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Abstrakt

Bakalaiska prace poskytuje nékolik zakladnich informaci o receptorech sptazenych
s trimernimi G proteiny (GPCR) a zeleném fluorescencnim proteinu (GFP). Hlavni diraz
je kladen na vyuziti GFP a jeho variant v metodach fluorescenéni spektroskopie, které jsou
Vv soucasné¢ dob¢ aplikovany na vyzkum struktury a funkce GPCR jakozto kliCovych

signaliza¢nich molekul v zivych bunkach.

Kli¢ova slova: metody fluorescen¢ni spektroskopie, GPCR, GFP, FRAP, FRET, BiFC

Abstract

This work provides some basic information about G protein-coupled receptors
(GPCR) and green fluorescent protein (GFP). Main focus is oriented to fluorescence
spectroscopy methods and usage of GFP and its variants in an up-to-date analysis

of structure and function of GPCR, the key signaling molecules of living cells.
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Seznam pouzitych zkratek

7™
A

Arg
BFP
BiFC
cAMP
CFP
DPH
DsRed
ECL
EGFP

EL

FLIM
FRAP
FRET

G protein
GABA
GABAgR
GDP
GFP

GIn

Glu

Gly
GPCR
GRK

GTP
HEK
His
ICL
IL

Seven-TransMembrane (sedmkrat prochazejici membranou)
Angstrom (jednotka délky; 10™° metru)

Arginin

Blue Fluorescent Protein (modry fluorescenéni protein)
Bimolecular Fluorescence Complementation

Cyklicky 37,5 -adeninozin monofosfat

Cyan Fluorescent Protein (modro-zeleny fluorescen¢ni protein)
Difenylhexatrien

Cerveny fluorescenéni protein rodu Discosoma
Extracellular Loop (extracelularni smycka)

Enhanced Green Fluorescent Protein (,,vylepSeny” zeleny fluorescenéni
protein)

Extracellular Loop (extracelularni smycka)

Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy

Fluorescence Recovery After Photobleaching

Fluorescence (Forster) Resonance Energy Transfer

Proteiny vazajici guaninovy nukleotid

Kyselina y-aminomaselna

Receptor typu B pro kyselinu y-aminomdaselnou

Guanozin difosfat

Green Fluorescent Protein (zeleny fluorescenéni protein)
Glutamin

Kyselina glutamova

Glycin

G Protein-coupled Receptor (receptor sprazeny s G proteiny)
G protein-coupled Receptor Kinase (kinaza receptori spiazenych
s G proteiny)

Guanozin trifosfat

Human Embryonic Kidney cells

Histidin

Intracellular Loop (intracelularni smycka)

Intracellular Loop (intracelularni smycka)



Phe Fenylalanin

PKA Proteinkinaza A (zavisla na cAMP)

PKC Proteinkinaza C (zavisla na Ca®")

RGS Regulator of G protein Signaling (regulator signalizace pomoci G proteinu)
Ser Serin

Thr Threonin

™ Transmembranovy

TMA-DPH  Trimetylamonium-difenylhexatrien

TRH Thyreoliberin

TRH-R Receptor pro thyreoliberin (TRH)

Tyr Tyrosin

YFP Yellow Fluorescent Protein (Zluty fluorescenéni protein)

B-AR B-adrenergni receptor



1. Uvod

Doktor Osamu Shimomura si v 60. letech 20. stoleti jist¢ nedokazal ani piedstavit,
jakou revoluci v ptirodnich védach pfinese vedlej$i produkt izolace aequorinu z meduzy
Aequorea victoria. Zeleny fluorescenéni protein (GFP) se stal mocnym nastrojem vyzkumu
organismil, organd, tkani, bun¢k i jednotlivych molekul. Jeho hlavni piednosti je zaujeti
spravného prostorového uspofadani (konformace), které vykazuje zelenou fluorescenci,
bez jakychkoli jinych proteint ¢i kofaktort (s vyjimkou molekularniho kysliku). Obrovsky
pfinos pro védu spociva v tom, ze zeleny fluorescencni protein miize byt vyuzivan pfi studiu
zivych systémul. Preparaty nemuseji byt nadale fixovany a mohou byt pofizovany zabéry
chovani zkoumanych molekul v realném case.

GFP je mozné pomoci genetickych manipulaci ,,pfivésit” ke zkoumanému proteinu,
atak ho fluorescencné vizualizovat. Pomoci pokrocilych fluorescenénich metod je mozné
takto oznaceny protein dale analyzovat. Toho se hojné vyuziva i pfi studiu membranovych
receptort.

Nejvétsi skupinou membranovych receptor jsou receptory spiazené s G proteiny
(GPCR). Vazba hormonu nebo nervového pienaseCe na receptor navozuje v molekule
receptoru konformacéni zménu, kterd se pienasi na piislusny G protein. Charakterizace téchto
receptori zaCala vyzkumem beta-adrenergnich receptorti (receptory pro katecholaminy
adrenalin anoradrenalin; B-AR) s vyuzitim radioaktivnich vazebnych studii za pomoci
radioaktivné znacenych ptirozenych ligandii ¢i jejich derivatd. Tyto studie byly nejprve
provadény scelymi builkami, pozd€ji srlznymi prepardty bunécnych membran
pfipravenymi po homogenizaci (rozbiti) bunék. Podrobné biochemické studie ukézaly,
Ze receptory spfazené s G proteiny jsou lokalizovany v plazmatické membrané bunky.

Dalsi fazi vyzkumu byla snaha o pozorovani receptori v buitkach s neposkozenou
plazmatickou membranou. Pro tyto Gcely byla zvolena imunofluorescenéni metoda, ktera
vyuzivad fluorescenéné znacené protilatky proti receptorim. Tento pftistup specificky
fluorescenéné vizualizoval zkoumané receptory, stale vSak bylo nutné bunky fixovat (a tudiz
zabijet). Pozdé&ji se diky objevu a intenzivnimu vyzkumu GFP objevily konstrukty
zkoumanych receptoru s timto fluorescenénim proteinem, coz umoznilo cennou a citlivou
analyzu receptorti v Zivych buiikach.

Tato bakaléiskd prace si klade za cil charakterizovat zdkladni vlastnosti zelené¢ho
fluorescen¢niho proteinu a receptort spifazenych s G proteiny. Hlavni ¢asti je pak zakladni
charakterizace a vytvofeni pfehledu metod, které¢ GFP vyuZzivaji ke studiu téchto receptort.
Vytvoteny piehled by mél demonstrovat dynamicky rozvoj metod fluorescencni

spektroskopie a jejich nezastupitelné misto v sou¢asném védeckém vyzkumu.



2. Zeleny fluorescen¢ni protein (GFP)
2.1. Objev

Zeleny fluorescencni protein byl objeven v roce 1961 jako vedlejsi produkt izolace
aequorinu z medtazy Aequorea victoria. Aequorin, jehoz fluorescence je podminéna
pritomnosti vapenatych iontli, emituje zareni v modré Casti spektra. Toto zafeni je nasledné
absorbovano molekulou GFP, ktera emituje zafeni v zelené Casti spektra, coz je také barva,
kterou vyzatfuje mediza ve svém ptirozeném prostiedi (Shimomura, 2005; Tsien, 1998).
Jméno ,,zeleny fluorescencni protein® dostal podle oznaceni ve ¢lanku z roku 1969 (Hastings
a Morin, 1969).

Zeleny fluorescencni protein byl pozdéji objeven i u mnoha dalSich lackovct (napf.
Obelia, Phialidium, Renilla). Nejintenzivnéji bylo zkouméano GFP z organismu Aequorea
victoria, druhym v potadi je Renilla reniformis (Tsien, 1998). V této praci bude pod pojmem

GFP oznacovan zeleny fluorescen¢ni protein rodu Aequorea, nebude-li uvedeno jinak.

2.2. Struktura

V roce 1992 byla poprvé odhalena nukleotidova sekvence a primarni struktura GFP
Citajici 238 aminokyselin, jejichZ celkova relativni molekulova hmotnost je 26 888 (Prasher
a kol., 1992).

Hlavnim strukturnim znakem GFP je jeho tvar. Jednd se o [-barel slozeny
z 11 antiparalelnich B-listd (viz obr. 1 a obr. 2). Uvniti barelu se nachazi rovnobé&zna
a-Sroubovice (a-helix), kterd nese fluorofor. Barel vytvaii téméf dokonaly vélec, ktery ma
42 A na vysku a 24 A v priméru. Kratké Sroubovice a smycky mezi B-listy barelu vytvaii
jakasi vika po obou stranach, a uzaviraji tak fluorofor bezpecné uvnitt. Bohaté propojeni
peptidového fetézce vodikovymi vazbami ziejmé ud€luje GFP neobvyklou odolnost vici
denaturaci a proteolyze. Jedinou napadnou nepravidelnosti na barelu GFP je asi 135 A3
velka dutina umisténa na jedné strané fluoroforu. Uvnitf této dutiny se nachazeji 4 molekuly
vody, které pomoci vodikovych vazeb propojuji aminokyselinové zbytky barelu (Ormo
a kol., 1996).

