské bunky.
Porovnali sme ho preto s meranim buniek v pufri DPBS, ktory sa pouZziva pri
manipulacii s bunkovymi liniami a ktorého pH je 7. Zistili sme, Ze aj napriek tomu,
ze pri pouziti CP pufru s pH 7 je rozdiel medzi kmenimi maly, pri pouziti DPBS

pufru doslo k vyraznému zvicSeniu rozdielu (obr. 6.4B).

Na zaklade tohto experimentu sme zhodnotili, Ze pri pouziti CP pufru je optimalne

pH 6, no pre zvySenie citlivosti metddy budeme d’alej pouzivat’ DPBS pufer.
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Obr. 6.4: Pufer DPBS je vhodnejsi nez CP pufer. Zavilost’ diferencie medzi
farbenim buniek KBV a KB3 (A) na pH CP pufru a (B) na type pufru pri PH 7.
Rozdiel medzi farbiacimi krivkami buniek resuspendovanych v DPBS pufri sa

vyrazne zvacsuje oproti CP pufru.
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6.2.3 Vplyv dizky inkubacie buniek so sondou na ich Zivotaschopnost’

Spektroskopicka metoda si vyzaduje pripravu vzoriek v podobe suspenzii. Pre
bunky pochadzajuice z mnohobunkového organizmu je dolezité rozrusit ich
celistvost’ a preniest ich do pufru. Tato metdoda moze viest k postupnému
odumieraniu buniek v suspenzii. Bolo preto nevyhnutné ur¢it podmienky merania,
pri ktorych si mézeme byt isti, Ze namerané vysledky farbenia buniek skutocne
zodpovedaji. membranovému potencialu a aktivite P-glykoproteinu. Pre tento ucel
experimentu sme skimali velkost’ zmien farbiacich kriviek po pridani CD kokteilu
v roznych casoch priebehu merania. Experiment sme uskutocnili v oboch typoch
pufru DPBS a CP.

Ako je zjavné z obrazka 6.5, bunky vykazuju nezmenenu zivotaschopnost’ aj
po 50 minutach inkubéacie so sondou, farbiace krivky nevykazuju Ziadne vyrazné
zmeny, iba nepatrny pokles Amax V Case (postupnd depolarizicia membrany)
pozorovany najmi u buniek resuspendovanych v CP pufri. Odozva na pridanie CD
kokteilu sa v ¢ase nement.

Tento vysledok je pre ustanovenie metddy pozitivny a dolezity, pretoze
umoznuje sledovanie ucinku chemickych stresorov v ¢asovych usekoch niekolko

desiatok minat.

Experimentilne okno pre Stidium ucinkov stresorov na cinnost’

P-glykoproteinu.

Ako optimalne podmienky boli zvolené:

1. Koncentracia buniek 1.10° v 3 ml suspenzie.
2. Resuspendacia buniek v DPBS pufri pri pH 7.

3. Priblizne 1 hodinové monitorovanie fluorescencnej odpovede sondy na

pridanie stresora.
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Obr. 6.5: Bunky oboch kmefiov si pri inkubacii so sondou stabilné. Pocas
merania nedochddza k vyraznym zmenam v zivotaschopnosti buniek (A) v CP pufti
ani (B) v DPBS pufii. U¢inok CD kokteilu sa v zavislosti na ase jeho pridania (20,

30, 40 a 50 min.) do suspenzie nemeni.
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6.3 Stadium uc¢inku chemickych stresorov na aktivitu

