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Abstract

Activation of thyrotropiareleasing hormone receptor (TH® signaling has an
irreplaceable role in a number of cellular processes. Thyroliberin (TRH) plays an important role in
the regulation of sectien of other hormones and there are also mentiwhds possible
antiapoptotic and neuroprotective effe€ the other hand, TRH is quickly degraded and also its
other properties, such as cardiac and endocrine side effects alfpbioiilicity, disadaniage the
therapeutic pplications of this hormone compared to its various analogues. Due to their effects on
the central nervous syst®m, TRH and its anal og
of various neurological diseasses, including neurodegenerativedeliso The molecular
mechanisms responsible for the beneficial effeERH and its analogues have not yet been fully
elucidatedSo far, little is knowrabout the involvement of TRH, or its analogues, in the regulation
of energy metabolisrar impactonthe cellular phosphoproteome.
In the first part of the thesis, we focused onghaly of the effecdf TRH andinteracting
partners of TRFR on the lateral mobility ofhis receptor in the membrane of the TRXell line
stably expressingTRH-R labeledwith yellow fluorescent protein (YFRjt the C-terminus.The
results of these experiments shihat not only ligand stimulatiobut also the presence of binding
partners contribute to the modulatiofthe lateral mobility parameters of the receptor.
Thesecond part of the thesiss devoted tan extensive analysis of the functional state of
TRH-R. In particular, the effeadf individual signaling moleculesn the levels of intracellular
second messengers, such as calcium iosjtol1,4,5triphosphate(IPs) and cyclic adenosine
monophosphate (CAMPafter TRHR activation, was studiedt. has been shown thah addition
to its action via the iU p r ohis eeceptor can, under certain conditions, also be coupled to
GU ol @roteins, thus r egulTheaeffestgf TRHand its analogeee | | ul .
taltirelin (TAL) on the phosphorylation of ERK1/2 and Adihases has also been demonstrated
In the next part of the thesis we monitored the effect of -RRéttivationon levels of free
radicals,on the processes of cellular bioenergetics, on the function ofitbehondrial respiratory
chain. The application of both TRH and TAL revealed cirtantioxidant propertiesf these
substances and a mild protective effect agaixisiative stress inducdwy tert-butyl hydroperoxide
(t-BHP). None of the ligands showed any effect on oxidative phosphorylptiocesses or on
oxygen consumption in the GH1 cell line.
In the last part of this thesis we i nvest i ga taerektin2ztoh ¢he ef f e ct
phosphoproteomim the GH1 cell line after TRHR stimulation.Activation of TRHR by TRH or
TAL, as wel | as de-arestin?2segedledxtensiveeharsyesanmphosphoryktion
of proteinsrelated to the signaling pathways of small GTPasg®mgenactivated proteirkinases
(MAPKS), serine/threonine and tyrosine protein kinasesWnt / bcat enin and prot

signaling pathwaysn addition, TRH and TAL showed many differences in thegphorylatiorof



a large number of proteins, which could indicate the ability of thesdigands to act as biased

agonists at TRHR.

Kl 2] ov®gasregain, | ater8l n2 mobilita, receptor
taltirelin, tyrediberin

Keywords: b-arrestin, lateral mobility, thyrotropireleasing hormasreceptor, signatig, SIRNA

inhibition, taltirelin, tyreoliberin
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Nfl neurofibromin 1

NP-647 L-pGlu-(2-propyl}-L-His-L-ProNH(2), analog TRH

NS-3 N[[(3R,6R)-6-methy}t5-oxo-3-thiomorfolinyllkarbonyl}L-histidyl-L -
prolinamid tetrahydr8t, anal og TRH

oneway ANOVA jednofaktorovg anallza rozptylu

OXPHOS oxidativn2z fosforyl ace

p38/SAPK stresem aktivovan8 proteinkin8za

Pakl p21Cdc42/Racia kt i vovang kin8za 1

4



Pak2 p21/Cdc42/Rach kt i vovan8 kingza 2

Pak6 p21/Cdc42/Rach kt i vovan8 kin8za 6

PBS fosf8tovl pufr

PCR pol ymer8zovs§ SetNRzov§ reakce

Pdzd8 protein obsah,PP2dorhainEodtZiningd® m®n u

PI3K fosfoinositid3-k i n § z a

PI(4,5P: fosfatidylinositot4,5b i s f osf §t

PKA cAMP-dependent n?2, pproatee innkkiinn8&zaa A

Pknl proteinking8za N1

PKC proteinking8za C

PLC fosfolipg8za C

PL CIi fosfolip8§za C 01

PNS postnukl|l e8rn2 supernatant

PP I pyroglutamyh mi nopelpti d§8za

Prex2 faktor pro vImRnu ,phosphatidylioosifeR45 nu k| e c
trisphosphate dependent Rac Exchange factor 2

Prkaal Ul katalyticks§ pdeéjnedn omoaktvivdd® f §t e m
proteynkingz

Prkabl bpbpodj edrmateknao s5 bn moankotfiowsd vBa re@ pr ot ei nk

Prkaria U1 regul al nz -p0dpnesdnp n&aakotf iohsk VBa re@n
proteinkin8zy

Prkar2a U2 regul al n2 -p0dpnesdnp n&aakotf iohskl VBa re@n
proteinkin8zy

Prkar2b b2 regubaldp?dnoddkean os5 b moakotf iowd \&a re@n
proteinkingzy

Prked proteinking8za Ci

Prkce proteinkingza CU

Prkdl proteinking8za D1

Prkd2 proteinkin8za D2

PRL prolaktin

Psenl presenilinl

Ptk2b proteintyrozinkin8za 260D

Rab3ip sRab3proteinemi nt er aguj 2c2 protein

Rab11fipl sRabllproteinemi nt er aguj 2c?2 protein 1

Rabl1fip5 sRabllproteinemi nt er aguj 2c2 protein 5

Rabep rabaptin

Rabgapl GTP8zu wurychluj2c?2 protmdingRghbr 0 monome

5



Radil
Raf-1/cRafl
Ralbpl
RalGAPal

RalGAPa2

RalGAPb

Ralgps2
Ranbp
RanGAP1
Raplgap
Ramef
Rassf5
RGH 2202
RGS

Ric-8 proteiny
Riok2
RNA

Rock

ROS
Rps6ka3RSK
Rrebl

Scrib
SDSPAGE

Sipal
Sipalll
Sipall3
SiRNA

Smap2

Snik

Rap efektorRapassociating with DIL domain
serin/threoninovsg8 proteinkin8za

Ral A v8zaj?2c? protein 1

GTP8zu wurychl uj2c? prot el katpaloy tniocnkoSr
podjednotka] 1
GTP8zu wurychluj2c? protRd, n kpit @l ymb in ok

podjednot ka U2
GTP8zu wurychluj2c?
podjednotka b

protein pro monom

faktor pro vimhRnu guaninovich nukl eof
protein v8zaj2c2 Ran
GTPS8uzruychl uj 2 c?2

GTP&8zu wurychluj2c2 protein pro monom

prot ei n rgbdinygRaomo nomer n 2

faktor pro vimhRnu guaninovlich nukl eof
pr ot ei n Roabss aahsuwjcziga?l n2 dom®n
L-pyro-2-aminoadipyiL-leucil-L-prolinamid, posatirelin, analog TRH

regul 8tor G proteinov® signalizace
proteinytzvr ezi st ence Vv TIi i nhibitorTm cho
serin/threoninovg8 proteinking8za RI O2
r i b o n ukksklieao v §

serin/threoni n ohe-&socmted tokedail-kontaingg a ,
proteinkinase

reaktivn?2 formy Kkysl 2Kku

ri bozom8l n2 s6 kin8za

Ras r esponzazenpratdiel e ment v
scaffold proteinScribble

polyakrylamidog gelow8 el ekt a op 82 ®amno st i dodec)
sodn®ho

mitogenem indukovanl G TdRBakinduced r y c h | u
proliferation-associated protein 1

signatinduced proliferatiorassociated 1 like 1

signatinduced proliferatiorassociated 1 like 3

mal ® i ntREA feruj 2c?

GTP8&zu

stromal membranassociated GTPasactivating protein 2

urychl uj2c? pr ot ezradinypArf,o0 mono

ser i n/ t hproteiokn i nn8savagse nonfermentingSNF)related

kinase



Sosl

Src

Srpkl
Srpk2
Stk3

TAL
Thcld4
Thcld9b
Thcld10a
Tbhcld10b
Thcld25
t-BHP
TEAC

Tiaml

TM1-7
Tnik
Tnkslbpl
TRH
TRH-R
Trio
TRY-1

TSH

Ulkl

Vav2

Vrk3
Wnk2

Wt

YFP
YM-14673

faktor pro vimDnu ,8onafsevenless iomdiogh uk | e ot
tyrozinov§g,sprcoma ei nki n8za

serinar gi ni novs8 lproteinkin8za
serin/argininov8 proteinkin8za 2
serin/threoninov8 proteinkin8za 3

taltirelin

GTP8zu urychluj2c?2 protmdngRapr o mon o me
GTP8zu urychluj2c?2 protmdngRapr o mon o me
GTP8zu urychluj2c?2 protmdngRapr o mon o me
GTP8zu urychluj2c?2 protmdngRapr o mon o me
GTP&8zu urychluj2c?2 protmdingRaghbr 0 monom

tert-butyl hydroperoxid

antik i dal n?2 kapactobxa ekvival entnz Kk
faktor pro vIimRnu Jdyaphomadnvabianhandn u k | e c
metastasisnducingprotein 1

transmembr 8nov® dom®ny

proteirk i n BRAR2 and NCKinteractingprotein kinase
tankyv8zaj2c2 protein 1

tyreoliberin

receptor pro tyreoliberin

faktor pro vimDnu guaninovich nukl eot
HEK293 buRky stabilzoNoempr pomuuRlac2 hdl T
snavg§zanim ¢glutTm fluorescenln2m prot
tyreotropn2 hor mon

k i n@nz-5l like autophagy activating kinase 1

faktor pro vimhRDnu guaninovich nukl eof
Vrk serin/ t hr,gagaonia related&inase3n 8§ z a 3
serin/threoni,WbKhsinepdeficignteproteik Kinasg 2 a
glykoprotein,Wingleséint-1

glutlT fluorescenln2 protein

N alfa-[[S)-4-oxo-2-azetidinyl)karbonyHL -histidyl-L -prolinamid

di hydr 8t , azetirelin, anal og TRH



1. bDHDvod

Receptory GsppSaojteeni@ys | s@ u z § ryyigayiRke velicB| ¢ 2
vi znamdimue vol ul nN pprSe thvay znkfiyah key p?lca2z mat i ckT ch me mb
bunhXkt geukayyof j ej i chg s polsedmirdnsmenz m&rk@thil ejhe x T
Odpor 2 d ag i2r mkaou gk Bbadm ITjzgymedntbrraBmpySe s Q@mmoatemy aci s
spourgotz2l §1 g®al i z aulvm?i t & rMbhayn Dkt yt o p r io teceptan y s e
protyreoliberin(TRH-R), k t epo &ktivacivykazujes v ® Ydriintk§r nnN p &S@ad spSag
proteirem Jsou al e i ¢jey stim@acenTRER arkoyh | aasoci®@isg i rkl mi
G proteiny a kaktivacimn ohem ¢gir g2ho spektra biologicklch ¢

Velmidi skutto®@madoesr ednpeht 20zVvenl us mTentRov ac 2
fenom®n je zalogen na schopnosti l'igandT po v
signalizacb uN p Ses G npar d& @ir oy ern entea pb S eareshnb-Arsestioju c e st ¢
j sou vel mi zaj?mav® mol ekulsouvisldstt e e@u byt 3y fPpunmlk
receptol s p S ach=Grpioteiry (GPCRS, sjejichd e s e n zai tiinz eea2nlan @ sz asce2 al e
ge Wl oha tRNDchto cytozol 8§rn2ah g-agmesdtymondu j m2 tdal
nezastupitelnou rol i mnjoahkao ssiggnm§ li riza [Tmo o &k wlgy: h
proTRH-R j e d o pauzk gdminp§Sri 1l agomish, tyreoliberin TRH), nebyl pro tento
receptor usmbDrpRoowvzageemagoni S mus

TRH je hormond T | epjastpir §vn® S$Sagdgav®hdgi ckddeak pr oc e
gtimuluje tvorbut yr eot r opn? ha att@®kmhamdn2a ht hmr,d®ihg ©QGakR ®n
regulujeu vol Rov § n2 vp ri ovIRail§ tei rymher toakb®o |sipoekilt antd apnraontneosuT
rol i vcteankt& 8§l n2m neCNhP®BVIBYdEt ®mnu s (CNje TRHI nk T m
povagovsgn wel kI &1t kpuot © rerage il ekm® papbnkaxeu rTznl
neur opdNti clm®@iN? pr o salr §edll elj @ ¢il v eitkan §d w®tsa a h a
t er apeut iskpal,R okvtael ro® kbl ya dawyRazowdba snti mdanset§il§ doRIKE 2 v e d |
Y4| iy.iVisouvislostis 2jep r Skladeénve | k T p dotpreceswi s§Nr Rovac2 ho agon

Dosud je pouze Bildoo st uipmficbmamo? ek ul §r n 2 cehropmielcd ani s m
spojeal shgsal-RBaoN| T®RHsignalizace je vysoce Kk
abys pr §vnhD mwsnilgo§latrgeaguld.dakgkol i wechoovlBynPka ecept
vmembr ém®2t dmbomsnto gsi gh sl n2 vhymoplekdmB s gnost i
mohouwv ® saktivakizcelao d | chg n b cHelsalv A3 mmc t ®t o dedlybyorjistig | n2 pr
zda aklj2alko® ® z pp o { sEgnaizacy TRHR mohouu s mNr Rbovcahto v § n 2
vpl azmati ck® me$zsBimglEprendégevzhledark ® T z nefektoo v T m

proteinTm



2. Liter8rn2 pSehl ed

21Receptory GyptBiaygen® s

Receptory GomptSnygsemnj@noszej vdt g2ch a nejviznam
proteinT vyglyntomu2 ooy @ve TwkESe Smegd sx@xc h gen
k - d py BGPORs Bjarnadottiret al, 200§.Skupi na t Dchto proteinT | e
sv®mu z aspiog negnl2n 2w h dr a hnBncohh as oounvei nsoecj n?fxn?2cnhi , s j ak
kardi ovaskul 8r n2, met abolick®, smysl ov®, I mun
i rakovina(Cosgn-Rogeret al, 202Q Gnadet al, 2020; Nemetet al, 202Q. | pSes to, ge
vgecthywtyo receptory vel mi rTznoted® wnBktsemr® Kksp
konstrukmha?2z §ktheddilt h se daj2 tS2dit.

2.1.1Klasifikace GPCRs

Existuj?2 dva z8kladn2z syst®my pro klasifik
syst®m tS$2d2 GPCRs db. gésou sdepzizahzmaienVgach
[ bezobratl Tch. Receptory jsou zdaleo iageayf dmokls
vliastnost2. Skmipimaa Azalr mejjeDtlgédapsin a | emu
tvoS2 receptor pro sekretin a dal g2 velk® pept
receptory, do skupiny D receptory pro ferony hub, skupinucBktvo&f r
adenosi nmAMR) &skupifud-treceptory frizzled/smoothened (Daekal, 2007).

Dal g2 klasifikaln2 syst®m znalenl @GRAFS t$S
hl avn2chg wtkaumpdhody v § j redheskn,frizzled/taste2 ese k r et i nov 8 s kuy
Receptory jsou t2mto syst®mem tS2dRDnyetal,a z 8§k &
2003).Sy st ®m podie GRAFBPp S2 k2 isifapkar akteri sti ka jedno
GPCRsje n 8§ z o rtabtlcela v

GPCRs asociuj?2 na vnitSn2z strjaeqjh cthuyn plrm® tne

ovliiviRujeobunhD|l nou signalizaci



Tab.1: TS2dRDn2 ,

GRAFS

nej zse 8§ mkjhggd azk& setru psctii kaa

jepgodt ki 8y sh ®mk

Skupina

Z8st upS2ikl ady

Charakteristika

Gl ut am§8t

met ab odglrwtpanm8t ov ®
GABAreceptory chuSovT
typu 1l (TAS1),

v8pnz2k

receptor

d | o u-kdnec bbsahuje

ligandr oz pozn8vaj?2c?

fylogenet i ciedeptoyS? t

proferomony (V2R)

opioidn?2 receptor

Rhodopsi receptory] i chov® recep/ nej vt ga3pedekupgni rkar,§
receptory TRH receptor, receptory N-k o ne c ,diveziet &« 81 i gar
biogenn2ch aminT

33 z8stupe&kTo,nedcl dwt

Adhesion CD97, GPR56, GPR126, GPR133 naseraThobsahuje gir:

strukturn2gsthr dlom®nr

podobn® sekretino\

11 frizzled recept

_ frizzled receptorc huSov1l relreceptopdci fick§g e
Frizzled/taste 2 .

2 (TAS2) embryon8l n2ch viIvc

givolichT

Sekretin

receptorprogzm a kt i vnz2 in
peptid ¥IPR), PACAP (pituitary
adenylate cyclasactivating

polypeptide)eceptor

15 sz 8,pcdll okuchne cN b o

naCy s
ligandy

mTst ky,

v §¢g?2

VytvoSeno

p o d |rigssois @08i @D h7 ,a AFcrleudst er

o fGABA,| Kyselma ent i at

2a mi n o m&GPRI6 redptors p S a §Gprofeinys56 GPR126 receptors p S a gGepnoteinys126
GPR133r ecept or GympiSiay2BRACAR, pituitary adenylate cyclasetivating polypeptide;

TAS1l,c huSov

intesting

2.2 G proteiny
G

podjednot kamimolh,omér iac k ®

sUpodj ednot kou

proteiny

| n2

(taste)
peptid

se daj 2

heterotri

receptor

rozdnDnl i

&

mer n2 ch

2.21 Monomern % proteiny neboli ma | GRproteiny

Skupi

sekvenl|n

na mal T Tch

2 ch

GTP§8z

a

j e

1,;VIPRRABReptchinSpvb (has
t na dv0hD hlavn?
proteiny, kter® s

G proteinT.

kMan zz§ kvloavdalh § s tnraykSt:
senklednhoh | vrivodzs dziig cididinpiRas, RbdRasi 2

homology), Rab (Ras-like in pbrain), Arf (ADP-ribosylationfactor) a Ran(Ras-like nuclear)

GTP8¥gdn

8c ysteo zoo | §r n2 pro

10
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guanosi fGTP iahyarelyz8vat ho ng uan o s i (GDP).fRoesgfud tu j 2
prowre¥ T Eitp 8 glin@mBINA oy
j arahsporiRio z d 1P leadm?2o tslkiuwpTi ahGM&® §jkjichm e j b Dgn $ g A PG |

bunil nlch
||

a bi ol odazonkxw v taudte?.

Tab.2Rodi ny

gi
mi § eaeinci aci a

mal T chn@TR&AmMNS @ AjejbmbinlGgrks 0lp ¢ T

GTP8za Z8stupci Bi ol ogi ck§8 f| Literatura
Ras 36l Il enT bunn| n§ srigsnl Kinbaraet al, 20CB;
H-Ras, kRas, apSeg2vegnz b| Wennerbergtal, 2005
N-Ras,Rap, RRas, | proliferace aliferenciace
Ral, Rheb bunDiDKk
Rho 20l I enT regul ace akt i NobesaHall 1995
RhoA, Racl,Cdc42|cyt os kel et u,| Subaustetal, 2000
migrace, diferenciace, Haga a Ridley, 2016
mit. za, pr ol
ng§dorov® buj
Rab 61 |l enT t vor bajejigh8 | k T| Hutagalung a Novick, 2011
Rabl-45 transport i Pfeffer, 2017
(s vTjabiek {smembr §nou
ARF/SARA 27 |1l enT vezi kul 8§rn?2 Chavrier a Goud, 1999
Arfl1-9, Arl1-8, Arp, | regulace cytoskeletu, Pasqualatet al, 2002
Sail sekr ece migrcet| Yorimitsuet al, 2014;
ng§dorovTi ch b| Nackeetal, 202% Nakano
aMuramatsu, 1989Casalou
et al, 2016;Lu et al, 2001
Ran 1l 1 en me mbr §nov Il t|Boudhraztal, 2020;
Ran pSeader nou, m Dasso, 2002
kontrola bun
Polty |lenT jednotWehnerbegetalGZOP58 z pSevzaty z

222Het er ot r protey n2 G

Het erotri

signakomplekx. Jak byl o kampl8ano
G prot eitny?padiet ypaij 2GU
podjednot ek, kter®

Gio, Gy1a Gianis
Do skupiny Gs e

enzymuadenyl yl cykl 8z a

mer n?2 G

dva préteiny, @a GyU

(AC) . Dr

11

proteiny

jejichg

j sou membr 8novDih

aktivace mS§

uhg& rodina wpe

r ok ou

\

tvi @y®e i) enddj escn
podjednot kyTzrlect nGlho
j soukihnas izBdkdk aldt®yn$ etklvgewn 2n2h h

Z a

tvoSe



GU a nebo aktivu( Gulf os Dadl i sos@ya prétany (GU $51:.0G

GuU, 18UG UG , Kkt eakti®aci®® dsv®i gn§l gnduf bs & 0 b.d pBazsyl edinnz?
skupinu tvi@S2alr@pri mtaei G T, kt er ®shako Milligan 2 Rh o
aKostenis, 2006)

VIidsk®m genomu je okbddgengeng &epadedniétkyd ¢jh2 c 2
(shrnuto Wiilligan a Kostenis, 2006)T a kGBo x omp |l ex m8& svou r ol i v p
signalizace.Si gnal i zace prost Sednictv2m ,toheboS kbwmpt
prok8zano, efsee Ghloa sktamFzimlegh | aftiekn too V[T, clkaddk aurg8 1 T
1996; Logothetiset al, 1987, regulace AC Tang a Gilman, 1991 nebon a p S=lploaidy t 2
fosforylacie x t r acel ul 8r n2 Mk § iy ERKLID €Sarozetalg20190 v a n

2.23 Mechanismus aktivace a deaktivace @ r ot ei n T

Vazba |ligandu na GPCR i@HRkuwmjae GU mPodj e@D
heterotrimern2ho G proteinu. GU podjednotka | e
di mer pSedst s g jjeddotkya atoisv wrjt2n @ el ou Sadu signgl n-:
s rTznTmi efektoroviml gemolkrd® sf aci e {thap$H2yk,| agr

adenylylcykl §8zvy, fosfolip§8zy, iontov® kansgly
GTP8zovou akifednobky GUkped§8 ukonl 2 jej2 aktiuvi
volnl anorganickl fosfg&t a vede k opRtovn®mu s

23Regul ace sign8l n2ch drah GPCRs

Signalizace prostSedniGetprzont eri encye pjteo r V[T zsnpaSnan
mnedv2 fyziolaggijce&jlicthh gpnTdiyesersmieg un Saxzlead &k r TznT ¢ |
z§8vadgnich chorob/poruch. Proto je potSeba, ak
Regul ace mTge prob2hat | ak pmotenudagbodo nmhir asamot B®h
efektorovlich proteinT

Vng8sl eduj 2c2ch odstavc2ch/ podkapitol 8§ch bu
postr e c e p,t oa otva® | @potenTa a¥r aajnédrnoovtnlii vi ch efektor T.

23. 1 Regul 8tory asociovan® s G proteiny
Existuj2 tSi z8kl adn2z regulaln2z mechani smy
GPCRna bunhD|I n® membr&§nhN zahajuj?2 wniEmDump® sfi @kt§d
guani novl c PMAgruukli exeet induTe | (G€BR), atddgk setxalhyamwje2d di s oci
zG proteinu. Davilayz b Do muw |zdc@dpldsey @H 8 protein a aktivaci
pS2slegghéhn2ch kask§d. Za druh®, GTP&§zu uryc
hydrolTzy GTP a tedy &®Impd exi druilgwj @ 7 akoSdigu

12



di ssociationfi i nmapo mglyd nGGDIp)o,dyemdadegteor u a b
spont8nn2mu uvolnhDn2z GDP.

GTP8zovs§ aktivijaea GEepdmg@|, edmwiteyulchlaa
dal g2 miy. prMetzei nnej dTl egi t Nj g2 proteiny aktivu]j
Gproteinov® signalizace (RGS). Ty pS2@dinter a
aGpi)avedouk ychl ®mu ukon| en?2 signglu. mbdeoal pSt mb®
li nepS2mo pTsobit i na samotn® GPK&ecéNMevBzat
nai nt r a c|e8l sateponu (Bérnsteiet al, 2004; Haguet al, 2005), nebo mohou interagovat
sjghoGk oncovou | 8§ =tak 2006 R®S gporuostseii ny mohou dokonce
komplexy s GPCRsa G U(Ghil et al, 2014)nebot a k ®t e rralkzcrel ns efektory r
n a p S signhlizadimitogenem akvovard cmr ot e i(MAPK){Miap et al, 2016. Z toho
plyne, ¢ge RGS proteiny mobo®h| n®ssB8gatl ieamanit

U savcT bylo identifikov8no asi 20 rTznTcl
RGS121, svynech8n2 wgltéhyg 1%t o proteiny definuje
dl ouh8 RGS dom®na, zpop¢eldowms kuaavazlyehhanaUhy
t ® o dom®&ny mohou nhDkter® RGS pr otaelCkmoy coly®a h o
vazebn® dmant®mwy .zVIyygovat selektivitu jednotlivl
v De Vrieset al, 200Q.

RGS proteiny je mogn® rozdhDIit do nDhDkolika

dom®n. Do podskupiny A/ RZ patrdatvntDSimal I®e nvoev @,k
(2030k Da) . Jsou tvoSekyn R®GSEo W omm®m®now, Nj ej 2§ cys!
bTt palmitoylovgny. D2ky dalg2m motivTm mohol

interagovat s multiproteindwd mi8§stuygmae, zRGH?2 Mmi
definov8&§no me®@m® op rdmp an seORY Gegoh et al,2005ap).

Dal g?2 podskupinu B/ R4 tvoS$S?2 proteiny velik
RGS15, 8, 13, 16, 18 a 21 keodsamhawg? ® RIGEs tdio.m®D &S
skupiny moduluj?2 velkou Sadu rTznich eflektorT.
aGU podjednotKky G protei Befmanma Gimany 1998 RGS2a kt i v i t
pravdhDpodobnn pSalmaksA Q.t eRracg uij rehij ikl 2 e Tz dge n 2
bTt z8sadn2ch XD namivido K Bsedlii n ohoNoCledam®houu,
AC (Salim et al, 2003) . Tyto regul §tory, RGS2, 5 a 8,
usmI’JrRuﬂera(s?eHum®H—IerIitzd{e1|aI§1999,( zat 2 mco RGS7, Zz8stu
skupiny, se po8dtdhétal,1209.Sred @uddSeizea® vEpn2kov® s
jsou spojeny RGS1, 2, 4 a 18y et al, 1999 . RGS2, 3 a 4 se Y astnz r
fosfopCh(IEAHWPpS2padhN RGS4 byl prok&8z8&n mognl me
tvorbou kompdexGbspal PLLEHGMTge tento regul §to

signalizaci Dowaletal,200)) . Al e regul aln?2 mechani smus pro P
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RGS proteiny pr akddig ald20@)n. N Podeldicghnolz 2( t Si  RGS p

3a4) tak® inhibuj2 signalizaci i ngudirgempaatou z §st
muskarinovim M3 recept or e nKamkouleetale20G9o.r eQwo psreo tglol
dvou vysocempPSpbazeiof, Gje vgeobecnhD zng§mo, ge
nimi rozligovat a %hdchinmpEikradul REA5 §leméejgemn $n
GuU pr daddsetral, 2000 . Zn8&ma je i studie, kteR§ popi

prost Sednictv2m RGS proteinT. -B§TRlbRLZTRHE2) NDno, ¢
mTge blt signalizace inhibov§gnaet®Q®a). al e ni ko
RGS6, 7, 9 a 11, z8stupci podskupiny C/RT7,
dal g2 dvhRD funk]| nt cldoljénesod adre®mao,u kot 88 &t j £t aslrihlc
komplex sGB podj ednot kou Deal gizmier pgojfei ny. Druho
DisheveledEGL-10Pl extri n homol ogn2 (DEP) dom®na, kter §
jako jsou vazebnT pr oRGIIAbraRdwNeweryetalt 2006n asoci ov
Podskupinu D/ R12 tvoSiAicl,| kR@&@S1XSiazEBstjupactl .
proteiny sw?lcgedaddm®n.seKrzoml RGS -wWaozam®nryo unad ¢ m@&ma
tzv. GolLoco motiv, kt&dpbdiedina kiybuN®Okdies ®cisacit SGI
RGS12 mohou obsahovat PDZ dom®nu, stejnhD jako

je RGS10, kterl se strukturou podob8§ proteinTr

schopny interakce Sa d o u enkzymilc ha proteinT, kupS2kl adu

ovl 8danTmi v8&pn2kovIimi ka nABramowNewerlyetam200ge gul uj 2
Skupina, znal en8 E/ RA, sdruguje dva protei

podobnou sekvencisRGSprotef , al e nebyla u nich prok8z8na G
GU podjednotku. Z§stupci t®t o skupiny patS?
(Bernkopfet al, 2019.

Dal g2 tS2dhNn2 RGS proteinT je na sakumiujy F/
|l 1 eny Rho GEF, king§By pretepnygr T GREKFGN e Mdstodirt@ n ¢
tak® vlIastn? RGS dom®nu. -AKAIPR2 dwea spuotzaiSmy,en
skupiny, protoge o Wtash200§2. vT2acke® tReGrS® deofme®knt o r y G
byl o prok8z&no, ge mohou urychlovat GTP8zovou
guanosinmonofosf8tu (cGMP) mTge kromhRD sv® %l oh
na G proteinu f ot ArshaskeaBownds71992.t rla nksld?ulcoivniu e(f ekt o
TRH-R, PLChb, vykazujproidumBiddiecameeval, 1999. na G

23. 2 Aktiv8tory asociovan® s G proteiny
Akti vs8proatyeiGhov® signalizace (AGS) mDn2 akt

Mohou slougit tak® jako n8hradn2 vazebn?2 partn
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je rozdhDlit zdSvilstlyo$tskuwpi nj ejj i ch f umiedakee ch v
surlitimi G proteiny.

Pr vn?2 skupinu tvoS$S?2 nDkol i k prot eiesP,l ekntzer
signalizace, neboS jsou zodpovRdn® za vIimbDnu ¢
Pat $S2 sem AGS1 (RASYAN] mkt &r prioh 6@ ngGaj @resovi t
proteiny (Cismowsket al, 2000) . D§l e se sem Sad?2 dva prote

cholinesB8faRic8B.RB8A)pSednostnhD md,dlGajGeasUaCkt i vi t
prot ei8B[,o vRibkivitRGy earJ Gpr ot eet al,R008; Tlatetlal, 2011a, b).

GIV protein, zn8&8ml tak® | ailkoalsiQrrdd tndlicuedkut (i Lveu | e
etal., 2005; GarcieMarcoset al, 2009) . Bt ®zoces p &fdirdPn 86s2% podob
jemal 8 GTP&8za Rhes (RASD2) expri etay20048 Tepto ef er er
aktiv8tor wurychl ugGle mpdejnednostikgyn §6 up rpdteesi N T ( H
Zazm2nku stoj 2, ge z8srepaoail at®tenszkmpi ppkeej it
ERK1/2 (Grahanet al, 2002; Nishimuraet al, 2006; Harrison a He, 2011).

Do druh® skupiny n8l e¢dejregul at @2nyothktvegr ® | @
GproteinT. Jso®h,t GTP8jzm®rRkKtAGHF 2c2?2 protein Rap
cell A protein 2 (PCP2/L7). Tyto proteiny pTsob
snavg8§zanim GDP na jejich U podjoadredtnmd.kyMoh awk

komplex (Takesoncet al, 1999). Vr § mc i rTznTch GU podjednotek
kupS2klladlGds @3 oteiny a o svou vBbbudnemet gmo( g
etal, 2004). Bylo prok8zynmohdawr «W&lsitwhpaiatt ® oS as¢

a G proteiny (Maet al, 2003).

N8sl eduj2c?2 skupina sdruguj€&bprditmeny, &lLter
se v&8zTaznlimis GU podj e deeoltTkna mk o mp | edxoekab, BG&D os ( Y u a
Pat S2 sem |tySi |-9.enDy®y AGB2i mt ArGSKci s Gbo d
vazbusGU proteinem a napom8haj 2 t a&kal,2006ynali zaci S

Posl edn?2, relativnhD nov§8 s-k3praasRGSppbndt BE
smotivem helixs my thked i x . Tyto proteiny ovl il Rpij 8t sii mu §
(Satoet al, 2011).

2.4 Receptor pro tyreoliberin (TRH-R)

24.1Sign8nh 2 d TRHRRa

TRHR pat S2 ado ywelok ® gi c k yskupirg/IGRCRsw 1§za2nrtd mnn@ ¢
sekl asi fikuje do skupiny A, TenepnNe¢apbonaps&2ky
vmembr §nhD tyreotropn2ch bunhDk pSedn2honlahoku
b u n N | typéch(@ershengorn a Osman, 1996RH-R s e ngeh@&r? ck® i nfor mac
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ag po |1l ovdbkla 26@atdpr cog dokazuje dTlegitost
obratl ovce, svazhachermonenayTRR makeer T s iGglalpirodijee np ¢
vede k aktivaci PL CHento enzymk at al yzuj e ghdfdr bobgt ackh®dy | i nos
bi sfufPi438na dva dTl egit ®1,45t u h ® ogpabl@diacyfglydemlo si t ol
(DAG). IP3S2 d2 uvol R¢C&#8 nen ivi§pnne2ckhu z 8d 8 b & r @secid u Rk y
protei nkPK@)S&me mhCr § n onterakci js@AG2a  jne§js2l akivac®Z v 1 gen §
koncentrace v&penatlich iontT uvnit$S buRky a a
efektorov® mojoswr @myn,l ckhht dru®k §ch v®st k odlignim
aktivace mitogenem aktivovanT ch (knkledta.i2012;k i n § z
Kanasakkt al, 2015; JosepBravoet al, 2016)Sc h ® m&n %= i dym §-R jg shiniRd-h obr.

1.