Je nesmirnou vyhodou, Ze tento protein zaujima svou vyslednou nativni konformaci
(v€etn¢ zformovani fluoroforu, viz déale) nezavisle na dalSich proteinech. Tato vlastnost
je vSak podminéna pfitomnosti téméf celé jeho aminokyselinové sekvence. Byly provedeny
delecni studie, které zjiStovaly nejkratsi aminokyselinovou sekvenci GFP, ktera je potfebna

pro zachovani jeho fluorescencnich vlastnosti. Prvnim vysledkem bylo rozmezi



aminokyselin 2-232 (Dopf a Horiagon, 1996). Pozd¢jsim preciznéj$im zplsobem byla

urcena minimalni sekvence na aminokyseliny 7-229 (Li a kol., 1997).
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Obr. 1 | Terciarni struktura GFP Obr. 2 | Schematické znazornéni sekundarnich
Podle struktur GFP
http://www.tsienlab.ucsd.edu/Images.

htm Upraveno podle Ormoé a kol., 1996

2.3. Spektralni vlastnosti

Zeleny fluorescencni protein absorbuje v modré ¢asti barevného spektra. Vykazuje
2 absorpéni maxima — prvni pfi 396 nm a druhé, které ma mensi amplitudu, pfi 476 nm.
Emisni maxima jsou 508 nm (pro excitaci 396 nm) a 503 nm (pro excitaci 476 nm), coz je
zelena Cast spektra (Heim a kol., 1994).

Fluorofor (¢ast molekuly zodpovédna za fluorescenci) se formuje autokatalyticky —
nezavisle na dalSich proteinech Aequorea victoria, coz bylo dokazano expresi GFP
v Escherichia coli ¢i Caenorhabditis elegans za pomoci metod genového inZenyrstvi.
I v téchto organismech vykazoval zeleny fluorescencni protein stejné spektralni vlastnosti
jako v ptivodnim organismu (Chalfie a kol., 1994).

Jedinym kofaktorem potiebnym pro zformovani fluoroforu je molekularni kyslik
(Heim a kol., 1994).

Fluorofor GFP je vytvafen post-translacni cyklizaci a oxidaci jeho vlastnich
aminokyselinovych zbytkt. Jmenovité je to tripeptid Ser-Tyr-Gly v pozici 65-67. Prvnim
krokem je rychla cyklizace, kterd nastava mezi Ser65 a Gly67. Nasleduje pomala (v fadech
hodin) oxidace postranniho fetézce Tyr66 molekularnim kyslikem (Cubitt a kol., 1995;
Phillips, 1997). Schéma téchto reakci je uvedeno na obr. 3.
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V okoli fluoroforu se nachazi prekvapivé mnozstvi molekul vody a polarnich skupin
aminokyselinovych zbytkli molekuly GFP. Nejdilezitéjsimi jsou GIn69, Arg96, His148,
Thr203, Ser205 a Glu222 (Tsien, 1998).

Tyr66 o  Gly67
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Obr. 3 | Schéma vzniku fluoroforu GFP

V prvni fazi dochazi k nukleofilnimu ataku karbonylové skupiny Ser65 aminoskupinou
Gly67, coz vede k cyklizaci mezi Ser65 a Gly67. Bezprostiedné poté nasleduje dehydratace.
Dalsim krokem je oxidace postranniho fetézce Tyr66 molekularnim kyslikem. Jako ,,A*
je oznacen stav fluoroforu, ktery se vyskytuje u anaerobné kultivovanych organismii. Tato
forma nevykazuje fluorescenci.

Upraveno podle Cubitt a kol., 1995

2.4. Maturace, vliv prostiredi

Primarni struktura GFP obsahuje vSechny potiebné informace pro spravnou maturaci
fluoroforu. Dikazem je pokus, pfi kterém byla aminokyselinovd sekvence zeleného
fluorescenéniho proteinu pfipravena synteticky. Vysledny protein vykazoval stejné
spektralni vlastnosti jako ,,divoky* (wild-type) zeleny fluorescencni protein (Nishiuchi
a kol., 1998).

Pti denaturaci GFP se ztraci jeho fluorescence. Je ji v§ak mozné obnovit renaturaci
proteinu. Renaturovany protein je spektraln€ nerozliSitelny od nativniho GFP. Zeleny
fluorescencni protein Ize tedy reverzibilné denaturovat (Bokman a Ward, 1981).

Pro zformovani fluoroforu je tfeba prostorové piiblizeni vSech zucastnénych
aminokyselinovych skupin. Proto je jednim z kritickych krokt spravné vytvoreni p-barelu
(Zimmer, 2002).

Byla zkoumana i kinetika maturace zeleného fluorescen¢niho proteinu. Tento proces
byl rozd€len na 3 samostatné faze, jejichz jednotlivé dokonceni podminuje zacatek dalsi
faze. Prvnim krokem je relativné pomalé zaujeti spravné konformace proteinu (asi 10 minut).
Ve druhé fazi dochdzi k rychlé cyklizaci fluoroforu (asi 180 s). Ve tfeti, nejpomale;jsi, fazi

je fluorofor oxidovan molekularnim kyslikem, coz trva asi 76 minut (Reid a Flynn, 1997).
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Maturace GFP je pomérné silné teplotné zavisla. Pro zaujeti spravné konformace je
nejvhodnéjsi pokojova teplota, piipadné teplota jesté o néco nizsi. Kviili této vlastnosti byly
vyvinuty mutanty zeleného fluorescenc¢niho proteinu, které jsou schopny zaujimat spravnou
konformaci 1 pti 37 °C (viz dale), coz je obvykla teplota uvniti savCich bunék a také
optimalni teplota pro kultivaci naptiklad E. coli. Je velice zajimavé, Ze tato termosensitivita
se projevuje pouze béhem foldingu proteinu. Po zaujeti nativni konformace je jiz GFP
pomérné termostabilni (a stale fluorescencni) 1 pfi teplotach kolem 65 °C (Tsien, 1998).

Fluorescence GFP je ovliviiovana také zménami pH. Bylo dokdzéano, ze je stabilni
v rozmezi hodnot 6-9. Pii poklesu hodnoty pH pod 6 dochazi ke zhaSeni fluorescence
(Patterson a kol., 1997).

Obcas ponekud prehlizenym tématem je dimerizace GFP. V nékterych pracich byl
prosazovan nazor, ze GFP by mohl byt dimer vzhledem k jistym vhodnym parovacim
sekvencim na povrchu proteinu (Yang a kol., 1996). Nakonec se ukazalo, ze tato schopnost
dimerizace bude spiSe zaviset na podminkach krystalizace GFP pro krystalografické
strukturni studie, nez ze by to byla jeho charakteristickd vlastnost. Naproti tomu GFP rodu

Renilla je obligatnim dimerem (Tsien, 1998).

2.5. Varianty a analogy GFP

Pro ucely optimalizace a tvorby novych barevnych variant GFP byly provedeny cetné
mutacni studie.

Prvnim druhem mutaci jsou zmény v maturacnich vlastnostech. Ptikladem tohoto
druhu mutaci je cycle3 GFP, ve kterém jsou provedeny 3 aminokyselinové substituce. Jedna
se 0 zaménu fenylalaninu v pozici 99 za serin, methioninu v pozici 154 za threonin a valinu
V pozici 164 za alanin. Tato trojitd mutace vylepsila schopnost foldingu (vytvofeni optimalni
konformace) pii 37 °C, ,,pohyblivost“ proteinu uvnitf bunék a snizila agregaci GFP
v inkluznich téliscich (a tim padem jeho neaktivitu) (Crameri a kol., 1996; Tsien, 1998).

Druhou skupinou mutaci jsou mutace ovliviiujici spektralni vlastnosti zelen¢ho
fluorescenéniho proteinu. Tyto mutace umoznuji jak zvySeni intenzity fluorescence,
tak 1 zmény v excitac¢nich a emisnich spektrech.

Jednim z hlavnich nedostatkl ,,divokého* GFP, ktery bylo tfeba odstranit, byla
pfitomnost 2 excita¢nich maxim. To se podatilo diky mutaci serinu v pozici 65 za threonin
(S65T). S65T mutace vykazovala pouze jedno excitaéni (490 nm) a emisni (510 nm)
maximum. Navic tato mutace zesilila fluorescenci asi Sestkrat a zvysila rychlost tvorby

fluoroforu asi ctyfikrat (Heim a kol., 1995). Pokud byla zavedena jest¢ druhd mutace,
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konkrétn¢ zaména fenylalaninu v pozici 64 za leucin (F64L), bylo dosazeno dokonce
tiicetkrat silngjsi fluorescence oproti wild-type GFP (Cormack a kol., 1996). Tato varianta
je oznacovana jako ,,vylepSeny* zeleny fluorescenéni protein (EGFP; enhanced).