P-glykoproteinu

Vdaka zisteniu, ze fluorescencnd sonda diS-Cs(3) je substratom Pgp, bolo
mozné metdédu vyvinuti pre sucasné monitorovanie zmien membranového
potencidlu a aktivity dvoch hlavnych MDR pump, PdrSp a Snq2p, u kvasiniek
S. cerevisiae po pridani stresorov [39] aplikovat rovnako na Stadium uc¢inku
chemického stresu u l'udskych buniek. Hlavnym cielom tejto Studie bolo najmé
vyhl'adavanie latok, ktoré by mohli sluzit’ ako ucinné inhibitory Pgp. Fluorescencna
metdda (DiS-Cs(3) screening assay) je zaloZzend na porovnani diferencie medzi
farbenim pumpovych (KBV) abezpumpovych (KB3) buniek v nepritomnosti
stresora a po jeho pridani. Inymi slovami, pokial’ pridanie stresora k bunkam oboch
kmenov vedie k zmenSeniu rozdielu medzi farbiacimi krivkami, jedna sa o latku,
ktord ¢innost' Pgp Ciasto¢ne blokuje. Splynutie farbiacich kriviek indikuje Uplnu
inhibiciu Pgp. Navyse, pokles/narast Amax u buniek bezpumpového kmenia KB3 po

pridani stresora mozno usudzovat’ na depolarizaény/hyperpolarizacny uc¢inok.

6.3.1 Vplyv chemickych stresorov na fluorescencné spektrum volnej

sondy

Zakladnym predpokladom pre monitorovanie zmien vnatrobunkovej
koncentracie sondy pomocou Amax je, Ze fluorescencné spektrum sondy z pufru je
charakterizované polohou maxima fluorescenéného spektra volnej sondy a intenzitou
fluorescencie danou koncentraciou sondy v tomto prostredi. Ak ddjde pri pridani
stresorov k ovplyvneniu emisného spektra fluorescencie sondy v pufri bud (1)
v dosledku vizby sondy na stresor [43], alebo (2) vplyvom chemickej destrukcie
molekal sondy stresorom [44] modze dojst’ k vzniku artefaktov vo fluorescencnej
odpovedi sondy na zmenu vyvolani stresorom. Poloha maxima fluorescenéného
signalu sa v prvom pripade posunie do Cervenej oblasti spektra a dojde k narastu
intenzity fluorescencie. V druhom pripade dochadza k vyraznému poklesu intenzity
fluorescencného signalu. V oboch pripadoch sa méze t¢inok danych stresorov javit
ako zdanliva hyperpolarizacia. Je preto nutné pred kazdym $tadiom ucinku stresorov

na bunky testovat’ ich vplyv na samotntl sondu v pufri. Ak ma stresor vplyv na vol'na
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sondu v pufri, je potrebné volit nizke koncentracie, pri ktorych nedochadza

k ovplyvneniu fluorescencie.

V ramci tejto prace sme testovali sedem stresorov: oligomycin, amiodaron,
verapamil, vinblastin, ketokonazol, itrakonazol a FK506. Z obrazka 6.6A je zjavné,
ze zo vSetkych testovanych latok iba oligomycin v koncentracii 10 pg/ml
vyznamnym sposobom ovplyviiuje fluorescencné spektrum sondy v pufri. Jeho
pridanie k vol'nej sonde v pufti je sprevadzané vyraznym posunom emisné¢ho spektra
k dlhdim vlnovym dizkam (obr. 6.6A) a nérastom intenzity fluorescenéného signalu
(obr. 6.6B). Toto je typicky priklad situacie, pri ktorej dochadza k naviazaniu sondy

na stresor.

Nizsia koncentracia oligomycinu (2 pg/ml), pri ktorej uz tato interakcia nie je

pozorovatel'na, by mala byt’ vhodna pre testovanie vplyvu tejto latky na bunky.

Overili sme vplyv pridania stresorov na vol'nti sondu v pufri a zistili sme, Ze:

1. Latky amiodaron, verapamil, vinblastin, ketokonazol, itrakonazol a FK506

so sondou neinteraguji a preto ich mézeme skumat’ naSou metddou,

2. Interakcia oligomycinu sa prejavi len pri vysokych koncetraciach. Pri
koncentracii 2 pg/ml sme interakciu nezaznamenali a preto mozeme skiimat’

vplyv oligomycinu pri nizSich koncentraciach.
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Obr. 6.6: Testovanie interakcie fluorescen¢nej sondy so stresormi. Casova
zavislost maxima vlnovej dizky (A) a intenzity fluorescenéného signalu (B) po
pridani stresorov. Iba po pridani oligomycinu (10 pg/ml) dochddza k vyraznému
posunu emisného spektra sondy do Cervena za sucasného narastu intenzity, ¢o znaci

naviazanie sondy na stresor. Stresory pridané v 24. min.
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6.3.2 Vplyv oligomycinu na membranovy potencial a aktivitu

