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Abstrakt  

 Signalizace spojen§ s aktivac² receptoru pro tyreoliberin (TRH-R) m§ svou nezastupitelnou 

¼lohu v ŚadŊ bunŊļnĨch procesŢ. Tyreoliberin (TRH) m§ dŢleģitou roli v regulaci sekrece ostatn²ch 

hormonŢ a existuj² tak® zm²nky o jeho moģnĨch antiapoptotickĨch a neuroprotektivn²ch ¼ļinc²ch. 

Na druhou stranu je TRH velice rychle degradov§n a tak® jeho dalġ² vlastnosti, jako jsou srdeļn² 

a endokrinn² vedlejġ² ¼ļinky a n²zk§ lipofilita, znevĨhodŔuj² terapeutick® aplikace tohoto hormonu 

oproti jeho rŢznĨm analogŢm. D²ky svĨm ¼ļinkŢm na centr§ln² nervovĨ syst®m pŚedstavuj² TRH 

i jeho analogy potenci§ln² moģnost pro terapii rŢznĨch neurologickĨch onemocnŊn², 

neurodegenerativn² choroby nevyj²maje. Molekul§rn² mechanismy zodpovŊdn® za prospŊġn® 

pŢsoben² TRH a jeho analogŢ zat²m nejsou zcela objasnŊny. Dosud se tak® jen m§lo v² o zapojen² 

TRH, popŚ²padŊ jeho analogŢ, v regulaci energetick®ho metabolismu a vlivu na bunŊļnĨ 

fosfoproteom. 

V prvn² ļ§sti pr§ce jsme se zamŊŚili na vĨzkum vlivu TRH a interakļn²ch partnerŢ TRH-R 

na later§ln² pohyblivost tohoto receptoru v membr§nŊ bunŊļn® linie TRY-1 stabilnŊ exprimuj²c² 

TRH-R na C-konci znaļenĨ ģlutĨm fluorescenļn²m proteinem (YFP). Z vĨsledkŢ tŊchto 

experimentŢ je patrn®, ģe nejen stimulace ligandem, ale tak® pŚ²tomnost vazebnĨch partnerŢ 

pŚisp²v§ k modulaci parametrŢ later§ln² pohyblivosti receptoru. 

Ve druh® ļ§sti pr§ce jsme se vŊnovali rozs§hl® analĨze funkļn²ho stavu TRH-R. Byl 

sledov§n zejm®na vliv jednotlivĨch signalizaļn²ch molekul na hladiny intracelul§rn²ch druhĨch 

poslŢ, jako jsou v§penat® ionty, inositol-1,4,5-trifosf§t (IP3) a cyklickĨ adenosinmonofosf§t 

(cAMP), po aktivaci TRH-R. Uk§zalo se, ģe tento receptor pravdŊpodobnŊ kromŊ sv®ho pŢsoben² 

pŚes Gq/11Ŭ protein se mŢģe za urļitĨch podm²nek spŚahovat tak® s GsŬ, popŚ²padŊ i GiŬ proteiny, 

a regulovat tak rozmanit® bunŊļn® procesy. Prok§z§n byl tak® vliv TRH i jeho analogu taltirelinu 

(TAL) na fosforylaci kin§z ERK1/2 a Akt. 

V dalġ² ļ§sti pr§ce jsme sledovali vliv aktivace TRH-R na hladiny volnĨch radik§lŢ, 

na procesy bunŊļn® bioenergetiky, na funkci mitochondri§ln²ho dĨchac²ho ŚetŊzce. Aplikace TRH 

i TAL odhalila jist® antioxidaļn² vlastnosti tŊchto l§tek a m²rnĨ protektivn² ¼ļinek proti oxidaļn²mu 

stresu indukovan®mu tert-butyl hydroperoxidem (t-BHP). Ani jeden z ligandŢ neprok§zal ģ§dnĨ 

vliv na procesy oxidativn² fosforylace, ani na spotŚebu kysl²ku u bunŊļn® linie GH1. 

 V posledn² ļ§sti t®to pr§ce jsme zkoumali vliv  ɓ-arrestinu2 na fosfoproteom u GH1 

bunŊļn® linie po stimulaci TRH-R. Aktivace TRH-R pomoc² TRH nebo TAL a tak® sn²ģen² exprese 

ɓ-arrestinu2 odhalily  rozs§hl® zmŊny ve fosforylaci proteinŢ souvisej²c²ch se signalizac² malĨch 

GTP§z, mitogenem aktivovanĨch proteinkin§z (MAPK), serin/threoninovĨch a tyrozinovĨch 

proteinkin§z, Wnt/ɓ-kateninu a proteinŢ z dalġ²ch signalizaļn²ch drah. TRH a TAL nav²c 

vykazovaly mnoh® odliġnosti ve fosforylaci velk®ho poļtu proteinŢ, coģ by mohlo poukazovat 

na schopnost tŊchto dvou ligandŢ pŢsobit jako usmŊrŔovac² agonist® na TRH-R.  



 
 

Abstract 

 Activation of thyrotropin-releasing hormone receptor (TRH-R) signaling has an 

irreplaceable role in a number of cellular processes. Thyroliberin (TRH) plays an important role in 

the regulation of secretion of other hormones and there are also mentions of its possible 

antiapoptotic and neuroprotective effects. On the other hand, TRH is quickly degraded and also its 

other properties, such as cardiac and endocrine side effects and low lipophilicity, disadvantage the 

therapeutic applications of this hormone compared to its various analogues. Due to their effects on 

the central nervous syst®m, TRH and its analogues represent a potential possibility for the treatment 

of various neurological diseasses, including neurodegenerative disorders. The molecular 

mechanisms responsible for the beneficial effects of TRH and its analogues have not yet been fully 

elucidated. So far, little is known about the involvement of TRH, or its analogues, in the regulation 

of energy metabolism or impact on the cellular phosphoproteome. 

 In the first part of the thesis, we focused on the study of the effect of TRH and interacting 

partners of TRH-R on the lateral mobility of this receptor in the membrane of the TRY-1 cell line 

stably expressing TRH-R labeled with yellow fluorescent protein (YFP) at the C-terminus. The 

results of these experiments show that not only ligand stimulation but also the presence of binding 

partners contribute to the modulation of the lateral mobility parameters of the receptor. 

 The second part of the thesis was devoted to an extensive analysis of the functional state of 

TRH-R. In particular, the effect of individual signaling molecules on the levels of intracellular 

second messengers, such as calcium ions, inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) and cyclic adenosine 

monophosphate (cAMP), after TRH-R activation, was studied. It has been shown that, in addition 

to its action via the Gq/11Ŭ protein, this receptor can, under certain conditions, also be coupled to 

GsŬ or GiŬ proteins, thus regulating various cellular processes. The effect of TRH and its analogue 

taltirelin (TAL) on the phosphorylation of ERK1/2 and Akt kinases has also been demonstrated. 

 In the next part of the thesis we monitored the effect of TRH-R activation on levels of free 

radicals, on the processes of cellular bioenergetics, on the function of the mitochondrial respiratory 

chain. The application of both TRH and TAL revealed certain antioxidant properties of these 

substances and a mild protective effect against oxidative stress induced by tert-butyl hydroperoxide 

(t-BHP). None of the ligands showed any effect on oxidative phosphorylation processes or on 

oxygen consumption in the GH1 cell line. 

 In the last part of this thesis, we investigated the effect of ɓ-arrestin2 on the 

phosphoproteome in the GH1 cell line after TRH-R stimulation. Activation of TRH-R by TRH or 

TAL, as well as decreased expression of ɓ-arrestin2, revealed extensive changes in phosphorylation 

of proteins related to the signaling pathways of small GTPases, mitogen-activated protein kinases 

(MAPKs), serine/threonine and tyrosine protein kinases, Wnt/ɓcatenin and proteins from other 

signaling pathways. In addition, TRH and TAL showed many differences in the phosphorylation of 



 
 

a large number of proteins, which could indicate the ability of these two ligands to act as biased 

agonists at TRH-R. 

Kl²ļov§ slova: ɓ-arrestin, later§ln² mobilita, receptor pro tyreoliberin, signalizace, siRNA inhibice, 

taltirelin, tyreoliberin 

Keywords: ɓ-arrestin, lateral mobility, thyrotropin-releasing hormone receptor, signaling, siRNA 

inhibition, taltirelin, tyreoliberin  
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Seznam zkratek 
Aak1   kin§za asociovan§ s adaptorovĨm proteinem 

Abl2   tyrozinov§ proteinkin§za, Abelson tyrosine-protein kinase 2 

ABTS   2,2-azino-di-3-ethylbenzthiazolin sulfon§t 

AC   adenylylcykl§za 

Afdn   afadin 

Agfg1 GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Arf, 

ArfGAP with FG repeats 1 

AGS   aktiv§tor G proteinov® signalizace 

Akt   proteinkin§za B 

AMPK   5Ë-adenosinmonofosf§tem-aktivovan§ proteinkin§za 

AP-2   adaptorovĨ protein 2 

Arf1   ADP-ribozilaļn² faktor 1 

Arfgap GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Arf  

Arfgef faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ pro monomern² G proteiny z 

rodiny Arf 

Arfip1   s ADP-ribozilaļn²m faktorem interaguj²c² protein 1 

Arhgap   GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Rho 

Arhgef faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ pro monomern² G proteiny 

z rodiny Rho 

Arap1 GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Arf, 

ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin repeat and PH domain 1 

Asap1 GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Arf, 

ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 1 

Asap2 GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Arf, 

ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 2 

ATP   adenosintrifosf§t 

ɓ-Arr   ɓ-Arrestin 

Bcr   protein s GAP i GEF aktivitou vŢļi monomern²m G proteinŢm 

Bin1   adaptorovĨ protein, bridging integrator 1 

Btbd8   BTB dom®nu obsahuj²c² protein 8, AP-2 interakļn² protein 

Ca2+   v§penat® ionty 

CaMK   Ca2+/kalmodulin dependentn² proteinkin§za 

cAMP   cyklickĨ adenosinmonofosf§t 

CaN   kalcineurin 

Cblb   E3 ubiquitin-protein lig§za 

Cdc42   monomerickĨ G protein, cell division control protein 42 homolog 
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Cdc42bpa  serin/threoninov§ proteinkin§za, Cdc42 binding protein kinase alpha 

Cdc42bpb  serin/threoninov§ proteinkin§za, Cdc42 binding protein kinase beta 

Cdc42ep4  Cdc42 efektorovĨ protein 4 

Cdk4   cyklin-dependentn² kin§za 4 

cDNA   komplement§rn² DNA 

cGMP cyklickĨ guanosinmonofosf§t 

CNKSR1 protein interaguj²c² s kin§zovĨm supresorem Ras 1, connector enhancer of 

kinase suppressor of Ras 1 

CN-PAGE  nativn² polyakrilamidov§ gelov§ elektrofor®za, clear-native PAGE 

CNS   centr§ln² nervovĨ syst®m 

CREB   protein v§zaj²c² se na cAMP-responzivn² element 

Crk   adaptorovĨ protein 

Csnk2b   kaseinkin§za 2ɓ 

D   dif¼zn² koeficient 

Dab2ip Ras GTP§zu aktivuj²c² protein, protein interaguj²c² s adaptorovĨm 

proteinem Dab2 

Dact3   protein Dishevelled binding antagonist of beta catenin 3 

DAG   1,2-diacylglycerol 

Dclk1   serin/threoninov§ proteinkin§za, doublecortin-like kinase 1 

Dennd1a faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ pro monomern² G proteiny 

z rodiny Rab, DENN domain containing 1a 

Dennd4c faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ pro monomern² G proteiny 

z rodiny Rab, DENN domain containing 4c 

Dennd5a faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ pro monomern² G proteiny 

z rodiny Rab, DENN domain containing 5a 

Dennd6a faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ pro monomern² G proteiny 

z rodiny Rab, DENN domain containing 6a 

DMEM   DulbeccoËs modified EagleËs m®dium 

DMSO dimethylsulfoxid 

DN-1417 gama-butyrolakton-gama-karbonyl-histidyl-prolinamid citr§t, analog TRH 

DNA   deoxyribonukleov§ kyselina 

Dock faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ, dedicator of cytokinesis 

Dvl Dishevelled, cytoplazmatick® fosfoproteiny zapojen® ve Wnt signalizaci 

EDTA   kyselina ethylendiamintetraoctov§ 

EGFR/Erbb  receptor pro epiderm§ln² rŢstovĨ faktor 

EL1-3   extracelul§rn² smyļky receptoru, extracullular loops 

ERK1/2  extracelul§rn²m sign§lem regulovan§ kin§za, izoforma 1/2 
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ERK5   extracelul§rn²m sign§lem regulovan§ kin§za, izoforma 5 

FACS   prŢtokov§ cytometrie; fluorescence-activated cell sorting 

Farp faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ, FERM, ARH/RhoGEF and 

pleckstrin domain protein 

FBS   fet§ln² bovinn² s®rum 

FCCP karbonylkyanid p-trifluoromethoxyfenylhydrazon 

FRAP navr§cen² fluorescence po fotovybŊlen², fluorescence recovery after 

photobleaching 

FRET   fluorescenļn² rezonanļn² pŚenos energie 

Gab2   s Grb2 asociovanĨ vazebnĨ protein 2 

GABA   kyselina ɔ-aminom§seln§ 

Gak   kin§za asociovan§ s cyklinem G 

GAP   GTP§zu urychluj²c² protein 

Gapvd1 GAP a VPS9 dom®ny obsahuj²c² protein 

Gbf1 faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ, Golgi brefeldin A resistant 

guanine nucleotide exchange factor 1 

GDI guanine nucleotide dissociation inhibitor 

GDP guanosindifosf§t 

GEF faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ 

GH1 klon§ln² kmen n§dorovĨch bunŊk hypofĨzy potkana 

Git1 GTP§zu urychluj²c² protein, G protein-coupled receptor kinase-interactor 

1 

Git2 GTP§zu urychluj²c² protein, G protein-coupled receptor kinase-interactor 

2 

GPCR   receptor spŚaģenĨ s G proteinem 

Grb2 protein v§zanĨ na receptor rŢstov®ho faktoru, growth factor receptor-

bound protein 2 

GRK   kin§zy receptorŢ spŚaģenĨch s G proteiny 

GSK3ɓ   kin§za glykogensynt§zy 3ɓ 

GTP   guanosintrifosf§t 

H2DCFDA  2,7-dichlorodihydrofluorescein diacet§t 

HEK293 bunŊļn§ linie kultivovan§ z lidskĨch embryon§ln²ch ledvinovĨch bunŊk 

HPT osa  osa hypotalamus-hypofĨza-ġt²tn§ ģl§za 

HTRF   homogenn² ļasovŊ rozliġen§ fluorescence 

IL1-3   intracelul§rn² smyļky receptoru, intracellular loops 

IP1   D-myo-inositol 1-fosf§t 

IP3   inositol-1,4,5-trifosf§t 
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Itsn   intersektin 

JNK   Jun aminotermin§ln² kin§za 

Kalrn kalirin RhoGEF kin§za 

KSR1 kin§zovĨ supresor Ras 1 

KSR2 kin§zovĨ supresor Ras 2 

Lamtor1 pozdn² endozom§ln²/lysozom§ln² adapt®r, aktiv§tor MAPK a MTOR 1 

Lats1   kin§za large tumor suppressor kinase 1 

LB m®dium  Luria Bertani m®dium 

LDH   lakt§tdehydrogen§za 

ɛ-OR   ɛ-opioidn² receptor 

Madd faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ pro monomern² G proteiny 

z rodiny Rab, Map kinase-activating death domain protein 

MAPK   mitogenem aktivovan§ proteinkin§za 

MAP2K  kin§za MAPK 

MAP3K  kin§za kin§zy MAPK 

Marcks substr§t pro proteinkin§zu C, myristoylated alanine rich protein kinase C 

substrate 

Mcf2l faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ, MCF.2 cell line derived 

transforming sequence like 

MDL   midazolam 

MEK1/2  proteinkin§za s du§ln² specificitou, izoforma İ, MAP2K 

Mf   mobiln² frakce 

MK-771 L-pyro-2-aminoadipyl-histidyl-thiazolidin-4-karboxamid, analog TRH 

MPP+ 1-methyl-4-phenylpyridinium 

mTORC1 komplex savļ² serin/threoninov® kin§zy, mammalian/mechanistic target of 

rapamycin complex 1 

MTT   3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid 

Mycbp2  atypick§ E3 ubiquitin-proteinlig§za, myc-binding protein 2 

Myo9b   myozin 9B 

Nf1   neurofibromin 1 

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

NS-3 N[[(3R,6R)-6-methyl-5-oxo-3-thiomorfolinyl]karbonyl]-L-histidyl-L-

prolinamid tetrahydr§t, analog TRH 

one-way ANOVA jednofaktorov§ analĨza rozptylu 

OXPHOS  oxidativn² fosforylace 

p38/SAPK  stresem aktivovan§ proteinkin§za 

Pak1   p21/Cdc42/Rac1-aktivovan§ kin§za 1 
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Pak2   p21/Cdc42/Rac1-aktivovan§ kin§za 2 

Pak6   p21/Cdc42/Rac1-aktivovan§ kin§za 6 

PBS   fosf§tovĨ pufr  

PCR   polymer§zov§ ŚetŊzov§ reakce 

Pdzd8   protein obsahuj²c² PDZ dom®nu, PDZ domain containing 8 

PI3K   fosfoinositid 3-kin§za 

PI(4,5)P2  fosfatidylinositol-4,5-bisfosf§t 

PKA   cAMP-dependentn² proteinkin§za, proteinkin§za A 

Pkn1   proteinkin§za N1 

PKC   proteinkin§za C 

PLC   fosfolip§za C 

PLCŭ1   fosfolip§za C ŭ1 

PNS   postnukle§rn² supernatant 

PP II   pyroglutamylaminopeptid§za II  

Prex2 faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ, phosphatidylinositol-3,4,5-

trisphosphate dependent Rac Exchange factor 2 

Prkaa1 Ŭ1 katalytick§ podjednotka 5Ë-adenosinmonofosf§tem-aktivovan® 

proteinkin§zy 

Prkab1 ɓ1 podjednotka 5Ë-adenosinmonofosf§tem-aktivovan® proteinkin§zy 

Prkar1a Ŭ1 regulaļn² podjednotka 5Ë-adenosinmonofosf§tem-aktivovan® 

proteinkin§zy 

Prkar2a Ŭ2 regulaļn² podjednotka 5Ë-adenosinmonofosf§tem-aktivovan® 

proteinkin§zy 

Prkar2b ɓ2 regulaļn² podjednotka 5Ë-adenosinmonofosf§tem-aktivovan® 

proteinkin§zy 

Prkcd   proteinkin§za Cŭ 

Prkce   proteinkin§za CŮ 

Prkd1   proteinkin§za D1 

Prkd2   proteinkin§za D2 

PRL   prolaktin 

Psen-1 presenilin-1 

Ptk2b proteintyrozinkin§za 2ɓ 

Rab3ip   s Rab3 proteinem interaguj²c² protein 

Rab11fip1  s Rab11 proteinem interaguj²c² protein 1 

Rab11fip5  s Rab11 proteinem interaguj²c² protein 5 

Rabep rabaptin 

Rabgap1 GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Rab 
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Radil Rap efektor, Rap associating with DIL domain 

Raf-1/cRaf1 serin/threoninov§ proteinkin§za  

Ralbp1 RalA v§zaj²c² protein 1 

RalGAPa1 GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G protein Ral, katalytick§ 

podjednotka Ŭ1 

RalGAPa2 GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G protein Ral, katalytick§ 

podjednotka Ŭ2 

RalGAPb GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G protein Ral, nekatalytick§ 

podjednotka ɓ 

Ralgps2 faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ pro monomern² G protein Ral 

Ranbp protein v§zaj²c² Ran 

RanGAP1 GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Ran 

Rap1gap GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G protein Rap 

Rapgef faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ pro monomern² G protein Rap 

Rassf5 protein obsahuj²c² Ras asociaļn² dom®nu 

RGH 2202 L-pyro-2-aminoadipyl-L-leucil-L-prolinamid, posatirelin, analog TRH 

RGS   regul§tor G proteinov® signalizace 

Ric-8 proteiny  proteiny tzv. rezistence vŢļi inhibitorŢm cholinester§z 

Riok2   serin/threoninov§ proteinkin§za RIO2 

RNA   ribonukleov§ kyselina 

Rock serin/threoninov§ proteinkin§za, rho-associated coiled-coil-containing 

proteinkinase 

ROS   reaktivn² formy kysl²ku 

Rps6ka3/RSK  ribozom§ln² s6 kin§za 

Rreb1 Ras responzivn² element vazebnĨ protein-1 

Scrib scaffold protein Scribble 

SDS-PAGE polyakrylamidov§ gelov§ elektrofor®za v pŚ²tomnosti dodecylsulf§tu 

sodn®ho 

Sipa1 mitogenem indukovanĨ GTP§zu urychluj²c² protein, signal-induced 

proliferation-associated protein 1 

Sipa1l1   signal-induced proliferation-associated 1 like 1 

Sipa1l3   signal-induced proliferation-associated 1 like 3 

siRNA   mal® interferuj²c² RNA 

Smap2 GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Arf, 

stromal membrane-associated GTPase-activating protein 2 

Snrk serin/threoninov§ proteinkin§za, sucrose nonfermenting (SNF)-related 

kinase 
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Sos1 faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ, Son of sevenless homolog 1 

Src   tyrozinov§ proteinkin§za, sarcoma 

Srpk1   serin/argininov§ proteinkin§za 1 

Srpk2   serin/argininov§ proteinkin§za 2 

Stk3   serin/threoninov§ proteinkin§za 3 

TAL   taltirelin 

Tbc1d4   GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Rab 

Tbc1d9b  GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Rab 

Tbc1d10a  GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Rab 

Tbc1d10b  GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Rab 

Tbc1d25  GTP§zu urychluj²c² protein pro monomern² G proteiny z rodiny Rab 

t-BHP   tert-butyl hydroperoxid 

TEAC antioxidaļn² kapacita ekvivalentn² k troloxu 

Tiam1 faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ, T-lymphoma invasion and 

metastasis-inducing protein 1 

TM1-7   transmembr§nov® dom®ny 

Tnik   proteinkin§za TRAF2 and NCK-interacting protein kinase 

Tnks1bp1  tankyr§zu 1 v§zaj²c² protein 1 

TRH   tyreoliberin 

TRH-R   receptor pro tyreoliberin 

Trio faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ 

TRY-1 HEK293 buŔky stabilnŊ exprimuj²c² dlouhou izoformu potkan²ho TRH-R1 

s nav§zanĨm ģlutĨm fluorescenļn²m proteinem 

TSH   tyreotropn² hormon 

Ulk1   kin§za Unc-51 like autophagy activating kinase 1 

Vav2   faktor pro vĨmŊnu guaninovĨch nukleotidŢ 

Vrk3 Vrk serin/threoninov§ kin§za 3, Vaccinia related kinase 3 

Wnk2 serin/threoninov§ proteinkin§za, WNK lysine deficient protein kinase 2 

Wnt   glykoprotein, Wingless/Int-1 

YFP   ģlutĨ fluorescenļn² protein 

YM-14673 N alfa-[[S)-4-oxo-2-azetidinyl)karbonyl]-L-histidyl-L-prolinamid 

dihydr§t, azetirelin, analog TRH  



8 
 

1. Đvod 

 Receptory spŚaģen® s G proteiny jsou nejpoļetnŊjġ² a z§roveŔ fyziologicky velice 

vĨznamnou rodinou evoluļnŊ pŚ²buznĨch proteinŢ vyskytuj²c²ch se v plazmatickĨch membr§n§ch 

bunŊk vŊtġiny eukaryot, jejichģ spoleļnĨm znakem je sedm transmembr§novĨch Ŭ-helixŢ. 

Odpov²daj² na ġirokou ġk§lu rŢznĨch sign§lŢ z vnŊjġ² strany membr§ny a pŚes asociaci s G proteiny 

spouġt² rozliļn® signalizaļn² dr§hy uvnitŚ bunŊk. Mezi tyto proteiny se Śad² i receptor 

pro tyreoliberin (TRH-R), kterĨ po aktivaci vykazuje sv® ¼ļinky prim§rnŊ pŚes spŚaģen² s Gq/11Ŭ 

proteinem. Jsou ale i jist® n§znaky, ģe by stimulace TRH-R mohla v®st k asociaci s jinĨmi 

G proteiny a k aktivaci mnohem ġirġ²ho spektra biologickĨch procesŢ. 

Velmi diskutovanĨm t®matem posledn²ch 20 let je takzvanĨ usmŊrŔovac² agonismus. Tento 

fenom®n je zaloģen na schopnosti ligandŢ po vazbŊ na receptor mŊnit jeho konformaci a Ś²dit 

signalizaci buŅ pŚes G proteiny nebo na G proteinech nez§vislou cestou, pŚes ɓ-arrestin. ɓ-Arrestiny 

jsou velmi zaj²mav® molekuly, kter® byly prim§rnŊ studov§ny v souvislosti s regulac² funkce 

receptorŢ spŚaģenĨch s G proteiny (GPCRs), s jejich desenzitizac² a internalizac². Dnes se ale uģ v², 

ģe ¼loha tŊchto cytozol§rn²ch proteinŢ je daleko sofistikovanŊjġ² a ģe ɓ-arrestiny mohou m²t 

nezastupitelnou roli jako sign§ln² molekuly v mnoha signalizaļn²ch drah§ch. Z dŢvodu, ģe 

pro TRH-R je dosud zn§m pouze jedinĨ pŚirozenĨ agonista, tyreoliberin (TRH), nebyl pro tento 

receptor usmŊrŔovac² agonismus prozat²m objeven. 

TRH je hormon dŢleģitĨ pro spr§vn® fungov§n² Śady fyziologickĨch procesŢ. Jednak 

stimuluje tvorbu tyreotropn²ho hormonu a t²m tak® z§kladn²ch hormonŢ ġt²tn® ģl§zy, d§le tak® 

reguluje uvolŔov§n² prolaktinu, ovlivŔuje ġirok® spektrum metabolickĨch procesŢ a m§ vĨznamnou 

roli tak® v centr§ln²m nervov®m syst®mu (CNS). Pr§vŊ d²ky svĨm ¼ļinkŢm na CNS je TRH 

povaģov§n za l§tku s velkĨm potenci§lem pro terapeutick® aplikace v kontextu rŢznĨch 

neuropatologi². Nicm®nŊ pro sv® vedlejġ² ¼ļinky a kr§tkĨ poloļas ģivota je snaha o nalezen² nov®ho 

terapeutika, kter® by splŔovalo kladn® vlastnosti TRH a vykazovalo minim§ln² neģ§douc² vedlejġ² 

¼ļinky. V souvislosti s t²m je pr§vŊ kladen velkĨ potenci§l do procesu usmŊrŔovac²ho agonismu. 

 Dosud je pouze m§lo dostupnĨch informac² o molekul§rn²ch mechanismech neuroprotekce 

spojenĨch se signalizac² TRH-R. BunŊļn§ signalizace je vysoce koordinovanĨ proces, kterĨ, 

aby spr§vnŊ fungoval, mus² bĨt n§leģitŊ regulovanĨ. Jak§koliv odchylka v chov§n² receptoru 

v membr§nŊ, v pŚ²tomnosti nebo mnoģstv² sign§ln²ch molekul v cytoplazmŊ a dalġ² odliġnosti 

mohou v®st k aktivaci zcela odliġnĨch procesŢ. Hlavn²m c²lem t®to disertaļn² pr§ce tedy bylo zjistit, 

zda a jak® kl²ļov® proteiny zapojen® v signalizaci TRH-R mohou usmŊrŔovat jeho chov§n² 

v plazmatick® membr§nŊ, ale tak® Ś²zen² sign§ln²ch procesŢ vzhledem k rŢznĨm efektorovĨm 

proteinŢm.  
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2. Liter§rn² pŚehled 

2.1 Receptory spŚaģen® s G proteiny 

Receptory spŚaģen® s G proteiny jsou jednou z nejvŊtġ²ch a nejvĨznamnŊjġ²ch skupin 

proteinŢ vyskytuj²c²ch se v genomu obratlovcŢ. Bylo prok§z§no, ģe v²ce neģ 800 lidskĨch genŢ 

k·duje pr§vŊ GPCRs (Bjarnadottir et al., 2006). Skupina tŊchto proteinŢ je dŢleģit§ zejm®na kvŢli 

sv®mu zapojen² v sign§ln²ch drah§ch souvisej²c²ch s mnoha onemocnŊn²mi, jako jsou rŢzn® 

kardiovaskul§rn², metabolick®, smyslov®, imunologick® ļi duġevn² poruchy, ale napŚ²klad 

i rakovina (Cosin-Roger et al., 2020; Gnad et al., 2020; Nemet et al., 2020). I pŚes to, ģe jsou 

vġechny tyto receptory velmi rŢznorod® ve struktuŚe i funkci, st§le sd²lej² nŊkter® spoleļn® 

konstrukļn² prvky, na z§kladŊ kterĨch se daj² tŚ²dit. 

2.1.1 Klasifikace GPCRs 

Existuj² dva z§kladn² syst®my pro klasifikaci GPCRs. NejļastŊji pouģ²vanĨ klasifikaļn² 

syst®m tŚ²d² GPCRs do ġesti skupin znaļenĨch A-F. Jsou zde zahrnuty vġechny GPCRs obratlovcŢ 

i bezobratlĨch. Receptory jsou zde Śazeny do skupin na z§kladŊ sekvenļn² homologie a funkļn²ch 

vlastnost². Skupina A je nejvŊtġ² z nich a zahrnuje rhodopsin a jemu podobn® receptory, skupinu B 

tvoŚ² receptor pro sekretin a dalġ² velk® peptidy, do skupiny C se Śad² metabotropn² glutam§tov® 

receptory, do skupiny D receptory pro feromony hub, skupinu E tvoŚ² receptory pro cyklickĨ 

adenosinmonofosf§t (cAMP) a skupinu F receptory frizzled/smoothened (Davies et al., 2007). 

Dalġ² klasifikaļn² syst®m znaļenĨ GRAFS tŚ²d² GPCRs pouze lidsk®ho genomu do pŊti 

hlavn²ch skupin: glutam§tov§, rhodopsinov§, adhesion, frizzled/taste2 a sekretinov§ skupina. 

Receptory jsou t²mto syst®mem tŚ²dŊny na z§kladŊ fylogenetick® pŚ²buznosti (Fredriksson et al., 

2003). Syst®m tŚ²dŊn² podle GRAFS, pŚ²klady z§stupcŢ a charakteristika jednotlivĨch skupin 

GPCRs je zn§zornŊna v tabulce 1. 

GPCRs asociuj² na vnitŚn² stranŊ bunŊļn® membr§ny s G proteiny, jejichģ prostŚednictv²m 

ovlivŔuj² vnitrobunŊļnou signalizaci. 
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Tab. 1: TŚ²dŊn², nejzn§mŊjġ² z§stupci a struļn§ charakteristika jednotlivĨch skupin GPCRs podle syst®mu 

GRAFS 

Skupina Z§stupci - pŚ²klady Charakteristika  

Glutam§tov§ 

metabotropn² glutam§tov® receptory, 

GABA receptory, chuŠovĨ receptor 

typu 1 (TAS1), receptor citlivĨ na 

v§pn²k 

dlouhĨ N-konec obsahuje 

ligand-rozpozn§vaj²c² dom®nu, 

fylogenetick§ pŚ²buznost s receptory 

pro feromony (V2R) 

Rhodopsinov§ 

opioidn² receptory, chemokinov® 

receptory, ļichov® receptory, purinergn² 

receptory, TRH receptor, receptory 

biogenn²ch aminŢ 

nejvŊtġ² skupina, 13 podskupin, kr§tkĨ 

N-konec, velk§ diverzita ligandŢ 

Adhesion CD97, GPR56, GPR126, GPR133 

33 z§stupcŢ, dlouhĨ N-konec bohatĨ 

na Ser a Thr obsahuje ġirokou ġk§lu 

strukturn²ch dom®n, struktur§lnŊ 

podobn® sekretinov® skupinŊ 

Frizzled/taste 2 
frizzled receptor, chuŠovĨ receptor typu 

2 (TAS2) 

11 frizzled receptorŢ, 30 TAS2 

receptorŢ, specifick§ exprese bŊhem 

embryon§ln²ch vĨvojovĨch st§di² 

ģivoļichŢ 

Sekretinov§ 

receptor pro vazoaktivn² intestin§ln² 

peptid (VIPR), PACAP (pituitary 

adenylate cyclase-activating 

polypeptide) receptor 

15 z§stupcŢ, dlouhĨ N-konec bohatĨ 

na Cys mŢstky, v§ģ² velk® peptidov® 

ligandy 

VytvoŚeno podle Schioth a Fredriksson, 2005. CD97, Ăcluster of differentiation 97ñ; GABA, kyselina 

ɔ-aminom§seln§; GPR56, receptor spŚaģenĨ s G proteiny 56; GPR126, receptor spŚaģenĨ s G proteiny 126; 

GPR133, receptor spŚaģenĨ s G proteiny 133; PACAP, pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide; 

TAS1, chuŠovĨ (taste) receptor 1; TAS2, chuŠovĨ (taste) receptor 2; VIPR, receptor pro vazoaktivn² 

intestin§ln² peptid. 

2.2 G proteiny 

 G proteiny se daj² rozdŊlit na dvŊ hlavn² skupiny: heterotrimern² G proteiny, tvoŚen® 

podjednotkami Ŭ, ɓ a ɔ a monomerick® G proteiny, kter® sd²lej² sekvenļn² homologii 

s Ŭ podjednotkou heterotrimern²ch G proteinŢ. 

2.2.1 Monomern² G proteiny neboli mal® G proteiny 

Skupina malĨch GTP§z je konzervovan§ napŚ²ļ eukaryoty. Na z§kladŊ strukturn²ch, 

sekvenļn²ch a funkļn²ch vlastnost² se jednotliv² z§stupci daj² rozdŊlit do pŊti rodin: Ras, Rho (Ras 

homology), Rab (Ras-like in brain), Arf (ADP-r ibosylation factor) a Ran (Ras-like nuclear) 

GTP§zy. Jedn§ se o cytozol§rn² proteiny, kter® funguj² jako molekul§rn² pŚep²naļe, dok§ģ² v§zat 
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guanosintrifosf§t (GTP) a hydrolyzovat ho na guanosindifosf§t (GDP). Reguluj² ġirokou ġk§lu 

bunŊļnĨch procesŢ, zejm®na bunŊļnĨ rŢst a pŚeģ²v§n², bunŊļnou migraci, diferenciaci a vezikul§rn² 

ļi jadernĨ transport. RozdŊlen² jednotlivĨch skupin malĨch GTP§z s jejich nejbŊģnŊjġ²mi z§stupci 

a biologickou rol² je zn§zornŊno v tabulce 2. 

Tab. 2: Rodiny malĨch GTP§z: seznam nejzn§mŊjġ²ch z§stupcŢ a jejich biologick§ role 

GTP§za Z§stupci Biologick§ funkce Literatura  

Ras 36 ļlenŢ 

H-Ras, K-Ras, 

N-Ras, Rap, R-Ras, 

Ral, Rheb 

bunŊļn§ signalizace, rŢst 

a pŚeģ²v§n² bunŊk, 

proliferace a diferenciace 

bunŊk 

Kinbara et al., 2003; 

Wennerberg et al., 2005 

Rho 20 ļlenŢ 

RhoA, Rac1, Cdc42 

regulace aktinov®ho 

cytoskeletu, bunŊļn§ 

migrace, diferenciace, 

mit·za, proliferace, 

n§dorov® bujen², apopt·za 

Nobes a Hall, 1995; 

Subauste et al., 2000; 

Haga a Ridley, 2016 

Rab 61 ļlenŢ 

Rab1-45 

(s vĨjimkou Rab16) 

tvorba v§ļkŢ, jejich 

transport i splĨv§n² v§ļkŢ 

s membr§nou 

Hutagalung a Novick, 2011; 

Pfeffer, 2017 

ARF/SARA 27 ļlenŢ 

Arf1-9, Arl1-8, Arp, 

Sar1 

vezikul§rn² transport, 

regulace cytoskeletu, 

sekrece proteinŢ, migrace 

n§dorovĨch bunŊk 

Chavrier a Goud, 1999; 

Pasqualato et al., 2002; 

Yorimitsu et al., 2014; 

Nacke et al., 2021; Nakano 

a Muramatsu, 1989; Casalou 

et al., 2016; Lu et al., 2001 

Ran 1 ļlen 

Ran 

membr§novĨ transport 

pŚes jadernou membr§nu, 

kontrola bunŊļn®ho cyklu 

Boudhraa et al., 2020; 

Dasso, 2002 

Poļty ļlenŢ jednotlivĨch GTP§z pŚevzaty z Wennerberg et al., 2005. 

2.2.2 Heterotrimern² G proteiny 

 Heterotrimern² G proteiny jsou membr§novŊ asociovan® proteiny, kter® spoleļnŊ tvoŚ² 

signalizaļn² komplex. Jak bylo naps§no vĨġe, jedn§ se o komplex tvoŚenĨ podjednotkami Ŭ, ɓ a ɔ. 

G proteiny se daj² tŚ²dit podle typu GŬ podjednotky. Je zn§mo pŚibliģnŊ 20 rŢznĨch GŬ 

podjednotek, kter® jsou na z§kladŊ sekvenļn² homologie klasifikov§ny do ļtyŚ hlavn²ch rodin: Gs, 

Gi/o, Gq/11 a G12/13. 

Do skupiny Gs se Śad² dva proteiny, GsŬ a GolfŬ, jejichģ aktivace m§ za n§sledek stimulaci 

enzymu adenylylcykl§za (AC). Druh§ rodina je tvoŚena ļtyŚmi proteiny, kter® inhibuj² AC (Gi/oŬ, 



12 
 

GzŬ) a nebo aktivuj² fosfodiester§zu (GtŬ, GgustŬ). Dalġ² rodinou jsou Gq/11 proteiny (GqŬ, G11Ŭ, 

G14Ŭ, G15Ŭ, G16Ŭ), kter® po sv® aktivaci Ś²d² sign§ln² transdukci enzymu fosfolip§zy C. Posledn² 

skupinu tvoŚ² rodina G12Ŭ a G13Ŭ proteinŢ, kter® aktivuj² Rho GTP§zy (shrnuto v Milligan 

a Kostenis, 2006). 

V lidsk®m genomu je obsaģeno 5 genŢ k·duj²c²ch Gɓ a 14 genŢ k·duj²c²ch Gɔ podjednotky 

(shrnuto v Milligan a Kostenis, 2006). Tak® Gɓɔ komplex m§ svou roli v procesech bunŊļn® 

signalizace. Signalizace prostŚednictv²m tohoto komplexu je velmi rŢznorod§, neboŠ bylo 

prok§zano, ģe Gɓɔ komplex se ¼ļastn² regulace rŢznĨch efektorŢ, aŠ uģ iontovĨch kan§lŢ (Ikeda, 

1996; Logothetis et al., 1987), regulace AC (Tang a Gilman, 1991), nebo napŚ²klad spouġt² 

fosforylaci extracelul§rn²m sign§lem regulovan® kin§zy (ERK1/2) (Saroz et al., 2019). 

2.2.3 Mechanismus aktivace a deaktivace G proteinŢ 

Vazba ligandu na GPCR indukuje vĨmŊnu GDP za GTP na GŬ podjednotce 

heterotrimern²ho G proteinu. GŬ podjednotka je pot® uvolnŊna od Gɓɔ dimeru. Jak GŬ, tak Gɓɔ 

dimer pŚedstavuj² samostatn® sign§ln² jednotky a aktivuj² celou Śadu sign§ln²ch drah svou interakc² 

s rŢznĨmi efektorovĨmi molekulami (napŚ²klad vĨġe zm²nŊn® fosfodiester§zy, proteinkin§zy, 

adenylylcykl§zy, fosfolip§zy, iontov® kan§ly a dalġ²). D®lka sign§lu je regulov§na vnitŚn² 

GTP§zovou aktivitou GŬ podjednotky, kter§ ukonļ² jej² aktivitu hydrolyzov§n²m GTP na GDP a 

volnĨ anorganickĨ fosf§t a vede k opŊtovn®mu spojen² s Gɓɔ dimerem. 

2.3 Regulace sign§ln²ch drah GPCRs 

Signalizace prostŚednictv²m receptorŢ spŚaģenĨch s G proteiny je vĨznamn§ pro velk® 

mnoģstv² fyziologickĨch procesŢ, jejichģ dysregulace mŢģe m²t za n§sledek vznik rŢznĨch 

z§vaģnĨch chorob/poruch. Proto je potŚeba, aby byly jednotliv® proteiny Ś§dnŊ regulov§ny. 

Regulace mŢģe prob²hat jak na ¼rovni samotn®ho receptoru, G proteinu nebo intracelul§rn²ch 

efektorovĨch proteinŢ. 

V n§sleduj²c²ch odstavc²ch/podkapitol§ch bude kr§tce shrnuta regulace na ¼rovni 

post-receptorov®, a to jak na ¼rovni G proteinŢ tak na ¼rovni jednotlivĨch efektorŢ. 

2.3.1 Regul§tory asociovan® s G proteiny 

Existuj² tŚi z§kladn² regulaļn² mechanismy pro G proteiny. Za prv®, ligandem obsazen® 

GPCRs na bunŊļn® membr§nŊ zahajuj² n§stup sign§lu t²m, ģe pŢsob² jako tzv. vĨmŊnn® faktory 

guaninovĨch nukleotidŢ (Ăguanine nucleotide exchangeñ, GEF), a tedy katalyzuj² disociaci GDP 

z G proteinu. D²ky tomu dojde k vazbŊ voln®ho GTP z cytoplasmy na G protein a aktivaci 

pŚ²sluġnĨch sign§ln²ch kask§d. Za druh®, GTP§zu urychluj²c² proteiny (GAP) reguluj² rychlost 

hydrolĨzy GTP a tedy d®lku sign§lu a za tŚet², Gɓɔ komplex funguje jako Ăguanine nucleotide 



13 
 

dissociationñ inhibitor (GDI), protoģe napom§h§ uchycen² GŬ podjednotky k receptoru a br§n² 

spont§nn²mu uvolnŊn² GDP. 

 GTP§zov§ aktivita GŬ podjednotky je obecnŊ sp²ġe pomal§, mŢģe bĨt vġak urychlena 

dalġ²mi proteiny. Mezi nejdŢleģitŊjġ² proteiny aktivuj²c² GTP§zovou aktivitu patŚ² regul§tory 

G proteinov® signalizace (RGS). Ty pŚ²mo interaguj² s GŬ podjednotkami (pŚednostnŊ tŚ²dy Gi, Gq 

a G12/13) a vedou k rychl®mu ukonļen² sign§lu. Je ale tak® zn§mo, ģe RGS proteiny mohou pŚ²mo 

ļi nepŚ²mo pŢsobit i na samotn® GPCRs (Neitzel a Hepler, 2006). Mohou se svĨm N-koncem v§zat 

na intracelul§rn² ļ§sti receptoru (Bernstein et al., 2004; Hague et al., 2005), nebo mohou interagovat 

s jeho C-koncovou ļ§st² (Georgoussi et al., 2006). RGS proteiny mohou dokonce tvoŚit signalizaļn² 

komplexy s GPCRs a GŬ (Ghil et al., 2014) nebo tak® interakc² s rŢznĨmi efektory regulovat 

napŚ²klad signalizaci mitogenem aktivovanĨch proteinkin§z (MAPK) (Miao et al., 2016). Z toho 

plyne, ģe RGS proteiny mohou zast§vat rozmanit® funkce v bunŊļn® signalizaci. 

 U savcŢ bylo identifikov§no asi 20 rŢznĨch RGS proteinŢ, kter® jsou znaļeny ļ²sly 

RGS1-21, s vynech§n²m ļ²sla 15. Vġechny tyto proteiny definuje pŚibliģnŊ 120 aminokyselin 

dlouh§ RGS dom®na, zodpovŊdn§ za vazbu na GŬ podjednotku a urychlen² hydrolĨzy GTP. KromŊ 

t®to dom®ny mohou nŊkter® RGS proteiny obsahovat i jin® dom®ny, napŚ²klad N- a C-koncov® 

vazebn® dom®ny. Ty mohou zvyġovat selektivitu jednotlivĨch RGS pro urļitĨ G protein (shrnuto 

v De Vries et al., 2000). 