Dalgi faze vapnikové odpovédi
Kandl
L-typu

TRH-R
TRH

Ca

: Bl Ca** 5

¥ ’ r.- Ca
— - e PP, I |
& I h 4

“\\ — @ #, _
N — &
MNa*
Arn
Abe

GDP DAG
Py

membradna Ca™ MAPK,

Plazmatickd ) PKC
. . Ukonéeni vapnikové
Prudky vzrist vylevu Ca™ :
C Y 4 odpovedi
IP

e,
als
La”

Ukonceni vapnikové
odpovédi &

]
s
w

R

Endoplazmatické retikulum,
intracelwldrnf zdsobdma Ca*

Cytozol

Obr . 1: Regul a &azbaviRH re TRIR vakptni2 kwj. ena PralDAG. tP?n §BIIR AN N S2 d2
vile¥% zidnatracel ul §8rn2ch z8scbgoayetnoz oZwl gjesncBu hp catd® n y e gQal
v8pn2kovich pump um2stPRDnlTch jednak na plazmatick® me
retikula. Za r egul®jcsio uc yztoodppl oavzihtant ® ctkaBkh® iCoan storudiBre2 v § p
sNa'/Ca2*vT mRn2 kem. Upraveno poldHirkledall20l®n a Hi nklI e, 1994a

242 Typy TRH-R

Vr TznTch givolignliTch druz2ch byRITRHRIGst upni
Zat 2 rhd a sk ®o b bl apguzaedengenk - d ujgdéndRHR, poj menoeRL,anT TRF
ostatn?2 savci exprimuj2-R2al Y2ptGhTEDhRbtSEdeEatd
receptoryoro TRH TRH-R3 (Li et al, 202@).
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PSedpokf§&€dgedrot ITRH\RBmovhaorui am?tty odl i gnou fyzi
neboS a@RHKRA I TRHR2spougt 2 stejnpvsosi gual gn®cid,i st :
vmozku a naperiferi (OE Do wtdal, 2000. Zd§ se,-RffesfRéle zprost Se
neuroendokri nn2R2 madplgv DU e v an dRHByort aanpsRnoi kt §ezr§Tn. o ,
gal kol i tytoaypy TRIeM @dobnou vazebnou afinittRH-R2 vy kazuje vygg?2
signal i zal n2 a kRliWang auGemsheriggornT B9B® a j e po vazbhD TR
internalizov§gn a VJEDooata)d00). downregul ovgn (

24.3 Struktura TRH -R

TRHR se Sad? do stejh®dopdidyge@P&RadBe®eERNgR2 T
popsg8&n2 krystalov® struktury rhodopsinu, model
k poromazimdnt kt ur ou a f unkc8TRH-Rgpolthsos braibh hydal g2 ch
t ®t 0 s&PuQRsnysdz | 2 stejnou -konec, Ik tturraun:s mexmbr oo v
helixovl oFVM1-® ¢ m&NnS i exte3@dceault Sin2i n¢t EALH! ul §rn
acytoplmat i c ky o rkonemStcohveamalt i@ k® zn§z®Rr nlRn2z ngtzrou kit

na obr 2.
RovnhDg rhodopsin byl prvn?2, u kter®ho byl
piSromenlagoni sty. Po mset ekul aciredephéedé e konf

veytoplamat i ¢ kTt et h| $B,646ax T e2alnot |l i v® hel i xedpjdee v T i
kodhal en2 zbyt kT Gp®teiaudn 2pcSht ppardd pwsd mhiansdacinj e d n §
(shrnuto vOkadaet al, 200). To pl p82 pa o kdyRHt opl az maTMéc k § ob |
pov az b Drotj&kaH o dd 8§ MTM5.\6dd s budahks e z mDn 20 kob laaagdd 3v
kodhad@hg2ch, jinak -BkrpbitSebdbom®nnagdeink| ad pr
(Huanget al, 2005.

Vr§mci skopphwpr T Gppotiaysevii le¢ h ¢ & nsatcrhukzt?u Sren o h o
konzervovadkechgebpekDiep Dirj§2vidE ntoyt o konzer voval
rol i pro spr8&vnoap$iskek@p S erdepcdd@itS§adv8), s obee konzer
aminokyseliny,Asn43(z TM1), Asp71(zTM2)a Asn316zTM7)s po | u i tytomterakgeu j 2 a
j sou Kkl 2] ov®-Rpd Kim&l tsiowasiouTRKt 2 vazebet@ho m2st
1997a)

Extracel ul §r n28ssarmynl2keglc @matio2u kzozdpovhNRdn® za
sligandemVj ej i ch r 8§mBkobeknamhBekyselir ®owiEgh TWRHL la
Avstupn? kang8l i do vazebmrt@hd97hKgs toanDp § eechliboyv mo n
GPCRs w2 | 2yst ei 698 &L1Ed EWsIWY(EL2), kter® |jsou pro
disulfidovou vazbou Vp $2 p a d-B je TciskeinoV mT sztoedkp dvzZdad n s pr §vnou
vysokoafinitn?2 | deneHrageroinehoiaktivadRednmtetaal, 1095; Coolet
al., 1996).
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C Extraceluldrni
prostor

\ 9‘_

NH;

Intraceluldrmi
prostor

0000000
COOH 0000000000000

Obr.2: StrukturaTRH-R.TRHR j e tvoSen 7 transmembr &novT nkoncdme!l i xy,
aintracelul §rnRoncéemnt ExambmelCul §rn?2 a intracelul 8rn?2
dom®ny. Asn3 a AsnlO jsou glykosyl ovgny, Cys98 a Cy
Ckoncovich aminokyselink(gnEB®ofoanmp $ kW @mdgeintpngbhovTF
Asn asparagin -SS, di s ul f iUpravero padld Straub kt al., 1990; Han a Tashjian, 1995b.

Intracelul 8rn2 | 8§st GR@RS&]je2 kt?hasbhmk iryvke
mol ekul 8rn2 rozpozngn2 a nav§z§8n2 rTznlch sign
nebo arrestiny. TRlR m8 na sv®m cytoplazmati ck®m konci \
samfipatickIim helixem. Tento hel i xspovchem| enl

cytopl azmat i crke®BmbmeSmbly §jney , z &kk ot venl prost Sedni c
cysteinovich zbyt kefal,a 2j0e0 5k)|.a dPron arkathiivtaici( Du gand
posouvsg8 a pozitivnhD nabi2tc® zhytikwehdloistfwr&l larcca
et al, 2010) . Hel i x 8 spojujeijmé&hnbngoovookorled s m®n u (
receptoru je zn8m z entera®insmolekulow arresting Weseviditizabi u v
ainternalizacr ecept oru (viz n2ge).

VGH3 DbuRkS&8ch byly identifikBy8hyed®Nssesi §F
sekvenceXC-k oncov® | 8sti recdelp® §eal, 169252 Tm8roT dked z22c e(
viiv na zpTsob pSenosRektsiiygmj§d ust ejpbMo v asiigmadlyi T
stimul aci TRByuU spSatyenhens, a B8slveldineow vt Sporr2h
zintracel ul 8r nétalh995)8s ob8ren (Lee
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244Vazebn® mRsto TRH
Do dnegn?2 doby inretjeroalk cneo |l leikgud r@dTh2se svI mi C
azcela pochopeny. K Se 822 dst ruktury jedaagPimul pbr GPCRENA
se ligandyna molekulu receptory § g2 Tan gaHsgesbemreceptsesltpugktiv
kombinacemetody mo | erkrud o model ov8n2 a experiment 8l n2hq
VpS2padR d&RHeho vazebn®hprovedenartorres@ana ERHa by |
vazebn®had.leméh@lsd o et 2 ., Vazebn® m2sto bByM30 situo
5a6.Byaprok§8z8&na pS2 mgyroGlunzTRiH a Kycl66 anfsmliod v D ma
ami nokysel i nIMBTRHIR (Perbmaretlaly199ab).N§ s | e gine by iyf i kov §r
dal g2 dvhD pS$2 m® i n-R,a topdnakiaterakee mezHiT Rridlekake TRHRH
Tyr282z TM6 v molekule TRH-R ajednakinterakce Arg306 z TM7 helixu receptorlPsoNH
ligandu (Perlmanet al, 1996).Vazebn® m2sto pro TRH se zd§l o b
mal Tch nepeptidovich ligandTzj T@t [P vasbu ERgl@ 2 Dby |
hraj2 dTledgitou roli-Rt aRRaedDp adtebaDER o d§BRd Kk
MmTst kT -knbezciovNdu | §8st2 TRH a Asn28BE3vimmlpkilgge neg
TRH-R (Han a Tashj i anytekAnboklgT) RH Dv88ngées sukdasthELZ z b
a horn2 | 8sti TM5 tvoSen®ho zbyecdptgruVIrySrmic8is8, T
C-koncow| §&igRHs e pSedpok|(Fd8 2ikmtvéd maibpkeTytsl mTy)93 s e
opbdxtracel ul §4RifHarcahTashjigrs 19953 hBnkvhticE reprezentacstruktury
TRH-Rsvyznal en2m gmeidnokysevlichnppavdRpabyb kT zapoj e
vazbmH je znSObrBrPnBnaoharzen?2 rhkteensxikkBHR & n § mT ¢ h
TRHlikidentifkadd al g2 ch skupin, kter ® thGuaaBypby mahl yupgot e
met oda mol ekul 8rn2 ho manbdeliow@ZARHBR (Laakkenemt@h o m2 st

1996.
N
Tyr181 Asn289)( Ser290
P PP

LB 0 B G
Q Q9 QO O 9"
Arg306

LB B B B B
b BB B B B B

VUV -

Obr.3:Zj ednodugERrRsvmpoadred] enT mi aminokyselinovimi zbytky r
TRH.Vyt voSeno podl e ,P klanla Washjian,d 9954 Periman et &.91898; Laakkonen et al.,
1996.
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24.5 Komplexy TRH-R

Homo/heterodimerizac&PCRsa tvorban o v 1 c h irenepteru skt # acel ul §r n
proteinyjecel kem bnRNgnlT jev, kterT m§ viznamn® dTsl
Mnoho rTznTch typT recepttoant g TssiEidwwa ymdkjo2g d mine t
vysokou afinitu pro interakciligandem.

Proces dimerizaca t vor by sdkaolngp?l neix Tv a z erband tim v §p pratdme r y
TRH-R. Po stimulaci agonistoud o ¢ h 8tzv2o rkdmPlex] jak sagonistou, G proteiny
takn a p S2 &efeltab vil mi enzymrPLZ (Nissekzoeiget &, 1993h). Dal § 2 studi e
prok8zv@lr FbNdher i nt er ndisodiazitRe-Ba @6 dproumEk B nhkol ekul y
i nternal i zklj&t hsrpion eeth nddbRetroe arashjian, PIPc bsh Sedni ct v
nativn2 gePay®begl ek &y b &tplheéod g n v kprmplexy TRHR®
sGguUpr ot ei nem n(Brastievabar Novothy, 201l ges okomol ekul §r
komplexy Gq1iU po stimulaci TRHd i s 0 a Gg4i) protein p o ttr@slokug do cytaolu
(Drastichova a Novotny, 201paMet odou bi ol umi ni scenuUenérdieco rezo
(bioluminiscence resonance energytran8eRET) byl o zJRi §hb®Bd ol gg oMmRHKH N
komplexyivn e p S2 t 0o mn oKsoegeretlalj 20@)rNdau d(r uhou stranu byl o
g S2tomMRlstvyguj e tv-RrZhweta,i2008))REgTRBHvang di mer
TRH-Ru k 8§ z¢pd as aaimeetizac® tohoto GPCR e s t aklivacinla v a z usji 2gen28d n 2 ¢ h
dr ah, a lpadobdTRHHR M Ge m2 t urilnitteorun a%kliozhauciv r ecept ol
(Song a Hinkle, 20051 e t ot i § 2z n8&mo ;R ¢(see udviankdRehy rsforyace T R H
tu® gi meri zace GPCRs mTge znamenat z8sadn?2 dopa
(Songet al, 2007).

RTzn® podtRy mphou VIRHRKk §ch t ea8icf pligoknery, h o mo
tak heterwligomery.By | o pozor ovgno, g-BUTRHR2e v b 0 kiiRikg fher y T
internalizace n e b oR2 offdd HRHR1 internalizuje pomalejiTat o skut el nost

sprefaroehmc2ur| it ®ho smdekul preestimugktemp$ eod nuo ptrmoN pou g

k internalizaci a zda i ntrearwn8az a rzlum 2 arsr evs fTRHRIM Vvlyiugh v B o
proi nt er nal i-Zrarca s@itme® )i 2 a I nmhémnali zgjle2shmol ¢
tomu, TRHR 2 p Stendh ov@Srgree sit i n 2, kterlT ale po aktivac
azTst 8vg& na povr cheual, b u2Rk0oy2) (. HaOndylail gongol sut i vV regu

TRH-R j sou nast2nBDny na o b signaliZaci nebaptérmalizaci, dohou g2 r 0 z
m2t vel kil viznaRbiapRHR2r agmbhou WREBt dTlegitou r
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Tair-, 1+ Aktivace 2. Desenzitizace

= ]mm ....... W = TRH
N WPRRR— T -
m o I — . : :
I “‘ | 'y e, Vidcky obalené kiatrinem
t RV B N e
v
PLCs) Efektorové
: l molekuly

Vapnikova

Im"l signalizace

3. Sekvestrace

TRH-R2 / . TRH-R1

"' Recyklace Skupina A GPCRs * % Shkupina B GPCRs
@m o Ay
i » 4 ¥
Degradace OGO y

Degradace nebo recyklace
4. Recyklace, downregulace, degradace

Obr. 4: Cyklus TRH-Rv b u Rocagtivaci TRFHR  d o ¢ HigeiaiGde:Uod Gho komplzehEj en?
signalizacev e dowd 4 ek u . Re8penftkaur j e n8§slednhD desenzitizovgn a
GRK2 a vamestmg b Arrestin jako pdapebonpvéngo®PRENnNYBge:
k1l atar 2rre)cept or kel asterk?vneosvtircohv 8§ |vc 2-R hp o tl @ t peoadi sitli2u pauojvoec rels y-
sr Tznou ki §wits IkmatRHR arinderakci sh-arrestnemRe cept ory Sad?2 kam se do
pat $2 nap$SRlolkadgint BRial| i z aci-arrdsting,d ®RiHu jj 22 oadeceftar @n N n
defosforylovs8n pomoc?2 protei nf opslfaaztnBaztyi c(kPeRpyoticambyreScnylk.l o v
TRHR1 je pSedstavitel tS2dy Ambarestijemd 2 geztS§stkompl éntmT
n8§sl ednN degrradgm§ldacidopb a z snmbDi c k @raneaonpbdie §uttrell a Lefkowitz,

2002; Hanyaloglu et al2002.

25Regul ace na %rovni receptorT

251Ki n§zy recept oQploteisyp Sagenl ch s

GRK jsou regulaln? pr ot edesenzitizack GPER. @rodes a j 2 I
desemi t i zace j e uskutel Rov§gn f osf oprydtaeciznkakB8iza:
naserinovich a threoninovich zbytc2ch. -7Byl o id
Jsot 0o solubiln?2 proteiny, ktem®, paby2vajdontDkloy
do bl 2zkost.i GPCR nrchk® opnrud toe iVl Te.l uNWktuggrz® az 2 pr
jin® vazbu pSes Gbo kompdlx] {GRKp 2| mi to)y|lavegal
(Gurevich a Gurevich, 20]9
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RegulaciTRH-Rz a j i yeSjum®@&na GRK2. Tdeseltirtonzih csiv @ ercoel pet ov
prav dNDpodobnhN pS2mo v &b opuo di aredyugeAnkibuje signalivaci
smhRNrem k (Saflesebtdl,or OO O0O) . GRK2 dokonce dok8&§ge pSi
|1l eny skKuppmgt eGenhdl, (Dag@3). Jedn§8 sévmSetnyopi ck
689ami nokyselinami, Kkt er ®-kbnoovom,kataytickou s®omcav@ut ur n 2
d 0 m®Komoldy a Benovic, 200). By | o dok8z8no, Geprotei akme amé
mTge blt post Pkiom&IErnpcs ¢koirnySlzaocl na jej2m etyrozi nc
a., 2006). Vazebn® gmP sptrootperion eimm tsebrkapkactio us® Gl a m® § ¢
GRK2, kter8 se struktNuar oruo zpd®d o bo&8d RGS ad mm&rhN . R C
soul §8st2 vazebn®kKonms the | ri Masefdd590q3sa ke® n@

Pomoc2 dTkladn® mutaln2? anallzy plekstrin
g@ro spr8vnou fosf o§ yilmtcadr alkaoce prlimaremalk ree A0 ieygn G|
nabitT mi me mb r § n o mtérakii GRK8 s/fod IniTpriid yGboV podj ednot
rozhoduj 2c2 Arg587, Lys663 a Lys665. Lysb67, T
pro vazbu gosfolipidy (Carmaret al, 2000).

GPCRs mo hou bTt fosforylov8ny -depjeindlemit nk i
proteinkin8zou | petaltl®®)nki ng8zou C (Gri mberg

25.2 b-Arrestin

ZmNDny spojen® s fosforyl aar?r ersefsresinyjsoufu vedo
cytozolick® pr otegiddy egkt &8f @2 matr 8ggukaln2zm mol el
dor odi ny, kter8 u savcT obsahuje 4 typy arrest.i
arrestinT zahrnuje arrestiviZpeabBshgerDal g2 miyl iz®
arrestin2,arzmestli jlaka @rrest i-ardstin2bNgnn oznal ov.

Po vazbhD na fosfarylectdamly GRPROR gpak atko t zv.
komplex s ecept oremesnadosyu |8 N mio apar 8§t u, tvoSen®h
proteinem2(AP-2), a t2m zastavuj? sigaeldispRauimjreTenoh&8pf
funkarer &stinT jako molekul kl2]ovlich pro inter
b-arrestinu je mnohem rozmanithRjg2. Tyto mol eku
propoj uj 2?2 ré&eptory Kuttrelfez i, s1999) [ i sl oug? jako t:
jednotlivich komponent -1MERIKa ERKLL KCS8sikret al, 20k70 | s o u
Coffaet al, 2011; Luttrelletal, 2001) . Byl o paresinuy eaderin®z aspgjnath 3
kdy se ploalwa@zatiD pgs oteiny pSemi sSuje detal §dra a
2005; Rosanet al, 2013).
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25.3 Desenitizace TRH-R

Desenzitizace na  Yapoklesunditlivosti erecepioru ma stimula@ d e k
ligandem,c hr 8n2 tak receptor pSed nadmRijdou dtsil raulk
mTge nastat downregmuiiatcyeyp mebmpd o &R aedtd r BnMc e
kregulaciod pov NDd?2 na gird&joumghk8$ lue dsk @ maud y. tien tnel rcnha

receptof nebo sn2gdgen? jejich produkce
Pro procesy desent i zace a internali zGPERa | rea vn8ezz8bny?t |
b-arrestinuJ ak byl o pogrsrensot ivnl gpeSerbugen2 m i nterakce

ukonl 2 si Realeipz@ci s nazvnSazlaeaniimebb i igm@mejme pot ® i
vefor mND endozomu do cytoplazmy ve v8lc2ch obalen
bTt n§slednhD recykl ovg&§n zphRt do plazmatick® me
I pSest o,zofohry lidsk® lo@ipho’t koaTRE-R1 s d 2 Vysokotis e k ven| n?2
podobnost, mregwClkoaccse®t egs8t ij e desénzitmatmeceptopr o
Ni cm&nid t yt op roadvldi Ngpnoedsot ban fFocesualésenzitizatehoto receptoru
protoge jak | i dsk§&TRH®sonpo vakbPpol kgaadStdoevcena mi
minut) desea t i % o(An8emson et al, 1999. Proces deseitizace tohoto receptoru
jeuskutel Rovgn VChomdoW® GRK2ei nARHS§z2 Sada fosf

kam seb-ar r est i nz anT,gep Sialvemg vel mi z8l eg2, kter§
Studiezr oku 1993 wuvsg§d2z dvhD LhkwiomalowRe IRiIgrs ki @ TRHIkswee ez
bTt dTJledgit® pro internalizaci letia BO83d)eARMn a kt i v o

Ysek se rmoazotefzz2 ami 86Ky sdlriuhi 36k sv® sekvenci
zbytky voblasti 3353 3 7 . Prg&vhD druh8 zmi Rovang aminokysel
za sekvestraci funkI|l nh nespStmaizad TRAR (Petrast pt or T
a., 1997). Na zal 8tku nov®ho tiksmrcddw® 20-Rlyd s tpir o7
ve kter®m se wur | oval o, proeckegh ddsaitizare a istenalizaeen c e hr
(Drmota a Milligan, 2000; Groarket al., 2001) . Jones se spoluprac
vmol ekul e receptoru, d o Kk tareesi®(Joseet alp 2007 aRHb N a g o
iniciuje fosforylaci mezi aminokyselinami 355
Z 8§ s a d nazbubparrestinu desaitizaci i internalizaci TRHR (Jones a Hinkle, 2008), nikoli

vgak pro jeho defosforylaci (Jones a Hinkl e,
adefosforyl aci GPCR viliv i -kbreet @ehret aeHinklea 20101 recep
Al kol i je zn&kmmcog€& pbEaBt Cr ec e paguaciuGPCRs,aj e k|
mol ekul 8r n?2 mechani s my, kter® S2d2 procesy f«

objasniDny

Pro | epg? poshoypiess?jepadarcesRfuc?2 &RaiGuler nal i
proteinu po stimul aci horpmmomea? bkdrmf ofkdgU izt ami
sapli Bhotdh® iTRIFR10Zz My | en® fl uor es.cByll|zn2ingt Pmot e
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g @oaktivacir ecept or petioc b § dAU kan 2j eohdo G y Drrho®etal.nt er nal
1998a; Drmoteet al, 1999).PTvodnnN se pSedpok!| §da&l ¢g,e @eavirrftcer
napl azmati ckou membr 8nu do 20 etialnp1095).Recyklaced st r a n |
tohoto receptoru zpRhtvgngak phs2prgB@&tdieckho un Dk mb k&n
amembr §na pjSé piae dprpaovt dSepboydod ndh a  n o vdookia Hinkkec e pt or
2004b. K resenzitizaci TRFR , obnoven? deah®? cstilmwloasdii, kmTge
pSedchoz?2 VYunHiekten®9B.i zace (

Ve srovm®€eaenasl-R,zajcg o ul RiHordcesy Gua)| ipz @ltred nu mnot
p o ma | Denpotaét al,(1998). D& bg | o pops&no, ¢ge poU.,extpadki @i T
protein downregul oat8.nyl%94) ne mido Rkibucidak G,

tak i G M k jpjichodoventiegul@ci(Svobodaet al, 1996) DI ouhodob8 sti mul a
dokonceo vl i VRUj e guti #t§michucaiTz®&T ch dom®n pahaaz mat i c k
etal., 1999).

26Ef ekt ory spojen® se sigRalizac?2 prostSedn
Vn §s | ehlpogkédpitoB ¢ budoup Se ds thaeyerdy namnhsoyry iefeqd Rtcd |
sesi gnal i-Rac?2 TRH

26. 1 Adenylylcykl 8za

AC jsou Mevngtzra§n®o v pahavakteristinkpustrukturou. Jsout v o Se n ®
N-koncem, dviDma TM dom@GknmemKa §W$ doBdBEKHE §8d8&8 ze (ge:
segment T. TM1 a TM2 jsou propoj eblastidlaaaGllac el ul &
CKonecje dal g2 i robsablUpt? % ndbJU 8ssatvic TC2bay |l @ G 2dbe.n t
100t ypT AC, znaACXy T ovhy ezaf@nmyk at al yzuj 2 pSemhDnu ade
(ATP) na cAMP, v gudAktSizvowenn § dA Q hrl e-dpeopseeiil @ e i tum&k
proteinking8zy (PKA), kter 8§ n ShruedautsighGilmanpr y | uj
1995.

Regul ace tPchbé h&npymbev g2pm opgred mto¥d ccrhi cptowd?j r

(zej @®agUproteiny), ale pravdhRpodobnhN mohou bl
substanc?2, jako nap$S2k¥Fiadntpy[,solbienp mo GE&imi Kibm&z ¢
dal g2 mi j e p Tsnomoduldvab funkci ACI i garad Trne c e p tkotreTrn® pr i m8§
nesim a |l i z ujURebopBmateine P §i2 nmSe p S2 m§ jree g leldayc enocAG § i n
prostSednictv2m nBRkterT chR.| INganpkSP?2 kd iagin ajlei zan & e
ovlivRuje Romeost mlyea apkS2Cme0 | i nepS2mqg modul

tud2 g sejedendreo Gmb?2 zpTopw] en?2 sRgmTaddlzearczem TARE.
Kz2sk&n2 spr8&§vn® bunh| nenicdTlpedintd@ignalizoau rHd vy It d
prost Sedni ct vROn $&8Tdznnld crhea gtdyleTyp6 h BlaVIlj sou p S2 mo
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aktivovs8ny submikr oo Bam@m me olgax It mé dnatl@ian ( Ca M
1999; Masadat al, 2012), AC Va VI jsou ionty C&i n hi b o ve§ al,y200Q; Flancet al,

2008).Byl a tak®nepdkeZ §nahobbf o€d/kamokiindependent n?
pr ot e oufCGaMK) u IVaACI | I f os f kKtypull @/aymanét alM996; Weiet

al., 1996; Weiet al, 1998) Z8§ r ove R exi stuj 2 dat a, ge urlit® t
fosforyl acabpak@ e MKV bv&ny (Cumbay a Waddfsat §2z000u5
kalcineurinem (CaN) (Antorét al, 1998).AC Il, IVa VIl mo h o ua kbtTitvov §ny Gbo di
(Chakrabarti &intzler, 2003; Diektal., 2008; Marjamaket al, 1997; Weitmanret al, 2001,

Yoshimuraet al, 1999 | i nepS2 mo r egethlpl9Fay NeRdoa al.(2B03;|
Zimmermann a Taussig, 199®&aopakAC I, lll, VIII , obvyklea k t i v o A/@aM@solC@® 2

di mer em i n hethla2008;Diglet 4l,[2008;ISteineet al, 2006).

Nej podrobnnDji | e ABH @w.BUuTdeovt on a nrzeygru ljaec e egul
fosforylac2 PKC nebo prostSedni ¢/tp\62 meg@bfes di me |
prost SeRK6set 6 9 ¢ mr y | naal cnh? § @rmdinedtl avcho mMBAAC Il. Pat $S2 me z |
n I$er871aThrl057zC2 d g (B@ et al, 1997ab).Dal g2 pSedpokl §dan§ m?2
j sou soul 8st2 Clb cytoplazmati ckt@,20l@)f®B8yncij edn
Ckoncovich dom®n tak® existuje niGholi BaRablgas e ?
dom®ny je jednak olktlaastl 98%an & -P@tDEle@bhOa8Et KF
Vdom®nnD Cl1lb AC |1 je dal g2 vIiznamnektal20@). on pro
Jsou zn8my ale i dal g2 oMGhboasptoidjpeBdranetiak@8idiu (i nt e

VSadnN studi2 bylo prok§lzisnwjGUgmbrerse @é mt onmroyh,
ovlivRovat aktivaci rTznTch tylpdnCn® NaiprSi2ik | K
exprimuj2c2 AC | ukgzaly, g e 2 tioaty mebo aagoristop | y | cy |
muskari nov®ho recepetalrl@o2 Waanarbtalc habeém) ( CNei st ej
bylo dosageno zvIigen2 cAMP po aktivaci AC typu
receptory maj2 vliv na modtwetah d999).MCo mtze | m@hpma A
sez dt8T t d Toloepgeirtasc ek mezi jednot!|l i vi mi saktyacal i zal n
prostanoidn2ho redtleptrortei scfPRa & gecehpot o €8 s p Sa g
proteinem mBbDn2 produkci CAMP d2zky progia,j en2 tI
2010). Dal ¢g# apramipgoh@&inkzd&c?2, kter® ve visledku
je prostSednictv? s paShag§ eontTeos)iemev Igssp S G nd ¢ h)
receptorT. Nap S2 k| ads radnegl i n?tcehn dfiaiwlorr eohbel magsit ielcehj g n
at 2m tvorbu cAMP prostSednictvzm AC d4dIvFIl osOd

iontT et@st r200nd 3) . Po stimulaci Vi vazopresinoy
sval stva c®v doch&§zAMPabh®ekeste] gént ypradCukted
1997).Vp S2 padhN AC || nmTnjtee graskc® dsoicghn§&leTt pmkSetneSigre,l ¢

kupS2kl adu si gnrl8Inyo hvoeud obulct2 spySmeesr gG st i cky zes?2|
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transmi pSeBnGEddcea, i@Na@) (Letslf i §993) a t2m ps8§de
v®st ke zvigen2 synt®zy cAMP. Na druhou strant
modul ov&na kooperac?2 sU galaGniezza§c\gii sMreadlonuad® ccih  pSe
protein (Tsu a Wong, 1996) . Zvigen2 hladin cAM
dr §8hou muskarinov®hoUr poceopgtedme ms p 2aqd u®leo ps a@
proteinT tvoSenl z PKC79PKAfoBKAdketst2cBhzyg S

ACII

Fosfolipidovad
dvouvrstva TM1 ™2

Intraceluldrni
prostor

4-—SEI'543

7

v. QEHA &
p c2
Cib KF-loop

Ser871 Thr1057

Cla ;'
foi 7

339-360 :

Obr.5:Zn § z o rtnukfuny?AC sv y z n a | ne2ndpnmiosforylad pr 0 s t S e RKICia pro wazbuG b o
dimeruvCt er mi n &1 n2 cHo akiivaain®@ncSecpht o r u  GyplB apjremt®ehion esnoduthci c h § z 2 k
PKC, kter8 aktivujEoaColrylalpeowmd ekiu | @AMEPKC y sou zn §z

lernTmi ¢gipkami . Gmbaz broeug ud ou jnelkfoulnikkcair mMifCa 8Tlahcbhbdam®h §¢
enzymu (vyznal gnoXGaelilyendaenyl ylcykl 8za typu 2; TM1/ T
Cla/ Clb/ C2, intracel ul@raredo padBoletpll, BZ7ghaShen etlal®202pCGhédn y .

et al., 1995; Diel et al., 2006; Diel et al., 200Boran et al., 2Q01.

26. 2 Fosfolipg8za C

PLC jena Vv § p n 28Kasfodies®B/d &l 2|1 ovI e n z ymatabdismuoj en T
fosfoi WosavicdTbyl o identifikoz®raPlgfilkntedg me njgs ar
rozdhDleny do 6 t $2td u(kbt,uron? Vhyoentbhinogg,ipendt ppoy | £d 2
strukturui N-koncowu plextrin homologh § PH) d o Mm@ enloit kEERrdkou, katalytickou
d o m@TMbarelaGk oncovouP8em®oge vgechny PLC katalyz.l
izoenzym m8 svou vliasmhgefphktohboi ¢cofeiubdhmi,
jsouC&'i ont vy, heterotrimerick® G p(sbriuwvkadamur mal ®
a Ross, 2013

Vn8§sl eduj2c?2m odstavci s e budeme P& vat
n e bTRB-R po stimulaci ligandera k t i vuj e pr §v IVrtoecnet ol 9s9ulb tbyypl oP LzC
ge PlL@bregulovs8na pertusis tMarknienal, 1995 ¥ek ki i vn?
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viznam vPl@ifsuljaecji &8t n& Jejch Gkuokntcuorv §-c diclofi | d d m®n a
patrnhD dTlegit8§8 pro di mer i z aclikaewetahe200B;Sifgerov ou a
etal, 200 , je oproti dom®n§m daWaljldetah 200QzH8 ryqvle P LjCe p
soul §8st2 struktumgzivgesat RPuked et mgdeksancomsmi
aminokysektiea88hmgoklu2 hoa&ti vaci GoBErOoKk®yaktal o
struktury koGp!ljeewumPHED| &zu GTP nezbytn§ pS2m!
zt ®t 0 smyl|l ky PLCbHb &UGK wattad 2020l zs bhok dTged s a ma
PLCh mTge fiakgppewaPS§epm®, ¢ge r egtud mtl o 2eadgdycrheami s
podjednotkou | sou an® h eevasatijrajaktali 0)Waen IBjtg2ukt uSe
GUj sou obsageynytei nov® zbyhkaygj inCrksigak seceorys 1 0) , K
tak sefektory Hepleret al, 1996.Po st i muGdchnawmigei ntkavediemy at t a
Tato interakce ogdl iav Rwjmp |l eazbnu akfiedk Lt@btadyr e gul u
idobu ¢Triv&wna (SeBgppiaét &,2009.

NejenGyU , al e i kemmlger &b afsnkcaR Lt CBrSeegsharhkiar e
interakcet Dcdvou viznamnich signal i zabever? cmi om®e R U |
znNk as$ ti kjde 2p atzrprS®,s tviegr reid m2®@spro G b dimer zahnuje kooperaci
nNkall $2ktmo | FlkGBloyk ud jvé aRz€Bn® ot e vklygeN& okmoBmfao r ma
odchl lmotvaEFedakou, | e v a&beob nkdo mp?|se (iKadapBiraskpss,p n ®
2016. Kr omiBoNcov® PHTgwm®nsyoul| §st 2 pwaeguab Pl@h o m2 st
prost Se@mo cdivir®u | § st k a (Baretyat, 2000k \®anggt @l @004
U dal g2ho izodpeymuoPpSkmbPéex@chzalpot Seb2 PH doi
spolu sC-koncowoud o ma® Madukweet al, 2018§.

26.3 Ca&*kalmodulin-d ependentn2 proteinkin8za

Ca MK j sou Ser/ Thr speci fick® proteinkins§:
intracel?il@&mtn cdh Kal modul i nu. &t or@dosfaryaciy j s ou
transkriplNaGK: BwakDlom®@. | i nistimulacgTIRAa Mzp K Sodrea] ¢

ngr Tkercentraci C&i ont T uvnitS bBkRkyamilg€albk@sylmci k §s1 ed
pr ot ®iust & Martin, 1982; Jeffersoet al, 191; Cui et al, 1999. Akt i v €aMvKn §

sep r a v d N pYel dacsegotd®etranskripcet y r e ot r o p n(33Hpa prolakiinm @RLu
(Muraoet al, 2004. | nhi bi ce CaMK §RHg wke i yohvapnegstol akti
(Nowakowskiet al, 1997). Signalizace, kterolRH reguluje transkripci PRLzahrnuje C& a

v 8&pn2kov @ypk (anekrierget dl, 1989. Tento hormonmT grea viercost Sedni ct v
vepn2kovIicH ykua,ngIPT CH moduovat G a MK aktivitu regul
ami nopepti d§8zy P(Farghskt,al, 2002 V fomtchahledg je Rgintd Tl e gi t §
koordinacg e d n o tplr iowvieesdio u ¢ 2 ¢ hb ioods gPRLHRregulad aktivity PP IL
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Jeden nej zn8mNDj g2ch transkripln2zch faktorT,
elementu( CREB), mTge blt fosf or ylkamogulind Sme mde nptrn?t
proteinkin8zu nevyjrizamlcei) ma rpfozn ® i ezJearrialc3de3d sml i8
na bunh| nN&nout yzpnus&. my [Vt e jed@®@earyd s a § 6@ Ms
muskarinovl acet ylcoradykniinnoowll rkeeceeepfiitoorre,gaul Bij 2 f C
transkri p|CREBIPS efsa kotgeer wba tyto receptory vyug?2\
PKCaCaMK, Bbradykininovli regoéptor CREB2pokg2v§g ERI
(Rosethorneet al, 200§. Regul ace transkriplnzctkompkeand |

asl ogitl mrahhoew, ektzarploj en2 v2ce pSekrivaj2c2ch

264Prat ei nking8za C

Tytoenzymy jsodiadg!l $rzZ Thkrnteg®t eji h kfi indgtzeii nT i n
prost Sedni cth2dnr ofxoysl foovrTyclha csek tapriim ojkg/jsied h ns el c h
Existuje d e v Dt i zof(@rbem U AKE d & 9, kt sro® transkri bc
zesamostmdhifilchnch S§edATse do tSpakkupyp daub®ko
pot Sebuj 2 kkea gsdvg® i azkotdiloveaupi® j mo V[ZmbAucnhD| nTch type
Vgechny adptfpodotiigls 2 r ukt ur n2 lkt e h#&rtesgéusNekEbvng® o v ®
dom®rKky n8zbo®c&«v® dom®ny. Re gul dal Inchupkcealed®ak a P KC
propojuje PKC sm2 st em | ej 2 | i plapmoast tiic k 6 o a pr&2nkninad) o 61y 2 d 2
vazebmddcw Trph® posly a daANdy®l ev ajzee bjne®j 2pna r Lknaelr g
katalytickou aktivituPKC. Kt o mut oo bvsl aehluuj e v e -ksot nrcubkvir®ekBrgs tskva®u N

sekvenci, kter &8 napodobuj ep $S2utbsmmpdsathiphlgltimch Ap s e
Cax*aDAGs e Vv 8 ge kdaot am?2ysttiac k® dom®n D a (QuflaNewtdnt Juj e e
2000.