P-glykoproteinu

Oligomycin je antibiotikum produkované baktériami Streptomyces a ma
funkciu inhibitora ATP syntazy [45]. Taktiez je zndme, ze je substratom
kvasinkovych MDR pump Yorlp a PdrSp [46].
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Obr. 6.7: Oligomycin ¢iastocne inhibuje aktivitu P-glykoproteinu. Pri nizkych
koncentracidch pozorujeme Ciastocni inhibiciu aktivity Pgp, pri vysSich vSak
dochadza k interakcii so sondou. Oligomycin pridany k bunkdm KBV a KB3 v 5.
minate. Aktivita pamp na konci merania je nazna¢ena obdiznikmi v prisluinych

farbach

Ako je zjavné z obrazka 6.7, pridanie nizkych koncentracii oligomycinu
(2 a3 pg/ml) k bunkdam pumpového kmena KBV vedie k zvySeniu ich farbenia,
zatial ¢o ubuniek bezpumpového kmena je pozorovana slaba depolarizacia.
Vysledné zmenSenie diferencie medzi farbiacimi krivkami  pumpového
a bezpumpového kmena po pridani stresora indikuje, Ze dochadza k c¢iastocnej
inhibicii aktivity P-glykoproteinu. Po pridani velkého mnoZstva oligomycinu

(10 pg/ml) ku KBV bunkdm pozorujeme vyrazny posun Am.x do Cervenej oblasti
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spektra. Hoci rozdiel vo farbeni buniek oboch kmenov po aplikacii oligomycinu
v tejto koncentracii takmer mizne, nemozno tento jav bohuzial vd’aka zistenej
interakcii oligomycinu so sondou (vid podkapitolu 6.3.1) jednoznacne prisudit
schopnosti oligomycinu Gplne inhibovat’ Pgp.

Tento experiment nadm priniesol tplne novy a zatial’ nepublikovany vysledok
o funkcii oligomycinu ako inhibitora MDR pumpy P-glykoproteinu. BohuZzial’, dokaz
pripadnej uplnej inhibicie Pgp oligomycinom pri vysSich koncentraciach sa neda
uskuto¢nit’ naSou metddou, pretoze pri nich dochddza k interakcii so sondou.

Jedinou moznostou ako potvrdit’ tento zdver pomocou fluorescencnej metody
by bola inkubécia buniek s oligomycinom a jeho nasledné odmytie pred meranim,
¢im by sa vylucila interakcia s fluorescenénou sondou. Podmienkou uspechu tejto

upravenej metody merania je vSak pevna vézba stresoru na Pgp [47].

6.3.3 Vplyv amiodaronu na membranovy potencial a aktivitu

P-glykoproteinu

Amiodaron je antiarytmikum, teda latkou pouzivanou k lie¢be poruch
srdcového rytmu. Blokuje draslikové kandly, predlzuje akény potencidl a tlmi
posobenie sympatiku. Ma pomaly nastup ucinku a dlhy polcas elimindcie [48]. Jeho
ucinok bol studovany na kvasinkach a je oznacovany za substrat Pgp [24].

Pre $tdium vplyvu amiodaronu na membranovy potencidl a aktivitu Pgp sme
testovali koncentracie 1.0, 5.0 a 10.0 uM. Ako je zrejmé z obrazka 6.8, pridanie
amiodaronu k suspenzii buniek bezpumpového kmena KB3 vedie k ¢asovo
oneskorenej vyraznej depolarizécii ich membran. Tato depolarizécia je koncentracne
zavisla, tj. so zvySujicou sa koncentraciou amiodaronu sa skracuje doba potrebna
k detekcii vyraznej depolarizacie. U buniek KBV s aktivnym Pgp dochadza rovnako
k poklesu farbenia v désledku znizenia membranového potencialu. Tento pokles Amax
je ale daleko men$i nez uKB3 buniek anavySe je tu pozorovana opacna
koncentra¢néd zavislost. Konkrétne, so zvySujucou sa koncentraciou amiodaronu sa
pokles Amax zmensuje; u najvyssej koncentracie amiodaronu farbiaca krivka prakticky
kopiruje  kontrolu. Z porovnania rozdielov farbenia buniek pumpového
a bezpumpového kmena po 50 minitovom pdsobeni amiodarnou jednoznacne
vyplyva, Ze tato latka okrem rozsiahlej depolarizacie membrany buniek sposobuje