 RGS proteiny je moģn® rozdŊlit do nŊkolika podskupin na z§kladŊ podobnosti jejich RGS 

dom®n. Do podskupiny A/RZ patŚ² tŚi ļlenov®, RGS17, 19 a 20, o relativnŊ mal® velikosti 

(20-30 kDa). Jsou tvoŚeny RGS dom®nou a N-koncovou dom®nou, jej²ģ cysteinov® zbytky mohou 

bĨt palmitoylov§ny. D²ky dalġ²m motivŢm mohou v§zat napŚ²klad tzv. scaffold proteiny a 

interagovat s multiproteinovĨmi signalizaļn²mi komplexy. Pro dva z§stupce, RGS17 a 20, bylo 

definov§no moģn® propojen² s ɛ-opioidn²m receptorem (ɛ-OR) (Garzon et al., 2005a, b). 

 Dalġ² podskupinu B/R4 tvoŚ² proteiny velikost² podobn® pŚedchoz² skupinŊ, jmenovitŊ 

RGS1-5, 8, 13, 16, 18 a 21. Obsahuj² RGS dom®nu a kr§tk® N- a C-koncov® ļ§sti. Z§stupci t®to 

skupiny moduluj² velkou Śadu rŢznĨch efektorŢ. NapŚ²klad je zn§m vliv RGS2, 3, 4 a 13 na GsŬ 

a GiŬ podjednotky G proteinŢ moduluj²c² aktivitu AC (Berman a Gilman, 1998). RGS2 

pravdŊpodobnŊ pŚ²mo interaguje jak s GsŬ, tak s AC. Pro inhibiļn² pŢsoben² na AC typu V se zd§ 

bĨt z§sadn²ch 19 aminokyselin v N-koncov® ļ§sti tohoto regul§toru, kter® interaguj² s C1 dom®nou 

AC (Salim et al., 2003). Tyto regul§tory, RGS2, 5 a 8, jsou zapojeny do inaktivace dovnitŚ 

usmŊrŔuj²c²ho draseln®ho kan§lu (Herlitze et al., 1999), zat²mco RGS7, z§stupce n§sleduj²c² 

skupiny, se pod²l² na jeho aktivaci (Saitoh et al., 1999). S regulac² GqŬ-Ś²zen® v§pn²kov® signalizace 

jsou spojeny RGS1, 2, 4 a 16 (Xu et al., 1999). RGS2, 3 a 4 se ¼ļastn² regulace aktivity enzymu 

fosfolip§zy Cɓ (PLCɓ). V pŚ²padŊ RGS4 byl prok§z§n moģnĨ mechanismus t®to regulace, kdy 

tvorbou komplexŢ spolu s GqŬ, Gɓɔ a PLCɓ mŢģe tento regul§tor pohotovŊ zastavit poļ²naj²c² 

signalizaci (Dowal et al., 2001). Ale regulaļn² mechanismus pro PLCɓ signalizaci je pro jednotliv® 
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RGS proteiny pravdŊpodobnŊ odliġnĨ (Anger et al., 2004). PŚedchoz² tŚi RGS proteiny (RGS2, 

3 a 4) tak® inhibuj² signalizaci iniciovanou z§stupci receptorŢ spŚahuj²c²ch se s Gq/11Ŭ proteiny, a to 

muskarinovĨm M3 receptorem a receptorem pro gonadoliberin (Karakoula et al., 2008). Co se tĨļe 

dvou vysoce pŚ²buznĨch Gq/11Ŭ proteinŢ, je vġeobecnŊ zn§mo, ģe nŊkter® RGS jsou schopny mezi 

nimi rozliġovat a ¼ļinnŊji regulovat jen jeden z nich. KupŚ²kladu RGS5 a 16 sn§ze inhibuj² GqŬ neģ 

G11Ŭ protein (Ladds et al., 2007). Zn§ma je i studie, kter§ popisuje regulaci signalizace TRH-R 

prostŚednictv²m RGS proteinŢ. Bylo zjiġtŊno, ģe v pŚ²padŊ obou typŢ TRH-R (TRH-R1 i TRH-R2) 

mŢģe bĨt signalizace inhibov§na RGS4, ale nikoli RGS7, 9 nebo 19 (Harder et al., 2001b). 

 RGS6, 7, 9 a 11, z§stupci podskupiny C/R7, obsahuj² ve sv® struktuŚe kromŊ RGS dom®ny 

dalġ² dvŊ funkļn² dom®ny. Jednou z nich je Gɔ-like dom®na, kter§ je schopna vytv§Śet stabiln² 

komplex s Gɓ5 podjednotkou ļi interaguje s dalġ²mi proteiny. Druhou dom®nou je 

Disheveled/EGL-10/Plextrin homologn² (DEP) dom®na, kter§ v§ģe syntaxinu podobn® proteiny, 

jako jsou vazebnĨ protein R7 a protein asociovanĨ s RGS9 (Abramow-Newerly et al., 2006). 

 Podskupinu D/R12 tvoŚ² celkem tŚi z§stupci. Dva z nich, RGS12 a 14 jsou relativnŊ velk® 

proteiny skl§daj²c² se z v²ce dom®n. KromŊ RGS dom®ny maj² napŚ²klad GŬ-vazebnou dom®nu, 

tzv. GoLoco motiv, kterĨ inhibuje disociaci GDP z GŬ podjednotky. NŊkter® sestŚihov® varianty 

RGS12 mohou obsahovat PDZ dom®nu, stejnŊ jako z§stupci A/RZ skupiny. TŚet² ļlen t®to skupiny 

je RGS10, kterĨ se strukturou podob§ proteinŢm ze skupiny B/R4. PŚ²sluġn²ci t®to skupiny jsou 

schopny interakce s Śadou enzymŢ a rŢznĨch proteinŢ, kupŚ²kladu s PLCɓ nebo napŊt²m 

ovl§danĨmi v§pn²kovĨmi kan§ly, a t²m reguluj² jejich aktivitu (Abramow-Newerly et al., 2006). 

 Skupina, znaļen§ E/RA, sdruģuje dva proteiny, axin a konduktin, kter® sice sd²lej² 

podobnou sekvenci s RGS proteiny, ale nebyla u nich prok§z§na GAP aktivita, ani schopnost v§zat 

GŬ podjednotku. Z§stupci t®to skupiny patŚ² ke kl²ļovĨm regul§torŢm Wnt sign§ln² dr§hy 

(Bernkopf et al., 2019). 

 Dalġ² tŚ²dŊn² RGS proteinŢ je na skupiny F/GEF, G/GRK a H/SNX. Tyto skupiny zahrnuj² 

ļleny Rho GEF, kin§zy receptorŢ spŚaģenĨch s G proteiny (GRK) a Ăsortingñ nexin (SNX), kter® 

tak® vlastn² RGS dom®nu. Dalġ² dva proteiny, RGS22 a D-AKAP2, nejsou zaŚazeny do ģ§dn® 

skupiny, protoģe obsahuj² v²ce RGS dom®n (Willars, 2006). Tak® pro nŊkter® efektory G proteinŢ 

bylo prok§z§no, ģe mohou urychlovat GTP§zovou aktivitu. NapŚ²klad fosfodiester§za cyklick®ho 

guanosinmonofosf§tu (cGMP) mŢģe kromŊ sv® ¼lohy pŚi ġtŊpen² cGMP urychlovat hydrolĨzu GTP 

na G proteinu fotoreceptorŢ, transducinu (Arshavsky a Bownds, 1992). I kl²ļovĨ efektor signalizace 

TRH-R, PLCɓ, vykazuje GAP aktivitu na GqŬ proteinu (Biddlecome et al., 1996). 

2.3.2 Aktiv§tory asociovan® s G proteiny 

 Aktiv§tory G proteinov® signalizace (AGS) mŊn² aktivitu G proteinŢ nez§visle na GPCR. 

Mohou slouģit tak® jako n§hradn² vazebn² partneŚi podjednotek jednotlivĨch G proteinŢ. Je moģn® 
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je rozdŊlit do ļtyŚ skupin v z§vislosti na jejich funkļn²ch vlastnostech a schopnosti interakce 

s urļitĨmi G proteiny. 

 Prvn² skupinu tvoŚ² nŊkolik proteinŢ, kter® funguj² jako GEF faktory, slouģ² k zes²len² 

signalizace, neboŠ jsou zodpovŊdn® za vĨmŊnu GDP za GTP na GŬ podjednotk§ch G proteinŢ. 

PatŚ² sem AGS1 (RASD1), kterĨ interaguje s vybranĨmi G proteiny, jmenovitŊ GiŬ, GoŬ a Gi/oŬɓɔ 

proteiny (Cismowski et al., 2000). D§le se sem Śad² dva proteiny tzv. rezistence vŢļi inhibitorŢm 

cholinester§z (Ric)-8A a Ric-8B. Ric-8A pŚednostnŊ moduluje aktivitu GiŬ, GoŬ, GqŬ a G13Ŭ 

proteinŢ, Ric-8B ovlivŔuje aktivitu GsŬ a GolfŬ proteinŢ (Tall et al., 2003; Chan et al., 2011a, b). 

GIV protein, zn§mĨ tak® jako Girdin, aktivuje signalizaci od GiŬ a GsŬ proteinŢ (Le-Niculescu 

et al., 2005; Garcia-Marcos et al., 2009). Bl²zce pŚ²buzn§ t®to skupinŊ, s n²ģ sd²l² 62% podobnost, 

je mal§ GTP§za Rhes (RASD2) exprimovan§ preferenļnŊ ve striatu (Vargiu et al., 2004). Tento 

aktiv§tor urychluje pŚenos sign§lu pŚes GiŬ podjednotky G proteinŢ (Harrison a He, 2011). 

Za zm²nku stoj², ģe z§stupci t®to skupiny se ¼ļastn² regulace enzymŢ jako jsou AC ļi MAPK 

ERK1/2 (Graham et al., 2002; Nishimura et al., 2006; Harrison a He, 2011). 

 Do druh® skupiny n§leģej² proteiny, kter® obsahuj² 1-4 regulaļn² motivy slouģ²c² pro vazbu 

G proteinŢ. Jsou to zejm®na AGS3-6, GTP§zu aktivuj²c² protein Rap1Gap, RGS14 a tzv. ĂPurkinje 

cellñ protein 2 (PCP2/L7). Tyto proteiny pŢsob² jako GDI, tedy stabilizuj² konformaci G proteinŢ 

s nav§zanĨm GDP na jejich Ŭ podjednotce. Mohou v§zat jak rŢzn® GŬ podjednotky, tak Gɓɔ 

komplex (Takesono et al., 1999). V r§mci rŢznĨch GŬ podjednotek G proteinŢ interaguj² 

kupŚ²kladu s GiŬ, GoŬ a GtŬ proteiny a o svou vazbu na tyto proteiny soupeŚ² s Gɓɔ dimerem (Cao 

et al., 2004). Bylo prok§z§no, ģe z§stupci t®to skupiny mohou ovlivŔovat spŚaģen² mezi GPCR 

a G proteiny (Ma et al., 2003). 

 N§sleduj²c² skupina sdruģuje proteiny, kter® interaguj² pŚednostnŊ s Gɓɔ dimery, ale mohou 

se v§zat i s rŢznĨmi GŬ podjednotkami ļi dokonce s celĨm komplexem GŬɓɔ (Yuan et al., 2007). 

PatŚ² sem ļtyŚi ļlenov®, AGS2 a AGS7-9. D²ky sv® interakci s Gɓɔ dimery ovlivŔuj² tyto AGS 

vazbu s GŬ proteinem a napom§haj² tak signalizaci skrz komplex Gɓɔ (Sato et al., 2006). 

 Posledn², relativnŊ nov§ skupina AGS proteinŢ spojuje AGS 11-13 a transkripļn² faktory 

s motivem helix-smyļka-helix. Tyto proteiny ovlivŔuj² sign§ln² dr§hy smŊŚuj²c² od G16Ŭ proteinu 

(Sato et al., 2011). 

2.4 Receptor pro tyreoliberin (TRH-R) 

2.4.1 Sign§ln² dr§ha TRH-R 

TRH-R patŚ² do velk® a fyziologicky velmi vĨznamn® skupiny GPCRs, v r§mci n²ģ 

se klasifikuje do skupiny A, stejnŊ jako napŚ²klad rhodopsin. Tento receptor se vyskytuje pŚev§ģnŊ 

v membr§nŊ tyreotropn²ch bunŊk pŚedn²ho laloku hypofĨzy, ale byl identifikov§n i v jinĨch 

bunŊļnĨch typech (Gershengorn a Osman, 1996). TRH-R se nach§z² v genetick® informaci od ryb 
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aģ po ļlovŊka (Harder et al., 2001a), coģ dokazuje dŢleģitost tohoto proteinu pro vġechny 

obratlovce, savce nevyj²maje. Vazba hormonu na TRH-R, kterĨ signalizuje pŚes Gq/11Ŭ protein, 

vede k aktivaci PLCɓ. Tento enzym katalyzuje hydrolytick® ġtŊpen² fosfatidylinositol-4,5-

bisfosf§tu (PI(4,5)P2) na dva dŢleģit® druh® posly, inositol-1,4,5-trifosf§t (IP3) a 1,2-diacylglycerol 

(DAG). IP3 Ś²d² uvolŔov§n² v§pn²ku (Ca2+) z vnitŚn²ch z§sob§ren buŔky a d§le vede k asociaci 

proteinkin§zy C (PKC) s membr§nou, jej² interakci s DAG a jej² n§sledn® aktivaci. ZvĨġen§ 

koncentrace v§penatĨch iontŢ uvnitŚ buŔky a aktivovan§ PKC pak uvede v ļinnost pŚ²sluġn® 

efektorov® syst®my, kter® mohou v rŢznĨch buŔk§ch v®st k odliġnĨm bunŊļnĨm odpovŊd²m (napŚ. 

aktivace mitogenem aktivovanĨch protein kin§z ļi regulace iontovĨch kan§lŢ) (Hinkle et al., 2012; 

Kanasaki et al., 2015; Joseph-Bravo et al., 2016). Sch®ma sign§ln² dr§hy TRH-R je shrnuto na obr. 

1. 

 

Obr. 1: Regulace vĨlevu v§pn²ku. Vazba TRH na TRH-R aktivuje ġtŊpen² PIP2 na IP3 a DAG. IP3 n§slednŊ Ś²d² 

vĨlev Ca2+ z intracelul§rn²ch z§sob§ren. ZvĨġen® hladiny Ca2+ v cytozolu jsou pot® regulov§ny pomoc² 

v§pn²kovĨch pump um²stŊnĨch jednak na plazmatick® membr§nŊ a jednak na membr§nŊ endoplazmatick®ho 

retikula. Za regulaci cytoplazmatick®ho Ca2+ jsou zodpovŊdn® tak® ionotropn² v§pn²kov® kan§ly typu L v souhŚe 

s Na+/Ca2+ vĨmŊn²kem. Upraveno podle Nelson a Hinkle, 1994a, b; Hinkle et al., 2012. 

2.4.2 Typy TRH -R 

V rŢznĨch ģivoļiġnĨch druz²ch byly postupnŊ identifikov§ny 3 typy TRH-R: TRH-R1-3. 

Zat²mco v lidsk® DNA je obsaģen pouze jeden gen k·duj²ci jeden TRH-R, pojmenovanĨ TRH-R1, 

ostatn² savci exprimuj² dalġ² typ tohoto receptoru, TRH-R2. U pt§kŢ byl identifikov§n tŚet² typ 

receptoru pro TRH, TRH-R3 (Li et al., 2020a). 



17 
 

 PŚedpokl§d§ se, ģe jednotliv® varianty TRH-R mohou m²t odliġnou fyziologickou roli, 

neboŠ aļkoliv TRH-R1 i TRH-R2 spouġt² stejnou signalizaci, tak jsou odliġnŊ distribuov§ny 

v mozku a na periferii (OËDowd et al., 2000). Zd§ se, ģe TRH-R1 sp²ġe zprostŚedkov§v§ 

neuroendokrinn² odpovŊdi a TRH-R2 moduluje vĨlev neurotransmiterŢ. Bylo tak® prok§z§no, 

ģe aļkoli maj² oba tyto typy TRH-R podobnou vazebnou afinitu, TRH-R2 vykazuje vyġġ² baz§ln² 

signalizaļn² aktivitu neģ TRH-R1 (Wang a Gershengorn, 1999) a je po vazbŊ TRH rychleji 

internalizov§n a vĨraznŊji downregulov§n (OËDowd et al., 2000). 

2.4.3 Struktura TRH -R 

TRH-R se Śad² do stejn® tŚ²dy GPCRs spolu s rhodopsinem a adrenergn²mi receptory. Pr§vŊ 

pops§n² krystalov® struktury rhodopsinu, modelov®ho GPCR, poskytlo dŢleģit® informace vedouc² 

k porozumŊn² mezi strukturou a funkc² u tohoto a dalġ²ch GPCRs. TRH-R spolu s ostatn²mi ļleny 

t®to skupiny GPCRs sd²l² stejnou strukturu: extracelul§rn² N-konec, 7 transmembr§novĨch 

helixovĨch dom®n (TM1-7), tŚi extracelul§rn² (EL1-3) a tŚi intracelul§rn² smyļky (IL1-3) 

a cytoplazmaticky orientovanĨ C-konec. Schematick® zn§zornŊn² struktury TRH-R je zn§zornŊno 

na obr. 2. 

RovnŊģ rhodopsin byl prvn², u kter®ho byl pops§n molekul§rn² mechanismus aktivace 

pŚirozenĨmi agonisty. Po stimulaci doch§z² v molekule receptoru ke konformaļn²m zmŊn§m 

v cytoplazmatickĨch ļ§stech helixŢ 2, 3, 5 a 6 a jednotliv® helixy se vŢļi sobŊ natoļ² tak, ģe dojde 

k odhalen² zbytkŢ z§sadn²ch pro vazbu G proteinu (v pŚ²padŊ rhodopsinu se jedn§ o transducin) 

(shrnuto v Okada et al., 2001). To plat² i v pŚ²padŊ TRH-R, kdy cytoplazmatick§ oblast TM6 

po vazbŊ TRH rotuje a odd§l² se od TM5. V dŢsledku toho se zmŊn² oblast v okol² IL3 a dojde 

k odhalen² dalġ²ch, jinak skrytĨch dom®n TRH-R, potŚebnĨch napŚ²klad pro vazbu G proteinu 

(Huang et al., 2005). 

V r§mci skupiny receptorŢ spŚaģenĨch s G proteiny se v jejich struktuŚe nach§z² mnoho 

konzervovanĨch zbytkŢ. Je vġeobecnŊ pŚij²m§no, ģe pr§vŊ tyto konzervovan® ļ§sti maj² dŢleģitou 

roli pro spr§vnou funkci receptorŢ. NapŚ²klad se pŚedpokl§d§, ģe tŚi vysoce konzervovan® 

aminokyseliny, Asn43 (z TM1), Asp71 (z TM2) a Asn316 (z TM7) spolu interaguj² a tyto interakce 

jsou kl²ļov® pro aktivaci TRH-R, aļkoli nejsou souļ§st² vazebn®ho m²sta pro TRH (Perlman et al., 

1997a). 

Extracelul§rn² smyļky patŚ² k z§sadn² ļ§sti receptoru zodpovŊdn® za prvn² interakci 

s ligandem. V jejich r§mci se nach§z² nŊkolik aminokyselinovĨch zbytkŢ, kter® v§ģ² TRH a tvoŚ² 

Ăvstupn² kan§lñ do vazebn®ho m²sta pro hormon (Perlman et al., 1997b). KromŊ toho vġechny 

GPCRs sd²l² dva cysteinov® zbytky Cys98 (EL1) a Cys179 (EL2), kter® jsou propojeny 

disulfidovou vazbou. V pŚ²padŊ TRH-R je cysteinovĨ mŢstek zodpovŊdnĨ za spr§vnou, 

vysokoafinitn² konformaci receptoru, ale nehraje roli v jeho aktivaci (Perlman et al., 1995; Cook et 

al., 1996). 
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Obr. 2: Struktura TRH-R. TRH-R je tvoŚen 7 transmembr§novĨmi helixy, extracelul§rnŊ orientovanĨm N-koncem 

a intracelul§rnŊ orientovanĨm C-koncem. Extracelul§rn² a intracelul§rn² smyļky propojuj² transmembr§nov® 

dom®ny. Asn3 a Asn10 jsou glykosylov§ny, Cys98 a Cys179 jsou propojeny disulfidovou vazbou. Dvacet 

C-koncovĨch aminokyselin (zn§zornŊny ļervenŊ) chyb² v kr§tk® formŊ sekvence myġ²ho TRH-R. C, Cys, cystein; N, 

Asn, asparagin; -S-S-, disulfidovĨ mŢstek. Upraveno podle Straub et al., 1990; Han a Tashjian, 1995b. 

Intracelul§rn² ļ§st GPCR je kl²ļovĨm prvkem v sign§ln² transdukci, neboŠ umoģŔuje 

molekul§rn² rozpozn§n² a nav§z§n² rŢznĨch signalizaļn²ch molekul jako jsou G proteiny, kin§zy 

nebo arrestiny. TRH-R m§ na sv®m cytoplazmatick®m konci NPxxY motiv, kterĨ spojuje TM7 

s amfipatickĨm helixem. Tento helix, znaļenĨ helix 8, je um²stŊn rovnobŊģnŊ s povrchem 

cytoplazmatick® membr§ny, k membr§nŊ je zakotvenĨ prostŚednictv²m dvou palmytoilovanĨch 

cysteinovĨch zbytkŢ a je kladnŊ nabitĨ (Du et al., 2005). Po aktivaci ligandem se helix 8 vĨznamnŊ 

posouv§ a pozitivnŊ nabit® zbytky helixu 8 hraj² rozhoduj²c² roli ve fosforylaci receptoru (Gehret 

et al., 2010). Helix 8 spojuje membr§novou dom®nu receptoru s jeho C-koncovou ļ§st². C-konec 

receptoru je zn§m zejm®na pro svou ¼lohu v interakci s molekulou arrestinu, desenzitizaci 

a internalizaci receptoru (viz n²ģe). 

V GH3 buŔk§ch byly identifikov§ny dvŊ sestŚihov® varianty TRH-R, kter® se liġ² d®lkou 

sekvence v C-koncov® ļ§sti receptoru o 52 p§rŢ baz² (de la Pe¶a et al., 1992). Tato delece nem§ 

vliv na zpŢsob pŚenosu sign§lu, obŊ varianty TRH-R aktivuj² stejnou signalizaļn² dr§hu zahrnuj²c² 

stimulaci TRH, spŚaģen² s Gq/11Ŭ proteinem, a n§slednou tvorbu IP3 a vĨlev v§pn²ku 

z intracelul§rn²ch z§sob§ren (Lee et al., 1995). 
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2.4.4 Vazebn® m²sto TRH-R 

 Do dneġn² doby nejsou molekul§rn² interakce ligandŢ se svĨmi GPCRs detailnŊ pops§ny 

a zcela pochopeny. K pŚedv²d§n² struktury jednotlivĨch GPCRs a snazġ²mu porozumŊn² jak a kam 

se ligandy na molekulu receptoru v§ģ² a jakĨm zpŢsobem jsou receptory aktivov§ny slouģ² 

kombinace metody molekul§rn²ho modelov§n² a experiment§ln²ho pozorov§n². 

 V pŚ²padŊ TRH-R a jeho vazebn®ho partnera TRH byla provedena rozs§hl§ analĨza 

vazebn®ho m²sta v 90. letech 20. stolet². Vazebn® m²sto bylo situov§no mezi tŚi TM helixy ï TM3, 

5 a 6. Byla prok§z§na pŚ²m§ interakce mezi pyroGlu z TRH a Tyr106 a Asn110, dvŊma 

aminokyselinovĨmi zbytky z TM3 TRH-R (Perlman et al., 1994a, b). N§slednŊ byly identifikov§ny 

dalġ² dvŊ pŚ²m® interakce mezi TRH a TRH-R, a to jednak interakce mezi His v molekule TRH a 

Tyr282 z TM6 v molekule TRH-R a jednak interakce Arg306 z TM7 helixu receptoru s ProNH2 

ligandu (Perlman et al., 1996). Vazebn® m²sto pro TRH se zd§lo bĨt podobn® m²stu pro vazbu 

malĨch nepeptidovĨch ligandŢ. Toto tvrzen² bylo ale brzy vyvr§ceno zjiġtŊn²m, ģe pro vazbu TRH 

hraj² dŢleģitou roli tak® extracelul§rn² ļ§sti TRH-R. PravdŊpodobnŊ doch§z² k tvorbŊ vod²kovĨch 

mŢstkŢ mezi N-koncovou ļ§st² TRH a Asn289 (sp²ġe neģ Asn110) a Ser290 z EL3 v molekule 

TRH-R (Han a Tashjian, 1995a). D§le se His zbytek z molekuly TRH v§ģe do m²sta v oblasti EL2 

a horn² ļ§sti TM5 tvoŚen®ho zbytky Tyr188, Tyr192, Phe196 a Phe199 receptoru. V r§mci 

C-koncov® ļ§sti TRH se pŚedpokl§d§ interakce (vod²kovĨmi vazbami) se zbytky Tyr181 a Tyr93 

opŊt z extracelul§rn²ch ļ§st² TRH-R (Han a Tashjian, 1995b). Schematick§ reprezentace struktury 

TRH-R s vyznaļen²m jednotlivĨch aminokyselinovĨch zbytkŢ pravdŊpodobnŊ zapojenĨch ve 

vazbŊ TRH je zn§zornŊna na obr. 3. Pro potvrzen² nŊkterĨch zn§mĨch interakc² mezi TRH-R a 

TRH ļi k identifikaci dalġ²ch skupin, kter® by se mohly potenci§lnŊ ¼ļastnit t®to vazby byla vyuģita 

metoda molekul§rn²ho modelov§n² vazebn®ho m²sta na modelu myġ²ho TRH-R (Laakkonen et al., 

1996). 

 

Obr. 3: ZjednoduġenĨ model TRH-R s vyznaļenĨmi aminokyselinovĨmi zbytky potenci§lnŊ zapojenĨmi ve vazbŊ 

TRH. VytvoŚeno podle Perlman et al., 1994a, b; Han a Tashjian, 1995a, b; Perlman et al., 1996; Laakkonen et al., 

1996. 
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2.4.5 Komplexy TRH-R 

 Homo/heterodimerizace GPCRs a tvorba novĨch interakc² receptoru s intracelul§rn²mi 

proteiny je celkem bŊģnĨ jev, kterĨ m§ vĨznamn® dŢsledky pro regulaci bunŊļnĨch ud§lost². 

Mnoho rŢznĨch typŢ receptorŢ pŢsob² jako dimery, protoģe v tomto stavu maj² jejich vazebn§ m²sta 

vysokou afinitu pro interakci s ligandem. 

Proces dimerizace a tvorby komplexŢ s dalġ²mi vazebnĨmi partnery nast§v§ i v pŚ²padŊ 

TRH-R. Po stimulaci agonistou doch§z² k tvorbŊ komplexŢ jak s agonistou, G proteiny, 

tak napŚ²klad i s efektorovĨmi enzymy jako je PLC (Nussenzveig et al., 1993b). Dalġ² studie 

prok§zala, ģe v prŢbŊhu internalizace nedoch§z² k disociaci TRH-R a G11Ŭ proteinu a obŊ molekuly 

internalizuj² spoleļnŊ v klathrinem obalenĨch v§ļc²ch (Petrou a Tashjian, 1998). ProstŚednictv²m 

nativn² gelov® elektrofor®zy bylo zjiġtŊno, ģe existuj² jiģ pŚedem vytvoŚen® komplexy TRH-R 

s Gq/11Ŭ proteinem na membr§nŊ (Drastichova a Novotny, 2012b) a ģe vysokomolekul§rn² 

komplexy Gq/11Ŭ po stimulaci TRH disociuj² a Gq/11Ŭ protein pot® translokuje do cytozolu 

(Drastichova a Novotny, 2012a). Metodou bioluminiscenļn²ho rezonanļn²ho pŚenosu energie 

(bioluminiscence resonance energy transfer, BRET) bylo zjiġtŊno, ģe TRH-R tvoŚ² homooligomern² 

komplexy i v nepŚ²tomnosti ligandu (Kroeger et al., 2001). Na druhou stranu bylo ale prok§z§no, 

ģe pŚ²tomnost TRH zvyġuje tvorbu dimerŢ TRH-R (Zhu et al., 2002). Regulovan§ dimerizace 

TRH-R uk§zala, ģe samotn§ dimerizace tohoto GPCR nestaļ² k aktivaci navazuj²c²ch sign§ln²ch 

drah, ale dimern² podoba TRH-R mŢģe m²t urļitou ¼lohu v internalizaci receptoru a endocyt·ze 

(Song a Hinkle, 2005). Je totiģ zn§mo, ģe dimerizac² TRH-R se tak® umocŔuje jeho fosforylace, 

tud²ģ dimerizace GPCRs mŢģe znamenat z§sadn² dopad na intenzitu a trv§n² transdukce sign§lu 

(Song et al., 2007). 

 RŢzn® podtypy TRH-R mohou v buŔk§ch savcŢ tvoŚit jak homooligomery, 

tak heterooligomery. Bylo pozorov§no, ģe heterooligomery TRH-R1/TRH-R2 ovlivŔuj² kinetiku 

internalizace, neboŠ TRH-R2 oproti TRH-R1 internalizuje pomaleji. Tato skuteļnost souvis² 

s preferenc² toho urļit®ho subtypu receptoru pro molekulu arrestinu, kterou pŚednostnŊ pouģ²vaj² 

k internalizaci a zda internalizuj² s nav§zanĨm arrestinem ļi nikoliv. TRH-R1 vyuģ²v§ 

pro internalizaci stejnŊ ɓ-arrestin1 i ɓ-arrestin2 a internalizuje spoleļnŊ s n²m ve v§ļc²ch. Naproti 

tomu, TRH-R2 pŚednostnŊ v§ģe ɓ-arrestin2, kterĨ ale po aktivaci receptoru nen² internalizov§n 

a zŢst§v§ na povrchu buŔky (Hanyaloglu et al., 2002). Odliġnosti v regulaci jednotlivĨch typŢ 

TRH-R jsou nast²nŊny na obr. 4. Tyto i dalġ² rozd²ly, aŠ uģ v signalizaci nebo internalizaci, mohou 

m²t velkĨ vĨznam pŚi regulaci TRH-R1 a TRH-R2 a mohou hr§t dŢleģitou roli ve fyziologii. 
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Obr. 4: Cyklus TRH-R v buŔce. Po aktivaci TRH-R doch§z² k disociaci Gq/11Ŭ od Gɓɔ komplexu a zah§jen² 

signalizace vedouc² k vĨlevu v§pn²ku. Receptor je n§slednŊ desenzitizov§n a signalizace ukonļena fosforylac² 

GRK2 a vazbou ɓ-arrestinu (ɓ-Arr). Arrestin jako adaptorovĨ protein v§ģe proteiny endocyt§rn²ho apar§tu (AP-2, 

klatr²n) a receptor je sekvestrov§n v klatr²novĨch v§ļc²ch. InternalizovanĨ TRH-R pot® podstupuje dalġ² procesy 

s rŢznou kinetikou v z§vislosti na typu TRH-R a interakci s ɓ-arrestinem. Receptory Śad²c² se do tŚ²dy ĂAñ, kam 

patŚ² napŚ²klad i TRH-R2, okamģitŊ po internalizaci disociuj² od ɓ-arrestinu, TRH je odstranŊn, receptor je 

defosforylov§n pomoc² proteinfosfat§zy (PP) a recyklov§n ve v§ļc²ch zpŊt k plazmatick® membr§nŊ. Naproti tomu, 

TRH-R1 je pŚedstavitel tŚ²dy ĂBñ, jej²ģ z§stupci internalizuj² spolu s ɓ-arrestinem a tento komplex mŢģe bĨt 

n§slednŊ degradov§n nebo smŊrov§n k recyklaci do plazmatick® membr§ny. Upraveno podle Luttrell a Lefkowitz, 

2002; Hanyaloglu et al., 2002. 

2.5 Regulace na ¼rovni receptorŢ 

2.5.1 Kin§zy receptorŢ spŚaģenĨch s G proteiny 

 GRK jsou regulaļn² proteiny, kter® hraj² kl²ļovou roli v desenzitizaci GPCR. Proces 

desenzitizace je uskuteļŔov§n fosforylac² aktivovan®ho receptoru tŊmito proteinkin§zami 

na serinovĨch a threoninovĨch zbytc²ch. Bylo identifikov§no celkem 7 typŢ GRK (GRK1-7). 

Jsou to solubiln² proteiny, kter® pouģ²vaj² nŊkolik mechanismŢ k tomu, aby se dostaly na membr§nu 

do bl²zkosti GPCR a G proteinŢ. NŊkter® z nich k tomuto ¼ļelu vyuģ²vaj² prenylaci (GRK1 a 7), 

jin® vazbu pŚes Gɓɔ komplex (GRK 2 a 3) a dalġ² z nich jsou palmitoylov§ny (GRK4, 5 a 6) 

(Gurevich a Gurevich, 2019). 
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Regulaci TRH-R zajiġŠuje zejm®na GRK2. Ta kromŊ sv® role v desenzitizaci receptoru tak® 

pravdŊpodobnŊ pŚ²mo vazbou na aktivovanou GqŬ podjednotku reguluje/inhibuje signalizaci 

smŊrem k efektorŢm (Sallese et al., 2000). GRK2 dokonce dok§ģe pŚi sv® interakci rozezn§vat mezi 

ļleny skupiny GqŬ proteinŢ (Day et al., 2003). Jedn§ se o typickou kin§zu tvoŚenou 

689 aminokyselinami, kter® formuj² 3 strukturn² dom®ny: N-koncovou, katalytickou a C-koncovou 

dom®nu (Komolov a Benovic, 2017). Bylo dok§z§no, ģe interakce mezi GqŬ proteinem a GRK2 

mŢģe bĨt pos²lena fosforylac² t®to kin§zy c-Src kin§zou na jej²m tyrozinov®m zbytku (Mariggio et 

al., 2006). Vazebn® m²sto pro interakci s Gq/11Ŭ proteinem se patrnŊ nach§z² v N-koncov® dom®nŊ 

GRK2, kter§ se strukturou podob§ RGS dom®nŊ. Na rozd²l od ostatn²ch RGS proteinŢ je vġak 

souļ§st² vazebn®ho m²sta nejsp²ġ tak® C-konec helixu Ŭ5 (Sterne-Marr et al., 2003). 

Pomoc² dŢkladn® mutaļn² analĨzy plekstrin homologn² dom®ny GRK2 bylo odhaleno, 

ģe pro spr§vnou fosforylaci receptoru je dŢleģit§ interakce mezi kin§zou, Gɓɔ dimerem a negativnŊ 

nabitĨmi membr§novĨmi fosfolipidy. V interakci GRK2 s volnĨmi Gɓɔ podjednotkami jsou 

rozhoduj²c² Arg587, Lys663 a Lys665. Lys567, Trp576, Arg578 a Arg579 jsou naopak nezbytn® 

pro vazbu s fosfolipidy (Carman et al., 2000). 

GPCRs mohou bĨt fosforylov§ny i jinĨmi kin§zami, napŚ²klad cAMP-dependentn² 

proteinkin§zou ļi proteinkin§zou C (Grimberg et al., 1999). 

2.5.2 ɓ-Arrestin  

ZmŊny spojen® s fosforylac² receptoru vedou k nav§z§n² ɓ-arrestinu. ɓ-Arrestiny jsou 

cytozolick® proteiny, kter® patŚ² k nejdŢleģitŊjġ²m regulaļn²m molekul§m. Tyto proteiny n§leģ² 

do rodiny, kter§ u savcŢ obsahuje 4 typy arrestinŢ k·dovanĨch rŢznĨmi geny. Skupina zrakovĨch 

arrestinŢ zahrnuje arrestin1 obsaģenĨ v tyļink§ch a arrestin4 v ļ²pc²ch. Dalġ²mi z§stupci jsou 

arrestin2, zn§mĨ jako ɓ-arrestin1 a arrestin3, bŊģnŊ oznaļovanĨ jako ɓ-arrestin2. 

Po vazbŊ na fosforylovanĨ GPCR pak ɓ-arrestiny slouģ² jako tzv. adapt®ry, kter® propojuj² 

komplex s receptorem se souļ§stmi endocyt§rn²ho apar§tu, tvoŚen®ho klatrinem a adaptorovĨm 

proteinem-2 (AP-2), a t²m zastavuj² signalizaci. Tento popsanĨ proces pŚedstavuje pŢvodn² ch§p§n² 

funkce ɓ-arrestinŢ jako molekul kl²ļovĨch pro internalizaci receptoru. Dnes je vġak zn§mo, ģe role 

ɓ-arrestinu je mnohem rozmanitŊjġ². Tyto molekuly mohou m²t Śadu sign§ln²ch funkc². NapŚ²klad 

propojuj² Src kin§zy s receptory (Luttrell et al., 1999) ļi slouģ² jako tzv. leġen² pro vazbu 

jednotlivĨch komponent MAPK kask§d, jako jsou Raf-1, MEK1 a ERK1/2 (Cassier et al., 2017; 

Coffa et al., 2011; Luttrell et al., 2001). Bylo potvrzeno i zapojen² ɓ-arrestinu v jadern® signalizaci, 

kdy se po vazbŊ s dalġ²mi proteiny pŚemisŠuje do j§dra a reguluje genovou expresi (Kang et al., 

2005; Rosano et al., 2013). 
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2.5.3 Desenzitizace TRH-R 

Desenzitizace na ¼rovni receptoru vede k poklesu citlivosti receptoru na stimulaci 

ligandem, chr§n² tak receptor pŚed nadmŊrnou stimulac² sign§ln² molekulou. V jej²m dŢsledku 

mŢģe nastat downregulace, neboli sn²ģen² denzity receptorŢ v plazmatick® membr§nŊ. Slouģ² buŔce 

k regulaci odpovŊd² na ġirokou ġk§lu stimulŢ. Jej²m n§sledkem je internalizace nadbyteļnĨch 

receptorŢ nebo sn²ģen² jejich produkce. 

Pro procesy desenzitizace a internalizace je nezbytn§ fosforylace GPCR a nav§z§n² 

ɓ-arrestinu. Jak bylo pops§no vĨġe, ɓ-arrestin pŚeruġen²m interakce mezi GPCR a G proteinem 

ukonļ² signalizaci. Receptor s nav§zanĨm ligandem a znaļenĨ ɓ-arrestinem je pot® internalizov§n 

ve formŊ endozomu do cytoplazmy ve v§ļc²ch obalenĨch klatrinem. InternalizovanĨ receptor mŢģe 

bĨt n§slednŊ recyklov§n zpŊt do plazmatick® membr§ny nebo degradov§n. 

I pŚesto, ģe dlouh® izoformy lidsk®ho a potkan²ho TRH-R1 sd²lej² vysokou sekvenļn² 

podobnost, nejv²ce se liġ² pr§vŊ v C-koncov® ļ§sti, kter§ je z§sadn² pro desenzitizaci receptoru. 

Nicm®nŊ ani tyto odliġnosti pravdŊpodobnŊ nehraj² roli v procesu desenzitizace tohoto receptoru, 

protoģe jak lidsk§ forma, tak potkan² forma TRH-R jsou po vazbŊ ligandu velmi rychle (v Ś§dech 

minut) desenzitizov§ny (Anderson et al., 1995). Proces desenzitizace tohoto receptoru 

je uskuteļŔov§n vĨhradnŊ GRK2. V C-koncov® ļ§sti TRH-R se nach§z² Śada fosforylaļn²ch m²st, 

kam se ɓ-arrestin mŢģe nav§zat, pŚiļemģ velmi z§leģ², kter§ oblast receptoru je fosforylov§na. 

Studie z roku 1993 uv§d² dvŊ aminokyselinov® sekvence v C-koncov® ļ§sti TRH-R, kter® se zdaj² 

bĨt dŢleģit® pro internalizaci ligandem aktivovan®ho receptoru (Nussenzweig et al., 1993a). Prvn² 

¼sek se nach§z² v rozmez² aminokyselin 360-367, druhĨ ve sv® sekvenci zahrnuje cysteinov® 

zbytky v oblasti 335-337. Pr§vŊ druh§ zmiŔovan§ aminokyselinov§ sekvence je zodpovŊdn§ tak® 

za sekvestraci funkļnŊ nespŚaģenĨch receptorŢ a br§n² konstitutivn² internalizaci TRH-R (Petrou et 

al., 1997). Na zaļ§tku nov®ho tis²cilet² byl proveden podrobnĨ vĨzkum C-koncov® oblasti TRH-R, 

ve kter®m se urļovalo, jak® dalġ² sekvence hraj² roli v procesech desenzitizace a internalizace 

(Drmota a Milligan, 2000; Groarke et al., 2001). Jones se spolupracovn²ky vymezil oblast 

v molekule receptoru, do kter® se po vazbŊ agonisty v§ģe ɓ-arresin (Jones et al., 2007). TRH 

iniciuje fosforylaci mezi aminokyselinami 355 a 365, a 371 aģ 391. Fosforylace Thr365 se zd§ bĨt 

z§sadn² pro vazbu ɓ-arrestinu, desenzitizaci i internalizaci TRH-R (Jones a Hinkle, 2008), nikoli 

vġak pro jeho defosforylaci (Jones a Hinkle, 2005). Podle dalġ² studie maj² na fosforylaci 

a defosforylaci GPCR vliv i dalġ² oblasti receptoru mimo jeho C-konec (Gehret a Hinkle, 2010). 

Aļkoli je zn§mo, ģe pr§vŊ C-koncov§ oblast receptoru hraje kl²ļovou roli v regulaci GPCRs, 

molekul§rn² mechanismy, kter® Ś²d² procesy fosforylace a defosforylace, st§le nejsou zcela 

objasnŊny. 

Pro lepġ² pochopen² procesŢ souvisej²c²ch s redistribuc² a internalizac² TRH-R a Gq/11Ŭ 

proteinu po stimulaci hormonem byla pouģita vizualizace pomoc² konfok§ln² mikroskopie 

s aplikac² dlouh® izoformy TRH-R1 znaļen® fluorescenļn²m proteinem. Bylo zjiġtŊno, 
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ģe po aktivaci receptoru doch§z² k jeho oddŊlen² od Gq/11Ŭ a jeho rychl® internalizaci (Drmota et al., 

1998a; Drmota et al., 1999). PŢvodnŊ se pŚedpokl§dalo, ģe internalizovanĨ TRH-R je navr§cen 

na plazmatickou membr§nu do 20 minut od odstranŊn² TRH (Ashworth et al., 1995). Recyklace 

tohoto receptoru zpŊt na plazmatickou membr§nu vġak prob²h§ sp²ġe v Ś§dech nŊkolika hodin, 

a membr§na je tedy v pŚ²padŊ potŚeby pravdŊpodobnŊ doplnŊna novĨmi receptory (Cook a Hinkle, 

2004b). K resenzitizaci TRH-R, obnoven² jeho citlivosti k dalġ² stimulaci, mŢģe doj²t i bez jeho 

pŚedchoz² internalizace (Yu a Hinkle, 1998). 

Ve srovn§n² s internalizac² TRH-R, jsou internalizaļn² procesy Gq/11Ŭ proteinu mnohem 

pomalejġ² (Drmota et al., 1998b). D§le bylo pops§no, ģe po expozici TRH jsou jak GqŬ, tak G11Ŭ 

protein downregulov§ny stejnomŊrnŊ (Kim et al., 1994) a doch§z² ke zmŊnŊ v distribuci jak GŬ, 

tak i Gɓ proteinŢ a k jejich downregulaci (Svoboda et al., 1996). Dlouhodob§ stimulace TRH 

dokonce ovlivŔuje distribuci Gq/11Ŭ i v r§mci rŢznĨch dom®n plazmatick® membr§ny (Pesanova 

et al., 1999). 

2.6 Efektory spojen® se signalizac² prostŚednictv²m TRH-R 

 V n§sleduj²c²ch podkapitol§ch budou pŚedstaveny nejvĨznamnŊjġ² efektory souvisej²c² 

se signalizac² TRH-R. 