Fakt, Zer PKtCSedkov§g§vs fosfolRWjleacin$Pmoudgi dllo
(Drust a Martin, 1984 IzoformaPKCUj e n a poSinlulecaTRHz o d povRNdng§ za fos
SerBaSer2Bnt er me di §r kefatno QAkitaietlala2@@jnvtlai,v dl ouhodob®ho
TRH m§ za ngsdseia RKCnbPiha U z fr akc edetergertemb i | n 2
nerozpustn® frakce a tak®zzpl[sovbunpaVdIsvhedgui a
toho bPKEUSEmBhelmid it &¢i tregulacirtranskripcevgenu pro prolaktin,
protoge pr8vnN downregul acdevald pbat esemosypt ®PKC
hormonua a k u mu | (Hiley?et a A9S0; Kileyet al, 199). D] i nek TRH na pr ol
promotorjetedyz Se j mN DAG (Kiky 6t al,120) a n § s@ktivad PKC (Pickettet
al., 2002.
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26. 5 | oknatno8vl ®&

Je vgeobecnD zn8mo, ge TRHMekpisok@inmakbi B
v&pn2ku uv nvisakrBci prolalit Y r v i 2 v §p8nz2ek o v ® eo dypywpadld§ n a
aktivad PLC, kdy dochPze wiel Bwzuni&a$n2ch g&kobh§rényl o
Sel.ffrod o zoytdzajlein@®RMBMi mo zjai nneE aklivaci@dka kt i vovanT ch
dr as| 2Kk)kvaingSH Kif mFT®obuj 2 hyper prelna rsindigaifuKic? Rk y  d
i OonNEXi s ttyy CX* Bkt i vovkmin@dHg§pkn2 kem aktivovan® dr asc
vysokou ,vdpn¥kem2akti vovars® Serdag latvionk @wesditgb gt
drasl2kov® kangly pBvbhbembap®t $Ephybgmse nhjakl
napr vnddp® x iTRH (Monkat al, 2005.

PSedpok!| §dzadrohous & z zvd gen 2 i ntracé&liudnngtrTn 2 k
zodpoaktdiSvace PKC pr,osp8ethifiyen at 20pvoHdacBm?® z mNDny
name mbr BylNo vgak zjsegttD®toq f)Baudrtdi@le 19D4aas t ne j(e | 2
regulace by se mokk| a §timilt dr nhp S pAMP @kermanetal, 199). Tat o f §z e
jepravdhpwalominDkomplexdno?pr ov § zeinRk ydveod alnarui ziarch i
vepn2kem aktivovanTch drashr&wl3ahD k&2n£d AT sh vor
kan&zdVvll mentCaipwSes napNSHkan Gkegma n ®c €K® (Haumbr §n N
et al, 2004; Lietal, 1992. K modul aci sv®ho % inku na napRhRSovl
nevyugmUpg ot ei n, al e signal iG &elei jadokicencep2@ro v
smodul al n2 MRk & nkielno z ¢y (REK) (Mrandadé al KR0O08; Earreteret al,

2015).

26 6 Mitogenem aktivovan® proteinkin8zy
MAPKs jsou evol wlprelzi Ko koo tSeeird lTIthmr8 z y kter(
aktivovg8ny girokou ¢glkgVyogi pduhnrfeogu louTjy2lt apreonczeysnyy
proliferace a, diégulaceé agemabdpPilkptd esa.
MAPK uzasf2ar8y If ausr 200gkenzPkoSsdt u p n NPT @pkrt oi tveaj vnakni n §
tvoSa&mnameszkin§zyMARBKRP K kdu iVARK (MAP2K) a MAPK. Nejprve

jeaktivovg§na MAP3K, nejlastDji i nt erfackscf2orsy | mal?
protei nKian§motu® aktikwtugegrs8 MAPLZIKednD aktivuje
nak onzervovan®malknoit valun?TmYsegmentu Kkin8zy. Akt i

c2| ov® vpytomtl aui nnye m@a jS®&d $ e har t2bny tnel3nczch j ejich fun
expresi(shrnuto VKeshet a Segerp20.Pr o zef glkenik vi t y npeSzein ojseud nsa tglni§v
|l leny kBagsh®eyen2 interakc?2 se soubRgnT mi kask &
nar T ztna®k z ¥seafol@lyii ( nap S. mol ekul u arrestinu), kter
oddpPdairjal el nSv ckua stk@&ldiy maj 2 eMdABKyhap&2kkdg byl o

g @o internalizaci komplexu receptorubearrestn@ mohou tyto kin8zy fosfo
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vmolekuleb-arrestin2a t ak S2di t e (EKhbayeamZ14nMAPKmobou eedley
t ®t 0o funkce sl ougit dgaakz®epjraoksd Se@RERRiItWER2nE f B gUNBE
ge kin8za ERK1/ 2 f os madekyeb-aresineSer vd sdaseliipu2 z¢ Tv
redistribuci GPCR me mbr 8§ ny au tvlieudnee nt2a kBar&dimtall 201l5a c e (
MAPK Ize vi §mci t S2dy savcT,nraozedxtlrigaceda!| §6a2 m
regul ovaBRKki d8mayaminotermin8§hkhti konmg8m® poIdKei
(p38/SAPK)Akt i vace |jednot Izigwlicsh oMA P K jnsagr 2elyi egort bvu & ¥ ® m
vybawven gakepept ®ry GapSpjon®i sem se pod?2lej?
rTznTch koim@omeMAPWKn 2kcabsok §sde. t Tl e vIiivu TRH na

jezn8mo, ¢ge tento hormon mTge stimulovat aktivi
z8§vislTmi i nea&\994a)NamiP KGO hnneizc§hvii s1 § cesta by n
v ®s paieas MAPKp o m&k ®2np | e xPalon@®fmedal, 1998)J ak ug byl o zm2nh
pro CaMK, a k @r o MAPK 9pymat®za g& sekrece PRL | e S2

prost Sedni ct etaml994RK4nagaketeah #989)ast ej n N t2a ki TrReHg ud 2adc
prolaktinov®ho promotoru pomoc? MAP &2 IBgfes akt |
k a q @il-typu (Wang a Maurer, 1999kt i vace MAPK signalizace pr o:
bTt i nhi bov8&na dopaminovi m &8 Gpreteirmg@hmiche m pr o :
etal., 1994b; Banihashemi a Albert, 2002)RH indukuje fosforylacireceptoue pi der m8 1| n2 h ¢
rTstov®hkterS§f aktpot Seba pro plnou aktWameatal, MAPK
2000). St ej nN jako na AC doch8zPntpaavadippaiilipm®l T
signg8lndehzB8elpgan®vergence rTznlch sigh@hekPre® dr
buhb® odezvD.

27Us mNDr Rovac2 agonismus

Vel mi mktau §2 §PoveR hodin@madi §kmat ovsansidnm a GP
jetakzvanlT usmhDr Rovac? d&gahbgmosnbbadédlagepti s
mTge tvoSit snpneochiof irclkZincThchkonf or mac?2, tohou. akt.
ligandy n a v 8a&saptougt I3ti gmBI m&z FaisklBayt i na aktus8l n?2
receptoruRTzn2 agoni st Pzn@k@evyiktalziuk Pm k o pniobou ma | n2 m

tedypr ost Sednictv2m jednoho typu promc eipd oswo ta kv d 2|

stabilizuj?2 rTzn® konformadet atelepe ofeadii Kemaku
dan®ho |igandu pro jednu zée odwdwess iGy npsrlont2ecihn yd
b-arrestin.

UsmhRDr Rovac2 agonismus bgPretsddy8&ranal obl ®y
viznam byl temapSPhPpklvacTzuuo®v Hhat abol ity-Omorfinu
Piorowmo§riidnu a jehoj ejevéhismeopbosiit Takti vovat
buN piPeot €i rarrestip, bydo plo t Si me t ariomwnbriint Bacetgtraorfih i n u
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amorfin-6-gl ukuroni d) gpr pk 8% 8 naj 2 -amsestig (Fralichetal,2@11). sp2 g s
Co se tTle usmhDORovadyd oh zljiiggaMhD, e ge odlign®
Yol inek na mobirdviptl @ ztmah o tc K Ba eneDEMIGEON . mor f i n | at
mobi FOR uzveyguj 2-2 mBdumowf bgral,l2006).Erdiverdfind ¢ 2 nav?2c
vykazovapretikeir gnou s ipgonraol vidyBanfifemd®, kiyu ISy dnost Rov a
spbad s e si gnakAMP.aNaproti romindynortinf B cp Sednost Roval \
s G proteinem (LaVigneet al, 2020).V e | mi d %Il e@tiruatjoeu us mPRr Rovac?2 agoc
vz8§nDtu. Mal ® mol ekuly, jako jsou chemokiny, a
prost Sednictv2m usmiRr Rovaedumddkhgdpi smat §egul &V
vregul aciz 8nnbuodipwon®Smih et al, 201§. Ji n§ studie potvrzu
us mRDr Rmagaenisuv procesi nt ernal i zace receptoru pro dc
nab-arrestinu (Xwet al, 2019).

V pS2padh recepyildrplr cstpgSlanjeem mMBhResv a&5c 2 agoni s
napS2kllkadrinmowm®m®m receptoru a receptoru pro ang

aktivuj2 kin8zu ERK5 méphamnéismem nabraStmu jsi ¢ nm

(SanchezFerrandezet al, 2013).A| k o | i zat?m nen2? zn&§m §g8§dnl p§S:
agonismuuTRFR,cog mTge bitj d8nms§m pjeham*i gjeezdeeml agoni
jemogn®, ¢ge i tento receptor mTge tvoSit nhRkol il
si g nh8dram.20b r . 6Rzm&po® rozdNlen?2 signalizaln?2ch

vedouc2ch pSesaflGresbi ejegusavAidedkm alb t r anskri pl n2ch
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Signalizace Signalizace
zprostredkovana zprostredkovana

G proteiny ‘ﬁﬂﬂ ‘ﬁ“g
/o /\

B-arrestinem
GRKZ |
— ) @ )
) :

\
/

b K \ H [ Raf ] [ Akt ]
= ¥ | PKC | b
N P L
p : ( mex | (Gskap)
. -\'\_ l‘ 1
My p-katenin, NF-xB,
: 1 tau, a dalsi
L "
| cRaf1 Faktory plazmaticke
} ! membrény a
|: MEK ] cytozolarni faktory
+ i
'

Jaderné faktory

Obr . 6 : Di ferenci 8l nAktriewiutlaa cERKMA/PK rkTasek Shil. t modul ov§8na

pSE&s proteiny -amekstitm&® BHprost Sedkovanou signalizac?.
pSE6mIUPLCPKC dr 8hu, pSilemg aktivovaMAPRKRap&Bmy 4ktRiav¥ dj
mTge pravdRDpodobnhD aktivovat i dal g2 G proteiny, kter
| 8st obr88zku). Aktivovan8j E®Ka/ 2 kdgslIsedn/4l atstt anid s |roekguyjl

fosforylac2 rTznlch Araeskinfpl m2 @h jfsakit omoT.ek@BYy BTI eg
soulasnhD vgak mohou fungovat |jakoakiigwatitzai®nni8sd ekdfndl
fosforyluj?2 rTzn® substr8ty. Upraveno podle Eishingdr e
2011; Strungs a Luttrell, 2013; Khurana a Bedi, 2022; Vallestial, 2001.

2.8LigandyTRH-R a dTIl egi t ost armakglagic h ¥| i nkT pro f

2.8.1 TRH
TRH je nejjednodugg? hypotalamicklT hor mon,

histidinu a prolinu (GleHis-Pr o) . Je zng8§m pSedevg2m pro SV
hypotalamush y p o5 T 2 &4 n § g | § z lhypotHaleinmepituitaoyshgroid axis). TRH
jesekretovsgn rytmicky a $2d2 tvorbu a videj TSH
aS2 d? akumul aci j -du a-tskekxrexinthoa mbni[j gd & lh ni®C
Yal inky ha®mghBzgtisou vel mi rozmanit ®: maj 2 z 8§
spot Sebu kwisu@jk,u,owlITisuRuwj 2 cel ou Sadu biochemi
energeti ck ®hbaimonetah b 0210i 1s3mu. (TRH m§8 mivmegulagii n® dT
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sekrece daligdmubhajmomnVol Rov Shd, 1971; AKitaekal,i nu (T
1994) a r Tstov ®h etah 280l5n68zahet &, KLB34; &Zaratekrtial, 1986).

OvlivnDn?2 sekrece tRchto hogimokTmibl ¥i§t wsgcg nein o
akromegalii (Zarateet al, 1986) , sel hgn?2 l edvi n, onemocnin?
anorexii a bulimii, sethl2000;,Haney 1900, Ohletad B995).e se ( F

TRH mTge pTE&obinteutak®anamiter dhkyvoew®m gi
syst®mu. Jeho %l mmzZku, stoauk zm28grey, jlaik kvar di ovasku
syst ®mu . VehbekelBt k®mu pol o]l asu ¢givot a, n2zke

“linHPTnasu, je vyv2zjendepdgkPh® ¥dialsz noaijtnt . ana
Na bunDl n® %rovni bylo prok8z8no,-R@eokTRH m§
a Hinkl e, 2004 a) , zejm®na dl ouhodob8 stimul ac:e

expresgch ODR&sII0LOh ov a
PSedpok!| &by ERHp®Y, a zghelDRHRanohl, k r o mNE§ m®h ona RLGi v u

regub v at [ dal §2 efektorov® syst®my a spougt Dt
Gl r ot & ins[s u ppuldikaced ok | §taj ¢ c.2lenpSest o, ge Hinkl e
nak onci 70. l et minul ®ho stolet?2 wvlIiiv TRH na al

bylopoz &jiigt Bhomuligac e BIRHMKgkeeguiaoaktiity AC v ® atto
pravdnhp8e@&lb nply opt ei Bt al( 1P%Pa; DohansEm al, 2001) . Zvigens§
AC byla zjp$%edm2a hyake®f Tvze pot kanelyv Brso z manoa\kal
kded oc tk§ a2z b N edplorVieastudii na oocytechrodenopudb y |l o zj i g-RNDno, ¢§:¢
se pravdRpodobn U neTpgTes osbpeSna, b kkvthevralis i vGesdtee jkn ® s i gn
jako kdyby byl a spdgtt Pnat dA/Qat)a P(LdCea etah 1985 ka G
Dokonce i regulatakvbtevpnpcoaChuRRBobhe| zd8& ©BHt
TRH-R funk!|l nn s Sa Ge n Btaal, B088G¢nemaretal, 1996). V buRI
GH.C, kter® produkuj 2 prol akttivior bddo cchASMP ap rtozsrm ¢
cAMP-dependentn2 pr oétalild7k)iMi §noy | (| @By tsVEIRKhT e spSat
isG proteiny, ki eal®e A#kanmaefaSk@idriand; {Offermannset al,

1989; Gollaschet al, 1993).TRHast ej nND t ak i dal g?2 hypotal amic
mohou modul ovat ht leaddyi noyv | G viRroovtag i, n kta&r § signal
(Paulsseret al, 1992hc). Bl i nky TRH na adenyl yBerwyRll 8 uodpowi)
naextacel ul §rnvelsmign§l pgijtel proces, ve kter ®m h
komuni kace mezi jednot!l i vl mi signsgl n2 mi syst ®n
faktory pSi studiu t akoJéexnp® oi me micElsd? pHEd@i @k

experiment 8l n2 model (bunhRlng& linie/tk8R), na
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2.8.2 Analogy TRH

RTzn® analogy TRH se zkoumaj 2 hl aviRR. kv Tl
Je zn8&8mo, ¢ge nNDkter® anal ogy -RT Rk ¢ ssoaumByelniT n nTIR Hy
Zji gt IFnzok,o afrealogynian 22TRakRv Ntd 3 nme G t a n\adokog Ffiniteu
(Engeletal, 2006). Uasthajta ndaTbgdi TRHjsSachvided g m pol ol
a zanedbatel nl mipo®ldédapetiédmie c¥al isnek w.el\k § pozorno
zkoum8n?2 v k §dtirelows(TAL), jedin®h ahalogt T RH, kterT byl sch
pougit?2 u | id®R2vSE8DHikLEeseamianiTRlu neg TRH a je poy
pr8§vn d2ky sv® wy&imutac tvanby IR Thirtnarsybnamt al.02612)iD§ | e
vkapitole 2.8.4%budky dabktthv gmskmk adetireinnal og T
montirel i nhyalrdgatlkyt3elo ®aatljikoail§iSra evil nalscehn maf 2 vy s ok’
potencsivBBbo gpRongp8vik®lair odegenerati vn2ch poruc

28. 3 AntagoRi st® TRH

Vel k® mnogst v?2 pspcadafammaldti vaae Sepn TncTh f Yaz 2 benz:
di azepinov®ho kruhu, | e-RNeyaddownd Mg g2 aR pabtl akdEr io
tybenzodi aze pisubstituovah ¢ ¢ k ®i kpblédz&Taizh jvej i ch afinita
teplothN (Joel sPavhbeommbopeyehd9Mm9penzodi azepi nem
| 8tka m8 sedativn?2 a hypnotl®|ckkl® aX d tniknye nal npocuhg *
osob | ® deceoglhhv®e z&vi sl osti By | ¥ 8 vz ksol uoneSknyy nva
chlordiazepoxiduj a k &k@tmp et i t i v n 2 ragrocasyrtemaglizae a dotvryegulae
TRH-R. Zdg8 se vgak, g eani viatdrnalizaki,8ahi kdawnregelacr TRFHRe  r o | i
(Hinkle a Shanshala, 1989

Dal g2m z benzodi aMDi)nT Tjod omisd d nc®l e dbddt | v u
kSelrawozxen? sedd®kadsk®e p®RIi e Je ARol vsaez € bSs@ enh?r
pSekrmhay$ft esm pro vazbu daRH.2 mMDIlb e sighoudinhibasat pi ny
konstituti vanl?i takjtd kvd tkuo mp etTist i v-R1Luétalv2@0d)z n2 ag o

284Cytoprotektivn2 a neuroprotektivn2z Y| ink

KromhD sv®h&2umln&t HIPM2 owy vy kcaeznutjre§ | TnRRHM Srve® W
Ssyst ®mu i na periferii jakRd8neseromedwll $tt@ednlli e
TRH z8leg? na tom, jakl ZatypmcriRc EPphhadad bR al
zprost Sedkovg8vsg endoRk ijnem2z ddp mklyd nfiIRHz a TjReHh o n
(Mongaet al, 2008. bl i nky TRH na 1©2ANS haj ®bTul eweltm® zej m®n a
viznamnl terapeP§tz avk{iTv p oTtReHn cb yBlll ®pthD@w mat§inc k T ¢ |
poranin2 etalch¥9 WspdjitbsE a mNSov T mietg,Moll ch0a)n a dal
behavior 8l n2 mial, POOND.TRKE ys € HaravdDpodobny) Sulkl ast n?2
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etal,2009)a m8§ v I i v nap$S2 kl-Matliscaletah, 8008kz k @ts1t o | TRt leir m ley
bylyp o p s Souyislostis schemi ¢c kou Kk ap dtiJoamal]JeqDe.t i 2

Je zn§&m TRHpaes et gelti kT metabol i Barksnap $uklka
dl ouhodob® YUl i nky TRH ovlivRuj 2 (sniguj2)
ubichinokcytochromer edukt 8zy (kompl ex 11 1) wuetal,d988.r ozenl
Vorgs8novich kelrtaai ocyt T TRH vn aeonpzaykmav y ¢ & ®a | a k
NADH-u b i ¢ hi n o nkoreptbxi katcydozhyom@eo x i d § zy IY)kao nzpviTegxi | spot ¢
kys|Kknleweretal,202). Kd Tl egi tTm % inkTm TRH pat$2 tak®
bunhD|l n® bioenergetiky a zetpld20058. pr Tt ok krve v

Jak na bunnR|l nlch, tak i ani m8l nz2ch model ech
(Drastichovaet al, 2010; Kooet al., 2011; Luoet al, 2013) . Avgakajeisvpéi r ol
vyvol 8n2 r&8pxpgt noy fwgeneze bNDhemetalmb2 0881 nPhion
TRH jsou patrnhD z8visl® na konkr®t nzZm studo\
podm2nk 8coh olgii cfkyggm kont ext u.

TRH projevuje® ur o mo d/4l li m8CGWNS obvykle ve spolupr8ci
neur otr gmkmi tfesrolu, noradrenalin, acetylcholin, d
Zej mAna kochpéiaeegrs2 a dopma8nimelt gh2 viEzgaml ivz
kp S2 paptkad®@ RH (nebo jwl h®l bdhanleougrTo)degener ati vn2ch
Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby (Jaworslal et al, 2010)Uk § zal o se, e naps$
analog TRH slel g2 m trvgn2m Y| ilokdmde u z md d e iptovt Tlcan Tic h u
pro studium Parkinsonovy choroby (Zheagal, 2018a)Pou gi t 2 slogaTRH,L-pyich o an a
2-aminoadipyihistidyl-thiazolidin-4-karboxamidi k - daonv®jako MK-771,vedlo kez | ep gen?2
pamNSovich probl ®mT zpTsobengrcht € hovd i maeslgihtt§ nm
t Dchtol @It Swev i ch nedo s tAzhememoushoromusodtiee nT ¢ h s
al, 1989).Neur oprotektivn?z % inky TRH a |jeé¢tal, anal og
20053 b ) , avgak pSes WEhtmeckdaningMusnen? zat?m zce
pravdRDpodobnni o] mul tifaktori 8l n?2 proces, j efr
PravdDpodaobm®urneprotektivn?2z vljeichkCykondsD cphrt oot ol g8et e
modi f i-korce & imiddzal v ®h o kruhu analogu TRH byly zach
vliastnosti, ba d¢gokegé&dobygyPyepdokalenmny a dal g2
et al, 1999).

Co sewltiinReInT ch aneaet b§ &r AINKH/p70lg aanhalog TRH?
gamabutyrolaktongamakarbonythistidyl-p r ol i nami d ci tr 8t (#4109 ovanl
zesipT$ éboemizoi dT na g a s t (Barnsinathe a tBhargéJa,n 1988)t r a k t
L-pGlu-(2-propyl)-L-His-L-ProNH(2) anal og TRH k64d v apnria vjdaddkpoo dN B r
v8ge selekR2vahNzd8d JI&HbTt % innhRjg2m antiepile
endokri nn¢eni s TR &Rgjputetsal, 2009).Epi | ept i f ot mhd® hEBt kai
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patrnmMetlS@mmbst Seidmhicktivien s o dSakeval,T c2h0 1kla)n.§ | K[r o mN
NP-647c hr §n2 hipokp®p8l nschemiokhVym poéhklo20ld)n2 m mo z
TRH a jeho analogy byly tak® zkoem§id§dngho o sv®
pr o p denapeutic® @Dskp §nkovich pealu@dd ( Ni shino

Dal g2m slibnTm analogem TRH pro zlepgen2 ko
je montirel inhydr 8tmethylt50xd-B-thionBoiiolingl]Raybonyl}L-histidyl-
L-prol i nami d t €3} (ODgabaywataet &It 1995NCRjasawarat al, 1996) . Tato

seuk§zala bTt Y% BadDj par amétalTRI2.MNa apFs oBen? NS
naTRH-R doch&8z2 ke zvl gen®muipakampuTROU Hn Ppracetsy |j @h c
spojenl se signalizacz2etah®e6. cAMP, PKA a PKC (O
Dal gdmalzogT TRH, kterl byl testov§n pro sv®
demenc?2 | e -ppr@Zsaminoadipgll-leéunil-L-prblinamid, RGH 2202fParnettiet al,
1995; Parnettét al, 1996; Gasbarrirgt al, 1997). Tento analog Wazoval v 1T hodnRj g2 v
neg TrRHznbechhavi or §I(Drdgochal,t1899.Zel&@h se, e RGH 2202
kognitivn? schopreta,t i 19p6t)k,a ndldet Mie a@aci antnfevyk
interferenci ani HPT o0sou, ani se s ed&alel996). jpk RGHa2R2,i nu ( F
takTRH, dok§&zali i nlyivimo aato uananke-sietain200t u v
Azetirelin (YM-14673, N alfg[S)-4-oxo-2-azetidinyl)karbonyHL-histidyl-L-prolinamid
di hy dra8t®i,nnT anbyognomMRHbTt vyug2vegn u paci el
degenerac?2, neboS -btydyi pk® kBlziEmky j e hmodealtdov ch
(Matsuiet al, 1999. Vzhledemke s mp T s o frai¥ufP i nkndno genn? ¢ Kkjsaapi® i d T
povag@gov§ny azka afredhepdtobgic k T rciscl2epdip o r a n N,MdhILE N S
YM-14673m2t upl atnhn2 tak® pSi | RBaddnl1989; Puniadtraht i c k1 c |
1991; Mcintoshet al, 1993.Pod 8§ v § n 2 azetirelinul ®!ebwkr§aak@thcz
c®vn2ch onemocnlxner, e presi lo®@zzennintk t 8 i(Marsamdtoetnal, 2
1990; Yamamotat al, 1991).Tak® t ent o analog zIlepguje kognit
Alzhemer ovou chorobou pTsoben2m na cholinergn?2 s
dl ouhodobou potenci azcm? rbRyo vngqmia Imyshibarast 41s1992o n ® p Sii
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3. C2]l e prs8ce

C21 VLiv wvybranlTch sign8l n2c hreceptorlek ul

vpl azmati ck® membr 8nh

1) Charakterizace TRL bunD|l n® | i ni e
2) VIiv TRH na I|I-Rter8ln2 mobilitu TRH
3) VIiiv vybranlTch sign8ln2®h molekul na | ater §

C21 VIRiiv vybranTch sniagnf§dmklch? motlaewk usi gn

receptoru

DVIiv si RNA inhibice vybranTch protebuonTfhRdn®RH
linii TRY -1

2VIiv si RNA inhibice vybranTchtpaot eb@®fimahk®RW
linii E2

3) VIiv si RNA inhibice vybranlTch proteinT a TR
4) VIiv siRNA inhibdiigendRibaTeRriHitchaelotleg§miT2 ak on
5) VI i v [|I-RnmpaxprdsTERKIRI Akt

C 2 | Vli8 aktivace TRH receptorunar edox n?2 hoy, ovhn @aw8 mi t ocho

cytoprotekci
1)Cel kovg8 antioxidaln2z kapacita
2) VIiv TRH a TAL na energetickl metabolismus

C2 IRMl:-arreftinuvTRH receptorem S2zen® signal.
DVI i v i ramestibhuinese gmal i zaci mal Tch GTP§z a MAP ki n
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43Pod21 na publikac?2ch epauadint2] cphr §creo seps §n
1) Moravco\s, R, Melkes, B., Novoth, J.2018.TRH receptor mobility in theplasma

membrane is strongly affected by agonist binding and by interaction with some cognate

signaling proteinsJournal of Receptors and Signhal TransductiResearch38:1;20-26.

Provedlajsemv gechny experimenty t1T k8&¥ia2 se p
vgechny estoptelinii ameanltyzoval a z2skanpodatal apSk

na seps8n2. manuskrioptu

2) Dr ast i cthrowlBal ,&vNqg v ®RtORTArrestn? is critically involved in the
differential regulation ophosphosignaling pathways by thyrotropateasing hormone and
taltirelin. Cells 11:9;1473

Provedla jsem experimentbsun D] nou i ni 2, pSipravil a
hmotnostn2m spektrometr en, paSnapl8ylzidavdani2a tjasbeun
agrafyprot vor bu fin8lpéadhl eba 8z&dm se na sepiso

PSedklpfibdri®&ace, na kterlTch je zalogena tato d
nNDkolika vRdecklich pracovn2kT. Autorka disert a
pS2sphNvek je vige rtozmpseéann§ wemil uaust obBh| § s20.u s

T2tmo potvrzuji, ge %Wdaje o pod2lu Mgr. Radky

odpov2daj?2 skutelnost.i

,,,,,,,,,,,,

V Praze dne eéeéeéeéeéeeeeceee.
doccRNDr . Ji S2 NovotnT,
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5. Metodick8 | 8st pr8ce

510Mat eri 8|

Opti-MEM m@®&ium, Lipofektamin 2000a Lipofektamin RNAIMAXby |l y poS2zeny
Invitrogenu (Carlsbad, CA, USAY g e csiRNA/od Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA),
fet 81 n2 bovimn?pla®rnurk @EFBS)k ulod TherraocFishewSgientfit n T ¢ h
(Waltham, MA, USA),os t at n2 emejmi KEd 3 ed odSigmapAld®@h (BtiLeuiso t N
MI, USA).

5.2 Tvorba budADI n® | inie TRY

5.21 Konstrukce plazmidu

Pl azmi d obsahwj] 2bcy2l TkRHnov&n porRo(Addgenee kt or u
pl azmid | . 13033, dar od Douga Golenbocka, U
Worcester, MAUSA)as e k vence DINg TRH-B (Bputce Biosciencdottingham,
UKL.YFP tag by l-kopeSsehyengedRR nmmomoc? standardn2ch te
biologie.

5.2.2 Polymerg8zovg SetNDzov§ reakce

K sekvenciTRH-R byl y pomoc?2 polymer8§8zov® SetNDzov®
DNA odpov?daj Pofutor¥akdd yv e kptotitigh-Fidelit® 2x master mix (New
England Biolabs) ed not | i v® s | o ¢ kppdleRilIRy3.byl y sm2ch8ny

Tab.33Mnogstv?2 slogek piPBRtovanich na 1 reakci

mnogs jednotliv® sl ogky

1ng templ 8t ovg DNA

12, 5 . Q5RHigh-Fidelity 2x Master Mix

1,25 10 &M f or WaHCAG TEGT GCTEGA ATT CAT GGA AAA CGA GAC AGT
C-3E

1,25 10 &M r ev (GrESA AFCITG@MAQA ATT CAC TTT GGC TAA AGG ATAC
3E

Do konel n@Mhodedmlj Fefdruo if € = du. v o d

Reakce termbcyklera(BiaRad)z a p o dumv2erdeckitabuichd. v
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Tab.4Program nast aVWhemblCytler pS2stroji

program teplota | as pol et
pol §teln2 de98 AC 30sekund 1
denaturace 98 AC 10sekund 30
nasedg§8n2 pr 55 AC 30sekund 30
elongace 72 AC 1minua 30
z8vNDrelng ex72 AC 3minuty 1
ukonl| en? 4 AcC P 1

Amplifi kovanigozONBWékwanlgar - z o v @00 V,g30I minut)
aseparovan® fragmentet hiidiuwam i Zonomin®u .poVhoslkPednl
ngsl ednD pr okitu DINA Olean & Gomoertdrator (Zymo Researdtvine, CA, USA
aby | kl onov §kFusiof o k2 ohmvac?2 ho ,Mputai®view,CA)Cl ont ec
100ng DNA bylos m2 ¢ h&mg liner i zovan®h o2 veeFdddxHD Emzyme
premixuareakce bylalop | n N1 & vbbddou. SmNs byla inkubAC8na po

a pot® um2sthDna na | ed.

5.2.3 Transformace a sekvenovs§8n?

Plazmid(1 ng)byls m2 csel8MOc lké mi c ky k dmikdteean t8dXhé@lc h b un |
BlueE.Col)a ponech&&n 30Snmndisn ubyviyas tph e d 4@ A e dobuo t N
45sekundan § s | ieldmddd u P minuty nadedthoa p Li0d§uEdBerthni (LB)ym®d i a
byl a smhDsmpomhachSepabdenu. pSMNB87bylCa rozet Sen
pSipraven® L Bobasgashrug V& 2p lscetlneyk | nap SaA@Bi7pbboetc k §ma
inkubovat pSes noc. Jednotl|l i v® &mpiomiilei megrmy( % at
a inkubov8&ny na t Se@alDBNA piBelsa niozo IpcSvi § n3a7 p o mo
Miniprep kit (ZymoResearghrvine, CA, USAa j ej 2 sekvence ovhDSena s
PS2rodovRNdeck® fakulty divenageDNAi ty Karl ovy, Lab

5.24 Transfekcea sorting

BunhDIng |l ini pNPHEKRIBO dbyd aEs mo@iufDMEM) Eagl!l el
obohado®®®nFBS pSi 37 AgCPrao 5t aonbssfaehkimzéa@egb y | y b L
do24j amk ov 1 ekm @Suktoinlf | ue nciyrterkaonebfi enkaonvt 12 DNA (v i
kroky) p o mo c 2 Li pof drivirogemiCarlgbad2 OMp0o d( e doporul en?2 od
NE§s|l bdhpP ibulRklyovE&ny se selektivn2zm @Bmgim)i ot i ke
po dobu t@tohtet eémPgaRshndlBs byl a t S2dhNna pomoc? pS2.
sorter (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,USAu | t j e d o ® tbuniDkT @l dobu 6 t
byl o i dent i f znkiocvhgn op pdmak@dotin@id n ®s k opi cleatimanal T zy
PCRa | ekt r ofsaraentoiveeknl2 nm -Revxypbrnespev hToRIth Dj g2 k-l.on a o
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Kvaltat r ansf ekovan®ho receptoratompSanomnhND&enaetul

intracelul 8rn2ho v8pn2ku.
5.3Reattime PCR

5.3.1 Izolace RNA

BuRky pnh6&jtomlanw ooh dest i vknd RNAzZoBRTI(Moleculgrz ov § ny
Research Center, IncBu n Nly a B td Tokyl Is thh O b0 | sOldinkubovg 10 minut
PSi pokoj . N§®|I d¢dmpdwt Qe n0DOgipb dapa Erhi npuSti bly2l a odstr
bunBDl ng debris a 1 ml vzni kIl@lhsopropangu8 mPDat byt a b
inkubovg&na po dobu 10 minuitf pdov HPadkgop Bibu®1 2 e p |
10mi nut . Vzni k|l T pel500 beyll 7 5%Mmndt asm?lcBO8ay sent r
podobu 3 minut. LigthRn2 peletu pamoetsl edanhobpel ke
resuspemdogslEnkiE§vavan®Rubodyn po d6OBCL i5s tnoitmaut
akoncentrace vyizolovan® RNA byly zjigtRDny pom

5.3.2 Reverznz transkripce

Vprocesu rever zRNAp $ e mdo&DiNAp opncoec 2b yHiagh -Capaci t
to-DNA kitu (AppliedBi osyst ems) podle instrukc?2 vpodeobce. .
tabulky5.