1 vyraznl inhibiciu P-glykoproteinu.
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Obr. 6.8: Posobenie amiodaronu vedie krozsiahlej depolarizicii buniek
a k inhibicii P-glykoproteinu. Po pridani amiodaronu dochddza k zniZeniu
membranového potencialu buniek KB3 a vyraznému zmenSeniu rozdielu vo farbeni
buniek pumpového a bezpumpového kmena. Amiodaron pridany k bunkdm KBV
aKB3 v 5. minate. Aktivita pamp na konci merania je naznaéend obdiznikmi v

prislusnych farbach

Otazkou zostava, Co je pri¢inou pozorovan¢ho inhibicného ucinku
amiodaronu.  Pri¢in, ktoré vedi kinhibicii transportu  substratu-sondy
P-glykoproteinom, moze byt niekol’ko:

1. Amiodaron je substratom Pgp aucinne sutazi so sondou o transport,
hovorime o kompetitivnej inhibicii,
2. Jeho poésobenim v membrane (interkaldciou do membrany) déjde k vytoku

ATP = strata energie pre aktivny export sondy z buniek P-glykoproteinom,

3. Amiodaron posobi priamo na plazmaticki membranu, tj. interaguje priamo

s Pgp védzbou do hydrofébnej kapsy a/alebo interkaldciou do lipidove;j

dvojvrstvy, ¢o rovnako vedie k modulécii aktivity P-glykoproteinu.

Vzhladom ktomu, Ze amiodaron (i) ako kationicky amfipaticky liek

interaguje prednostne s lipidovymi membrdnami, a (ii) blokuje iénové kanaly,
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mozeme sa domnievat, Ze pric¢inou jeho inhibi¢ného uc¢inku na Pgp je posledna
z uvedenych moznosti.

Aj ked’ vramci bakalarskej prace nebol odhaleny mechanizmus, akym
amiodaron inhibuje aktivitu Pgp, ¢o ani nebolo cielom prace, je samotné zistenie

inhibi¢ného uc¢inku tohto lieku na Pgp Gplne nové a medicinsky vyznamné.

6.3.4 Vplyv verapamilu na membranovy potencial a aktivitu

P-glykoproteinu

Verapamil je liek zo skupiny blokatorov kalciovych kandlov, ktoré sa radia
medzi lieky na vysoky tlak. Verapamil posobi na i6nové kandly pre vépnik
v svalovine ciev a v srdcovej svalovine. Uvoliuje tieto svaly, roztahuje cievy, ¢im
znizuje krvny tlak a taktiez silu stahov srdca [49]. Je substratom Pgp [24] a radi sa
k inhibitorom Pgp ,,prvej generacie* (vid’ podkapitolu 3.3).

Pre $tudium vplyvu verapamilu na membranovy potencial a aktivitu Pgp sme
zvolili koncentracie 0.2, 0.5 a 1.0 mM. Podobne ako u amiodaronu, vedie pridanie
verapamilu k bezpumpovym KB3 bunkam ku koncentracne zévislej depolarizacii
membrany (obr. 6.9). Pri najvysSej pouzitej koncentracii verapamilu, ktora je 100x
vyS$ia neZ u amiodaronu, je dosiahnuty rovnaky depolariza¢ny ucinok. U buniek
pumpového kmena KBV je pozorovana rovnaka koncentracne zavisla depolarizacia
membrany. Ako je zrejmé z obrazka 6.9, srasticou koncentraciou verapamilu sa
zmenSuje diferencia vo farbeni buniek oboch kmenov, indikujiuca pokles aktivity
Pgp. Vzhladom ktomu, Ze verapamil je zndmym substrdtom Pgp, moZno
pozorované Ciastocné blokovanie ¢innosti Pgp prisudit’ kompetitivnej inhibicii dvoch
substratov o transport (sonda vs verapamil). Otdzkou zostéva, preco aj pri 10000x
vysSej koncentracii verapamilu voci sonde nedochddza k tplnej inhibicii Pgp.
Moznym vysvetlenim pozorovanej neuplnej inhibicie Pgp je, ze sonda mdze byt