Jiz v roce 1994 byly pii vyzkumu formovani fluoroforu GFP objeveny prvni barevné
mutanty tohoto proteinu. V prvnim piipadé se jednalo o nadhradu tyrosinu v pozici 66
za histidin, coz posunulo emisni spektrum do modré oblasti viditelného svétla. Tato varianta
se proto nazyva modry fluorescencni protein (BFP; blue). Ve druhém piipadé byl tyrosin
V pozici 66 nahrazen tryptofanem. Tato varianta byla pozdé&ji nazvéana ,,cyan“ (modro-
zeleny) fluorescencni protein (CFP) (Heim a kol., 1994).

Dalsi vyznamnou variantou GFP je tzv. Zluty fluorescenéni protein (YFP; yellow).
Tato skupina ma nejvyrazn¢ji posunuta spektra smérem k Cervené Céasti. Za tento posun
je zodpovédna zaména threoninu v pozici 203 za aromatickou aminokyselinu, ktera je diky
prostorovému uspotfadani vnittku proteinu velmi blizko fluoroforu, a mize tak ovliviiovat
hustoty m elektronti. Nejvetsi vliv na posun maxim fluorescen¢nich spekter méla zaména
threoninu v pozici 203 za tyrosin (T203Y) (Wachter a kol., 1998).

Hlavni spektralni udaje o téchto skupinach jsou shrnuty v tabulce 1. Je vSak tieba
zduraznit, ze jsou zde uvedeny pouze mutace zodpovédné za urcity charakteristicky rys dané

skupiny. Tyto proteiny jsou dale vylepSovany a optimalizovany pro nejriznéjsi ucely.

. Klic¢ova Excitaéni maximum | Emisni maximum Emitovana
Protein
mutace (nm) (nm) barva
BFP Y66H 384 448 modra
CFP Y66W 436 485 modro-zelena
395-397 ,
GFP - 470-475 504 zelena
EGFP S65T, F64L 488 507-509 zelena
YFP T203Y 512 522 7luta

Tabulka 1| Struény piehled skupin barevnych variant zeleného fluorescen¢niho

proteinu véetné jejich zakladnich spektralnich charakteristik

Mutace jsou pro piehlednost uvadény jednopismenovymi zkratkami pro aminokyseliny.

Podle Tsien, 1998

I pfes cetné experimenty majici za cil posunout emisni spektrum zeleného
fluorescen¢niho proteinu co nejvice do ervené ¢asti se nepodaiilo dosdhnout vétsiho posunu

nez do Zluté oblasti. Nastésti se nékteré vyzkumné skupiny neupnuly pouze k GFP rodu
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Aequorea, ale snazily se najit dal$i podobné proteiny i v jinych organismech. Diky tomu byl
vroce 1999 publikovan clanek, ktery pfinesl prvni zminky o ¢erveném fluorescencnim
proteinu izolovaném z moiskych korali rodu Discosoma, ktery ma absorpéni maximum
558 nm a emisni maximum 583 nm (Matz a kol., 1999). Tento protein, nyni oznacovany
DsRed, oteviel mnoho moznosti a stal se pfedmétem intenzivniho studia.

DsRed vykazuje 22% sekvencni shodu s GFP rodu Aequorea. Tato relativné nepfilis
vysoké shoda vSak zahrnuje zasadni prvky, které vytvareji topologii, kterd je témeét totozna
se strukturou GFP (viz obr. 4). Cerveny fluorescenéni protein je také p-barelem tvorenym
11 B-listy, kterym uprostfed prochdzi a-Sroubovice nesouci intramolekularni fluorofor.
Rovnéz jsou konzervovany aminokyseliny tyrosin a glycin zodpovédné za tvorbu fluoroforu
(v tomto proteinu Vv pozicich 67 a 68). Serin GFP v pozici 65 je zde nahrazen glutaminem
v pozici 66. Fluorofor je tedy primarné tvofen ze sekvence GIln66-Tyr67-Gly68.
Mechanismus zformovani této struktury je v mnoha ohledech opét podobny GFP. Cely
proces zaCina cyklizaci mezi GIn66 a Gly68 a rovnéz nasleduje dehydrogenace (oxidace
molekularnim kyslikem) postranniho fetézce Tyr67. U této reakce vSak formovani fluoroforu
DsRed nekonci. Dale je jesté provedena druha oxidace, tentokrat postranni skupiny GIn66,
coz prodlouzi konjugovany systém 7 elektroni. Navic je zfejmé jesté¢ do tohoto procesu
zapojena izomerace peptidové vazby mezi Gln66 a Phe65 z trans na cis usporadani, které je
Vv proteinovych strukturdch velmi vzacné (Wall a kol., 2000). Tato ,,prodlouzena* maturace
je vSak velmi pomald a trva fadové dny. Pfi pokojové teploté se nejprve objevuje zelena
fluorescence (asi po 7 hodinach), ktera do dvou dni mizi a postupné ji stfida finalni Cervena
fluorescence.

Charakteristickymi vlastnostmi ,,divokého* (wild-type) DsRed jsou vysoka odolnost
vuci vykyviim pH a vysoky stupen oligomerizace. Bylo dok4zéano, Ze ¢erveny fluorescencni
protein se piirozené vyskytuje vyhradné ve formé tetrameru (Baird a kol., 2000).

Béhem vyvoje optimalizovanych forem cervené¢ho fluorescencniho proteinu bylo
tiecba se vypofadat se 2 hlavnimi nedostatky — velice pomalou maturaci fluoroforu
a tetramerizaci proteinu. Prvni pfekadzka byla piekonana v roce 2002, kdy se objevil ¢lanek
0 rychle maturujicich variantdch (nejrychlejsi asi 45 minut) DsRed (Bevis a Glick, 2002).
Jesté ten samy rok byl publikovan ¢lanek fesici 1 druhy problém. Diky mutaénim studiim byl
pfipraven monomerni ¢erveny fluorescen¢ni protein mRFP1, jehoz maturacni doba je kratsi

nez 1 hodina. K dosazeni tohoto vysledku bylo zapotiebi 33 mutaci (Campbell a kol., 2002).
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Obr. 4 | Struktura monomerniho ¢erveného fluorescen¢niho proteinu mRFP1
Na obrazku jsou pomoci jednopismenovych zkratek aminokyselin znazornény vSechny
provedené mutace oproti pivodnimu DsRed.

Podle Campbell a kol., 2002
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3.  Receptory spirazené s G proteiny
3.1. Uvod

Receptory sprazené s G proteiny (GPCR = G Protein-Coupled Receptor) tvoii
ohromnou rodinu receptorti, kterd je kodovana vice nez 800 geny. Tato rodina zahrnuje
receptory pro nejruznéjsi ligandy (hormony, neuropienasece, chemokiny, vapenaté ionty,
chutové a ¢ichové ligandy, fotony apod.). Reguluji tedy velké mnozstvi fyziologickych
funkci, a jsou tudiz potencidlnim cilem mnoha I€ki. V literatufe se setkdvame nejen
soznacenim GPCR, ale také ,,7TM receptory“ (receptory sedmkrat prochazejici
membranou), coz odrazi jejich typickou strukturu (viz dale). Oznaceni ,,7TM receptory*
mozna vystihuje 1épe celou skupinu, jelikoz byly dokazany i signalizani dréhy téchto
receptord, které nezahrnuji G proteiny. Oznac¢eni GPCR je vsak jiz dost vzité (Pierce a kol.,

2002).

3.2. Struktura

Pocatky vyzkumu struktury receptorti sprazenych s G proteiny jsou neodmyslitelné
spjaty s intenzivnim vyzkumem svételného receptoru rhodopsinu, ktery dlouhou dobu slouzil
jako modelovy receptor sptazeny s G proteiny. Prvnim krokem k odhaleni struktury bylo
zjisténi primarni aminokyselinové sekvence receptoru a usporadani polypeptidového fetézce
v membrané. Jiz v 80. letech 20. stoleti byl odhalen zékladni strukturni rys GPCR -
7 a-Sroubovicovych struktur prochdzejicich membranou, které jsou spojeny tfemi smyckami
na extracelularni a 3 smyckami na intracelularni stran¢. N-konec proteinu je orientovan vné
buniky (extracelularné) a C-konec je orientovan dovnitt bunky (intracelularné) (Ovchinnikov,
1982). Diky této struktufe se také nékdy v literature setkavdme s oznacenim ,,serpentinove
(,,hadi*) receptory.