Tab.5: Mnogst v? sl ogek pi petvevamizcht rmaxskrirpad&cipomoc?

RNA-to-DNA Kit

mnogstvzjednotl!liyv
2 €g cel kovg8 R
10 ¢l 2x RT Buffer

1 ¢l 20x Enzyme Mix

Do koneln®ho objemu 20eeli. doplbuNno Anucl ea

Reak| nbylsanDsnkubhdh@ §ma ¢&Sbhu 37 hodiny a pot®
zahS8t2AC maob@®5 5 mi nut .da&®ISEdm plorugk u 2lny lva vzni k
p SHA C.

5.3.3 Realtime PCR

Vzorky c¢cDNA byly ampdMdn kGegeyEypmessi on A
sondu pro detek@RH-R (Invitrogen)n a p S2 st r o i Inktrungeh(Rathe dMbleculaE 4 8 0
Systems, Inc.)Sou | as @ hbynluy y kontrelg ahavikdnt ami naci pSi [
aRT-kontrola.Po| §t el n2 denaturace prob2hala pSi 95 AC
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sest Sdermturace 5i 95bAC1lBoseaund a amplifi klakoe pSi
vnitSn2 &ponuogiotN& e b ¢ khagenl :n 2MAX, ICER, HPRT, SRB.Z§r ov e R
byly pomoc?2 decDNA kestoj@pisot adelhBidizRej i chg skl onu
k al k uPFb wo8t RGR reakce

5.4 Ligandy
V experimenechby | y pougi tTRH-BEyaTRBoai $SAR. Jednot | i v
se ligily koncentr aceM |Inegbaon dITO ekM.e r Bk downh&n yb ubNyt

akut n2 330 mimutinkubacél Ahtagonista TRHR mi daz ol a nk doryd e rptoruajd 2t ¢ |
10 e Mnebo1 00 (EWgdy o S&d vygg? koncentvp&Seépadbg |
soul apn ®kgonisty a antagonistpy | 'y bg®¥ey prve i pSabowmBogt v
midazolamupo dobu 510 minutp Sed pSi d&§n2m agoni sty.

5.5 siRNA inhibice

Pro sn2gen2? exprese jednotlivIi-Bhbpltatpoodgit
metoda siRNA inhibiceKt o mu t o byl&ivaehautechnikdipofekce pSi kter® tra
reagencieLipofectamine RNAIMAX (Invitrogen,Carlsbad, CA v y t v @StMEMvm&iu
|l i posom a obal?2 tak danou s ijRNA cxperime®ppy | 2 v
buRKkwyl tivovamgf alkov &ankod c H2jamkod ¢ hebo 24amkod ¢ h
dest ISk h podle dopdrahshéekovam®ckbuRKky byly expe
2dny po transfekciHI adi ny c2lovich ighibiot eibryTly pomosi RNA
pol yakryl ami dovououge$2otvoomn oeslteik td od (GDSRRGE | f §t u
aimunoblotngem( vi z. Taa®lud ) ka 6sengamr Rge¢eh poudgitlich si

Tab.6:Seznam pgRNAiI t T ch

SiRNA(l i dsk®)kat al ogov® |siRNA(potkan¢katal ogov®
GqU sc¢35429 GyU s¢45998
Gu1U sc¢41740 GnU s¢45999
GU s¢29328 GU s¢41757
GU sc¢105382 Gh s¢41763
Gh sG41762 Ghb sG41765
Ghb sc¢41764 b Aflr sG-63298
b Aflr sGc29741 b A®R2r s¢63299
b-Arr2 s¢29208 PLGD sc270424
GRK2 sG29337 GRK2 s¢270408
PLGDB sc¢36266

cavl sG29241

RGS2 sc40659

Rab4A sc41820

Rab5A sc36344

kont siRNIANn 2 sc37007
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56PS2pravgprwzerdlkktroforetick® metody

Bun D] n ® Wylusklizemyrvey f o s f §t @BSELAEY, 99 mM Nadl, 2,67 mM KCl,
8,06mM NaogHPQ,a 1,47 mMKHPQ)cent ri fugpo2 db800 1 0p mettoshut p Si
Universal 320).

Pro SDSPAGE byly DbuRky n8shedowQ@Qenezabpemdougn
(250 mM s a ¢ h28 mM ZI'esHCI, 1 mM EDTA a 3 mM MgG, pH 749 obohacen®m
oinhibitofgspavbge8gCampl ete Protease-AlbdrcH).i bi tor
BuRky byly homogeni zovtafyl mrmoJV &hdar lzaamopgoeungii zt &t o
podobu 5 minut a vzniklT homog8@gE,t oI minBwstl e d4
(Hettich Universal 3200 Vzor ky postnukI|(EBNSjbyy pSed upoumat &r
zamragerkytw®wm dus?2ku20a A&l adovgny pSi

57SDSPAGE e |l e k aimanbbtotin® z a

Vzorky PNS ( 20 ¢g¢ pryotyeisnoll)u lhialeimand v $rioy purwo r K ov ®1r
arozdNDl eny na 10% pol ykaoknrsyt|ammibd édnpd2ddbdp $fe b leicdn Ip S
lhodinyspougi t 2 m a {Peoteantll (BieiRad, Meroules, CA, USAN&8s | ednD byl
proteiny p8koesneanyniztrocel ul - zovou me mbr §nu (
Buckinghamshire, UK) zpokambtua rnit nrohdoi npya p BMe2mblr
obarvena Ponceau(®,1% (wWw/V) v5 % kysel i n occotgoy®glildvd vpno nor m
pSiodnocean2d§8l e ulogena do blokovac?2 h®pufrutozt oku
(10mM Tris-HCI, 150 mM NaCla 0,1% Tween 20, pH 8)(ha 1 hodinuD &8l e byl a membr
i nkulowsrnpHMesA@Scs lagnTi mi tpdiSm&Bend mampvgech po
protil 8t ektabpybe7.zobr azen v

DruhT den byla membr8&8na opl 88chnuta desti/l
protil 8tky a 3x -LTOpwmimnem. pPom®t by [T &Senkeumbdr 88rnnaz |
protkbBjugovan® s k $etimouseNXA9BE rantixabbi BA984Y, ob N
GE Healthcarepo dobu 1 hodi ny a n&isutTB8h NDp wfprDé m.p r lomky u |
membr §ny se substr§tovI m rToenoBiscrenscigntic) poedob8i gn a l
1 minutypSengdnod kchemilumini sesnlabihm? sphoduk
sestabilizoval vyzg§Sen2m kdeheropes@®ec? af oUv gt alin
flimu(Agfa)af i | my byly mnsémd®Dm¥ygyvobs&ni vyvol 8vac?2nm
Vyvolan® filmy byly naskenovs§8§ny a z2skanl si g
ImageJ.
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Tab.7?Pri m8rn2 protil 8t ky poudgit® pro imunobloting

) mol ek ul

protil 8t ka kat al lo3y ® specifkace S e d N n hmotnost

(kDa)
Akt 4691L kr§lil2 polykl 015000 62
(p)Akt (Ser473) 4060L kr§lil2 polykl 015000 62
b-Arrestinl (E274) ab32099 kr&lil?2 monokl| oh:Z0d00h 2 47
b-Arrestin2 PA1-732 krg8lil2 polyklon8l n250
Catalase (H300) s¢50508 kr8&8lil?2 polykl 012000 60
Caveolinl (N-20) s¢894 kr&8lil?2 polykl 0110000 22
ERK1/2 (137F5) 4695 kr§lil2 polykl 012000 44/42
E‘FI)')hErZR(};Z}'I/'flr(Zlogé'?)GZ) 4377 Kr§lil2 polykl 012000 44/42
Gy11U(C-19) s¢392 kr§lil2 polykl on8§l n240,43
GU -7 sc-393 krg8lil2 polyklon8l n240
G1.U(D-17) sc-394 krg8lil2 polyklon8l n243
GU -20) sc-391 krg8lil2 polykl 012000 41
GU ab235956 krglil2 polyklon§l n246
Gb; (C-16) sc379 krgpollykl on8lI n2 prot 36
Ghb, (C-16) sc-380 krg8lil2 polyklon8l n236
GRK2 (G15) s¢562 kr§lil2 polykl 01:2000 80
PLChH: (R-233) s¢-9050 kr8lil2 polbykl &@mn&lan?2 150
Rab4A PACO0018329 kr 81 il 2 polyklon8l n224
Rab5A CAB1180 kr8lil?2? polyklon8l n2z20
RGS2 (H90) s¢9103 kr§lil2 polykl 012000 24
SOD1 ab245352 kr8lil?2? polyklon8l nz25
SOD2 (FL-222) s¢30080 kr§lil2z polykl 011000 25
SOD3 ab83108 kr8lil?2 polyklon8l nz25
J\?éa[arii)k(aigfcso?k?gi?m ab110413 myg2 monoklong&ln2 pr gg 30, 40, 48,
TRH-R ABIN1536075 kr 81 i | 2 pol ykl o01:1000 45

5.8 FRAP experimenty

TRY-1 buRky byna mmiasskayz esney skl enDBDWER mBrdé m a p |
bez f enol cbohacefin® 1096eFB3Y p S 2 t gemeticimug0t8img/ml).Vp S2 padn,
gbyl mnNSen vliiv jednotlivich protei nR by astn?
buRKywlmdep2ttansfekovsgny pS2slugni mi Bdes®NA a d
minut pSed samotnim mhNSen2.Mi kybgkdpi en®gi al pISi I
provs§dNupghBe mAn®eA P i 584k €OV e r tkoovnafno&kng | n2 m | ase
s k e n o mi&kroskopu Zeis. SM 880 ( Car | Zei ss AG, Jena, N m
DICHl CapochromatickIm objektivem a CCD kamerou
Ober kochen, FoNIDnveycbkibl)e n 2 probNh| paprskemog@m\SenT m |
argonowoV| h @y @38c BIK mael00%s & hak r u hoblast® | az mati ck® memb
(o prTOm)r pS2 | ehl ®alya ®s kly D INK azahtnoval® pvualiNGTs 3 @ @ nr@s
navr 8cen?2 pfol ufoorteotv&eBniti@estence recovery after photobleachbydd
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monitop&vsE&maé zk® | ntadryz inteth alsd Se/ral ¢2 % iptengity c e n 2 f
pougit® pr Dor@&ukhnNbghy poS2pradsyy vlkekéooN§n au 5
500 Hzz.Pr o moni tor odvi&n2r i bmPBny fYuorescence byl o p
150br 8zkT a ihned po fotovybDhDl eh®r cdvaavigelEyWwNDpo s o
experi ment u amezitazalkev® Buor&ocence neboli fluorescencevk ont r ol n?2

oblastj a intenzita p o z aadjéjich hodnoty byly e d kvantifi kmpagdgiftlyuor
knormalizaci Do hodnocen? bylo zahrnuto pSinejmeng?2m
Provypol t en? pr ocent ulglescéncebhyold npoygint8vvaouec: n
(Ibteach lockg)/(Iref T Ibckg) X 100, kdylpeachr0O d pOov 2 d8 i ntenzithD flcjer escen
intenzita fl alegopdpoehndEfluggescereedd ® nt No | Kyantifikkck a st i

byl a provedena poméRagsonmamiketgly2aldhu kdes yoFyRIAWP j ednot |
normali zov8ny a z2sk8&ny hodndgD).yPrpro¢enbpowll eoto]| &
pougitDvzoy#24 kkdy ¥ odpov2d8 prTITmhDpuevygblrkah®s v
ngvratu fluores@dn de .l adpaobmllena vilrsalkecden ® a pol §t €
podle vzorceM: (%) = (I - Ibieacho)/(1 - lpieacho) X 100 kdylsod pov2 dg§ maxi m8l| n2
i ntenzit D lfedndd cer e sncteemcze taa f |l uorescence vybDl enc

50Kul tivace bunRlnlTch kultur

Bunnhl| nERYILi mi ebunlEl2n § HIEIKRiI98 beRElyi mujazdd ndl o
izof or mu p o t-Rixby} khwl tTiRHDMEVIns 10% FBS a geneticinem (0,8 mg/ml)
pSi 37 AC a. 5% obsahu CO

GHlbunD|l ng 18i2ni & | (0@GU n?2 kmen n8dorovich bun
kul ti vida BB mBliu obohacem o 15% ko Rs KBSpsS®r w3nT aA C2 ,a5 %
obsahu C@

510MNSen2 v&pn2kovich odpoviDd?

Pro mRSen2 v8§pn2kovich odpovhRd2 byl pumwRky
byl a skl 2] k aL-lypireim)avpe2daa mgoV ¥ c h kenesentiadi R®@0O h v
bunDk/ jdenrirénafekaeKont r ol n2 n e b o®sikRWAKon@nhtrag 10\pmdb r a n
bylys m2 yls®n 3 Ol |l i pofektam2znu (Li optifMEM m@&imi ne RN
ai nkulybvf nnut pSi pokoj ovl®& ptiedpol vo& IK. o mfzl neixkyl @b ysliy
do kagd® jamky obsahuj2c2 1 ml DME M. Transf ek
pozdnji

BuRky na skl 2] ku @60imy NaCh 2,58mMKEIulmy CaglhM e m
MgCl,, 10 mM gl uk:-za aabhabvennMSHepesps2AMpdb@MM) Fur a
jedn® hodiny pSi pokojov® teplothDR2AFMoa®s bt lykd
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byl o rozdhRlenozZhago®kol $ kil 3|t 84 plk yd.tyS 2ppokuyg i & yn an el
znichbylonamNSeno mini m§l nN 30 bunhNk. Kagdl pokus |

Skl sbuBkylogot ®2 stpdfrupod i nvertovanl epifluor e
Ol ympus | X 50 a bylyiochvaaekaBsi€ip SkmbDhpowl ch
d®l k8ch 340 Kmanj da&b yA8 Ozjedenk 8 n s ShmkmKy f llylgr escen:
uchovsg8§ny pro n8slednou anallzu. iPot eondzeil tt e @ i s
fluorescence S i e34@38anra. c i

Testovanl agonista byl aplikovsgn v 10M ko
kbuRk&mMoba pTsoben2 hormonu spSapadln miurY) k! ibryil 20
zji gSovs&no pTsoben? hawup Hdpad pbylErRcobmild i § a S30 e
publikovan® visledky p Ostaopédfal,20089.PSi TEMopongshbed
aplikac2ch | iog@anmdwm2by lpyis\BRENpm TREh Enym@di wr | it
bez TRH (TR¥1 linie 3 minuty, E2 linie 5 minut), abyldai na v 8pn2ku kl esl a o
“wroveR, a pot® byla opht apl-1likiopu dbudl0spgreeF2n§ d§v
linii po dobu20 s).

5.11 Detekce I metodouHTRF

Pr o nihdirelRvbuRyé b o uneGqkKIT(Cisbio,Franciekt er T m byl y
mNSeny hmydmasitoh-f Ds f §tmetabpliuPs. Tat o met otdchnolugieu § 2 v §
homogenn? | @baresdencdHIRF)a gjeen z apg Dgremsau nener gi e me
fluorofory ( f | u or erseczeonn anr?| n 2 pSenos Spealkomdetei, W, FRET)
produkovanT mnkal Rkdi2nakde@or'o vazbu na -Ipwkotyiplt §ttku
(dononlJ est | i e zchd)] dken aMae m®toa i Il Bt k u, domoru earakcepor se p S
a je mogn® defTekbdbvasi gn§hsje neapeSZomw ¥mDrnl ko

E2 b u R kden thaysfekce nasazeny dejlza mk o v T ¢ h kodcensracii5008k v
buRek/Dvacetpnrol.kont r ol n2 nebo konkr®tn2ch vybranlec
| i pofektam2nu (Lipofeceaim n6IMEMIPEidAA Xi nRkeuabgoevnstn)o
5mi nut pSi pokoj ov@ itpeipdoovt@ .k ovnzpnli ekxl y® bsyilRINAp ot ®
obs ah un BMER. Dva dny po transfekdd y | y fozaRenydo 384 amkov® dest il
vkoncentraci® 00 bunBDk/ j amka a phNEM hng@&dyi u ad bys?a dwjaz ad?n
a antibiotika, aby mohla zregenerovaRo®pbgkwmat.i
buRky prosanjototuy a nnan d sy v2 | P

Stanovelbylo provedenp o dl e protokol u pnet aaddkewrietha meée b
DMEM s 1% FBS bylo nahrazeno 28 Ol stimulaln2h
agonistou (OM  T,RMHminujvnep S2t omnost i antagomisp(10O$? n e o 4t i
midazolam). Vo S2 padhD, ¢gev lbiyd o bRy IsioggdrmsnD, TRH b
10 minut po midazolamwSt i mul ace bunhNDk byOmozaktanw&hma2 pSi ol
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antrIP-k r y don®ru)alP:-d2 (akceptord S e d D niTycza lvn 2 m  p wfyrl uy. nBessl teidlnk
pot gfye@dinkdboe npyo dobu 1 hodiny pSi pokojb%® tkpl o
HTRF96) amkovich destilk8ch (Cisbio) na readeru

(Implementation of HTRF on Tecan Safif®.Pomoc2 Tecan XFluorbylaTM Saf
povedena dvhD postupng§ mRfeon2 empSi KFrgyopv®t d®hCc e
specifickl signgl pydefwantgh| mkcephov&md®l ka by
Visledky byly o M E d SteMoht pakdvonp f |(66962CB s cenl| n
akceptor/donor)p o vy n§sltlend ddelPremn2 opelzatdzpoaadR pr
normalizacidaty § mci porovngn2 néy§viyslpldpd he te xhpoed ni onteyn t D
kter§8§ pSedstavuje rychlost p&eamTa® hodneta blagi e me
vypoltena podl e n8sl®dEyjpoaho iwnz emaamldlr Dieziotr&knu#Fi
pozad2)/ pomBRDr i Kohcenrare|Pvk@agzd®d?2 ex peGF 0 .ment u byl a

zn&§mich komkahibmakni®h kSive

5.12 Detekce cAMPmetodou HTRF
Pro mnRSeAMPvblu®dien byl p €58 dynamic kti(Gisbia; RArdnéle).

Tentoki j e zalogen na stejn®m IP(vizkapitblp5al).Spakdv §T ge
vpSenosu denorewt oing 0z gnScAMRkdrly pt §t @ akhaépm®r c AMP
Hladinac AMP byl a mBZbewnmal]|jng8l0 d@anh u n I tak ja@Hik a )

bun D] n ®120i0©®i ib un N&AnpvadmWoapjovede podle protokolu praadre r e nt n 2
buRky. DMEM s 1% FBS bylo nahrazeno 20 Ol sti
stimulace agonistou @M TRE&M TI.AAminuy . Sti mul ace bunhRk byl a
10 Ol monok!| on SAMPK r yrpd t§it | §(tdkoyd2o@kneteip o ctAIMP Se d D
viyzalnzm pufru. Desti|l ky potagen® foli?2 byly
MRSen2 byl ob2priccvhe Ak owBch dest i | k &S@mifBMGa r ead ¢
LABTECH, NWimelckdRy byly zpmpdepwudimy.detejkrecrR jl #ko

5130xygrafi c k®anoven2 spotSeby kysl 2ku

Kontrol oRkm@WDb IbuRKy hipia b-asréestRIApri mces pops§n
bylyovl! i vnhDnylnebgkdie MFRHynebo TAL)po dobu 30 minut, ce.
p Q250 rpmpad obu 3 @5 n Ui Seedikomcentraci 8 10°ve 16@ z bhar v ®
DMEM m®bhace®@holmM pyr uwmt gl L%k -nmMuglutamin2(pH 7,4).
Mitochondri §l n2 p$39i xyarjpeadnkb @ Gr onbbSeonsa | nstr ume:r
charakteristiky | i nnmst ochondri 8l n2ho di chac2ho SethNzc
pSidsg§vegn2zm | §tek ovlivRuj 2 clackho riTnzhni@ iftldzre soyxnitd
pougit oL & § dkamlyonylkyanid prifluoromethoxyfenylhydrazon (FCCPL75 nM)
jakoo d p S a h u j .Aatitnycin A (hcoM)o rn § m ishibici kodplekulllka rotenon (£ M)
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k inhibici komplexul. Ze  z 2 k & hlwl@stanoenab a z § | n&respirdej d mivt olcmo ndr i &
Al eaki, maxddi8dmecz2kheaop aXdttNDzce a r exzPRatavoyl@ mi t o
zpracovsg8§na programem DatlLabb5.

POmoc2PASIES a i munobl otingu byla provedena a
a baz§l n2 r eafp ®mesta®veMidpresa Xtra Oxygen Consumption Assay
(Agilent).

5.14 MitoXpress Xtra Oxygen Consumption Assay
Baz8l n2 r espir acsanobepMitaXpress XtearOaygep Gansumation

Assay (Agilent) zalogen® na Tselakdk u Mnaloexkpu lecsvs]
doch§gz?2 ke zh8&8gen?: MitoXpress Xtra kysl2zkem a
vmnDr nl mnogst v?2 extracelul 8rnzho ky,sokyggehu ve v
consumptionrate j e ur |l ena zeozsbDgnB8luowvepecdgmlDmauh | asu
nasazenyk oncentraci 60 000 bjuannikko vd cc hl edremsa sit| [erkn Tac h
TRHneboTAL (obavk oncent rppccidabw MO mi nut. N8sl ednhD by
Ol |Jerstv®ho B®®dMata XpSiedSnoeh@Gens. Vge bylo p
oleje vytemperovan®ho na 37 AC. Z&8roveR se vzo
provedena peadnitRE YtimeéDeabl ved fl uorescence) i fet
BioTeky ner gy HT a Genb5 programu podle doporul| en?

5.15FACS

Mn o ¢ étraceluBrn’ch ROS bylo u GH1 buk pozorogno s pogit2m fluorescehn?
sondy 2,7dichlorodihydrofluorescein diac®t (H.DCFDA) a piTtokow® cytometrie (FACS,
fluorescenceactivated cell sorting GH1 buky byly ovlivnihy ligandy( 1  ERW nebo TAL,
30minut) a/nebotert-butyl hydroperoxidem53 2 0 teBNP, 10 minu) a barveny 200 M
H.DCFDA p$ 37 AC po dobu 30 minut. 8ledrdbyly buRky trypsinizo\gny, sklizeny centrifugatc
(500 g, 1Imin, 4 AC) a opBchnuty dvakgt v PBS. Vzorky byly analyzdny na piftokov®n
cytometru BD LSRII a data vyhodnocena progranikatuza 2.1.

5.16 Stanovert MTT

BunhR|l ng viabilita byla monit@GHIbvBoRKyrbygt |
nasazeny na 9%6amkov® destil|l ky 41 pedMHonedoTAL,N30miu) | i gand
ahebot-BHP (v r Tizmhkoncentrag ¢ h10 minuj byl y i nkubov§g8ny % p
3-(4,5-dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid ( MT T ) % |l erstv®m be
DMEM obohacen®mMobul® mBSimopSi 37 AC. Pot® byl
krystaly formaz8nu rozpus®NnpPMIO mSinuBadvALC. i M
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barevn®ho r ozt ols40 nh wlkeantifrk DS e ma? BigBkmayrergy HT
spektrofotometru.

5.17 Stanovert LDH

BunhD|l n8 <cytotoxi ci t astanbvgdlLBH (Eytotoxicdyv deteciion p 0 mo c 2
kitttYS' Roche). Principem t®to metody je ddautekce |
pogkozenlTch bunhRk do m®di a. Jedn8 se o dvoukr
k redukci 2(4-iodophenyly3-(4-nitrophenyl}5-p heny |l t et razol i um <chl ori du
naf or maz8&8n (|l erveng§g). GH1 buRky bikl(wpbankulkdw §r
30minut) ahebot-BHP (v r Tz ekoncentrag ¢ O minujv m®di u obohacen®m o
Pob®l o k buRk&m pSid&§no lkalylafohecBlnaakbni m&®d miox u
30mi nut pSi pokoj ov® lermpidsn BaO!| R esat kocpe sboytuat i wko n
mch8n?m podobu 10 sekund. Absorbance bykena (8 490 nm a 630 nnfreferedn? vinovg
d®ka) naspektrofotometru BioTek synergy HT.

518MNSere? kanv® oxi dal n2 kapacity

Schopnost antioxidaft pStdmri ch v burd fil ch homogetech zabnit oxidaci
2,2-azinodi-3-ethylbenzthiazolin sulfdgiu (ABTS) na stabil@ radik8lovl kation byla studo§na
p o mdatal antioxidant capacity ass@yayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, US&GH1
buRky byly prstoveny v 12-jamkow ch destiksch, ovliviihy ligandy po dobu 30 minut a sklizeny
centrifugaé (1 000 g, 10 minut, AC). Pelet byl gsledridsonikown (3x po dobu 10 sekund, 36
powedna | edu v @dpdfru@ntioxidant assayduifer a vziiklomogeit byl std en
p$ 10 000 g po dobu 15 minuBpt AC. Pro viasthexperiment bylo skeh&n o 1 0 Ol super n;
s 10 Ol metmyogl obi n$ds&4 A 50! CGroroatdkopemxiolgvedu u. Po |
byla destika inkubogna na $pdce za pokojo®teploty po dobu 5 minut. Absorbance byla
me%na [$ 750 nm na spektrofotometru BioTek synergy HT. Jako standard byjtponiox,
visledky byly vyBdSny jako antioxiden? kapacita ekvivalentnk troloxu (trolox equivalent
antioxidant cdpacity, TEAC, OM/

519Fosfor ot eomi ck§&8 anallza
Kontroln?2 ,IBHRKk yo ulR&kdr ob e n ®-arestifi2ipeom?o c & x psri eRsNeA

inhibicea/neboo v | i ®agomisty(TRH nebo TALo koncentraci £ M po dobu 30 minjitoyly

sto | e (f 800 rpm,10 minut, 4 A CHettichUniversal320 aopl| §chnuWVynivk IPBSpel e
bunpPpSi b50@ndg pybt e a duupsPekak vao nachpsbbag®ovano@®k
p 0 mo c-KStdcl@ikya bioinformatickyz pr a cpovra@@®% t war ovich pl atfore
aPerseuRo0 z dv2el f osforylmecziclpoprootngivia 1 mi dekupon gmiy
kvalitativn? deekbvoa | k \t aart ti ivtn&t i bvynl2a pgwpmoleimyw 8§ na z 1
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detekovauj@ dg®ueri ment ®ldvwjcepok wyingd aanlTecshpo R ve d
vzorc2ch ©biolopalck®khwovoarntriitpdtiikdnadpylbay | ozadredle&kro:
al espoR dv o jvefésforylacimle zi 0 pd lov n §v an Izrir os/keRp ibryd mip
det ekaolvl8sipo R ve @wiologizok & aSbuboryitagtd z kl@m AnT ¢ h
fosfopr otmricm Tkagdou ex pelryime nadirBdeyp? GOgE&enepOntology)
analdamoc? dDAVYIR Ex@mse forAnnotation, Visualization and | ntegrated
Discovery)ze v gled e k o bicdogiddcdproceJj sme se zamBRSili na pr
sGTP&zovou, afkos$ fad tsyiluganpat|oisztaSced ni c t .virftepakceMmeRi ki n § z
proteiny byly vi zual(SeaahVooInfor thpRetnevad df IntSracig N G

Genes/Proteins)l at ab 8§z e.

520Anal Tza dat

Vgechny visledkyafsompvymBlSdddar dakochyba
(SEM) Data pro jednotmiviem&mamiDshelg@BposhBekj exper
Pro stat i sdatby k o wataageiaghRad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego,
CA)s vyugit2m nep §-tesiwnedo jedn&akior@e m ayladzgtylu {oneway
ANOVA)sn § s | ed nT mhoBestenfVeprSr2opraid D mNSemdp v EPHZ kabw T ¢ h

vel k® variability bunhRlnTch odpoviRd2, byla dat
pougita neparametrick8 jednofaktorovg anallza
WallisTv test)y sn § shém Duntestem$tmati stick8§ viznammasmNDbyl
p <0,05.

Obr 8z ky Ipiotugri§r®n2v | 8sti a ve visledc2ch fos
pomoc?2 online software biorender.com
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6. VIisledky

61C21 VLiv vybranlTch sign8l n2crecepoml| ek ul
vpl azmati ck® membr 8nh

6.11 Charakterizace TRY-1 bunD|l n® [ i ni e

Spougkktémovac? ph Tt ekl wi®fsweyzh @emet o genn2 s mbDsi
z2skalunNDPhioh2 expr iRmajCkané e m a |TeRMHT(TRFAFYEP).
Naz § k Ipaed Mmii k® o s k o pi (ckd®y amyall Tzlyedovg&n zej m®na t v
d NI elokdlizaceTRHHRvbuRbg) a vybr8&na pouze jedn-ad bunnh]|
P o maealkime RT-PCRas t anov e n? m-Rpxopmmoecs?e i TnRibllaouli I®tniei n g u
porovngv8naRs$daadyizma ToRIH.IBU mK Imeaeptaiu BTRYe Infinii byla
o v N Yeomustimila@ TRHajehovl i vem na vilev v8&pn2ku.

6.11.1Por ovng8n?2 el pp crreediicRER

PomaoaakimePCR a speci f i c kRebylgpro-rbowexpgeselRH-R T RH
VTIRY-1 bunDIvEAMILG wnn N, n@HlbunDi n® | inii @i rAEK293 b
Z8k!l aB2M11 hsesowlk buRky HEK293 exogennhD -Rxpri mu,
NaprotitomuGH1 b glimiBbdvozen§ od n8§doru adenohypoflzy
vysokouewd wmydMAR ha meaziS2pri m&rn2 c2lov® buRky
zm2nNDn® | injijeakrm8§moxglicdidgmB kematiovm?2 ibamtkiyol u
HEK293 neboS 4R miralk dDRAdo b nWT beexop?r i ermodvoSgeieah(nAlX wo o d
2011)Uk § z al dRYsle ,bugRgkkyazovaly rel ativnhD -Rgpot kou Yr
kontr HHKEO®BmMu Rk E&r ove R b VYRR thTR&Hi hiyni e o nRNco n
vpS2padhn exogennhN exB2MimbvanRbE nMeome prdgrged n e g
endogenn?2 hGH1lr ebgobrpko r u
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Fluorescence (465-510)

5 10 15 20 25 30 3 40 45 50 55 60

Obr.7: Graf zreaktime PCRz n § z o raRnpjl 2 d 2 k @ |dm % GEhepfesMRKE-R vTRY-1, E2M11, GH1
aHEK293b u Rk 8§ c h .

6.11.2Por oveax@aese¢ TRHRpomoc2 i munobl otingu
Hladiny exprese TRHRUTRY-1 | i ni e bylkyxppesdvh®hpts prot
linie a E2M11 linie pomocRZeshpe8Bfackdtho@PeRge |

expreséefTRH-Rje vTRY-11li ni i (zhrupajop® % e § UGHL kdeaje BRHR ex pr i mov §n
p Si r d\apeotitBmuiemn o g s t \R2u TRYR khievpor owsh&n? 2 E2M11 m2rn

(zhrubao 30 %).
_ikDa

TRY-1 GH1 E2M11

Obr.8:Detek@TRH-RvI i ni 2 4,IGHTaR2K11.Zn§zornhNn je reprenextatisvidzhir
pokusT.

6.113Mi kr oskopick8& anallza

Exprese a lokalizace TRR-YFP vi § meinN| n® dbywia ®RBVSena po
konf ok8l n2ho moAk rjoes kpogotur.n ®, ogber .f l uorescenl|l nhD z

pl azmat i ¢ kb®u mBdkapbkad§lnoN ©RW doc hz@lok internalizacireceptoru(obr.
9B).
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Obr. 9: Mi kroskopi ck&RYFR.4IA)zaRePRK zent atli vbnien Nod m®§ zleikni ER Yp ¢
fluorescenln2zm konfok&8In2m mi kRoskapem®rmn&§gbuRlUm2 d2 u
proteinemvp | az maneimbk ® n N . ( B) Apl i kace TRH -RiY&R zpd ialzanama < ik ®n 2
membr §ny dok .v n$n SrkakpbjlomidpgocS? zoednTapl i kace agonisty.