2.6.1 Adenylylcykl§za 

 AC jsou membr§novŊ v§zan® proteiny s charakteristickou strukturou. Jsou tvoŚen® 

N-koncem, dvŊma TM dom®nami (TM1 a TM2) a C-koncem. Kaģd§ TM dom®na se skl§d§ ze ġesti 

segmentŢ. TM1 a TM2 jsou propojeny intracelul§rn² smyļkou rozdŊlenou na oblasti C1a a C1b. 

C-Konec je dalġ² intracelul§rn² ļ§st² obsahuj²c² oblasti C2a a C2b. U savcŢ bylo identifikov§no 

10 typŢ AC, znaļenĨch AC I ï AC X, vġechny izoformy katalyzuj² pŚemŊnu adenosintrifosf§tu 

(ATP) na cAMP, vġudypŚ²tomnĨ druhĨ posel. Aktivovan§ AC reguluje funkci cAMP-dependentn² 

proteinkin§zy (PKA), kter§ n§slednŊ fosforyluje rŢzn® c²lov® proteiny (shrnuto v Taussig a Gilman, 

1995). 

 Regulace tŊchto enzymŢ prob²h§ pŚedevġ²m prostŚednictv²m G proteinovĨch podjednotek 

(zejm®na GsŬ a GiŬ proteiny), ale pravdŊpodobnŊ mohou bĨt regulov§ny i celou Śadou jinĨch 

substanc², jako napŚ²klad pŢsoben²m Gɓɔ dimeru, Ca2+ ionty, ļi proteinkin§zami. Pr§vŊ tŊmito 

dalġ²mi zpŢsoby je umoģnŊno modulovat funkci AC ligandŢm a receptorŢm, kter® prim§rnŊ 

nesignalizuj² pŚes GsŬ nebo GiŬ proteiny. PŚ²m§ ļi nepŚ²m§ regulace AC je tedy moģn§ i napŚ²klad 

prostŚednictv²m nŊkterĨch ļl§nkŢ signalizaļn² dr§hy TRH-R. NapŚ²klad je zn§mo, ģe cAMP 

ovlivŔuje homeost§zu Ca2+, a stejnŊ tak Ca2+ mŢģe pŚ²mo ļi nepŚ²mo modulovat synt®zu cAMP, 

tud²ģ se zde nab²z² jeden z moģnĨch zpŢsobŢ propojen² signalizace TRH-R s pŢsoben²m AC. 

 K z²sk§n² spr§vn® bunŊļn® odpovŊdi na urļitĨ stimul je velmi dŢleģit®, aby byla signalizace 

prostŚednictv²m rŢznĨch typŢ AC Ś§dnŊ regulov§na. Zat²mco AC typu I, III a VIII jsou pŚ²mo 
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aktivov§ny submikromol§rn²m mnoģstv²m Ca2+ v§zan®m na kalmodulin (CaM) (Mamluk et al., 

1999; Masada et al., 2012), AC V a VI jsou ionty Ca2+ inhibov§ny (Hu et al., 2002; Tang et al., 

2008). Byla tak® prok§z§na nepŚ²m§ inhibice AC I fosforylac² Ca2+/kalmodulin-dependentn² 

proteinkin§zou (CaMK) typu IV a AC III fosforylac² CaMK typu II (Wayman et al., 1996; Wei et 

al., 1996; Wei et al., 1998). Z§roveŔ existuj² data, ģe urļit® typy AC (napŚ. AC IX) mohou bĨt 

fosforylac² CaMKII naopak aktivov§ny (Cumbay a Watts, 2005), a inhibov§ny fosfat§zou 

kalcineurinem (CaN) (Antoni et al., 1998). AC II, IV a VII  mohou bĨt aktivov§ny Gɓɔ dimerem 

(Chakrabarti a Gintzler, 2003; Diel et al., 2008; Marjamaki et al., 1997; Weitmann et al., 2001; 

Yoshimura et al., 1996) ļi nepŚ²mo regulov§ny PKC (Bol et al., 1997a, b; Nelson et al., 2003; 

Zimmermann a Taussig, 1996). Naopak AC I, III, VIII , obvykle aktivovan® Ca2+/CaM, jsou Gɓɔ 

dimerem inhibov§ny (Diel et al., 2006; Diel et al., 2008; Steiner et al., 2006). 

 NejpodrobnŊji je prostudov§na regulace AC II (obr. 5). Tento enzym je regulovanĨ buŅto 

fosforylac² PKC nebo prostŚednictv²m Gɓɔ dimeru, jak bylo zm²nŊno vĨġe. V pŚ²padŊ regulace 

prostŚednictv²m PKC se fosforylaļn² m²sta nach§zej² v C-koncovĨch dom®n§ch AC II. PatŚ² mezi 

nŊ Ser871 a Thr1057 z C2 dom®ny (Bol et al., 1997a, b). Dalġ² pŚedpokl§dan§ m²sta fosforylace 

jsou souļ§st² C1b cytoplazmatick® dom®ny, jedn§ se o Ser490 a Ser543 (Shen et al., 2012). V r§mci 

C-koncovĨch dom®n tak® existuje nŊkolik oblast², kter® se pod²lej² na interakci s Gɓɔ. Souļ§st² C2a 

dom®ny je jednak oblast zvan§ QEHA (Chen et al., 1995) a d§le oblast KF-loop (Diel et al., 2008). 

V dom®nŊ C1b AC II je dalġ² vĨznamnĨ region pro vazbu Gɓɔ, motiv PFAHL (Diel et al., 2006). 

Jsou zn§my ale i dalġ² oblasti pro moģnou interakci AC II s Gɓɔ podjednotkami (Boran et al., 2011). 

V ŚadŊ studi² bylo prok§z§no, ģe receptory, kter® signalizuj² pŚes GqŬ protein mohou 

ovlivŔovat aktivaci rŢznĨch typŢ AC. NapŚ²klad in vivo experimenty na bunŊļn® linii HEK293 

exprimuj²c² AC I uk§zaly, ģe tato adenylylcykl§za je aktivov§na Ca2+ ionty nebo agonistou 

muskarinov®ho receptoru, karbacholem (Choi et al., 1992; Wayman et al., 1994). Ve stejn® linii 

bylo dosaģeno zvĨġen² cAMP po aktivaci AC typu VI (Beazely a Watts, 2005). Tak® prostanoidn² 

receptory maj² vliv na modulaci AC, zejm®na AC III (Mamluk et al., 1999). V tomto pŚ²padŊ 

se zd§ bĨt dŢleģit§ kooperace mezi jednotlivĨmi signalizaļn²mi syst®my, neboŠ pr§vŊ ko-aktivace 

prostanoidn²ho receptoru spŚaģen®ho s GqŬ proteinem spolu s EP2 receptorem spŚaģenĨm s GsŬ 

proteinem mŊn² produkci cAMP d²ky propojen² tŊchto dvou receptorŢ pŚes AC III (Abera et al., 

2010). Dalġ² propojen² GqŬ a GsŬ signalizac², kter® ve vĨsledku vede ke zvĨġen² produkce cAMP, 

je prostŚednictv²m angiotensinovĨch (GqŬ-spŚaģenĨch) a ɓ-adrenergn²ch (GsŬ-spŚaģenĨch) 

receptorŢ. NapŚ²klad angiotensin II moduluje v srdeļn²ch fibroblastech ɓ-adrenergn² signalizaci 

a t²m tvorbu cAMP prostŚednictv²m AC III, pŢsoben²m pŚes receptor spŚaģenĨ s GqŬ a vĨlev Ca2+ 

iontŢ (Ostrom et al., 2003). Po stimulaci V1 vazopresinov®ho receptoru v buŔk§ch hladk®ho 

svalstva c®v doch§z² tak® ke zvĨġen² produkce cAMP pŚes stejnĨ typ AC, tedy AC III (Zhang et al., 

1997). V pŚ²padŊ AC II mŢģe tak® doch§zet k integraci sign§lŢ pŚen§ġenĨch od rŢznĨch G proteinŢ, 

kupŚ²kladu sign§ly vedouc² pŚes GsŬ mohou bĨt synergisticky zes²leny prostŚednictv²m sign§lŢ 
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transmitovanĨch pŚes GiŬ (Federman et al., 1992) a GqŬ (Lustig et al., 1993) a t²m p§dem mohou 

v®st ke zvĨġen² synt®zy cAMP. Na druhou stranu bylo tak® zjiġtŊno, ģe aktivita AC II mŢģe bĨt 

modulov§na kooperac² signalizac² vedouc²ch pŚes GiŬ a GqŬ nez§visle na signalizaci pŚes GsŬ 

protein (Tsu a Wong, 1996). ZvĨġen² hladin cAMP prostŚednictv²m AC II aktivovan® signalizaļn² 

dr§hou muskarinov®ho receptoru spŚaģen®ho s GqŬ proteinem reguluje pravdŊpodobnŊ komplex 

proteinŢ tvoŚenĨ z PKC, PKA, PKA kotv²c²ho proteinu 79 a fosfodiester§zy (Shen a Cooper, 2013). 

 

Obr. 5: Zn§zornŊn² struktury AC s vyznaļenĨmi m²sty pro fosforylaci prostŚednictv²m PKC a pro vazbu Gɓɔ 

dimeru v C-termin§ln²ch dom®n§ch. Po aktivaci receptoru spŚaģen®ho s Gq/11Ŭ proteinem doch§z² k  modulaci 

PKC, kter§ aktivuje AC II a produkci cAMP. Fosforylaļn² m²sta pro PKC v molekule AC II jsou zn§zornŊna plnĨmi 

ļernĨmi ġipkami. Gɓɔ reguluje funkci AC II vazbou do nŊkolika rŢznĨch oblast² v C-termin§ln²ch dom®n§ch tohoto 

enzymu (vyznaļeno ļervenĨmi ġipkami). AC II, adenylylcykl§za typu 2; TM1/TM2, transmembr§nov® dom®ny; 

C1a/C1b/C2, intracelul§rn² cytoplazmatick® dom®ny. Upraveno podle Bol et al., 1997a, b; Shen et al., 2012; Chen 

et al., 1995; Diel et al., 2006; Diel et al., 2008; Boran et al., 2011. 

2.6.2 Fosfolip§za C 

 PLC je na v§pn²ku z§visl§ fosfodiester§za, kl²ļovĨ enzym zapojenĨ v metabolismu 

fosfoinositidŢ. U savcŢ bylo identifikov§no pŚinejmenġ²m 13 rŢznĨch izoenzymŢ PLC, kter® jsou 

rozdŊleny do 6 tŚ²d (ɓ, ɔ, ŭ, Ů, ɕ, ɖ) podle strukturn² homologie. Vġechny podtypy sd²lej² spoleļnou 

strukturu ï N-koncovou plextrin homologn² (PH) dom®nu, nŊkolik motivŢ EF-rukou, katalytickou 

dom®nu (TIM barel) a C-koncovou dom®nu. PŚestoģe vġechny PLC katalyzuj² stejnou reakci, kaģdĨ 

izoenzym m§ svou vlastn² fyziologickou ¼lohu a mŢģe bĨt aktivov§n rozliļnĨmi molekulami, jako 

jsou Ca2+ ionty, heterotrimerick® G proteiny i mal® GTP§zy ļi tyrozinkin§zy (shrnuto v Kadamur 

a Ross, 2013). 

 V n§sleduj²c²m odstavci se budeme zabĨvat zejm®na studiemi tĨkaj²c²mi se PLCɓ, 

neboŠ TRH-R po stimulaci ligandem aktivuje pr§vŊ tento subtyp PLC. V roce 1991 bylo zjiġtŊno, 

ģe PLCɓ1 je regulov§na pertusis toxin nesenzitivn²m G proteinem (Martin et al., 1991). VelkĨ 



27 
 

vĨznam v regulaci PLCɓ m§ jejich unik§tn² struktura. Jejich C-koncov§ Ăcoiled-coilñ dom®na, 

patrnŊ dŢleģit§ pro dimerizaci a membr§novou asociaci tŊchto enzymŢ (Ilkaeva et al., 2002; Singer 

et al., 2002), je oproti dom®n§m dalġ²ch izotypŢ PLC prodlouģena (Waldo et al., 2010). Z§roveŔ je 

souļ§st² struktury vġech PLCɓ smyļka mezi tŚet² a ļtvrtou EF-rukou. Jedn§ se o sekvenci o osmi 

aminokyselin§ch, kter§ m§ kl²ļovou ¼lohu v aktivaci GTP§zov® aktivity PLCɓ. Podle krystalov® 

struktury komplexu PLCɓ a GqŬ je pro hydrolĨzu GTP nezbytn§ pŚ²m§ interakce Asn260 pr§vŊ 

z t®to smyļky PLCɓ a Gln209 ze struktury GqŬ (Waldo et al., 2010). I z toho dŢvodu, ģe sama 

PLCɓ mŢģe fungovat jako GTP§za je zŚejm®, ģe regulaļn² mechanismy mezi t²mto enzymem a GqŬ 

podjednotkou jsou mnohem sofistikovanŊjġ² a sloģitŊjġ² (Navaratnarajah et al., 2017). Ve struktuŚe 

GqŬ jsou obsaģeny dva cysteinov® zbytky (Cys9 a Cys10), kter® hraj² roli v interakci jak s receptory, 

tak s efektory (Hepler et al., 1996). Po stimulaci mŢģe GqŬ nav²c interagovat tak® s kaveolinem. 

Tato interakce ovlivŔuje vazbu mezi GqŬ a komplexem Gɓɔ, t²m reguluje aktivaci PLCɓ a tedy 

i dobu trv§n² vĨlevu v§pn²ku (Sengupta et al., 2008). 

 Nejen GqŬ, ale i komplex Gɓɔ, se mŢģe ¼ļastnit regulace funkce PLCɓ. PŚesnĨ charakter 

interakce tŊchto dvou vĨznamnĨch signalizaļn²ch molekul nebyl dosud objeven, nicm®nŊ 

z nŊkolika studi² je patrn®, ģe zpŚ²stupnŊn² vazebn®ho m²sta pro Gɓɔ dimer zahrnuje kooperaci 

nŊkolika ļ§st² molekuly PLCɓ. Pokud je PLCɓ v takzvan® otevŚen® konformaci, kdy je N-dom®na 

odchĨlena od motivu EF-rukou, je vazebn® m²sto pro Gɓɔ komplex pŚ²stupn® (Kadamur a Ross, 

2016). KromŊ N-koncov® PH dom®ny mŢģe bĨt souļ§st² vazebn®ho m²sta pro regulaci PLCɓ 

prostŚednictv²m Gɓɔ dimeru tak® ļ§st katalytick® dom®ny (Barr et al., 2000; Wang et al., 2000a). 

U dalġ²ho izoenzymu PLC, PLCŮ, je pro pŚ²mĨ kontakt s komplexem Gɓɔ zapotŚeb² PH dom®na 

spolu s C-koncovou dom®nou (Madukwe et al., 2018). 

2.6.3 Ca2+/kalmodulin -dependentn² proteinkin§za 

 CaMK jsou Ser/Thr specifick® proteinkin§zy aktivovan® zvĨġenou koncentrac² 

intracelul§rn²ch Ca2+ iontŢ a kalmodulinu. Tyto enzymy jsou zodpovŊdn® zejm®na za fosforylaci 

transkripļn²ch faktorŢ. Na GH3 bunŊļn® linii bylo prok§z§no, ģe stimulace TRH a j²m zpŢsobenĨ 

n§rŢst v koncentraci Ca2+ iontŢ uvnitŚ buŔky mŢģe v®st k aktivaci CaMK a n§sledn® fosforylaci 

proteinŢ (Drust a Martin, 1982; Jefferson et al., 1991; Cui et al., 1994). Aktivovan§ CaMK 

se pravdŊpodobnŊ ¼ļastn² regulace transkripce tyreotropn²ho hormonu (TSH) a prolaktinu (PRL) 

(Murao et al., 2004). Inhibice CaMK sniģuje schopnost TRH aktivovat prolaktinovĨ promotor 

(Nowakowski et al., 1997). Signalizace, kterou TRH reguluje transkripci PRL, zahrnuje Ca2+ a 

v§pn²kov® kan§ly L-typu (Laverriere et al., 1988). Tento hormon mŢģe nav²c prostŚednictv²m 

v§pn²kovĨch kan§lŢ L-typu, PLCɓ, a CaMK modulovat svou aktivitu regulac² enzymu 

aminopeptid§zy PP II, kterĨ ho ġtŊp² (Vargas et al., 2002). V tomto ohledu je velmi dŢleģit§ 

koordinace jednotlivĨch procesŢ vedouc²ch od TRH k biosynt®ze PRL ļi regulaci aktivity PP II. 
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 Jeden z nejzn§mŊjġ²ch transkripļn²ch faktorŢ, vazebnĨ protein cAMP responzivn²ho 

elementu (CREB), mŢģe bĨt fosforylov§n Śadou proteinkin§z (Ca2+/kalmodulin-dependentn² 

proteinkin§zu nevyj²maje) na pozici Ser133 v reakci na rŢzn® extracelul§rn² sign§ly a v z§vislosti 

na bunŊļn®m typu. Jsou zn§my pŚinejmenġ²m dva rŢzn® receptory spŚaģen® s Gq/11Ŭ, M3 

muskarinovĨ acetylcholinovĨ receptor a B2 bradykininovĨ receptor, kter® reguluj² fosforylaci 

transkripļn²ho faktoru CREB. PŚestoģe oba tyto receptory vyuģ²vaj² signalizaļn² dr§hy zahrnuj²c² 

PKC a CaMK, B2 bradykininovĨ receptor nav²c k regulaci CREB pouģ²v§ ERK1/2 signalizaci 

(Rosethorne et al., 2008). Regulace transkripļn²ch faktorŢ je pravdŊpodobnŊ velmi komplexn² 

a sloģitĨ proces, kterĨ zahrnuje zapojen² v²ce pŚekrĨvaj²c²ch se sign§ln²ch drah. 

2.6.4 Proteinkin§za C 

 Tyto enzymy jsou dalġ² z rodiny Ser/Thr proteinkin§z, kter® reguluj² funkci jinĨch proteinŢ 

prostŚednictv²m fosforylace hydroxylovĨch skupin jejich Ser a Thr aminokyselinovĨch zbytkŢ. 

Existuje devŊt izoforem PKC (Ŭ, ɓ, ɔ, ŭ, Ů, ɖ, ɗ, ɕ, ɘ), kter® jsou transkribov§ny 

ze samostatnĨch oddŊlenĨch genŢ a tŚ²d² se do tŚ² skupin na z§kladŊ toho, jakĨ typ druh®ho posla 

potŚebuj² ke sv® aktivaci. Kaģd§ izoforma je odliġnŊ exprimov§na v rŢznĨch bunŊļnĨch typech. 

Vġechny izoformy opŊt sd²l² podobnou strukturn² architekturu, kter§ sest§v§ z regulaļn² N-koncov® 

dom®ny a kin§zov® C-koncov® dom®ny. Regulaļn² dom®na PKC m§ dvŊ dŢleģit® funkce. Jednak 

propojuje PKC s m²stem jej² ļinnosti (napŚ²klad s plazmatickou membr§nou) d²ky mnoģstv² 

vazebnĨch modulŢ pro druh® posly a dalġ² vazebn® partnery. A d§le je jej²m ¼kolem regulovat 

katalytickou aktivitu PKC. K tomuto ¼ļelu obsahuje ve struktuŚe sv® N-koncov® dom®ny kr§tkou 

sekvenci, kter§ napodobuje substr§t (tzv. Ăpseudosubstr§tñ) a v pŚ²tomnosti podprahovĨch hladin 

Ca2+ a DAG se v§ģe do m²sta v katalytick® dom®nŊ a t²m udrģuje enzym neaktivn² (Dutil a Newton, 

2000). 

 Fakt, ģe PKC zprostŚedkov§v§ fosforylaci proteinŢ po stimulaci TRH je zn§m uģ dlouho 

(Drust a Martin, 1984). Izoforma PKCŮ je napŚ²klad po stimulaci TRH zodpovŊdn§ za fosforylaci 

Ser8 a Ser23 intermedi§rn²ho filamenta, keratinu (Akita et al., 2007). Vliv dlouhodob®ho pŢsoben² 

TRH m§ za n§sledek zmŊny v distribuci PKC (Ŭ, ɓ, ŭ a Ů) z frakce solubiln² do detergentem 

nerozpustn® frakce a tak® zpŢsobuje downregulaci PKCŮ bez vlivu na ostatn² izoformy. V dŢsledku 

toho by pr§vŊ PKCŮ mohla hr§t velmi dŢleģitou roli v regulaci transkripce genu pro prolaktin, 

protoģe pr§vŊ downregulace tohoto izotypu PKC korespondovala s poklesem synt®zy tohoto 

hormonu a akumulac² DAG (Kiley et al., 1990; Kiley et al., 1991). Đļinek TRH na prolaktinovĨ 

promotor je tedy zŚejmŊ z§vislĨ na DAG (Kiley et al., 1991) a n§sledn® aktivaci PKC (Pickett et 

al., 2002). 
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2.6.5 Iontov® kan§ly 

 Je vġeobecnŊ zn§mo, ģe TRH zpŢsobuje bif§zick® zmŊny elektrick® aktivity, hladin 

v§pn²ku uvnitŚ buŔky ļi v sekreci prolaktinu. Prvn² f§ze v§pn²kov® odpovŊdi je vyvol§na po 

aktivaci PLC, kdy doch§z² ke vzniku IP3 a vĨlevu Ca2+ z vnitŚn²ch z§sob§ren, jak uģ bylo dŚ²ve 

Śeļeno. Toto zvĨġen² cytozolick®ho Ca2+ m§ mimo jin® za n§sledek aktivaci Ca2+-aktivovanĨch 

drasl²kovĨch (K+) kan§lŢ, kter® zpŢsobuj² hyperpolarizaci buŔky d²ky ven smŊŚuj²c²mu proudu K+ 

iontŢ. Existuj² 3 typy Ca2+ aktivovanĨch K+ kan§lŢ: v§pn²kem aktivovan® drasl²kov® kan§ly s 

vysokou vodivost², v§pn²kem aktivovan® drasl²kov® kan§ly se stŚedn² vodivost² a n²zkovodivostn² 

drasl²kov® kan§ly aktivovan® v§pn²kem, pŚiļemģ vġechny tŚi typy se nŊjakĨm zpŢsobem pod²lej² 

na prvn² f§zi odpovŊdi na TRH (Mork et al., 2005). 

 PŚedpokl§dalo se, ģe za druhou f§zi zvĨġen² intracelul§rn² koncentrace Ca2+ iontŢ 

zodpov²d§ aktivace PKC prostŚednictv²m DAG, protoģe to m§ na svŊdom² podobn® zmŊny 

na membr§nŊ. Bylo vġak zjiġtŊno, ģe PKC se t®to f§ze ne¼ļastn² (Bauer et al., 1994) a ģe jej² 

regulace by se mohl ¼ļastnit jinĨ druhĨ posel, napŚ²klad cAMP (Akerman et al., 1991). Tato f§ze 

je pravdŊpodobnŊ velmi komplexn², je doprov§zena depolarizac² buŔky vyvolanou inhibic² 

v§pn²kem aktivovanĨch drasl²kovĨch kan§lŢ s vysokou vodivost² a napŊŠovŊ Ś²zenĨch drasl²kovĨch 

kan§lŢ a zvĨġen²m prŢtoku Ca2+ pŚes napŊŠovŊ Ś²zen® Ca2+ kan§ly v plazmatick® membr§nŊ (Haug 

et al., 2004; Li et al., 1992). K modulaci sv®ho ¼ļinku na napŊŠovŊ Ś²zen® drasl²kov® kan§ly TRH 

nevyuģ²v§ Gq/11Ŭ protein, ale signalizace je nejsp²ġe vedena pŚes Gs, G13 ļi dokonce Gɓɔ dimer 

s modulaļn²m ¼ļinkem ERK a ribozom§ln² s6 kin§zy (RSK) (Miranda et al., 2005; Carretero et al., 

2015). 

2.6.6 Mitogenem aktivovan® proteinkin§zy 

 MAPKs jsou evoluļnŊ konzervovan® specifick® Ser/Thr proteinkin§zy, kter® mohou bĨt 

aktivov§ny ġirokou ġk§lou podnŊtŢ. Tyto enzymy s vyuģit²m fosforylace reguluj² procesy jako je 

proliferace a diferenciace bunŊk, regulace genov® exprese nebo napŚ²klad apopt·za. 

 MAPK uzav²r§ fosforylaļn² kask§du sloģenou ze tŚ² postupnŊ aktivovanĨch proteinkin§z, 

tvoŚenou kin§zou kin§zy MAPK (MAP3K), kin§zou MAPK (MAP2K) a MAPK. Nejprve 

je aktivov§na MAP3K, nejļastŊji interakc² s malou GTP§zou (napŚ. Ras protein) ļi fosforylac² 

proteinkin§zou. Ta pot® aktivuje MAP2K, kter§ n§slednŊ aktivuje MAPK fosforylac² 

na konzervovan®m motivu TxY v aktivaļn²m segmentu kin§zy. Aktivovan§ MAPK fosforyluje 

c²lov® proteiny v cytozolu nebo j§dŚe na Ser/Thr zbytc²ch a t²m mŊn² jejich funkci a genovou 

expresi (shrnuto v Keshet a Seger, 2010). Pro zvĨġen² efektivity pŚenosu sign§lu mezi jednotlivĨmi 

ļleny kask§dy a zamezen² interakc² se soubŊģnĨmi kask§dami se jednotliv® kin§zy mohou v§zat 

na rŢzn® takzvan® Ăscaffoldyñ (napŚ. molekulu arrestinu), kter® funguj² jako leġen² a funkļnŊ 

oddŊluj² paraleln² kask§dy. Svou roli maj² MAPK napŚ²klad v endocyt·ze, kdy bylo prok§z§no, 

ģe po internalizaci komplexu receptoru a ɓ-arrestinu2 mohou tyto kin§zy fosforylovat Thr178 

https://www.symptomy.cz/mesh/kod?id=D051036
https://www.symptomy.cz/mesh/kod?id=D051036
https://www.symptomy.cz/mesh/kod?id=D051660
https://www.symptomy.cz/mesh/kod?id=D051036
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v molekule ɓ-arrestinu2 a tak Ś²dit endozom§ln² procesy (Khoury et al., 2014). MAPK mohou vedle 

t®to funkce slouģit tak® jako negativn² regul§tory signalizace prostŚednictv²m GPCR. Bylo zjiġtŊno, 

ģe kin§za ERK1/2 fosforylac² Ser14 a Thr276 v molekule ɓ-arrestinu2 ve vĨsledku zpŢsobuje 

redistribuci GPCR z membr§ny a vede tak k utlumen² signalizace (Paradis et al., 2015). 

 MAPK lze v r§mci tŚ²dy savcŢ rozdŊlit do tŚ² skupin, na extracelul§rn²m sign§lem 

regulovan® kin§zy, ERK, Jun aminotermin§ln² kin§zy (JNK) a stresem aktivovan® proteinkin§zy 

(p38/SAPK). Aktivace jednotlivĨch MAPK se liġ² v z§vislosti na typu buŔky a jej²m receptorov®m 

vybaven². Je vġak jist®, ģe receptory spŚaģen® s Gq/11Ŭ proteinem se pod²lej² na Ś²zen² a regulaci 

rŢznĨch komponentŢ vġech hlavn²ch MAPK kask§d. Co se tĨļe vlivu TRH na kask§dy MAPK, 

je zn§mo, ģe tento hormon mŢģe stimulovat aktivitu ERK odliġnĨmi sign§ln²mi dr§hami, na PKC 

z§vislĨmi i nez§vislĨmi (Ohmichi et al., 1994a). Na PKC nez§visl§ cesta by mohla pravdŊpodobnŊ 

v®st pŚes aktivaci MAPK pomoc² komplexu Gɓɔ (Palomero et al., 1998). Jak uģ bylo zm²nŊno vĨġe 

pro CaMK, tak® pro MAPK plat², ģe synt®za a sekrece PRL je Ś²zena stimulac² MAPK 

prostŚednictv²m TRH (Kanda et al., 1994; Kanasaki et al., 1999) a stejnŊ tak TRH Ś²d² i regulaci 

prolaktinov®ho promotoru pomoc² MAPK pŚes aktivaci PKC a zvĨġen² proudu Ca2+ d²ky Ca2+ 

kan§lŢm L-typu (Wang a Maurer, 1999). Aktivace MAPK signalizace prostŚednictv²m TRH mŢģe 

bĨt inhibov§na dopaminovĨm D2S receptorem prostŚednictv²m Go nebo Gi3 proteinu (Ohmichi 

et al., 1994b; Banihashemi a Albert, 2002). TRH indukuje fosforylaci receptoru epiderm§ln²ho 

rŢstov®ho faktoru, kter§ je potŚeba pro plnou aktivaci MAPK po stimulaci TRH (Wang et al., 

2000b). StejnŊ jako na AC doch§z² pravdŊpodobnŊ i na MAPK k integraci sign§lŢ z rŢznĨch 

sign§ln²ch drah. Je zŚejm®, ģe konvergence rŢznĨch sign§ln²ch drah m§ velkou roli v koneļn® 

bunŊļn® odezvŊ. 

2.7 UsmŊrŔovac² agonismus 

 Velmi aktu§ln²m a z§roveŔ hodnŊ diskutovanĨm t®matem v r§mci studia GPCRs 

je takzvanĨ usmŊrŔovac² agonismus (biased agonism). Je zaloģen na skuteļnosti, ģe kaģdĨ receptor 

mŢģe tvoŚit mnoho rŢznĨch specifickĨch konformac², tzv. aktivn²ch stavŢ, do kterĨch se mohou 

ligandy nav§zat, a spouġtŊt rŢzn® sign§ln² kask§dy v z§vislosti na aktu§ln² konformaci dan®ho 

receptoru. RŢzn² agonist® tak® vykazuj² rŢzn® afinity k jednotlivĨm konformaļn²m stavŢm, mohou 

tedy prostŚednictv²m jednoho typu receptoru aktivovat rŢzn® sign§ln² dr§hy proto, ģe svou vazbou 

stabilizuj² rŢzn® konformace receptoru (Kenakin, 2011). V podstatŊ se jedn§ o funkļn² selektivitu 

dan®ho ligandu pro jednu ze dvou sign§ln²ch drah, vedouc² buŅto pŚes G proteiny nebo pŚes 

ɓ-arrestin. 

 UsmŊrŔovac² agonismus byl studov§n u cel® Śady GPCRs. Pro svŢj znaļnĨ fyziologickĨ 

vĨznam byl tento jev studov§n napŚ²klad pro rŢzn® metabolity morfinu a rŢzn® agonisty ɛ-OR. 

PŚi porovn§n² morfinu a jeho dev²ti metabolitŢ v jejich schopnosti aktivovat sign§ln² dr§hu vedouc² 

buŅ pŚes Gi protein nebo ɓ-arrestin, bylo pro tŚi metabolity morfinu (normorfin, 6-acetylmorfin 
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a morfin-6-glukuronid) prok§z§no, ģe preferuj² signalizaci sp²ġ skrz ɓ-arrestin (Frolich et al., 2011). 

Co se tĨļe usmŊrŔovac²ch ligandŢ ɛ-OR, bylo zjiġtŊno, ģe odliġn® ligandy mohou m²t odliġnĨ 

¼ļinek na mobilitu tohoto receptoru v plazmatick® membr§nŊ. Zat²mco DAMGO a morfin later§ln² 

mobilitu ɛ-OR zvyġuj², endomorfin-2 m§ vliv opaļnĨ (Melkes et al., 2016). Endomorfin-1/2 nav²c 

vykazoval odliġnou preferenci signalizaļn² dr§hy v porovn§n² s dynorfinem B, kdy upŚednostŔoval 

spŚaģen² se signalizac² zahrnuj²c² cAMP. Naproti tomu dynorfin B upŚednostŔoval vazbu 

s G proteinem (LaVigne et al., 2020). Velmi dŢleģitou ¼lohu hraje usmŊrŔovac² agonismus tak® 

v z§nŊtu. Mal® molekuly, jako jsou chemokiny, aktivuj²c² chemokinovĨ receptor CXCR3, mohou 

prostŚednictv²m usmŊrŔovac²ho agonismu regulovat migraci T-bunŊk a tedy zast§vat kl²ļovou roli 

v regulaci imunitn² z§nŊtliv® odpovŊdi (Smith et al., 2018). Jin§ studie potvrzuje zapojen² 

usmŊrŔovac²ho agonismu v procesu internalizace receptoru pro dopamin, kter§ nen² z§visl§ 

na ɓ-arrestinu (Xu et al., 2019). 

 V pŚ²padŊ receptorŢ spŚaģenĨch s Gq/11Ŭ proteinem byl usmŊrŔovac² agonismus studov§n 

napŚ²klad na muskarinov®m receptoru a receptoru pro angiotenzin II. Zd§ se, ģe oba tyto receptory 

aktivuj² kin§zu ERK5 mechanismem zahrnuj²c²m GqŬ protein a nez§vislĨm na ɓ-arrestinu 

(Sanchez-Fernandez et al., 2013). Aļkoli zat²m nen² zn§m ģ§dnĨ pŚ²mĨ dŢkaz o usmŊrŔovac²m 

agonismu u TRH-R, coģ mŢģe bĨt d§no i t²m, ģe je zn§m pouze jeden jeho pŚirozenĨ agonista, 

je moģn®, ģe i tento receptor mŢģe tvoŚit nŊkolik rŢznĨch konformac² a tedy iniciovat v²ce moģnĨch 

sign§ln²ch drah. Obr. 6 zn§zorŔuje moģn® rozdŊlen² signalizaļn²ch drah iniciovanĨch TRH 

vedouc²ch pŚes G proteiny nebo ɓ-arrestiny smŊrem k regulaci MAPK a transkripļn²ch faktorŢ. 
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Obr. 6: Diferenci§ln² regulace MAPK kask§d. Aktivita ERK1/2 mŢģe bĨt modulov§na signalizaļn² dr§hou vedouc² 

pŚes G proteiny nebo tak® ɓ-arrestinem zprostŚedkovanou signalizac². (A) TRH prim§rnŊ Ś²d² signalizaci 

pŚes Gq/11Ŭ-PLC-PKC dr§hu, pŚiļemģ aktivovan§ PKC pŚ²mo aktivuje prvn² kin§zu z MAPK kask§dy (cRaf1). TRH 

mŢģe pravdŊpodobnŊ aktivovat i dalġ² G proteiny, kter® mohou MAPK modulovat jinĨmi mechanismy (zeslaben§ 

ļ§st obr§zku). Aktivovan§ ERK1/2 n§slednŊ translokuje do j§dra, kde se ¼ļastn² regulace genov® exprese 

fosforylac² rŢznĨch transkripļn²ch faktorŢ. (B) ɓ-Arrestin1 a 2 jsou molekuly dŢleģit® pro desenzitizaci TRH-R, 

souļasnŊ vġak mohou fungovat jako signalizaļn² scaffoldy, d²ky kterĨm doch§z² k aktivaci enzymŢ, kter® n§slednŊ 

fosforyluj² rŢzn® substr§ty. Upraveno podle Eishingdrelo a Kongsamut, 2013; Luo et al., 2002; DelËGuidice et al., 

2011; Strungs a Luttrell, 2013; Khurana a Bedi, 2022; Vallentin et al., 2001. 

2.8 Ligandy TRH-R a dŢleģitost jejich ¼ļinkŢ pro farmakologii 

2.8.1 TRH 

TRH je nejjednoduġġ² hypotalamickĨ hormon, tripeptid, sloģenĨ z aminokyselin glutam§tu, 

histidinu a prolinu (Glu-His-Pro). Je zn§m pŚedevġ²m pro svou roli v regulaci osy 

hypotalamus-hypofĨza-ġt²tn§ ģl§za (HPT osa, hypothalamic-pituitary-thyroid axis). TRH 

je sekretov§n rytmicky a Ś²d² tvorbu a vĨdej TSH. Ten pot® pŢsob² na folikul§rn² buŔky ġt²tn® ģl§zy 

a Ś²d² akumulaci j·du a sekreci hormonŢ ġt²tn® ģl§zy - thyroxinu a trijodthyroninu. Biologick® 

¼ļinky hormonŢ ġt²tn® ģl§zy jsou velmi rozmanit®: maj² z§sadn² vliv na rychlost l§tkov® vĨmŊny, 

spotŚebu kysl²ku, rŢst a vĨvoj, ovlivŔuj² celou Śadu biochemickĨch reakc², kter® vedou k regulaci 

energetick®ho metabolismu (Daimon et al., 2013). TRH m§ mimo jin® dŢleģitou roli v regulaci 
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sekrece dalġ²ch hormonŢ ï stimuluje uvolŔov§n² prolaktinu (Tashjian et al., 1971; Akita et al., 

1994) a rŢstov®ho hormonu (Kanasaki et al., 2015; Szabo et al., 1984; Zarate et al., 1986). 

OvlivnŊn² sekrece tŊchto hormonŢ bĨv§ spojeno s patofyziologickĨmi situacemi zahrnuj²c²mi 

akromegalii (Zarate et al., 1986), selh§n² ledvin, onemocnŊn² jater, rakovinu, diabetes mellitus, 

anorexii a bulimii, schizofrenii ļi deprese (Freeman et al., 2000; Harvey, 1990; Ohbu et al., 1995). 

TRH mŢģe pŢsobit tak® jako neurotransmiter d²ky sv® ġirok® distribuci v nervov®m 

syst®mu. Jeho ¼ļinky jsou zn§my jak v mozku, tak m²ġe, ļi kardiovaskul§rn²m a gastrointestin§ln²m 

syst®mu. Vzhledem k jeho kr§tk®mu poloļasu ģivota, n²zk® lipofilitŊ a siln®mu stimulaļn²mu 

¼ļinku na HPT osu, je vyv²jeno velk® ¼sil² naj²t analogy s lepġ²mi vlastnostmi. 

Na bunŊļn® ¼rovni bylo prok§z§no, ģe TRH m§ vliv na regulaci koncentrace TRH-R (Cook 

a Hinkle, 2004a), zejm®na dlouhodob§ stimulace (16 hodin) 10 ɛM TRH mŢģe mŊnit genovou 

expresi v buŔk§ch (Drastichova et al., 2010). 

PŚedpokl§d§ se, ģe by TRH po vazbŊ na TRH-R mohl, kromŊ zn§m®ho vlivu na PLC, 

regulovat i dalġ² efektorov® syst®my a spouġtŊt jin® signalizaļn² dr§hy prostŚednictv²m rŢznĨch 

GŬ proteinŢ. Existuj² starġ² publikace dokl§daj²c² toto tvrzen². I pŚesto, ģe Hinkle a Tashjian 

na konci 70. let minul®ho stolet² vliv TRH na aktivitu AC neprok§zali (Hinkle a Tashjian, 1977), 

bylo pozdŊji zjiġtŊno, ģe stimulace bunŊk pomoc² TRH mŢģe k regulaci aktivity AC v®st, a to 

pravdŊpodobnŊ pŚes GsŬ protein (Paulssen et al., 1992a; Johansen et al., 2001). ZvĨġen§ aktivita 

AC byla zjiġtŊna tak® v pŚedn² hypofĨze potkana (Brozmanova et al., 1980), tedy v ļ§sti mozku, 

kde doch§z² k vazbŊ TRH na receptor. Ve studii na oocytech rodu Xenopus bylo zjiġtŊno, ģe TRH-R 

se pravdŊpodobnŊ mŢģe spŚahovat s GsŬ zpŢsobem, kterĨ vede k aktivaci stejn® signalizaļn² dr§hy, 

jako kdyby byla spuġtŊna signalizace pŚes Gq/11Ŭ protein (PLC/IP3/Ca2+) (de la Pe¶a et al., 1995). 

Dokonce i regulace vĨlevu prolaktinu v laktotropn²ch buŔk§ch ļi u GH4C1 bunŊk se zd§ bĨt Ś²zena 

TRH-R funkļnŊ spŚaģenĨm s GsŬ (Gordeladze et al., 1988; Kineman et al., 1996). V buŔk§ch 

GH4C1, kter® produkuj² prolaktin, doch§z² prostŚednictv²m TRH k tvorbŊ cAMP a t²m aktivaci 

cAMP-dependentn² proteinkin§zy (Gautvik et al., 1977). Mimo jin®, TRH-R1 se mŢģe spŚahovat 

i s G proteiny, kter® AC neaktivuj², ale inhibuj², jako napŚ²klad Gi2 nebo Gi3 (Offermanns et al., 

1989; Gollasch et al., 1993). TRH a stejnŊ tak i dalġ² hypotalamick® hormony pravdŊpodobnŊ 

mohou modulovat hladiny G proteinŢ a tedy ovlivŔovat, kter§ signalizaļn² dr§ha bude spuġtŊna 

(Paulssen et al., 1992b, c). Đļinky TRH na adenylylcykl§zu jsou st§le sporn®. BunŊļn§ odpovŊŅ 

na extracelul§rn² sign§ly je velmi sloģitĨ proces, ve kter®m hraje vĨznamnou roli vz§jemn§ 

komunikace mezi jednotlivĨmi sign§ln²mi syst®my a souhra mezi druhĨmi posly. Velmi dŢleģit® 

faktory pŚi studiu takovĨchto procesŢ pŚedstavuj² zvolen® experiment§ln² podm²nky a zejm®na 

experiment§ln² model (bunŊļn§ linie/tk§Ŕ), na kter®m je signalizace studov§na. 
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2.8.2 Analogy TRH 

RŢzn® analogy TRH se zkoumaj² hlavnŊ kvŢli svĨm lepġ²m ¼ļinkŢm ve srovn§n² s TRH. 

Je zn§mo, ģe nŊkter® analogy TRH jsou ¼ļinnŊjġ²mi agonisty na TRH-R neģ samotnĨ TRH. Bylo 

zjiġtŊno, ģe n²zkoafinitn² analogy maj² na TRH-R vŊtġ² ¼ļinnost neģ analogy s vysokou afinitou 

(Engel et al., 2006). Dalġ² dŢleģit® vlastnosti analogŢ TRH souvis² s jejich delġ²m poloļasem ģivota 

a zanedbatelnĨmi vedlejġ²mi ¼ļinky. V posledn²ch dvaceti letech se velk§ pozornost zamŊŚovala na 

zkoum§n² vlastnost² a ¼ļinkŢ taltirelinu (TAL), jedin®ho analogu TRH, kterĨ byl schv§len pro 

pouģit² u lid². TAL se na TRH-R v§ģe s niģġ² afinitou neģ TRH a je povaģov§n za tzv. superagonistu 

pr§vŊ d²ky sv® vyġġ² vnitŚn² ¼ļinnosti pŚi stimulaci tvorby IP3 (Thirunarayanan et al., 2012). D§le 

v kapitole 2.8.4 budou diskutov§ny ¼ļinky dalġ²ch zn§mĨch analogŢ TRH, jako je azetirelin, 

montirelinhydr§t, posatirelin a dalġ², kter® vykazuj² velkou Śadu uģiteļnĨch vlastnost² a maj² vysokĨ 

potenci§l pro sv® moģn® vyuģit² napŚ²klad v l®ļbŊ neurodegenerativn²ch poruch. 

2.8.3 Antagonist® TRH-R 

Velk® mnoģstv² benzodiazepinŢ, psychofarmak tvoŚenĨch f¼z² benzenov®ho a 

diazepinov®ho kruhu, je povaģov§no za antagonisty TRH-R. Nej¼ļinnŊjġ²mi blok§tory TRH-R jsou 

ty benzodiazepiny, kter® maj² substituovanĨ cyklickĨ kruh v poloze 1 a 2 a jejich afinita z§vis² na 

teplotŊ (Joels a Drummond, 1989). Prvn²m objevenĨm benzodiazepinem byl chlordiazepoxid. Tato 

l§tka m§ sedativn² a hypnotick® ¼ļinky a pouģ²v§ se napŚ²klad k l®ļbŊ abstinenļn²ch pŚ²znakŢ u 

osob l®ļ²c²ch se z drogov® z§vislosti ļi z§vislosti na alkoholu. Byly zkoum§ny ¼ļinky 

chlordiazepoxidu, jakoģto kompetitivn²ho antagonisty, na procesy internalizace a downregulace 

TRH-R. Zd§ se vġak, ģe tato l§tka nehraje roli ani v internalizaci, ani v downregulaci TRH-R 

(Hinkle a Shanshala, 1989). 