Ciastocne kotransportovana spolu s verapamilom P-glykoproteinom z buniek.
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Obr. 6.9: Posobenie verapamilu vedie ku koncentra¢ne zavislej depolarizacii
buniek a k ¢iasto¢nej inhibicii P-glykoproteinu. Verapamil pridany k bunkdm
oboch kmeniov v 5. min. farbenia. Aktivita pimp na konci merania je naznacena

obdiznikmi v prislusnych farbach.

6.3.5 Latky neovplyviiujuce schopnost’” P-glykoproteinu transportovat’

sondu

Studovali sme vplyv niekolko daldich latok, ako vinblastin, itrakonazol,
ketokonazol a FK506 (tacrolimus), ktoré boli inymi metédami oznacené za substraty
Pgp a su farmakologicky délezitymi zluceninami [24]. U tychto latok nebol nasou
metddou zaznamenany ziadny vyrazny inhibi¢ny G¢inok na aktivitu Pgp ¢i vyrazne;jsi
vplyv na membranovy potencial (obr. 6.10).

Ako je vidiet na obrazku, pridanie stresorov (vinblastin 40 upg/ml,
ketokonazol 8 pg/ml, itrakonazol 8 pg/ml, FK506 20 uM) k bunkdm bezpumpového
kmena KB3 vyvolava len slabu depolarizdciu ich membrany. U buniek pumpového
kmena KBV je rovnako po pridani lickov pozorovany pokles Amax, aj ked” mensieho
rozsahu. Z pozorovania diferencie vo farbeni oboch kmetov bez a v pritomnosti

inhibitorov jasne vyplyva, Ze tieto latky neovplyviiuji vyraznym spdsobom
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schopnost’ Pgp transportovat’ fluorescenénti sondu. Zvysovanie koncentracii tychto

latok neviedlo k ziadnym zmendm (nie je ukdzané).
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Obr. 6.10: Latky bez vyrazného vplyvu na aktivitu P-glykoproteinu. Po pridani
stresorov nedoslo k inhibicii aktivity Pgp, u KB3 buniek doslo k jemnému poklesu
membranového potencidlu. Stresory pridané k bunkdm oboch kmeniov v 7. min.

farbenia. Aktivita pimp na konci merania je naznaena obdlznikmi v prislusnych

farbach.

S ohl'adom na vysledky ziskané v predchadzajicich kapitolach, 6.2.2 — 6.2.4,
su tieto vysledky prekvapivé, nakol'ko vSetky testované latky st substraty Pgp [24].
Otéazkou zostava, pre¢o sa ndm nepodarilo pomocou nasej citlivej metody detegovat
ich inhibi¢ny u¢inok na transport sondy P-glykoproteinom (kompetitivna inhibicia).

Moznym vysvetlenim by mohol byt kotransport sondy so stresorom.
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aver

Vyskum rakoviny je nepochybne jedna z najddlezitejSich oblasti vedeckého

badania. Vyvoj novych liekov je naro¢ny akomplikovany aj kvoli fenoménu

mnohonésobnej liekovej rezistencie (MDR). Je potrebné d’alSie skimanie funkcie

MDR transportérov a uc¢inku potencidlnych chemoterapeutik na ich ¢innost’.

Hlavnym cielom tejto prace bola modifikdcia fluorescenénej metody

vyvinutej na Oddeleni biofyziky FU UK pre skiimanie aktivity kvasinkovych MDR

transportérov, aj na l'udské nadorové bunky. Dosiahli sme tieto vysledky:

1.

Optimalizovali sme biologick¢é podmienky pre kultivaciu nadorovych

bunkovych linii KBV a KB3 a ich pripravu na fluorescencny experiment.

