Abstrakt:

Proteinové komplexy se obtizn¢ studuji, obzvlast pokud vznikaji jen v membranovém prostiedi
a na velmi kratkou dobu. Toto je problematické naptiklad v piipadé fibroblastového rastového
faktoru 2 (FGF2), coz je protein s mnoha fyziologickymi i patologickymi funkcemi v lidském
organismu. Hraje zasadni roli v rozvoji riznych nadorovych onemocnéni, protoze brani
apoptoze bunc¢k pomoci autokrinni signalizace a také stimuluje angiogenezi. Zaroven je
v soucasné dobé zkoumana moznost jeho uplatnéni v 1€cbé zranéni periferniho nervstva.
Prestoze je dukladn¢ zkouman jiz fadu let, mechanismus jeho translokace do mezibunécného

prostoru, kde vykonava svou funkci, nebyl zcela objasnén.

Pro studium komplexnich systému, jako jsou membranové pory tvofené FGF2, jsme vyvinuli
jednoduchou a efektivni metodu fluorescencéni mikroskopie. Tato metoda se jmenuje dvojita
permeabilizacni esej jednotlivych vezikuli (DLSGA). Vyuziva lipidové vezikuly (GUVs) pro
simulaci bunééné membrany. V jediném experimentu je mozné sledovat az 300 jednotlivych
vezikuli a tvorbu port v jejich membrané. Béhem tfech meéfeni za riznych podminek
ziskavame detailni informaci o dynamice otevirani porti na kazdém vezikulu. Na zaklad¢ téchto
méteni je mozné jednotlivé vezikuly rozdélit do Sesti skupin podle toho, jestli se na nich tvofili
pory a jak byly dané pory stabilni. Tento pfistup umoziuje ziskat hlub§i porozuméni

mechanismu translokace FGF2 pfes buné¢nou membranu.

Konkrétné se ndm podafilo potvrdit roli Y81 v urychlovani inserce FGF2 oligomert do
membrany. Navic jsme pozorovali rozdil v tvorbé pdri u variant s mutovanymi cysteiny.
Vysledky pro cysteinové mutanty jsou velmi zajimavé v kombinaci se zjiSt€nymi
oligomerizacnimi stavy téchto mutantt, které byly ziskany pomoci Dual-color FCS. Ukazalo
se, ze C77-C77 disulfidovy mustek slouzi ke tvorbé FGF2 dimert, zatimco C95-C95 mustek
umoziuje tvorbu vysSich oligomerizacnich stavii. Experimenty pomoci TIRF mikroskopie
ukdzaly, Ze dimery FGF2 hraji kli¢ovou roli v mechanismu translokace FGF2 pfes membranu.
Spekuluje se, ze tyto dimery jsou meziprodukty pro tvorbu vysSich oligomera, které se zahy
poté translokuji pfes membranu. Experimenty v této praci ukazuji, ze C95A mutant, ktery
dokdze vytvaret pouze dimery, je schopen vytvéfet stabilni pory do podobné miry jako
nemutované varianty. To znamend, ze pro zanoieni FGF2 do membrany neni potfeba vyssich

oligomerizacnich stavii, které toho jsou ale také schopny.



Diky sériit DLSGA experimentli za pouziti 4 KDa dextranovych fluorescencnich barev se
podafilo odhadnout primér FGF2 pért na 2,34 nm. Tyto experimenty také ukazaly, ze GFP,

které se Casto vyuziva pro tvorbu fluorescen¢nich fuznich proteinti, zvysuje velikost FGF2 port.