6.114Cyt opl azmati ck8§8 koncentrace v8penatlch |

KovhNSen2, zda RWER tbruaRks§fcehk oprlamil  fTurekkten2 , by
receptoruna stimulaci TRHsn § s I nevdinlérew § p n(@bk10).J ak o negativn2 kon
opnt posl ougi | yPo dtiikadi ITRYL b bRk .k pomoc? l i gandu

kokamgi t ®mu om8intepzt fluoreseenc&ura2AM po excitaci 340 a 380 nm c o §
odpov2d8§8 zvIigen? dytoplmm®nt Apte kag8pnaZRiH ¥ HEK293
kg8dn® imMem@zvtNDvEpodkes®bocPAMdi k8§t oru Fur a

¢TRH
2.51
— HEK?293
o 2.01 — TRY-1
@©
Q
%-) 1.54
™
S 104
c 1
S ——-
0.5
0.0 1 L L] T
0 50 100 150 200

Las (s)

Obr.10:V&§pn2kovs§ odpovRDN na st i-nub akc®ik VTkKRyH puS eHESKI2Z&OBM jai THRAYN |
fluorescence v §pn 22kAoM @lheot eiknodviakn§& our un eFturraan s f ek ovani ch F
ubunhNk tmdrchf-RIFHR a(l ervens§ linka) po BhiteonzbathD LDudMe:
odpov2d§ zvigen2 hladin vdha®bonlBytije| azpdSteine k @bl tei sypdIR
30 b uknaldkd @Pm ezze§ vtiSs | Tch pokusT.
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612VIiv TRH na | ateR8I n2 mobilitu TRH
Pomoc? konfok8l n2ho mikroskopu a metody FRA

|l ater 8l n2-RdpilfazzmatTRHK ® +he mur@BIKMDA zTnREYZz or Ruj e pr T

typi ck®ho FRAFObreltBpmak pBledstuavuj e reprezentativ

fluorescence po fotovybRDlen2 pro kontroln2 buR

A pre-bleach

oy)
-
al
S

100+

% n8vratu fluorescence
al
o
L

Obr.11:Schemati ck® zobrazen? t(yHh)i chkmelol zFaR AfPo teaxwyehll Imeem2t uf. |
bunbDk. Obr§8zky byly poS2zeny zaostSen?m na spodn?2 me r
sign§8§lu TRH recept ol emSed ,f mtao kymltli é & Pogh2o¢viyhbldd seens?d c(ht = (
po fot oW syal2ld) e V¥ bNl en§ plocha jeoowxehl koalbllelsvteiml nk dker uc
kezmDngmtwenzithD fluorescence zpTsoben® fotovybDlen2zm a
zv Dt greSmmBel.(BJRepr ezent auk ameth AkePiemka f |l uorescermeyBP d2 ky tr
zokol 2. Gr af ukazuj ei taesmziotud zdé§hviu assltedsscte pyzbn nvnv® zaost Se
paprskem pro QIRHt ao lpngimuowaok GRH(
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PSi studiu | ateR¥ymembpd®hP bl RVDBIstjismM&KRHpor ovn
TRH a tak® inhibil nR MBL|nan edkv aa nzt8akgl oandi nstlifym n 7 RAL n 2
koeficient ia ndaakki |jred2AfTRIdIIC2 ga | ol f Y%z4®Rd kédeki ci
ne @olovinu(o 55,6 %)o pr ot i kontrol e a pESNY®bMDILAplikaceb y | zal
antagonistn e maMla vel i kost did &dnii2Lh8s tk oneoflieckiueln,t ukt er @
difa n2 v tzmMBolyi | n 2sepoaplikkcc TRWpor ovk&€neér el ou nezmDni |
hor mon vgak dok(Bxza20 z%r @ 1vi tmokba Kines|fer)ak c i zpTs
MDL (obr.12B). Tabulka8 ukazuje hodnoty diz n2 ch koef i ci e nraffd Sae nniccbhi | n

pro kontroln2 a agonistou a/nebo antagonistou

A 0.59 B - 1001
049 - % sod = *kKk —_
— (&) e T
(\é 0.34 T _;:G 60
*kk T
‘E‘ 0.24 —_ % 40
o
0.14 £ 20
0.0 T T T = 0 T T T T
N x> ™ > N x> v X
R o

Obr. 12:Vliv vazby agonisty a/nebo antagonistfkRH r ecept o rfd uzomrelsecre®@mwn 2 m pr ot ei n
| ater 8§l n2 nmeatbyEkides s tmenty byly provg8dhDny nrla bkuoRkt§cohl n2
anabuRk8&8ch vystavenlTch 10 OM TRHt@amo®mnisttag) nelmant@0o b
dokul t i wvreRldni2zahovgdy 5 minut pSed iajschemSmDdenmdsai bp&
experimentu. W S2 padh, ¢§ge byl mnNSen vlIiv kombrimade pdSheau sltiigraut
TRH. Hodnotydifz n2 ch koefici entdkq?A)( B) mophgarichhk §dat zprol oge
spougit?2m dvoukomponentov®ho model mmh Seant2a njisnoi um8§v ynnie s3e0r
zmi ni m&$nnNnez§vi pl<OBOpokesJus kontr ol,mheway ANOVA mul ov an
sn§8sl ednT mhoBestenf er r oni

Tab. 8: Parametryl at er §Ze TRHRYFP v pl azmati cK® bmendtkr 8noD sTR Ynu
ligandy

Testovan® p|D( &%s) Mt (%)

kontrola 036 ,008 0 85 N 1
+ TRH 016 ,04*0 85 N 2
+ MDL 031 N O 68 *N 4
+ MDL + TRH 033 , 0@ 0 80 N 3

Hodnoty dif%zn2ch koeficientRYFPDhyad ymahibokemngh ERAAK c
odpovNnd?2 @lPeskmmR ch0 zbunhDk ve tSech nez§visBAMch mNDSer
< 0001 versus kooewayrANOVAsh §ls i Rkiyn T mhoBestent er r on i
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613 VIiv vybranlch diagre§I§mn nERHMRobDI ¢k alu na
Na bunhD|l n®-11ijmsime BRYdoval.i viznam vybran

prosignalizaci TRHR . Zej m®n a Vvliv§sS? s & judlekdl lnah mobilitu TRH-R

vpl azmamembk®nhi

6.13.10 v N SsRNA inhibice

Prostudiumv | i vu | emrottrhd v 1w8h@&TRH-R byl a pougdgita n
SiRNA inhibice Po mo c 2t ®&tkambimae SDIPYAGE el ekbybbdboo®@®HS&Seno,
vegker ® n8mi pougit® si RNA jsou scholpogDlsn@ni f
linii TRY-1 (obr. 13). Zn8zor nNinfyunjodvd wty pro vgesolimy nplBug
prov g e celperimeny provede®na TRY-1 bu Rk §c h

kDa kDa

CTRLSRMA  Gga sifNA CTRLsENA Gy siRNA

CTRLSENA,  GuasRNA CTEL s3A,  PamigiRMa,

CTRLSRMA G-l siENA CTRLSENA  B-ar2 siRNA

CTRL siRNA  Gp; siENA CTRLsiRNA  GRK2 siRNA

CTRLsiRMA  cav-1 B4 CTRL:EMA  GuBNA

Cav-1 2 5,3\;0'1
CTRL ¢RNA.  PLCP) siRNA
PLCP, 150

Obr.13:Reprezentativn?2 imunobloty wukazuj2c2 zmBDny vl genov®
bunhDl n® | i ni wbicipRro psoitR Nileaiox® r ese vybranlch proteinT byl
konkr ®t n2 mi si RMAt pdisdi® pp@re§ndvwa dny homogestayn sf 2k cOg by
protleirnalzdNl enPABEM@acPomBS2 i munoblotu oznalyghyUspeci fic

GU G, -Abl/2, GRK2caveolinuila PLKbra exprese po i ndxmpried?2 bdydm®tsa owmd
vkontroln2ch buRk&ch tranRifsRNA Zag8kohnhegajson2respRBAenCa
zet B2 z8vpeskish.

6.1.3.2 Vliv siRNA inhibicevy br ami ethaTRH na | at erTRH-R2 mob i
vpl azmati ck® membr §nhi

Pomoc? HRARbpldg§btudovs8n ¥ inek si RNA inhibice
proteinT souvi sej 2Rerrac hl astee rs8il gnrta | d izfpkzaiz MtRdHI @ k ®
me mbr §n 0N bluHodhkty di/ZRY2 ch koeficientT a mobiln2ch
uvedenywn §s |1 eduj 2 c 3ec hp att amudl, k §ceh sl@pmoa tr{efiulkaP) h i WGibc e G
pr ot (&lulkallO) ,-arréstin@, GRK2neboP L G ftabulka1l), vedlakp okl esu v hodn
dif‘a n2 ho koeficientu oproti kontroln2m buRkE&gm. |
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snzginhabice

byl a nejv2zce

nNDkterTch

proteinT nglj& @IkEYIn at a k ®
pat r n§lmpokin(tarulked)pe rpGarmestififtabdkail). pr o G

Vp S22 pand Iy e n 2GUA proteine bykepoklepo stimulaci TRH e gt D mao kahteNj ¢

neg

4cproti %ontrole) Vp S2 padi

Tab. 9: VI astnostivd TRHRYEBP n¥%

vybranTech

GU proteinT

gi Azmati c Kl® bruenndkr §md)

Testovan® p|D( ¢g%¥s) Mt (%)
kontrola 036 ,028 0 85 N 1
+ TRH 016 ,04*0 85 N 2
GU ) 02 3 020 77 *N 3
GU %+ TRH 015 0e*@* 83 *N 3
Gud 2) 023 0890 79 *N 2
GuU 23 TRH 016 ,O@x¢* 85 *N 3
GguU ) 025 ,08*0 79 *N 3
GguU 2+ TRH 020 ,08*0 89 *N 3
GU1 2 035 08 0 76 *N 3
GU1( 24 TRH 021 1o 50 N## * » *

Hodnoty difsz 2 ¢ h
FRAPovIch

versus bR k y

koeficientT
odpoalNdgp aR sk@GndwmNk ve
p r T mBEM *fik 0,05, **p < 0,01, **p< 0,0 0 1

napohyblivost TRER vp | az maneimb k ® n D

testempropor ovngn?

p ourgé p § BtodenT ¢-test ( Z8iRNA inhibice

Tab. 10 VI ast nost ivzelTRHRYrF8PI nv2

proteinT

ver sus

(D) a -RaYoFbPi [ bny2lcyh

t Sech

Testovan® p|D( &%s) Mt (%)

kontrola 036 ,008 0 85 N 1
+ TRH 016 ,04*0 85 N 2
Gh(2) 028 02 0 84 N 3
G h{ 2+ TRH 016 OR*@* 91 *R 2
Gh 2 025 ,08*0 88 N 2
G B 24 TRH 01 2 0= 89 N 3
G Ryt ) 025 020 77 *N 3
G byl 2+ TRH 019 ,0p+¢ 84 *N 3

Hodnoty difsm 2 ¢ h
FRAPovTIch

koeficientT
odpoalldgp aR sk@G ndwrhNk ve
versus

p r T mBEM *pl< 0,05, **p < 0,01, **p< 0,00 1

buRKYy
TRHR vpl azmati ck®
proporovngn2 wvlivu

n e p § BtodenT v-test.( Z8iRNA inhibice

(D)

inhibovanPRr pSpstagndn? sv RNAuU

a -RavarbPi | bny2lcyh

t Sech

n 8 s | e dpo®iRNApinhibidi @ € £ a tTnRRHC h
sl edovanl che Gh pd ma tea nafiodon il fnizk o takidkik@adD)v T gi | a

(

iTrRAYi |

zf 2nskki8enhy? (zZMf g .
nez8vislTch
Kpo<1®,05(#p 4 002, *ipb< 0,60k v .

inhi bovan® Pp 82 splou gorvosiRNA intibeN.y bbr amrd wthei n T

b gneveay ANOVAGM § ]l ednT mhoBonf er r
viiwwe]| §t RN Ana pohyblivostiTiRHR po aktivaci TRH byl

pdiafzmati cE®bmefmkr oNDi TRY b

zf 2nstkiS8enhy?  (zZMf 9 .
nezg§vislTch
K <0105, “6 <0001 eusisk y .

s i RNpohyblivdsti bi ce v

me mbr §wa) ANOYA @ § ploed n | hoBteswerf,e r r o n i
s i R N Ana pomyblivdsti TRIR po| iatk®h oo ag i o tTRIHN W
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Tab.11: VI ast nost iVzeTRHR&F®I nv2 pdliafz mat i c-k ®b unre b r @a INig AIRiYb i c i
pr ot\li nMa msidgnaliraci TRHR

Testovan® pqgD( e%¥) Mt (%)

kontrola 036 02 0 85 N 1
+ TRH 016 ,0**0 85 N 2
b-arrestink Z) 041 04 O 69 *R 4
b-arrestinX Z+ TRH 019 0B+ 66 *N 6
b-arrestin? Z) 027 00 0 83 N 2
b-arrestin? 2+ TRH 017 0B+ 91 *R 2
GRK 2 2) 030 ,08 0 81 N 2
GRK 2 23 TRH 0,21 N ,0@*+* # 81 N 3
PL GH) 027 000 84 N 2
P L G(H+ TRH 0,1 8 O 83 N 3

Hodnoty difam 2 ¢ h
FRAPovT ch

koeficientT
odpoalNdgp aR sk@GndwmNk ve

(D)

pr T mIBEM 1 < 0,05, *p < 0,01, **p < 00 0 1

#1< 0,0 0 1

ver sus

buRKy

pr ot e ipohyblivostaTRFR vpl azmat i ck ®

Bonferronhot e st e m,

pro

porovngn?

TRH by Inepdbtpdedt u-test.( Z3iRNA inhibice
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6.2C2 [ VI2i:v vybranTch signg8ln2ch mol ekul n
receptoru

6.2.1 Vliv SiRNA inhibice vy br apif chaTRHhai ntracel ul §rn2 kol
v8pn¢bkuun Dl n® 41i nii TRY

Signal i zal n2 adkrt8ihvao MakRIGpuock? r aol dyjJ e p p,B eleti & T
n8§sl ednBL&vikiomejlam®mdoaTHhIBedku n8r Tst wytkraluncent r a
ZamnRSil i j sme se proto na monitorowvi§nBunlhk r ac
po stimulaci hormonem TRKLe Mp Si dv out irmuzlnall cnhi{lesha 308 bg$ihl e mg
druh8 stimul azeméyi aj edugt I1iOvismi odpovRDNmi byl
bNhem lyemiwegkerT hormon a hladina v&ph2ku se
apoc 2 | iahibi®i specifick ch protei nT ze sR pmolci2z afllnkordkrsgre
mi kroskopi e a v §p n2AMoZva&hnoa m ennd8i vk§§nterabt flulorefpamceal) r
pSi e34@aB 8 aAch mpomflikadi TRHS| edovan® parametry byly ze
odpoy&dt edyuom@rsa v 8§ ptmuldkciilTRHap an2 r a desenzi ti zac

PSi porovng&n2 vl ivu dzidadeyTRHRtjei zgrafl rmowl4éna m2 r
zSej m®, ¢e 2fesdsBk en dtinuldkerTRivedlakd al ek o v Nt g2 druh®
nahor monp 8% g a dthS iskedelu gi Zbtonulgee V p S 2 plesdid k u n dtonul&e
doglo tedym2po®zedelsenzitizaci me mbr §novich
potSi cet i ®stinkulahr dbyl receptor na dal.P®I| &@l ipload &it eT |
stimulace hormonem mBl akbstdydefs®dpndpohDdi na

2.5
— TRY-110s

o 2.0 TRY-130's
Q
Q
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™
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0.0 T T T 1
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Obr.14:Reprezent &pin vk d p gimadfimulaciTRHUTRYL bukK®kvky pSedstavuj?
vintenzithR fluorescenceAW drkovatuo v ®luo Dkn dirlkahtsEYER oFana c h
posti mul aci podob®1d ITEEHN k Shebok3a@ ¥ge dk B8V k B wi histenzi t N fl uor es
odpov2d§8 zvigen2 hladin v @Gtahz@h§oz otygitkig pgd rathatt b &RKY 0 v § p
na10s nebo 30aplikaciTRHmMN Se nb y | @ e jfibyukn kka g\l ®m ze t S2 nez§vislTch
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PSi studiu vIiivu inhibice proteinRijsdell egi t]
z2skali nNDkol ik kPokuodvbykw2 buRkysIsedknTil ovgny
10spo pSedchoz?2m pOtlpaldé¢rdnexpbyedhet &rotri mern?2
kg8dn® zmDnhD ve velikosti prvn? odpovDiDdi na h
vb ukRe oprotib u Rkk8orm t r obr.®5A M. (Pokud byl a stimul ace bur
GU podjednotky pbyld pofenav $ra SKgmsgenkantnz vip
vcytoplazmhD oproti Naptooi n2tnpmoi u RK Somuondllk e xsp r e s
podjednotky vedlaesets e k u n d & isgeiuinsdtoivngu | acek d& gMi 2T RaHnp | i t uc
fluorescencepy or ovng§n2 s koatedyke DhgmmubuRp hewmivtEdr2 ot p
bunhl nlchVp$§3 pds@eeknundov® sti mul ace bingtenzita ent o n
fluorescence po apl iyklaicti®hToRHu gk rB2ekduy bwmnm gsd 76 r o
pSi soul as nd® malp @ptol daj| aédin® ontGe k p S B épbidesetse k und o v ®
stimulaciTRHk si gni f i k ainnttnrzarcue Inu8lr&frsnt2uuk o nPee ns mZagen o
expr@ab2pBeowpdrovbh8RRami kB &iSrisled % mjdikaihormonu
ug rwedrdl i kost megivRdnodpowPdi a transfekovan]

M2ra desenzitizace receptor uanbpyllia uhdo dponoo cpernv

druh® odpovDnDdi na TRH, pSilemg druh§8 odpovDidN
nabuRk8&8ch transfekog@armiodh) esnBNAepsetipoGdesetis
hormonu pomRDr velikosti ampl itkuiodntdoum® mKkbu Rk

signifikantonpeswnmkkaiodval o rladr.188)t.gd 2P Sdie spernvzni?t isztaicm
po dobu 30 sekund a n8sledn® desetd Skerk@ ndmIM®RN ¢
pSi porovng§§n2 pomRr T oobdopuov ®ohp!l ittruacthsy 8gpo¥kaVvk
kontrol n2Rmo kbuwdRkiByr.a sn3 gredmd e@pdjesckn cddeoky | ®oul a
kpokl esu pokmprwndr whd® ov Ddi po tSi oeet i sreckwm&m2v
spS2slugnimi kontroln2mi mhRSen2mi t Ndds ot pSeé lpamlec
njak z 8sadn2m2rlu vdensaenzigamhrceyeltieldys tngao rodwrug na@2mp
skontrolouZk r abi cov®ho gr af wbilijaesi ak&® patno®l i gy@ baR
na aplikaci hormonu a n&§slied@mcivikenwt nfaBlpm?2 &, s
15B).
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Obr.15:VI i v potlalen2 expr ecermonamylyvahbobupvépePrTlRPoa odpo
buni®k). Porovn8§n2 odpovRd2 na prvn2 aplikaci TRH (1 OM
si RNA, pr8zdn@f s| oCPpRE) va iohbitivy Bk a pdodgetnitd® gAr ot ei nT
(grafovang@ Gal Gulp. BeVlivd@ou zas ebou | do u cTRHnAdesatitizati w [TRYE 2

bunDl n® | inie. BuRky byly vystaveny pTsoben? vybranT
sfluorescen]| 12&Mphoa rdvocbws Flurhaodi nyb u BID®m maTRPiSke od § by | 1 & | i
30sekund a po odmyt2z hormonu (3 minuty), byly buRky v

vkoncentrac2ch v&pn2ku byly ma8on v &nybyd Sip dudazitc§wni cpho e
fluorescence340/380 nm. \grafech j sou vyneseny pr TmBDrn® hodnoty pomDr
zmi ni m§l nNkhgd®Pmn Bl v Sech sakKoabiatod ®$HyemPwmgitueonm!Tr.

fluorescenc? druh® ku prvn2*pxdgdd vpkio00tia e hpsusmokonPr ol
(nestimul ovan@®%p <bQOBRlkvye,r sprso kBntrol n?2 ( n s aplikacmlRH,0 v an ®)

*p<001,"**p<000lver sus kontroln2 (nesti mul 8 a0@)verbus Rky po
pS2sl ugawl ishRREB®o porovn&n2 viivu si RNA§pmhkbvece ogphoa
b u n ibk10s nebo 30s aplikaci TRbyl p o u ¢eipta r m me-test progkd r otv n § n 2 viivu si RN/

v y b r aprofeid] havelikost desenzitizadRH-R pojehoaktivaci bylp o uKyuskatWallisTvtestsn § s 1 ed nT m
Dunnov mtestem( Z8iRNA inhibice
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Stejnim zpTsobem hbmei poroohB@abi oEpkR®kubuR
a buRkmgathl abenou expres? podij(bdrd 16.t\etkS2 padhN Gb
t Siceti spkasobenv®hlbor monu nedogl o kkg@ddendtmr adgn
vEpenat Tpchi ipoonrtolvi §m2mpVv et uko ptr wi Zak nzontipmogvnd d 2 .
vp o mi ringenzh fluorescence Sekcitaciv | nmivi®dmk3 40/ 380 nm vgak dogl
byly buRky vystaveny desetisekundov® apil i kaci
podjednotky nebo obou Gb proteinT z8roveR, a
koncentraddcwhg§mn2bluRkwech vzrost |  mSopanddPG&hn d u Rk §n
podjednotky se vel i&kdpdyv?2pdavjn?2c 2a cyiplaldoimm®m v 8 pn?
kontrole naadmpldAh. zmengdgil a (

Porovng8&n2m velikost2 dvou po soblD ppdobuc?2ch
kontrolep o zor ov §p&2pawde sn2 gen@®pedpednet kgmat d@s &b
aplikaci hormonu. ¥ v ¢peocztor op&Abemdd ah vIiiv na citlivost

stimulacij ej 2 mfPYs&kmkhhge nedg s a&Ghotpnr8otien MiThi cRrokud byl
stimulace 30poek| adoyl|l w8 yvigeddn & odpov Iikpior amené&€dy c
sdesetisekundovosi t i m(obr. 468
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Obr.16:VI i v potlalen2 exprese vybranTch proteiTYlna horn
buni@®k. Porovn8n2 odpovRd2 na prvn?2 aplikaci TRH (1 OM
si RNA, pr §zgdrna® us,| oQuTpReLe) vainhibicibpodike gmwotsée RN@ proteinT (g
Gby, Gbp, Ghp). B)VI i v dvou zcah sseebonwuljadkcdu cl?’RH -habdeBlen®i tinbei
byly vystaveny pTsoben2 vybranich si RNAopesdeblLundvba
Fura2AMpo dobu 1 hodinybuRK&mmamnNiSkea?§mdyTRK na dobu 10 |
hormonu (3 minuty), byly buRKky vystakengyepthacidahg?§p
byly nahr&8vsgny pSi vinovi c pold® kignzitplooR@enc840/38D M. nm a
Vgrafech jsou vyneseny pr TmBDr n® h ondinnoitny§ | pnofimkle §Td k® onnt Iekn zvi
ze tSech samostatnich experi meampliidf | Kiroa keiscewnm®r2wgnda fuyh ®z |
odpoviDdi na horpxo0s5, *@Pr0®l, g*p & 0,001lvAe)r s*'us kontroln2z (nestim
pro B)*p < 0,05, **p< 000lver sus kontrol n2 ( rsapikad TRHp<v000l@)susb u Rky p
pS2sl uganw ish RBRBE&E or ovngn2 vliivu si RNA v8pnbkogouybdanol
bunNDko 10s nebo 30s aplikaci -tTeRsH ,bypr op opuodriotv nrBeng® a rvalmevt
vybranT ch veikost desenzitidadeRHR pojehoa kt i vaci bg-Walghiedan€sKedak m
Dunnov mtestem( Z8iRNA inhibice

ZamNRSili jsme se -amk@sbnEn[d¢ghot mbv®kuypyhba
roli v procesu internalizace receptoido wnr e g-at a e e t b nsiRNA iphtbiceand?l a
zavl sl edek zvT ge nkoncgntragem8lp m2®k thpomimimd Bcedpov Ndi na
apli kovanT po porbae kb#olos ek a7)dVwS2 padhD t Siceti se
aplikace hor monuP &ktel azlrehml@gns tbeda gl @lodgl o po stir
vobou testovaomkZzZohuhada®muk Slutegcencet a atmmN$ upg!l ov
oproikontrol n2mcbgRhBmggt avunjifeacel ul §Pokuitlbyyoncent
buRky vystaveny moPglknmkP, eppmBsei obemzatedy f |l uor e
vilev wvs&pngikgni fi kantnh sn2pjS2ipadmrSddtei¢ Hk s ek u o ld
stimulace TRH.

Co s evlivi i mlelberm 2 e s bpakevRnowtiaulaci TRHb y | pozorov8n n
vpomRDr u dos apratilkantiolema a mennaj 2 ¢c2 men gpokuthbylau dese
sn2gena -erxrpasetsienubl lao vigm Rk yT RHt ipnoyj idroTlbawnh 3@WS2sp.ad)
ksignifikantn? fbrAamPDODn8m nedogl o
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Obr.17:VI i v potl alen2 exprese vybranich poopevi®RYlwa horm
buni®k). Porovn8§n2 odpovRd2 na prvn2 aplikaci TRH (1 OM
si RNA, pr8zdn®f s,] oGPRE) va inhibid branrDrke sptotarmrsuileRMNAI hu2 (gr af
sloupceb-ar r e s t-arrestin2.aB)b VI i v dvou za seboudesertdiizacc® TRE st i mul

bunDl n® | inie. BuRky byly vystaveny pTsoben?2 vybranT
sfl uorescen]| 12&Mptoa rdvocbws Flurhao d i ny b uki§rh earp | mk®evrg2n BNRIH kna
30sekund a po odmyt2 hormonu (3 minuty), byly buRky v

vkoncentrac2ch v&8pn2ku byly mah3r880v_Emm @ Sby inténptov i tBn d
fluorescence340380 nm. yr af ech jsou vyneseny prTmRrn® hodnoty p
zmini m§l nNkagd®Pmn Bl v Sech samostatnich expamplitwdent T. K|
fluorescenc?2 druh® ku prvn? *pxddpOthDadiersashaomonol P? o( g
buRKky, *gp<00L,*8p< 0001 versus kontr ol n?2 saplikaeiJRH,"Txl000Lan ®) b ul
versus kontroln?2 (nesti muiHhc0ad®)veuRky &2 8 baRk@ s k RN A
Proporovngn2 vlivu si RNA iviBlpingikoe oluy hyftlkdomhetoR0smplikatie i n T n
TRH byl pougi t-tesh @paraanen §rizck¥V 1 itvu si RNA i ndikosti ce vybk
desenzitizace TRR pojehoa k t i vaci bkalWallsy tegt 1t§ sK rewd s T Tm teBrent fRIRMA

inhibice
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Vr 8§mci signg&RnNpsme §hg TRHANDSI | | t alGRK2na dva
maj2c2 YW ohu pSbk desRRNZEKG z%s i SsgdalizzReTRH-R.n z y mu
VpS2padDh (chGRIA2 hornzanelpwhna!| )pozor ov8&na mhedaoB z
fluorescenp & oo viknStiSAoB&IMM ud8&vaj 2c2ch mnogst v?
vEpnBRlem prvn2 méziimubaRkamiRHkontroln2mi a bugR
GRK2. Pokud byl a porovng8v_8na z HlreucheSm r akploitgkRaoc e T
pot Si ceti sekundow®m npaThsnogoreun annglr & Hspt kum /r R nedoyl t u d 2 §

za tWHehmdomesk atel nN doeEBBhaihrzbg8&§n (

GRK2,10s =
A ' GRK2,30s B
5 ® T GRK2
E
5 EfA
[— SF 10
o4 = — S i
2 2 4 a8 08 ++
S3 % ﬁ o 32 *kk
< S 3 o=
: . :
g2 &, 3¢e
S £ > o
£, e g S g o
o s 33
£ 2902
0 T 1 0 v g3
" 2 ©
oS oS o & % 00— : .
~ 3 o £ & & N g
@ & @& 13 ey @Y e® ®
9 & 9 a & & &> &
A & A &
9 S 9 S
PLCH,, 10s PLCR, 30s -
3 Hkk 3 § T PLCh,
*kk SE
o =3 [y #
@ @ e el ©
g2 82 g3z *kk
g 53 o £ *
o o a ﬁ
g £ g
g1 E1 2 %05
2 g 8
33
=9
o] r 0 T ‘El 3
" ol 2 ©
o o oS 3 t“j 0.0 T T T
e ol & 3 N N < o
& KY & o & & & &
< Q Q«V CQ'& /\Qy CQ'&
& 14 N

Obr.18:VI i v potl alen2 exprese vybranich proteiTRYl na horm
bunipk). Porovng8§n2 odpovRhRd2 na prvn2 aplikaci TRH (1 OM
si RNA, pr 8§ zgdrna® us,| oQTpRLe) va inhibiciliGiRKR K a p(dglr&abfRoONVAa (B VIl oupce)
dvou za sebou jdouc?2cicisTRYImub awreB| M&HI inmi ed.e sBnRKk W ibyl y
vybranTch si RNA po dobu dffbuodaeidcan baAV@bdoull padinyf k ué o v §
BNhem mN$eamk §mylapki kov&n TRH poadmdytby Hdr monB0( 3 ekiumut
vystaveny jeho dal g2 dekenceekunadéde® aagpinkR&oi byZmnNDmy
d®l k8§ch 340! ap8BDbtigtanzitluonesPencd40/380nm.\gr af ech jsou vyneseny
hodnoty pomRrT intemzini mBl nddkagd®mo@®emPSen® zmzamostatn’
Krabicov® gr af yampglitudgfzl ouroR uejs2c emmnmtdmc r uohd® okvud d i na hor mon.
*¥¥pn <0001 versus kontrol n?2 (nes0d5ntrp 0 0GMB) vduRky , k pmtor
(nesti mul ov asa@ikaciBRHRWKOPD vVMé@r sus kontrol n2 gaplikasit i mul oV :
TRH,”p < 0,05, *p <0001 versus pdSe@lsilvomgRiB®psoirROVAN §n2 vl ivu si RN/
vybranT ch viBrpot? &ion Phun apitkp dWBNnebo 30s apl i kacitesTRH byl

pro porovngn2 wlyibwwansiicRiNA riontheiiniTc en R peol ij lediot ake s emzii t |
KruskalWallisTv testn § s | e d n T TmteStem’ 48iBNA inhibice
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Jestlige jsmebuRkEBehD esip? giell i PeCth ampl itud

koncentrachiuRvg@pszkwov prvn2 aplikaci TRH zvlgi
(obrr18A, spodn2 panel). Z8roveR byl po desetise
PLGpozorov8n pokles ve schopnosti opNRDtovnhD akt
odpomfdhor mon oproti buRKk&mpkoln§stol nz2m (obr. 1
G 10s G, 30s _
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Obr.19:VI i v potlalen2 exprese vybranich proteiTYl na horm
buni®k). Porovn8§n2 odpovRd2 na prvn2 aplikaci TRH (1 OM
si RNA, pr 8§ zgmaf ws,| o@PHRIle) va inbibicbkaveolnkl afGd) posljedRotkk g r af ovan ®
sloupce).B) VI iv dvou 3é&imebao?2 j BRHchah deseREn®i Faoai eu BR
vystaveny pTsoben2 vybranTch si RNAl por eodbden [d-&Mub amvo a
po dobu 1 hodinybuBRBEmmamNSko?&§byTRK mpeo dinglhd H® r Imio n 8 (
Bmi nuty), byly buRky vystaveny |jekondeardtgrrackeshe tv Sperkau
nahrgvsgny pSi vinovich d®I k Sictdnzit Subrésceacd4®/88D nnm. Wrafach b y | pol
jsou vynesedyopy TmOmD®Thont en zniitnifm§U mrlekskcie chi@uen k) Ste $ @c
samostatnich experimentT. &nplaudf lcwe®e gyaearf g2 zhr§wlh® Riuy 2 p
nahormon. Pro grafy A)p<0,05**p< 001 versus kontroln2 (nedP0luwewsltsov an®)
kontroln2 (nest i maplikacvTRH, &P < ®OUORIK yv epros uls0 poSv2|sil\ungRi@® s i RNA
Proporovngn2 wvlivu si RNA iviBlpinGikoe oluy i §0® hetitiiOspaplikacie i n T n ¢
TRH byl pougi t-tesh @pparaanert §ri2ck V1 itvu si RNA i ndikodhi ce vyt
desenzitizace TRR po j eho akt i v awailisfvhegtlsn Spsol ueddintT TmkteBresrikfBidtMA

inhibice

UdS2ve byl o prok8z8noR njgoehlby itk tzeprr@ s/l $ enckky
tak® pSes jinl GU podiednot konkp®oh® Gsme se |
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intracelul 8rn2ho v8pn2ku tak® p&enn2 gk a¢ ypwvé.
poklesvk oncentraci voln®ho cytoplazmati ck®ho v§&8pn
transfekovs8ny UsipPoNIA egnotce G(obr . 19A, hor n?2
tohotopr ot ei nu nemBDIl o svtliimnwu |l meac i o fhaok anoanreamy tedy ne
TRH-R (obr. 19Bhor n} | 8s't

Protoge kaveolin je protein dTlegitl pro v
prok8z8n jeho %W inek na v§pnprkotveiun,si naki@d malaa ir
nagich bunhDk ng ehRHexpresckl elldmd § leend n kwa vetoil mwnlua
TRH nevedlo k§y §dn®mu signifikantn2mu zvlgen? | i sn?z
v8pn2ku oprTRY-1 kwmBlro® el ivni i |,obw.B9Bdol @A, | §s 0 dn?

ZdTvodu, -1inevprRevdc pokuskech ne vgdy reagovale
optim8lrreRAKkIlivr28 ngcki8§lIsak upi ny kont r ol,mzhodtjsnesen Dk by
vdal g2ch experimentenR| p®ulb uti $2jviekypss sofiughi eln ® b u
vliastneRst?z TRH

6.2.2 Vliv SiRNA inhibice vy br apif chaTRHhai ntracel ul §rn2 kol
v8&8pnz2bkuun v n® | inii E2

Jakowp Sedchoz?2akWESR2 padhl,| nt®el izmmdSig kinen zapoj er
jednot !l i v cignalizaci JRHRipm Pswv Sedni ctv2m j.&jomoh c21 e
pS2padhD se | e grot@ny Gyulz egdbm@asat | @ RGSFaLjgieh viiv
nai ntracel ul 8rn2 Kk onRokesterxgpaie svolti&HMhad ov Ppm2tkeu n T
je zobrazen na ob20s p o | ebkledyvoss tcap mét ei nec hd ad e ciht Textp ew i me
na linii E2 St i mul ade MBRIHP M lo b Hddobua20 sekund;souladu g1 S2 v Nj §2 mi
experimenty sou t o Novomyet al, (999; Ostasoet al, 2008.
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Obr. 20: Reprezentativn?2 imunobloty ukazuj2c?2 zmBDny Vv gen:
b u Rgd siRNAirhibic,Kdosagen?2 potlalen? exprese vybranlich prote
si RNA j ak met qpdipsk@® ol ¥sti pr&ce. Dva dny Q@mrotlansfTekci
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(A)Porovng8§n2z odpovihDd2 na prvn?2 aplikaci TRH (1 O6M) u ko
sloupcexgr af u, CTRL) a inhibicilpu oM keyih,da i eRSNEAl pau 2RGP2AL Cbged® sl ou
(B)Vlivdvouzaseboudouc2ch stimulac2 TRH na desenzitizaci u E2
vybranTch si RNA po dobu dffbuodedcanpbafV@bddolull padinyf k ué o v §
BNDhem mnNSbeunRk 8y lapk i kov § sekihdRdgg onaw dchgb& RAOr monu 5 minuf
vystaveny jeho dal g2 dv akcoentciesnetkruancd2ocvh® va8ppl ni2kkauc i by [ ZymPDma
d®l k8§ch 340 a 380 imanzit&uorbsgencd4®/880 hrh. Yr apg @emBr j sou vyneseny
hocthoty pomRDrT intenzmitnifrh@ulor RleichBmn B SteSedc lk samost at n’
Krabicov® gr af yampliugfzlouroRugs2c emam@NDrdr uh® ku pr 0612 odpovtr
**p <0001 ver s u(sn esotnitmwll a@mao®r)o vbnusRkey v I i vu si RNA inhibic
nav 8§ pn2 k ov olu ropdp0s aplikéti TRHa propor ovn8n2 viivu si RNA inhibic
navelikost desenzitizace TRRIpo jeho aktivadd y | pougit trestd BiRNAMAIbicei c k T

Zkrabicovich grafT zn8zornhRnlch vige je pa
odpovDiDdi jednotlivich bunhk Und | £hiz msperaoaiev A H
unNkterTcphrohewBkwal o i zwBNRRYmM pakKbPheemuk §z §n
b-arrestinu2 gbr. 22).
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Obr.22. Reprezentativn? gr af vEpn2kov® oklSiowkyd ik onpa? rsutj iz muz
vintenzithRD fluorescence2AM pdetkeokvoRvhdon @ | nod?i ckhg t ou uN kF u(rpal n
ubunsk | umenotare xepsrtdsn2u 2b (ptoe Isk d vreurd & cli § r2agO WN §TIRTHS ® o id b B u
fluorescence Fur2 AM odpoeVvyeé®2 hl adin vol n®hBuRky olpy ey unmd §&k ®h o
od zal 8tku experimentu podrobeny prvn?2 mo@vrozoku T RH (1
bezhormonuan § s | ep@Y)st aveny stejn® GEButez@MBHoO(RUDHM, t 2pi ek |
buRky na aplikaci TRH, mhRego®myte tv§iyhn RN inlphadk]l A5 p ok

6.2.3 VIivsiRNA inhibicevy br apmif ehaei TRH na intracelul §rn
IP1

Aktivace TRHR uvede do | innosti enzym PLCB, kter]
Protem® p®2mi viiv na mnbgsbvA®vEéypeoaptidzmND obyl
stimulace TRH @iRNA inhibicev y br anT ch protei nT Y|-RsattvorBuc2 ch s
tohoto druh®ho posl| amyoinddis ahgs fb§tl,wy KtloBruigp2 yvj Dk o
alternativa prdPs.

