Abstrakt

Komplexita bunécnych membran zdaleka neni jen pouhé ndhodné uskupenti lipidii a proteind, které
odd€luje buniku od okolniho prostfedi. Kazdéa z tisicti riznych slozek membran vykonava své
specifické funkce diilezité pro funkci celé bunky, nebot’ mnoho biologickych procest se odehrava
pravé na membranach. Pochopeni téchto procesti na molekulové urovni je cilem soucasného
biologického vyzkumu. Na§ vyzkum vyuzivajici detekci jednotlivych fluorescen¢nich molekul
(napt. FCS, FCCS, FLIM-FRET) pfispél k poznani laterdlni organizace membran nebo
mechanismu membranové fuze. Déle jsme odhalili mechanismus G¢inku membranovée aktivniho
sekundarniho metabolitu. Vzhledem k tomu, Ze je membranovy systém zivych bunék piilis slozity,
byly nase experiment provadény na modelovych lipidovych membréanach, které umoziuji studium
lipid-lipidovych a lipid-proteinovych interakci na molekulové urovni kontrolovanym zpiisobem.
Prvni Céast této prace se zabyva studiem mechanismu plisobeni sekundarniho metabolitu
didehydroroflamycoinu (DDHR) v membranéch. Zjistili jsme, ze DDHR je molekula tvofici pory
v membranach a ze je tato schopnost ovlivnéna pfitomnosti cholesterolu. Pfiméa vizualizace vlastni
fluorescence DDHR ukézala jeho preferencni lokalizaci do oblasti membran s vyssi uspofadanosti
lipida.

Druha ¢ast prace je vénovana studiu lateralni heterogenity membran v blizkosti faizového ptechodu
lipidii. Heterogenita membran hraje vyznamnou uUlohu v mnoha bunéénych procesech, jeji
charakter vSak neni dosud zndm. Pfestoze konvencni fluorescenéni mikroskopie neumoziuje
pfimou vizualizaci submikroskopickych struktur, jejich existenci jsme zaznamenali pomoci
riznych technik zaloZzenych na detekci jedné molekuly. Diky tomuto pfistupu jsme identifikovali
9 nm velké fluidni nanodomény v GUV membranach o slozeni DOPC/Chol/SM a DOPC/SM.
Déle jsme ukazali, Ze gangliosidy GM1 agreguji a vytvari nanometrové domény a Ze je jejich
pfistupnost pro navazani ligandu B-podjednotky cholera toxinu ovlivnéna denzitou GM1 molekul
1 ptitomnosti cholesterolu.

Tteti Cast této prace je zamétena na studium komplementéarnich lipopeptidit CP1K4 a CP1E4, které
mezi sebou vytvaii tzv. “coiled-coil” vazbu a které slouZi jako modelovy systém pro fuzi
membran. Pokrocilé fluorescenéni metody ndm umoznily studovat pocate¢ni fdze membranové
faze zprosttedkované t€mito lipopeptidy. Ukazali jsme, Ze peptidova ¢ast lipopeptidu CP,E4 pouze
pfitdhne kladné¢ nabitou peptidovou cast lipopeptidu CPuKs k membrané, coz vede
k ptiblizeni liposomt. Peptid K4 interaguje s membranou a zptisobuje jeji deformace, coz nasledné
pfispiva k membranové fuzi.