Zistili sme, Ze redistribu¢nd potenciometrickd sonda diS-Cs(3) je substratom

P-glykoproteinu a je vhodna na skimanie jeho aktivity.

Optimalizovali sme podmienky fluorescen¢nej metddy: koncentraciu buniek
v suspenzii, pouzitie vhodného pufiu a stanovenie zivotaschopnosti buniek

pri ich dlhodobe;j inkubdcii so sondou.

Vysledky experimentov jednoznac¢ne ukézali, Ze P-glykoprotein je Ciastocne
inhibovany latkami oligomycin, amiodaron a verapamil. Verapamil

a amiodaron zaroven spdsobuju vyraznu depolarizaciu membran.

Napriek tomu, ze latky vinblastin, itrakonazol, ketokonazol a FK506 st
substratmi P-glykoproteinu, nedetegovali sme u Ziadneho z nich vyznamny

ucinok na jeho aktivitu.

Téato metdda nepochybne prinasa vela vyziev a moznosti do budicnosti, ako

je hladanie novych inhibitorov, skiimanie mechanizmov ich u¢inku, alebo $tidium

d’alSich MDR ptamp.

47



Zoznam pouZzitej literatary

[1] ALBERTS, B., et al. Zdaklady bunécné biologie: uvod do molekuldrni biologie
bunky. 1998. 2. vyd. Usti nad Labem: Espero, 1 sv. (rizné strankovani). ISBN
80-902-9062-0.

[2] Buiika: Interaktivni vyukova aplikace [online]. 2006. [cit. 2015-05-06]. Dostupné
z: http://sszdra-karvina.cz/bunka/bi/03eu/obr/ucrost.jpg

[3] SZAKACS, G., et al. Targeting multidrug resistance in cancer. Nature Reviews
Drug Discovery. 2006. 5(3): 219-234. DOI: 10.1038/nrd1984. ISSN 1474-1776.

[4] HIGGINS, C. F. ABC transporters: from microorganisms to man. Annual review
of cell biology, 1992, 8.1: 67-113.

[5] CHANG, G.; ROTH, C. B. Structure of MsbA from E. coli: a homolog of the
multidrug resistance ATP binding cassette (ABC) transporters. Science, 2001,
293.5536: 1793-1800.

[6] DEAN, M., et al. The human ATP-binding cassette (ABC) transporter
superfamily. Journal of lipid research, 2001, 42.7: 1007-1017.

[7] JONES, P. M.; GEORGE, A. M. The ABC transporter structure and mechanism:
perspectives on recent research. Cellular and Molecular Life Sciences CMLS,
2004, 61.6: 682-699.

[8] SARKADI, B., et al. Human Multidrug Resistance ABCB and ABCG
Transporters: Participation in a Chemoimmunity Defense System. Physiological
Reviews. 2006. 86(4): 1179-1236. DOI: 10.1152/physrev.00037.2005. ISSN
0031-9333.

[9] MDRI: Structure of the mouse P-glycoprotein based on the 3g5u PDB
coordinates. [online]. 20009. [cit. 2015-05-06]. Dostupné Z:
http://cs.wikipedia.org/wiki/MDR 1#/media/File:MDR3 3g5u.png

[10] ROSENBERG, M. F., et al. Three-dimensional Structure of P-glycoprotein The
transmembrane regions adopt an asymmetric configuration in the nucleotide-
bound state. Journal of Biological Chemistry, 2005, 280.4: 2857-2862.

[I1]JULIEN, M.; GROS, P.. Nucleotide-induced conformational changes in
P-glycoprotein and in nucleotide binding site mutants monitored by trypsin
sensitivity. Biochemistry, 2000, 39.15: 4559-4568.

[12] ROSENBERG, M. F., et al. Repacking of the transmembrane domains of
P-glycoprotein during the transport ATPase cycle. The EMBO journal, 2001,
20.20: 5615-5625.

[13] AMBUDKAR, S. V., et al. P-glycoprotein: from genomics to mechanism.
Oncogene, 2003, 22.47: 7468-7485.