Nage vI sl eddostmuakiBRI | d/s§lgmiki i kantkontemttaciz vl gen
IP, oproti kontrole  Mi dazol am ne mBbd § chral, pkkathbghebnut R kascn  pl S d § n
samostatnhD. Jestlvigre pSdd asltei mMliDlaca&p |ITiRkHob dok §z
akn 8 r T konhcentraci IPn e d odpr 28). (
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Obr. 23: Vliv agonisty (TRH) a antagonisty (MDLYRH-R na akumulaci Dmyo-inositol 1-f o s f 8)ulE2 ( | P

b un.Rdancentrace IPby | y vybalitemygl 22 kSi vky o.Dataj$miyresenalaion cent r a
pr TmMBEMNz mini m&§l nn t S2 (0e0z1§ wviesrlsiucsh knoh$ erno?)*p 29,0fh*eps t<i mu |
versusTRHs t i mu b o Réngv@ay ANOVAsn § s | ed n T mhoBestenf er r oni

Zkoum8&n byl ev®h o uml |pg 2 eavpgolluka 2Tuc hb u n Nk
stimul ova@bfhSalmRait n§ inhibice gémDl Kehavpggoddk
produkcelPopr ot i pS2sl| ugnidm gd con tz$eg Ing@nmal dpimR&®B mp ot | al
GU aUptteinia n§sl edn®Saplinflaeif ekRH. avhyyalk pro®mdr cv i
pouml | em? RKpCHr resti nul i 2 soul asaplkace TRRGS2 pr
kbuRKkS&m se sn2genoaur rexspriensu?2 @GR 22 vaz afi ngséledle &r
koncentraclP; oproti kontrole.
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Obr.24:VivTRHnai ntracel ul §rnpSkonmlehéemzuacvybPanlclE2sbgn®knzc
KoncentracelIPby | y vylpalitkemayl 22 kSi vky

o.Dan&@michukoyonestmac ] @
NSEM z minim§lnn

tSp<0@A@BVvVel $0é KSR &hnC00lverRk v ,
TRH st i mul,oneway BNOWASIRE §y| edn T mhoBestenf er r oni

Jak byl o uvedeTRWRmT (hee o mBksiya@al i zag#l prost

v®st ke spugt nDn? 2gd9jgimsB pictetyhz ed rne@ihaa6p@&atajbyln
zkoum8n viIiiv uml]len2 tDRDchto

dvou Gpoptmalacei nT n
TRH-R. Koncentrace IPb y | a

signifikantnpPakypPEpemesGpr oak ko
GU podjednot(6byg25G proteinT
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Obr. 25: Vliv TRH na akumulaci Dmyoinositol 1-f o s f 8 up §i Ps n2 @& n& u@ xE®Rr ebsuin Dk .
Koncentrace IPby | y vylpalitkemygl 22 kSivky IR.Dan&@mijcshukeynestmaci a
N SEM z mini m§l nn *pX2000dz §eir slulsc Koo d )02, b wORKLy ,
versus TRH st,onsmayANORAERE DlueRkryT mholestenf er r on i

ZamnRSi i i smepodreoba®imgAivin seéddoul i vich G p
nai ntracel ul 8§rn?2 Vipgaycrelnt aakdd iikkPoz @i oaFe®R| asn®
potl aybnaGlactGh protei nT v ¢ prgdukei RTcbro2B)i .| oN epjovkh tegs?
pokles vkoncentraciIPbby | pozorovg&n pSistunddveapirawGet hT| ¢y S
s f&ba n8§slednhN pSiG ost:p@fedaaikdu Ga® s o BbdRednotkou
aGguiUs  Bbdjednotkou G proteinu
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Obr. 26: Vliv TRH na akumulaci Dmyoinositol 1-f o s f 8 u p61 Psn2 gen® expresi vybi
prot ed2n Tb ukorfddntrace IPby | y vykalitemyl 22 kSi vky o.Datmjgmli ch kon
vynesena jako prTmhRr N SEM *#p<m0n0ilm8len I3 utsS 2Kpa@0s, Sov ins?| Thout
#p<001,"H<0001 versus TRH A6 cevayANOVAwasns® ebdunR knyhoBestendf e r r o n i

Abychom zjistili, zda inhibice url|lit®ho pro
zmNSili jsma ©podjedeorkp oGl ot | al| enolékul wITasntl ®zc 2 ch
signalizace zalRanobrj27jce ma&auzsi@nch2iglelidhebo TmmMNI| a
vlivhnaexpresGhneb o Ghbst atn2 n8afil| @ro® Jgprnt ®t iseixRNd s pGm t
proteinT.neovlivnily

b-actin _
C C @ wU 488G GRK2C PLCBh Gb Gh, b-Aml b-Am2 (2)
Obr.27. Anal 1 zaiae o eisehiGlhi ci jednotlivich proteinT %%l ast

TRH-R.E2Rky byly pSkubmnwgsatyi vsi RNA c2lenfch na jednot
homogen§8tpyr ot bnydlgy r oz dNIPAGE @o moatouS DT mahebyospeci fi
protil §t ki@amiGbpZrnoStziorGbNny | sou r(&§iRNAIrhiicet at i vn2 i munobl o



6.32Anal T za (dd a@@gmotGei nT u E2 bunhRln® |inie

Pr ot o¢ epotjearpdk€@) a0 GmRDl a u E2 bunWkl exozaal nl
zintracel ul 8r n2 c28A) z &s decdtuke I @ obr. 2), ok aj 2 mal o n§8s
je romddfsivady tNDchB8BmcG pRODPDIPIBIEN @ rleionvi®e .el e k-
byl o zjigg2vbaunD|l n® | inii je edppomov®hab2 vt g:

proteinem(obr. 28).
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Obr.28: Anal Tza (bl afliGprGtei nT mdrekdr oine®z® uBUERD|MWBN N]| n ¢
homogeds®gpyr ot)eibnyTly r ozdnNIPAGE m@momomatoc3D3 munobl otu o0zne
protil §tk@mi ZmBatir n®n je repmez&nwpstkiblakd?o z inuinvorb?l okkont r
ng€m poslougily E2M11 buRky, nktperro& emanj.2 exogennhD expri.

Tak® u linie GH1 byla mbD8enm@hoWthuwrc2l ul kKtrer
ovliivnRny TRH dogl o Fkrodskci¢Rmipfr iok ann te m Rik Gbo. A% 2 Tns t{( u
Pokud byly buRky n elibxirtGe 1:0Gy snt eatvo® agght ooti eRiINPAT i 8 r 0 v
byl po aplikaci TiRhtenpaciiP@rgo wm&n Yg cokvPekRsykiadint r ol vy .
vybranTch pr o tied wnGH1 Imiebylsti aRNBN) Senny i (obr8@.b |1 ot em
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Obr. 29: Vliv TRH na akumulaci D-myo-inositol 1-f o s f 8§} up §i P s n2 @uelh ®p reoutpaHErs T

b un.RdncentracelIPby |l y vybpalitkemal Zz2 kSi vky o.Dataj$miyresenalaion cent r a
pr TmMBEMNz mini m§l nn t*20Mh% z\8evrissu d ckhip mOSEROD1 viersuR k y

TRH sti mul,onewayMNOVAsRE §y| edn T mhoBestenf er r oni
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o R b e
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Obr.30: Reprezentativn? i munobl oty wukazuj2c? zmDny Vv gen
uGH1 buniDl n® | i rhibieh Kfos a§eRM2A pgmt | al en? exprese vybra
transfekovs8§ny kakkrn @&t mrerpic §hioRWA | §st i pr 8ce. Dva dny g
homogens§tpr t280i m&@g dnN| enyP AlGEmMoa 2 p SdEC 2 i mundhblcktlumi ozne

protil 8t WamiG, pcdirir 1IG 22a BREB. M2ra exprese [pxpirremsizbi ci
dan®ho proteinu v kontroln2ch buREKB8&8hotn#@ngfpkouanéphe
i munobl ot ysSlzipok $3 T .

624VIiv si RNA inhibice vybraRToh pnotacaellul
koncentraci CAMP

Z8kl adn?2 proces, ktperolduklkt i wWAjMP , A@ya hgede o
receptoru sl Daogde ne@hnoo tsk oG het er otR imegd cka® hjoi s&
okolnost2 pravdRDpodobnnhD balR®eov IPirvRoslgdevatmn s gs t
viiv dvou -R,i gBRH Ta TRAIL, na intracel ul 8r n?2 konc
E2(obr.31A, B)a GH1 ¢br.31C,D).Znagi ch vI1 sl edk T (pbe3lhm @)itakn ®, ge
TAL (0br.31B,D)mNl 'y na mnogst védb actAMPunDlini, ch ItiBniuz ch.
prostSednictv2zm tvlyghgtto plrioglairkccT d&AdMPo okpr ot i k o
koncent r dydokohcepgparod o vi8&r Tdsatl g t ®t o produkci

Na obr §¥lkar dlzedsiRNAhhibikdAUn emlka koncentraci c¢cAMP
uml | ehapdsdj ednot ka, produkce cAMP se po ovlivn
vpS2padhN E2 bunhRk pro vNeachobyr .t e3skt ojvam® Xxmnhze
vexprespr ot ei nT popouBNAEshkedbjéic2ch experimentec

Vdal g2ch experi mebte®Mhkpsmenpracdvhi gasdT.
TRH-R, MDL, o koncentraci 10 &M, nemDlsehopga8dni v

zabl okovat efekt obou ligandT u obou bunR|lnTch
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Obr.3L:Vlivr TznT ch kTRhaBAL&iInhbiceGU podj ednotky na intracel ul §r
uE2 (A B)aGHL C, D) bunNDBonRky byhy piStk wbmmw&rny wontroln2 si
protiGU podj ednot ce av mr§fsd tkadjm2Oceomil & ¢ @ M y Imingt Kondefitragg o do b u
CAMP byl y kvaylpioblrtaelnny? zk Si vky o zDa&nal ¢ hs okuo nveyenretsreanca? ¢ ha koA
z mini mg&lnn tS$2*xpr@dseipicdDI th < MHODS eersds kontr| n 2 | p i« R,E5y

#p< 0,01, <0001 versu§ RH/ TAL st i mwieway ANO®AsH 8§ Rk ¢ d nT mhoBestenf er r on i
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Obr.32: Vliv TRH, TALaMDL na intracelul 8rn2 koncentr BaRkgANPI y§y E
ovli viRllhynebo TAL, rargaganistdu Mdlb pordaba 80 nsnWoncentrace cAMP byly
vypolkahiybzal n2 kSivky o 2DatgjsolyrieseRaarkme mptr rTandr c N SAEMP z n
t S2 nez§vivep< GO 1mySerns2u,s  Km<n0{05, Bpl<i9,01 vérsuRTRIFALs t i mul ovan®

b u Rangeway ANOVA® § s| edn T mhoBestenf er r on i

Abychom zjistili zdas astmSpadcred sktgara®,i zmrca
TRH-R mohou Hrk8ti vaelii AC a tedy produkci c AMP, C
pomoc?2 si RNA i 4Fh StimilaceeTRKRO lprr.os3 Sk dnictv2m TRH n
bunhDk poklasu varodkkcicAMP sv Dt g2 m vI i vem TRH, pedud | sm
proteinT (obr. 33A). Aplikace TRH a TAL u GH1
byl a sn2 gequa paxopreé snef Gobr. 33B).

C2lenl pokles hladin Gb pproguke CAMF u BE2dimiep Tsobi |
(obr. 33C), ani u GH1 linie (obr. 33D) po stimulaci ligandyp\62 padn, ge byl a sn?2
PLGDP dog8§oT#&i adwvn8ch cAMP po aplikaci TRH u E
VpS2padhD GH1l | ieipr eaamdPphPmkllsi vcAMP §&dnil v

Vel kT pompdtakcv cAMP mezi obRDma bunDl nT mi |
c2lenhD sn2gil:. expressAjeRANObDIi vRBaA S BRTONEZ &ER?
bunD|l n® | inie v &ALl kgoklesp hpirkoadcuek cTRH AIMP u buniDKk
hl adi Aamil bBh\elb dAHr 26 z§roveR (obr. 34A), u bunt
poklesvhl adi n§ch ¢ AMP po baRkiSkm sie TRRAG2aboa4B)ekx pr e s :
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MAPK ERK1/2 a proteik i n§zy @&kt ak®/ 3 e il cclorenh lsr.BHa3§)] ov an
StimulaceTRH a TALn e nald 1§ d n T na expresvERK1/Zobr. 35A) ani Akt1/2/3(obr. 36)
UGH1 b,wurmaMR mco exprese fosf or yleapoatimilaciHigaidgr em o
ut Dcht csibgmn ik k a brdgBaweB)Viesdadky jsou vyj&§dSeny
fosforylovan® formy enzymu33a36¢)ej 2 nefosforylo
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6.3 C2 | VI®: aktivace TRH receptoru na r ed ox n?2 hu, stavn oV 8

mitochondri 2, cytoprotekci

6.3.1Cel kot § oxi dal n2 Kkapacita

ZabTvali jsme se vliivem TRH a TAL (oba v Kk
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Obr.37:VIiv TRH a TAL na cel kovou aBuhNh®k n dadlnytiahSkbgnpraci t u

| i gandy T dumlKi(TRH flebo TALkoncentrace £ M) byl ydetoaldit ys&khopnosti arl
vevzorkuz abr 8§nit oxi darcav ABdrSo m amAtBmMySegl obi nem. I ntenzita
soxi dac? i nhi b ¢rEACnH Bralox @quivalend andoxidant capacifataj sou vyj §dSena j

aritmet TmBEMzRe | tyS me3&wd s 4001 versus komewayol n2 bu
ANOVAsn §s| edn T mhoBestenf er r oni

Poz or obylgthayk @D ne x pir e s i vybranTch antioxidal n?
hladinyr e a k t i v nR y & |(ROGueactive oxygen speciesb u Rc ¢ akav® Yr ovni
abynebyly pr o .®wlRkwn D me2Mi lGuRED kn elb o maA Lk ana g2 Brsuk u
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reprezentati wmnz?2or ikmu manl@dyieyn ¥t a grap, sketbeoru® zobr azuj 2 rel
zm2nhDnl chModneymTjsou vyj §dSeny jako aritmep<d00&T pr TmnD
< 0001 versus konewayrANOVAH §ls i Ridy T mhoBestenf er r on i

D8l e |j sme z koobuomia |l a g o/sRinsateTio xTiIRAHA| n2 t-BHPr es vy v
Nejprve jsmetestovalici t | i vost GHZAn ® uk XBEIRpPact moacc’e t est u Vvi i
(MTT, obr. 39A) a cytotoxicity (LDH, obr.39C). tBHP by | rpoozumjeizt2 vkoncent
5¢e Mi320 ,eMSilemg vgechny posutgdjtm fmpmloleeass claopn o
bun@BESi MA6OGTIN % ¢givipbr bub®RX & Mi k).ovhet rwod en@ mi
ostatn2ch experimentech b ¥BHR, pkotuggn & laa | ko npcRinkt Ir
40%poklesvgi vot nost BOAAB).d Ak ( @ lobp20B, ennT®RH, ani TAL n e nyN |
vivnagi vot asc hloypmPolsutv gGkll i g an dy kgmbinag 2t0y £BHMP,
doglzoriBcentBHPaV 1 7 k a nm8rnius tv o t n o @hruba o0 %k I39B).
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vekt ed®mh §z2 gH@hMETdTu kncai f i al ovjenEsremduzBnpombeblUDKE&Oauvol
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NSEM z mini m&§l nhn t S$2 nosvrelusikantroldie 0,051 S 6,007 < 8,00k versus 0

t-BHP, onreway ANOVA % § s | ed n T mhoBestenf er r oni

Cytoprotektivn2 -Bul hakypsrosjaldnk tBHRPOGRHy d§l e
studoVv&®mdyvEn2m hl adi poR@% ?[vt GxKdietrdau Rlka§ ovlen2 s onc
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Obr. 44 ukazuje vlivTRH a TALvk oncentraai mLt aedMhondri 81 n?2
Prost Sednictv2m oxygrafu byly stanovov§ny nS§s
(vichoz?2 upeay eesdat @o aplikaci antimginu Alrotenony); ATP turnover
vyjadSuj2c?2 spotSebu kysl2ku poupahbblrespii §n2 AT
po aplikaci oligmycinu); Hl eak zn§zor Ruj poaglikaci @igomhyciha respinace s pi r a c
po aplikaci antimycinu Aotenonu marR? mElespiraSetdskapagtca maxi
el ekt ebeXt vont r an srespirace pé simuli@ FCCR @ ir a v gasdirac o
poaplikaci antimycinu &otenon) a rezervn?2 respiraln?2 Kkapacitz:
upr a velndhepgrac respirace, co mohomitochondriep o u § 2 t al e)ANDgnN ne
jedenza g o nn eszt p[Tvsiorbai ZMMjngu§ dn®m ze sl edmvbatbbongdai 8m
respiracgobr. 44A-E).Naobr43j e zn8&8zornhDnl typicklT prTbnNh oxy
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6. 4 C2 | -arfestinuRwT RH br ecept or em SAivandibic® si gn e

b-arrestinu2na si gnal i zaci mal T ch GTP&8z a MAP

Vestudizadv aj 2 ¢ 2 =ameestndil v g n@ERITRA Rado TAL koncentrace
1 9mfosforyl aci proteinT souvisej2c2ch se sig
kin8zovou usiGHra |yyzpambkin § y $oubory dat zey e etxiper i ment 81 n?2
skupin Seznam pr ov i & $kapinje z n § z ovrtabulte 2 spdu sdet ek opahi yi
odl f@sPorylovanlch proteinT a jednotlivich fos

Tab.2:Polrtoyzd2 1 nND fosforylfosdwirghrag méicep anfFsvn &vanlch s

Porovngy Pol et odli Pol et zmDnt
skupiny fosforyl ovan fosforyl aln
Arr/C 238 603
TRH/C 113 232

Arr-TRH/Arr 129 239
TAL/C 151 321

Arr-TAL/Arr 155 303

C, komwmRdAlymu Rky se sn? ¢pamebtim2; TRHbaudRknyanpio sti mul aci 1
podobu 30 minutArr-T RH ; buRky se s narrgsinodstimub vhdIa®eciMh aTmnRH bpo dob
30minut; TAL, b uRky po sAL pondabu 8cminutlATAlY DuRky se sn2genl mi

p-arrestinu2 stimuw v aln ® AL pd dobu 30 minut

Porovngn2m z mbanr avare@mRel/Ch AriTRH/Arrby |l o zj i gt Dno
30 z mNwve fosforylad u22f osf oprotei nT byll2%z nstne j nd mf g rey
u2lf osfoproteinT smRDrem opal npoa.r oR meGTRLACEan 2 m z mT
Arr-TAL/ Arr byl BzmPngvBnbd als fpesif wlpawit ei nT byl o ste
44z mNDn  vrglacifu®sé os f oprotei nT smNDrem opal ni m.

Vngsleduj2c2ch kapithogkb@PBmyiouepBedsbaybuaég
vzE8vi slsumbis Inggendorsatil ikvi m skupi n8§m monomericklc
ve f osf or ylianchii depirrcoet sebiinnfu pao/ nebo ay i puvod®RRE TRH/ T
a Rho/ Rac/ Cdc42 monomericklich G proteinT.

6.41ZmNDny ve fosforyl acisignplizadb h 2 i dribrdmem@o | en T c |
Gpr ot erodnyRag

ZmNny ve fosforyfladi dprcsticagdugdmoznaoproeejreinc kT ¢ h
GproteinT ado BHKAKI/REOR] sou zn8zoddhJNedgn otal iovb®& .z mr
pozoroewam®nkvl n2ch dom®n8§ch neéemd mi ntperodlelimych si
vtabulce B. Po aktivacir ecept or T pTROIsTABddgl ot k2Emsn2gen?2 ve
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Ser94 vmolekuleBRa f , zat 2 mc o paoestin@n emi3| ce xrpa etsoet db f osf o
g8dnTTRARBTALSsenaopakv T r azn D od]l vigngfdsfordad e 6§ e kiTOR E

komplexu Zat 2 mco apl i k gpckiesu VeRfbsforylaei dSiL389 VKSC2 a 81603
vRpsbkclad § ke z v 1 gen?2 edO®\Cikd,stinlilaaec TAL d¥livnila pouze pokles

fosforylace na Ser450 v molekule Ukl PTs oben? T RdHn &ravesfdsforylacp Ts o b
Thr857 a naopak pokles fosforylace Ser@589oteinuRptatp Ts oben2 TAL vyvol al o
sn2dem¥ uba tve osfarylag 0abSer@P/r § mc | kat al ytAMPK, ® podj
Prkaal, dogl o pu? oei m%dqtNitASTAToRkhdIs)t i rkoklesd n N)

ve fosforylaci na Ser486.

Potl al en? -amestpu2emml2l o b viraznl viiv na S
SrcEGFRRas/PI3K/Akt anaef ekt ory Wa#82 kkiamd§zw . bunhDk se sn2.
b-arresti nu2 vkPycle pnoezgo rdmegsgeTt sitn §\s eStricd syriaB&7b a c |
zvigeng fosforyl ace by leapiddeetrenkSd vn®nhao HEGHRR orva® hSe
Naproti tomu, u buabDkestisn2gaenonfskeggdnes2sbi mul
ke sn2gen2 ve fosforyl acibySlersTdh ipthSimok Skcihn gy g i
fosforylaci na Serl165 EGFR Po pot | al earrestne2b gt asevbgeng§ fosf
naSerl8luproteik i n8zyv e AK%H Ba8r Tst ve fosforylaci byl
na Serl24169,7%, Ser1l26155,8x)a Ser129155,8x)a u kasei nkin8zy .2b (Cs
Zat2mco stimulace TRH nemDIl a napofagiadi DAyl aci Ak
pozorovs8n pokles ve fosf or yl pokléasve fogfdrylaci Beal58Ser 12 4
u Csnk2Mplikace TRH i TAL po p S-arestifu®d z2 m  p
vedlauAktlkpo k|l esu ve fosforylaci Ser 126, kldRHtmav 2 c
TALna Ser 122 wu t®to kin8zy. Tak® u efektorT
ve fosforylaéch po aplikaci TRH a TAL.Zat 2 mco poblualD&n carrestimlpr e s 2 |
vyvol al T Rdforylace hayFerb41 u Map3k9, TAL indukoval pokles ve fosforylaci
naSerl027 a Serl031 u Map3kB.0 z d¥d yf osf poylsa RNAh-arrestinu2bai c i b
ng€sledn® aplikaci | ip&hpggam@sd2npraeeT etkvoov&2ncy? ctha kn®
komplex. U TSClvyvol aly oba | igandy pokles ve fosfor
indukoval fosforylaci u Serl09¥ T SC 1 , kdegto TRH zpTsobil pokl e
uTSC2.0ba | i gandy pskiesudaftsforylacidSeéu lygkezo m§| atihpt or ov®ho
proteinuLamtorl, Ser 94 u mal ® GTP8zy Rragc a Thr 857 u

Stimulace TRH a TAL u baoesthk indukovadfosforgaein ou  h |
upreseniliu 1 (Psenl) kterl pS2 mdal §eénfnektagrugre si gn§l n?
Ras/PI3K/Akt katenire m. ZmNDny v whotd pretdinobr yyll ya c d e naeJer866,8 n y
Ser368, Thr371 a Ser372.

ZmNDny ve fosforylaci nNDkterTch aminokysel.

popotl a-daenésthi rkknz at gk ®cu® a regul al nz2 podjedno
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b-ar r est i nu&r Tdsotgul of oksf or yl ace na Thr 488 ,a kat al
ur egul al n2 Ppkabd,jneSeértO8lt8lsy edn8§8 apli kace TRH vyvol a
Thr526 u PrkaalSt e j n filikatceaTRLi ami ci oval a zv]1 gen?2nafvadexf or yl a
posti mul aci tdmfgbo | kgarmddngen? f osf orpgklesuc e na
ve fosforylaci na Thr48 u Prkaal

U proteinu Latsl byly pozoroee§nyozrmBhy m¥¢ et
jednak naSe# 6 4 , kde dogl o hiadioubrallkr esse i a2 e&knonu8r Tstu
jednak na Sdrl11 U dr ulio® m2 rh@fn®s f o moynk & Bearldllp y | detekovs8n p
ve fosforylaci po aplikaci TRH nebo TAL@aebop 0 s n 2 § e natrestmmx2pakued sle byl
buREgul asnh vyst av e-ar@stinei dstimelaci2T Rélx FAéese db gl o na
k n §stu fosforybce na Serl11TCoset | e kStkB § kKt eer&Bn §m§ pro svou r ol
Lats,sn2 gen2-athd asli innw2 zvIigilo (v2ce nedg 29x) fo

naproti tomu vedla k poklesu (13x@ fosforylad Ser316.

Tab.13:ZmNny ve poetferyT adeéet ek ovan® emzgmatickon &kiivibdneto d o m®n &
interak]| n2jcihn Trmis tpercoht esi ny

N§zev piFosforyl ov an| Lokalizace nebofunkce
identifikaln
vdat abgzi Un
organismusRattus
norvegicus

zvigenz akt
kingzy

obl ast zodp
vazbu143-3 pr ot «
pSedpokl!| §da

Src ki n{Sa75 QIWUD9

PAK4 ki 1 Serl81; B5DF62

Serl24, Serl26, Serl29;

kingza |/ vregul aci k «
P47196 stavT Akt
CK2hb Serl54; AOA096MJID3 spojenosni t - zou
stabilizace
Prkab1 Ser108; P80386 jednotlivim
AMPK
Prkaal ;2;468‘?5’ Thr526, Sers27; regulace aktivity AMPK
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- TRAT Arr/C 1}

(G3V6KS) TRH/ C
B-arrestin | ~ G-protein S|18111 Arr-TRH/ArrTl
S{C (QIWUDY) vasst PAK4 (5DF62) TAL/ C Nr
STI6SHU  s75tmosiwy ™~ \ 1 Arr-TAL/Arr Nv

Ptpra
Rassf5 \ (Q66H.7) ?

(035141) | ————» Ras — PIBK 77 5541 il
- / | Map3k9 (A0A062JUNY) [ gEas it
Raf SIS Tossai [ pipy Map3k5 - 1027 114
— ? (MORDA40) —sg56 1t apSKa (032WZ7) | 51031ty
-Ra B-Raf
A-Raf (F1 MQCS) S603
CKZB S635H
J, I S122 1 ‘Seagu
S941 1 | $12411169.71 #1152 (AOAD96MJD3) [
MEK 1/2 een RPS6KC1
Aklt-! (P‘:?%)] s1541tll (ADAOG2KB60)
$1291[155.8
ERK 1/2 151261[155.8]u4[-353.5]u el
— 5324 1 —S2478 1t
' Taok3 (FiLri6) g \ TSC2 513891360, 4 mTOR  —s2481t
\ il (D3ZLW4) | (ADADG2JX74) 594 t[28.21 4}
Stk3 — $316129.2]) [13.4] Rheb :
(B1WBQ5) TSC1 (q9z136) Rptor Rragc (qop2Le)
I
>1< Nuak1 | S‘Szgﬁ;:nﬁu (D3ZDU2) Lamtor
$1097 §1t | Tas71ti Wil (Q6P791)

— S464 1t S859 4 {311t

I
Lats1 (Fimzka) L stininitun — S26 U

¢ = AMPK g;nTmso] ukt | :
[ Map4k4 (p3zwe7) - sss2tt |5 Teoettit (D3ZMG0) \ cyclin D

PRKAAT (P54645) "gso7tt I CDK4
—S3708 4 (P35426)
‘Mapakl 03z814) T 373171 | PRKAB1 (Peoass) —siost ST ] Lo
S3754 Ut Y3791

Obr.48:ZmNue fosforyl aci pignalizacimomdomerzéahp oG epnrirodite Ras & rz8
PI3K/AKIMTOR Vb | edNDmo@mék b2nStkz viesowwenu a | D proteymnapedP®e d
jednetrloite®ny, u kter T fodiorylad/ | v k p iSHtb&ImyPke m@rbpk wpo si RNA
i nhi fairestinl énebopo stimulaci TRHnebo TAEFosf oryl ovan® aminokyselinov®
jednop?smenn§, sein; F teanin;kratymn) (a p vdSmidarky s el i.dednafebss e k venc
dvihn maleyin®kyt Befddé #f or y| &lnm3d é¢h kmfadhowli d athaengge uvedeno
z8vorespeklivk val i t at;s mPE gmPkhky zn@tTstudaelbdogpokmklesu ve f
porovn8ne8mcohn rvwl n2ch bunhDk a b-brestimX| grov esni®RIKE, piknyh i bi c
porovn8n2 zmBDn v r8mci kontroln2qgh BrALNDK,a pboumi¥kn §ne? szt
kontroln2ch bunhRDk a bunDk -pRH/sAri rmul pacrr VAT N k@ pwWyi p k
i nhi-arfregtinlkab st i mul aci TRHALNWMId® pepirpkymé;n 2hrarmDk po si RNA
b-arrestinlka st i mul aci TSAL nfuzleal lenm?® ngeibpok yi)n.hi bi | n2 %l inek j e
proteiny, pSilemgg |epSed®t gvpky jai § epoten®z &S® gikiyt er ak
fosforyluj2c2m efektorem nebo.Asrooctieacnee ma nianvtaezrug kX cce mm edz
proteinybylw y z n @ploedd ye n 8§ s | e d u ¢tal.2e18; Martellietalg 2010; SElwoneboret al, 2018;

Menget al, 2016; Younget al, 2021; Laiet al, 2016; Zhacet al, 2015; Sanderst al, 2019; Alsagatiet al,

2020; Goelet al, 2018; Woret al, 2019; Kucerovat al, 2016; Sancheet al, 2012;Mihaylovaa Shaw 2011;

Fanget al, 2020; Spencer, 2007; P&t al, 2011; Girardiet al, 2014;Di Maira et al, 2005; Steinberg Carling,

2019; Humberet al, 2010; Charet al, 2005, Annunziatat al, 2020; Cuest&t al, 2021; Beclet al, 2014
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ZmDny vV e fosforyl aci proteinT papojen
Grb2/Sos/Ras/Raf/MEK/IERK s ou zn8zordZmDhpm&kabbzovan® ve f
dom®n&ch nebo inféenakinpchot m? miuleedsrolsk gandr nut ®
nedet eldowa lzimNDNy ve fosforyl awjehdapbaerbnw®ob pe
Gabl a Sosl1 ki stTm fosforyl alm$2mp azdnfddn@anb 1d olyy lo. p &/z o
ve fosforylacina Ser438 po aplikaci TRHVp S2 padhD Sos1 byl pol kBt ovli
m2 st r qQz<nEhloeS ged mekpeer@®-ar@sting mN|1 oz § sna tbsfarylaci | i v

sedmi fosforylaln2ch m2st (pokles na Ser 1078 ¢
Serl318aSerl31l9.kt i vace receptorT pomoc2 TRH neinduk:
Sos 1, naprot.i t omu st i mulpakieg ve Togfdrylachdd3erd07&aa n § s |

Ser1082 (oba ShddehabpRpjesa2ba n8&sledn8§ stim
vedla v pS2padhD obou laitoakaen dzTvikje ng h d 658 mu y Ylaic
Serl082 a lkpoklesu fosforylace na Thrl25. Pouze TAL nav2c jegtnD i
naSerl319 u Sosl.

Sn2gen? -amlraditn nlig2t abm@m opr ot ei nyRagpgkmcd ovan®
neurofibromin 1 (Nf1), afadin (Afdn), Rassf5 nebo Dab2ipp S 2 pNildpOkles vexpresi
b-arrestinu2 indukoal fosforylaci na Ser821, Ser824, Thr2432 a Ser2488S5v2 p a ddlo ¢Alf ad n
kezvl gen2 v eaSerdld4 (d5x)ySeralqd3,6x) Ser118033,6x) Ser118933,6x)a
Serl779(5,6x). St i mul ace TAL po p Searestinux vedlasée RRAT g enha b
fosforylace na Serl77 Rassf5 proteinu@oklesu fosforylace na Ser719 u Dab2ip.