V soucasné dobé jsou jednotlivé strukturni casti popisovany relativné zazitymi
zkratkami. Transmembranové a-Sroubovice (a-helixy) jsou oznaCovany zkratkou ,, TM*
a fimskym ¢islem I-VII (ve sméru od N-konce k C-konci proteinu). Extracelularni smycky
jsou oznacovany zkratkou ,,EL* ¢i ,,ECL* (extracellular loop) a ptislusnou arabskou ¢islici
1-3. Analogicky jsou intracelularni smycky oznaovany zkratkou ,IL“ ¢i ,,ICL*
(intracellular loop) a cislici 1-3 (Hanson a Stevens, 2009). Schéma struktury GPCR je
uvedeno na obr. 5.

Vazebné misto pro ligand je obecné formovéano z extracelularnich smycek,

N-koncové ¢asti receptoru a extracelularnich konci TM Sroubovic. Vazebné misto
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pro piislusny G protein je obecné vytvafeno z intraceluldrnich smycek, C-koncové Casti

receptoru a intracelularnich koncti TM Sroubovic (Nygaard a kol., 2009).
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Obr. 5 | Zjednodusené schéma struktury obecného receptoru sprazeného s G proteiny

Membrana je zobrazena Sed€. V levé Casti obrdzku je zobrazena struktura ,nesbalené¢ho
proteinu, kterd odraZi jeho topologii v membrané. V pravé ¢asti je schematicky znazornén
,sbaleny* stav receptoru. TM oblasti jsou pro piehlednost oznacovany pouze fimskou ¢islici.

Upraveno podle Flower, 1999

3.3. Klasifikace

Nejcastéjsim systémem tfidéni receptorti sprazenych s G proteiny je déleni na Sest
rodin (A az F). Rodina A je zdaleka nejvétsi skupinou zahrnujici az 80% lidskych GPCR.
V sav€im téle jsou nachazeny receptory rodin A, B, C a F, zatimco receptory rodiny D byly
nalezeny pouze Vv téle hub a receptory rodiny E pouze v organismu Dictyostelium (Davies

a kol., 2008). V tabulce 2 jsou uvedeny ptiklady ¢lent jednotlivych rodin.

Rodina Priklady receptoru dané rodiny

A rhodopsin, adrenergni receptory, TRH-R, opioidni receptory
receptory pro kalcitonin, glukagon, sekretin
metabotropni glutamatové receptory, GABAg receptory
receptory pro feromony
receptory CAMP
receptory ,,Frizzled/Smoothened*

MimOol0O| @

Tabulka 2 | Piiklady zastupci jednotlivych rodin receptori spiaZzenych s G proteiny
dle klasifika¢niho systému A-F
Podle Davies a kol., 2008; databaze GPCRTree
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Alternativni systém tfidéni receptort sprazenych s G proteiny se objevil v roce 2003,
kdy byl publikovan clanek, ktery klasifikuje pouze lidské GPCR dle fylogenetické
piibuznosti. Tento systém dostal jméno GRAFS podle jednopismennych znacek
pro 5 hlavnich rodin. GRAFS rodiny jsou: glutamatova (G), rhodopsinova (R),
»adhesion® (A), ,.frizzled/taste2* (F) a sekretinova (S).

Oba klasifika¢ni systémy se do znacné miry shoduji. Rhodopsinova rodina GRAFS
odpovidd A rodiné¢ A-F systému, podobné¢ sekretinova odpovida B a glutamatova C rodiné
v A-F Kklasifikaci. Nové jsou vyclenény rodiny ,,adhesion* a ,frizzled/taste2. Systém
GRAFS s dirazem na zaméfeni na vyzkum lidskych receptori spfazenych s G proteiny
nezahrnuje receptory sptazené s G proteiny jinych zivocisnych druht (Fredriksson a kol.,

2003).

3.4. Ligandy

Pojmem ligand se rozumi molekula, ktera je schopna vazby na dany receptor. Vazba
ligandu na vngj$i strané membrdny vyvolavd zmény ve struktufe receptoru vedouci
k signalizaci dovnitt bunky. Zpocatku byly receptory sptazené s G proteiny pfirovnavany
k jednoduchému spinaci, ktery ma pravé dvé krajni polohy — ,,vypnuty* a ,,zapnuty*. Tento
model ztejmé plati pro hojné zkoumany receptor rhodopsin, ale u vétsiny GPCR to vypada,
ptfipodobnily spiSe k reostatu, ktery je schopen prochazet rliznymi mezistavy v rozpéti
Hzapnuty“ a ,vypnuty“. Tuto pfedstavu podporuje i U¢inek riznych ligandi na stejny
receptor. Z tohoto pohledu rozeznavame tzv. agonisty, ¢asteCné agonisty, inverzni agonisty
a antagonisty. Pfi popisu ucinku jednotlivych skupin je tfeba také zminit, Ze vétSina GPCR
vykazuje jistou zékladni (bazalni) aktivitu, kterd se projevuje moznosti aktivovat ptislusny
G protein bez vazby ligandu. Tato aktivita je zfejmé dana velikosti energetickych bariér,
kter¢ je nutné prekonat pii pfechodu z jednoho stavu do druhého.

Pod pojmem agonista rozumime takovy ligand, ktery pln€ aktivuje dany receptor.
Casteny agonista je latka, ktera i pies saturaci (tj. plné obsazeni) receptorti dokéaze aktivovat
receptor jen z¢asti. Inverzni agonista sniZzuje bazalni aktivitu, tudiZz receptor ,,vypina“.
Antagonista nema zadny vliv na aktivitu receptoru, ale soutézi o vazbu k nému s ostatnimi

latkami (Kobilka a Deupi, 2007).
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3.5. Klasicka cesta signalizace pomoci heterotrimernich G proteini

Prestoze jsou jiz prokazany i jiné mechanismy, jakymi mohou GPCR signalizovat
smérem do buiiky, signalizace prostfednictvim heterotrimernich G proteini ziistava stale
hlavnim zptisobem.

Heterotrimerni G proteiny jsou tvofeny 3 podjednotkami — a, B a y. Alfa podjednotka
je zodpovédna za vazbu guaninového nukleotidu (GDP ¢i GTP). Obé zbylé podjednotky
spolecné¢ vytvareji pevny B/y komplex. V lidském genomu existuje 35 rGznych genua
pro podjednotky G proteint (16 pro o podjednotky, 5 pro [ podjednotky
a 14 pro y podjednotky) (Milligan a Kostenis, 2006).

G proteiny jsou klasifikovany dle svych a podjednotek (napt. Gs heterotrimerni
protein tedy obsahuje Gos podjednotku). Rozeznavame celkem 4 tfidy G proteint.
Gsproteiny jsou spojeny se stimulaci adenylyl cykldzy (enzymu vytvarejictho cAMP),
Gi proteiny naopak adenylyl cyklazu inhibuji, G4 proteiny jsou spjaty s aktivaci fosfolipazy
CB a Gz proteiny reguluji MAPKindzovou drdhu. Mnozstvi efektorti jednotlivych tiid
G proteinit  je samoziejm&é mnohonasobné vysSi. Jsou uvedeny pouze ty
nejcharakteristicte;si.

Samotna signalizace probiha nasledujicim zplisobem. Vazba ligandu (agonisty)
na receptor vyvold zménu uspofadani jeho struktury (nejvyrazngjsi je zména pozice TMVI),
coz umozni interakci s pfislusSnym G proteinem. Tento protein pfipojeny na membranu
se nachazi v neaktivni heterotrimerni konformaci s navazanym GDP na a podjednotce.
Aktivovany receptor dokaze a podjednotce (se kterou je nyni v kontaktu) zprostiedkovat
vyménu GDP za GTP, ¢imzZ je zplsobena zména v uspofddani heterotrimeru, a ten tak
disociuje na volnou o podjednotku a B/y dimer. Jelikoz jsou o a y podjednotky ukotveny
do membrany pomoci lipidickych kotev, probihd pohyb obou signaliza¢nich jednotek
(o podjednotka a B/y dimer) v roviné plazmatické membrany (ve 2 rozmérech). Obé tyto
jednotky ,,vyhledéavaji* své efektory (enzymy), které jsou typické tvorbou tzv. druhych
posli, které maji své tlohy v bunééné signalizaci. Ukonceni signalizace prostfednictvim
G proteinli je zpiisobeno rozSt€épenim GTP na a podjednotce (samotnd tato podjednotka
vykazuje GTPazovou aktivitu) na GDP a volny fosfat. V takovéto formé a podjednotka ziska
opét afinitu k B/y dimeru, se kterym vytvari pivodni neaktivni heterotrimerni uspotadani.
Rychlost znovuvytvéafeni trimeru je ovliviiovana nejenom vlastni GTPazovou aktivitou
a podjednotky, ale také tzv. RGS (Regulator of G protein Signaling) proteiny, které
urychluji §tépeni GTP na GDP (Pierce a kol., 2002).
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3.6. Desenzitizace a internalizace receptori

Jelikoz je bunécna signalizace velmi rychlou a soucasné slozitou siti interakci mezi
ruznymi bilkovinami — receptory, G proteiny a efektory (adenylylcyklazy, fosfolipazy C,
fosfolipazy A2, fosfodiesterazy, proteinkinazy, rizné typy iontovych kanala atd.), je tfeba
danou signalni kaskadu efektivné regulovat. Na tomto misté je tfeba zdiraznit, jak silna
je signalizace pomoci GPCR. Tento proces je totiz vicetroviiovy a kazda z téchto urovni
piinasi jisty zesilovaci efekt. Rekndéme, Ze agonista aktivuje jednu molekulu receptoru
spfazeného s G proteiny. Tato jedina proteinova molekula vSak zvladne aktivovat vice
G proteinti, které pied ,,vypnutim“ stihnou aktivovat jeSt¢ vice molekul efektort, které
v aktivnim stavu vytvaieji druhé posly. Bunka tudiz musi byt schopnd tento proces
pfiméfené tlumit a upravovat, aby se jednalo opravdu o signalizaci a ne 0 permanentni
fetézovou reakci na vazbu ligandu.