Dalġ²m z benzodiazepinŢ je midazolam (MDL). Toto siln® sedativum lze pouģ²t k l®ļbŊ 

kŚeļ² a k navozen² sedace a anest®zie v l®kaŚsk® p®ļi. Jeho vazebn® m²sto na TRH-R1 se ļ§steļnŊ 

pŚekrĨv§ s m²stem pro vazbu TRH. MDL spolu s dalġ²mi benzodiazepiny mohou inhibovat 

konstitutivn² aktivitu a pŢsobit jako kompetitivn² inverzn² agonist® na TRH-R1 (Lu et al., 2004). 

2.8.4 Cytoprotektivn² a neuroprotektivn² ¼ļinky TRH a jeho analogŢ 

KromŊ sv®ho uplatnŊn² v Ś²zen² HPT osy vykazuje TRH sv® ¼ļinky v centr§ln²m nervov®m 

syst®mu i na periferii jako neuromodul§tor ļi neurotransmiter. Zd§ se, ģe vĨslednĨ efekt pŢsoben² 

TRH z§leģ² na tom, jakĨ typ receptoru je aktivov§n. Zat²mco TRH-R1 pravdŊpodobnŊ 

zprostŚedkov§v§ endokrinn² ¼ļinky TRH, TRH-R2 je zodpovŊdnĨ za jeho neuromodulaļn² vliv 

(Monga et al., 2008). Đļinky TRH na CNS jsou velmi rozs§hl® a dŢleģit® zejm®na pro svŢj 

vĨznamnĨ terapeutickĨ potenci§l. PŚ²znivĨ vliv TRH byl pozorov§n v l®ļbŊ traumatickĨch 

poranŊn² m²chy (Pitts et al., 1995), ļi ve spojitosti s pamŊŠovĨmi (Molchan et al., 1990) a dalġ²mi 

behavior§ln²mi procesy (Hara et al., 2009). TRH se pravdŊpodobnŊ ¼ļastn² regulace n§lady (Sun 
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et al., 2009) a m§ vliv napŚ²klad i na ¼zkost (Gutierrez-Mariscal et al., 2008). Inotropn² ¼ļinky TRH 

byly pops§ny v souvislosti s ischemickou kardiomyopati² u potkanŢ (Jin et al., 2004). 

Je zn§m i jistĨ vliv TRH na energetickĨ metabolismus a funkci mitochondri². Tak napŚ²klad 

dlouhodob® ¼ļinky TRH ovlivŔuj² (sniģuj²) aktivitu mitochondri§ln²ho enzymu 

ubichinol-cytochrom c-redukt§zy (komplex III) u novorozenĨch potkanŢ (Miyamori et al., 1988). 

V org§novĨch kultur§ch keratinocytŢ TRH naopak vyvolal zvĨġen² v enzymatick® aktivitŊ 

NADH-ubichinonredukt§zy (komplex I) a cytochrom c-oxid§zy (komplex IV) a zvĨġil spotŚebu 

kysl²ku (Knuever et al., 2012). K dŢleģitĨm ¼ļinkŢm TRH patŚ² tak® to, ģe napom§h§ k obnoven² 

bunŊļn® bioenergetiky a zvyġuje prŢtok krve v mozku (Faden et al., 2005a). 

Jak na bunŊļnĨch, tak i anim§ln²ch modelech byly prok§z§ny antiapoptotick® ¼ļinky TRH 

(Drastichova et al., 2010; Koo et al., 2011; Luo et al., 2013). Avġak svou roli TRH hraje i pŚi 

vyvol§n² apopt·zy v r§mci morfogeneze bŊhem embryon§ln²ho vĨvoje (Mulla et al., 2009). Đļinky 

TRH jsou patrnŊ z§visl® na konkr®tn²m studovan®m bunŊļn®m typu a experiment§ln²ch 

podm²nk§ch ļi fyziologick®m kontextu. 

TRH projevuje neuromodulaļn² ¼ļinky na CNS obvykle ve spolupr§ci s ¼ļinky rŢznĨch 

neurotransmiterŢ, jako jsou noradrenalin, acetylcholin, dopamin, serotonin, GABA nebo glutam§t. 

Zejm®na kooperace s cholinergn² a dopaminergn² signalizac² m§ velkĨ vĨznam vzhledem 

k pŚ²padn® aplikaci TRH (nebo jeho analogŢ) v l®ļbŊ neurodegenerativn²ch chorob, zvl§ġtŊ pak 

Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby (Jaworska-Feil et al., 2010). Uk§zalo se, ģe napŚ²klad TAL, 

analog TRH s delġ²m trv§n²m ¼ļinkŢ, zm²rnil poruchu lokomoce u modelovĨch potkanŢ 

pro studium Parkinsonovy choroby (Zheng et al., 2018a). Pouģit² stabiln²ho analogu TRH, L-pyro-

2-aminoadipyl-histidyl-thiazolidin-4-karboxamidu k·dovan®ho jako MK-771, vedlo ke zlepġen² 

pamŊŠovĨch probl®mŢ zpŢsobenĨch cholinergn² nedostateļnost², proto se naskĨt§ moģnost pouģit² 

tŊchto l§tek v l®ļbŊ pamŊŠovĨch nedostateļnost² spojenĨch s Alzheimerovou chorobou (Horita et 

al., 1989). Neuroprotektivn² ¼ļinky TRH a jeho analogŢ byly pops§ny uģ d§vno (Faden et al., 

2005a, b), avġak pŚesnĨ mechanismus tŊchto ¼ļinkŢ nen² zat²m zcela vysvŊtlen. Jedn§ se 

pravdŊpodobnŊ o multifaktori§ln² proces, jehoģ objasnŊn² vyģaduje dŢkladnĨ vĨzkum. 

PravdŊpodobnŊ je za neuroprotektivn² ¼ļinky tŊchto l§tek zodpovŊdnĨ jejich C-konec, protoģe 

modifikac² N-konce a imidazolov®ho kruhu analogu TRH byly zachov§ny jeho neuroprotektivn² 

vlastnosti, ba dokonce byly potlaļeny jeho neģ§douc² endokrinn² a dalġ² fyziologick® ¼ļinky (Faden 

et al., 1999). 

Co se tĨļe ¼ļinkŢ rŢznĨch analogŢ TRH, perifernŊ podanĨ MK-771 a dalġ² analog TRH 

gama-butyrolakton-gama-karbonyl-histidyl-prolinamid citr§t (k·dovanĨ pod zkratkou DN-1417) 

zesiluj² pŢsoben² opioidŢ na gastrointestin§ln² trakt (Bansinath a Bhargava, 1988). 

L-pGlu-(2-propyl)-L-His-L-ProNH(2), analog TRH k·dovanĨ jako NP-647, se pravdŊpodobnŊ 

v§ģe selektivnŊ na TRH-R2 a zd§ se bĨt ¼ļinnŊjġ²m antiepileptikem se zanedbatelnĨmi vedlejġ²mi 

endokrinn²mi ¼ļinky ve srovn§n² s TRH (Rajput et al., 2009). Epileptiformn² aktivitu tato l§tka 
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patrnŊ tlum² nepŚ²mo prostŚednictv²m inhibice sod²kovĨch kan§lŢ (Sah et al., 2011). KromŊ toho 

NP-647 chr§n² hipokamp§ln² neurony pŚed ischemickĨm poġkozen²m mozku (Rajput et al., 2011). 

TRH a jeho analogy byly tak® zkoum§ny pro sv® antidepresivn² ¼ļinky (Ogawa et al., 1984) nebo 

pro pouģit² v terapeutick® l®ļbŊ sp§nkovĨch poruch (Nishino et al., 1997). 

Dalġ²m slibnĨm analogem TRH pro zlepġen² kognitivn²ch funkc² pŚi AlzheimerovŊ chorobŊ 

je montirelinhydr§t (N[[(3R,6R)-6-methyl-5-oxo-3-thiomorfolinyl]karbonyl]-L-histidyl-

L-prolinamid tetrahydr§t, NS-3) (Ogasawara et al., 1995; Ogasawara et al., 1996). Tato l§tka 

se uk§zala bĨt ¼ļinnŊjġ² neģ TRH v ŚadŊ parametrŢ (Huang et al., 1992). Po pŢsoben² NS-3 

na TRH-R doch§z² ke zvĨġen®mu uvolŔov§n² acetylcholinu v hipokampu. Tento proces je nejsp²ġe 

spojenĨ se signalizac² pŚes cAMP, PKA a PKC (Oka et al., 1996). 

Dalġ²m z analogŢ TRH, kterĨ byl testov§n pro sv® pŚ²zniv® ¼ļinky pŚi l®ļbŊ rŢznĨch druhŢ 

demenc² je posatirelin (L-pyro-2-aminoadipyl-L-leucil-L-prolinamid, RGH 2202) (Parnetti et al., 

1995; Parnetti et al., 1996; Gasbarrini et al., 1997). Tento analog vykazoval vĨhodnŊjġ² vlastnosti 

neģ TRH v rŢznĨch behavior§ln²ch testech (Drago et al., 1991). Zd§ se, ģe RGH 2202 zlepġuje 

kognitivn² schopnosti potkanŢ (Drago et al., 1996), ale i pacientŢ s demenc², a nevykazuje 

interferenci ani s HPT osou, ani se sekrec² prolaktinu (Reboldi et al., 1996). Jak RGH 2202, 

tak TRH, dok§zali inhibovat neurotoxicitu vyvolanou kain§tem (Jaworska-Feil et al., 2001). 

Azetirelin (YM-14673, N alfa-[[S)-4-oxo-2-azetidinyl)karbonyl]-L-histidyl-L-prolinamid 

dihydr§t), tak® ¼ļinnĨ analog TRH, by mohl bĨt vyuģ²v§n u pacientŢ se spinocerebel§rn² 

degenerac², neboŠ byly prok§z§ny jeho anti-ataxick® ¼ļinky u modelovĨch typŢ mutantn²ch myġ² 

(Matsui et al., 1994). Vzhledem ke sv®mu pŢsoben² proti ¼ļinkŢm endogenn²ch opioidŢ, kter® jsou 

povaģov§ny za jeden z faktorŢ zapojenĨch v patologickĨch n§sledc²ch po poranŊn² CNS, mohl by 

YM-14673 m²t uplatnŊn² tak® pŚi l®ļbŊ traumatickĨch poranŊn² m²chy (Faden, 1989; Puniak et al., 

1991; McIntosh et al., 1993). Pod§v§n² azetirelinu se uk§zalo tak® vhodn® pro l®ļbu mozkovĨch 

c®vn²ch onemocnŊn², neboŠ zm²rnilo cerebr§ln² poġkozen² vznikl§ ischemi² (Yamamoto et al., 

1990; Yamamoto et al., 1991). Tak® tento analog zlepġuje kognitivn² funkce u pacientŢ trp²c²ch 

Alzheimerovou chorobou pŢsoben²m na cholinergn² signalizaci (Okada, 1991) a jeho ¼ļinky na 

dlouhodobou potenciaci by mohly bĨt slibn® pŚi zm²rŔov§n² poruch pamŊti (Ishihara et al., 1992). 
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3. C²le pr§ce 

C²l 1: Vliv vybranĨch sign§ln²ch molekul na chov§n² TRH receptoru 

v plazmatick® membr§nŊ  

1) Charakterizace TRY-1 bunŊļn® linie 

2) Vliv TRH na later§ln² mobilitu TRH-R 

3) Vliv vybranĨch sign§ln²ch molekul na later§ln² mobilitu TRH-R  

C²l 2: Vliv vybranĨch sign§ln²ch molekul na funkļn² stav signalizace TRH 

receptoru 

1) Vliv siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ a TRH na intracelul§rn² koncentraci v§pn²ku v bunŊļn® 

linii TRY-1 

2) Vliv siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ a TRH na intracelul§rn² koncentraci v§pn²ku v bunŊļn® 

linii E2 

3) Vliv siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ a TRH na intracelul§rn² koncentraci IP1 

4) Vliv siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ a ligandŢ TRH-R na intracelul§rn² koncentraci cAMP 

5) Vliv ligandŢ TRH-R na expresi ERK1/2 a Akt 

C²l 3: Vliv  aktivace TRH receptoru na redoxn² rovnov§hu, stav mitochondri², 

cytoprotekci 

1) Celkov§ antioxidaļn² kapacita 

2) Vliv TRH a TAL na energetickĨ metabolismus 

C²l 4: Role ɓ-arrestinu v TRH receptorem Ś²zen® signalizaci 

1) Vliv inhibice ɓ-arrestinu na signalizaci malĨch GTP§z a MAP kin§z  



38 
 

4. Seznam vlastn²ch publikac² 

4.1 Seznam publikac² souvisej²c²ch s disertaļn² prac² 

1) Moravcov§, R., Melkes, B., NovotnĨ, J. 2018. TRH receptor mobility in the plasma 

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

signaling proteins. Journal of Receptors and Signal Transduction Research; 38:1; 20-26. 

(IF=2,092) 

2) Drastichov§, Z., Trubaļov§, R., NovotnĨ, J. 2022. ɓ-Arrestin2 is critically involved in the 

differential regulation of phosphosignaling pathways by thyrotropin-releasing hormone and 

taltirelin. Cells; 11:9; 1473. (IF=6,600) 

4.2 Dalġ² publikace 

3) ĠilhavĨ, J., Mal²nsk§, H., H¿ttl, M., Markov§, I., Oliyarnyk, O., Mlejnek, P., Ġim§kov§, 

M., Liġka, F., Kazdov§, L., Moravcov§, R., NovotnĨ, J., Pravenec, M. 2020. 

Downregulation of the Glo1 gene is associated with reduced adiposity and ectopic fat 

accumulation in spontaneously hypertensive rats. Antioxidants (Basel); 9:12; 

1179. (IF=6,313) 

4) Drastichov§, Z., Hejnov§, L., Moravcov§, R., NovotnĨ, J. 2021. Proteomic analysis unveils 

expressional changes in cytoskeleton- and synaptic plasticity-associated proteins in rat 

brain six months after withdrawal from morphine. Life (Basel); 11:7; 683. (IF=3,78)  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7759780/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7759780/


39 
 

4.3 Pod²l na publikac²ch pouģitĨch pro seps§n² disertaļn² pr§ce 

1) Moravcov§, R., Melkes, B., NovotnĨ, J. 2018. TRH receptor mobility in the plasma 

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

signaling proteins. Journal of Receptors and Signal Transduction Research; 38:1; 20-26. 

Provedla jsem vġechny experimenty tĨkaj²c² se pŚ²pravy bunŊļn® linie TRY-1 a 

vġechny experimenty s touto lini², analyzovala z²skan§ data, pŚipravila grafy a pod²lela se 

na seps§n² manuskriptu. 

2) Drastichov§, Z., Trubaļov§, R., NovotnĨ, J. 2022. ɓ-Arrestin-2 is critically involved in the 

differential regulation of phosphosignaling pathways by thyrotropin-releasing hormone and 

taltirelin. Cells; 11:9; 1473. 

Provedla jsem experiment s bunŊļnou lini², pŚipravila vzorky pro mŊŚen² 

hmotnostn²m spektrometrem, analyzovala jsem z²skan§ data a pŚipravila z§kladn² tabulky 

a grafy pro tvorbu fin§ln²ch obr§zkŢ, pod²lela jsem se na sepisov§n² manuskriptu. 

 

 

 

 

PŚedkl§dan® publikace, na kterĨch je zaloģena tato disertaļn² pr§ce, jsou vĨsledkem spolupr§ce 

nŊkolika vŊdeckĨch pracovn²kŢ. Autorka disertaļn² pr§ce se na tŊchto publikac²ch pod²lela a jej² 

pŚ²spŊvek je vĨġe rozeps§n. SpoluautoŚi jsou s t²m sezn§meni a souhlas². 

T²mto potvrzuji, ģe ¼daje o pod²lu Mgr. Radky Trubaļov® na vzniku pŚedloģenĨch publikac² 

odpov²daj² skuteļnosti. 

 

V Praze dne       éééééééééééé. 

doc. RNDr. JiŚ² NovotnĨ, DSc.  



40 
 

5. Metodick§ ļ§st pr§ce 

5.1 Materi§l 

 Opti-MEM m®dium, Lipofektamin 2000 a Lipofektamin RNAiMAX byly poŚ²zeny od 

Invitrogenu (Carlsbad, CA, USA), vġechny siRNA od Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), 

fet§ln² bovinn² s®rum (FBS) a plastik pro kultivaci bunŊļnĨch kultur od Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, MA, USA), ostatn² chemik§lie v nejvyġġ² dostupn® ļistotŊ od Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MI, USA). 

5.2 Tvorba bunŊļn® linie TRY-1 

5.2.1 Konstrukce plazmidu 

 Plazmid obsahuj²c² TRH-R-YFP byl klonov§n pomoc² vektoru pcDNA3-YFP (Addgene 

plazmid ļ. 13033, dar od Douga Golenbocka, University of Massachusetts Medical School, 

Worcester, MA, USA) a sekvence DNA k·duj²c² lidskĨ TRH-R (Source Bioscience, Nottingham, 

UK). YFP tag byl pŚipojen na C-konec sekvence TRH-R pomoc² standardn²ch technik molekul§rn² 

biologie. 

5.2.2 Polymer§zov§ ŚetŊzov§ reakce 

K sekvenci TRH-R byly pomoc² polymer§zov® ŚetŊzov® reakce (PCR) pŚid§ny pŚesahy 

DNA odpov²daj²c² YFP vektoru. Pro tuto reakci byl pouģit Q5R High-Fidelity 2x master mix (New 

England Biolabs). Jednotliv® sloģky PCR byly sm²ch§ny podle tabulky 3. 

Tab. 3: Mnoģstv² sloģek pipetovanĨch na 1 reakci PCR 

mnoģstv² jednotliv® sloģky 

1 ng templ§tov§ DNA 

12,5 ɛl Q5R High-Fidelity 2x Master Mix 

1,25 ɛl 10 ɛM forward primer (5Ë- CAG TGT GCT GGA ATT CAT GGA AAA CGA GAC AGT 

C -3Ë) 

1,25 ɛl 10 ɛM reverse primer (5Ë- GAT ATC TGC AGA ATT CAC TTT GGC TAA AGG ATA C 

-3Ë) 

Do koneļn®ho objemu 25 ɛl doplnŊno Ănuclease-freeñ vodou. 

Reakce prob²hala v termocykleru (Bio-Rad) za podm²nek uvedenĨch v tabulce 4. 
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Tab. 4: Program nastavenĨ na pŚ²stroji Thermal Cycler 

program teplota  ļas poļet cyklŢ 

poļ§teļn² denaturace 98 ÁC 30 sekund 1 

denaturace 98 ÁC 10 sekund 30 

nased§n² primerŢ  55 ÁC 30 sekund 30 

elongace 72 ÁC 1 minuta 30 

z§vŊreļn§ extenze 72 ÁC 3 minuty 1 

ukonļen² 4 ÁC Ð 1 

Amplifikovan§ DNA byla rozdŊlena na 1% agar·zov®m gelu (100 V, 30 minut) 

a separovan® fragmenty vizualizovan® pomoc² ethidium bromidu. VĨslednĨ PCR produkt byl 

n§slednŊ proļiġtŊn pomoc² kitu DNA Clean & Concentrator (Zymo Research, Irvine, CA, USA) 

a byl klonov§n pomoc² In-FusionR HD klonovac²ho syst®mu (Clontech, Mountain View, CA). 

100 ng DNA bylo sm²ch§no s 80 ng linearizovan®ho vektoru, 2 ɛl 5x In-FusionR HD Enzyme 

premixu a reakce byla doplnŊna do 10 ɛl vodou. SmŊs byla inkubov§na po dobu 15 minut pŚi 50 ÁC 

a pot® um²stŊna na led. 

5.2.3 Transformace a sekvenov§n² 

 Plazmid (1 ng) byl sm²ch§n se 100 ɛl chemicky kompetentn²ch bakteri§ln²ch bunŊk (XL-1 

Blue E. Coli) a ponech§n 30 minut na ledu. SmŊs byla pot® vystavena teplotŊ 42 ÁC po dobu 

45 sekund a n§slednŊ ihned uloģena na 2 minuty na led. Po pŚid§n² 200 ɛl Luria Bertani (LB) m®dia 

byla smŊs ponech§na m²chat na tŚepaļce 1 hodinu pŚi 37 ÁC. SmŊs byla rozetŚena na pŚedem 

pŚipraven® LB agarov® plotny obsahuj²c² selekļn² antibiotikum ampicilin a pŚi 37 ÁC ponech§na 

inkubovat pŚes noc. Jednotliv® kolonie byly zaoļkov§ny do 5 ml LB m®dia s ampicilinem (5 ɛg/ɛl) 

a inkubov§ny na tŚepaļce pŚes noc pŚi 37 ÁC. DNA byla izolov§na pomoc² kitu ZR plasmid 

Miniprep kit (ZymoResearch, Irvine, CA, USA) a jej² sekvence ovŊŚena servisn²m pracoviġtŊm 

PŚ²rodovŊdeck® fakulty Univerzity Karlovy, LaboratoŚ² sekvenace DNA. 

5.2.4 Transfekce a sorting 

BunŊļn§ linie HEK293 byla pŊstov§na v DulbeccoËs modified EagleËs m®diu (DMEM) 

obohacen®m 10% FBS pŚi 37 ÁC a 5% obsahu CO2. Pro transfekci byly buŔky rozsazeny 

do 24-jamkovĨch destiļek a pŚi 70% konfluenci transfekov§ny rekombinantn² DNA (viz pŚedchoz² 

kroky) pomoc² Lipofektaminu 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) podle doporuļen² od vĨrobce. 

N§slednŊ byly buŔky inkubov§ny se selektivn²m antibiotikem geneticin (G418 Sulfate; 0,8 mg/ml) 

po dobu 2 tĨdnŢ a tato heterogenn² bunŊļn§ smŊs byla tŚ²dŊna pomoc² pŚ²stroje BD Influx TM cell 

sorter (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Kultivac² jednotlivĨch bunŊk po dobu 6 tĨdnŢ 

bylo identifikov§no 9 klonŢ, z nichģ byl pot® pomoc² dŢkladn® mikroskopick® analĨzy, real-time 

PCR a elektroforetickĨm stanoven²m exprese TRH-R vybr§n nejvhodnŊjġ² klon a oznaļen TRY-1. 
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Kvalita transfekovan®ho receptoru byla ovŊŚena funkļn² studi², a to mŊŚen²m koncentrace 

intracelul§rn²ho v§pn²ku. 

5.3 Real-time PCR 

5.3.1 Izolace RNA 

BuŔky pŊstovan® v 6-jamkovĨch destiļk§ch byly lyzov§ny v 1 ml RNAzolÈRT (Molecular 

Research Center, Inc.). BunŊļnĨ lyz§t byl dŢkladnŊ sm²ch§n se 400 ɛl H2O a inkubov§n 10 minut 

pŚi pokojov® teplotŊ. N§slednou centrifugac² pŚi 12 000 g po dobu 15 minut byla odstranŊna 

bunŊļn§ debris a 1 ml vznikl®ho supernatantu byl jemnŊ sm²ch§n s 1 ml isopropanolu. SmŊs byla 

inkubov§na po dobu 10 minut pŚi pokojov® teplotŊ a pot® centrifugov§na pŚi 12 000 g po dobu 

10 minut. VzniklĨ pelet byl jemnŊ sm²ch§n s 500 ɛl 75% etanolu a centrifugov§n pŚi 8 000 g 

po dobu 3 minut. ĻiġtŊn² peletu pomoc² etanolu bylo jeġtŊ jednou zopakov§no a vĨslednĨ pelet byl 

resuspendov§n v 50 ɛl kl§vovan® vody a inkubov§n po dobu 5 minut pŚi 55-60 ÁC. Ļistota 

a koncentrace vyizolovan® RNA byly zjiġtŊny pomoc² NanoDropu. 

5.3.2 Reverzn² transkripce 

V procesu reverzn² transkripce byla RNA pŚeps§na do cDNA pomoc² High Capacity RNA-

to-DNA kitu (Applied Biosystems) podle instrukc² vĨrobce. Jednotliv® sloģky byly sm²ch§ny podle 

tabulky 5. 

Tab. 5: Mnoģstv² sloģek pipetovanĨch na 1 reakci reverzn² transkripce pomoc² kitu High Capacity 

RNA-to-DNA Kit 

mnoģstv² jednotliv® sloģky 

2 ɛg celkov§ RNA 

10 ɛl 2x RT Buffer 

1 ɛl 20x Enzyme Mix 

Do koneļn®ho objemu 20 ɛl doplnŊno Ănuclease-freeñ vodou. 

Reakļn² smŊs byla inkubov§na pŚi 37 ÁC po dobu 1 hodiny a pot® byla reakce zastavena 

zahŚ§t²m na 95 ÁC po dobu 5 minut. PŚed pouģit²m v dalġ²m kroku byla vznikl§ cDNA drģena 

pŚi 4 ÁC. 

5.3.3 Real-time PCR 

 Vzorky cDNA byly amplifikov§ny pomoc² TaqMan Gene Expression Assay obsahuj²c² 

sondu pro detekci TRH-R (Invitrogen) na pŚ²stroji LightCyclerÈ 480 Instrument (Roche Molecular 

Systems, Inc.). SouļasnŊ byly zahrnuty negativn² kontrola na kontaminaci pŚi pŚ²pravŊ reakce 

a RT-kontrola. Poļ§teļn² denaturace prob²hala pŚi 95 ÁC po dobu 15 minut. N§sleduj²c²ch 60 cyklŢ 



43 
 

sest§valo z denaturace pŚi 95 ÁC po dobu 18 sekund a amplifikace pŚi 60 ÁC po dobu 1 minuty. Jako 

vnitŚn² kontrola bylo pouģito nŊkolik referenļn²ch genŢ: AA-NAT, ICER, HPRT, SPI-3. Z§roveŔ 

byly pomoc² des²tkov®ho ŚedŊn² cDNA sestrojeny standardn² kŚivky, z jejichģ sklonu byla 

kalkulov§na ¼ļinnost PCR reakce. 

5.4 Ligandy 

V experimentech byly pouģity dva agonist® TRH-R, TRH a TAL. Jednotliv® experimenty 

se liġily koncentrac² ligandŢ, kter§ byla buŅto 1 ɛM nebo 10 ɛM. Zkoum§ny byly zejm®na jejich 

akutn² ¼ļinky (15-30 minut inkubace). Antagonista TRH-R midazolam byl pouģit v koncentrac²ch 

10 ɛM nebo 100 ɛM (vģdy o Ś§d vyġġ² koncentrace neģ koncentrace agonisty). V pŚ²padŊ 

souļasn®ho pouģit² agonisty a antagonisty, byly buŔky vģdy nejprve inkubov§ny v pŚ²tomnosti 

midazolamu po dobu 5-10 minut pŚed pŚid§n²m agonisty. 

5.5 siRNA inhibice 

Pro sn²ģen² exprese jednotlivĨch proteinŢ ¼ļastn²c²ch se signalizace TRH-R byla pouģita 

metoda siRNA inhibice. K tomuto ¼ļelu byla zvolena technika lipofekce, pŚi kter® transfekļn² 

reagencie Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen, Carlsbad, CA) vytvoŚ² v OptiMEM m®diu 

liposom a obal² tak danou siRNA a umoģn² j² vstup do buŔky. Pro jednotliv® experimenty byly 

buŔky kultivov§ny a transfekov§ny buŅto v 6-jamkovĨch, 12-jamkovĨch nebo 24-jamkovĨch 

destiļk§ch podle doporuļen² vĨrobce. Transfekovan® buŔky byly experiment§lnŊ analyzov§ny 

2 dny po transfekci. Hladiny c²lovĨch proteinŢ po siRNA inhibici byly monitorov§ny 

polyakrylamidovou gelovou elektrofor®zou v pŚ²tomnosti dodecylsulf§tu sodn®ho (SDS-PAGE) 

a imunoblotingem (viz d§le). Tabulka 6 zn§zorŔuje seznam vġech pouģitĨch siRNA. 

Tab. 6: Seznam pouģitĨch siRNA 

siRNA (lidsk®) katalogov® ļ²slo siRNA (potkan²) katalogov® ļ²slo 

GqŬ sc-35429 GqŬ sc-45998 

G11Ŭ sc-41740 G11Ŭ sc-45999 

GsŬ sc-29328 GsŬ sc-41757 

GiŬ sc-105382 Gɓ1 sc-41763 

Gɓ1 sc-41762 Gɓ2 sc-41765 

Gɓ2 sc-41764 ɓArr-1 sc-63298 

ɓArr-1 sc-29741 ɓArr-2 sc-63299 

ɓ-Arr2 sc-29208 PLCɓ1 sc-270424 

GRK2 sc-29337 GRK2 sc-270408 

PLCɓ1 sc-36266   

cav-1 sc-29241   

RGS2 sc-40659   

Rab4A sc-41820   

Rab5A sc-36344   

kontroln² siRNA sc-37007   
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5.6 PŚ²prava vzorkŢ pro elektroforetick® metody 

 BunŊļn® kultury byly sklizeny ve fosf§tov®m pufru (PBS; 137,93 mM NaCl, 2,67 mM KCl, 

8,06 mM Na2HPO4 a 1,47 mM KH2PO4) centrifugac² 1800 rpm po dobu 10 minut pŚi 4 ÁC (Hettich 

Universal 320). 

Pro SDS-PAGE byly buŔky n§slednŊ resuspendov§ny v homogenizaļn²m pufru TMES 

(250 mM sachar·za, 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA a 3 mM MgCl2, pH 7,4) obohacen®m 

o inhibitory prote§z a fosfat§z (Complete Protease Inhibitor Cocktail a PhosSTOP, Sigma-Aldrich). 

BuŔky byly homogenizov§ny na ledu za pouģit² sklo-teflonov®ho homogeniz§toru pŚi 1500 rpm 

po dobu 5 minut a vzniklĨ homogen§t byl n§slednŊ centrifugov§n 600-800 g, 10 minut, 4 ÁC 

(Hettich Universal 320). Vzorky postnukle§rn²ho supernatantu (PNS) byly pŚed pouģit²m 

zamraģeny v tekut®m dus²ku a skladov§ny pŚi -20 ÁC. 

5.7 SDS-PAGE elektrofor®za a imunobloting 

Vzorky PNS (20 ɛg proteinŢ) byly solubilizov§ny v Laemmliho vzorkov®m pufru 

a rozdŊleny na 10% polyakrylamidovĨch gelech pŚi konstantn²m napŊt² 200 V po dobu pŚibliģnŊ 

1 hodiny s pouģit²m aparatury Mini-Protean II (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). N§slednŊ byly 

proteiny pŚeneseny z gelu na nitrocelul·zovou membr§nu (GE Healthcare Life Sciences, 

Buckinghamshire, UK) za konstantn²ho napŊt² 100 V po dobu 1 hodiny. Membr§na byla pot® 

obarvena Ponceau S (0,1% (w/v) v 5% kyselinŊ octov® (v/v)), coģ bylo vyuģito pro normalizaci 

pŚi hodnocen², a d§le uloģena do blokovac²ho roztoku 5% n²zkotuļn®ho ml®ka v TBS-T pufru 

(10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl a 0,1% Tween 20, pH 8,0) na 1 hodinu. D§le byla membr§na 

inkubov§na pŚi 4 ÁC pŚes noc s pŚ²sluġnĨmi prim§rn²mi protil§tkami. Seznam vġech pouģitĨch 

protil§tek je zobrazen v tabulce 7. 

DruhĨ den byla membr§na opl§chnuta destilovanou vodou pro odmyt² nenav§zan® 

protil§tky a 3x 10 minut promyta TBS-T pufrem. Pot® byla membr§na inkubov§na v sekund§rn² 

protil§tce konjugovan® s kŚenovou peroxid§zou (anti-mouse, NXA931V; anti-rabbit, NA934V, obŊ 

GE Healthcare) po dobu 1 hodiny a n§slednŊ opŊt promyta 3x 10 minut TBS-T pufrem. Inkubac² 

membr§ny se substr§tovĨm roztokem (SuperSignal West Dura, ThermoFischer Scientific) po dobu 

1 minuty doġlo k pŚemŊnŊ chemiluminiscenļn²ho substr§tu na nestabiln² produkt, kterĨ 

se stabilizoval vyz§Śen²m kvanta svŊtla. UvolnŊn® svŊtlo bylo detekov§no pomoc² fotografick®ho 

filmu (Agfa) a filmy byly n§slednŊ vyvol§ny v temn® m²stnosti vyvol§vac²m pŚ²strojem Optimax. 

Vyvolan® filmy byly naskenov§ny a z²skanĨ sign§l vyhodnocen volnŊ dostupnĨm programem 

ImageJ. 
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Tab. 7: Prim§rn² protil§tky pouģit® pro imunobloting 

protil§tka katalogov® ļ²slo specifikace ŚedŊn² 

molekulov§ 

hmotnost 

(kDa) 

Akt 4691L kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka 1:5 000 62 

(p)Akt (Ser473) 4060L kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka 1:5 000 62 

ɓ-Arrestin1 (E274) ab32099 kr§liļ² monoklon§ln² protil§tka          1:2 000 47 

ɓ-Arrestin2 PA1-732 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:2 000 50 

Catalase (H-300) sc-50508 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka 1:2 000 60 

Caveolin-1 (N-20) sc-894 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka 1:10 000 22 

ERK1/2 (137F5) 4695 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka 1:2 000 44/42 

(p)ERK 1/2 (197G2) 

(Thr202/Tyr204) 
4377 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka 1:2 000 44/42 

Gq/11Ŭ (C-19) sc-392 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:3 000 40, 43 

GqŬ (E-17) sc-393 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:3 000 40 

G11Ŭ (D-17) sc-394 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:3 000 43 

GiŬ (I-20) sc-391 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka          1:2 000 41 

GsŬ ab235956 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:2 000 46 

Gɓ1 (C-16) sc-379 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:10 000 36 

Gɓ2 (C-16) sc-380 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:10 000 36 

GRK2 (C-15) sc-562 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka          1:2 000 80 

PLCɓ1 (R-233) sc-9050 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:1 000 150 

Rab4A PACO0018329 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:1 000 24 

Rab5A CAB1180 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:1 000 20 

RGS2 (H-90) sc-9103 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka          1:2 000 24 

SOD1 ab245352 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:1 000 25 

SOD2 (FL-222) sc-30080 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka 1:1 000 25 

SOD3 ab83108 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka            1:1 000 25 

Total OXPHOS Rodent 

WB antibody cocktail 
ab110413 myġ² monoklon§ln² protil§tka            1:2 000 

20, 30, 40, 48, 

55 

TRH-R ABIN1536075 kr§liļ² polyklon§ln² protil§tka          1:1 000 45 

5.8 FRAP experimenty 

 TRY-1 buŔky byly nasazeny na misky se sklenŊnĨm dnem a pŊstov§ny v DMEM m®diu 

bez fenolov® ļervenŊ obohacen®m o 10% FBS v pŚ²tomnosti geneticinu (0,8 mg/ml). V pŚ²padŊ, 

ģe byl mŊŚen vliv jednotlivĨch proteinŢ ¼ļastn²c²ch se signalizace prostŚednictv²m TRH-R, byly 

buŔky n§sleduj²c² den transfekov§ny pŚ²sluġnĨmi siRNA a d§le kultivov§ny po dalġ² dva dny. Deset 

minut pŚed samotnĨm mŊŚen²m byly do m®dia pŚid§ny ligandy. Mikroskopie ģivĨch bunŊk byla 

prov§dŊna ve vyhŚ²van® komŢrce pŚi 37 ÁC a 5% CO2 na konvertovan®m konfok§ln²m laserov®m 

skenovac²m mikroskopu Zeiss LSM 880 (Carl Zeiss AG, Jena, NŊmecko) vybaven®m 40x/1,2 W 

DICIII C apochromatickĨm objektivem a CCD kamerou (Zeiss Axio Cam, Carl Zeiss AG, 

Oberkochen, NŊmecko). FotovybŊlen² probŊhlo zaostŚenĨm laserovĨm paprskem (40-mV 

argonovĨ laser o vlnov® d®lce 488 a 514 nm a 100% s²le) na kruhov® oblasti plazmatick® membr§ny 

(o prŢmŊru 2 Õm) pŚilehl® ke skl²ļku. Kaģd® vybŊlen² trvalo 300 ms a zahrnovalo 6 pulsŢ. N§sledn® 

navr§cen² fluorescence po fotovybŊlen² (FRAP, fluorescence recovery after photobleaching) bylo 
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monitorov§no pŚi n²zk® intenzitŊ laseru, aby nenast§valo vysv²cen² fluoroforu (2 % intenzity 

pouģit® pro fotovybŊlen²). Obr§zky byly poŚ²zeny ve form§tu 512 x 512 pixelŢ s rychlost² skenov§n² 

500 Hz. Pro monitorov§n² zmŊny v distribuci fluorescence bylo pŚed fotovybŊlen²m nahr§no 

15 obr§zkŢ a ihned po fotovybŊlen² dalġ²ch po sobŊ jdouc²ch 400 obr§zkŢ. Z§roveŔ byla v prŢbŊhu 

experimentu zaznamen§v§na intenzita celkov® fluorescence, neboli fluorescence v kontroln² 

oblasti, a intenzita pozad² a jejich hodnoty byly pŚed kvantifikac² fluorescence pouģity 

k normalizaci. Do hodnocen² bylo zahrnuto pŚinejmenġ²m 30 bunŊk ze tŚ² nez§vislĨch pokusŢ. 

Pro vypoļten² procentu§ln² hodnoty n§vratu fluorescence byl pouģit vzorec: n§vrat (%) = 

(Ibleach ï Ibckg)/(Iref ï Ibckg) x 100, kdy Ibleach odpov²d§ intenzitŊ fluorescence vybŊlen® oblasti, Ibckg je 

intenzita fluorescence pozad² a Iref odpov²d§ intenzitŊ fluorescence kontroln² oblasti. Kvantifikace 

byla provedena pomoc² programu easyFRAP (Rapsomaniki et al., 2012), kde byly jednotliv® kŚivky 

normalizov§ny a z²sk§ny hodnoty pro vĨpoļet difuzn²ho koeficientu (D). Pro jeho vĨpoļet byl 

pouģit vzorec: D = 0,224 ɤ2/t1/2, kdy ɤ odpov²d§ prŢmŊru vybran® vybŊlen® oblasti a t1/2 je poloļas 

n§vratu fluorescence. Mobiln² frakce (Mf) byla urļena z pomŊru vĨsledn® a poļ§teļn² fluorescence 

podle vzorce: Mf  (%) = (IÐ - Ibleach 0)/(1 - Ibleach 0) x 100, kdy IÐ odpov²d§ maxim§ln² n§vratn® 

intenzitŊ fluorescence a Ibleach 0 je intenzita fluorescence vybŊlen® oblasti. 

5.9 Kultivace bunŊļnĨch kultur 

BunŊļn§ linie TRY-1 a bunŊļn§ linie E2 (HEK293 buŔky stabilnŊ exprimuj²c² dlouhou 

izoformu potkan²ho TRH-R1) byly kultivov§ny v  DMEM s 10% FBS a geneticinem (0,8 mg/ml) 

pŚi 37 ÁC a 5% obsahu CO2. 

 GH1 bunŊļn§ linie (CCL-82, klon§ln² kmen n§dorovĨch bunŊk hypofĨzy potkanŢ) byla 

kultivov§na v HamËs F-12 m®diu obohacen®m o 15% koŔsk® s®rum a 2,5% FBS pŚi 37 ÁC a 5% 

obsahu CO2. 

5.10 MŊŚen² v§pn²kovĨch odpovŊd² 

 Pro mŊŚen² v§pn²kovĨch odpovŊd² byly buŔky nasazeny na skl²ļka (v pŚ²padŊ TRY-1 bunŊk 

byla skl²ļka potaģena poly-L-lysinem) ve 24-jamkovĨch destiļk§ch v koncentraci 20 000 

bunŊk/jamka v den transfekce. Kontroln² nebo konkr®tn² vybran® siRNA o koncentraci 10 pmol 

byly sm²ch§ny se 3 Õl lipofektam²nu (Lipofectamine RNAiMAX Reagent) v Opti-MEM m®diu 

a inkubov§ny 5 minut pŚi pokojov® teplotŊ. Vznikl® siRNA-lipidov® komplexy byly pot® pŚid§ny 

do kaģd® jamky obsahuj²c² 1 ml DMEM. Transfekovan® buŔky byly analyzov§ny o dva dny 

pozdŊji. 

 BuŔky na skl²ļku byly opl§chnuty pufrem (160 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 2mM 

MgCl2, 10 mM gluk·za a 10 mM Hepes, pH 7,2) a barveny v pŚ²tomnosti 1ÕM Fura-2AM po dobu 

jedn® hodiny pŚi pokojov® teplotŊ. Pot® byly buŔky opl§chnuty pufrem bez Fura-2AM a skl²ļko 
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bylo rozdŊleno na nŊkolik stŚ²pkŢ. Z kaģd®ho skl²ļka byly pouģity nejm®nŊ 3 stŚ²pky a na kaģd®m 

z nich bylo namŊŚeno minim§lnŊ 30 bunŊk. KaģdĨ pokus byl takto alespoŔ 3x zopakov§n. 

 Skl²ļko s buŔkami bylo pot® um²stŊno v pufru pod invertovanĨ epifluorescenļn² mikroskop 

Olympus IX 50 a byly zaznamen§v§ny zmŊny v intracelul§rn² koncentraci Ca2+ pŚi vlnovĨch 

d®lk§ch 340 nm a 380 nm. Kaģd® 2 s byl z²sk§n jeden p§r sn²mkŢ. Sn²mky fluorescence byly 

uchov§ny pro n§slednou analĨzu. Po odeļten² pozad² byl vypoļ²t§n pomŊr intenzit emisn² 

fluorescence pŚi excitaci 340/380 nm. 

 TestovanĨ agonista byl aplikov§n v 1ÕM koncentraci a stanovenĨch ļasech pŚ²mo 

k buŔk§m. Doba pŢsoben² hormonu se u rŢznĨch lini² ponŊkud liġila. V pŚ²padŊ TRY-1 bunŊk bylo 

zjiġŠov§no pŢsoben² hormonu po dobu 10 s a 30 s a v pŚ²padŊ E2 linie bylo nav§z§no na jiģ dŚ²ve 

publikovan® vĨsledky pŚi pŢsoben² TRH po dobu 20 s (Ostasov et al., 2008). PŚi dvou n§slednĨch 

aplikac²ch ligandu byly vģdy po prvn²m pŢsoben² TRH buŔky ponech§ny po urļitou dobu v m®diu 

bez TRH (TRY-1 linie 3 minuty, E2 linie 5 minut), aby hladina v§pn²ku klesla opŊt na pŢvodn² 

¼roveŔ, a pot® byla opŊt aplikov§na stejn§ d§vka hormonu (pro TRY-1 linii po dobu 10 s a pro E2 

linii po dobu 20 s). 

5.11 Detekce IP3 metodou HTRF  

 Pro mŊŚen² hladin IP3 v buŔce byl pouģit kit IP-One-Gq KIT (Cisbio, Francie), kterĨm byly 

mŊŚeny hodnoty D-myo-inositol 1-fosf§tu (IP1), metabolitu IP3. Tato metoda vyuģ²v§ technologie 

homogenn² ļasovŊ rozliġen® fluorescence (HTRF) a je zaloģena na pŚenosu energie mezi dvŊma 

fluorofory (fluorescenļn² rezonanļn² pŚenos energie, FRET). Spoļ²v§ v kompetici IP1 

produkovanĨm buŔkami a znaļenĨm IP1-d2 (akceptor) o vazbu na protil§tku anti-IP1-krypt§t 

(donor). Jestliģe dojde k vazbŊ znaļen®ho IP1 na protil§tku, energie se pŚenese z donoru na akceptor 

a je moģn® detekovat sign§l. Tento sign§l je nepŚ²mo ¼mŊrnĨ koncentraci IP1 ve vzorku. 