48



[14] ZHELEZNOVA, E. E., et al. A structure-based mechanism for drug binding by
multidrug transporters. Trends in biochemical sciences, 2000, 25.2: 39-43.

[I5]LOO, T. W., et al. Substrate-induced conformational changes in the
transmembrane segments of human P-glycoprotein Direct evidence for the

substrate-induced fit mechanism for drug binding. Journal of Biological
Chemistry, 2003, 278.16: 13603-13606.

[16] PAWAGI, A. B., et al. Transmembrane aromatic amino acid distribution in
P-glycoprotein: a functional role in broad substrate specificity. Journal of
molecular biology, 1994, 235.2: 554-564.

[17] PASTAN, I.; GOTTESMAN, M. M. Multidrug resistance. Annu Rev Med 1991,
42:277-286.

[18] LUGO, M. R.; SHAROM, F. J. Interaction of LDS-751 with P-glycoprotein and
mapping of the location of the R drug binding site. Biochemistry, 2005, 44.2:
643-655.

[19] STEIN, W. D. Kinetics of the multidrug transporter (P-glycoprotein) and its
reversal. Physiological reviews, 1997, 77.2: 545-590.

[20] LITMAN, T., et al. Pumping of drugs by P-glycoprotein: a two-step process?.
Journal of pharmacology and experimental therapeutics, 2003, 307.3: 846-853.

[21] SEELIG, A.; LANDWOJTOWICZ, E. Structure—activity relationship of
P-glycoprotein substrates and modifiers. European journal of pharmaceutical
sciences, 2000, 12.1: 31-40.

[22] AMBUDKAR, S. V., et al. Biochemical, cellular, and pharmacological aspects
of the multidrug transporter 1. Annual review of pharmacology and toxicology,
1999, 39.1: 361-398.

[23] LITMAN, T., et al. From MDR to MXR: new understanding of multidrug
resistance systems, their properties and clinical significance. Cellular and
Molecular Life Sciences CMLS, 2001, 58.7: 931-959.

[24] SZAKACS, G., et al. The role of ABC transporters in drug absorption,
distribution, metabolism, excretion and toxicity (ADME-Tox). Drug discovery
today, 2008, 13.9: 379-393.

[25] SCHINKEL, A. H., et al. Disruption of the mouse mdrla P-glycoprotein gene
leads to a deficiency in the blood-brain barrier and to increased sensitivity to
drugs. Cell, 1994, 77.4: 491-502.

[26] LIST, A. F., et al. Benefit of cyclosporine modulation of drug resistance in

patients with poor-risk acute myeloid leukemia: a Southwest Oncology Group
study. Blood, 2001, 98.12: 3212-3220.

49



[27] DAENEN, S., et al. Addition of cyclosporin A to the combination of
mitoxantrone and etoposide to overcome resistance to chemotherapy in refractory
or relapsing acute myeloid leukaemia:: A randomised phase II trial from
HOVON, the Dutch—Belgian Haemato-Oncology Working Group for adults.
Leukemia research, 2004, 28.10: 1057-1067.

[28] HOLL, V., et al. Stereoisomers of calcium antagonists which differ markedly in
their potencies as calcium blockers are equally effective in modulating drug
transport by P-glycoprotein. Biochemical pharmacology, 1992, 43.12: 2601-
2608.

[29] BAER, M. R., et al. Phase 3 study of the multidrug resistance modulator
PSC-833 in previously untreated patients 60 years of age and older with acute
myeloid leukemia: Cancer and Leukemia Group B Study 9720. Blood, 2002,
100.4: 1224-1232.

[30] GUNS, E. S., et al. Drug interaction studies between paclitaxel (Taxol) and
0OC144-093 — a new modulator of MDR in cancer chemotherapy. European
Jjournal of drug metabolism and pharmacokinetics, 2002, 27.2: 119-126.

[31] STEWART, A., et al. Phase I trial of XR9576 in healthy volunteers
demonstrates modulation of P-glycoprotein in CD56+ lymphocytes after oral and
intravenous administration. Clinical Cancer Research, 2000, 6.11: 4186-4191.