Signalizace od Ras vAG6 pS®KARaflaki b§z w0 dS§
aplikace TRHiTALkodnhD pekil ask ve fosforylCmocisend 13er AL
kpokl esu fosforylace na Ser67 vedl arregiimuBze st
i ndukoval o n8r Tst ve fosforylaci na Serab7 (t ®r
k poklesu fosforylace na Thr69 u ACh.et ek ov al i jsme tak® fosforyl
podj ednot ek pPKmA2 g &2 amestim2ecscEin®dr st u ve fosfory
uPrkarlaa Ser 97 u Prkar 2 a, st i mulr@caeSer85AIlPrkaa2b.2 gi | a
Stimulace TRH nemDla vIiv ani na ACG6, ani na P

PSesam)igei n-ar besei mu?2, ani aktivace TRH neb
vefosforylac 2 &kh n § z MEK1/ 2f osaf ERKIL APk A egefith s na echak | n?
partne Ta efektofT ov Il i vnND®&i bgha Je mBestimibpyries detbekov §n n
ve fosforylaci na Thr272 (19,5x) a Thr276 (6,7x) iu k 8@ hoswpresan Ras2, KSR2 a naopak
poklesnaT hr 27 6 ( v pa gimuta@ AL &na )Thr272u b un Nk sex psrne2sg?e n o
b-arrestinu2 a s TAL8UY praethn imtaray wsfhéiskBR1,aCNKSR1 do gl o
poi n hi {amestinu2lm 8r Tstu ve fosforyl aci n ak €T ha R28¢le m2
fosforylace na-aTfhhrezs84 npuad ian MiSksileidnB® apl i kaci T
kingz Map3k2 a Map3k?9, kter @yrohduwu ko chielj ovv acte
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ve vzorc2ch searsmegteinmw?2 .e xpa etsBcthHt o podm2nek se
Ser239,Ser331, Ser334 a Ser337 u Map3k2 a na Ser541 a Ser545 u MERBIKOl edn8 apl i k
TRH nebo TAL vedla ke zvligen? f osfopokldsace Ser
vef osforylaci na Ser337 u Map3k2 a Sageshir.l u Map
Aktivace ERK1/2S2d fosforyl aci.Vmagha ssudisit i ioBn o
f osfor yl acRps6ka3, Rrebd nebo @dRE. r & mc i kin8zy Rps6ka3d3
zvigeng fosforyl aceo nianhfihbrigcb ibau2SeacBBRE.s| edn ®
Substrg§8tem t®t o kin§zy je napS2klad kingza Ric
naSerd37ps n2 gen?2 -agxerses emuf2 a n8slbadM&, s tkidreu Ibaydia T
hl adianaebti nu?2, a nebo t8irMsltav & misdor YRIE,c ed mal
Cdk4. U dal gzho Ssubstr 8tu ERK1/ 2, transkripl n?z
fosforyl aNan2Sehr 1zInvdin,. Ser 1178 a Seerrrle3sOt6i nved | koe szn
ve fosforyl acie, bzyvTog edne?t efkoosvf§onroy Itaack ® na Ser 113"
se sn2genou -‘#roestieMpPpresbobpo stimulaci TRH.
d o gna &erl6030 aplikacijak TRH, tak TAL, a na Thrl595 a Serl59p o sn2 gen? hil e
b-arrestinuZza n 8 s | e d nTRH. Bla Sent361 aaSeril364dl pokles \expresib-arrestinu2
ke snz2 (e nanadpakpdklesre wIp a @eestinubs §s| ednou s tzivmugleanc?2 T
ve fosforylaci tDRcdtto dvou fosforylaln2ch m?2

Tab. 4 ZmNDny ve fosforylaci pr ot ei nEnzgmatickokaktivimnnebov e f unl
interak]| n2jcihn Trmiis tpercoht esi ny

N§zev prFosforyl ov an|Lokalizace nebofunkce
identifikaln
vdat abgzi Un
organismusRattus
norvegicus

nach8z2 se \

Gab1 Ser438; D3ZALY Metvazebn® dc

Serl078, Ser1082,

Sosl Thr1249, Serl1251, l okal i zov§&nc
Thr1255, Ser1318, pro vazbu Grb2
Ser1319D4A3T0
Ser305, Ser307, Ser330,

Delkl Ser332, Ser334,Thr336, |zodpovRDdn® :
Ser337, Ser340; Dclkl
AOA0G2KB92
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Arr/C1t}

TRH/C EGFR
Arr-TRH/ArrtY (G3VeKE)
TAL/CH 6‘0\0% o Adcy6
Arr-TAL/Arril & e (80A062K429) | [ PKA
i OB Spd Teotth
TRH-R \‘BQ%Q Nf1 |367T[37.8]u Prkarla —583tt
_ST1651H (ADADG2JWL3) tat)
| dosgatt Prkar2a -so7it
S7191l To4a32 ; (ADADG2K405)
Ra
a Rassf5 Dab2i Prkar2b -s83il
a0 p L
o8 e® |(035141) (ADAOG2JTF?) B-Raf (P123eg) SO
© S1771t (FIM9C3) 15t
Src S1078 # 1) [5.6]1t | S1631t
(QaWUD9) /,ﬂggg#m[-s.am L | | e
| S0S gy 4t Map3k2
$751[10.9] u& [ — =
o (D4A3TU)\\§§?§ﬁ:” Ras _ B (FIM9DO)
Eps8I2 \_/’ x| | | §3371t4
g G (F7DLY1) g = oAl
Gab1 (p3zaL7) | S4gatt S1114 1[15.0] T2841tH & | MEK 1/2
Jos sag21t | $11791[33.6] | §28811200.9] e .| Map3k9
<363l ggggg | $1180tisa.e CNKSR1 (ADAOG2JUNY)
|s364 14 /5330 L2 | Afdn (G3vaws) [ Seastt
DOLK1 ZSiahy  |(0%88) = ssait
(Aon0G2K892) NS | $17791(5.6] / / :
Sadoftliyy  S1189tlssel T2761l6.71113.1] . | CyelinD
S1137 1t 1272 tha.sl CDK4
miR-143/145 el (bES)
/ Sﬂsﬁgsn RPSEKA3 |
I : N | | 1306t (eEr4:150) ssooft
1 I
— t |
ST (navtomm L)) G g
K-R Rreb1 T1595t | S1603/ 4
EtieD $1500f  S15974 stmn)
S437 1

Obr.49:ZmNny ve fosforyl acignalipaciman@rieméh zQ@ pporjraatrdiiorty] \Bas a dr ¢
Grb2/Sos/Ras/RaffMEK/ERKVb | edDmodrTch r8melc2ch jsou n§8zvem gent
Uni Prot vgdmal en®® prozji gtyPDny kxmBmychebydoyforyl aci u
u bunhDk po sardth®a/mebolpo simuagi TRBIneboTAAosf oryl ovan® aminokyse
jsou oznalen® jednop2smenni miz nkr at parfhandtks,svesl e rnionv;® Ts,e |
Jedna nebo dvhD mal ® barevn® ¢gi pky veffddehatg®hevbdeno f osf o
vhranat ® nz2®%vworkoa) i tati vn2z zmBDnun 8 rsTnslXru gniepbkoy pzonkal|e?s,u zvd
Arr/C,poovn8n2r 8mBn kontrol n2gihRMWA niRa&testrndpain ®kv po® gi pky;
porovng8§n2 zmRDn v r8mci kontroln2ch bunRk a bunhDk po st
kontroln2ch bunhDk aobu®Dgi-pPRHY/FAr mu it pacrr SWAEN 2 nnrdikn pw s i
i nhi-arresgtim2ab st i mul aci TRHALNWNNMAId® ppirpk@yme;n 2hrarmDk po si RNA
b-arrestnila sti mul aci TAL (zelen® ¢gi pkyj)§d Sen myuil md axdi nmedni i
proteiny. Asociace a interakce mezi | edn dNarhbaevdl, mi prot e
2015; Youngetal., 2021; Woret al, 2019; Llaveroetal., 2021; Surebart al, 2013; Denget al, 2020; Goelet

al., 2018; Cerezet al, 2021; Llavercet al, 2019; Lavoieet al, 2018; Boket al, 2020; Kentt al, 2013.

98



ZmDny ve fosforyl aci byly zji gt Ramrgstint2a k ® u
i ndukoval o n8r Tst vSer307, &er33, 1ISerd3a, &Ser337n aer34h)eNagpaks |

aktivace receptorT prostSednictv2m TRH i TAL |
Ser363 a Ser 364. St mMnuh®me FALgedg81 ef oefddomaylkace
poklesu ve fosforylacim Ser 334 a Ser 337. Ke sn2gen?2 fosfory

TRH u bunhDk se -asrnrzegysetnioruu 2.x pSteisriu lba c earrébtill2 po p o

naopak vedla ke sn2gen2 fosforylace na Ser 336

6.42ZmNny ve fosforyl acisigmliza tnéi ndfior®mespéb j en T c h
Gpr ot erodmyRha

Dal g3z t S2dou owmhbl ¥V osAn?TGEER ® o -areestipl @ s 2 i nbu | a c 2
TRH/TAL jsouRho/Rac/Cdc4B T P §V¢ry§ s | e diu§gaht lcahp jsaupd § c;hSehl edno
jednotliv® ppotkéenyv ®ophEdsGTusha)ssmRiac Ga43% z § m
nebo Cdc 4 26.4@)[KRR§ zz&§mDn 8§ m ver &nocsif otr®d badoga dGERY d o
faktareTzodmb)ytakru@r ot eGARgktivibu(l er enb gatvalm®r Tznl ch
ef ekttahlt o( IBIT@ERAMod S¥2 &¢daf veypdhbyloewihd aveERno
fakwvpo Tow6BAmteinyWe vNDtgiaddc pSA®TIku ve fosfory
GAPp o s n2 ¢ e-arfestinu? algbklasu vb fosforylagho stimulaci TRH a TALZ mDny
pozorovan® ve f unkm2ns2tcenc hd opmj®n riilcniti eneablaodSia iost yn Njns®o L
v tabulce 5.

U proteinuArhgef2s e zv T gi | a Séra25% 7r)rSgOBAL18), Sardd(8,3x)
a Ser94498x)po si RNA -arrestmizbn acapabk po sti mul aci recept
TAL fosforylace néSer925, Ser93(Bx) a Ser94@6,2x)pokleslavp o r o v koBtnoléu(olsr. 50).
Pokles ve fosforylacina Ser937 a Ser94b vy | det ekovg&§n TRHkZmIpnoy st i n
vefosforylaci proteinu Arhgefll byly naa k u mu | dovt §SnekadtT. Vpr vn2 byl | ast i
evi dovawnT gen?2 nafSer@70,c5erg7B a The3ll pd i mul ac i TRH a TAL
ses n2 g b h a di-arrestinu2bgpokles ve fosforylacha Ser308 patimulaci TRH aTAL
ukontrol n¥dh!| pvaobkdvou oblastech dopboswugdgegnke
expr eamestinuB Vdr udbldstibyl evi do¢¥&8® neg sedmipnS?spoabdnld n
f osf or yn?adem2d,cThr725 a Thr72& v e t Sedsth o o kz|vibsfpryiace
naSer1511, Ser1512, Thri515 a Thri5¥6p S 2 peowifuArhgef28by 'y tak® zj i gt
oddnDI en ®v Tosbk yatsetmi  zsmP n. Navfeo sff war éynRremh $ex312 a Ser314
(123x)vpr vn2 byblaagwvil gen§bupBk b By leacamesin?@naemR b
naSer3l4 n2 geng§ tpmSdmadMackee buRky byl yDrsuthilmwkll cavs rr
fosforyl al n2 c hThrln®7,s $er1188e s S&MGM k tz r T ¢ h pollesy | o k
ve fosforylaci po aplikaci TRHnebo TAlaS g Rk &m kontroln2m nebo vy
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expr-arestinubU dal g2ch dvou GEF faktor ToyljomenawittlDh
ovliivnhDn2 fosforyl a®e hp earestny2anebo stichutetenTélka ks@ 2 g e n
cyt ozol §r v, Qwig,®VIE Vavya Camk2b byly o z d 2 | n D fpo[ssfoobreynlzonv § r
TRHaTAL Zat2mcoed@AL ke zvIigen2ufbDsfarylsmegesber IQ
naSe211(8,3x)u DvI2, Ser125 u DvI3Ser703, Ser704 a Ser706 u VaVRHs n2 gi | f osf or \
pouzena Ser 125 u DvI3 a |l ehce tWlak®jecah Tshlire3dayv af
experi m&komdli amnkd@Ag | to k ee fasioriaci@imersektiru-1 (Itsnl)

Nejv2ce fosfmeygl alGAPclpr o mB nuMyo9b & Arlegap85v i d o v § |
Aplikace TRH a TALzpTsobil a foush®kyl adkkat Obh htmdpekies ot ei n T
vefosforylaci k t er T bsjddnoyvd 4 2 enk o u, Myd®e apllk@c8 PA) zachov §n |
vpS2padhN pSedchozaréstnuzs n2 en2? exprese b

ZmNDny ve fbgfypyrklamBDcIlGEF a GAP zjiRhoDny t a
GTP&z pr shimiias P cin.Wamhki eznichbyydet ekovgny fosforyl
pouzepos n 2 § e n Zarréstina2dRrked, Prkd2, Rockl, Sni®)n 2 g e n 2-arrbstinaddeban b
aplikace TRHhebo TALvyvolaloz v T osfarglace na Serl124 upo t e i yRick2mn8proti
tomusn2gen2 -ahtradit nhnb2 n8sl edovan ®z psTtsiopbulées aoc 2 TR
vefosforylaci tohotof o sf or yl aDdE hon@2soaforyl ace byla poz
MAP ki n8i baresteu2bp Tsabil gan2 f osf orSell08t bapdks Ser 10
al e n88sslteidmut acte TA&T oUki InBdap3k7averd§ tai li-arbstinbZd ce b
kn8r Tstu ve f &ksdfeagitnplbca TALfosBrylackhdtémto serins n2 gi l.a (5, 4
Soul asn® s n-agestmi2 aeBxspreadneo ub sti mul ac?2 TRH nebo
naSerd54u Ma®Bk7.Vr § m8et 2 MAPMa3k2d &Zak),d o g | BerdBdaa Serd52
kpokl esu ve fosforylaci pkremDmul geizmumDkl dRH|
Prkcd a Prkd2p y | v  wenftsforylaé cthozor ou §myPYk ol i Pat 8al gneah. n
napS?2 k|, Pritdl reborPikceJak u Pknl, tak urPk ce byl o nejv2ce zmh
poaktivaci recept osef 2TgRH Tami T Mttestimu2Nejpinidéd bi gnT c h
fosfor ydeatce k dpyr8adoe i Prkdi, in Sktyer ® se fodafdryé¢éodonanlBi v
rozdhDl it dvpt Sez hallpdkiésaasit p?r-arestinukev z r T Josforylaci e
na Set61l a Serl64 (v obou 24,38) kpoklesu fosforylace4(,6xX) po stimulaci TAL. Vr 8 mc i
dr uh®h o k| poldesuva fodooylgdnacserI89 a Serl92 po stimulaci TRH nebo TAL
Ufosf orchmzadtnS e/t 2 Serddla@hs3td bylat ak ® pozorovs&na sn2 el
postimulaci TRH a TALnebop 0 i n hairastini2i Ky gy buRky ale pSed s
aTAL vystaveny n hi dircieshb i nur, T dtowy | we kf adsvfoaur yfloasdioruw |tal

m2 st .
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15121 (ADAOG2JZE7) | (POCBE4) (D3ZW27) \ ArhgapT
stenft $9581t 4 | $asatttt |$1031 14 \ e
Vavz —87[]3u S439ﬁl[’5.4] S1 027ﬁu Ppp’l r'I 4a
57044 — (Q39MC0) PKC& | PKCe
(A0ADG2KONZ) 57064 w D4AQUO) | (F1LMVS
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Obr.50. ZmNDny ve fosforyl acsignafizacomoadmen]tc zGppjenhéichT vz rodi
Vbl edNDmodrTch r8melc2ch jsou n§zvem g¢uanmeaine@oipw®t ei nu
RhoGTP8zu kterTch byly zjigthDny zmRDny ve fsiBNAfinhibigr| ac i u
b-arrestin? a/nebo po stimulaci TRH nebo TAZeled mi § mejl Kyu v yGERfaKiogay | drmie n

r 8§ me GAPyproteinyRh o GTFR&zZ oryl ovan® aminokyselinov® zbytky

zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tgion ) a paonSi ando?kny svel i nov® sekvenci. Jedne
gi pky vddlsd otriyd hatl mm 2 ¢ h nffdldchangennedefolvk a aat habookéa) i t at i
zmDnu; smir gipkw8rzhatl ¢, neba polgllesuk ve fos8mecyl aci

kontroln2zch bunBRDk a -anestirdX persveRB®AgIipkypi dRHAC, poro
kontroln2ch bunhDk a bunhRDk po stimul aci TRH (glut® gip
bunRNk po stimulaci -TTRAH/ ArmqgdrpRo r@igmEw); bonAmDdrk po si RNA
b-arrestinka sti mul aci TRHTAbhRAA® gopéyeifen 2Arbzumlddk wo si RNA
p-arrestinka st i mul aci TAL (zelen® gipky). Stimulaln2 nebo i
proteiny, pSil emgvuijer viin® @motpklyz @erS@ disnt er akce mezi fo
efektorem nebo proteiigral inaaaizuj A8 al8d ea vi nt er akce
vyznal eny podl e Brosesal, 20d9 jiet a,2020W; Yietrapg 2016; Schlessingast al, 2009;

101



Cooket al, 2014; Blangy, 2017; Gonet al, 2018; Maiwaldet al,, 2016; Akizua MartnezBalbSs, 2016; Fenget

al., 2014; Mulleret al, 2020; Kimet al, 2000; Shimizet al, 2008; Larteya Bernal 20®; Cossettest al, 2016;
Fokinet al, 2016; Rangamarst al, 2016; Durkinet al, 2017; Eisleret al,, 2018; Forreset al, 2018; Kurtzeborn
et al, 2019; Pedrazat al, 2019; Asihet al, 2020; Schulte Shenoy2011; Claytora Ridley 2020; Fanget al,

2020; Toliaset al, 2011; Kovact al, 2009, Paret al, 2011.

Tab.5:ZmNDny ve fosforylaci pr ot ei nEnzgmatickokaktiviminnebove f unl
i nterak]| n2jcihnTrmiis tpercoht esi ny

N§zev prFosforyl ov an|Lokalizace nebofunkce
identifikaln
vdat abgzi Un
organismusRattus

norvegicus
DVI3 Ser48; D4ADV8 lokal i DXvSn
dom®nN pro \
Pknl Ser920; Q63433 regulace aktivity Pknl

6.43ZmNDnyf ovsef or yl aci p r odigedlizal Tn 2 z adpoofjresm2dhc h v

Gpr ot erodmyRacz

TOmMDBg e@EF, GAP iefest agpndttdihnT sou¥hocej Raé c
G T P &dukovala stimulac&RH nebo TAL pokles ve fosforylagie d not | i vi ch fosf ory
(obr.51). N N k tGEF faktory¥al ast n2 c¢c 2Rhsoe G TeRysuzl ahcresjleciaktiviyl it a k @
Rac GPR§AS2 mezi Camkeb,Dvhppofiyk Mctld Prex2 nebovav2. Zm Dy
souvi stelJrict2o sp iy o tpeo pnsy§ kdpiyoleu6d.2 W regul al n2 ypodj ed|
kasei yKQak2®)z Kkt er §funkcelyluproteijifeb vy | zrf§rgtddtn ve fosfo
naSerl54u bunhDk se snRpatrgptOm@a upeklpeespobn8&§shddIin® st
poklesna®Berl58s kontr ol n2ch b ubrDkiygdpdpTRE Ati anku®? agogines§T A L .
b-arrestinu2z p T syopbkie$ fosforylace naSer27u s u b sitpr ®tt ei nki n8.zy C,
Obaligandy, TRH i TAL ovlivnily fosforylaciu b un Dk se s n-argedimz dl zmlDadi n
unNDkol i ka dnaa pgS2ckhl a@E FOPveg2kaAiaml MejZd 2d a3 genhDj g2 m pr o
zevgech f@KFhylr Dock7 kted by | rozdz21 nna dsm srfTozrnyll cohv § n
aminokyselinovich zbytc2ch.

StejnhD jako GEF faktgmuy,ujtalk®t nRkt er ® aGAM!
GTP§z. TakovI MyoJb®ébs Argap3dsm keerT ch jsme zmRDny v
probralivp Sedc hoz 2?2 .Wavouda @hGAP, Brhgapl2aFarph y | a sjni2 diteMrBa
fosforylace po stimulaci TRH a TAL  kont r ol. Wp 8§ h p & diyhDtErdor ppkies
det ekiopg Stimulacio b Dma har mam@ksn2 gen-arestirid2 oknz gtho
uArhgapl7 pouzep S2 pady,t gyeobly U Rky vyst asvteinnyu lsatciemuTl AaLc il
U bunhNk se smrgersdli naxXp masrfhammfpdr7y Iga8ldmal  svtl d w
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Obr.51: ZmNny ve fosforyl ac signapzacomomomenic h z &Gp op reontlecihn Tv. z  r od i
Vbl edNDmodrTch r8melc2ch jsou n§zvem genjuedanotD ipw® teefienku
Rac GTP&z, u kterT Eébsbhbypkylaici guNkynz mbBhyngiRNAInKDKIL bunnk

barrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zel enln
rg&§mel ky GAP protFeoisfyr Rhova@aA®8&ami nokyselnop¥®merbryltrkiy
zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tgion ) a paonSi ando?kny svel i nov® sekvenci. Jedne

gi pky vedle tBRDchto f osf(oldghbhngdumetendvr mnhatt @nmedloo kkvad n tt iatt a t
zmDnu; pkmDrzn@il 2 ,n 8rdlas tdio gnleob ok pokl esu ve fos8mciyl aci

kontroln2zch bunBRDk a -anestifdk persve RBEAgi pkhy pi dRHAC, poro
kontroln2ch bunBDk a bunDbDk p,0 pariawn &mnczi ZIMRMHN (Wl ru8mc ig ik
bunRNk po stimulaci -TTRAH/ ArmqgdrpRo r@igmEw); bonAmDdrk po si RNA
b-arrestinka sti mul aci TRHTAbhRAA® gopéyeifen 2Arbzumlddk wo si RNA
p-arrestinka st i mul aci TAL (zelen® gipky). Stimulaln2 nebo i
proteiny, pSilemg lerven® ¢gipky pSedstavuj?2 jig potvr
efektorem nebo proteinem navpzic 2 msd §hal vzaci . Asociace a interakce

vyznal eny podl e My&mwtbeta,2007; teceet di, 2G16; OlaBest al, 2003; Harderet al,
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2009; Schlessingest al, 2009; Kichinaet al, 2010; Heet al, 2013; Kuijl et al, 2013; LopezGuerreroet al,
2020; Vasco, 2021; Kovaegal., 2009; Schulte Shenoy2011; Zambonét al, 2018; Kimet al, 2000; Bryjaet
al., 2008; Wanget al, 2008; Moniza Jordan 2010; Manchandeetal., 2013; LopezHaber et al, 2016;
NucheBerengueret al, 2016; Fu, 2017; Forrestt al, 2018; Kurtzeborret al, 2019; Merten®t al, 2003; Heo
et al, 200; KukimotaeNiino et al, 2019; Maiwaldet al, 2016; Cheret al, 2010; Welch, 2015; Fengf al, 2014;
Pan etal., 2011; Offenhausest al, 2004; Toboretal., 2018; Arastet al, 2014, Beclet al, 2014; Ywet al, 2015;
Nolaet al, 2008.

Zaznamen8ny byly d8l e i zmPDny ve fosforyle
vi §mci kt ejredd hotllai w Ntosf oryl aln2 m2sta rozSaze

jsou zaSazena dvhD fosfop§dmdadnBR I€rs4m, bySlea 45V lag
ubuniNk ovlivnDnTcharsegtjiemw2 axpels?2 aplSérdac2 TR
doglpbokk esu fosforylace po stimulaci jak TRH, t
TRH u bunhRk se -smrdxtnionnu 2.xpCesse btT 1l e druh® ob
m2 st e Thnly74,5erl830 a Thrl831, vedla inhibfearrestinu2 n 8 r Tst u ve fosfoc
zat2mco stimulace TRH u kobwumR&IEm? cshe bwnrlPk na u a
barrestinu2 mRla za n8&sledek pokles yp&2fpasfory
Rho GT*®S8ignalizadi Rac GT®z byly detekov8ny proteiny,
vef osforyl aci pouzer m&stismédd.enZe exlpu pisrey bGEF f a
a protein TrioomezGAP pr ot einy zej m®na Arhgap23 a protei
Mezi proteiny, un riecli®sdomglyd ake zpmnldm® tak®
Erbb2 a Erbb3. U Erbb3 vyvol al zvIigen?z2 ve fo
vhl adi m§atesbi nud,S2patt DmcEa mMBr2n @mug | pokk esu  ve
naThrl52 a Serl54 (obasghon N 5, 4x) po stimul aci TAL. Dal g?2
stimulac?2 TALsibygdgl ioddail em?yg e mtde rEa klbr2 ¢ HJ p aerdtnr

Pt k2b, nast al pokles ve fosforyl aci po ,sti mul &
Ser 392, Ser 394, Ser396 a Ser 399. Z§rmkeslR na V(
vef osforyl aci [ po stimul aci TRH u kontroln2ch
expresr2redpti nu?2. Pl 3K pTsoben2m pBesgacRacs n@JrPe

kproteinkin8zg8maBakh expPakRmeWt 8l nzch podm2znkS§
pokles (10,6x) ve fosforylaci na Ser2 u kin8zy
na fosforylacim2 rma®mie pXIpedsasgljanukBaci kontrol n2
od Pak2, u Pakl kin8zy byl detekovs8n pokles ve
Ser219 a Ser228. Na pDti dal g2ch fosforylaln?
Ser229) by lzymipbnoyz oveovBayf or yl aari r ezsptTismou2e.n ®A p I nihk
kbuRk &mz&T mi hd rarde sitaimnpoklesud/e fgsforylackna Thrl84, Ser219 a
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Ser222 a po aplikaci TAL -driyd e ut ibuinND kd estee ksanvZ gre r

vef osforylaci (Ser229) a jednak n8r Tst ve fosfo
Kinterakln2m partnerTm PaklpfapsdnNDnapS&hkbag
vedl a i-aathriebstcient2 a aplikace |ligandT keSazddDngm

MAP ki n8za Map3kl, u kter® byl detekov8n nS8r Ts
ubunnDk s e sn2gaernroeust erpRes2ZmBny vV e fosforyl ac
uproteinking8z Srpkl a Srpk2, kter @nafesforyldciast n2 .
Srpk2 mbDla vii-ar peositzieni2hrh(i Dercde8 D a Thr 491) net

TAL u bunhDk se wmnigesnonmu2xpSes31b), fosforyl
donNDkoli ka oblast2z. U pr¥n2SemIasdiSerahl ntujlza 2p
fosforylace po aktivaci receptorT ppaklest Sedni c
vef osforylaci po stimulaci TAL a oba |ligandy ta

u bunhDk se 3pfrgeensau nauxpr eDsr uhlT kl astr (Ser 309
expr@asitebtinu2 nebo soul asnou sti mulrestmg2. TAL u
Pokles ve fosforylaci na Thr453 a Ser4®5, pSe
posti mul aci TRH nebo TAL u kontroln2ch bunDiDKk.

6.44ZmNny ve fosforyl acisignpligeb h2i dibdmenwoj enT c |
Gpr ot erodmyCde42

VpS2 padNGTRE#HPDylo mow@mm@n ve fosforydagi u (
UGAP pr @ir.82). NIDk tCedrc® 2 GEF fa%nt gvaskPoslaku g 8§t ory Re
(obr.51)a Rho (GbTFE z na p(?kek Doakd DvI1-DvI3, Itsnl,Marcks Mcfl2, Prex2
nebo Tiaml1ZmNny kt &k Nc ht o porTostoebi eme? cnh-arrestinu? @/nebe b
aplikac? hormonT doRgdrop2,byltyerplopsiS§awygavijgeko G
GT P § z ygopakGAP proteinem p S2 pReadcd GNBE T s t ve Athgel§bybr y | aci
pozormwm&ngen?2 -arregiimu2sad®erb4 97 a po n8shebedTA®R apl ik
ubunmk zk T mi hdrrasthunna@almi5Q Ki nt er akl n2 m Fart SardPm A
proteinyCblb, Gitl, Pak, Rachebo ScribbleU E3 ubiquitinp r o t ey Gblb vedjagstimulace
kontrol n2c hTRB,TALRK a $ ®mpexprésed-arrestinuk poklesu ve fosforylaci
na Ser476, Ser480, Ser483 a Ser&Bgkud bylyTRH a TALs t i mul ov Sy smd Blyou
e x p r -arsedtinubd o gnlaapakkn § r T sfosforylaciw e vgech zm2nhDnich fo
m2 st ec@o ChdGit,ddeh §8zel o ke zmhDn8§mdudl femd fcdir kil acit
Vprvn? indbhaSad7é, Sér379 aThr3@8y | z amjedaake$hr§Tst ve fosfo
ubunNDk se sn®dHgrestioud hul &kdinmowl n2 ch @Ajednégoklgso st i m
ve fosforylacip o apl i kaci TRH u akloink a il n?P RH phinhibilk w pwi
b-arrestinu2ZFosf or yl ace i na Sdrb8a,Is@580dBAstbyl a ovlivnhDna
i nhi-arrestidu2al @% mt ei ne m iAnhgeé7ijesaffold pfotih saribBI€¢Scrib).
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Fosf or y | Scilibna@Ser@r2, SerGd2, Ser1204, Serl207 a Ser1l208bylh i v M@ maal e
pouze u bunhRk v y-artesirugneboo 8 s lienchi @i s i i Ubselina c i i g
napozici 1483d o g Ipaklesia ve fosforylagpo ov Il i vnPDn2 TALDal gdmt GEF n 2
faktoremjeg t o p | a zproteih Axink T u kstteirnihioace TRH u bunhDk se
b-arrestinudryvolalaz v T %y efoséorylad na Sev5 a Thr79

Co se tlle GAP proteinT inaktivuj2c2ch rodi
dogl o powmze hu phteichny se n@®v RacYlnaedbdton 2R hion aGKTtPi§)
byly jednotliv® zmBagl pgobc8nkapgtoel §ehv (6. 4.2

Me z i efektory Cdc42 GTP§z, u kterTch byly
proteinking8zy Pakl, Pak?2 a nPazky6 ,v 8MAH 2kci2n 8zdac 4\ea
a Cdc42bpb) a efektorovl protein Cdc42 (Cdc4d2e
efektory GHIP&za CRad2a zmDnjyejviec hf osdlow e @ac&tc hby
pops8&ny vige (kapiu oCdc 462mp a2, at aék. 4u 3¢dc 4AJ2atkpb
fosforylace po-arnbsbiou2.explpepak bsn2 gen? f osf
uCdc42bpa po stimulaci TAL u {amestifuR a s @c48bpl? §enou
ukontrol n2chi kbaucniDkj apko TaRH, tak TAL. Zvigenz2 v
detekov8&no u prhatRki§rcth Gdc 4 ha mreensotui neux2p rsetsizmubl o v
i TAL. Vgechny zmDnyl oka@abvizaaep?2 cko sfunk|l n2ch dom®i
interakcemisld g2 mi proteiny6zng8zor Ruje tabul ka 1

Tab.6:ZmNDny ve fosforylaci pr ot ei nEnzgmatickokaktiviminnebov e f unl
interak]| n2jcihn Trmiis tpercoht esi ny

N§zev prFosforyl ov an|Lokalizace nebofunkce
identifikaln
vdat abgzi Un
organismusRattus

norvegicus
) | ok al i plekstihn «
Arhgef7 Ser497; AOAG2QC21 homol ogn2 de
Cblb Ser476, Serd480; Q8K4S7 | stabilizace Cblb
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B-arrestin

Arr/Ctl

Erbb2 | Erbb3

DvI1 (Qowves) ~S1941tt (MOR4LT) | (G3V6NT) Mcf2l 55l ZRH'I/'EH Arrt
DVI2 (D3zB71) -S211448.3] | $154465.41 | Togatt (@63406) 1976 AIT= /Arrt
_sastt T152}[54] S980f TAL/CH!
DvI3 (04ADVS) [gio5 1132 ltsn Marcks
-T3741tH Taserun Trio Ewy) oY SRl
Farp2 g7t ‘ ‘ |5896}{“” (AOATPOPBZ6) sT20Mt
D3ZFK8) —T378tt S3761t S3354(8.5 :
6 e ST Loy | Fsees
[ $5111t T3831t -S12071
Sa77I I Bt S5t Myo9b si2sofi9.2is2] | Arhgap32
Sa741 1 W S5871t se72ttit (Qawig) 120219 2liks 2]
| [Vsastt S6921 “31550 1 (FIMAK3)
Axin1 —S75/ttH : A [S10821tz63 | Soe61t
g Git1 - ti1 3] s12671 S8851
(070239) 779 1ty Scrib [S1207107 3l S8701[18.2]t 1t
(D3ZWS0) -51483 11 Arhgap17 —-8574t[16.5] L} 1[-3.2]
Camk2p [5355!! Arhgef7 9ap /| 174,
53561t rnge TS0ttt Cd 412-GDP (D4AAVA)  L-T746 S51ttH
(FILNIB) | s3581t11 | (ADAOG2QC21) -S4971 Cas- | '
1361274 |37T571512;1415]651][65] Arhgap
T7481[74.1]!. 1[-6.5] (D4A6CS)
Docké Chblb GEF A Srgap2 ~S9904
2 -5994 Cdc42-GTP
(IT:AOG K;AHA') (Q?K457) (04208) oo
| $14091 Sasal ET1.9] Cdc42ep4
S12601t 1t -
ses4ft Lraakapt CdC42 GTP (BIWC33)
S476l it J
Prex2 | Plekhg3 Cdca2bpa STIet
(D3zZW14) || (D3ZA21) Cttn (ADAOG2K5Z1)
Taotitt  S63644 (AOA1BOGWS4 Paké
Y139 Wi (D3ZQ51) Lzt
-S04 1(72.6] 1| 5.
Dock7 —gggg”n% e e ‘ [Sasar sie18ft
r - 87
(Fm?sz) —T917# ; Pak1 -T1g41th SSS%%TE)&P Map3k7 ey
‘ [S1416t 261y | Tiam1 (P35465) ~sz19ﬂ 1 2.3l % PDCSE4) (Q7TT49)
s1410 1t (D37WV8) Pak2 [ Sasatt | $16951(5.8]1117.5]
S14081[28.11) \szzgnu ] S
S918 1t | Sra62ttuy  S2280 1 (o) S4391t[-5.4] siaoatisaliitan 2
S725ttH $21[10.6]
Obr.522ZmNny ve fosforyl acsignalzaconoeoman® h z &p @jreonle¢ M Tv z rodi |

Vbl edNDmodrTch r8melc2ch jsou n§zvem genjuedanotD ipw® teefi enku
Cdc42 GTPS§z, u kterTfcds fborlyl azgii gu NDkgn tzrmNinry2 cvhe GH1 bun
i nhi miradgieshinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zel
l ervenT mi rg§mel ky GAP Fmprsdtogiynyv £&n® 4 2 miGT®PRBysel i nov®

jednop2smenni mi
dvi

z8vonekd

mal ®
kvali

porovn8§ne8mariDnkontrol n2ch

barevn®

zkrat kamid n()S,a sp@ntiamo?knfisve It hm@ew® i e k We n a
gi pky t N qfbld dhande agefleaorhwr laan|art 2®c h
tatgvpRy zmhDalu2n,8s hidéa u d o @ Hasforyao.kArT/€,s u
bunnNk-arrastinu n D& r peon & i RINAK yi;n h’

vedl e m

vV e

porovn8§n2 zmBDn v r8mci kontroln2ch bGnhDERoroboBRNk pmDst
kontroln2ch bunBDk a bunDk -pRH/sAr mul pcrir SVMAEN  noMXk® pwWwi p k
i nhi-arresgtimab st i mul aci TRHALNWNNMAId® ppirpk@yme;n 2hrarmDk po si RNA
b-arrestinu2a st i mul aci TAL (zelen® gipky). Stimulaln2 nebo i
proteiny. Asociace a interakce mezi | edn oMiyamotoétmi prot
al., 2007; Schlessingest al, 2009; Kichinaet al, 2010; Heet al, 2013; Kovacst al, 2009; Schulte& Shenoy

2011; Zambonet al, 2018; NucheBerenguer et al.2016; Kurtzeborret al, 2019; Toboret al, 2018; Yuet al,
2015; Richnawa Aspenstrom2001; Fortinet al, 2012; Masaki, 2012; Cheet al, 2015; Brudviget al, 2018;
Farrugia a Calvg 2016; Rangamangét al, 2016; KukimoteNiino et al, 2019; Mulleret al, 2020; Boissierl
HuynhDo, 2014; Nolaet al, 2008; Lai et al, 2009.
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6.45ZmNDnyf ovsef or yl aci p r odigedlizal Tn 2 z adpoofjmmeen dhc h v
Gpr ot erodmyArfz

U skupiny Byfo GIPegekovsno s®hzinl GEF zmdka o
vefosforylacin e § GAP (pbr. 63). ArhgefTje GEF faktoemAr f G¥$P &jpko D
pSedchozt2XRd ¢dvao uCd c B2k GEYIES@ ji g zm2nhDno, sloug:
pro proteiny Gitl a Scrib a jako scaffold protein pro Latsl a.Stk8d néme kt or T kompl
Arhgef7-Gitl jef osf ol iUp @Iz @1). Ba Sed54 aSer 460 byl Zaznamen.
vefosforylaciPL Clip o st i mul acipol ipgah @y eaamestingKaprotecsna b
na Thr457d o g Ipakleskive fosforylad p o i n harrdstinei2i chog byl o zvr 8ceno
TAL.Dal g2 EFaktieitounGbfg, b y | rozd2Il nnD fosf orvplrom&n ve
oblasti, na Ser340 a Ser34&d| pokles v x p r @reestinudln 8r Tst u ,fstomslacer y | ac e
TAL vedla km2 r n ® mu p x) kd fesforylacingd SeB46 kont r o lakpoklesu b un Nk
vef osforyl aci naseesdd e ul mharesthibk2 dStinmukacai TRHD
ukontrol ndadpadkndDKkTsobi |l ananSerB4usGbfil @l mMTg ef ar8y lea c
signalizovat pSes AtindreinproRrkd&rols fjoa yil rmtceePriR lort 2em ngk
bylao v | iawouldnn h i farrestiau2lb dal g2ch tS$S2 GEF faktor T, Al
dogl o keezmPrs§mryl aci .U AarfgeflaArgef2bhy | pao df no2snfeokr y | a c
soust SedhNna doCmNlsel itklal ekSex86thykff.dsf omr yl ace sn*:
ukontr ol np2oc hs thiumulkaci TAL a u-arkestinuBpo sténalacsTAL2 § e n o u
i TRH.NaSer393 aSer39d hodnhD v eek r garkestifz kpoklesu ve fosforylaci
kter vbyglcena pTs oSbaemo2tnm TTATLAL i TRH u bunbDk kon
naSer394vdal g2 obl asti, n a e § e knbSyr @Bkosfaryla8 parirhibid 6 by |
b-arrestinu2 a lSer 1566 tak® po n8sledn® stimulaci TRI
b-arrestinu2.v. p S2Apfgef@ B y | d e n 8 k desf@sforylacip o i n harrésiina2i b
vevgechr a Séxlhn D f mbldstechajelpauzegprivanlt obl ast ibyl( Ser 218
d e t e kpoklesve fosforylaci po stimulaci TRH nebo TAL proteinuArfgef3d o § Ipaklesk
ve fosforylaci pouze nger387 o st i mul aci TRH a TAL -awestmu2n Dk se

ZmnDny vyaci it GAP foroteiv Git2s e op Nt daj dvoeuY pibil mist 2 .
oblastibylpo z o r o v §ve fosfoBytacina Ttyr392apokles na Ser39doi n h i darrestinu2 b
NaSer39h aw2oc h§pekbeku tak® ppr akt $eTREATAL(@D)@Mpt or T
akn8r Tstu ve timalafTALruy IbaucniDkp os es s n-arggimudVue hdl raudhi @ o u
oblasti, na Ser415, Ser418 a Ser421se shodnh zvigil aAlf osfbughhkc
ses n hogue e x mmestisRU dv o u p Ardgap8 aSm@p2bylyz mNny ve f osf or
det ek ov $aighibisiexpreseé-arrestinu2l d a |l g2 GAP, Agigly Afgaph Asapl
a Asap2,nastalpo stimulaci TAL pokles vdosforylacivn Dkt erolscfhor yl al.n2 ch m
U Agfgl indukovala pokles ve fosforylatia k ® st i mNepraticoeu v BHpadlD Arapl
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Asapl dB8 g Wefasherylacipostimuacir RH nebo TAE 8nbgeRBbkbu fosf
b-arrestinu2.
ZmNDny ve GAfy B adgpkoteidl Arfaptinu-1 (Arfipl), nastaly pouze jeho

N-k o nc o v ®NaoSerbbglsstn2.gen8 pPpospdsypbaoé TRKonebol TAL
bunNDRHauTbunhDk se sarestpe@NaoSerdbhylla dhi8roflusth ve fosfor
se sn2genawur espires?2 bDbvr §demotpeismb eBizml TRdHHc h§z e
ve fosforylacip Tsoben2z m TRHnNhi BréestiBulRHk taikwwvace redRHpt or T |
aTALaS ug u bunhk Kkont raocéstmd2eddla kpekleso vepfasforylagih i b i c i
naproti tomwoklesve x pr-asir edt i nu2 vyvol arholekul® BiTl3abulkae f osf
17zn8zor Ruje zmNDny proteinT detwrkkovaenc@& ve of wnal

sjinTmi proteiny.