Prvni arovni tohoto ,utlumu“ odpovédi na dany ligand je tzv. desenzitizace
probihajici v fadu sekund ¢i minut (Ostasov a kol., 2007; 2008). Jedna se o mechanismy,
které fyzicky brani kontaktu aktivovaného receptoru s pfislusnym G proteinem (i pies
trvajici vazbu ligandu). Prvni moZnosti je fosforylace receptoru proteinkindzami A ¢i C
(PKA, PKC), coz je ptiklad klasické zpétnovazebné regulace, jelikoZ tyto proteinkinazy jsou
aktivovany pravé pomoci GPCR. Timto zpisobem mutize byt desenzitizovan jak signalizujici
receptor, tak i receptor jiny, ktery je PKA ¢ PKC rozeznavan. Druhym, vice obecnym,
principem desenzitizace je fosforylace pomoci kinaz GRK (G protein-coupled Receptor
Kinases), které rozpoznavaji specificky jen aktivovanou formu receptoru s navazanym
ligandem. Tato fosforylace vytvafi vazebné misto pro protein B-arrestin, ktery je fyzickou
bariérou pro vazbu G proteinu na receptor.

Pfi dlouhodobéjSim pilisobeni ligandu nastdva proces tzv. internalizace receptord.
Jednd se o ,stazeni” receptori zmembrany do buniky. Receptory se pak nachézeji
na povrchu nitrobunéénych membranovych vacku. Jejich dalsi osud muze byt dvoji.
Bud’ jsou defosforylovany proteinfosfatizami pifitomnymi ve vaccich a ,vraceny*
na membranu, nebo jsou degradovany v lysozomech (Ransnis a kol., 1989; Svoboda a kol.,
1992; Svoboda a Milligan, 1994; Milligan a kol., 1994; Svoboda a kol., 1996; Drmota a kol.,
1998a; 1998b; 1999; Svoboda a Novotny, 2002; Svoboda a kol., 2004).

V neposledni fad¢ je mozné odpoveéd’ na dany ligand tlumit snizenim genové exprese
danych receptorti. Bude-li na povrchu bunky méné receptor, bude ptislusnd odpoveéd

0 to slabsi. (Pierce a kol., 2002)
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3.7. Kvartérni struktura receptori spiaZenych s G proteiny

V soucasné dobé je velmi diskutovanym tématem kvartérni struktura receptorti
spfazenych s G proteiny. Objevuji se totiz stile dalsi a dalsi studie, které uvadéji,
ze nejriznéj$i receptory sprazené s G proteiny mohou existovat ve formé dimert
(heterodimeri nebo homodimerti) ¢i oligomerd. Tento fakt stavi dal$i pomyslné ,,patro*
do jiz tak velmi spletité sité regulaci a efektit GPCR.

Vliv dimerizace na funkci receptori je dobfe popsan napt. v piipad¢ tyrosin
kinazovych receptort. U tohoto typu bilkovin vyvolava vazba ligandu dimerizaci receptort,
¢imz se aktivuje jejich nitrobunéénad kindazova doména a dojde ke kiizové fosforylaci
(,,partner fosforyluje partnera®) obou protomert na jejich tyrosinovych zbytcich. Na tyto
charakteristické fosforylace se nasledné vazi dalsi ¢lenové signaliza¢ni kaskady (Ferguson,
2008).

Receptory sprazené s G proteiny byly dlouho popisovany jako funkéni monomery.
Na zaklad¢ tohoto faktu byl vytvofen i klasicky model signalizace prostfednictvim GPCR
(viz oddil 3.5). S objevem moznosti dimerizace téchto receptort je tieba zvazit vliv kvartérni
struktury na fadu aspektt jejich signalizace. Jaky ligand vazi heterodimerické receptory?
Muze toto uspotfadani mit vliv na ,,vybér pfislusného G proteinu? Ma dimerizace vliv
na pohyblivost receptori? Zatim se zda, ze odpovédi na tyto a dal§i otazky nebudou
zobecnitelné na vSechny GPCR a mozna bude zaviset i na konkrétnim sloZeni daného
komplexu. Navic jsou tyto problémy feSeny v experimentalnich systémech, ve kterych
je exprese zkoumaného receptoru (¢i zkoumanych receptorti) vétsinou zesilena. Otazkou pak
zistava, zda je zjiSténd potenciondlni interakce fyziologicka. Proto je tfeba vSe ndsledné
provétovat za fyziologickych podminek (Lohse, 2010).

Jako ptiklad receptoru, ktery pro svou spravnou funkci dimerizaci piimo vyZaduje,
je GABAg receptor (GABAgR). Tento receptor je heterodimerem sestavajicim ze dvou
podtypit GABAgR — GABAgR1 a GABAgR2. Zatimco GABAgRI1 vaze ligand
(y-aminomaselnou kyselinu), GABAgR2 interaguje s piislusnym G proteinem. Navic
interakce obou téchto podjednotek je potiebna pro lokalizaci dimerniho receptoru GABAg
na plazmatickou membranu (Kaupmann a kol., 1998).

Vzhledem k uvedenym faktim je tedy téeba pii vyzkumu GPCR poéitat s moznymi
kvartérnimi strukturami téchto receptoru. Je tedy tieba ptat se, zda je dimerizace
¢i oligomerizace receptor spfazenych s G proteiny nutnd pro samotnou signalizaci. Tyto

poznatky by mohly byt v budoucnu uzitecné obzvlasté pii hledani novych farmak.
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4. Metody vyuzivajici GFP pro vyzkum GPCR

Zeleny fluorescencni protein se diky svym vlastnostem stal mocnym néstrojem
vyzkumu proteinti v podminkach in vivo. Zpocatku byl vyuzivan hlavné ke znaceni proteini
a urCeni jejich lokalizace v bunikach, tkanich ¢i celych organismech, pozdéji se vSak zacal
stale vice uplatiiovat i v dalsich metodikéch.

Piiprava mnoha barevnych variant zelené¢ho fluorescencniho proteinu umoziuje
detekci nékolika proteinti najednou. Diky tomu je mozné sledovat kolokalizaci nékterych
bilkovin ¢i detekovat vyskyt zkoumaného proteinu v urcité ¢asti bunky.

K vizualizaci fluorescence ¢i meéfeni jejich vlastnosti vypovidajicich o okoli
fluoroforu jsou vyuzivany nejriznéjsi zobrazovaci techniky. Pfi nékterych aplikacich postaci
klasicky fluorescen¢ni mikroskop, jindy je lepsi pouzit mikroskop konfokalni a v nékterych
pfipadech je nutné pouzit ndkladné a vysoce sofistikované varianty téchto optickych
zafizeni.

Uvedené metody jsou v predkladané bakalaiské praci charakterizovany vétSinou
ve své zakladni podob€. Samoziejmé existuji i jejich rtizné obmeény a prizptsobeni
pro danou specifickou problematiku. Jednotlivé metody lze s vyhodou také nejriznéj$im

zpusobem kombinovat pro dosazeni co nejprikaznéjSich vysledkl experimentu.

4.1. Fluorescence

Vzhledem k tomu, ze vSechny dale zminéné metody jsou zalozeny na fluorescenci,
je uzite¢né zminit alespon né€kolik zakladnich informaci o tomto jevu jako takovém.

Fluorescence je v zasad¢ ttifazovy proces zahrnujici excitaci, dobu, po kterou
excitace trva (lifetime) a fluorescencéni emisi fotonu. Fluorofor je z nizkoenergetického
zékladniho stavu excitovdn (vybuzen) svétlem (absorpci fotonu) o dané vinové délce
do stavu energeticky bohatsiho. V tomto stavu néjaky Cas ptetrvava a poté nasleduje navrat
do piivodniho zdkladniho energetického stavu provazeny vyzarenim (emisi) fotonu.
Fluorofor vSak obvykle neni excitovan fotonem o jediné vinové délce, ale fotony o urcitém
rozmezi vlnovych délek (to plati 1 o jeho emisi fotond). Diky tomu hovoiime
0 tzv. absorp¢nich a emisnich spektrech, ve kterych rozezndvame absorpéni a emisni
maxima (takové hodnoty vlnovych délek, pii kterych maximum fluoroforid ptitomnych
ve vzorku absorbuje ¢i emituje foton). Vyzarené fotony tvoti samotny fluorescencni signal.