E2 buŔky byly v den transfekce nasazeny do 12-jamkovĨch destiļek v koncentraci 500 000 

buŔek/jamka. Dvacet pmol kontroln² nebo konkr®tn²ch vybranĨch siRNA bylo sm²ch§no se 6 Õl 

lipofektam²nu (Lipofectamine RNAiMAX Reagent) ve 200 Õl Opti-MEM m®dia a inkubov§no 

5 minut pŚi pokojov® teplotŊ. Vznikl® siRNA-lipidov® komplexy byly pot® pŚid§ny do kaģd® jamky 

obsahuj²c² 1 ml DMEM.  Dva dny po transfekci byly buŔky rozsazeny do 384-jamkov® destiļky 

v koncentraci 6 000 bunŊk/jamka a ponech§ny dalġ² dva dny v DMEM m®diu obsahuj²c²m 1% FBS 

a antibiotika, aby mohla zregenerovat plazmatick§ membr§na po ¼ļinc²ch lipofektam²nu. Pot® byly 

buŔky pouģity pro samotnou analĨzu mnoģstv² IP3. 

 Stanoven² bylo provedeno podle protokolu pro adherentn² buŔky v instrukc²ch od vĨrobce. 

DMEM s 1% FBS bylo nahrazeno 28 Õl stimulaļn²ho pufru, ve kter®m byla provedena stimulace 

agonistou (1 ÕM TRH, 30 minut) v nepŚ²tomnosti nebo pŚ²tomnosti antagonisty (10 ÕM nebo 1 ÕM 

midazolam). V pŚ²padŊ, ģe byly buŔky ovlivŔov§ny obŊma ligandy souļasnŊ, TRH byl pŚid§n 

10 minut po midazolamu. Stimulace bunŊk byla zastavena pŚid§n²m 6 Õl monoklon§ln² protil§tky 
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anti-IP1-krypt§t (donoru) a IP1-d2 (akceptoru) ŚedŊnĨch v lyzaļn²m pufru. Destiļky byly n§slednŊ 

potaģeny foli² a inkubov§ny po dobu 1 hodiny pŚi pokojov® teplotŊ. MŊŚen² bylo provedeno v b²lĨch 

HTRF 96-jamkovĨch destiļk§ch (Cisbio) na readeru Safire II podle instrukc² od firmy TECAN 

(Implementation of HTRF on Tecan Safire2TM). Pomoc² Tecan XFluor4 TM Safire II softwaru byla 

provedena dvŊ postupn§ mŊŚen²: pŚi vlnov® d®lce 620 nm pro emisi krypt§tu a pŚi 665 nm pro 

specifickĨ sign§l vyd§vanĨ akceptorem, pŚiļemģ excitaļn² vlnov§ d®lka byla vģdy 317 nm. 

VĨsledky byly vyj§dŚeny jako pomŊr tŊchto dvou fluorescenļn²ch intenzit (665/620; 

akceptor/donor) po vyn§soben² 10 000 a odeļten² pozad². Pro odeļet pozad² a z§roveŔ pro 

normalizaci dat v r§mci porovn§n² nez§vislĨch experimentŢ byl pouģit vĨpoļet hodnoty Delta F, 

kter§ pŚedstavuje rychlost pŚenosu energie mezi donorem a akceptorem. Tato hodnota byla 

vypoļtena podle n§sleduj²c²ho vzorce: Delta F (%) = (pomŊr intenzit vzorku ï pomŊr intenzit 

pozad²)/pomŊr intenzit pozad² x 100. Koncentrace IP1 v kaģd®m experimentu byla vypoļ²t§na podle 

zn§mĨch koncentrac² IP1 z kalibraļn²ch kŚivek. 

5.12 Detekce cAMP metodou HTRF 

 Pro mŊŚen² hladin cAMP v buŔce byl pouģit kit cAMP-Gs dynamic kit (Cisbio, Francie). 

Tento kit je zaloģen na stejn®m principu, jako vĨġe popsan® mŊŚen² IP3 (viz kapitola 5.11). Spoļ²v§ 

v pŚenosu energie z donoru, v tomto pŚ²padŊ anti-cAMP-krypt§t na akceptor, d2 znaļen® cAMP. 

Hladina cAMP byla mŊŚena jak na E2 bunŊļn® linii (8 000 bunŊk/jamka), tak na GH1 

bunŊļn® linii (12 000 bunŊk/jamka). Stanoven² bylo provedeno podle protokolu pro adherentn² 

buŔky. DMEM s 1% FBS bylo nahrazeno 20 Õl stimulaļn²ho pufru, ve kter®m byla provedena 

stimulace agonistou (1 ÕM TRH, 1 ÕM TAL, 30 minut). Stimulace bunŊk byla zastavena pŚid§n²m 

10 Õl monoklon§ln² protil§tky anti-cAMP-krypt§t (donoru) a cAMP-d2 (akceptoru) ŚedŊnĨch 

v lyzaļn²m pufru. Destiļky potaģen® foli² byly inkubovan® po dobu 1 hodiny pŚi pokojov® teplotŊ. 

MŊŚen² bylo provedeno v b²lĨch HTRF 96-jamkovĨch destiļk§ch na readeru CLARIOstar (BMG 

LABTECH, NŊmecko). VĨsledky byly zpracov§ny stejnŊ jako v pŚ²padŊ detekce IP1. 

5.13 Oxygrafick® stanoven² spotŚeby kysl²ku 

 Kontroln² GH1 buŔky nebo buŔky po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2 (proces pops§n vĨġe) 

byly ovlivnŊny agonisty (1 nebo 10 ɛM TRH nebo TAL) po dobu 30 minut, centrifugov§ny 

pŚi 1 250 rpm po dobu 3 minut pŚi 25 ÁC a naŚedŊny v koncentraci 6x 106 ve 100 ɛl bezbarv®ho 

DMEM m®dia obohacen®ho o 1 mM pyruv§t, 15 mM gluk·zu a 2 mM glutamin (pH 7,4). 

Mitochondri§ln² respirace byla mŊŚena pŚ²strojem Oxygraph-2k (Oroboros Instruments). Z§kladn² 

charakteristiky ļinnosti mitochondri§ln²ho dĨchac²ho ŚetŊzce byly zkoum§ny postupnĨm 

pŚid§v§n²m l§tek ovlivŔuj²c²ch rŢzn® f§ze oxidativn² fosforylace. Jako inhibitor synt®zy ATP byl 

pouģit oligomycin (1 ɛM), karbonylkyanid p-trifluoromethoxyfenylhydrazon (FCCP, 175 nM) 

jako odpŚahuj²c² ionofor. Antimycin A (1 ɛM) n§m slouģil k inhibici komplexu III  a rotenon (1 ɛM) 
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k inhibici komplexu I. Ze z²skan® kŚivky byla stanovena baz§ln² klidov§ respirace, mitochondri§ln² 

Ăleakñ, maxim§ln² kapacita dĨchac²ho ŚetŊzce a rezervn² mitochondri§ln² kapacita. Data byla 

zpracov§na programem DatLab5. 

Pomoc² SDS-PAGE a imunoblotingu byla provedena analĨza exprese proteinŢ OXPHOS 

a baz§ln² respirace mŊŚena tak® pomoc² stanoven² MitoXpress Xtra Oxygen Consumption Assay 

(Agilent). 

5.14 MitoXpress Xtra Oxygen Consumption Assay 

Baz§ln² respirace byla urļena pomoc² stanoven² MitoXpress Xtra Oxygen Consumption 

Assay (Agilent) zaloģen® na reakci MitoXpress Xtra s kysl²kem. V dŢsledku molekulovĨch koliz² 

doch§z² ke zh§ġen² MitoXpress Xtra kysl²kem a vĨslednĨ fluorescenļn² sign§l je pak nepŚ²mo 

¼mŊrnĨ mnoģstv² extracelul§rn²ho kysl²ku ve vzorku. M²ra spotŚeby kysl²ku (OCR, oxygen 

consumption rate) je urļena ze zmŊn fluorescenļn²ho sign§lu v prŢbŊhu ļasu. GH1 buŔky byly 

nasazeny v koncentraci 60 000 bunŊk do ļernostŊnnĨch 96-jamkovĨch destiļek a inkubov§ny s 

TRH nebo TAL (oba v koncentraci 1 ɛM) po dobu 30 minut. N§slednŊ bylo m®dium nahrazeno 90 

Õl ļerstv®ho m®dia a pŚid§no 10 Õl MitoXpress reagens. Vġe bylo pokryto 2 kapkami miner§ln²ho 

oleje vytemperovan®ho na 37 ÁC. Z§roveŔ se vzorky byly mŊŚeny pŚ²sluġn® kontroly. Detekce byla 

provedena pomoc² Dual-read TRF (time-resolved fluorescence) lifetime detekce, na pŚ²stroji 

BioTek synergy HT a Gen5 programu podle doporuļen² vĨrobce. 

5.15 FACS 

 Mnoģstv² intracelul§rn²ch ROS bylo u GH1 bunŊk pozorov§no s pouģit²m fluorescenļn² 

sondy 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacet§tu (H2DCFDA) a prŢtokov® cytometrie (FACS, 

fluorescence-activated cell sorting). GH1 buŔky byly ovlivnŊny ligandy (1 ɛM TRH nebo TAL, 

30 minut) a/nebo tert-butyl hydroperoxidem (5-320 ɛM t-BHP, 10 minut) a barveny 20 ÕM 

H2DCFDA pŚi 37 ÁC po dobu 30 minut. N§slednŊ byly buŔky trypsinizov§ny, sklizeny centrifugac² 

(500 g, 1 min, 4 ÁC) a opl§chnuty dvakr§t v PBS. Vzorky byly analyzov§ny na prŢtokov®m 

cytometru BD LSRII a data vyhodnocena programem Kaluza 2.1. 

5.16 Stanoven² MTT  

BunŊļn§ viabilita byla monitorov§na prostŚednictv²m MTT testu. GH1 buŔky byly 

nasazeny na 96-jamkov® destiļky a po ovlivnŊn² ligandy (1 ɛM TRH nebo TAL, 30 minut) 

a/nebo t-BHP (v rŢznĨch koncentrac²ch, 10 minut) byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromidu (MTT) v ļerstv®m bezbarv®m 

DMEM obohacen®m o 1% FBS po dobu 3 hodin pŚi 37 ÁC. Pot® bylo ods§to 85 Õl m®dia a vznikl® 

krystaly formaz§nu rozpuġtŊny 10 minutovou inkubac² s 50 Õl DMSO pŚi 37 ÁC. Absorbance 
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barevn®ho roztoku byla mŊŚena pŚi 540 nm a kvantifikov§na pomoc² BioTek synergy HT 

spektrofotometru. 

5.17 Stanoven² LDH  

BunŊļn§ cytotoxicita byla stanovena pomoc² stanoven² LDH (Cytotoxicity detection 

kitPLUS, Roche). Principem t®to metody je detekce lakt§tdehydrogen§zy (LDH) uvolnŊn® z cytozolu 

poġkozenĨch bunŊk do m®dia. Jedn§ se o dvoukrokovou enzymatickou reakci, pŚi kter® doch§z² 

k redukci 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium chloridu (svŊtle ģlut§ barva) 

na formaz§n (ļerven§). GH1 buŔky byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti TRH, TAL (oba 1 ɛM, 

30 minut) a/nebo t-BHP (v rŢznĨch koncentrac²ch, 10 minut) v m®diu obohacen®m o 1% FBS. 

Pot® bylo k buŔk§m pŚid§no 100 Õl reakļn²ho mixu a destiļka byla ponech§na ve tmŊ po dobu 

30 minut pŚi pokojov® teplotŊ. Reakce byla ukonļena pŚid§n²m 50 Õl stop solution a jemnĨm 

m²ch§n²m po dobu 10 sekund. Absorbance byla ļtena pŚi 490 nm a 630 nm (referenļn² vlnov§ 

d®lka) na spektrofotometru BioTek synergy HT. 

5.18 MŊŚen² celkov® antioxidaļn² kapacity 

 Schopnost antioxidantŢ, pŚ²tomnĨch v bunŊļnĨch homogen§tech, zabr§nit oxidaci 

2,2-azino-di-3-ethylbenzthiazolin sulfon§tu (ABTS) na stabiln² radik§lovĨ kation byla studov§na 

pomoc² Total antioxidant capacity assay (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA). GH1 

buŔky byly pŊstov§ny v 12-jamkovĨch destiļk§ch, ovlivnŊny ligandy po dobu 30 minut a sklizeny 

centrifugac² (1 000 g , 10 minut, 4 ÁC). Pelet byl n§slednŊ sonikov§n (3x po dobu 10 sekund, 50 % 

power) na ledu v 250 Õl chlazen®ho pufru Antioxidant assay buffer a vzniklĨ homogen§t byl stoļen 

pŚi 10 000 g po dobu 15 minut pŚi 4 ÁC. Pro vlastn² experiment bylo sm²ch§no 10 Õl supernatantu 

s 10 Õl metmyoglobinu a 150 Õl chromogenu. Po pŚid§n² 40 Õl pracovn²ho roztoku peroxidu vod²ku 

byla destiļka inkubov§na na tŚepaļce za pokojov® teploty po dobu 5 minut. Absorbance byla 

meŚena pŚi 750 nm na spektrofotometru BioTek synergy HT. Jako standard byl pouģit trolox, 

vĨsledky byly vyj§dŚeny jako antioxidaļn² kapacita ekvivalentn² k troloxu (trolox equivalent 

antioxidant capacity, TEAC, ÕM/l). 

5.19 Fosfoproteomick§ analĨza 

 Kontroln² GH1 buŔky, buŔky podroben® sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 pomoc² siRNA 

inhibice a/nebo ovlivnŊn® agonisty (TRH nebo TAL o koncentraci 1 ɛM, po dobu 30 minut) byly 

stoļeny (1 800 rpm, 10 minut, 4 ÁC, Hettich Universal 320) a opl§chnuty v PBS. VzniklĨ pelet 

bunŊk (pŚibliģnŊ 500 ɛg proteinu) byl zamraģen v dus²ku a takto nachystan® vzorky analyzovan® 

pomoc² LC-MS techniky a bioinformaticky zpracovan® pomoc² softwarovĨch platforem MaxQuant 

a Perseus. Rozd²ly ve fosforylac²ch proteinŢ mezi porovn§vanĨmi skupinami byly definov§ny jako 

kvalitativn² nebo kvantitativn². Za kvalitativn² byla povaģov§na zmŊna, pokud byly proteiny 
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detekovan® pouze v jedn® experiment§ln² skupinŊ ze dvojice porovn§vanĨch a alespoŔ ve dvou 

vzorc²ch biologick®ho triplik§tu. Jako kvantitativn² byla oznaļena zmŊna, kdy byl detekov§n 

alespoŔ dvojn§sobnĨ rozd²l ve fosforylaci mezi porovn§vanĨmi skupinami a z§roveŔ byl protein 

detekov§n alespoŔ ve dvou vzorc²ch z biologick®ho triplik§tu. Soubory takto zmŊnŊnĨch 

fosfoproteinŢ pro kaģdou experiment§ln² skupinu byly d§le hodnoceny v GO (Gene Ontology) 

analĨze pomoc² datab§ze DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery), ze vġech detekovanĨch biologickĨch procesŢ jsme se zamŊŚili na procesy souvisej²c² 

s GTP§zovou aktivitou, fosforylac² a signalizac² prostŚednictv²m MAP kin§z. Interakce mezi 

proteiny byly vizualizov§ny pomoc² STRING (Search Tool for the Retrieval of In teracting 

Genes/Proteins) datab§ze. 

5.20 AnalĨza dat 

Vġechny vĨsledky jsou vyj§dŚeny jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ standardn² chyba prŢmŊru 

(SEM). Data pro jednotliv® analĨzy poch§zej² z minim§lnŊ tŚ² na sobŊ nez§vislĨch experimentŢ. 

Pro statistickou analĨzu dat byl pouģit software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, 

CA) s vyuģit²m nep§rov®ho Studentova t-testu nebo jednofaktorov® analĨzy rozptylu (one-way 

ANOVA) s n§slednĨm Bonferroniho testem. V pŚ²padŊ mŊŚen² v§pn²kovĨch odpovŊd², z dŢvodu 

velk® variability bunŊļnĨch odpovŊd², byla data ovŊŚena na normalitu a na z§kladŊ vĨsledkŢ byla 

pouģita neparametrick§ jednofaktorov§ analĨza rozptylu pro nez§visl§ mŊŚen² (ANOVA, Kruskal-

WallisŢv test) s n§slednĨm DunnovĨm testem. Statistick§ vĨznamnost byla urļena na hladinŊ 

p < 0,05. 

 Obr§zky pouģit® v liter§rn² ļ§sti a ve vĨsledc²ch fosfoproteomick® studie byly vytvoŚeny 

pomoc² online software biorender.com.  
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6. VĨsledky 

6.1 C²l 1: Vliv vybranĨch sign§ln²ch molekul na chov§n² TRH receptoru 

v plazmatick® membr§nŊ  

6.1.1 Charakterizace TRY-1 bunŊļn® linie 

 S pouģit²m klonovac²ch technik a prŢtokov® cytometrie jsme z heterogenn² smŊsi bunŊk 

z²skali 9 bunŊļnĨch lini² exprimuj²c²ch TRH-R na C-konci znaļenĨ YFP (TRH-R-YFP). 

Na z§kladŊ peļliv® mikroskopick® analĨzy (kdy byl sledov§n zejm®na tvar bunŊk, rychlost jejich 

dŊlen² ļi lokalizace TRH-R v buŔce) byla vybr§na pouze jedna bunŊļn§ linie a nazv§na TRY-1. 

Pomoc² real-time RT-PCR a stanoven²m exprese TRH-R pomoc² imunoblotingu byla u t®to linie 

porovn§v§na hladina TRH-R s dalġ²mi bunŊļnĨmi liniemi. Funkļnost receptoru v TRY-1 linii byla 

ovŊŚena pomoc² stimulace TRH a jeho vlivem na vĨlev v§pn²ku. 

6.1.1.1 Porovn§n² exprese TRH-R pomoc² real-time PCR 

Pomoc² real-time PCR a specifick® pr·by proti TRH-R byla porovn§na exprese TRH-R 

v TRY-1 bunŊļn® linii, v E2M11 bunŊļn® linii, GH1 bunŊļn® linii a HEK293 buŔk§ch (obr. 7). 

Z§kladem E2M11 bunŊk jsou buŔky HEK293 exogennŊ exprimuj²c² velk® mnoģstv² TRH-R. 

Naproti tomu GH1 bunŊļn§ linie, odvozen§ od n§doru adenohypofĨzy potkana, vykazuje relativnŊ 

vysokou ¼roveŔ endogenn²ho TRH-R a patŚ² mezi prim§rn² c²lov® buŔky pro hormon TRH. ObŊ 

zm²nŊn® linie n§m slouģily jako pozitivn² kontrola. Jako negativn² kontrolu jsme pouģili buŔky 

HEK293, neboŠ u nich TRH-R pravdŊpodobnŊ nen² endogennŊ vŢbec exprimov§n (Atwood et al., 

2011). Uk§zalo se, ģe TRY-1 buŔky vykazovaly relativnŊ vysokou ¼roveŔ exprese TRH-R oproti 

kontroln²m HEK293 buŔk§m. Z§roveŔ byly hladiny TRH-R u TRY-1 linie o nŊco niģġ² neģ 

v pŚ²padŊ exogennŊ exprimovan®ho receptoru v E2M11 buŔk§ch a o nŊco vyġġ² neģ v pŚ²padŊ 

endogenn²ho receptoru GH1 bunŊk (obr. 7).  
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Obr. 7: Graf z real-time PCR zn§zorŔuj²c² amplifikaļn² kŚivky odr§ģej²c² expresi TRH-R v TRY-1, E2M11, GH1 

a HEK293 buŔk§ch. 

6.1.1.2 Porovn§n² exprese TRH-R pomoc² imunoblotingu 

 Hladiny exprese TRH-R u TRY-1 linie byly porovn§ny s expres² tohoto proteinu u GH1 

linie a E2M11 linie pomoc² specifickĨch protil§tek proti TRH-R. Z obr§zku ļ. 8 je patrn®, ģe ¼roveŔ 

exprese TRH-R je v TRY-1 linii vyġġ² (zhruba o 50 %) neģ u linie GH1, kde je TRH-R exprimov§n 

pŚirozenŊ. Naproti tomu je mnoģstv² TRH-R u TRY-1 linie v porovn§n² s lini² E2M11 m²rnŊ niģġ² 

(zhruba o 30 %). 

 

    TRY-1     GH1     E2M11 

Obr. 8: Detekce TRH-R v lini²ch TRY-1, GH1 a E2M11. Zn§zornŊn je reprezentativn² imunoblot ze tŚ² nez§vislĨch 

pokusŢ. 

6.1.1.3 Mikroskopick§ analĨza 

 Exprese a lokalizace TRH-R-YFP v r§mci bunŊļn® linie TRY-1 byla ovŊŚena pomoc² 

konfok§ln²ho mikroskopu. Z obr. 9A je patrn®, ģe fluorescenļnŊ znaļenĨ receptor se nach§z² v 

plazmatick® membr§nŊ bunŊk. Po aplikaci 10 ÕM TRH doch§zelo k internalizaci receptoru (obr. 

9B). 

TRY-1 

HEK293 

E2M11 GH1 
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Obr. 9: Mikroskopick§ analĨza TRH-R-YFP. (A) Reprezentativn² obr§zek TRY-1 bunŊļn® linie poŚ²zenĨ 

fluorescenļn²m konfok§ln²m mikroskopem zn§zorŔuj²c² distribuci TRH-R znaļen®ho ģlutĨm fluorescenļn²m 

proteinem v plazmatick® membr§nŊ. (B) Aplikace TRH navodila masivn² translokaci TRH-R-YFP z plazmatick® 

membr§ny do vnitŚku bunŊk. Sn²mek je poŚ²zenĨ po 10 minut§ch od aplikace agonisty. 

6.1.1.4 Cytoplazmatick§ koncentrace v§penatĨch iontŢ 

K ovŊŚen², zda je transfekovanĨ TRH-R v buŔk§ch plnŊ funkļn², byla pouģita reakce 

receptoru na stimulaci TRH s n§slednĨm vĨlevem v§pn²ku (obr. 10). Jako negativn² kontrola n§m 

opŊt poslouģily HEK293 buŔky. Po stimulaci TRY-1 bunŊk pomoc² ligandu TRH doġlo 

k okamģit®mu n§rŢstu v pomŊru intenzit fluorescence Fura-2AM po excitaci 340 a 380 nm, coģ 

odpov²d§ zvĨġen² koncentrace v§pn²ku v cytoplazmŊ. Aplikac² TRH k HEK293 buŔk§m nedoġlo 

k ģ§dn® zmŊnŊ v intenzitŊ fluorescence v§pn²kov®ho indik§toru Fura-2AM. 
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Obr. 10: V§pn²kov§ odpovŊŅ na stimulaci TRH u HEK293 a TRY-1 bunŊk. KŚivky pŚedstavuj² zmŊnu v intenzitŊ 

fluorescence v§pn²kov®ho indik§toru Fura-2AM detekovan® u netransfekovanĨch HEK293 bunŊk (ļern§ linka) a 

u bunŊk transfekovanĨch TRH-R-YFP (ļerven§ linka) po stimulaci 10 ÕM TRH. N§rŢst v intenzitŊ fluorescence 

odpov²d§ zvĨġen² hladin voln®ho cytoplazmatick®ho v§pn²ku. Zn§zornŊn je reprezentativn² graf z mŊŚen² alespoŔ 

30 bunŊk v kaģd®m ze tŚ² nez§vislĨch pokusŢ. 
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6.1.2 Vliv TRH na later§ln² mobilitu TRH-R 

Pomoc² konfok§ln²ho mikroskopu a metody FRAP byl studov§n ¼ļinek vazby ligandu na 

later§ln² dif¼zi TRH-R v plazmatick® membr§nŊ TRY-1 bunŊk. Obr. 11A zn§zorŔuje prŢbŊh 

typick®ho FRAP experimentu. Obr. 11B pak pŚedstavuje reprezentativn² kŚivky n§vratu 

fluorescence po fotovybŊlen² pro kontroln² buŔky a buŔky po stimulaci TRH. 
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Obr. 11: Schematick® zobrazen² typick®ho FRAP experimentu. (A) AnalĨza fotovybŊlen² fluorescence u TRY-1 

bunŊk. Obr§zky byly poŚ²zeny zaostŚen²m na spodn² membr§nu na skl²ļku a ukazuj² rozloģen² fluorescenļn²ho 

sign§lu TRH receptoru pŚed fotovybŊlen²m (pre-bleach), na konci fotovybŊlen² (t=0 s) a v dalġ²ch ļasovĨch ¼sec²ch 

po fotovybŊlen² (5 s a 20 s). VybŊlen§ plocha je oznaļena ļervenĨm kruhem o velikosti 2 ɛm. Oblasti, kde doġlo 

ke zmŊn§m v intenzitŊ fluorescence zpŢsoben® fotovybŊlen²m a n§slednou later§ln² difuz², jsou pro lepġ² viditelnost 

zvŊtġen® v r§meļc²ch. (B) Reprezentativn² kŚivka ukazuj²c² obnoven² fluorescence d²ky transportu TRH-R-YFP 

z okol². Graf ukazuje ļasovou z§vislost zmŊn v intenzitŊ fluorescence v oblasti vybŊlen® zaostŚenĨm laserovĨm 

paprskem pro kontroln² buŔku (CTRL) a pro buŔku stimulovanou TRH. 

A 

B 
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PŚi studiu later§ln² pohyblivosti TRH-R v membr§nŊ TRY-1 bunŊk jsme porovn§vali vliv 

TRH a tak® inhibiļn² ¼ļinek antagonisty TRH-R, MDL, na dva z§kladn² dif¼zn² parametry: dif¼zn² 

koeficient a mobiln² frakci. Jak je vidŊt na obr. 12A, TRH sn²ģil dif¼zn² koeficient TRH-R o v²ce 

neģ polovinu (o 55,6 %) oproti kontrole a jeho efekt byl zablokov§n pŢsoben²m MDL. Aplikace 

antagonisty nemŊla na velikost dif¼zn²ho koeficientu ģ§dnĨ vliv . Ļ§st molekul, kter® se ¼ļastn² 

dif¼zn² vĨmŊny, tzv. mobiln² frakce, se po aplikaci TRH v porovn§n² s kontrolou nezmŊnila. Tento 

hormon vġak dok§zal zvr§tit pokles (o 20 % vŢļi kontrole) v mobiln² frakci zpŢsobenĨ aplikac² 

MDL (obr. 12B). Tabulka 8 ukazuje hodnoty dif¼zn²ch koeficientŢ a mobiln²ch frakc² namŊŚenĨch 

pro kontroln² a agonistou a/nebo antagonistou stimulovan® buŔky. 
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Obr. 12: Vliv vazby agonisty a/nebo antagonisty k TRH receptoru znaļen®mu fluorescenļn²m proteinem na jeho 

later§ln² pohyblivost v membr§nŊ. Experimenty byly prov§dŊny na kontroln²ch (nestimulovanĨch) TRY-1 buŔk§ch 

a na buŔk§ch vystavenĨch 10 ÕM TRH (agonista) nebo 100 ÕM MDL (antagonista). Ligandy byly pŚid§v§ny 

do kultivaļn²ho m®dia vģdy 5 minut pŚed zaļ§tkem mŊŚen² a buŔky byly v jejich pŚ²tomnosti po celou dobu 

experimentu. V pŚ²padŊ, ģe byl mŊŚen vliv kombinace obou ligandŢ, MDL byl aplikov§n 5 minut pŚed stimulac² 

TRH. Hodnoty dif¼zn²ch koeficientŢ (A) a mobiln²ch frakc² (B) byly z²sk§ny z namŊŚenĨch dat proloģen²m kŚivky 

s pouģit²m dvoukomponentov®ho modelu. Data jsou vynesena jako prŢmŊr Ñ SEM z mŊŚen² minim§lnŊ 30 bunŊk 

z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch pokusŢ, ***p  < 0,001 versus kontroln² nestimulovan® buŔky, one-way ANOVA 

s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

Tab. 8: Parametry later§ln² dif¼ze TRH-R-YFP v plazmatick® membr§nŊ TRY-1 bunŊk po stimulaci 

ligandy 

Testovan® podm²nky D (ɛm2/s) M f (%)   

kontrola 0,36 Ñ 0,02 85 Ñ 1  

+ TRH  0,16 Ñ 0,01***  85 Ñ 2 

+ MDL 0,31 Ñ 0,04 68 Ñ 4***   

+ MDL + TRH 0,33 Ñ 0,04 80 Ñ 3 

Hodnoty dif¼zn²ch koeficientŢ (D) a mobiln²ch frakc² (Mf) pro TRH-R-YFP byly z²sk§ny z dat z mŊŚen² FRAP 

odpovŊd² z²skanĨch z alespoŔ 30 bunŊk ve tŚech nez§vislĨch mŊŚen². Data jsou vyj§dŚena jako prŢmŊr Ñ SEM. 

***p < 0,001 versus kontroln² buŔky, one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

B A 
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6.1.3 Vliv vybranĨch sign§ln²ch molekul na later§ln² mobilitu TRH-R 

 Na bunŊļn® linii TRY-1 jsme studovali vĨznam vybranĨch sign§ln²ch proteinŢ 

pro signalizaci TRH-R. Zejm®na n§s zaj²mal vliv pŚ²sluġnĨch molekul na mobilitu TRH-R 

v plazmatick® membr§nŊ. 

6.1.3.1 OvŊŚen² siRNA inhibice 

 Pro studium vlivu jednotlivĨch proteinŢ na sign§ln² dr§hu TRH-R byla pouģita metoda 

siRNA inhibice. Pomoc² t®to metody v kombinaci s SDS-PAGE elektrofor®zou bylo ovŊŚeno, ģe 

veġker® n§mi pouģit® siRNA jsou schopny signifikantnŊ sn²ģit expresi dan®ho proteinu v bunŊļn® 

linii TRY-1 (obr. 13). Zn§zornŊny jsou imunobloty pro vġechny pouģit® siRNA souhrnnŊ 

pro vġechny experimenty proveden® na TRY-1 buŔk§ch. 

 

Obr. 13: Reprezentativn² imunobloty ukazuj²c² zmŊny v genov® expresi vybranĨch signalizaļn²ch proteinŢ u TRY-1 

bunŊļn® linie po siRNA inhibici. Pro potlaļen² genov® exprese vybranĨch proteinŢ byly buŔky transfekov§ny 

konkr®tn²mi siRNA jak je pops§no v metodick® ļ§sti pr§ce. Dva dny po transfekci byly bunŊļn® homogen§ty (20 Õg 

proteinŢ) rozdŊleny pomoc² SDS-PAGE a pomoc² imunoblotu oznaļeny specifickĨmi protil§tkami proti Gq/11Ŭ, GiŬ-1, 

GsŬ, Gɓ1/2, ɓ-Arr1/2, GRK2, caveolinu-1 a PLCɓ1. M²ra exprese po inhibici byla srovn§v§na s expres² dan®ho proteinu 

v kontroln²ch buŔk§ch transfekovanĨch negativn² siRNA (CTRL siRNA). Zn§zornŊny jsou reprezentativn² imunobloty 

ze tŚ² nez§vislĨch pokusŢ. 

6.1.3.2 Vliv siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ a TRH na later§ln² mobilitu TRH-R 

v plazmatick® membr§nŊ 

Pomoc² metody FRAP byl d§le studov§n ¼ļinek siRNA inhibice specifickĨch vybranĨch 

proteinŢ souvisej²c²ch se signalizac² TRH-R na later§ln² dif¼zi tohoto receptoru v plazmatick® 

membr§nŊ bunŊk TRY-1. Hodnoty dif¼zn²ch koeficientŢ a mobiln²ch frakc² jsou pro pŚehlednost 

uvedeny v n§sleduj²c²ch tabulk§ch. Je patrn®, ģe samotn§ inhibice Gq/11Ŭ proteinŢ (tabulka 9), Gɓ 

proteinŢ (tabulka 10), ɓ-arrestinu2, GRK2 nebo PLCɓ1 (tabulka 11), vedla k poklesu v hodnotŊ 

dif¼zn²ho koeficientu oproti kontroln²m buŔk§m. N§sledn§ stimulace TRH tuto hodnotu jeġtŊ v²ce 

kDa kDa 
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sn²ģila. Inhibice nŊkterĨch proteinŢ mŊla vliv tak® na velikost mobiln² frakce. Jej² zmŊna (pokles) 

byla nejv²ce patrn§ pŚi sn²ģen® expresi pro GiŬ-1 protein (tabulka 9) a pro ɓ-arrestin1 (tabulka 11). 

V pŚ²padŊ sn²ģen² exprese GiŬ-1 proteinu byl pokles po stimulaci TRH jeġtŊ markantnŊjġ² (o v²ce 

neģ 41 % oproti kontrole). V pŚ²padŊ n§sledn® aplikace TRH po siRNA inhibici ostatn²ch 

sledovanĨch G proteinŢ se hodnota mobiln² frakce signifikantnŊ zvĨġila (tabulky 9 a 10). 

Tab. 9: Vlastnosti later§ln² dif¼ze TRH-R-YFP v plazmatick® membr§nŊ TRY-1 bunŊk po inhibici 

vybranĨch GŬ proteinŢ 

Testovan® podm²nky D (ɛm2/s) M f (%)   

kontrola 0,36 Ñ 0,02 85 Ñ 1 

+ TRH 

GqŬ(Ź) 

0,16 Ñ 0,01***  

0,23 Ñ 0,02***   

85 Ñ 2 

77 Ñ 3**   

GqŬ(Ź) + TRH  0,15 Ñ 0,02*** /## 83 Ñ 3# 

G11Ŭ(Ź)  0,23 Ñ 0,03***  79 Ñ 2*  

G11Ŭ(Ź) + TRH  0,16 Ñ 0,02*** /# 85 Ñ 3#  

Gq/11Ŭ(Ź) 0,25 Ñ 0,03**  79 Ñ 3*   

Gq/11Ŭ(Ź) + TRH 0,20 Ñ 0,03***  89 Ñ 3#  

GiŬ-1(Ź) 0,35 Ñ 0,03  76 Ñ 3**   

GiŬ-1(Ź) + TRH 0,21 Ñ 0,04** /# 50 Ñ 6***/### 

Hodnoty dif¼zn²ch koeficientŢ (D) a mobiln²ch frakc² (Mf) pro TRH-R-YFP byly z²sk§ny z dat z mŊŚen² 

FRAPovĨch odpovŊd² z²skanĨch z alespoŔ 30 bunŊk ve tŚech nez§vislĨch mŊŚen²ch. Data jsou vyj§dŚena jako 

prŢmŊr Ñ SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontroln² buŔky. #p < 0,05, ##p < 0,01, ##p < 0,001 

versus buŔky inhibovan® pŚ²sluġnou siRNA. Pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ 

na pohyblivost TRH-R v plazmatick® membr§nŊ byla pouģita one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho 

testem, pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice urļit®ho proteinu na pohyblivost TRH-R po aktivaci TRH byl 

pouģit nep§rovĨ StudentŢv t-test. (Ź) siRNA inhibice 

Tab. 10: Vlastnosti later§ln² dif¼ze TRH-R-YFP v plazmatick® membr§nŊ TRY-1 bunŊk po inhibici Gɓ 

proteinŢ 

Testovan® podm²nky D (ɛm2/s) M f (%)   

kontrola 0,36 Ñ 0,02 85 Ñ 1 

+ TRH 

Gɓ1(Ź) 

0,16 Ñ 0,01***  

0,28 Ñ 0,02*  

85 Ñ 2 

84 Ñ 3  

Gɓ1(Ź) + TRH 0,16 Ñ 0,02*** /### 91 Ñ 2* /# 

Gɓ2(Ź) 0,25 Ñ 0,03**  88 Ñ 2  

Gɓ2(Ź) + TRH 0,12 Ñ 0,02*** /### 89 Ñ 3 

Gɓ1/2
(Ź) 0,25 Ñ 0,02**  77 Ñ 3*  

Gɓ1/2
(Ź) + TRH 0,19 Ñ 0,02*** /# 84 Ñ 3#  

Hodnoty dif¼zn²ch koeficientŢ (D) a mobiln²ch frakc² (Mf) pro TRH-R-YFP byly z²sk§ny z dat z mŊŚen² 

FRAPovĨch odpovŊd² z²skanĨch z alespoŔ 30 bunŊk ve tŚech nez§vislĨch mŊŚen²ch. Data jsou vyj§dŚena jako 

prŢmŊr Ñ SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontroln² buŔky. #p < 0,05, ###p < 0,001 versus 

buŔky inhibovan® pŚ²sluġnou siRNA. Pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ na pohyblivost 

TRH-R v plazmatick® membr§nŊ byla pouģita one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem, 

pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice urļit®ho proteinu na pohyblivost TRH-R po aktivaci TRH byl pouģit 

nep§rovĨ StudentŢv t-test. (Ź) siRNA inhibice 
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Tab. 11: Vlastnosti later§ln² dif¼ze TRH-R-YFP v plazmatick® membr§nŊ TRY-1 bunŊk po inhibici dalġ²ch 

proteinŢ vĨznamnĨch v signalizaci TRH-R 

Testovan® podm²nky D (ɛm2/s) M f (%)   

kontrola 0,36 Ñ 0,02 85 Ñ 1 

+ TRH 

ɓ-arrestin1(Ź)  

0,16 Ñ 0,01***  

0,41 Ñ 0,04 

85 Ñ 2 

69 Ñ 4***  

ɓ-arrestin1(Ź) + TRH 0,19 Ñ 0,03*** /### 66 Ñ 6***  

ɓ-arrestin2(Ź) 0,27 Ñ 0,02*  83 Ñ 2  

ɓ-arrestin2(Ź) + TRH 0,17 Ñ 0,03*** /## 91 Ñ 2* /# 

GRK 2(Ź) 0,30 Ñ 0,03 81 Ñ 2 

GRK 2(Ź) + TRH 0,21 Ñ 0,03*** /# 81 Ñ 3 

PLCɓ1
(Ź)  0,27 Ñ 0,02**  84 Ñ 2 

PLCɓ1
(Ź) + TRH 0,18 Ñ 0,02*** /## 83 Ñ 3 

Hodnoty dif¼zn²ch koeficientŢ (D) a mobiln²ch frakc² (Mf) pro TRH-R-YFP byly z²sk§ny z dat z mŊŚen² 

FRAPovĨch odpovŊd² z²skanĨch z alespoŔ 30 bunŊk ve tŚech nez§vislĨch mŊŚen²ch. Data jsou vyj§dŚena jako 

prŢmŊr Ñ SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontroln² buŔky. #p < 0,05, ##p < 0,01, 
###p < 0,001 versus buŔky inhibovan® pŚ²sluġnou siRNA. Pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch 

proteinŢ na pohyblivost TRH-R v plazmatick® membr§nŊ byla pouģita one-way ANOVA s n§slednĨm 

Bonferroniho testem, pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice urļit®ho proteinu na pohyblivost TRH-R po aktivaci 

TRH byl pouģit nep§rovĨ StudentŢv t-test. (Ź) siRNA inhibice 
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6.2 C²l 2: Vliv vybranĨch sign§ln²ch molekul na funkļn² stav signalizace TRH 

receptoru 

6.2.1 Vliv siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ a TRH na intracelul§rn² koncentraci 

v§pn²ku v bunŊļn® linii TRY-1 

 Signalizaļn² dr§ha vedouc² od aktivovan®ho TRH-R pokraļuje pŚes Gq/11Ŭ protein, kterĨ 

n§slednŊ aktivuje PLCɓ, a v koneļn®m dŢsledku doch§z² k n§rŢstu koncentrace v§pn²ku v cytozolu. 

ZamŊŚili jsme se proto na monitorov§n² intracelul§rn² koncentrace v§pn²ku u TRY-1 bunŊk 

po stimulaci hormonem TRH (1 ɛM) pŚi dvou rŢznĨch stimulaļn²ch dob§ch (10 s a 30 s, pŚiļemģ 

druh§ stimulace byla vģdy 10 s a mezi jednotlivĨmi odpovŊŅmi byly vģdy ponech§ny tŚi minuty, 

bŊhem kterĨch byl odmyt veġkerĨ hormon a hladina v§pn²ku se dostala zpŊt na pŢvodn² ¼roveŔ) 

a po c²len® inhibici specifickĨch proteinŢ ze signalizaļn² dr§hy TRH-R pomoc² fluorescenļn² 

mikroskopie a v§pn²kov®ho indik§toru Fura-2AM. Zaznamen§v§n byl pomŊr intenzit fluorescence 

pŚi excitaci 340 a 380 nm pŚed a po aplikaci TRH. Sledovan® parametry byly zejm®na velikost prvn² 

odpovŊdi (a tedy mnoģstv² uvolnŊn®ho v§pn²ku) po stimulaci TRH a m²ra desenzitizace receptoru. 

PŚi porovn§n² vlivu d®lky stimulace na m²ru desenzitizace TRH-R je z grafu na obr. 14 

zŚejm®, ģe poļ§teļn² kratġ² desetisekundov§ stimulace TRH vedla k daleko vŊtġ² druh® odpovŊdi 

na hormon neģ v pŚ²padŊ delġ² tŚicetisekundov§ stimulace. V pŚ²padŊ desetisekundov® stimulace 

doġlo tedy pouze k m²rn® desenzitizaci membr§novĨch receptorŢ. Naproti tomu, 

po tŚicetisekundov® stimulaci byl receptor na dalġ² aplikaci TRH t®mŊŚ necitlivĨ. D®lka poļ§teļn² 

stimulace hormonem mŊla tedy z§sadn² vliv na velikost druh® odpovŊdi. 
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Obr. 14: Reprezentativn² graf v§pn²kov® odpovŊdi na stimulaci TRH u TRY-1 bunŊk. KŚivky pŚedstavuj² zmŊnu 

v intenzitŊ fluorescence v§pn²kov®ho indik§toru Fura-2AM detekovanou u bunŊk transfekovanĨch TRH-R-YFP 

po stimulaci 1 ÕM TRH po dobu 10 s (ļern§ kŚivka) nebo 30 s (ġediv§ kŚivka). N§rŢst v intenzitŊ fluorescence 

odpov²d§ zvĨġen² hladin voln®ho cytoplazmatick®ho v§pn²ku. Graf zn§zorŔuje typickĨ prŢbŊh odpovŊdi buŔky 

na 10s nebo 30s aplikaci TRH, mŊŚeno bylo vģdy alespoŔ 15 bunŊk v kaģd®m ze tŚ² nez§vislĨch pokusŢ. 
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PŚi studiu vlivu inhibice proteinŢ dŢleģitĨch pro signalizaci a downregulaci TRH-R jsme 

z²skali nŊkolik kontroverzn²ch vĨsledkŢ. Pokud byly buŔky stimulov§ny 1 ÕM TRH po dobu 

10 s po pŚedchoz²m potlaļen² exprese GqŬ podjednotky heterotrimern²ho G proteinu, nedoġlo 

k ģ§dn® zmŊnŊ ve velikosti prvn² odpovŊdi na hormon a tud²ģ ke zmŊnŊ koncentrace v§pn²ku 

v buŔk§ch oproti buŔk§m kontroln²m (obr. 15A). Pokud byla stimulace bunŊk se sn²ģenou expres² 

GqŬ podjednotky prodlouģena na 30 s, byl pozorov§n signifikantn² pokles v koncentraci v§pn²ku 

v cytoplazmŊ oproti kontroln²m buŔk§m. Naproti tomu u bunŊk s potlaļenou expres² G11Ŭ 

podjednotky vedla desetisekundov§ i tŚicetisekundov§ stimulace 1 ÕM TRH ke zvĨġen² amplitudy 

fluorescence v porovn§n² s kontroln²mi buŔkami a tedy k vŊtġ²mu vyplavov§n² v§pn²ku z vnitŚn²ch 

bunŊļnĨch z§sob§ren. V pŚ²padŊ desetisekundov® stimulace byl tento n§rŢst signifikantn². Intenzita 

fluorescence po aplikaci TRH a tedy mnoģstv² vylit®ho v§pn²ku v buŔk§ch bylo pozorov§no tak® 

pŚi souļasn®m potlaļen² GqŬ a G11Ŭ podjednotek. V tomto pŚ²padŊ rovnŊģ doġlo po desetisekundov® 

stimulaci TRH k signifikantn²mu n§rŢstu intracelul§rn² koncentrace v§pn²ku u bunŊk se sn²ģenou 

expres² Gq/11Ŭ proteinŢ v porovn§n² s buŔkami kontroln²mi. PŚi tŚicetisekundov® aplikaci hormonu 

uģ rozd²l ve velikosti prvn² odpovŊdi mezi kontroln²mi a transfekovanĨmi buŔkami nebyl viditelnĨ. 