Tab.I7.ZmnDny ve fosforyl aci pr ot ei n Enzymatickokaktivimunn&ov e f unl
interak]| n2jcihn Trmis tpercoht esi ny

N§zev piFosfor yl ov an| Lokalizace nebofunkce
identifikaln
vdat ab8zi Un
organismusRattus
norvegicus

vazba paxilinu, vazba

Git2 Tyr392, Ser415; Q66H91 1433 protein’
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PLCS1 Arr/Ctl

(G3veD1) B-arrestin | ettu . TRH/C
“~ S379 141t Git2
[ Sasott 1t Arfé T383ff | # —ssoan 29t Arr-TRH/ArrH
T45711tt 35834 (Q66H91) _s53971[-3.8]
S4541tH ) ‘ st ‘ 221t TAL/CH
~5355
Camk2p ~333! X s4ieh Arr-TAL/Arrt!
(FILNI8) -s358tttt Git1
36112714 \ (ADAOG2KS27) [ Stk3 (s1wBqs) [ 5316122211 113.4]
— S464 1t
LatsT (FIM2K4) [ gy7710tus
Btbd8 -ss25 [12.56.2] Arghef7
(D4A0X3) [~S8261[12.5]41-6.2] (ADADG2QC21) segf}zggn
| S04t Arfgap3  Arfgap?2
AP3-6 Saorm I S — (Q4KLN7) (Q3MID3)
AP3-B1  Ls276i T1504 1t Scrib L S1200tl29#t)  $332t[17.41  S431114[-8.3]
(AOAOG2JWDE) (D3ZWS0) 51483
Arf _ Asapl —S6471[-6.3]
s1971t Sl Arf-GDP (AOAOG2[3(451) —S6514[6.3]
PKD2 21941t . (ACAOG2K3N1) i
C . S85511 1t
(Q5X1S9) _g%ﬁ]?ﬂ | é% %?3111[-595] GEF GAP S8521t
s 8523%1[1&,%3]&[-4‘3]
Smap?2 Asap2
J Arf-GTP (AOAOG2KINO) (AUAOG2KS08)
s122 Arfgef3 ' —
| 124101697101 52 (D3zF85) ArfipT S193tt $6531[-5.8]
Akt1 (P47196) é387uu (AOADG2JYA2) Agfg1 —E;gﬁ[ﬁs‘gl V[-5.6]
| S120t[155.8] Arf | Isotty (FIMON7) -S181t[84.71/ }[-4.4]
S1261[155 814 1363511 SO
Arfgef2 —S1518it Bi 52971 [25.2] 1[-7.1]
- L in1
Arfgef] [TS280HEL | (garaun) _3123?,'1' ~S29911477.71 AL
9341t . (FILMX1)  -5305t[13.41i[5.7] | (F1LM60)
(D4A631) 539441 Witt |8356n B .
: Arf6)  1s333. i[85 V2351
|S15661H1t St e $3251(36.6] . [-8.5]
§15631t 821 81[32 0]1[ 9.9]

Obr.53 ZmhNny ve fosforyl ac signafizaco mamomenfc hz aGp og remtlecihn Tv. z  r od
Vbl edNDmodrTch r8melc2ch jsou n§zvem genjuedanotD ipw® teefi enku
Arf GTP8z, u kterlTch biyly Epngt®hy2 egmNBM1IvieuhrBsfoelyod at
barrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zel enln
rgmel ky GAP profeishyr WdédvadT&@ 8ami nokyselinov®mizbytky

zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tgion ) a paonSi ando?kny svel i nov® sekvenci. Jedne
gipky vedle tRchto f osf (oldghbngdunctendivr mnat @nmedloo kkwad n tt iatt a b
zmDnu; smir gipky8§rzhatl 4, neba polllesuk ve fosfmecyl aci

kontroln2ch bunbDk a -anesifik perséeRB®IAgIi phybi TRHDAC, poro
kontroln2ch btuinfdkl acibummPk @E®l st ® gi pky); TAL/ C, porovi
bunhDk po stimulaci -TTRAH/ ArmagdrpRor @igm&n)?; beAmDrk ypo si RNA
b-arrestnka sti mul aci TRHTAbBhAdD® gPgopbayimpuntAYkz mdonw svi RNA i nh
p-arrestinka st i mul aci TAL (zelen® gipky). Stimulaln2 nebo i
proteiny. Asociace a interakce mezi | edn cEtsdlereval, mi pr ot e
2016; Sclyrmanet al, 2020; Monettaet al, 2007; Sztulet al, 2019; Nolaet al, 2008; Zhoet al, 2016.
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6.46ZmNny ve fosforyl acisignplizebh2i dvibdmengloj enl c |
Gpr ot erodnyRalz

Rab GTP§zy patS$S2 mezi redulackvoevz® kpurl oStrenizrhyo %|r aa
Vezi kul 8rn2 transpkdejev zmil R nl§a snra@BEm&SHDprofanglo mu
podrodinyRab5 Rab5 interagujs e ¢gi r ok T m sS[re k trm@oznighb gt ei mT r az nh
o Vv | i vinnhniokairestinu2 (bbr. 54). U efektorod ¢ protein] Rabepla Rabep2d o g | o
poi nhi farrestinui2b ozd2 1 nTm zmNn8&m ve fosfoargsimzi . Zat
u Rabepl m2pm8oPhst ove f os (5ax) apbkiese fosfaylas ®erdd@so 7
uRabep2vedlok 8 r TJosfarylacenaSet 76 a Ser 180 WYrodqulilsdlomdno 1Bx9
pro Rab5Gapvdidogul ovgech zmhDnRAl dh ok @ fk @ve fpsicdylgde n 2
Naopak wp S 2 pntesddinui2 (Itsn?) , d a | @nfolekdyvipe gice s ec h vewlabocyt - z
i n hi kirestiau2 poklese fosforylacina Ser231a Ser90B.§ | l|BL OfHj ej 2 mg substr 8§t
Rabeplvy vol al o s matragtewul2v Thg eard2 nf s f oStyil mwlea cnea TSlelr 5m
za n8§mi edk kpix)wd fesirylaci na Serl76 a Serl8@roteinu Rabep2 @a Ser407
(5,Ix) t a k moteinu Rabepha Ser908 (3x)i Itsn2anaSerd50 5, 8 x) u .WGapBlzy Ul k1
se sn2gil a f78&HostmyldciaTkil rkeo n$e& o | nn2ac hS ebrudn7lk ua b u
ses N2 ¢geno u-arrekin2Sens?2g e § -agrestnu2eas&® s lbedn 8§ sthdomaki|l ace T
veda ke zvI gen?2 9D3msSéras wolekule Bsnha Ser

Zmhynve fosforylacibyl y det ekov8&§ny tak® u dvou efekt
rabenosyna nischarinW/ p S2 pad D ki gecha et a k| n Rab4,Rabd d Raeld e m
vl asnl ch e mhyaozzj o nget ehngdesfo§lace naSer1282u bunNDk Tad sn2 g
hl adi ramestinu2.Rabenosyn, intekal n 2 partnerbyRaboddld gR&®Ob T ,0sf ¢
popTsoben? TAL bwniWbwnDlishdgemou -arestimu2 K 8r Tbs t u
fosforylacena serio v 1 ¢ h  z IsakteocPrabdmosymud o g | o o ibhibini @Aprese
b-arrestinu?2, nNnEsbedbmu@ NEt ismulsma@seno® e p 8 X pir @isk a b
z v 1 gtake b 2 gedosférylad.

Lasnl emfgeomit recygkaomé&mni czkp@rt snskmbe gmiNct v
tzv.r ecy kl al n2 ho Hé rad danponentarti RREC)y. k | a jsau Rabtily Reilit &
Rab35GT P 8§8V¥I1ya g2 s tzuadzinia njesnmael i z mDm D ikavGEF faktore¢h@ar y | a c i
GAP proteineclRab protei nTetz gk b p FosbrygldtedDgndéa, GEF faktor
proRabl4 proteinby | a zvI gena na Spoklesed eapreSbearresttiu2o o § u n Nk
bylo vp $2 pSerd62 v r § stiemnlag TAL. Ke zmRDnN ve fakW®er ytiISeacih d
proteinech Ratbé8®5ba Gijdghfmto@RF faktoru a dvou GAP proteinech
U Dennd1aGEF faktou proRab35by|l det ekovg&n | ehklT n&§rTst ve |
poi n hi kairestinu2 B naopakokles po stimulaci TAL. T a k ®ekvenci GAP proteimu
Tbcld10a mND| o potl al eanr2r egeXxipne8e z & ngsl edek Il ehk:
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naSerd55,7x)a apl i kace TRH 1y edpldesTA Ls e atplSl2d idridm®ho G,
ThcldlOh dogl o ke zmRDnND ve fosforyl aci na osmi f
mhNl a aplikace TAL, aS ug k buRKkS&m k-amedimual n2m n
Dal g2m |l enem recyKkpradinn¥r 8anc§ hyr ejger | Rcoglyl 1 e h o
identifi koteiynsgARMvaktivitdy,) y u zzkrigneifusfrylaci
zar Tznl ch poodwiduRakaplvedl pokles v x p r -@rsestinud nebo ishulace
kontrol n2ch b pokBskveToBibtylaai nGEr88%TK992 pSi |l emg apl i ka
zpTsoumibloam fosforpBalletchvembuwtsfedr ghagienou hl a
p-arrestinu2U dr uh®ho protei nu, Thbcldpokles vezfpsfoiylacb i | a s
naSerl084 st i mul ace TAL u bunRkarsree sstni2ngue2n Tnngir Thslta dvi
naSerl089 Mezi efektory Rabll p6&2 BadiRP Rabulfiepek
proteinT, Rabll1lfipl a RalklfTiRHs,a vIyA/lol md lkal esst iwu
zat 2 mco -damrhe dtiiceud mhDla vIiiv na fosforylaci | e
Rab7S2 d2 tdassipeaht endozomT] do pozdjedhddch endoz
zj eho i ntpamd Riddbgyhi dent i fi kov8ny dvhD obl asti S ¢
Vpr vn?2 vedhal sinsuladge TAL lpoklesu (6,1x) ve fosforylacina Ser495 a inhibice

barrestinu2 naopak zvIigila fosforylaci na fosf
m2 s tda uhi®l ast i, Thr 972, Ser973 a Ser 978, mnD1 a
ukontrolnzch bunDhDk, takarrestinl2uniDk se sn2genou ex

Udal g2 yGTR&Rk12, Y astn2c?2 se zejm®ha rpoggt Bao
zvigeng fosforylace na Ser 20 -areestifi2Rall2 regulujd u n Dk
napS2kl ad pr ommTORGHgeddn zhkl canwpseAzok  h | daidvi inn | energet.
zdroj T a redoxn2ho stavu bujéhkiynt eZrmadgnuyj 2vee? d o spf aori
pops8&ny u@.wWigee hhgbrzmNDny detekovan® ve funkl|n
vm2 st ech prjd nil nie rpa kodoie ingDib@icesBo u z n § z

Endocyt 8§rnz, | ysozom8Il n2Goa gg éhlkor ealpna?2r 8d rug§ h yN I
proteiny | sotu®tak t|i &snt2i pemd/ddmemdg3id notv ®thioi sly gt ®md
nDkoli k interakl|l n2ch pcaircc@odsgl hRalmppr @8t eimnT us K
kezmDnhND ve fosforylaci. U Rab3ip, GEF faktoru p
pokles ve fosforylacina Ser272/S2 padhN GEF faktoru pro Rab10, De

ve fosforylacinaSerl31® bunNDk se smrrFgersdui naxXpraesn2e b u bun

' i gandy. Naproti t omu, na S e-arrgés8n2B kv 2ac eSemd @ 2 6
pades8ti n8§sobn®mu nN8r Tstu ve fosforylaci, apl
fosforylace (5,9% . ZmNDna ve fosforyl aci byla zjigthDna t

aktivitu Rab6 praotreeisnu.nuRo diomghiobikcei zbvT gen2 ve
Ser 1085, po stimulaci b-arrastihk2 ligaadems FAL gneopak u exp
kjej 2pmouk | esu. U dvou dal g2 ch rp8rnoctie iGoT gri ehgou |aupjazr c82
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a Tbcld25,
hl

OdtransGo | gi ho

kter®
bunBDKk
faktoru pro Rab3 i Rab27 protein Sn2 genz2areeptées@2bzpTsobilo
naSer 1196 v

proteiny,

Stimul ace

Tab.1B:ZmDny

adi -areestinu2. b

vV e

byl

sekvenci

fosforyl aci

s e
TRH i

i nterak| n2jcihn Tnmiis tpercoht esi ny

pozorov§8n

apapl8da zamadnicle®n ik vede
Y asntenm? r\8§lokio s@h S atdr a z £ p @M
TAL

Madd,

pr ot ei n Enzymaticlekaktivimunn@bov e

vV e

n8r Tst fosforyl ac

sekrel nz ¢

vV e

p C
aplikace 1

vyvol ala sn2gen?

edn§

ngsil

funl

N§zev

P

Fosforyl ovan
identifikaln
vdat ab8zi Un
organismusRattus
norvegicus

Lokalizace nebofunkce

Rabepl

Ser407, Thr408; G3V9J7

Rabaptin dom

PLChH3

Ser537; Q45QJ4

| ok al i Zorlinkeruw
bl 2 ztker @i n81 1

Rbsn

Ser208, Ser216, Ser218;
D3ZL11

|l okali zovg8no
veFYVE-f i nger d
kter§8 je zod

zarekruitment do Rab5
endozomT

Nisch

Ser1282; Q4G017

|l okal i £d e § mo

Pdzd8

Thr972, Ser973, Ser978;
D3ZXY2

dom®nN zodpo
zainterakci sRab proteiny
obl ast zodpo

zainterakci GTPRab7
spozdn?2 mi enc

Denndb5a

Thr1079, Ser1085;
G3V7Q0

l okali zace p
doGol gi ho apa
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Obr.54: ZmNny ve fosforyl awsignaizacomomoman® h z &Gp opjreontiecihn T z r odi
Vbl edNDmodrTch r8melc2ch jsou n§zvem genjuedanotD ipw® teefienku
Rab GTP&z, u kterTch byly zjigthDny z mDn D&RNAmlibicis f or y 1 ac

barrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zel enln
rg§me|l ky GAP protFeoisfyr Rhbv&ad®8ami nokyselinov® zbytky
zkratkami (S, serin; T, thream Y, tyrai n) a paonSiando?kny svel i nov® sekvenci. Jedne

gipky vedle tRchto f osf o(fold charige dvedenolmr2asrt a t I ncahl Reb@kvvoar nkt8icth
kvalitativn2 zmDnu,; snn8XYrT sg iuplésyevdzansapl &k, y | zadcai . d oAgriro/ Ck po
vr § mc i kontroln2ch bunBkestnb ulnddikv @ro® sd iRINKAY ;i nhRIB/i €, Hor

kontroln2ch bunhDk a bunhRDk po stimul aci TRH o®dkuta® gip
bunRNk po stimulaci -TTRAH/ ArmqgdrpRo r@igmEw); bonAmDdrk po si RNA

b-arrestinka sti mul aci TRHTAbhRAA® gopéyeifen 2Arbzumlddk wo si RNA
b-arrestinlka st i mul aci TAWIl@del2em®@bdi plkivh)i bi$tnizm¥%l i nek je vy]
proteiny. Asociace a interakce mezi j e d n o 8dearmah,mi prot
2018; Nassariet al, 2020; Ghelfiet al, 2018; Villarroel-Camposet al, 2016; Morganet al, 2019; Matsuia

Fukuda 2013; Eathirajet al, 2005; Nielseret al, 2000; Takahashiet al, 2019; Kiralet al, 2018; Monettat al,
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2007; ElbazAlonet al, 2020; Ceresa, 2006; Hermét al, 2018; Lohr, 204; Xiaofeng 2018;EscobarHenriques

a Anton 2020; Kuijl et al, 2013; Galloet al, 2014; Chaineawet al, 2013; Liet al, 2018. EE, | asnl e
(early endosome) L E, p o z dlaté endosochg@REQrme c y k1 a | n 8V, seenkdroez| opiBYS,v § | e k
lysazom; AP, autéagazom.

6.47ZmNDny ve fosforyl acisignplizeb h2i dvibdmengloj enl c |
Gpr ot erodmyRak

Zm Nynve fosforylacibyyp oz oyb e BN kuop i &ktaei n T =ignplivacie n T ¢ h
Ral GER.8.Jednhmj 22 ce ovl i v nGERfakohpropRalRalgps2n T | e
viehog sekvenci doglo ke zmhBDnhD ve fos$%e®®3y | aci r
Ser296(2,1x), Ser3082,1x)a Ser 315 vedl -arregtimu2lg&n 7 s hfordadien f b s
na Ser 316, Thr 326 a Ser 329 naopak zpTsobilo po
(3,6x) lehce snzgila f os polesyilnaSer?296 (38 a EB0833K)6, TA
Aplikace TRHkbuR k §ne s n 2 § e narrastne2xyvalat pcklesk fosforylacina Ser293
aSer316. Pokudbylk uRk &8 m se snagercu i au@r apT s kKmiviSem (TALp
ve fosforylaci na Ser v@ekvereciRps2 315 a n8&r Tst na

U inaktivaln?2ho RalkGAMR,u dRmadg!| oGTkPeSEzz mDn8m v ¢
nak at al y(RaQARdl @ RalGAPa2) t akntelul( Rhl GAPD) podj edno
vpS2padh Ral GAPal a Ral GAPb byl y z mamestinupazor ov !
nebo n8sl edn® atGMmMRaA2acmDITRHna uf ksf oryl aci viiwv
bunDKk.

Dal g2m prndtraizmdmi s zmRnami ve jfedof prSlpadin j
zmNDnyedaot!|l ivich fosforylal n2ch Vm?rsvtnec ho bd paldtt is
deteko@ n n8r Tst fosforylace naaiSee20i muBermld®s lpeod
TRHneboTALvedlalpok |l esu fosforylace na Ser30 a nS8r Tst
pokles ve x p r eagestinud kn 8r Tst u ve fosforayl 8er 62,a na tni
fosforylaln2ch m2stech vedla sm2rmu®mnw ep kklnd gw |
vefosforylagd. U tSethRaoBensg?]| Ser 93 a Ser 99, byl pozo
se sn2§enl narrestni2pasiuaai HRH i BAL.

ZmDny ve fosforyl aci byly zazpamge8nypt ky d@
adaptorov®ho kompl| exGakVARSZ pau Nk Am&A -areskhL2a i nhi
kezvigen2 fosforylace (t®mRBp NBxDYi Inaa pTohkrl6e0s8 , v es
naThr622 (125,6x) a stimulace TRH aS ug bunnhk
barrestinu2 ke zvigen2 ve fosforylaci na Sere6
kpokl esu ve fosfaresyliawai2, pan §ish keidbiScticop bpokidskcSen T R
zZvr 8vgielcammynwyz ve f osf oryl aRc idoprjoetjdaicrhT flumkkd Ini2zcav ¢

prointerakcisl al g2 mi pr ot etabolge®j sou shrnut ® v
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Tab.19:ZmNny ve f osfdoertye kaocvia m® ovt ee i fnuEmAyrhatickow bktivitooi ne®Bon § ¢ h s
i nterak]| n2jcihnTrmiis tpercoht esi ny

N§zev prFosforyl ov an| Lokalizace nebofunkce
identifikaln
vdat ab8zi Un
organismusRattus

norvegicus
l okali zov gl
vsekvenci z
Ral 2 29; VGK1
aigps Ser329; QUVG za vazbu Grb2 a
regulaci Ralgps1
I kali
Ser29, Ser30, Ser34, Ser4 dOON_t ae r'mzi Onv§§| '
Ralbpl Ser62, Ser92, Ser93, Ser9 )
Q5FVTL dom®ny, m2 ¢
vazbu mnoh:
T5401t
cogemu  RaFGDP o vl
I?;gngKi)z —-S2961[2.1]4[-3.0] RalGAPal TRH/C
|S|329u ~5308t[2.1]4[-3.0] 1t GEF GAP (AOA140TAA3) RalGAPB AI’I"TRH/Arva
’T326H (noaoczkas7)  TAL/CHY
S3164/[6.314[3.614 RalGAPaz
$31511) Ral-GTP (D3ZKIE) | T313tt Arr-TAL/Arri!
Grb2 | S184
>\ S20# S8174
Si%ﬁ“# ~T6081[12.9]
Tiam1 | «— | Ras $4811190.31}}-2.6] AaK1 [re55 Lizsel
(D3ZWV8) ‘ | S621[190.314F-2.6] (F1LRI7) ~S626 ' ft
T S92ttt
EEIN el Feostin Gak |-Soait
—S99tt} —8827
an [ Arfe APoy2 ) (o
Cdc42 \
AP2-al [
/ \ (D3ZUY8) —S655H it
Rho PAK |— [ p38 Btbd8 aaoxa) [$h30 155l les]

Obr.55: ZmNDny ve fosforyl ac signaiizaco momomene hz aGp o reantlecihn Tv. z  r od
Vbl edNDmodrTch r8melc2ch jsou n§zvem genjuedanotD ipw® teefienku
Ral GTP8&8z, u kterTch byly kEpngt®hyg2emNDGKIRNSA intib@ik f 0 e g b a

barrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zel enln
rgmel ky GAP profFeishiyr RabvaiT®@8ami nokyselinov®mizbytky
zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tgion ) a paonSi ando?kny svel i nov® sekvenci. Jedne

gi pky vedle tRchto f osf o(folg charlge dvedanohmr2asrt a t zl ncah| Aeb&kvvoar nkt8icth
kvalitativn2 zmDnu,; snn8IXYrT sg iup knye Bzansapl &k, ly ézadeai vdeoAgriro/ Ck po
vr 8§ mc i kontroln2ch bunRakestinb ulnddikv @ro® sg iRNKAy mPTRM/I €8 mpor
kontroln2ch bunhDk a bunRhRDk po stimul aci TRH (glut® gip
bunRNk po stimulaci -TTRAH/ ArmqgdrpRo r@igmEw)>; bonAmDrk po si RNA
b-arrestnika sti mul acigi PRY-TAbMARA® por avBmcn2 bzumdXk wo si RNA
pb-arrestinka st i mul aci TAL (zelen® gipky). Stimulaln2 nebo i
proteiny. Asociace a interakcepomelze n Ssdl nefiadtiaével2nci h pprroat ce
2002; JullienFloreset al, 2000; Fillatreet al, 2012; Pesonnt et al, 2014;Schoppe et al., 2021; Piccini et al.

2017 D 0 Atlalp20%8; Cuestatal., 2021.
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6.48ZmNny ve f osf araylog ceisigngideb tve i whibridmem éh
Gpr ot erodnyRaz

Dal g2 osnal picth j GPR8§ Ran GFMEizyt ®i ovrodiny byl c
nNkol ik proteinT,-aurltsernhalR dodgledov oRakdam T AL k
(obr. B). Na p S?2 lsdkeenciGEF faktou pr o Ran protei neMydd@®, ubi qui
zapS2|inilo smanrxEsninaeprzeddgeh? fosforylace u
Ser2646, Thr3791 a Ser37®pol u s RanGAP1l swo&j enkntd vri & quu | wje?
RanGAP1 byly pozorov8ny zmDny ve fosforylaci
bunbDk pomoc?2 TRH a pomoc?2 TRH i-aTAlstibwl2Dkpgs
zvigen2 fosforylace u tohoto fosforylaln2ho m?

Ke zmBDn8&8m ve fosforylaci doglo tak® u Ran v
Ranbp9 a RanbplO0. Nej v2sekwencz Ranp2Z by § enpoek o s bu By
posti mul aci TRH byl o detekov8no u kontroln2ch b
Apl i kace nadpakz anNIn 8 pdklesdiesforylace na Ser2092 a Ser2097. Inhibice
b-arrestinu2 zpTsobila zvIigen2 f oxnfSorsylianud arcae I
i TAL vedla kpoklesu ve fosforylaci na Serl154 al@r Tstu ve fosforyl aci n e
uRanbp2Zost at n2 ch Ran v 8ozuazje? cu?2 cRma nporpoltOe ipmoTz obryolv §pn v
a TAL na fosforyl #dodtd n2 klonRarm | & RdanpphdRantjiBapr ot e
Ranb®, byl y zmhDny ve fosforyla@irregpTsoab@n®@vsBgtgary
stimulac?2 TRH nebo TAL.

Dal g2m interak|ln2zm partnergmjRamselcVEREZi | &)
inhi mircesiinu2 m2rnl vzestuPerdd8aorweFaeemmye oo E
zat2mco stimulace TAL u kontrol n?2ch -apestmi?k a TR
znamenala pokles ve fosforylaci tpM coht ted n o dfodyrl
kpokl esu ve fosforyl aci p o-argstinugdirhlarcyi  VIeA Lf aas fnoerb
protei nT sjgicheriznatickowaktivitbunebdsnt erjd knd2mis protei ny zr
tabulka20.

Tab.26ZmNDny ovwd oryl aci proteinT det enkymatiekou@ktiviteunébank | n2 ¢
interak] n2jcihn Trmais tpercoht esi ny

Ng§zev prFosforyl ov an| Lokalizace nebofunkce
identifikaln
vdat abg8zi Un
organismusRattus
norvegicus

lokalizace do komplexu
jadern®ho p-
Ser2511, Ser2088, Ser209 oblast meziRatv a z e b 1
Ser2096, Ser2097; D4A05 d o m®n a mi 2 a

RanGAP1 Ser427; FIMAAS

Ranbp2
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S4271
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Obr.56: ZmNDny ve fosforyl acsignapizacomomdmen hz &Gp opjreontlecihn Tv. z r od i
Vbl edNmodrTch r8melc2ch jsou n8§zvem genjuedanotD ipw® teefienku
Ran GTP8&8z, wu kterTch byly zjigthRDny zmBhDnysiRNAinlibics f or yl ac
b-arresi nu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zel enT mi r
rg§mel ky GAP protFeoisfyr Rapv&A®8ami nokyselinov® zbytky

zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tgion ) a pamifoakdy?sne lvi nov® sekvenci. Jedna r
gi pky vedle tRchto f osf o(folg charlge dvedanohm2asrt a t zl ncahl Aeb&kvvoar nkt§icth
kvalitativn? zmBDnu; s8R rT sd iup knye Hesforgphck i I ezsdTa, vdeoog loov nk§ n 2

vr 8 mc i kontroln2ch bunREkestnb ulnddikv @ro® sd iRNKAY ;i nhRIB/i €, Hor
kontroln2zch bunhDk a bunRDk po stimul aci TRH (glut® g¢gip
bunDk paocistTAll ( mod-T RH/GArprk,y ) porAo@m8n2 bzmbDk o si RNA
b-arrestnika sti mul aci TRHTAbhRAdAd® g o péyemuien 2ArbzummidXk wo si RNA
b-arrestinika st i mul aci TAL (zelen®%upipek)jeSvymedsenzgnekbkami
proteiny. Asociace a interakce megsl gddpdtitchTImiap?totB
1994; He et al., 2021; @r et al., 2015; Sangtarcia et al., 2008.

6.49Z mNDnyf ovsef or yl aci p r odigedlizal Tn 2z adpoofmeendhc h v
Gpr ot erodmyRapg

RapGTP8zy sd2l| ej 2 vel kouRapo d®TbPBadat@iS8wec i st r u
signali zace GTP@®DA | 9Kk Kkpi nzy/mDn8&m ve fosfortghaci N
par t(obes)JZmDny byl y zdavzonua nGeEnFB af pa k@ Rp§&il a Rapgef6

a u phti GW<e kpvreontceii nRapgef 1 zpTsobila stimula
naSer 239 a snagead3terRpReskKeriffnstternagk | he2rnB 7pSa.r t ner T
adaptorovl protein Crk, u kter®ho byl o pozor o\

TAL ke kontrohhemaboaRkBmzi RBEPgebilgaitCirk Iriegd:
komd ex protei nUl CiblIb2 par oBpoerik.h @ sdodlosf bryl ace po
b-arrestinu2 a nebo stimul aci kontroln2ch bunDiDKk
Pokud byly buRKy nejpr var rvg/ssttianwettyia nsuml@svesnd yn 2TxR
nebo TAL, vyvolalo to nS8r T Tst v e f Bosforydacey | ac i

kompl exu Abl 2 a Bcr byl a zv] garestnu2Na fostonylitk se s
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Rapgef 6 mDI a v i-avr rzeeg tmM®msak e dnh§ & ®iem@l ace t NDcht
TAL.

Obr.572ZmNny ve fosforyl ac signaizacomomomane h z eGp opjreontiecihn Tv. z r odi
Vbl edNDmodrTch r8melc2ch jsou n§zvem ¢e njue dan afeRoipr @t ei n u
Rap GTP8z, wu kterTch byly zjigthDny zmBhDnysiRNAinlibics f or yl ac
barrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zel enln
rgme|l ky GAP protFes hgr JRlapv aGTeP 8&mi nokysel i nov® zbytky
zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tgion ) a paonSi ando?kny svel i nov® sekvenci. Jedne
gi pky vedle tRchto f osf o(folg charlge dvedenvinr2asrt a t I ncah| Aeb&kvvoar nkt§icth
kvalitativn2 zmDnu,; snn8IXYrT sg iup knye Bzansapl &k, ly €zadeai vdeoAgriro/ Ck po
vr § mc i kontroln2ch bunBkestnb ulnddkv @ro® sd iRINKAY ;i nhRIB/i €, Hor
kontroln2zch bunhDk a bunRk po stimul aci TRH (glut® g¢gip
bunRDk po stimulaci -TTRAH/ ArmqgdrpRor@igm&)?; boAmk po si RNA
b-arrestnka sti mul aci TRHTALhWARd® pgr pk¥Eintid AbmidMkyv po si RNA
p-arrestinka st i mul aci TAL (zelen® gipky). Stimulaln2 nebo i
proteiny. Asociace a interakce mezi 3 e«danlCheneaad ani prot
2018; Smolert al, 2007; Sequerat al, 2018; Bakeet al, 2016; Schultes®t al, 2005; Radhaet al, 2011; Park

et al, 2005.

Sn2gen? -aerxrpagsetsienul2 nebo sti mul acepoklesunt rol n

vef osforyl aci na Ser361 u proteinu Raplgap?2. N
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