Charakteristickym rysem fluorescence je tzv. Stokestv posun. Tento jev se projevuje

tak, ze fluorofor emituje zafeni o niz§i energii (delsi vinové délce), nez jakym byl excitovan.
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Proto je barva emitované¢ho zareni GFP zelené barvy, i kdyz je excitovan v modré Casti
spektra. DalS$im charakteristickym rysem fluoroforu je doba trvani celého procesu (doba
zivota, lifetime), tedy cCasovy interval od excitace do vy$$iho energetického stavu
az po navrat do zékladniho energetického stavu za soucasného vyzaieni fotonu. Pokud
hovotime o fluorescenci, pohybuji se hodnoty doby zivota v fadech jednotek nanosekund.

V neposledni fad¢ je tieba uvést jesté tzv. ,,fotovybéleni® (photobleaching). Tento
fenomén nastane pii excitaci fluoroforu velmi silnym zdrojem zareni. V takovém piipadé¢
muze dojit k modifikaci ¢i poskozeni fluoroforu a naslednému poklesu intenzity
fluorescence ve vzorku. Nékteré aplikace se ,,fotovybéleni® snazi vyhnout, jiné ho naopak

s vyhodou vyuzivaji pro vyzkum (viz dale) (Daly a McGrath, 2003; Lakowicz, 1999).

4.2. Vizualizace proteint

Ke znaceni proteini pomoci GFP se vyuzivaji metody genového inzenyrstvi.
Ke znamému genu zkoumaného proteinu je vnesena nukleotidova sekvence kodujici zeleny
fluorescencni protein (Ci jeho variantu) tak, aby se oba proteiny nachéazely ve stejném Ctecim
ramci. Timto zpGsobem jsou vytvafeny tzv. fizni proteiny. Pfi znaceni bilkovin je vSak tieba
dbat 1 na jiné okolnosti, nez je spravny Cteci ramec. Fuzni protein se musi pfipravit tak,
aby piitomnost fluorescen¢ni znacky nijak neinterferovala s funkci ,,nemanipulovaného*
proteinu, a byla tudiz opravdu pouze znackou (Daly a McGrath, 2003). Casto se proto mezi
cilovy protein a GFP vklada nukleotidova sekvence, tzv. linker (asi 10 aminokyselin), ktery
odd€luje oba ,partnery” a umoziuje zaujeti jejich funkéni konformace (vzajemné
si prostorové nebrani ve spravném foldingu). Délka tohoto useku muze mit také vliv
na stabilitu fizniho proteinu (Prescott a kol., 1999).

Proteiny Ize obecné znacit zelenym fluorescenénim proteinem na jejich C- i N-konci.
GFP lze dokonce pfi precizni praci vlozit i dovnitf proteinu, aniz by interferoval s jeho
funkei (Siegel a Isacoff, 1997).

Pro znadeni receptori sptazenych s G proteiny se vyuziva pievazné fuze s GFP
na jejich C-konci. Vazba na N-konec by mohla vyrazné interferovat s vazbou ligandl
(hlavné v piipad¢ vysokomolekularnich) (Milligan, 1999). V literatuie se vSak jiz mizeme
setkat i s mnoha uspéSnymi fizemi na N-konci receptoru. Toto uspoifadani ale mtze byt
adresujici receptor na plazmatickou membranu (tento problém se vSak nevyskytuje plosn¢).
Vnesenim nepftirozené silné adresovaci sekvence je mozno tento piipadny problém piekonat

(Sarramegna a kol., 2002; McDonald a kol., 2007).
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Vizualizace pomoci GFP se v kontextu GPCR obecné¢ vyuziva ke sledovani pohybu
receptort v bufice (organizace v membrang ¢i internalizace do cytoplasmy). Také je mozno
prostiednictvim GPF oznalit a zkoumat G proteiny, B-arrestin a dalsi molekuly (Milligan,
1999).

4.3. FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)

Vyznam anglické zkratky FRAP bychom do ¢esStiny mohli pielozit jako ,,obnova
fluorescence po fotovybéleni®. Jednda se o metodu, ktera zkouma piedevSim kinetiku
fluorescen¢né znacenych proteini.

Metoda je =zalozena na ozafeni malé definované oblasti bunky obsahujici
fluorescenéné znacené proteiny pomoci silného laserového paprsku, ktery zptsobi nevratné
»fotovybéleni“ (poSkozeni fluoroforu vede ke ztraté schopnosti fluoreskovat). Néasledné
je sledovana diftze fluorescenéné znacenych proteini z okoli do ,,vybéleného* mista,
coz zde zpusobi obnoveni fluorescence v ptipadé, ze pohyb danych proteinli neni nic¢im
omezovan. Pouze ¢astecné nebo viibec zadné obnoveni fluorescence indikuje snizenou nebo
nulovou pohyblivost proteini v daném misté. Pti¢inou mohou byt interakce s velkymi
komplexy, lokalizace v membranovych mikrodoménach (,raftech®), ukotveni proteinu
k cytoskeletu ¢i extracelularni matrix apod. Ukazka aplikace této metody spoleéné
s typickymi kiivkami je uvedena na obrazku 6.

Z analyzy pomoci metody FRAP Ize ziskat dva kinetické parametry pro dany protein
— mobilni frakci (My) a difuzni konstantu (D). Veli¢ina Ms podava informaci o mnozstvi
znacenych proteint (z celkového poctu), které mohou difundovat do ,,vybéleného* mista.
Je-li tato hodnota men$i nez 100%, Cast proteinii je néjakym zplsobem znehybnéna
¢i vazana. Veli¢ina D popisuje schopnost urcitého proteinu pohybovat se v daném prostiedi.
Tato hodnota v sobé zahrnuje mj. i velikost (polomér) zkoumaného proteinu v prostiedi
0 dané hustoté a za charakteristickych podminek (teplota atd.) (Lippincott-Schwartz a kol.,
2001).

Pii vyzkumu receptort spraZzenych s G proteiny se metoda FRAP vyuZzivd nejen
ke stanoveni kinetiky receptorti, ale také je mozné ji vyuzit k vyzkumu dimerizace
aoligomerizace receptori. Vtomto piipadé se jedna o modifikovanou verzi
(tzv. ,,dvojbarevny FRAP*), kdy jsou receptory znaceny fluorescenénimi sondami o riznych
barvach. Diky tomuto pfistupu byla odhalena velmi slabd tendence [i-adrenergnich
receptortt vytvaret kvartérni struktury. Naproti tomu p-adrenergni receptory vytvareji

dle autort ¢lanku relativné velké stabilni oligomery (Dorsch a kol., 2009).
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Obr. 6 | Ukazka pribéhu pokusu vyuzZivajiciho metodu FRAP

Pokus vyuziva PBi-adrenergni receptory znafené fluorescenéné pomoci CFP na C-konci
receptoru nebo pomoci YFP na N-konci receptoru, které jsou exprimovany v buiilkdch
HEK293T. Proti Zlutému fluorescencnimu proteinu (YFP) se d4 pouZzit protilatka, ktera
specificky znehybiiuje cely konstrukt (A). V ¢asti B jsou nahotfe pomoci konfokalniho
mikroskopu zobrazeny celé bunky ve Zlutém 1 modro-zeleném detekénim kandlu. Ve spodni
¢asti je jiz samotny FRAP. Vlevo se nachazi membrana pied (before) ozatrenim laserem,
uprostied je snimek tésné po ozareni (after) a vpravo po 100 sekundach od ,,vybélovaciho*
pulzu. Na prvni pohled je patrné, ze zatimco rychlost difuze receptori znacenych CFP
je relativné vysoka, stejné receptory znacené pomoci YFP jsou diky pfitomnosti protilatky
proti YFP znaéné znehybnény. V Casti C je grafické znazornéni celého procesu. Postupné
narGstajici kifivka obnoveni (recovery) fluorescence ve vybéleném misté¢ odrazi rychlost

difuze znacenych molekul v ¢ase a také jejich mobilni frakci. Kontrolni (fialova) kiivka

imobilizovanych pomoci protilatky (YFP-B;-AR).
Upraveno podle Dorsch a kol., 2009
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4.4. FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)

Anglickd zkratka FRET piiblizné cesky znamena ,fluorescencni rezonancni
energeticky piesun®. V literature se mizeme setkat také s plnym anglickym nazvem ,,Férster
Resonance Energy Transfer, ktery odkazuje na objevitele principu tohoto jevu.