M²ra desenzitizace receptoru byla hodnocena jako pomŊr velikosti amplitud po prvn² a 

druh® odpovŊdi na TRH, pŚiļemģ druh§ odpovŊŅ byla vģdy desetisekundov§. PŚi mŊŚen² 

na buŔk§ch transfekovanĨch siRNA proti GqŬ podjednotce se po desetisekundovĨch aplikac²ch 

hormonu pomŊr velikosti amplitud druh® ku prvn² odpovŊdi oproti kontroln²m buŔk§m 

signifikantnŊ sn²ģil, coģ by poukazovalo na vŊtġ² desenzitizaci (obr. 15B). PŚi prvn² stimulaci TRH 

po dobu 30 sekund a n§sledn® desetisekundov® aplikaci tohoto hormonu nedoġlo k ģ§dn® zmŊnŊ 

pŚi porovn§n² pomŊrŢ obou amplitud v§pn²kovĨch odpovŊd² transfekovanĨch bunŊk oproti 

kontroln²m buŔk§m. Pokud byla sn²ģena exprese GqŬ nebo Gq/11Ŭ podjednotek souļasnŊ, doġlo 

k poklesu pomŊru druh® ku prvn² odpovŊdi po tŚicetisekundov® stimulaci TRH ve srovn§n² 

s pŚ²sluġnĨmi kontroln²mi mŊŚen²mi, desetisekundov§ aplikace hormonu nemŊla v tŊchto pŚ²padech 

nijak z§sadn² vliv na m²ru desenzitizace, tedy na pomŊr velikost² obou amplitud v porovn§n² 

s kontrolou. Z krabicov®ho grafu je tak® patrn®, ģe variabilita, s jakou jednotliv® buŔky reagovali 

na aplikaci hormonu a n§slednĨ vĨlev v§pn²ku, je velmi ġirok§ i v r§mci kontroln²ch skupin (obr. 

15B). 
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Obr. 15: Vliv potlaļen² exprese vybranĨch proteinŢ na hormonem vyvolanou v§pn²kovou odpovŊŅ u TRY-1 

bunŊk. (A) Porovn§n² odpovŊd² na prvn² aplikaci TRH (1 ÕM) u kontroln²ch bunŊk (transfekovanĨch negativn² 

siRNA, pr§zdn® sloupce v grafu, CTRL) a u bunŊk po siRNA inhibici vybranĨch Ŭ podjednotek G proteinŢ 

(ġrafovan® sloupce, GqŬ, G11Ŭ, Gq/11Ŭ). (B) Vliv dvou za sebou jdouc²ch stimulac² TRH na desenzitizaci u TRY-1 

bunŊļn® linie. BuŔky byly vystaveny pŢsoben² vybranĨch siRNA po dobu dvou dnŢ a pot® byly inkubov§ny 

s fluorescenļn² barvou Fura-2AM po dobu 1 hodiny. BŊhem mŊŚen² byl k buŔk§m aplikov§n TRH na dobu 10 ļi 

30 sekund a po odmyt² hormonu (3 minuty), byly buŔky vystaveny jeho dalġ² desetisekundov® aplikaci. ZmŊny 

v koncentrac²ch v§pn²ku byly nahr§v§ny pŚi vlnovĨch d®lk§ch 340 a 380 nm a byl poļ²t§n pomŊr intenzit 

fluorescence 340/380 nm. V grafech jsou vyneseny prŢmŊrn® hodnoty pomŊrŢ intenzit fluorescence mŊŚen® 

z minim§lnŊ 15 bunŊk v kaģd®m ze tŚech samostatnĨch experimentŢ. Krabicov® grafy zn§zorŔuj² pomŊr amplitud 

fluorescenc² druh® ku prvn² odpovŊdi na hormon. Pro grafy A) **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontroln² 

(nestimulovan®) buŔky, pro B) ***p < 0,001 versus kontroln² (nestimulovan®) buŔky po 10s aplikaci TRH, 

++p < 0,01, +++ p < 0,001 versus kontroln² (nestimulovan®) buŔky po 30s aplikaci TRH, ###p < 0,001 versus 

pŚ²sluġn® siRNA-ovlivnŊn® buŔky. Pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ na v§pn²kovou odpovŊŅ 

bunŊk po 10s nebo 30s aplikaci TRH byl pouģit neparametrickĨ t-test, pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice 

vybranĨch proteinŢ na velikost desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouģit Kruskal-WallisŢv test s n§slednĨm 

DunnovĨm testem. (Ź) siRNA inhibice 
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StejnĨm zpŢsobem jsme porovn§vali tak® hladinu voln®ho v§pn²ku v kontroln²ch buŔk§ch 

a buŔk§ch s potlaļenou expres² podjednotek pro Gɓ proteiny (obr. 16). V pŚ²padŊ 

tŚicetisekundov®ho pŢsoben² hormonu nedoġlo k ģ§dnĨm signifikantn²m zmŊn§m v koncentrac²ch 

v§penatĨch iontŢ pŚi porovn§n² velikosti amplitud prvn²ch odpovŊd². K vĨznamnĨm zmŊn§m 

v pomŊrech intenzit fluorescence pŚi excitaci vlnovĨmi d®lkami 340/380 nm vġak doġlo, jestliģe 

byly buŔky vystaveny desetisekundov® aplikaci TRH. Pokud byla sn²ģena exprese samotn® Gɓ1 

podjednotky nebo obou Gɓ proteinŢ z§roveŔ, amplituda prvn² odpovŊdi na hormon a tedy 

koncentrace v§pn²ku v tŊchto buŔk§ch vzrostla oproti buŔk§m kontroln²m. V pŚ²padŊ umlļen² Gɓ2 

podjednotky se velikost prvn² amplitudy, odpov²daj²c² hladin§m v§pn²ku v cytoplazmŊ, oproti 

kontrole naopak zmenġila (obr. 16A). 

 Porovn§n²m velikost² dvou po sobŊ jdouc²ch stimulac² TRH byla signifikantn² zmŊna oproti 

kontrole pozorov§na pouze v pŚ²padŊ sn²ģen® exprese samotn® Gɓ2 podjednotky a desetisekundov® 

aplikaci hormonu. Ve vġech pozorovanĨch pŚ²padech mŊla vliv na citlivost receptoru na dalġ² 

stimulaci jej² pŢvodn² d®lka sp²ġe neģ samotn§ inhibice Gɓ proteinŢ. Pokud byla doba prvn² 

stimulace 30 s, doġlo vģdy k poklesu n§sledn® odpovŊdi a tedy citlivosti na hormon v porovn§n² 

s desetisekundovou stimulac² (obr. 16B). 
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Obr. 16: Vliv potlaļen² exprese vybranĨch proteinŢ na hormonem vyvolanou v§pn²kovou odpovŊŅ u TRY-1 

bunŊk. (A) Porovn§n² odpovŊd² na prvn² aplikaci TRH (1 ÕM) u kontroln²ch bunŊk (transfekovanĨch negativn² 

siRNA, pr§zdn® sloupce v grafu, CTRL) a u bunŊk po siRNA inhibici ɓ podjednotek G proteinŢ (ġrafovan® sloupce, 

Gɓ1, Gɓ2, Gɓ1/2). (B) Vliv dvou za sebou jdouc²ch stimulac² TRH na desenzitizaci u TRY-1 bunŊļn® linie. BuŔky 

byly vystaveny pŢsoben² vybranĨch siRNA po dobu dvou dnŢ a pot® byly inkubov§ny s fluorescenļn² barvou 

Fura-2AM po dobu 1 hodiny. BŊhem mŊŚen² byl k buŔk§m aplikov§n TRH na dobu 10 ļi 30 sekund a po odmyt² 

hormonu (3 minuty), byly buŔky vystaveny jeho dalġ² desetisekundov® aplikaci. ZmŊny v koncentrac²ch v§pn²ku 

byly nahr§v§ny pŚi vlnovĨch d®lk§ch 340 a 380 nm a byl poļ²t§n pomŊr intenzit fluorescence 340/380 nm. 

V grafech jsou vyneseny prŢmŊrn® hodnoty pomŊrŢ intenzit fluorescence mŊŚen® z minim§lnŊ 15 bunŊk v kaģd®m 

ze tŚech samostatnĨch experimentŢ. Krabicov® grafy zn§zorŔuj² pomŊr amplitud fluorescenc² druh® ku prvn² 

odpovŊdi na hormon. Pro grafy A) *p < 0,05, **p < 0,01, ***p  < 0,001 versus kontroln² (nestimulovan®) buŔky, 

pro B) *p < 0,05, ***p < 0,001 versus kontroln² (nestimulovan®) buŔky po 10s aplikaci TRH, ###p < 0,001 versus 

pŚ²sluġn® siRNA-ovlivnŊn® buŔky. Pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ na v§pn²kovou odpovŊŅ 

bunŊk po 10s nebo 30s aplikaci TRH byl pouģit neparametrickĨ t-test, pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice 

vybranĨch proteinŢ na velikost desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouģit Kruskal-WallisŢv test s n§slednĨm 

DunnovĨm testem. (Ź) siRNA inhibice 

ZamŊŚili jsme se tak® na jednotliv® typy ɓ-arrestinŢ (obr. 17). Tyto molekuly hraj² dŢleģitou 

roli v procesu internalizace receptoru. Downregulace ɓ-arrestinu1 pomoc² siRNA inhibice mŊla 

za vĨsledek zvĨġen² prŢmŊrn® hodnoty koncentrace v§pn²ku v buŔce po prvn² odpovŊdi na hormon 

aplikovanĨ po dobu 10 sekund v porovn§n² s kontrolou (obr. 17A). V pŚ²padŊ tŚicetisekundov® 

aplikace hormonu ke zmŊnŊ nedoġlo. Potlaļen²m ɓ-arrestinu2 doġlo po stimulaci bunŊk TRH 

v obou testovanĨch ļasech k pozoruhodn®mu sn²ģen² amplitudy fluorescence na t®mŊŚ polovinu 

oproti kontroln²m buŔk§m, coģ pŚedstavuje niģġ² intracelul§rn² koncentrace v§pn²ku. Pokud byly 

buŔky vystaveny sn²ģen² exprese obou molekul, pomŊr intenzit fluorescence 340/380 nm, a tedy 

vĨlev v§pn²ku, se signifikantnŊ sn²ģil oproti kontrole pouze v pŚ²padŊ delġ², tŚicetisekundov® 

stimulace TRH. 

Co se tĨļe vlivu umlļen² ɓ-arrestinŢ na opakovanou stimulaci TRH, byl pozorov§n n§rŢst 

v pomŊru dosaģenĨch maxim oproti kontrole, znamenaj²c² menġ² m²ru desenzitizace, pokud byla 

sn²ģena exprese ɓ-arrestinu1 a buŔky stimulov§ny TRH po dobu 30 s. V jinĨch pŚ²padech 

k signifikantn²m zmŊn§m nedoġlo (obr. 17B). 
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Obr. 17: Vliv potlaļen² exprese vybranĨch proteinŢ na hormonem vyvolanou v§pn²kovou odpovŊŅ u TRY-1 

bunŊk. (A) Porovn§n² odpovŊd² na prvn² aplikaci TRH (1 ÕM) u kontroln²ch bunŊk (transfekovanĨch negativn² 

siRNA, pr§zdn® sloupce v grafu, CTRL) a u bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu1 a ɓ-arrestinu2 (ġrafovan® 

sloupce, ɓ-arrestin1 a ɓ-arrestin2). (B) Vliv dvou za sebou jdouc²ch stimulac² TRH na desenzitizaci u TRY-1 

bunŊļn® linie. BuŔky byly vystaveny pŢsoben² vybranĨch siRNA po dobu dvou dnŢ a pot® byly inkubov§ny 

s fluorescenļn² barvou Fura-2AM po dobu 1 hodiny. BŊhem mŊŚen² byl k buŔk§m aplikov§n TRH na dobu 10 ļi 

30 sekund a po odmyt² hormonu (3 minuty), byly buŔky vystaveny jeho dalġ² desetisekundov® aplikaci. ZmŊny 

v koncentrac²ch v§pn²ku byly nahr§v§ny pŚi vlnovĨch d®lk§ch 340 a 380 nm a byl poļ²t§n pomŊr intenzit 

fluorescence 340/380 nm. V grafech jsou vyneseny prŢmŊrn® hodnoty pomŊrŢ intenzit fluorescence mŊŚen® 

z minim§lnŊ 15 bunŊk v kaģd®m ze tŚech samostatnĨch experimentŢ. Krabicov® grafy zn§zorŔuj² pomŊr amplitud 

fluorescenc² druh® ku prvn² odpovŊdi na hormon. Pro grafy A) ***p <  0,001 versus kontroln² (nestimulovan®) 

buŔky, pro B) **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontroln² (nestimulovan®) buŔky po 10s aplikaci TRH, +++ p < 0,001 

versus kontroln² (nestimulovan®) buŔky po 30s aplikaci TRH, ###p < 0,001 versus pŚ²sluġn® siRNA-ovlivnŊn® buŔky. 

Pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ na v§pn²kovou odpovŊŅ bunŊk po 10s nebo 30s aplikaci 

TRH byl pouģit neparametrickĨ t-test, pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ na velikost 

desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouģit Kruskal-WallisŢv test s n§slednĨm DunnovĨm testem. (Ź) siRNA 

inhibice 

A 
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 V r§mci sign§ln² dr§hy TRH-R jsme se zamŊŚili tak® na dva vĨznamn® enzymy ï GRK2, 

maj²c² ¼lohu pŚi desenzitizaci GPCRs, a PLCɓ1, jako ¼stŚedn²ho enzymu signalizace TRH-R. 

V pŚ²padŊ GRK2 (obr. 18A, horn² panel) nebyla pozorov§na ģ§dn§ zmŊna v pomŊrech 

fluorescenļn²ch intenzit pŚi vlnovĨch d®lk§ch 340/380 nm, ud§vaj²c²ch mnoģstv² intracelul§rn²ho 

v§pn²ku, bŊhem prvn² stimulace TRH mezi buŔkami kontroln²mi a buŔkami po sn²ģen² exprese 

GRK2. Pokud byla porovn§v§na druh§ aplikace TRH vzhledem k t® prvn², doġlo 

po tŚicetisekundov®m pŢsoben² TRH k vĨznamn®mu n§rŢstu v tomto pomŊru a tud²ģ TRH-R nebyl 

za tŊchto podm²nek dostateļnŊ desenzitizov§n (obr. 18B, horn² ļ§st). 
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Obr. 18: Vliv potlaļen² exprese vybranĨch proteinŢ na hormonem vyvolanou v§pn²kovou odpovŊŅ u TRY-1 

bunŊk. (A) Porovn§n² odpovŊd² na prvn² aplikaci TRH (1 ÕM) u kontroln²ch bunŊk (transfekovanĨch negativn² 

siRNA, pr§zdn® sloupce v grafu, CTRL) a u bunŊk po siRNA inhibici GRK2 a PLCɓ1 (ġrafovan® sloupce). (B) Vliv 

dvou za sebou jdouc²ch stimulac² TRH na desenzitizaci u TRY-1 bunŊļn® linie. BuŔky byly vystaveny pŢsoben² 

vybranĨch siRNA po dobu dvou dnŢ a pot® byly inkubov§ny s fluorescenļn² barvou Fura-2AM po dobu 1 hodiny. 

BŊhem mŊŚen² byl k buŔk§m aplikov§n TRH na dobu 10 ļi 30 sekund a po odmyt² hormonu (3 minuty), byly buŔky 

vystaveny jeho dalġ² desetisekundov® aplikaci. ZmŊny v koncentrac²ch v§pn²ku byly nahr§v§ny pŚi vlnovĨch 

d®lk§ch 340 a 380 nm a byl poļ²t§n pomŊr intenzit fluorescence 340/380 nm. V grafech jsou vyneseny prŢmŊrn® 

hodnoty pomŊrŢ intenzit fluorescence mŊŚen® z minim§lnŊ 15 bunŊk v kaģd®m ze tŚech samostatnĨch experimentŢ. 

Krabicov® grafy zn§zorŔuj² pomŊr amplitud fluorescenc² druh® ku prvn² odpovŊdi na hormon. Pro grafy A) 

***p  < 0,001 versus kontroln² (nestimulovan®) buŔky, pro B) *p < 0,05, ***p  < 0,001 versus kontroln² 

(nestimulovan®) buŔky po 10s aplikaci TRH, ++ p < 0,01 versus kontroln² (nestimulovan®) buŔky po 30s aplikaci 

TRH, #p < 0,05, ###p < 0,001 versus pŚ²sluġn® siRNA-ovlivnŊn® buŔky. Pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice 

vybranĨch proteinŢ na v§pn²kovou odpovŊŅ bunŊk po 10s nebo 30s aplikaci TRH byl pouģit neparametrickĨ t-test, 

pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ na velikost desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouģit 

Kruskal-WallisŢv test s n§slednĨm DunnovĨm testem. (Ź) siRNA inhibice 

B A 
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Jestliģe jsme c²lenŊ sn²ģili v buŔk§ch expresi PLCɓ1, velikost amplitudy odr§ģej²c² 

koncentraci v§pn²ku v buŔce se po prvn² aplikaci TRH zvĨġila, nehledŊ na d®lku stimulace 

(obr. 18A, spodn² panel). Z§roveŔ byl po desetisekundov® stimulaci TRH u bunŊk po umlļen² 

PLCɓ1 pozorov§n pokles ve schopnosti opŊtovnŊ aktivovat receptor pŚi porovn§n² pomŊrŢ obou 

odpovŊd² na hormon oproti buŔk§m kontroln²m (obr. 18B, doln² ļ§st). 
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Obr. 19: Vliv potlaļen² exprese vybranĨch proteinŢ na hormonem vyvolanou v§pn²kovou odpovŊŅ u TRY-1 

bunŊk. (A) Porovn§n² odpovŊd² na prvn² aplikaci TRH (1 ÕM) u kontroln²ch bunŊk (transfekovanĨch negativn² 

siRNA, pr§zdn® sloupce v grafu, CTRL) a u bunŊk po siRNA inhibici kaveolinu-1 a GsŬ podjednotky (ġrafovan® 

sloupce). (B) Vliv dvou za sebou jdouc²ch stimulac² TRH na desenzitizaci u TRY-1 bunŊļn® linie. BuŔky byly 

vystaveny pŢsoben² vybranĨch siRNA po dobu dvou dnŢ a pot® byly inkubov§ny s fluorescenļn² barvou Fura-2AM 

po dobu 1 hodiny. BŊhem mŊŚen² byl k buŔk§m aplikov§n TRH na dobu 10 ļi 30 sekund a po odmyt² hormonu 

(3 minuty), byly buŔky vystaveny jeho dalġ² desetisekundov® aplikaci. ZmŊny v koncentrac²ch v§pn²ku byly 

nahr§v§ny pŚi vlnovĨch d®lk§ch 340 a 380 nm a byl poļ²t§n pomŊr intenzit fluorescence 340/380 nm. V grafech 

jsou vyneseny prŢmŊrn® hodnoty pomŊrŢ intenzit fluorescence mŊŚen® z minim§lnŊ 15 bunŊk v kaģd®m ze tŚech 

samostatnĨch experimentŢ. Krabicov® grafy zn§zorŔuj² pomŊr amplitud fluorescenc² druh® ku prvn² odpovŊdi 

na hormon. Pro grafy A) *p < 0,05 **p < 0,01 versus kontroln² (nestimulovan®) buŔky, pro B) ***p < 0,001 versus 

kontroln² (nestimulovan®) buŔky po 10s aplikaci TRH, ###p < 0,001 versus pŚ²sluġn® siRNA-ovlivnŊn® buŔky. 

Pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ na v§pn²kovou odpovŊŅ bunŊk po 10s nebo 30s aplikaci 

TRH byl pouģit neparametrickĨ t-test, pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ na velikost 

desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouģit Kruskal-WallisŢv test s n§slednĨm DunnovĨm testem. (Ź) siRNA 

inhibice 

Uģ dŚ²ve bylo prok§z§no, ģe by nŊkter® ¼ļinky TRH-R mohly bĨt zprostŚedkov§ny ļ§steļnŊ 

tak® pŚes jinĨ GŬ protein, konkr®tnŊ GsŬ podjednotku, proto jsme se rozhodli mŊŚit koncentraci 

A B 
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intracelul§rn²ho v§pn²ku tak® po sn²ģen² exprese tohoto proteinu. VĨsledky mŊŚen² uk§zaly vĨraznĨ 

pokles v koncentraci voln®ho cytoplazmatick®ho v§pn²ku, jestliģe pŚed aplikac² TRH byly buŔky 

transfekov§ny siRNA proti GsŬ podjednotce (obr. 19A, horn² panel). Potlaļen² exprese 

tohoto proteinu nemŊlo vliv na opakovanou stimulaci hormonem, tedy na m²ru desenzitizace 

TRH-R (obr. 19B, horn² ļ§st). 

Protoģe kaveolin je protein dŢleģitĨ pro vznik kaveol§rn²ch endocytickĨch v§ļkŢ a byl 

prok§z§n jeho ¼ļinek na v§pn²kovou signalizaci vedouc² pŚes GqŬ protein, zaj²mala n§s tak® reakce 

naġich bunŊk na TRH po poklesu v jeho expresi. Umlļen² kaveolinu-1 s n§slednou stimulac² 1 ɛM 

TRH nevedlo k ģ§dn®mu signifikantn²mu zvĨġen² ļi sn²ģen² intracelul§rn²ch hladin voln®ho 

v§pn²ku oproti kontrole v TRY-1 bunŊļn® linii (obr. 19A, spodn² panel, obr. 19B, doln² ļ§st).  

Z dŢvodu, ģe TRY-1 linie v pŚedchoz²ch pokusech ne vģdy reagovala na stimulaci TRH 

optim§lnŊ a reakļn² ġk§la i v r§mci skupiny kontroln²ch bunŊk byla velice ġirok§, rozhodli jsme se 

v dalġ²ch experimentech pouģ²t jiģ osvŊdļen® bunŊļn® linie, kter® uģ dŚ²ve slouģily pro studium 

vlastnost² TRH-R. 

6.2.2 Vliv siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ a TRH na intracelul§rn² koncentraci 

v§pn²ku v bunŊļn® linii E2 

 Jako v pŚedchoz²m pŚ²padŊ, tak® u E2 bunŊļn® linie jsme se zamŊŚili na vĨzkum zapojen² 

jednotlivĨch proteinŢ v signalizaci TRH-R prostŚednictv²m jejich c²len®ho umlļen². V tomto 

pŚ²padŊ se jednalo zejm®na o proteiny Gq/11Ŭ, ɓ-arrestin2, PLCɓ1 a RGS2 a jejich vliv 

na intracelul§rn² koncentraci voln®ho v§pn²ku. Pokles v expresi tŊchto proteinŢ po siRNA inhibici 

je zobrazen na obr. 20 spoleļnŊ s poklesy v ostatn²ch proteinech pouģitĨch v dalġ²ch experimentech 

na linii E2. Stimulace bunŊk 1 ɛM TRH prob²hala po dobu 20 sekund, v souladu s dŚ²vŊjġ²mi 

experimenty s touto lini² (Novotny et al., 1999; Ostasov et al., 2008). 

 

Obr. 20: Reprezentativn² imunobloty ukazuj²c² zmŊny v genov® expresi vybranĨch signalizaļn²ch proteinŢ u E2 

bunŊk po siRNA inhibici. K dosaģen² potlaļen² exprese vybranĨch proteinŢ byly buŔky transfekov§ny konkr®tn²mi 

siRNA jak je pops§no v metodick® ļ§sti pr§ce. Dva dny po transfekci byly bunŊļn® homogen§ty (20 Õg proteinŢ) 

kDa kDa kDa 
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rozdŊleny pomoc² SDS-PAGE a pomoc² imunoblotu oznaļeny specifickĨmi protil§tkami proti vybranĨm proteinŢm. 

M²ra exprese po inhibici byla srovn§v§na s expres² dan®ho proteinu v kontroln²ch buŔk§ch transfekovanĨch 

negativn² siRNA (CTRL). Zn§zornŊny jsou reprezentativn² imunobloty ze tŚ² nez§vislĨch pokusŢ. 

 V pŚ²padŊ sn²ģen® exprese GqŬ doġlo pŚi ovlivnŊn² TRH k poklesu v intracelul§rn² 

koncentraci v§penatĨch iontŢ (obr. 21A, horn² panel, vlevo). Naproti tomu, pŚi umlļen² G11Ŭ doġlo 

k n§rŢstu koncentrace volnĨch v§penatĨch iontŢ v cytoplazmŊ bunŊk (obr. 21A, horn² panel, 

uprostŚed). PŚi souļasn®m umlļen² obou zmiŔovanĨch proteinŢ nebyla pozorov§na ģ§dn§ 

signifikantn² zmŊna (obr. 21A, horn² panel, vpravo). U n§mi testovanĨch proteinŢ se vĨrazn§ zmŊna 

d§le projevila pŚi sn²ģen® expresi ɓ-arrestinu2, kdy byl pozorov§n signifikantn² n§rŢst 

intracelul§rn²ho v§pn²ku oproti kontroln²m buŔk§m (obr. 21A, doln² panel, vlevo). Đļinek siRNA 

inhibice na n§sleduj²c² odpovŊŅ na hormon se prok§zal pro vŊtġinu studovanĨch proteinŢ 

(obr. 21B). Pouze umlļen² samotn® podjednotky GqŬ nemŊlo na m²ru desenzitizace TRH-R vliv. 

Sn²ģen§ exprese ostatn²ch sledovanĨch proteinŢ vedla vģdy k signifikantn²mu n§rŢstu velikosti 

druh® odpovŊdi na hormon oproti kontrole a tedy k potlaļen² desenzitizace receptoru. 
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Obr. 21: Vliv potlaļen² exprese vybranĨch proteinŢ na hormonem vyvolanou v§pn²kovou odpovŊŅ u E2 bunŊk. 

(A) Porovn§n² odpovŊd² na prvn² aplikaci TRH (1 ÕM) u kontroln²ch bunŊk (transfekovanĨch negativn² siRNA, b²l® 

sloupce v grafu, CTRL) a u bunŊk po siRNA inhibici proteinŢ Gq/11Ŭ, ɓ-arrestinu2, PLCɓ1 a RGS2 (ġed® sloupce). 

(B) Vliv dvou za sebou jdouc²ch stimulac² TRH na desenzitizaci u E2 bunŊļn® linie. BuŔky byly vystaveny pŢsoben² 

vybranĨch siRNA po dobu dvou dnŢ a pot® byly inkubov§ny s fluorescenļn² barvou Fura-2AM po dobu 1 hodiny. 

BŊhem mŊŚen² byl k buŔk§m aplikov§n TRH na dobu 20 sekund a po odmyt² hormonu 5 minut), byly buŔky 

vystaveny jeho dalġ² dvacetisekundov® aplikaci. ZmŊny v koncentrac²ch v§pn²ku byly nahr§v§ny pŚi vlnovĨch 

d®lk§ch 340 a 380 nm a byl poļ²t§n pomŊr intenzit fluorescence 340/380 nm. V grafech jsou vyneseny prŢmŊrn® 

hodnoty pomŊrŢ intenzit fluorescence mŊŚen® z minim§lnŊ 15 bunŊk v kaģd®m ze tŚech samostatnĨch experimentŢ. 

Krabicov® grafy zn§zorŔuj² pomŊr amplitud fluorescenc² druh® ku prvn² odpovŊdi na hormon. **p < 0,01, 

***p  < 0,001 versus kontroln² (nestimulovan®) buŔky. Pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ 

na v§pn²kovou odpovŊŅ bunŊk po 20s aplikaci TRH a pro porovn§n² vlivu siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ 

na velikost desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouģit neparametrickĨ t-test. (Ź) siRNA inhibice 

 Z krabicovĨch grafŢ zn§zornŊnĨch vĨġe je patrn®, ģe tak® u t®to bunŊļn® linie byly 

odpovŊdi jednotlivĨch bunŊk na stimulaci TRH velmi rozmanit®. Umlļen² proteinŢ se nav²c 

u nŊkterĨch bunŊk projevovalo i zmŊnŊnĨm prŢbŊhem kŚivky, jak je uk§z§no na pŚ²kladu 

ɓ-arrestinu2 (obr. 22). 

B 
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Obr. 22: Reprezentativn² graf v§pn²kov® odpovŊdi na stimulaci TRH u E2 bunŊk. KŚivky kop²ruj² zmŊnu 

v intenzitŊ fluorescence v§pn²kov®ho indik§toru Fura-2AM detekovan® u kontroln²ch bunŊk (pln§ ļ§ra) nebo 

u bunŊk s utlumenou expres² ɓ-arrestinu2 (teļkovan§ ļ§ra) po stimulaci 1 ÕM TRH po dobu 20 s. N§rŢst v intenzitŊ 

fluorescence Fura-2AM odpov²d§ zvĨġen² hladin voln®ho cytoplazmatick®ho v§pn²ku. BuŔky byly po 30 sekund§ch 

od zaļ§tku experimentu podrobeny prvn² d§vce TRH (1 ÕM, 20 s), pot® byly ponech§ny 5 minut v roztoku 

bez hormonu a n§slednŊ opŊt vystaveny stejn® d§vce TRH (1 ÕM, 20 s). Graf zn§zorŔuje typickĨ prŢbŊh odpovŊdi 

buŔky na aplikaci TRH, mŊŚeno bylo vģdy alespoŔ 15 bunŊk v kaģd®m ze tŚ² nez§vislĨch pokusŢ.  (Ź) siRNA inhibice 

6.2.3 Vliv siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ a TRH na intracelul§rn² koncentraci 

IP1 

 Aktivace TRH-R uvede do ļinnosti enzym PLCɓ, kterĨ zpŢsob² zvĨġen² koncentrace IP3. 

Protoģe IP3 m§ pŚ²mĨ vliv na mnoģstv² v§penatĨch iontŢ v bunŊļn® cytoplazmŊ, byl zkoum§n vliv 

stimulace TRH a siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ ¼ļastn²c²ch se signalizace TRH-R na tvorbu 

tohoto druh®ho posla. MŊŚeny byly hodnoty D-myo-inositol 1-fosf§tu (IP1), kterĨ slouģ² jako 

alternativa pro IP3. 

 Naġe vĨsledky uk§zaly, ģe po stimulaci TRH doġlo k signifikantn²mu zvĨġen² v koncentraci 

IP1 oproti kontrole. Midazolam nemŊl na koncentraci IP1 ģ§dnĨ vliv, pokud byl k buŔk§m pŚid§n 

samostatnŊ. Jestliģe byl ale MDL aplikov§n pŚed stimulac² TRH, dok§zal jeho vliv zablokovat 

a k n§rŢstu v koncentraci IP1 nedoġlo (obr. 23). 
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Obr. 23: Vliv agonisty (TRH) a antagonisty (MDL) TRH-R na akumulaci D-myo-inositol 1-fosf§tu (IP1) u E2 

bunŊk. Koncentrace IP1 byly vypoļteny z kalibraļn² kŚivky o zn§mĨch koncentrac²ch IP1. Data jsou vynesena jako 

prŢmŊr Ñ SEM z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch mŊŚen², ***p < 0,001 versus kontroln² nestimulovan® buŔky, ##p < 0,01 

versus TRH stimulovan® buŔky, one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

 Zkoum§n byl vliv c²len®ho umlļen² vybranĨch proteinŢ na produkci IP1 u bunŊk 

stimulovanĨch TRH (obr. 24). Samotn§ inhibice nemŊla na produkci IP1 ģ§dnĨ vliv. Ke sn²ģen² 

produkce IP1 oproti pŚ²sluġnĨm kontroln²m buŔk§m doġlo zejm®na pŚi souļasn®m potlaļen² exprese 

GqŬ a G11Ŭ proteinu a n§sledn® aplikaci TRH. StejnĨ efekt, avġak m®nŊ signifikantn², byl pozorov§n 

po umlļen² Gɓ1/2, PLCɓ1, ɓ-arrestinu1 i 2 souļasnŊ a RGS2 proteinu. Naopak aplikace TRH 

k buŔk§m se sn²ģenou expres² GRK2 a ɓ-arrestinu2 mŊla za n§sledek zvĨġen² v intracelul§rn² 

koncentraci IP1 oproti kontrole. 
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Obr. 24: Vliv TRH na intracelul§rn² koncentraci IP1 pŚi umlļen² vybranĨch sign§ln²ch proteinŢ u E2 bunŊk. 

Koncentrace IP1 byly vypoļteny z kalibraļn² kŚivky o zn§mĨch koncentrac²ch IP1. Data jsou vynesena jako prŢmŊr 

Ñ SEM z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch mŊŚen², ***p < 0,001 versus kontroln² buŔky, #p < 0,05, ###p < 0,001 versus 

TRH stimulovan® buŔky, one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

 Jak bylo uvedeno vĨġe, aktivace TRH-R mŢģe kromŊ signalizace prostŚednictv²m Gq/11Ŭ 

v®st ke spuġtŊn² sign§ln²ch drah spŚaģen²m s jinĨmi G proteiny, zejm®na GsŬ a GiŬ. Proto byl 

zkoum§n vliv umlļen² tŊchto dvou G proteinŢ na schopnost bunŊk akumulovat IP1 po stimulaci 

TRH-R. Koncentrace IP1 byla signifikantnŊ zvĨġena oproti kontrole jak pŚi sn²ģen® expresi GsŬ, tak 

GiŬ podjednotky G proteinŢ (obr. 25). 
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Obr. 25: Vliv TRH na akumulaci D-myo-inositol 1-fosf§tu (IP1) pŚi sn²ģen® expresi GsŬ a GiŬ u E2 bunŊk. 

Koncentrace IP1 byly vypoļteny z kalibraļn² kŚivky o zn§mĨch koncentrac²ch IP1. Data jsou vynesena jako prŢmŊr 

Ñ SEM z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch mŊŚen², ***p < 0,001 versus kontroln² buŔky, #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 

versus TRH stimulovan® buŔky, one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

 ZamŊŚili jsme se d§le na podrobnŊjġ² studium vlivu jednotlivĨch G proteinŢ 

na intracelul§rn² koncentraci IP1. Vģdy bylo umlļeno nŊkolik G proteinŢ z§roveŔ. Souļasn® 

potlaļen² vybranĨch GŬ a Gɓ proteinŢ vģdy zpŢsobilo pokles v produkci IP1 (obr. 26). NejvŊtġ² 

pokles v koncentraci IP1 byl pozorov§n pŚi umlļen² vġech ļtyŚech studovanĨch G proteinŢ (Gq/11Ŭ 

s Gɓ1/2) a n§slednŊ pŚi potlaļen² z§roveŔ GqŬ s Gɓ1 podjednotkou, Gq/11Ŭ s Gɓ1 podjednotkou 

a Gq/11Ŭ s Gɓ2 podjednotkou G proteinu. 
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Obr. 26: Vliv TRH na akumulaci D-myo-inositol 1-fosf§tu (IP1) pŚi sn²ģen® expresi vybranĨch sign§ln²ch 

proteinŢ u E2 bunŊk. Koncentrace IP1 byly vypoļteny z kalibraļn² kŚivky o zn§mĨch koncentrac²ch IP1. Data jsou 

vynesena jako prŢmŊr Ñ SEM z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch mŊŚen², ***p < 0,001 versus kontroln² buŔky, #p < 0,05, 

##p < 0,01, ###p < 0,001 versus TRH stimulovan® buŔky, one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

Abychom zjistili, zda inhibice urļit®ho proteinu neovlivŔuje tak® expresi dalġ²ch proteinŢ, 

zmŊŚili jsme expresi Gɓ1 a Gɓ2 podjednotek po potlaļen² rŢznĨch molekul ¼ļastn²c²ch se 

signalizace zaļ²naj²c² aktivac² TRH-R. Z obr. 27 je patrn®, ģe pouze inhibice Gɓ1 a/nebo Gɓ2 mŊla 

vliv na expresi Gɓ1 nebo Gɓ2, ostatn² n§mi pouģit® siRNA c²len® proti jinĨm proteinŢm expresi Gɓ 

proteinŢ neovlivnily. 

 

 

 ɓ-actin        

 

Obr. 27: AnalĨza exprese Gɓ1 a Gɓ2 po inhibici jednotlivĨch proteinŢ ¼ļastn²c²ch se signalizace prostŚednictv²m 

TRH-R. E2 buŔky byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti siRNA c²lenĨch na jednotliv® vybran® proteiny, bunŊļn® 

homogen§ty (20 Õg proteinŢ) byly rozdŊleny pomoc² SDS-PAGE a pomoc² imunoblotu oznaļeny specifickĨmi 

protil§tkami proti Gɓ1 a Gɓ2. Zn§zornŊny jsou reprezentativn² imunobloty. (Ź) siRNA inhibice 
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Gɓ2 
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6.2.3.1 AnalĨza hladin GqŬ a G11Ŭ proteinŢ u E2 bunŊļn® linie 

 Protoģe kaģd§ z podjednotek GqŬ a G11Ŭ mŊla u E2 bunŊk rozd²lnĨ vliv na vĨlev Ca2+ 

z intracelul§rn²ch z§sob§ren (viz obr. 21A) a tak® na produkci IP1 (viz obr. 24), zaj²malo n§s, zda 

je rozd²l i v mnoģstv² tŊchto G proteinŢ v r§mci t®to bunŊļn® linie. Pomoc² ureov® elektrofor®zy 

bylo zjiġtŊno, ģe v E2 bunŊļn® linii je exprimov§no vŊtġ² mnoģstv² GqŬ v porovn§n² s G11Ŭ 

proteinem (obr. 28). 

 

 

Obr. 28: AnalĨza hladin GqŬ a G11Ŭ proteinŢ pomoc² ureov® elektrofor®zy u E2 bunŊļn® linie. BunŊļn® 

homogen§ty (45 Õg proteinŢ) byly rozdŊleny pomoc² SDS-PAGE a pomoc² imunoblotu oznaļeny specifickĨmi 

protil§tkami proti Gq/11Ŭ. Zn§zornŊn je reprezentativn² imunoblot ze tŚ² nez§vislĨch pokusŢ. Jako pozitivn² kontrola 

n§m poslouģily E2M11 buŔky, kter® maj² exogennŊ exprimovanĨ G11Ŭ protein. 

 Tak® u linie GH1 byla mŊŚena intracelul§rn² koncentrace voln®ho IP1. U bunŊk, kter® byly 

ovlivnŊny TRH doġlo k signifikantn²mu n§rŢstu v produkci IP1 oproti buŔk§m kontroln²m (obr. 29). 

Pokud byly buŔky nejprve vystaveny siRNA inhibici GqŬ, G11Ŭ, nebo obou tŊchto proteinŢ z§roveŔ, 

byl po aplikaci TRH pozorov§n pokles v koncentraci IP1 aģ na ¼roveŔ kontroly. Poklesy hladin 

vybranĨch proteinŢ po siRNA inhibici u GH1 linie byly tak® ovŊŚeny imunoblotem (obr. 30). 
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Obr. 29: Vliv TRH na akumulaci D-myo-inositol 1-fosf§tu (IP1) pŚi sn²ģen® expresi Gq/11Ŭ proteinŢ u GH1 

bunŊk. Koncentrace IP1 byly vypoļteny z kalibraļn² kŚivky o zn§mĨch koncentrac²ch IP1. Data jsou vynesena jako 

prŢmŊr Ñ SEM z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch mŊŚen², *p < 0,05 versus kontroln² buŔky, #p < 0,05, ##p < 0,01 versus 

TRH stimulovan® buŔky, one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

   E2             E2             E2M11       E2M11       

Gq/11Ŭ 
GqŬ 

G11Ŭ 
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Obr. 30:  Reprezentativn² imunobloty ukazuj²c² zmŊny v genov® expresi vybranĨch signalizaļn²ch proteinŢ 

u GH1 bunŊļn® linie po siRNA inhibici. K dosaģen² potlaļen² exprese vybranĨch proteinŢ byly buŔky 

transfekov§ny konkr®tn²mi siRNA, jak je pops§no v metodick® ļ§sti pr§ce. Dva dny po transfekci byly bunŊļn® 

homogen§ty (20 Õg proteinŢ) rozdŊleny pomoc² SDS-PAGE a pomoc² imunoblotu oznaļeny specifickĨmi 

protil§tkami proti GsŬ, Gq/11Ŭ, Gɓ1/2, ɓ-Arr1/2, PLCɓ1 a GRK2. M²ra exprese po inhibici byla srovn§v§na s expres² 

dan®ho proteinu v kontroln²ch buŔk§ch transfekovanĨch negativn² siRNA (CTRL). Zn§zornŊny jsou reprezentativn² 

imunobloty ze tŚ² nez§vislĨch pokusŢ. 

6.2.4 Vliv siRNA inhibice vybranĨch proteinŢ a ligandŢ TRH-R na intracelul§rn² 

koncentraci cAMP 

Z§kladn² proces, kterĨ aktivuje AC a vede k produkci cAMP, vych§z² od stimulovan®ho 

receptoru spŚaģen®ho s GsŬ podjednotkou heterotrimerick®ho G proteinu. TRH-R mŢģe za jistĨch 

okolnost² pravdŊpodobnŊ tak® ovlivŔovat mnoģstv² cAMP v buŔce. Proto jsme se rozhodli sledovat 

vliv dvou ligandŢ TRH-R, TRH a TAL, na intracelul§rn² koncentraci cAMP v bunŊļnĨch lini²ch 

E2 (obr. 31A, B) a GH1 (obr. 31C, D). Z naġich vĨsledkŢ je patrn®, ģe jak TRH (obr. 31A, C), tak 

TAL (obr. 31B, D) mŊly na mnoģstv² cAMP vliv, a to u obou bunŊļnĨch lini²ch. Stimulac² TRH-R 

prostŚednictv²m tŊchto ligandŢ doġlo k vyġġ² produkci cAMP oproti kontrole. Se zvyġuj²c² se 

koncentrac² ligandŢ byl dokonce pozorov§n dalġ² n§rŢst v t®to produkci. 

Na obr§zku lze d§le sledovat ¼ļinek siRNA inhibice GsŬ na koncentraci cAMP. Pokud byla 

umlļena GsŬ podjednotka, produkce cAMP se po ovlivnŊn² bunŊk ligandy signifikantnŊ sn²ģila, 

v pŚ²padŊ E2 bunŊk pro vġechny testovan® koncentrace. Na obr. 30 jsou zn§zornŊny poklesy 

v expresi proteinŢ po siRNA inhibici pouģitĨch v n§sleduj²c²ch experimentech. 

V dalġ²ch experimentech jsme pracovali s 1 ɛM koncentrac² ligandŢ. Aplikace antagonisty 

TRH-R, MDL, o koncentraci 10 ɛM, nemŊla ģ§dnĨ vliv na koncentraci cAMP, ale byla schopna 

zablokovat efekt obou ligandŢ u obou bunŊļnĨch lini² (obr. 32A, B). 
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Obr. 31: Vliv rŢznĨch koncentrac² TRH a TAL a inhibice GsŬ podjednotky na intracelul§rn² koncentraci cAMP 

u E2 (A, B) a GH1 (C, D) bunŊļnĨch lini². BuŔky byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti kontroln² siRNA nebo siRNA 

proti GsŬ podjednotce a n§slednŊ ovlivnŊny vzrŢstaj²c²mi koncentracemi ligandŢ po dobu 30 minut. Koncentrace 

cAMP byly vypoļteny z kalibraļn² kŚivky o zn§mĨch koncentrac²ch cAMP. Data jsou vynesena jako prŢmŊr Ñ SEM 

z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch mŊŚen², *p <0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontroln² buŔky, #p < 0,05, 

##p < 0,01, ###p < 0,001 versus TRH/TAL stimulovan® buŔky, one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 
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Obr. 32: Vliv TRH, TAL a MDL na intracelul§rn² koncentraci cAMP u E2 a GH1 bunŊļnĨch lini². BuŔky byly 

ovlivnŊny TRH nebo TAL, nebo kombinac² s antagonistou MDL po dobu 30 minut. Koncentrace cAMP byly 

vypoļteny z kalibraļn² kŚivky o zn§mĨch koncentrac²ch cAMP. Data jsou vynesena jako prŢmŊr Ñ SEM z minim§lnŊ 

tŚ² nez§vislĨch mŊŚen², ***p < 0,001 versus kontroln² buŔky, #p < 0,05, ##p < 0,01 versus TRH/TAL stimulovan® 

buŔky, one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

Abychom zjistili zda, a pŚ²padnŊ kter®, proteiny ¼ļastn²c² se signalizace zaļ²naj²c² aktivac² 

TRH-R mohou hr§t roli v aktivaci AC a tedy produkci cAMP, c²lenŊ jsme sn²ģili jejich expresi 

pomoc² siRNA inhibice (obr. 33A-F). Stimulace TRH-R prostŚednictv²m TRH nebo TAL u E2 

bunŊk vedla k poklesu v produkci cAMP s vŊtġ²m vlivem TRH, pokud jsme sn²ģili expresi Gq/11Ŭ 

proteinŢ (obr. 33A). Aplikace TRH a TAL u GH1 bunŊk nemŊla vliv na produkci cAMP, pokud 

byla sn²ģena exprese Gq/11Ŭ proteinŢ (obr. 33B). 