[32] TARASOVA, N., et al. Inhibition of G-protein-coupled receptor function by
disruption of transmembrane domain interactions. Journal of Biological
Chemistry, 1999, 274.49: 34911-34915.

[33] GEORGE, S. R., et al. Blockade of G protein-coupled receptors and the
dopamine transporter by a transmembrane domain peptide: novel strategy for
functional inhibition of membrane proteins in vivo. Journal of Pharmacology
and Experimental Therapeutics, 2003, 307.2: 481-4809.

[34] BARTSEVICH, V. V.; JULIANO, R. L. Regulation of the MDR1 gene by
transcriptional repressors selected using peptide combinatorial libraries.
Molecular pharmacology, 2000, 58.1: 1-10.

[35] LAKOWICZ, J. R. Principles of fluorescence spectroscopy. 2006. 3rd ed. New
York: Springer. ISBN 978-038-7463-124.

[36] Bio-Rad: Detection methods [online]. [cit. 2015-05-06]. Dostupné z:
http://www.bio-rad.com/de-at/applications-technologies/detection-methods

[37] Chemical Book: 3,3-DIPROPYLTHIADICARBOCYANINE IODIDE [online].
2015. [cit. 2015-05-08]. Dostupné z:
http://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty EN CB1763645.htm

[38] NCBI: KB Cells [online]. 2015. [cit. 2015-05-08]. Dostupné z:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh?Db=mesh&term=KB+Cells

50



[39] HENDRYCH, T., et al. Characterization of the kinetics and mechanisms of
inhibition of drugs interacting with the S. cerevisiae multidrug resistance pumps
Pdr5p and Snq2p. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes, 2009,
1788.3: 717-723.

[40] GASKOVA, D., et al. Monitoring the kinetics and performance of yeast
membrane ABC transporters by diS-Cs(3) fluorescence. The international
journal of biochemistry & cell biology, 2002, 34.8: 931-937.

[41] GASKOVA, D., et al. Factors and processes involved in membrane potential
build-up in yeast: diS-Cs(3) assay. The international journal of biochemistry &
cell biology, 1999, 31.5: 575-584.

[42] GASKOVA, D., et al. Fluorescent probing of membrane potential in walled
cells: diS-C;(3) assay in Saccharomyces cerevisiae. Yeast, 1998, 14: 1189-1197.

[43] EMINGER, M., et al. Effect of killer toxin K1 on yeast membrane potential
reported by the diS-C;(3) probe reflects strain-and physiological state-dependent
variations. Folia microbiologica, 1999, 44.3: 283-288.

[44] GASKOVA, D., et al. Changes in diS-C3 (3) fluorescence in yeast report not
only on membrane potential, but also on structural integrity of the plasma
membrane. Fluorescence Microscopy and Fluorescent Probes, 1998, 2: 147.

[45] Oligomycin [online]. 2015. [cit. 2015-05-08]. Dostupné Z:
http://en.wikipedia.org/wiki/Oligomycin

[46] DECOTTIGNIES, A., et al. ATPase and multidrug transport activities of the
overexpressed yeast ABC protein Yorlp. Journal of Biological Chemistry, 1998,
273.20: 12612-12622.

[47] KODEDOVA, M., et al. Fluorescence method for determining the mechanism
and speed of action of surface-active drugs on yeast cells. Biotechniques, 2011,
50.1: 58.

[48] Antiarytmika [online].  2015. [cit.  2015-05-08].  Dostupné¢  z:
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Antiarytmika

[49] Verapamil [online]. 2015. [cit. 2015-05-08]. Dostupné Z:
http://www.stefajir.cz/?q=verapamil

51



Zoznam pouzitych skratiek

MDR  mnohonasobna liekova rezistencia multidrug resistance
ABC  ATP vizbova kazeta ATP — binding cassette
TMD  transmembranova doména proteinu transmembrane domain

NBD  proteinovd doména viazuca nukleotidy nucleotide binding domain

Pgp P-glykoprotein P-glycoprotein

AML  akutna myeloblastova leukémia acute myeloid leukemia

DPBS fosfatovy pufer Dulbecco's phosphate — buffered
saline

CP citrat — fosfatovy pufer citrate — phosphate buffer
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