Metoda FRET ve své nejzakladnéjsi podobé podava informace o blizkosti
zkoumanych proteini v fadech nanometrit (FRET nastava pii vzdélenosti nejvice 10 nm).
Fluorescen¢ni rezonan¢ni energeticky piesun probihd mezi 2 fluorofory (donorem
a akceptorem), které spliuji jista kritéria. Zaprvé, excitacni spektra obou fluorofortt musi byt
dostateén¢ oddélena (neptekryvat se). Zadruhé, emisni spektrum donoru se musi prekryvat
s excitatnim spektrem akceptoru. Zatfeti, emisni spektra obou fluoroforti by se neméla
ptekryvat. Z téchto podminek jiz lze vyvodit zékladni princip techniky FRET. Donor
je selektivné excitovan paprskem o jisté vinové délce, ktera vSak (v idealnim piipadg€)
neexcituje akceptor. Dojde-li k dostatecnému ptiblizeni (1-10 nm) ve vhodné orientaci obou
partner, donor neemituje detekovatelné zafeni, ale predd nezafivé tuto energii (diky
jiz zminénému prekryvu spekter) akceptoru, ktery je tak excitovan. Ve finale tedy
pozorujeme emisi zafeni o vlnové délce charakteristické pro akceptor. Pokud k transferu
energic mezi fluorescencnimi partnery nedojde, pozorujeme pouze emisi charakteristickou
pro donor. V praxi se vSak nesetkdvame s dokonalym pienosem energie mezi donorem
a akceptorem. Nastane-li FRET, pozorujeme spiSe snizeni emise zafeni donoru a zvyseni
emise zafeni akceptoru.

Velicina, kterd je z naméfenych dat stanovovana, se nazyva ,,a¢innost energetického
transferu® (energy transfer efficiency; E%). Ztéto hodnoty je pak mozné dopocitat
vzdalenost interagujicich proteini. Uinnost energetického transferu je nepiimo tumérna
Sesté mocning této vzdalenosti, coz vysvétluje, pro¢ FRET nastava pouze pfi tésné blizkosti
zkoumanych molekul (maximalni mozna vzdalenost je 10 nm).

Zkoumané proteiny je pro analyzu tfeba oznacit vhodné zvolenym parem fluorofort.
Pravé vybér fluorofort je kritickym krokem této metody. VSechny 3 pozadavky uvedené
vySe vSak nelze obvykle splnit dokonale. Je tfeba zvolit nejlepsi kompromis a samoziejmé
provést jisté korekce vysledkl. VétSinou je hlavnim problémem tzv. ,,bleed-through*
(,,prosakovani®). Tento fenomén nastava, pokud se né&jakou Casti prekryvaji excitacni
nebo emisni spektra obou fluoroforti. Excitace donoru tak mutze vyvolat i neselektivni
excitaci akceptoru (aniz by FRET opravdu nastal) a analogicky emise donoru muze
zkreslovat probéhnuvsi (¢i simulovat neprobéhnuvsi) FRET. Grafické zndzornéni vsech

zminénych efektt je na obr. 7 (Wallrabe a Periasamy, 2005).
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Obr. 7 | Znazornéni fluorescencnich spekter eCFP a eYFP vyuZivanych metodou
FRET

Na obrazku jsou znizornéna excitacni (ex; souvislé ¢ary) a emisni (em; pferuSované Cary)
spektra fluorescen¢niho paru vyuzivaného metodou FRET. Jako donor zde vystupuje eCFP
a jako akceptor eYFP. Zluté zvyraznény spektralni prekryv umoziiuje FRET. Oblasti DSBT
(,,donor spectral bleed-through®) a ASBT (,,acceptor spectral bleed-through®) jsou
zodpovédné za zkresleni analyzy. Témto nezadoucim jeviim se vétSinou neda uplné€ vyhnout,
a je tedy tfeba provést urcité korekce vysledkd.

Podle Wallrabe a Periasamy, 2005

Metoda FRET v zivych buiikdch vyuziva casto pary zalozené na GFP a jeho
variantach. Nejcastéji pouzivanou dvojici je vtomto piipadé modro-zeleny (cyan)
fluorescen¢ni protein (CFP) jako donor a zluty (yellow) fluorescenéni protein (YFP) jako
akceptor. Fluorescence téchto bilkovin je obvykle jeSté zesilena pomoci dalSich mutaci,
takze hovoiime o ,,vylepSenych® (enhanced) formach (eCFP, eYFP). Vzhledem k nutnosti
excitace v UV ¢asti spektra a pomérné velkému piekryvu emisnich spekter téchto partnerd
(viz obr. 7) jsou neustdle vyvijeny snahy o pouziti vhodnéjSich dvojic. Pomérné slibnym

kandidatem v této oblasti je dvojice GFP/DsRed ¢i CFP/DsRed (Liu a kol., 2011).
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Pomoci méfeni metodou FRET lze zkoumat napt. i konformaéni zmény receptoru
zpusobené vazbou agonisty. Némecky tym takto demonstroval relativni zménu pozice TMIII
ku TMVI, ktera se zda byt pro piechod receptoru do aktivované formy zasadni. Pro vyzkum
vyuzili zastupce receptorti sprazenych s G proteiny rodin A (opa-adrenergni receptor)
a B (receptor pro parathyroidni hormon) Jelikoz se pohyb TMVI pfenasi na tieti
intracelularni smycku receptoru, oznacili tuto oblast pomoci CFP. Zaroven vSak také
oznacili C-konec receptoru pomoci YFP. Pomoci nékolika kontrol prokazali, ze FRET
pozorovany v nepiitomnosti agonisty nastava opravdu v ramci jedné molekuly. Pfi inkubaci
S ptislusSnymi ligandy doslo k vyznamnému poklesu emise YFP (akceptor) za soucasného
zvySeni emise CFP (donor). Timto zpisobem tedy mohli registrovat intramolekularni zmény
konformace pfislusnych GPCR (Vilardaga a kol., 2003).

Dale se timto zpusobem da zkoumat interakce GPCR s B-arrestinem po aktivaci
receptoru (Vilardaga a kol., 2003), aktivace (disociace) heterotrimernich G proteint
(Janetopoulos a kol., 2001) ¢i dimerizace / oligomerizace receptoru sprazenych s G proteiny
(Herrick-Davis a kol., 2004).

Modifikovanou formou této metody je tzv. BRET (Bioluminiscence Resonance
Energy Transfer), ktera jako donor vyuziva enzym, ktery (vétSinou v pfitomnosti kysliku)
preménuje svij dany substrdt na produkt a béhem této reakce je vyzareno svétlo
0 charakteristické vinové délce (= bioluminiscence). Fluorescencnim akceptorem pak muze
byt napt. GFP ¢i jeho varianta s vyhovujicimi spektralnimi vlastnostmi. Vyhodou tohoto
uspotadani je, Zze zkoumané builky neni tfeba ozafovat externim excitatnim zdrojem
(vétSinou laserem), protoze emise donoru probihd na zékladé¢ enzymatické reakce

(Herrick-Davis a kol., 2004).

4.5. FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy)

Fluorofor je mj. charakterizovan i tzv. ,,fluorescen¢ni dobou Zzivota“ (fluorescence
lifetime, 7). Tato veli¢ina je definovana jako prumérny cas, po ktery molekula setrvava
V excitovaném stavu, neZ se vrati na zakladni energetickou hladinu. V praxi je fluorescencni
doba zivota definovana jako cCas ub¢hly od excitace fluoroforu, ve kterém intenzita
fluorescence poklesne na 37% piivodni hodnoty. Tento postupny upadek emise je vlastnosti
jednotlivych fluoroford, a tudiz je tato veliCina nezéavisla na koncentraci fluorescencni sondy
¢i intenzité excitace. Naopak odrazi zmény v okoli sondy (napi. zmény pH ¢i koncentrace
iontll). Vyznamny vliv na fluorescen¢ni dobu zivota mé také FRET. Mikroskopicka technika

FLIM je schopna méfit fluorescenéni doby Zivota fluorofori, které se pohybuji obvykle
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v fadech nanosekund. Jeji obrovsky vyznam spociva v kombinaci s technikou FRET
(tzv. FRET-FLIM metoda).

Metoda FRET-FLIM poskytuje vysoké prostorové (nanometry) a c¢asové
(nanosekundy) rozliseni. Vyuziva vlivu fenoménu FRET na lifetime fluoroford. Pokud
pfenos energie mezi donorem a akceptorem probéhne, je snizena fluorescencni doba Zzivota
donoru, kterd je metodou FRET-FLIM meéfena. Timto pfistupem je také elegantné vyfeSen
piekryv spekter fluoroforti, ktery je castym problémem pifi méieni FRET (zalozeném
na intenzité fluorescence), a odstranuje tak potiebu korekci na tento fenomén. Dalsi
nespornou vyhodou je moznost rozliSit mezi donory, které se prubéhu FRET ucastni a témi,
které se neucastni. Zatimco pfi ,,.bézném“ meéfeni FRET jsou do vypoctu ucinnosti
energetického transferu (E%) zapocitavany vSechny donory, metoda FRET-FLIM zvladne
rozliSit pouze donory ucastnici se energetického pienosu (objevi se 2 populace donort
S riznymi fluorescen¢nimi dobami zivota). Z ptesnéjsi hodnoty E% je pak mozno vypocitat
I pfesnéjsi vzdalenost obou interagujicich partnert.