C²lenĨ pokles hladin Gɓ proteinŢ nezpŢsobil ģ§dn® zmŊny v produkci cAMP u E2 linie 

(obr. 33C), ani u GH1 linie (obr. 33D) po stimulaci ligandy. V pŚ²padŊ, ģe byla sn²ģena exprese 

PLCɓ1, doġlo k n§rŢstu v hladin§ch cAMP po aplikaci TRH u E2 bunŊļn® linie (obr. 33E). 

V pŚ²padŊ GH1 linie nemŊl pokles v expresi PLCɓ1 na produkci cAMP ģ§dnĨ vliv (obr. 33F). 

VelkĨ rozd²l v produkci cAMP mezi obŊma bunŊļnĨmi liniemi byl pozorov§n pokud jsme 

c²lenŊ sn²ģili expresi jednotlivĨch typŢ ɓ-arrestinŢ (ɓ-Arr, obr. 34A, B). Zat²mco v pŚ²padŊ E2 

bunŊļn® linie vedla aplikace TRH i TAL k poklesu v produkci cAMP u bunŊk se sn²ģenĨmi 

hladinami ɓ-Arr1 nebo ɓ-Arr1 i ɓ-Arr2 z§roveŔ (obr. 34A),  u bunŊļn® linie GH1 byl pozorov§n 

pokles v hladin§ch cAMP po aplikaci TRH a TAL k buŔk§m se sn²ģenou expres² ɓ-Arr2 (obr. 34B). 
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Obr. 33: Vliv TRH a TAL na intracelul§rn² koncentraci cAMP pŚi umlļen² vybranĨch sign§ln²ch proteinŢ u E2 

a GH1 bunŊļnĨch lini². BuŔky byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti kontroln² siRNA nebo siRNA proti GŬ (A, B), Gɓ 

(C, D) nebo PLCɓ (E, F) a n§slednŊ ovlivnŊny ligandy po dobu 30 minut. Koncentrace cAMP byly vypoļteny 

z kalibraļn² kŚivky o zn§mĨch koncentrac²ch cAMP. Data jsou vynesena jako prŢmŊr Ñ SEM z minim§lnŊ tŚ² 

nez§vislĨch mŊŚen², *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontroln² buŔky, #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 

versus TRH/TAL stimulovan® buŔky, one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 
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Obr. 34: Vliv TRH a TAL na intracelul§rn² koncentraci cAMP pŚi umlļen² vybranĨch sign§ln²ch proteinŢ u E2 

a GH1 bunŊļnĨch lini². BuŔky byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti kontroln² siRNA nebo siRNA proti ɓ-arrestinu1 a 

ɓ-arrestinu2 a n§slednŊ ovlivnŊny ligandy po dobu 30 minut. Koncentrace cAMP byly vypoļteny z kalibraļn² kŚivky 

o zn§mĨch koncentrac²ch cAMP. Data jsou vynesena jako prŢmŊr Ñ SEM z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch mŊŚen², 

***p  < 0,001 versus kontroln² buŔky, #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 versus TRH/TAL stimulovan® buŔky, 

one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

6.2.5 Vliv ligandŢ TRH-R na expresi ERK1/2 a Akt 

Ve snaze poodhalit mechanismus, kterĨ by pomohl objasnit vliv ligandŢ TRH-R 

na signalizaļn² dr§hu smŊŚuj²c² od ɓ-arrestinŢ d§le, zamŊŚili jsme se na expresi dvou enzymŢ, 

MAPK ERK1/2 a proteinkin§zy Akt1/2/3 a tak® jejich fosforylovanĨch forem (obr. 35 a 36). 

Stimulace TRH a TAL nemŊla ģ§dnĨ vliv na expresi ERK1/2 (obr. 35A) ani Akt1/2/3 (obr. 36) 

u GH1 bunŊk, zat²mco exprese fosforylovanĨch forem obou enzymŢ byla po stimulaci ligandy 

u tŊchto bunŊk signifikantnŊ zvĨġena (obr. 35B a 36B). VĨsledky jsou vyj§dŚeny tak® jako pomŊr 

fosforylovan® formy enzymu ku jej² nefosforylovan® formŊ (obr. 35C a 36C). 
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Obr. 35: Vliv TRH a TAL na expresi (p)ERK1/2. GH1 buŔky byly po dobu 30 minut inkubov§ny v pŚ²tomnosti 

1 ɛM TRH nebo TAL. BunŊļn® homogen§ty (20 Õg proteinŢ) byly rozdŊleny pomoc² SDS-PAGE, proteiny 

pŚeneseny na nitrocelul·zovou membr§nu a pomoc² imunoblotu oznaļeny specifickĨmi protil§tkami proti ERK (A) 

a jeho fosforylovan® formŊ (B). Nad grafy jsou zn§zornŊny reprezentativn² vĨŚezy z imunoblotu. Sledov§n byl tak® 

pomŊr fosforylovan® formy ku nefosforylovan® formŊ ERK1/2. M²ra exprese byla vyhodnocena pomoc² programu 

ImageJ a normalizov§na na mnoģstv² proteinŢ z²skanĨch barven²m Ponceau S. Data jsou vynesena jako prŢmŊr 

Ñ SEM z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch mŊŚen², *p < 0,05, **p  < 0,01, ***p < 0,001 versus kontroln² buŔky, one-way 

ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 
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Obr. 36: Vliv TRH a TAL na expresi (p)AKT1/2/3. GH1 buŔky byly po dobu 30 minut inkubov§ny v pŚ²tomnosti 

1 ɛM TRH nebo TAL. BunŊļn® homogen§ty (20 Õg proteinŢ) byly rozdŊleny pomoc² SDS-PAGE, proteiny 

pŚeneseny na nitrocelul·zovou membr§nu a pomoc² imunoblotu oznaļeny specifickĨmi protil§tkami proti Akt1/2/3 

(A) a jeho fosforylovan® formŊ (B). Nad grafy jsou zn§zornŊny reprezentativn² vĨŚezy z imunoblotu. Sledov§n byl 

tak® pomŊr fosforylovan® formy ku nefosforylovan® formŊ Akt1/2/3. M²ra exprese byla vyhodnocena pomoc² 

programu ImageJ a normalizov§na na celkov® mnoģstv² proteinŢ detekovan® barven²m Ponceau S. Data jsou 

vynesena jako prŢmŊr Ñ SEM z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch mŊŚen², **p < 0,01 versus kontroln² buŔky, one-way 

ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 
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6.3 C²l 3: Vliv  aktivace TRH receptoru na redoxn² rovnov§hu, stav 

mitochondri², cytoprotekci 

6.3.1 Celkov§ antioxidaļn² kapacita 

ZabĨvali jsme se vlivem TRH a TAL (oba v koncentraci 1 ɛM) na celkovou antioxidaļn² 

kapacitu u GH1 bunŊk (obr. 37). Po pŢsoben² obou ligandŢ doġlo k signifikantn²mu zvĨġen² celkov® 

antioxidaļn² kapacity oproti kontrole. V pŚ²padŊ TRH se jednalo o n§rŢst o 38 %, v pŚ²padŊ TAL 

dokonce o t®mŊŚ 49 % oproti kontrole. 
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Obr. 37: Vliv TRH a TAL na celkovou antioxidaļn² kapacitu u GH1 bunŊk. BunŊļn® lyz§ty kontroln²ch nebo 

ligandy ovlivnŊnĨch bunŊk (TRH nebo TAL, koncentrace 1 ɛM) byly pouģity k detekci schopnosti antioxidantŢ 

ve vzorku zabr§nit oxidaci ABTS na ABTS+ navozenou metmyoglobinem. Intenzita t®to oxidace byla porovn§v§na 

s oxidac² inhibovanou Troloxem (TEAC, Trolox equivalent antioxidant capacity). Data jsou vyj§dŚena jako 

aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SEM ze ļtyŚ nez§vislĨch mŊŚen². *p < 0,05, **p < 0,01 versus kontroln² buŔky, one-way 

ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

Pozorov§ny byly tak® zmŊny v expresi vybranĨch antioxidaļn²ch enzymŢ, kter® udrģuj² 

hladiny reaktivn²ch forem kysl²ku (ROS, reactive oxygen species) v buŔce na takov® ¼rovni, 

aby nebyly pro buŔku toxick®. OvlivnŊn² bunŊk 1 ɛM TRH nebo TAL vedlo k markantn²mu n§rŢstu 

v expresi SOD2, SOD3 i katal§zy v porovn§n² s kontrolou, naproti tomu exprese SOD1 zŢstala 

po stimulaci ligandy nezmŊnŊna (obr. 38). 
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Obr. 38: Vliv TRH a TAL na hladinu antioxidaļn²ch enzymŢ. GH1 buŔky byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti 1 ɛM 

TRH a 1 ɛM TAL, bunŊļn® homogen§ty (20 Õg proteinŢ) byly rozdŊleny pomoc² SDS-PAGE a pomoc² imunoblotu 

oznaļeny specifickĨmi protil§tkami proti superoxiddismut§ze SOD1-3 (A, B, C), a katal§ze (D). ĐroveŔ exprese 

byla mŊŚena pomoc² ImageJ a normalizov§na na mnoģstv² proteinŢ pomoc² Ponceau S. Zn§zornŊny jsou 

reprezentativn² imunobloty (vzorky nan§ġeny v duplik§tu za sebou) a grafy, kter® zobrazuj² relativn² hladiny 

zm²nŊnĨch enzymŢ. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SEM ze tŚ² nez§vislĨch pokusŢ. *p < 0,05, 

***p < 0,001 versus kontroln² buŔky, one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

 D§le jsme zkoumali ¼ļinek obou agonistŢ TRH-R na oxidaļn² stres vyvolanĨ t-BHP. 

Nejprve jsme testovali citlivost GH1 bunŊk na rŢzn® koncentrace t-BHP pomoc² testu viability 

(MTT, obr. 39A) a cytotoxicity (LDH, obr. 39C). t-BHP byl pouģit v rozmez² koncentrac² 

5 ɛM ï 320 ɛM, pŚiļemģ vġechny pouģit® koncentrace vyvolaly stejnĨ pokles v ģivotaschopnosti 

bunŊk (pŚibliģnŊ na 60 ï 70 % ģivĨch bunŊk v porovn§n² s buŔkami kontroln²mi). Ve vġech 

ostatn²ch experimentech byla pouģita koncentrace 20 ɛM t-BHP, kter§ vyvolala pŚibliģnŊ 

40% pokles v ģivotnosti bunŊk (obr. 39A a B). Jak je patrn® z obr. 39B, ani TRH, ani TAL nemŊly 

vliv na ģivotaschopnost GH1 bunŊk. Pokud vġak byly ligandy pouģity v kombinaci s 20 ɛM t-BHP, 

doġlo k zvr§cen² ¼ļinku t-BHP a vĨznamn®mu n§rŢstu ģivotnosti bunŊk (zhruba o 20 %, obr. 39B). 
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VĨsledky LDH testu tak® odhalily jist® cytoprotektivn² ¼ļinky TRH a TAL, kdy oba ligandy 

vĨznamnŊ sn²ģily t-BHP navozenĨ vĨlev LDH (obr. 39D). 
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Obr. 39: Vliv t-BHP, TRH a TAL na bunŊļn® pŚeģ²v§n² a bunŊļnou cytotoxicitu. GH1 buŔky byly inkubov§ny 

se vzrŢstaj²c²mi koncentracemi t-BHP (A, C) nebo inkubov§ny v pŚ²tomnosti jednoho z ligandŢ TRH-R (TRH, TAL, 

1 ɛM koncentrace) a n§slednŊ s 20 ɛM t-BHP (B, D). BunŊļn® pŚeģ²v§n² bylo mŊŚeno pomoc² MTT testu (A, B), 

ve kter®m doch§z² k redukci ģlut®ho MTT na fialovĨ formaz§n, kterĨ je n§slednŊ pomoc² DMSO uvolnŊn z bunŊk a 

rozpuġtŊn. Absorbance byla mŊŚena fotometricky pŚi 540 nm. V pŚ²padŊ LDH testu byl spektrofotometricky mŊŚen 

vĨlev LDH z poġkozenĨch bunŊk pŚi absorbanci 490 nm (C, D). Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako aritmetickĨ prŢmŊr 

Ñ SEM z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch mŊŚen². ***p < 0,05 versus kontrola, #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 versus 

t-BHP, one-way ANOVA s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

Cytoprotektivn² ¼ļinky agonistŢ TRH-R na oxidaļn² stres indukovanĨ t-BHP byly d§le 

studov§ny sledov§n²m hladin ROS v GH1 buŔk§ch pomoc² prŢtokov® cytometrie a barven² sondou 

H2DCFDA. Tato mŊŚen² prok§zala, ģe samotn§ stimulace TRH nebo TAL nem§ na hladiny ROS 

v buŔk§ch ģ§dnĨ vliv. Pokud vġak byly ligandy pŚid§ny k buŔk§m, u kterĨch byl prostŚednictvn²m 

A B 

C D 
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t-BHP vyvol§n oxidaļn² stres, produkce ROS indukovan§ t-BHP byla m²rnŊ sn²ģena (obr. 40). 

Potlaļen² ¼ļinku t-BHP pomoc² TRH bylo pouze asi o 9 % (obr. 40A), zat²mco TAL sn²ģil produkci 

ROS indukovanou t-BHP t®mŊŚ o 17 % (obr. 40B). 
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Obr. 40: Vliv t-BHP, TRH a TAL na intracelul§rn² hladiny ROS. GH1 buŔky byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti 

jednoho z ligandŢ TRH-R (TRH, TAL, 1 ɛM koncentrace) a n§slednŊ s 20 ɛM t-BHP. Hladiny ROS byly stanoveny 

s pouģit²m sondy H2DCFH-DA a prŢtokov® cytometrie. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SEM 

z minim§lnŊ tŚ² nez§vislĨch mŊŚen². ***p < 0,001 versus kontrola, #p < 0,05 versus t-BHP, one-way ANOVA 

s n§slednĨm Bonferroniho testem. 

6.3.2 Vliv TRH a TAL na energetickĨ metabolismus 

Protoģe mitochondrie jsou zn§my jako hlavn² gener§tory ROS, v r§mci vĨzkumu vlivu 

hormonŢ na energetickĨ metabolismus jsme se vŊnovali hodnocen² ¼ļinkŢ TRH a TAL na funkci 

mitochondri² u GH1 bunŊk. Stanoven² spotŚeby kysl²ku pomoc² MitoXpress kitu neodhalilo ģ§dnou 

zmŊnu u tŊchto bunŊk po ovlivnŊn² ligandy v porovn§n² s buŔkami kontroln²mi (obr. 41). 

Ani umlļen² ɓ-arrestinu2 a n§sledn§ aplikace ligandŢ nemŊla na spotŚebu kysl²ku vliv (obr. 42). 
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Obr. 41: Vliv TRH a TAL na spotŚebu kysl²ku. GH1 buŔky byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti ligandŢ (1 ɛM TRH 

nebo TAL). SpotŚeba kysl²ku byla mŊŚena stanoven²m MitoXpress Xtra oxygen consumption assay. Data jsou 

vyj§dŚena jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SEM alespoŔ ze tŚ² nez§vislĨch mŊŚen². 
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Obr. 42: Vliv inhibice ɓ-arrestinu2, TRH a TAL na spotŚebu kysl²ku. Kontroln² GH1 buŔky nebo buŔky 

se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti ligandŢ (1 ɛM TRH nebo TAL). SpotŚeba kysl²ku 

byla mŊŚena stanoven²m MitoXpress Xtra oxygen consumption assay. Data jsou vyj§dŚena jako aritmetickĨ prŢmŊr 

Ñ SEM alespoŔ ze tŚ² nez§vislĨch mŊŚen². 

 Obr. 44 ukazuje vliv TRH a TAL v koncentraci 1 ɛM na mitochondri§ln² respiraci. 

ProstŚednictv²m oxygrafu byly stanovov§ny n§sleduj²c² parametry respirace: baz§ln² respirace 

(vĨchoz² respirace upraven§ o respiraci po aplikaci antimycinu A/rotenonu); ATP turnover 

vyjadŚuj²c² spotŚebu kysl²ku po zablokov§n² ATP synt§zy (vĨchoz² respirace upraven§ o respiraci 

po aplikaci oligomycinu); H+ leak zn§zorŔuj²c² rozd²l v respiraci po aplikaci oligomycinu a respiraci 

po aplikaci antimycinu A/rotenonu; maxim§ln² respiraļn² kapacita pŚedstavuj²c² maxim§ln² tok 

elektronŢ v elektrontransportn²m ŚetŊzci (respirace po stimulaci FCCP upraven§ o respiraci 

po aplikaci antimycinu A/rotenonu) a rezervn² respiraļn² kapacita (respirace po stimulaci FCCP 

upraven§ o vĨchoz² respiraci; respirace, co mohou mitochondrie pouģ²t, ale bŊģnŊ nevyuģij²). Ani 

jeden z agonistŢ nezpŢsobil vĨraznŊjġ² zmŊnu v ģ§dn®m ze sledovanĨch parametrŢ mitochondri§ln² 

respirace (obr. 44A-E). Na obr. 43 je zn§zornŊnĨ typickĨ prŢbŊh oxygrafick®ho mŊŚen². 

 

Obr. 43: TypickĨ prŢbŊh oxygrafick®ho mŊŚen². KŚivka zn§zorŔuj²c² spotŚebu kysl²ku GH1 buŔkami po stimulaci 

1 ɛM TRH. Omy, oligomycin; FCCP, karbonylkyanid p-trifluoromethoxyfenylhydrazon; AA, antimycin A; Rot, 

rotenon. 
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Obr. 44: Vliv TRH a TAL na jednotliv® parametry mitochondri§ln² respirace. GH1 buŔky byly inkubov§ny 

v pŚ²tomnosti ligandŢ (TRH, TAL, koncentrace 1 ɛM). Mitochondri§ln² respirace byla mŊŚena pŚ²strojem 

Oxygraph-2k. Data jsou vyj§dŚena jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SEM alespoŔ ze tŚ² nez§vislĨch mŊŚen². 

 Parametry mitochondri§ln² respirace byly mŊŚeny tak® po stimulaci GH1 bunŊk TRH 

a TAL o koncentraci 10 ɛM (obr. 45A-E) a po sn²ģen² hladin ɓ-arrestinu2 s n§slednou stimulac² 

TRH a TAL v koncentraci 1 ɛM (obr. 46A-E). Ani v tŊchto pŚ²padech se neprok§zal ģ§dnĨ vĨraznĨ 

efekt pouģitĨch ligandŢ na procesy mitochondri§ln² respirace. 
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Obr. 45: Vliv vysok® koncentrace TRH a TAL na jednotliv® parametry mitochondri§ln² respirace. GH1 buŔky 

byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti ligandŢ (TRH, TAL, koncentrace 10 ɛM). Mitochondri§ln² respirace byla mŊŚena 

pŚ²strojem Oxygraph-2k. Data jsou vyj§dŚena jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SEM alespoŔ ze tŚ² nez§vislĨch mŊŚen². 
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Obr. 46: Vliv inhibice ɓ-arrestinu2 na jednotliv® parametry mitochondri§ln² respirace. GH1 buŔky se sn²ģenou 

expres² ɓ-arrestinu2 byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti ligandŢ (1 ɛM TRH nebo TAL). Mitochondri§ln² respirace byla 

mŊŚena pŚ²strojem Oxygraph-2k. Data jsou vyj§dŚena jako aritmetickĨ prŢmŊr Ñ SEM alespoŔ ze tŚ² nez§vislĨch 

mŊŚen². 

Nakonec jsme sledovali expresi jednotlivĨch enzymovĨch komplexŢ oxidaļn² fosforylace 

po ovlivnŊn² TRH a TAL (oba v koncentraci 1 ɛM) a tak® po inhibici ɓ-arrestinu2 (obr. 47). StejnŊ 

jako v pŚ²padŊ oxygrafickĨch mŊŚen², nebyly detekov§ny ģ§dn® vĨrazn® rozd²ly v jednotlivĨch 

mitochondri§ln²ch enzymech ani pomoc² imunoblotu. 
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Obr. 47: Vliv TRH, TAL a inhibice ɓ-arrestinu2 na expresi enzymŢ oxidativn² fosforylace u GH1 bunŊk. GH1 

buŔky byly inkubov§ny v pŚ²tomnosti 1 ɛM TRH a 1 ɛM TAL, bunŊļn® homogen§ty (20 Õg proteinŢ) byly rozdŊleny 

pomoc² SDS-PAGE a pomoc² imunoblotu oznaļeny specifickĨmi protil§tkami proti komplexu V (CV, A), komplexu 

III (CIII , B), komplexu IV (CIV, C), komplexu II (CII, D) a komplexu I (CI, E). ĐroveŔ exprese byla mŊŚena pomoc² 

ImageJ a normalizov§na na celkov® mnoģstv² proteinŢ detekovan® pomoc² Ponceau S. Zn§zornŊn je reprezentativn² 

imunoblot a grafy, kter® zobrazuj² relativn² hladiny zm²nŊnĨch enzymŢ. Hodnoty jsou vyj§dŚeny jako aritmetickĨ 

prŢmŊr Ñ SEM ze ġesti nez§vislĨch pokusŢ. 
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6.4 C²l 4: Role ɓ-arrestinu2 v TRH receptorem Ś²zen® signalizaci: Vliv inhibice 

ɓ-arrestinu2 na signalizaci malĨch GTP§z a MAP kin§z 

 Ve studii zabĨvaj²c² se vlivem ɓ-arrestinu2 a ligandŢ TRH-R (TRH nebo TAL, koncentrace 

1 ɛM) na fosforylaci proteinŢ souvisej²c²ch se signalizac² monomerickĨch G proteinŢ a MAP 

kin§zovou signalizac² u GH1 bunŊk byly porovn§v§ny soubory dat ze ġesti experiment§ln²ch 

skupin. Seznam porovn§vanĨch skupin je zn§zornŊn v tabulce 12 spolu s detekovanĨmi poļty 

odliġnŊ fosforylovanĨch proteinŢ a jednotlivĨch fosforylaļn²ch m²st mezi skupinami. 

Tab. 12: Poļty rozd²lnŊ fosforylovanĨch proteinŢ a fosforylaļn²ch m²st v r§mci porovn§vanĨch skupin 

Porovn§van® 

skupiny 

Poļet odliġnŊ 

fosforylovanĨch proteinŢ 

Poļet zmŊnŊnĨch 

fosforylaļn²ch m²st 

Arr/C 238 603 

TRH/C 113 232 

Arr-TRH/Arr 129 239 

TAL/C 151 321 

Arr-TAL/Arr  155 303 

C, kontroln² buŔky; Arr, buŔky se sn²ģenĨmi hladinami ɓ-arrestinu2; TRH, buŔky po stimulaci 1 ɛM TRH 

po dobu 30 minut; Arr-TRH; buŔky se sn²ģenĨmi hladinami ɓ-arrestinu2 stimulovan® 1 ɛM TRH po dobu 

30 minut; TAL, buŔky po stimulaci 1 ɛM TAL po dobu 30 minut; Arr-TAL; buŔky se sn²ģenĨmi hladinami 

ɓ-arrestinu2 stimulovan® 1 ɛM TAL po dobu 30 minut. 

Porovn§n²m zmŊn nalezenĨch po srovn§n² mezi TRH/C a Arr-TRH/Arr bylo zjiġtŊno, ģe 

30 zmŊn ve fosforylaci u 22 fosfoproteinŢ bylo stejnĨm smŊrem a 29 zmŊn ve fosforylaci 

u 21 fosfoproteinŢ smŊrem opaļnĨm. Porovn§n²m zmŊn nalezenĨch po srovn§n² mezi TAL/C a 

Arr-TAL/Arr bylo zjiġtŊno, ģe 36 zmŊn ve fosforylaci u 21 fosfoproteinŢ bylo stejnĨm smŊrem a 

44 zmŊn ve fosforylaci u 35 fosfoproteinŢ smŊrem opaļnĨm. 

 V n§sleduj²c²ch kapitol§ch budou pŚedstavov§ny konkr®tn² zmŊny ve fosforylaci proteinŢ 

v z§vislosti na sv® pŚ²sluġnosti k jednotlivĨm skupin§m monomerickĨch G proteinŢ. Nejv²ce zmŊn 

ve fosforylaci proteinŢ po inhibici ɓ-arrestinu a/nebo ovlivnŊn² TRH/TAL bylo zjiġtŊno u rodin Ras 

a Rho/Rac/Cdc42 monomerickĨch G proteinŢ. 

6.4.1 ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaļn² dr§ze monomern²ch 

G proteinŢ z rodiny Ras 

 ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch do sign§ln²ch transdukc² monomerickĨch 

G proteinŢ rodiny Ras a dr§hy PI3K/Akt/mTOR jsou zn§zornŊny na obr. 48. Jednotliv® zmŊny 

pozorovan® ve funkļn²ch dom®n§ch nebo interakļn²ch m²stech s jinĨmi proteiny jsou shrnut® 

v tabulce 13. Po aktivaci receptorŢ prostŚednictv²m TRH i TAL doġlo ke sn²ģen² ve fosforylaci 
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Ser94 v molekule B-Raf, zat²mco potlaļen² exprese ɓ-arrestinu2 nemŊlo na toto fosforylaļn² m²sto 

ģ§dnĨ vliv. TRH a TAL se naopak vĨraznŊ odliġuj² co se tĨļe vlivu na fosforylaci efektorŢ mTOR 

komplexu. Zat²mco aplikace TRH vedla k poklesu ve fosforylaci Ser1389 v TSC2 a Ser603 

v Rps6kc1 a d§le ke zvĨġen² fosforylace Ser300 v Cdk4, stimulace TAL ovlivnila pouze pokles 

fosforylace na Ser450 v molekule Ulk1. PŢsoben² TRH nav²c zpŢsobilo n§rŢst ve fosforylaci 

Thr857 a naopak pokles fosforylace Ser859 u proteinu Rptor, pŢsoben² TAL vyvolalo pouze m²rn® 

sn²ģen² (zhruba trojn§sobn®) ve fosforylaci na Ser859. V r§mci katalytick® podjednotky AMPK, 

Prkaa1, doġlo po ovlivnŊn² TRH (v²ce neģ tŚin§ctin§sobnŊ) i TAL (ġestin§sobnŊ) k poklesu 

ve fosforylaci na Ser486. 

 Potlaļen² exprese ɓ-arrestinu2 mŊlo vĨraznĨ vliv na sign§ln² dr§hu 

Src/EGFR/Ras/PI3K/Akt a na efektory Akt kin§zy. NapŚ²klad u bunŊk se sn²ģenou hladinou 

ɓ-arrestinu2 byl pozorov§n v²ce neģ desetin§sobnĨ n§rŢst ve fosforylaci Src kin§zy na Ser75 a 

zvĨġen§ fosforylace byla detekov§na tak® na Ser1165 u epiderm§ln²ho rŢstov®ho faktoru (EGFR). 

Naproti tomu, u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 a n§slednou stimulac² TRH nebo TAL doġlo 

ke sn²ģen² ve fosforylaci Ser75 u Src kin§zy, ale pouze TAL byl schopnĨ v tŊchto buŔk§ch sn²ģit 

fosforylaci na Ser1165 u EGFR. Po potlaļen² exprese ɓ-arrestinu2 byla zvĨġen§ fosforylace 

na Ser181 u proteinkin§zy PAK4 a velkĨ n§rŢst ve fosforylaci byl pozorov§n tak® u Akt1 kin§zy 

na Ser124 (169,7x), Ser126 (155,8x) a Ser129 (155,8x) a u kaseinkin§zy 2ɓ (Csnk2ɓ) na Ser154. 

Zat²mco stimulace TRH nemŊla na fosforylaci Akt1 ani Csnk2ɓ ģ§dnĨ vliv, po aplikaci TAL byl 

pozorov§n pokles ve fosforylaci Akt1 na Ser124 a Ser126 a souļasnŊ pokles ve fosforylaci Ser158 

u Csnk2ɓ. Aplikace TRH i TAL po pŚedchoz²m potlaļen² exprese ɓ-arrestinu2 

vedla u Akt1 k poklesu ve fosforylaci Ser126, TRH nav²c sn²ģil fosforylaci tak® u Ser124, kdeģto 

TAL na Ser122 u t®to kin§zy. Tak® u efektorŢ Akt1 kin§zy byly pozorov§ny jist® rozd²ly 

ve fosforylac²ch po aplikaci TRH a TAL. Zat²mco u bunŊk s potlaļenou expres² ɓ-arrestinu2 

vyvolal TRH sn²ģen² fosforylace na Ser541 u Map3k9, TAL indukoval pokles ve fosforylaci 

na Ser1027 a Ser1031 u Map3k5. Rozd²ly ve fosforylac²ch po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2 a 

n§sledn® aplikaci ligandŢ byly detekov§ny tak® v pŚ²padŊ TSC1, TSC2 a proteinŢ tvoŚ²c²ch mTOR 

komplex. U TSC1 vyvolaly oba ligandy pokles ve fosforylaci Ser561 a Ser565, TAL nav²c 

indukoval fosforylaci u Ser1097 v TSC1, kdeģto TRH zpŢsobil pokles ve fosforylaci Ser1389 

u TSC2. Oba ligandy shodnŊ vedly k poklesu ve fosforylaci Ser26 u lysozom§ln²ho adaptorov®ho 

proteinu Lamtor1, Ser94 u mal® GTP§zy Rragc a Thr857 u proteinu Rptor. 

Stimulace TRH a TAL u bunŊk se sn²ģenou hladinou ɓ-arrestinu2 indukovala fosforylaci 

u presenilinu 1 (Psen1), kterĨ pŚ²mo interaguje s dalġ²m efektorem sign§ln² transdukce 

Ras/PI3K/Akt, kateninem. ZmŊny ve fosforylaci tohoto proteinu byly detekov§ny na Ser366, 

Ser368, Thr371 a Ser372. 

ZmŊny ve fosforylaci nŊkterĨch aminokyselinovĨch zbytkŢ byly detekovan® u bunŊk 

po potlaļen² ɓ-arrestinu2 tak® u katalytick® a regulaļn² podjednotky AMPK. Po sn²ģen² hladin 
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ɓ-arrestinu2 doġlo k n§rŢstu fosforylace na Thr488 u katalytick® podjednotky AMPK, Prkaa1, a 

u regulaļn² podjednotky, Prkab1, na Ser108. N§sledn§ aplikace TRH vyvolala n§rŢst ve fosforylaci 

Thr526 u Prkaa1. StejnŊ tak aplikace TAL iniciovala zvĨġen² fosforylace na Thr526, nav²c ale 

po stimulaci t²mto ligandem doġlo ke zvĨġen² fosforylace na Ser527 a naopak k poklesu 

ve fosforylaci na Thr488 u Prkaa1. 

U proteinu Lats1 byly pozorov§ny zmŊny ve fosforylaci na dvou serinovĨch m²stech, 

jednak na Ser464, kde doġlo u bunŊk se sn²ģenou hladinou ɓ-arrestinu2 k n§rŢstu fosforylace a 

jednak na Ser1111. U druh®ho zm²nŊn®ho fosforylaļn²ho m²sta, Ser1111, byl detekov§n pokles 

ve fosforylaci po aplikaci TRH nebo TAL a nebo po sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2. Pokud ale byly 

buŔky souļasnŊ vystaven® sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 a stimulaci TRH/TAL, doġlo naopak 

k n§rŢstu fosforylace na Ser1111. Co se tĨļe kin§zy Stk3, kter§ je zn§m§ pro svou roli ve fosforylaci 

Lats, sn²ģen² hladin ɓ-arrestinu2 zvĨġilo (v²ce neģ 29x) fosforylaci na Ser316. Stimulace TAL 

naproti tomu vedla k poklesu (13x) ve fosforylaci Ser316. 

Tab. 13: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ detekovan® ve funkļn²ch dom®n§ch s enzymatickou aktivitou nebo 

interakļn²ch m²stech s jinĨmi proteiny 

N§zev proteinu Fosforylovan® m²sto; 

identifikaļn² ļ²slo 

v datab§zi Uniprot pro 

organismus Rattus 

norvegicus 

Lokalizace nebo funkce 

Src kin§za Ser75; Q9WUD9 
zvĨġen² aktivity Src 

kin§zy 

PAK4 kin§za Ser181; B5DF62 
oblast zodpovŊdn§ za 

vazbu 14-3-3 proteinŢ 

kin§za Akt1 
Ser124, Ser126, Ser129; 

P47196 

pŚedpokl§dan§ role 

v regulaci konformaļn²ch 

stavŢ Akt 

CK2ɓ Ser154; A0A096MJD3 spojeno s mit·zou 

Prkab1 Ser108; P80386 

stabilizace interakc² mezi 

jednotlivĨmi dom®nami 

AMPK 

Prkaa1 
Thr488, Thr526, Ser527; 

P54645 
regulace aktivity AMPK 
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Obr. 48: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaci monomern²ch G proteinŢ z rodiny Ras a dr§ze 

PI3K/Akt/mTOR. V bledŊmodrĨch r§meļc²ch jsou n§zvem genu a ID proteinu podle datab§ze UniProt vyznaļen® 

jednotliv® proteiny, u kterĨch byly zjiġtŊny zmŊny ve fosforylaci u kontroln²ch GH1 bunŊk nebo u bunŊk po siRNA 

inhibici ɓ-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Fosforylovan® aminokyselinov® zbytky jsou oznaļen® 

jednop²smennĨmi zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poŚad²m v aminokyselinov® sekvenci. Jedna nebo 

dvŊ mal® barevn® ġipky vedle tŊchto fosforylaļn²ch m²st znaļ² kvantitativn² (fold change uvedeno v hranat® 

z§vorce), respektive kvalitativn² zmŊnu; smŊr ġipky znaļ², zda doġlo k n§rŢstu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, 

porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2, ļerven® ġipky; TRH/C, 

porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TRH (ģlut® ġipky); TAL/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TAL (modr® ġipky); Arr-TRH/Arr, porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA 

inhibici ɓ-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnŊd® ġipky); Arr-TAL/Arr porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelen® ġipky). Stimulaļn² nebo inhibiļn² ¼ļinek je vyj§dŚen ġipkami mezi jednotlivĨmi 

proteiny, pŚiļemģ ļerven® ġipky a ļerven® kŚ²ģky pŚedstavuj² jiģ potvrzen® interakce mezi fosforylaļn²m m²stem a 

fosforyluj²c²m efektorem nebo proteinem navazuj²c²m d§le v signalizaci. Asociace a interakce mezi jednotlivĨmi 

proteiny byly vyznaļeny podle n§sleduj²c²ch prac²: Song et al., 2018; Martelli et al., 2010; Schoneborn et al., 2018; 

Meng et al., 2016; Young et al., 2021; Lai et al., 2016; Zhao et al., 2015; Sanders et al., 2019; Alsaqati et al., 

2020; Goel et al., 2018; Won et al., 2019; Kucerova et al., 2016; Sanchez et al., 2012; Mihaylova a Shaw, 2011; 

Fang et al., 2020; Spencer, 2007; Pan et al., 2011; Girardi et al., 2014; Di Maira et al., 2005; Steinberg a Carling, 

2019; Humbert et al., 2010; Chan et al., 2005, Annunziata et al., 2020; Cuesta et al., 2021; Beck et al., 2014. 
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ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch do sign§ln² transdukce 

Grb2/Sos/Ras/Raf/MEK/ERK jsou zn§zornŊny na obr. 49. ZmŊny lokalizovan® ve funkļn²ch 

dom®n§ch nebo interakļn²ch m²stech s jinĨmi proteiny jsou shrnut® v tabulce 14. Aļkoli jsme 

nedetekovali ģ§dn® zmŊny ve fosforylaci adaptorov®ho proteinu Grb2, u jeho vazebnĨch partnerŢ 

Gab1 a Sos1 k jistĨm fosforylaļn²m zmŊn§m doġlo. V pŚ²padŊ Gab1 byl pozorov§n pokles 

ve fosforylaci na Ser438 po aplikaci TRH. V pŚ²padŊ Sos1 byl poļet ovlivnŊnĨch fosforylaļn²ch 

m²st rozs§hlejġ², neboŠ samotn® potlaļen² exprese ɓ-arrestinu2 mŊlo z§sadn² vliv na fosforylaci 

sedmi fosforylaļn²ch m²st (pokles na Ser1078 a Ser1082, n§rŢst na Thr1249, Ser1251, Thr1255, 

Ser1318 a Ser1319). Aktivace receptorŢ pomoc² TRH neindukovala ģ§dnou zmŊnu ve fosforylaci 

Sos1, naproti tomu stimulace TAL mŊla za n§sledek m²rnĨ pokles ve fosforylaci na Ser1078 a 

Ser1082 (oba shodnŊ 5,6x). Sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 a n§sledn§ stimulace TRH nebo TAL 

vedla v pŚ²padŊ obou ligandŢ ke shodn®mu ¼ļinku, a to ke zvĨġen² fosforylace na Ser1078 a 

Ser1082 a k poklesu fosforylace na Thr1255. Pouze TAL nav²c jeġtŊ indukoval fosforylaci 

na Ser1319 u Sos1. 

Sn²ģen² hladin ɓ-arrestinu2 mŊlo vliv tak® na proteiny asociovan® s Ras, jako je 

neurofibromin 1 (Nf1), afadin (Afdn), Rassf5 nebo Dab2ip. V pŚ²padŊ Nf1 pokles v expresi 

ɓ-arrestinu2 indukoval fosforylaci na Ser821, Ser824, Thr2432 a Ser2488, v pŚ²padŊ Afdn doġlo 

ke zvĨġen² ve fosforylaci na Ser1114 (15x), Ser1179 (33,6x), Ser1180 (33,6x), Ser1189 (33,6x) a 

Ser1779 (5,6x). Stimulace TAL po pŚedchoz² siRNA inhibici ɓ-arrestinu2 vedla ke zvĨġen² 

fosforylace na Ser177 Rassf5 proteinu a k poklesu fosforylace na Ser719 u Dab2ip. 

Signalizace od Ras vede pŚes Raf kin§zu d§le k AC6 a PKA. Jak bylo uvedeno vĨġe, 

aplikace TRH i TAL shodnŊ vedla k poklesu ve fosforylaci na Ser94 u Raf kin§zy. Co se tĨļe AC6, 

k poklesu fosforylace na Ser67 vedla pouze stimulace TAL. Potlaļen² exprese ɓ-arrestinu2 

indukovalo n§rŢst ve fosforylaci na Ser67 (t®mŊŚ 38x) a Thr69 a n§sledn§ stimulace TAL vedla 

k poklesu fosforylace na Thr69 u AC6. Detekovali jsme tak® fosforylaļn² zmŊny u regulaļn²ch 

podjednotek PKA. Zat²mco po sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 doġlo k n§rŢstu ve fosforylaci Ser83 

u Prkar1a a Ser97 u Prkar2a, stimulace TAL sn²ģila fosforylaci na Ser83 a Ser85 u Prkar2b. 

Stimulace TRH nemŊla vliv ani na AC6, ani na PKA. 

PŚestoģe ani inhibice ɓ-arrestinu2, ani aktivace TRH nebo TAL neindukovaly zmŊny 

ve fosforylac²ch kin§z MEK1/2 a ERK1/2, fosforylaļn² m²sta nŊkterĨch jejich interakļn²ch 

partnerŢ a efektorŢ ovlivnŊna byla. PŚi sn²ģen® expresi ɓ-arrestinu2 byl detekov§n n§rŢst 

ve fosforylaci na Thr272 (19,5x) a Thr276 (6,7x) u kin§zov®ho supresoru Ras 2, KSR2, a naopak 

pokles na Thr276 (v²ce neģ 3x) po stimulaci TAL a na Thr272 u bunŊk se sn²ģenou expres² 

ɓ-arrestinu2 a s n§slednou stimulac² TAL. U proteinu interaguj²c²ho s KSR1, CNKSR1, doġlo 

po inhibici ɓ-arrestinu2 k n§rŢstu ve fosforylaci na Thr284 a Ser288 (v²ce neģ 200x) a ke sn²ģen² 

fosforylace na Thr284 po inhibici ɓ-arrestinu2 a n§sledn® aplikaci TAL. ZmŊny ve fosforylaci MAP 

kin§z Map3k2 a Map3k9, kter® mohou modulovat funkci MEK1/2, byly tak® nejv²ce detekov§ny 
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ve vzorc²ch se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. Za tŊchto podm²nek se zvĨġila fosforylace na Ser163, 

Ser239, Ser331, Ser334 a Ser337 u Map3k2 a na Ser541 a Ser545 u Map3k9. N§sledn§ aplikace 

TRH nebo TAL vedla ke zvĨġen² fosforylace Ser135 u Map3k2 a stimulace TRH k poklesu 

ve fosforylaci na Ser337 u Map3k2 a Ser541 u Map3k9 u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. 

Aktivace ERK1/2 Ś²d² fosforylaci mnoha substr§tŢ. V naġ² studii doġlo k ovlivnŊn² 

fosforylace u proteinŢ Rps6ka3, Rreb1 nebo Cdk4. V r§mci kin§zy Rps6ka3 byla detekov§na 

zvĨġen§ fosforylace na Thr365 a Ser369 po inhibici ɓ-arrestinu2 a n§sledn® aplikaci TRH. 

Substr§tem t®to kin§zy je napŚ²klad kin§za Riok2, u kter® byl identifikov§n n§rŢst ve fosforylaci 

na Ser437 po sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 a n§sledn® stimulaci TAL. U bunŊk, kde byla sn²ģen§ 

hladina ɓ-arrestinu2, a nebo stimulovanĨch TRH, doġlo k n§rŢstu fosforylace na Ser300 u kin§zy 

Cdk4. U dalġ²ho substr§tu ERK1/2, transkripļn²ho faktoru Rreb1, bylo odhaleno nejv²ce 

fosforylaļn²ch zmŊn. Na Ser1177, Ser1178 a Ser1306 vedlo sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 ke zvĨġen² 

ve fosforylaci, zvĨġen² fosforylace bylo detekov§no tak® na Ser1137, Ser1138 a Ser1590 u bunŊk 

se sn²ģenou ¼rovn² exprese ɓ-arrestinu2 nebo po stimulaci TRH. Naopak ke sn²ģen² fosforylace 

doġlo na Ser1603 po aplikaci jak TRH, tak TAL, a na Thr1595 a Ser1597 po sn²ģen² hladin 

ɓ-arrestinu2 a n§sledn® stimulaci TRH. Na Ser1361 a Ser1364 vedl pokles v expresi ɓ-arrestinu2 

ke sn²ģen² fosforylace a naopak pokles v expresi ɓ-arrestinu2 s n§slednou stimulac² TAL ke zvĨġen² 

ve fosforylaci tŊchto dvou fosforylaļn²ch m²st. 

Tab. 14: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ detekovan® ve funkļn²ch dom®n§ch s enzymatickou aktivitou nebo 

interakļn²ch m²stech s jinĨmi proteiny 

N§zev proteinu Fosforylovan® m²sto; 

identifikaļn² ļ²slo 

v datab§zi Uniprot pro 

organismus Rattus 

norvegicus 

Lokalizace nebo funkce 

Gab1 Ser438; D3ZAL7 
nach§z² se v bl²zkosti 

Met-vazebn® dom®ny 

Sos1 

Ser1078, Ser1082, 

Thr1249, Ser1251, 

Thr1255, Ser1318, 

Ser1319; D4A3T0 

lokalizov§no v dom®nŊ 

pro vazbu Grb2 

Dclk1 

Ser305, Ser307, Ser330, 

Ser332, Ser334, Thr336, 

Ser337, Ser340; 

A0A0G2KB92 

zodpovŊdn® za aktivitu 

Dclk1 
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Obr. 49: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaci monomern²ch G proteinŢ z rodiny Ras a dr§ze 

Grb2/Sos/Ras/Raf/MEK/ERK. V bledŊmodrĨch r§meļc²ch jsou n§zvem genu a ID proteinu podle datab§ze 

UniProt vyznaļen® jednotliv® proteiny, u kterĨch byly zjiġtŊny zmŊny ve fosforylaci u kontroln²ch GH1 bunŊk nebo 

u bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Fosforylovan® aminokyselinov® zbytky 

jsou oznaļen® jednop²smennĨmi zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poŚad²m v aminokyselinov® sekvenci. 

