Fluorescencni méreni pfenosu DHE pomaoci proteinu kryptogeinu

V prvnim méfeni bude analyzovan transport sterolt mezi micelami. Principem je pfipravit dva druhy
micel, mezi kterymi by mohla probihat vyména sterolli, a pomoci fluorescencniho méreni kvantifikovat
miru vlivu -cryptogeinu na tento transport. Budou pouZity fluorescencni, samozhasivé micely tvofené
dehydroergosterolem a nefluorescencni micely, obsahujici dva rlizné sterold. Méreni je zaloZzeno na faktu,
Ze dehydroergosterol podléha jevu samozhaseni, pfi vyméné sterold mezi dvéma druhy micel se od sebe
molekuly dehydroergosterolu vzdali, a fluorescence se tedy zvySuje. Jako negativni kontrola bude pouzit
aprotinin, coZ je podobné jako B-cryptogein maly bazicky protein, ktery nevykazuje podobnou sterol
transportni aktivitu. Méreni bude provadéno na fluorimetru Fluoromax-4 od firmy Horiba (Horiba,
Japonsko) pfi excitacni vinové délce 325 nm a emisni 370 nm. Budou provadény tfi sady méreni, ve vsech

budou fluorescencni micely tvoreny dehydroergosterolem.

Nefluorescencni micely budou tvoreny pro prvni sadu méreni cholesterolem, pro druhou beta-
sitosterolem. Tyto steroly budou rozpustény v methanolu. Méfeni bude probihat v kyveté
s 1,2ml 10mM MES pufru o pH 7,0. Vyslednd koncentrace DHE v méfené smési bude 0,63 umol/l a
vysledna koncentrace sterold bude 3 umol/I. Nejdfive bude méfen pouhy pufr, nasledné bude pridan DHE
spolu s dalSim sterolem v odpovidajici koncentraci a bude zmérena basdlni hodnota fluorescence, kterd
odpovidd spontannimu transportu, nasledné bude pfidan P-cryptogein a bude méfena zména
fluorescence. Rozdil naméfené hodnoty od bazdlni bude odpovidat mife schopnosti B-cryptogeinu

transportovat steroly mezi micelami.
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Diagram fluorescencniho méreni pfenosu sterolt

Strukura dehydroergosterolu (A), beta-sitosterolu (B) a cholesterolu (C)



Fluorescencni méfeni pfenosu NBD-PC pomoci proteinu kryptogeinu

V dal$im experimentu bude mérena schopnost B-cryptogeinu katalyzovat transport lipidl mezi
akceptorovymi a donorovymi unilamelarnimi vacky. Vacky budou pfipraveny nasledujicim zplsobem: pro
donorové vacky bude 0,32 mg fluorescenéné znaceného fosfatidylcholinu (NBD-PC), 0,08 mg
fosfatidylserinu a 0,16 mg cholesterolu rozpusténo v chloroformu. U akceptorovych vackd bude pouzit
neznaceny fosfatidylcholin (PC) misto znaceného. Chloroform bude odpafen pod proudem dusiku. Po
odpareni budou pfidany 2 ml 10mM MES pufru a smés bude sonikovana. Méfeni bude provadéno
v 1,2ml MES pufru o pH 7,0 v michané kyveté. Excitacni vinova délka bude nastavena na 460 nm a emisni
bude nastavena na 534 nm. Do kazdé kyvety bude ptidano 10 pl smési obsahujici NBD-PC a 17 ul smési
obsahujixi PC. Pro kazdé jednotlivé méreni budou naméreny hodnoty fluorescence pred a po pridani -

cryptogeinu a z nich bude nasledné spocten rozdil.
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Diagram fluorescen¢niho mérenti prenosu NBD-PC.
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16:0-06:0 NBD PC (1-palmitoyl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoyl}-sn-glycero-3-
phosphocholine)