Pomérmné vyznamnou nevyhodou metody FLIM je vSak potfeba velmi drahych
sofistikovanych pfistrojui, které se nevyskytuji zdaleka na vSech pracoviStich. FRET
zalozeny na méfeni intenzity fluorescence se da naopak provadét pomoci konfokalniho
I fluorescenéniho mikroskopu, ktery je na vétSin¢ pracovist jiz standardem (Wallrabe

a Periasamy, 2005; Elangovan a kol., 2002).

4.6. BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation)

Metoda BiFC patii do SirSiho okruhu technik, které se nazyvaji ,,proteinové
komplementa¢ni metody*. Principem vSech téchto pfistupi je rozdéleni reporterového
proteinu (enzym, fluorescencni protein apod.) na dvé vhodné ¢€asti, které jsou samy o sobé
nefunk¢ni. Tyto ¢asti jsou pak pomoci genetického inZzenyrstvi fizné pfipojeny na zkoumané
proteiny. Pokud dojde K interakci ¢i velmi blizkému pfiblizeni téchto bilkovin, obnovi
se funkce reporterového proteinu (Vidi a kol., 2011).

Metoda BiFC vyuziva nejcastéji GFP a jeho analogy (nejcastéji Zluty fluorescencni
protein, YFP). Bylo dokdzano, ze je mozné tuto bilkovinu rozd¢lit na dvé casti, které, kdyz
se dostanou do tésného kontaktu, jsou schopné obnovit vlastnosti celistvého fluorescencniho
proteinu.

Cely proces probiha ve 2 hlavnich fazich. V prvni fazi dochézi k interakci proteinti
znaCenych pomoci nefluorescen¢nich fragmentd. Tyto interakce jsou vratné ovSem

jen do chvile, kdy nastane druha faze. Ve druhé fazi spolu asociuji pfipojené fragmenty,
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a stabilizuji tak vznikly komplex. Néasleduje zformovani funkéniho fluoroforu, po kterém
je mozno pozorovat fluorescenci, ktera vychazi z mist interakce oznacenych proteind. Tyto
d¢je jsou spolecné se svymi poloCasy schematicky znazornény na obr. 8.

Vétsina signalnich proteint v bunice mtiZze interagovat s vice partnery. Metoda BiFC
umoziiuje  sledovat pouze frakci zkoumanych molekul, vzhledem k tomu,
ze az do komplementace fluorescenéniho proteinu, jsou tyto molekuly pod mikroskopem
neviditelné. Ze stejného diavodu neni potieba korigovat vysledky na nespecifické
fluorescence jako napi. v piipadé metody FRET. Nezvratna komplementace fluorescence
(atudiz ,pfipoutani znacCenych interagujicich molekul) v sobé ukryva jak vyhody,
tak nevyhody techniky BiFC. Pozitivem je moznost zkoumat slabé a piechodné interakce
jejich fixaci® v zivych bunkdach ¢i rychle vyhledavat zatim nezndmé partnery. Vyznamnou
nevyhodou je nemoznost zkoumat dynamické zmény ve vzdjemnych interakcich molekul.
Na zavér je tieba jeSté poznamenat, Ze tato metoda neni naro¢na na mikroskopické vybaveni

(staci ,,obycejny* fluorescencni mikroskop) (Hu a kol., 2002).

@ t,<1s ﬂj ,/-605 t,= 3000 s
<1OS

Obr. 8| Schematické znazornéni tvorby bimolekuldrniho fluorescenéniho komplexu
v€etné namérenych polocasii jednotlivych déji
Podle Hu a kol., 2002

Tato metoda je hojné vyuzivana ke studiu dimerizace / oligomerizace receptort
spfazenych s G proteiny (Vidi a kol., 2008). Dal§im velmi vyhodnym pouZitim je vyzkum
B a y podjednotek G proteint. Jelikoz tyto podjednotky vytvaieji in vivo dimer, je mozné
pomoci metody BiFC oznacit jen jejich urcité typy a sledovat, zda a za jakych podminek
spolu interaguji, ptipadné je v buiice vizualizovat. Tento pfistup je vhodnéj$i nez znaceni
kazdé podjednotky zvlast celistvyym* fluorescenénim proteinem. Ukazalo se totiz,
ze pii tomto provedeni nejsou podjednotky schopné signalizace (Hynes a kol., 2004). Velmi
zajimavym uplatnénim metody BiFC je plosny vyzkum ucinku rGznych léciv (ligandd)
na bunécné déje, coz je umoznéno piipravenim mnoha riznych BiFC reakci. Timto
ptistupem je mozné odhalit i nepfedvidatelné vedlejsi ucinky zkoumanych medikamentti

(MacDonald a kol., 2006).
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4.7. Souhrnny prehled zminénych metod a priklady jejich pouziti ve studiu GPCR

Oblast vyzkumu receptort spiraZzenych

Metoda s G proteiny Piiklad publikace
vizualizace receptori McDonald a kol., 2007
Vizualizace distribuce a internalizace receptort Drmota a kol., 1998
proteinu vizualizace G proteint Galbiati a kol., 1999
vizualizace B-arrestinu Groarke a kol., 1999
kinetika receptorti Young a kol., 2001
FRAP
dimerizace / oligomerizace receptori Dorsch a kol., 2009
vazba ligandu na receptor Castro a kol., 2005
zména konformace receptoru zpusobend vazbou Vilardaga a kol., 2003
ligandu
interakce receptoru s G proteiny Hein a kol., 2005
FRET
aktivace heterotrimernich G proteint Janetopoulos a kol., 2001
interakce receptorq S Bjarrestlnem nasledujici Vilardaga a kol., 2003
po aktivaci receptoru
dimerizace / oligomerizace receptord Herrick-Davis a kol., 2004
dimerizace / oligomerizace receptord Vidi a kol., 2008
asociace a lokalizace specifickych podjednotek
BIEC G proteinti Hynes a kol., 2004

plosny vyzkum u¢inku riznych ligand
na bunécné déje

MacDonald a kol., 2006

Tabulka 3 | Souhrnny priehled metod fluorescen¢ni spektroskopie vyuzivajicich GFP

s priklady konkrétnich oblasti vyzkumu GPCR v¢etné odkazi na prislusnou literaturu

Tabulka si neklade narok na uplnost. Jde spiSe o demonstraci Sirokého vyuziti zminénych

metod pii vyzkumu receptort sprazenych s G proteiny.
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5. Zavér

Metody fluorescencni spektroskopie zalozené na vyuziti hybridnich molekul
mezi GPCR a bilkovinami s pfirozenou fluorescenci (GFP a jeho analogy) maji
V soucasnosti zasadni vyznam pii studiu receptortt sprazenych s G proteiny a signalnich
kaskad, které na n¢ navazuji. Hlavni vyznam téchto metod spoc¢ivd v moznosti provadét
neinvazivni stanoveni distribuce a funkéniho stavu GPCR v zivych bunkéch. Vysledky
ziskané pii studiu zivych bunék mohou byt nasledné ovéfeny analyzou izolovanych
bunénych membran. Diky vyvoji novych a vylepSovani stavajicich technik jsou ziskavany
stale podrobnéjsi informace o struktufe a funkci zkoumanych receptori. Praveé takové
informace pfinaSeji moderni metody FLIM, FRAP, FRET a BiFC, jejichz podstata byla
Vv této bakalarské praci podrobné vysvétlena.

Ptedmétem navazujiciho studia v rdmci mé diplomové prace bude analyza strukturni
a funk¢ni organizace GPCR v plazmatické membrané bunky a studium membranovych
domén, specifickych ¢asti (okrski) bunééné membrany, které¢ koncentruji signalni molekuly
a obsahuji vysoké mnozstvi cholesterolu. Pro tento ucel budou pouzity jednak vyse uvedené
hybridni molekuly (fuzni bilkoviny) mezi GPCR a GFP respektive jeho analogy, dale
pak membranové fluorescencni sondy jako je  difenylhexatrien = (DPH),
trimetylamonium-difenylhexatrien (TMA-DPH), Laurdan nebo Perylen (Brejchova a kol.,
2011). Tyto latky charakterizuji hydrofobni zénu bunééné membrany nebo polarni interfazi
membrana-voda.  Stanoveni fluorescence bude provadéno jak ve standardnim

spektrofluorometru, tak s pomoci konfokalni fluorescenéni mikroskopie.
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