Jedna nebo dvŊ mal® barevn® ġipky vedle tŊchto fosforylaļn²ch m²st znaļ² kvantitativn² (fold change uvedeno 

v hranat® z§vorce) nebo kvalitativn² zmŊnu; smŊr ġipky znaļ², zda doġlo k n§rŢstu nebo poklesu ve fosforylaci. 

Arr/C, porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2, ļerven® ġipky; TRH/C, 

porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TRH (ģlut® ġipky); TAL/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TAL (modr® ġipky); Arr-TRH/Arr, porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA 

inhibici ɓ-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnŊd® ġipky); Arr-TAL/Arr porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelen® ġipky). Stimulaļn² nebo inhibiļn² ¼ļinek je vyj§dŚen ġipkami mezi jednotlivĨmi 

proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivĨmi proteiny byly vyznaļeny podle n§sleduj²c²ch prac²: Namba et al., 

2015; Young et al., 2021; Won et al., 2019; Llavero et al., 2021; Sureban et al, 2013; Deng et al., 2020; Goel et 

al., 2018; Cerezo et al., 2021; Llavero et al., 2019; Lavoie et al., 2018; Bok et al., 2020; Kent et al., 2013. 
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ZmŊny ve fosforylaci byly zjiġtŊny tak® u kin§zy Dclk1. Potlaļen² exprese ɓ-arrestinu2 

indukovalo n§rŢst ve fosforylaci na Ser305, Ser307, Ser332, Ser336, Ser337, Ser340. Naopak 

aktivace receptorŢ prostŚednictv²m TRH i TAL mŊla za n§sledek pokles fosforylace na Ser340, 

Ser363 a Ser364. Stimulace TAL d§le vedla k m²rn®mu sn²ģen² fosforylace na Ser330 (12,5x) a 

poklesu ve fosforylaci na Ser334 a Ser337. Ke sn²ģen² fosforylace na Ser334 doġlo tak® po stimulaci 

TRH u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. Stimulace TAL po potlaļen² exprese ɓ-arrestinu2 

naopak vedla ke sn²ģen² fosforylace na Ser336 a zvĨġen² fosforylace na Ser340. 

6.4.2 ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaļn² dr§ze monomern²ch 

G proteinŢ z rodiny Rho 

 Dalġ² tŚ²dou malĨch GTP§z ovlivnŊnĨch sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 a stimulac² 

TRH/TAL jsou Rho/Rac/Cdc42 GTP§zy. V n§sleduj²c²ch tŚech podkapitol§ch jsou pro pŚehlednost 

jednotliv® proteiny rozdŊleny podle sv® pŚ²sluġnosti k Rho GTP§z§m (6.4.2), Rac GTP§z§m (6.4.3) 

nebo Cdc42 GTP§z§m (6.4.4). Ke zmŊn§m ve fosforylaci v r§mci t®to rodiny doch§zelo jak u GEF 

faktorŢ (zelenŊ zbarven®), tak u proteinŢ s GAP aktivitou (ļervenŊ zbarven®) a tak® u rŢznĨch 

efektorŢ tŊchto GTP§z (bledŊmodŚe zbarven®). V²ce fosforylaļn²ch zmŊn bylo evidov§no u GEF 

faktorŢ v porovn§n² s GAP proteiny. Ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ doch§zelo k n§rŢstu ve fosforylaci GEF a 

GAP po sn²ģen² hladin ɓ-arrestinu2 a k poklesu ve fosforylaci po stimulaci TRH a TAL. ZmŊny 

pozorovan® ve funkļn²ch dom®n§ch nebo v m²stech pro interakci s jinĨmi proteiny jsou zn§zornŊn® 

v tabulce 15. 

 U proteinu Arhgef2 se zvĨġila fosforylace na Ser925 (9,7x), Ser937 (9,1x), Ser940 (8,3x) 

a Ser944 (9,8x) po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2 a naopak po stimulaci receptorŢ prostŚednictv²m 

TAL fosforylace na Ser925, Ser937 (8x) a Ser940 (6,2x) poklesla v porovn§n² s kontrolou (obr. 50). 

Pokles ve fosforylaci na Ser937 a Ser940 byl detekov§n tak® po stimulaci TRH. ZmŊny 

ve fosforylaci proteinu Arhgef11 byly naakumulov§ny do tŚech klastrŢ. V prvn² oblasti bylo 

evidov§no zvĨġen² fosforylace na Ser270, Ser273 a Thr311 po stimulaci TRH a TAL u bunŊk 

se sn²ģenou hladinou ɓ-arrestinu2 a pokles ve fosforylaci na Ser308 po stimulaci TRH a TAL 

u kontroln²ch bunŊk. V dalġ²ch dvou oblastech doġlo vģdy ke zvĨġen² ve fosforylaci po sn²ģen² 

exprese ɓ-arrestinu2. V druh® oblasti byl evidov§n v²ce neģ sedmin§sobnĨ n§rŢst v pŚ²padŊ 

fosforylaļn²ch m²st Ser720, Thr725 a Thr729 a ve tŚet² oblasti nastalo zvĨġen² fosforylace 

na Ser1511, Ser1512, Thr1515 a Thr1516. V pŚ²padŊ proteinu Arhgef28 byly tak® zjiġtŊny dvŊ 

oddŊlen® oblasti s vĨskytem zmŊn ve fosforylaci. Na fosforylaļn²ch m²stech Ser312 a Ser314 

(12,3x) v prvn² oblasti byla zvĨġen§ fosforylace u bunŊk s potlaļenou expres² ɓ-arrestinu2 a naopak 

na Ser314 sn²ģen§ fosforylace v pŚ²padŊ, ģe buŔky byly stimulov§ny TRH nebo TAL. DruhĨ klastr 

fosforylaļn²ch m²st sest§val z Thr1197, Ser1198 a Ser1200, u kterĨch doġlo k poklesu 

ve fosforylaci po aplikaci TRH nebo TAL, aŠ uģ k buŔk§m kontroln²m nebo vystavenĨm sn²ģen® 
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expresi ɓ-arrestinu2. U dalġ²ch dvou GEF faktorŢ, jmenovitŊ Arhgef12 a Arhgef40, bylo zjiġtŊno 

ovlivnŊn² fosforylace pouze za podm²nek sn²ģen® hladiny ɓ-arrestinu2 a/nebo stimulace TAL. Tak® 

cytozol§rn² proteiny Dvl1, Dvl2, Dvl3, Vav2 a Camk2b byly rozd²lnŊ fosforylov§ny pŢsoben²m 

TRH a TAL. Zat²mco TAL vedl ke zvĨġen² fosforylace Ser194 u Dvl1, sn²ģen² fosforylace 

na Ser211 (8,3x) u Dvl2, Ser125 u Dvl3, Ser703, Ser704 a Ser706 u Vav2, TRH sn²ģil fosforylaci 

pouze na Ser125 u Dvl3 a lehce tak® na Thr361 (2,7x) u Camk2b. U vġech sledovanĨch 

experiment§ln²ch kombinac² tak® doġlo ke zmŊn§m ve fosforylaci u intersektinu-1 (Itsn1). 

 Nejv²ce fosforylaļn²ch zmŊn mezi GAP proteiny bylo evidov§no u Myo9b a Arhgap35. 

Aplikace TRH a TAL zpŢsobila u nŊkolika fosforylaļn²ch m²st u tŊchto proteinŢ pokles 

ve fosforylaci, kterĨ byl pouze s jednou vĨjimkou (Ser1982, Myo9b, aplikace TAL) zachov§n i 

v pŚ²padŊ pŚedchoz²ho sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2. 

 ZmŊny ve fosforylac²ch byly kromŊ GEF a GAP zjiġtŊny tak® u nŊkolika efektorŢ Rho 

GTP§z a proteinŢ s nimi asociovanĨmi. U nŊkterĨch z nich byly detekov§ny fosforylaļn² zmŊny 

pouze po sn²ģen² hladin ɓ-arrestinu2 (Prkcd, Prkd2, Rock1, Snrk). Sn²ģen² hladin ɓ-arrestinu2 nebo 

aplikace TRH nebo TAL vyvolalo zvĨġen² fosforylace na Ser1124 u proteinkin§zy Rock2, naproti 

tomu sn²ģen² hladin ɓ-arrestinu2 n§sledovan® stimulac² TRH nebo TAL zpŢsobilo pokles 

ve fosforylaci tohoto fosforylaļn²ho m²sta. Odliġn§ fosforylace byla pozorov§na tak® u nŊkolika 

MAP kin§z. Inhibice ɓ-arrestinu2 zpŢsobila zvĨġen² fosforylace na Ser1027 a Ser1031 u Map3k5, 

ale n§sledn§ stimulace TAL tuto fosforylaci zvr§tila. U kin§zy Map3k7 vedla inhibice ɓ-arrestinu2 

k n§rŢstu ve fosforylaci Ser439, kdeģto stimulace TAL fosforylaci na tomto serinu sn²ģila (5,4x). 

Souļasn® sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 s n§slednou stimulac² TRH nebo TAL zvĨġilo fosforylaci 

na Ser454 u Map3k7. V r§mci tŚet² MAP kin§zy, Map3k20 (Zak), doġlo na Ser434 a Ser452 

k poklesu ve fosforylaci po stimulaci bunŊk TRH nebo TAL. KromŊ vĨġe zm²nŊnĨch proteinkin§z 

Prkcd a Prkd2, byly zmŊny ve fosforylac²ch pozorov§ny i u nŊkolika dalġ²ch. PatŚ² mezi nŊ 

napŚ²klad Pkn1, Prkd1 nebo Prkce. Jak u Pkn1, tak u Prkce bylo nejv²ce zmŊn pozorov§no 

po aktivaci receptorŢ TRH a TAL u bunŊk se sn²ģenĨmi hladinami ɓ-arrestinu2. Nejv²ce odliġnĨch 

fosforylac² bylo detekov§no u proteinkin§zy Prkd1, u kter® se daj² jednotliv§ fosforylovan§ m²sta 

rozdŊlit do tŚech oblast². V prvn² oblasti vedl pokles v expresi ɓ-arrestinu2 ke vzrŢstu ve fosforylaci 

na Ser161 a Ser164 (v obou 24,3x) a k poklesu fosforylace (4,6x) po stimulaci TAL. V r§mci 

druh®ho klastru doġlo k poklesu ve fosforylaci na Ser189 a Ser192 po stimulaci TRH nebo TAL. 

U fosforylaļn²ch m²st v tŚet² oblasti, Ser361 a Thr364, byla tak® pozorov§na sn²ģen§ fosforylace 

po stimulaci TRH a TAL nebo po inhibici ɓ-arrestinu2. Kdyģ byly buŔky ale pŚed stimulac² TRH 

a TAL vystaveny inhibici ɓ-arrestinu2, doġlo k n§rŢstu ve fosforylaci u tŊchto dvou fosforylaļn²ch 

m²st. 
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Obr. 50: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaci monomern²ch G proteinŢ z rodiny Rho. 

V bledŊmodrĨch r§meļc²ch jsou n§zvem genu a ID proteinu podle datab§ze UniProt vyznaļen® jednotliv® efektory 

Rho GTP§z, u kterĨch byly zjiġtŊny zmŊny ve fosforylaci u kontroln²ch GH1 bunŊk nebo u bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. ZelenĨmi r§meļky jsou vyznaļeny GEF faktory a ļervenĨmi 

r§meļky GAP proteiny Rho GTP§z. Fosforylovan® aminokyselinov® zbytky jsou oznaļen® jednop²smennĨmi 

zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poŚad²m v aminokyselinov® sekvenci. Jedna nebo dvŊ mal® barevn® 

ġipky vedle tŊchto fosforylaļn²ch m²st znaļ² kvantitativn² (fold change uvedeno v hranat® z§vorce) nebo kvalitativn² 

zmŊnu; smŊr ġipky znaļ², zda doġlo k n§rŢstu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2, ļerven® ġipky; TRH/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TRH (ģlut® ġipky); TAL/C, porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a 

bunŊk po stimulaci TAL (modr® ġipky); Arr-TRH/Arr, porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnŊd® ġipky); Arr-TAL/Arr porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelen® ġipky). Stimulaļn² nebo inhibiļn² ¼ļinek je vyj§dŚen ġipkami mezi jednotlivĨmi 

proteiny, pŚiļemģ ļerven® ġipky pŚedstavuj² jiģ potvrzen® interakce mezi fosforylaļn²m m²stem a fosforyluj²c²m 

efektorem nebo proteinem navazuj²c²m d§le v signalizaci. Asociace a interakce mezi jednotlivĨmi proteiny byly 

vyznaļeny podle n§sleduj²c²ch prac²: Bros et al., 2019; Li et al., 2020b; Yi et al., 2016; Schlessinger et al., 2009; 
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Cook et al., 2014; Blangy, 2017; Gong et al., 2018; Maiwald et al., 2016; Akizu a Mart²nez-Balb§s, 2016; Feng et 

al., 2014; Muller et al., 2020; Kim et al., 2000; Shimizu et al., 2008; Lartey a Bernal, 2009; Cossette et al., 2016; 

Fokin et al., 2016; Rangamani et al., 2016; Durkin et al., 2017; Eisler et al., 2018; Forrest et al., 2018; Kurtzeborn 

et al., 2019; Pedraza et al., 2019; Asih et al., 2020; Schulte a Shenoy, 2011; Clayton a Ridley, 2020; Fang et al., 

2020; Tolias et al., 2011; Kovacs et al., 2009, Pan et al., 2011. 

Tab. 15: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ detekovan® ve funkļn²ch dom®n§ch s enzymatickou aktivitou nebo 

interakļn²ch m²stech s jinĨmi proteiny 

N§zev proteinu Fosforylovan® m²sto; 

identifikaļn² ļ²slo 

v datab§zi Uniprot pro 

organismus Rattus 

norvegicus 

Lokalizace nebo funkce 

Dvl3 Ser48; D4ADV8 
lokalizov§no v DIX 

dom®nŊ pro vazbu Dvl1 

Pkn1 Ser920; Q63433 regulace aktivity Pkn1 

6.4.3 ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaļn² dr§ze monomern²ch 

G proteinŢ z rodiny Rac 

 T®mŊŚ u vġech GEF, GAP i ostatn²ch efektorovĨch proteinŢ souvisej²c²ch s dr§hou Rac 

GTP§z indukovala stimulace TRH nebo TAL pokles ve fosforylaci jednotlivĨch fosforylaļn²ch m²st 

(obr. 51). NŊkter® GEF faktory ¼ļastn²c² se regulace Rho GTP§z hraj² roli tak® v regulaci aktivity 

Rac GTP§z. PatŚ² mezi nŊ napŚ²klad Camk2b, Dvl proteiny, Mcf2l, Prex2 nebo Vav2. ZmŊny 

souvisej²c² s tŊmito proteiny byly pops§ny uģ v kapitole 6.4.2. U regulaļn² podjednotky 

kaseinkin§zy (Csnk2b), kter§ reguluje funkci Dvl proteinŢ, byl zjiġtŊn n§rŢst ve fosforylaci 

na Ser154 u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 a pokles po n§sledn® stimulaci TAL a d§le 

pokles na Ser158 u kontroln²ch bunŊk po stimulaci TAL. DruhĨ ligand, TRH, a tak® sn²ģen§ exprese 

ɓ-arrestinu2 zpŢsobily pokles fosforylace na Ser27 u substr§tu proteinkin§zy C, Marcks. 

Oba ligandy, TRH i TAL, ovlivnily fosforylaci u bunŊk se sn²ģenou hladinou ɓ-arrestinu2 rŢznŊ 

u nŊkolika dalġ²ch GEF, napŚ²klad Dock6, Mcf2l, Prex2 a Tiam1. NejzasaģenŊjġ²m proteinem 

ze vġech GEF faktorŢ byl Dock7, kterĨ byl rozd²lnŊ fosforylov§n na osmi rŢznĨch 

aminokyselinovĨch zbytc²ch. 

 StejnŊ jako GEF faktory, tak® nŊkter® GAP reguluj² aktivitu jak Rho GTP§z, tak Rac 

GTP§z. TakovĨm pŚ²kladem je Myo9b nebo Arhgap35, u kterĨch jsme zmŊny ve fosforylac²ch 

probrali v pŚedchoz² kapitole 6.4.2. U dvou dalġ²ch GAP, Arhgap17 a Farp2, byla zjiġtŊna sn²ģen§ 

fosforylace po stimulaci TRH a TAL u kontroln²ch bunŊk. V pŚ²padŊ Farp2 byl tento pokles 

detekov§n i po stimulaci obŊma hormony u bunŊk se sn²ģenou ¼rovn² ɓ-arrestinu2, kdeģto 

u Arhgap17 pouze v pŚ²padŊ, ģe byly tyto buŔky vystaveny stimulaci TRH, stimulace TAL nemŊla 

u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 na fosforylaļn² stav Arhgap17 ģ§dnĨ vliv. 
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Obr. 51: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaci monomern²ch G proteinŢ z rodiny Rac. 

V bledŊmodrĨch r§meļc²ch jsou n§zvem genu a ID proteinu podle datab§ze UniProt vyznaļen® jednotliv® efektory 

Rac GTP§z, u kterĨch byly zjiġtŊny zmŊny ve fosforylaci u kontroln²ch GH1 bunŊk nebo u bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. ZelenĨmi r§meļky jsou vyznaļeny GEF faktory a ļervenĨmi 

r§meļky GAP proteiny Rac GTP§z. Fosforylovan® aminokyselinov® zbytky jsou oznaļen® jednop²smennĨmi 

zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poŚad²m v aminokyselinov® sekvenci. Jedna nebo dvŊ mal® barevn® 

ġipky vedle tŊchto fosforylaļn²ch m²st znaļ² kvantitativn² (fold change uvedeno v hranat® z§vorce) nebo kvalitativn² 

zmŊnu; smŊr ġipky znaļ², zda doġlo k n§rŢstu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2, ļerven® ġipky; TRH/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TRH (ģlut® ġipky); TAL/C, porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a 

bunŊk po stimulaci TAL (modr® ġipky); Arr-TRH/Arr, porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnŊd® ġipky); Arr-TAL/Arr porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelen® ġipky). Stimulaļn² nebo inhibiļn² ¼ļinek je vyj§dŚen ġipkami mezi jednotlivĨmi 

proteiny, pŚiļemģ ļerven® ġipky pŚedstavuj² jiģ potvrzen® interakce mezi fosforylaļn²m m²stem a fosforyluj²c²m 

efektorem nebo proteinem navazuj²c²m d§le v signalizaci. Asociace a interakce mezi jednotlivĨmi proteiny byly 

vyznaļeny podle n§sleduj²c²ch prac²: Miyamoto et al., 2007; Lee et al., 2016; Okabe et al., 2003; Harden et al., 
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2009; Schlessinger et al., 2009; Kichina et al., 2010; He et al., 2013; Kuijl  et al., 2013; Lopez-Guerrero et al., 

2020; Vasco, 2021; Kovacs et al., 2009; Schulte a Shenoy, 2011; Zamboni et al., 2018; Kim et al., 2000; Bryja et 

al., 2008; Wang et al., 2008; Moniz a Jordan, 2010; Manchanda et al., 2013; Lopez-Haber et al., 2016; 

Nuche-Berenguer et al., 2016; Fu, 2017; Forrest et al., 2018; Kurtzeborn et al., 2019; Mertens et al., 2003; Heo 

et al., 2005; Kukimoto-Niino et al., 2019; Maiwald et al., 2016; Chen et al, 2010; Welch, 2015; Feng et al., 2014; 

Pan et al., 2011; Offenhauser et al., 2004; Tobon et al., 2018; Arash et al., 2014; Beck et al., 2014; Yu et al., 2015; 

Nola et al., 2008. 

Zaznamen§ny byly d§le i zmŊny ve fosforylaci cytoplazmatick® proteinkin§zy Wnk2, 

v r§mci kter® byla opŊt jednotliv§ fosforylaļn² m²sta rozŚazena do dvou oblast². Do prvn²ho klastru 

jsou zaŚazena dvŊ fosforylaļn² m²sta, Ser45 a Ser49. V pŚ²padŊ Ser45 byla zvĨġen§ fosforylace 

u bunŊk ovlivnŊnĨch sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 a nebo aplikac² TRH. Naproti tomu na Ser49 

doġlo k poklesu fosforylace po stimulaci jak TRH, tak TAL u kontroln²ch bunŊk a d§le po stimulaci 

TRH u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. Co se tĨļe druh® oblasti, na tŚech fosforylaļn²ch 

m²stech, na Thr1774, Ser1830 a Thr1831, vedla inhibice ɓ-arrestinu2 k n§rŢstu ve fosforylaci, 

zat²mco stimulace TRH u kontroln²ch bunŊk a aplikace TAL k buŔk§m se sn²ģenou hladinou 

ɓ-arrestinu2 mŊla za n§sledek pokles ve fosforylaci na Ser1830 a Thr1831. StejnŊ jako v pŚ²padŊ 

Rho GTP§z, i v signalizaci Rac GTP§z byly detekov§ny proteiny, u kterĨch nastala zmŊna 

ve fosforylaci pouze pŚi sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2. Ze skupiny GEF faktorŢ to byly kin§za Kalrn 

a protein Trio, mezi GAP proteiny zejm®na Arhgap23 a protein Bcr. 

 Mezi proteiny, u nichģ doġlo ke zmŊn§m ve fosforylaci patŚ² tak® receptorov® tyrozinkin§zy 

Erbb2 a Erbb3. U Erbb3 vyvolal zvĨġen² ve fosforylaci na Ser980 a Thr984 pouze pokles 

v hladin§ch ɓ-arrestinu2, zat²mco v pŚ²padŊ Erbb2 doġlo k m²rn®mu poklesu ve fosforylaci 

na Thr152 a Ser154 (oba shodnŊ 5,4x) po stimulaci TAL. Dalġ² zmŊny ve fosforylaci zpŢsoben® 

stimulac² TAL byly odhaleny v signalizaci n²ģe od Erbb2. U jednoho z interakļn²ch partnerŢ PI3K, 

Ptk2b, nastal pokles ve fosforylaci po stimulaci TAL na pŊti fosforylaļn²ch m²stech, na Ser389, 

Ser392, Ser394, Ser396 a Ser399. Z§roveŔ na vġech tŊchto serinovĨch zbytc²ch doġlo k poklesu 

ve fosforylaci i po stimulaci TRH u kontroln²ch bunŊk a po stimulaci TAL u bunŊk se sn²ģenou 

expres² ɓ-arrestinu2. PI3K pŢsoben²m pŚes Rac GTP§zu mŢģe Ś²dit signalizaci smŊrem 

k proteinkin§z§m Pak1 a Pak2. V naġich experiment§ln²ch podm²nk§ch zpŢsobila stimulace TAL 

pokles (10,6x) ve fosforylaci na Ser2 u kin§zy Pak2. Tak® u kin§zy Pak1 mŊla aplikace TAL vliv 

na fosforylaci, na Ser222 doġlo k m²rn®mu poklesu (2,3x) po stimulaci kontroln²ch bunŊk. Na rozd²l 

od Pak2, u Pak1 kin§zy byl detekov§n pokles ve fosforylaci tak® po stimulaci TRH, a to na Ser174, 

Ser219 a Ser228. Na pŊti dalġ²ch fosforylaļn²ch zbytc²ch (Thr184, Ser219, Ser222, Ser228 a 

Ser229) byly pozorov§ny zmŊny ve fosforylaci zpŢsoben® inhibic² ɓ-arrestinu2. Aplikac² TRH 

k buŔk§m s n²zkĨmi hladinami ɓ-arrestinu2 doġlo k poklesu ve fosforylaci na Thr184, Ser219 a 
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Ser222 a po aplikaci TAL byl u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 detekov§n jednak pokles 

ve fosforylaci (Ser229) a jednak n§rŢst ve fosforylaci (Ser228). 

K interakļn²m partnerŢm Pak1 patŚ² napŚ²klad Arhgef7 a Lats1. I v pŚ²padŊ tŊchto proteinŢ 

vedla inhibice ɓ-arrestinu2 a aplikace ligandŢ ke zmŊn§m ve fosforylaci. Mezi efektory Pak2 se Śad² 

MAP kin§za Map3k1, u kter® byl detekov§n n§rŢst ve fosforylaci na Ser513 po stimulaci TAL 

u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. ZmŊny ve fosforylac²ch byly prok§z§ny tak® 

u proteinkin§z Srpk1 a Srpk2, kter® se ¼ļastn² alternativn²ho sestŚihu Rac1. Zat²mco na fosforylaci 

Srpk2 mŊla vliv pouze inhibice ɓ-arrestinu2 (Ser487 a Thr491) nebo n§sledn§ stimulace TRH a 

TAL u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 (Ser310), fosforylace Srpk1 se d§ rozdŊlit 

do nŊkolika oblast². U prvn² oblasti zahrnuj²c² Ser33, Ser37, Ser39 a Ser51 byla pozorov§na sn²ģen§ 

fosforylace po aktivaci receptorŢ prostŚednictv²m TRH. U Ser51 nav²c doch§zelo k poklesu 

ve fosforylaci po stimulaci TAL a oba ligandy tak® sn²ģily fosforylaci na tomto fosforylaļn²m m²stŊ 

u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. DruhĨ klastr (Ser309 a Ser311) byl ovlivnŊn sn²ģenou 

expres² ɓ-arrestinu2 nebo souļasnou stimulac² TAL u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. 

Pokles ve fosforylaci na Thr453 a Ser455, pŚedstavuj²c² tŚet² fosforylaļn² oblast, byl detekov§n 

po stimulaci TRH nebo TAL u kontroln²ch bunŊk. 

6.4.4 ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaļn² dr§ze monomern²ch 

G proteinŢ z rodiny Cdc42 

 V pŚ²padŊ Cdc42 GTP§z bylo pozorov§no v²ce zmŊn ve fosforylaci u GEF faktorŢ neģ 

u GAP proteinŢ (obr. 52). NŊkter® Cdc42 GEF faktory slouģ² z§roveŔ jako aktiv§tory Rac GTP§z 

(obr. 51) a Rho GTP§z (obr. 50), napŚ²klad Dock6, Dock7, Dvl1-Dvl3, Itsn1, Marcks, Mcfl2, Prex2 

nebo Tiam1. ZmŊny, ke kterĨm v tŊchto proteinech pŢsoben²m inhibice ɓ-arrestinu2 a/nebo 

aplikac² hormonŢ doġlo, byly pops§ny vĨġe. Farp2, kterĨ slouģ² jako GEF faktor pro Cdc42 

GTP§zy, je naopak GAP proteinem v pŚ²padŊ Rac GTP§z. N§rŢst ve fosforylaci Arhgef7 byl 

pozorov§n po sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 na Ser497 a po n§sledn® aplikaci TRH nebo TAL 

u bunŊk s n²zkĨmi hladinami ɓ-arrestinu2 na Thr159. K interakļn²m partnerŢm Arhgef7 se Śad² 

proteiny Cblb, Git1, Pak, Rac1 nebo Scribble. U E3 ubiquitin-proteinlig§zy Cblb vedla stimulace 

kontroln²ch bunŊk pomoc² TRH, TAL a tak® sn²ģen²m exprese ɓ-arrestinu2 k poklesu ve fosforylaci 

na Ser476, Ser480, Ser483 a Ser484. Pokud byly TRH a TAL stimulov§ny buŔky se sn²ģenou 

expres² ɓ-arrestinu2, doġlo naopak k n§rŢstu ve fosforylaci ve vġech zm²nŊnĨch fosforylaļn²ch 

m²stech Cblb. Co se tĨļe Git1, doch§zelo ke zmŊn§m ve fosforylaci ve dvou oddŊlenĨch klastrech. 

V prvn² oblasti zahrnuj²c² Ser376, Ser379 a Thr383 byl zaznamen§n jednak n§rŢst ve fosforylaci 

u bunŊk se sn²ģenou hladinou ɓ-arrestinu2 a u kontroln²ch bunŊk po stimulaci TAL a jednak pokles 

ve fosforylaci po aplikaci TRH u kontroln²ch bunŊk a po aplikaci TRH i TAL u bunŊk po inhibici 

ɓ-arrestinu2. Fosforylace v druh® oblasti, na Ser583, Ser587 a Tyr589, byla ovlivnŊna pouze 

inhibic² ɓ-arrestinu2. Dalġ²m proteinem interaguj²c²m s Arhgef7 je scaffold protein scribble (Scrib). 
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Fosforylaļn² m²sta Scrib na Ser672, Ser692, Ser1204, Ser1207 a Ser1209 byla ovlivnŊna rŢznŊ, ale 

pouze u bunŊk vystavenĨch inhibici ɓ-arrestinu2 nebo n§sledn® stimulaci ligandy. U serinu 

na pozici 1483 doġlo k poklesu ve fosforylaci po ovlivnŊn² TAL u kontroln²ch bunŊk. Dalġ²m GEF 

faktorem je cytoplazmatickĨ protein Axin1, u kter®ho stimulace TRH u bunŊk se sn²ģenou expres² 

ɓ-arrestinu2 vyvolala zvĨġen² ve fosforylaci na Ser75 a Thr79. 

Co se tĨļe GAP proteinŢ inaktivuj²c²ch rodinu Cdc42 GTP§z, ke zmŊn§m ve fosforylaci 

doġlo pouze u pŊti z nich. Vġechny se nav²c ¼ļastn² inaktivace tak® Rac nebo Rho GTP§z a tud²ģ 

byly jednotliv® zmŊny probr§ny uģ vĨġe v pŚ²sluġnĨch kapitol§ch (6.4.2 a 6.4.3). 

 Mezi efektory Cdc42 GTP§z, u kterĨch byly zaznamen§ny zmŊny ve fosforylaci, se Śad² 

proteinkin§zy Pak1, Pak2 a Pak6, MAP kin§za Map3k7, proteinkin§zy v§zaj²c² Cdc42 (Cdc42bpa 

a Cdc42bpb) a efektorovĨ protein Cdc42 (Cdc42ep4). Proteinkin§zy Pak a Map3k7 jsou spoleļn® 

efektory GTP§z Cdc42, Rho a Rac a zmŊny ve fosforylac²ch v jejich sekvenc²ch byly tedy tak® 

pops§ny vĨġe (kapitoly 6.4.2 a 6.4.3). Jak u Cdc42bpa, tak u Cdc42bpb doch§zelo ke zvĨġen² 

fosforylace po inhibici exprese ɓ-arrestinu2. Naopak sn²ģen² fosforylace bylo zaznamen§no 

u Cdc42bpa po stimulaci TAL u bunŊk se sn²ģenou hladinou exprese ɓ-arrestinu2 a u Cdc42bpb 

u kontroln²ch bunŊk po aplikaci jak TRH, tak TAL. ZvĨġen² ve fosforylaci na Ser116 bylo 

detekov§no u proteinu Cdc42ep4 v buŔk§ch se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 stimulovanĨch TRH 

i TAL.  Vġechny zmŊny souvisej²c² s lokalizac² do funkļn²ch dom®n proteinŢ nebo jejich 

interakcemi s dalġ²mi proteiny zn§zorŔuje tabulka 16. 

Tab. 16: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ detekovan® ve funkļn²ch dom®n§ch s enzymatickou aktivitou nebo 

interakļn²ch m²stech s jinĨmi proteiny 

N§zev proteinu Fosforylovan® m²sto; 

identifikaļn² ļ²slo 

v datab§zi Uniprot pro 

organismus Rattus 

norvegicus 

Lokalizace nebo funkce 

Arhgef7 Ser497; A0AG2QC21 
lokalizov§no v plekstrin 

homologn² dom®nŊ 

Cblb Ser476, Ser480; Q8K4S7 stabilizace Cblb 
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Obr. 52: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaci monomern²ch G proteinŢ z rodiny Cdc42. 

V bledŊmodrĨch r§meļc²ch jsou n§zvem genu a ID proteinu podle datab§ze UniProt vyznaļen® jednotliv® efektory 

Cdc42 GTP§z, u kterĨch byly zjiġtŊny zmŊny ve fosforylaci u kontroln²ch GH1 bunŊk nebo u bunŊk po siRNA 

inhibici ɓ-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. ZelenĨmi r§meļky jsou vyznaļeny GEF faktory a 

ļervenĨmi r§meļky GAP proteiny Cdc42 GTP§z. Fosforylovan® aminokyselinov® zbytky jsou oznaļen® 

jednop²smennĨmi zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poŚad²m v aminokyselinov® sekvenci. Jedna nebo 

dvŊ mal® barevn® ġipky vedle tŊchto fosforylaļn²ch m²st znaļ² kvantitativn² (fold change uvedeno v hranat® 

z§vorce) nebo kvalitativn² zmŊnu; smŊr ġipky znaļ², zda doġlo k n§rŢstu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, 

porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2, ļerven® ġipky; TRH/C, 

porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TRH (ģlut® ġipky); TAL/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TAL (modr® ġipky); Arr-TRH/Arr, porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA 

inhibici ɓ-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnŊd® ġipky); Arr-TAL/Arr porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelen® ġipky). Stimulaļn² nebo inhibiļn² ¼ļinek je vyj§dŚen ġipkami mezi jednotlivĨmi 

proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivĨmi proteiny byly vyznaļeny podle n§sleduj²c²ch prac²: Miyamoto et 

al., 2007; Schlessinger et al., 2009; Kichina et al., 2010; He et al., 2013; Kovacs et al., 2009; Schulte a Shenoy, 

2011; Zamboni et al., 2018; Nuche-Berenguer et al., 2016; Kurtzeborn et al., 2019; Tobon et al., 2018; Yu et al., 

2015; Richnau a Aspenstrom, 2001; Fortin et al., 2012; Masaki, 2012; Chen et al., 2015; Brudvig et al., 2018; 

Farrugia a Calvo, 2016; Rangamani et al., 2016; Kukimoto-Niino et al., 2019; Muller et al., 2020; Boissier a 

Huynh-Do, 2014; Nola et al., 2008; Lai et al., 2009. 
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6.4.5 ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaļn² dr§ze monomern²ch 

G proteinŢ z rodiny Arf  

 U skupiny Arf GTP§z bylo detekov§no m®nŊ GEF faktorŢ s rŢznĨmi zmŊnami 

ve fosforylaci neģ GAP proteinŢ (obr. 53). Arhgef7 je GEF faktorem Arf GTP§z, stejnŊ jako 

pŚedchoz²ch dvou tŚ²d, Rac a Cdc42 GTP§z. Jak bylo jiģ zm²nŊno, slouģ² jako interakļn² partner 

pro proteiny Git1 a Scrib a jako scaffold protein pro Lats1 a Stk3. Jedn²m z efektorŢ komplexu 

Arhgef7-Git1 je fosfolip§za C ŭ1 (PLCŭ1). Na Ser454 a Ser460 byl zaznamen§n n§rŢst 

ve fosforylaci PLCŭ1 po stimulaci ligandy a tak® po potlaļen² exprese ɓ-arrestinu2. Naproti tomu 

na Thr457 doġlo k poklesu ve fosforylaci po inhibici ɓ-arrestinu2, coģ bylo zvr§ceno pŢsoben²m 

TAL. Dalġ² protein s GEF aktivitou, Gbf1, byl rozd²lnŊ fosforylov§n ve dvou oblastech. V prvn² 

oblasti, na Ser340 a Ser345, vedl pokles v expresi ɓ-arrestinu2 k n§rŢstu fosforylace, stimulace 

TAL vedla k m²rn®mu poklesu (4,3x) ve fosforylaci na Ser345 u kontroln²ch bunŊk a k poklesu 

ve fosforylaci na Ser340 u bunŊk se sn²ģenĨmi hladinami ɓ-arrestinu2. Stimulace TRH 

u kontroln²ch bunŊk naopak zpŢsobila n§rŢst ve fosforylaci na Ser340 u Gbf1. Gbf1 mŢģe d§le 

signalizovat pŚes Arf1, kterĨ je interakļn²m partnerem pro Prkd2. Fosforylace proteinkin§zy Prkd2 

byla ovlivnŊna pouze inhibic² ɓ-arrestinu2. U dalġ²ch tŚ² GEF faktorŢ, Arfgef1, Arfgef2 a Arfgef3 

doġlo ke zmŊn§m ve fosforylaci za rŢznĨch podm²nek. U Arfgef1 a Arfgef2 byla fosforylace opŊt 

soustŚedŊna do nŊkolika klastrŢ. Co se tĨļe Arfgef1, na Ser286 byla fosforylace sn²ģena 

u kontroln²ch bunŊk po stimulaci TAL a u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 po stimulaci TAL 

i TRH. Na Ser393 a Ser394 shodnŊ vedl pokles v expresi ɓ-arrestinu2 k poklesu ve fosforylaci, 

kter§ byla zvr§cena pŢsoben²m TAL. SamotnĨ TAL i TRH u bunŊk kontroln²ch zapŚ²ļinil pokles 

na Ser394. V dalġ² oblasti, na Ser1563 a Ser1566 byl detekov§n n§rŢst ve fosforylaci po inhibici 

ɓ-arrestinu2 a u Ser1566 tak® po n§sledn® stimulaci TRH u bunŊk se sn²ģenĨmi hladinami 

ɓ-arrestinu2. V pŚ²padŊ Arfgef2 byl detekov§n n§rŢst ve fosforylaci po inhibici ɓ-arrestinu2 

ve vġech tŚech rozd²lnŊ fosforylovanĨch oblastech, ale pouze v prvn² oblasti (Ser218 a Ser227) byl 

detekov§n pokles ve fosforylaci po stimulaci TRH nebo TAL. U proteinu Arfgef3 doġlo k poklesu 

ve fosforylaci pouze na Ser387 po stimulaci TRH a TAL u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. 

 ZmŊny ve fosforylaci u GAP proteinu Git2 se opŊt daj² rozdŊlit do dvou oblast². V prvn² 

oblasti byl pozorov§n n§rŢst ve fosforylaci na Tyr392 a pokles na Ser394 po inhibici ɓ-arrestinu2. 

Na Ser394 nav²c doch§zelo k poklesu tak® po aktivaci receptorŢ prostŚednictv²m TRH a TAL (2,9x) 

a k n§rŢstu ve fosforylaci po stimulaci TAL u bunŊk se sn²ģenou hladinou ɓ-arrestinu2. Ve druh® 

oblasti, na Ser415, Ser418 a Ser421, se shodnŊ zvĨġila fosforylace po pŢsoben² TAL u bunŊk 

se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. U dvou proteinŢ, Arfgap3 a Smap2, byly zmŊny ve fosforylaci 

detekov§ny pouze po inhibici exprese ɓ-arrestinu2. U dalġ²ch ļtyŚech GAP, Agfg1, Arfgap2, Asap1 

a Asap2, nastal po stimulaci TAL pokles ve fosforylaci v nŊkterĨch fosforylaļn²ch m²stech. 

U Agfg1 indukovala pokles ve fosforylaci tak® stimulace TRH. Naproti tomu v pŚ²padŊ Arap1 a 
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Asap1 doġlo k n§rŢstu ve fosforylaci po stimulaci TRH nebo TAL u bunŊk se sn²ģenou fosforylac² 

ɓ-arrestinu2. 

ZmŊny ve fosforylaci u Arf  v§zaj²c²ho proteinu, Arfaptinu-1 (Arfip1), nastaly pouze v jeho 

N-koncov® oblasti. Na Ser5 byla sn²ģen§ fosforylace po pŢsoben² TRH nebo TAL u kontroln²ch 

bunŊk a TRH u bunŊk se sn²ģenou hladinou ɓ-arrestinu2. Na Ser9 byl n§rŢst ve fosforylaci u bunŊk 

se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 zvr§cen pŢsoben²m TRH. U proteinu Bin1 doch§zelo ke zmŊn§m 

ve fosforylaci pŢsoben²m TRH i TAL a tak® inhibic² ɓ-arrestinu2. Aktivace receptorŢ ligandy TRH 

a TAL, aŠ uģ u bunŊk kontroln²ch nebo po inhibici ɓ-arrestinu2, vedla k poklesu ve fosforylaci, 

naproti tomu pokles v expresi ɓ-arrestinu2 vyvolal n§rŢst ve fosforylaci v molekule Bin1. Tabulka 

17 zn§zorŔuje zmŊny proteinŢ detekovan® ve funkļn²ch oblastech nebo v m²stech pro vazbu 

s jinĨmi proteiny. 

Tab. 17: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ detekovan® ve funkļn²ch dom®n§ch s enzymatickou aktivitou nebo 

interakļn²ch m²stech s jinĨmi proteiny 

N§zev proteinu Fosforylovan® m²sto; 

identifikaļn² ļ²slo 

v datab§zi Uniprot pro 

organismus Rattus 

norvegicus 

Lokalizace nebo funkce 

Git2 Tyr392, Ser415; Q66H91 
vazba paxilinu, vazba 

14-3-3 proteinŢ 
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Obr. 53: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaci monomern²ch G proteinŢ z rodiny Arf. 

V bledŊmodrĨch r§meļc²ch jsou n§zvem genu a ID proteinu podle datab§ze UniProt vyznaļen® jednotliv® efektory 

Arf GTP§z, u kterĨch byly zjiġtŊny zmŊny ve fosforylaci u kontroln²ch GH1 bunŊk nebo u bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. ZelenĨmi r§meļky jsou vyznaļeny GEF faktory a ļervenĨmi 

r§meļky GAP proteiny Arf GTP§z. Fosforylovan® aminokyselinov® zbytky jsou oznaļen® jednop²smennĨmi 

zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poŚad²m v aminokyselinov® sekvenci. Jedna nebo dvŊ mal® barevn® 

ġipky vedle tŊchto fosforylaļn²ch m²st znaļ² kvantitativn² (fold change uvedeno v hranat® z§vorce) nebo kvalitativn² 

zmŊnu; smŊr ġipky znaļ², zda doġlo k n§rŢstu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2, ļerven® ġipky; TRH/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TRH (ģlut® ġipky); TAL/C, porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a 

bunŊk po stimulaci TAL (modr® ġipky); Arr-TRH/Arr, porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnŊd® ġipky); Arr-TAL/Arr porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelen® ġipky). Stimulaļn² nebo inhibiļn² ¼ļinek je vyj§dŚen ġipkami mezi jednotlivĨmi 

proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivĨmi proteiny byly vyznaļeny podle n§sleduj²c²ch prac²: Eiseler et al., 

2016; Sch¿rman et al., 2020; Monetta et al., 2007; Sztul et al., 2019; Nola et al., 2008; Zhou et al., 2016. 
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6.4.6 ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaļn² dr§ze monomern²ch 

G proteinŢ z rodiny Rab 

 Rab GTP§zy patŚ² mezi kl²ļov® proteiny ¼ļastn²c² se regulace vezikul§rn²ho transportu. 

Vezikul§rn² transport zaļ²n§ na membr§nŊ, kde je vznik ļasn®ho endozomu (EE) Ś²zen proteiny 

podrodiny Rab5. Rab5 interaguje se ġirokĨm spektrem proteinŢ, z nichģ mnoho z nich bylo vĨraznŊ 

ovlivnŊno inhibic² ɓ-arrestinu2 (obr. 54). U efektorovĨch proteinŢ Rabep1 a Rabep2 doġlo 

po inhibici ɓ-arrestinu2 k rozd²lnĨm zmŊn§m ve fosforylaci. Zat²mco sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 

u Rabep1 zpŢsobilo m²rnĨ n§rŢst ve fosforylaci na Ser407 (5,1x) a pokles ve fosforylaci Ser408, 

u Rabep2 vedlo k n§rŢstu fosforylace na Ser176 a Ser180 (oba shodnŊ 13x). U regulaļn²ho proteinu 

pro Rab5, Gapvd1, doġlo u vġech zmŊnŊnĨch fosforylaļn²ch m²st tak® ke zvĨġen² ve fosforylaci. 

Naopak v pŚ²padŊ intersektinu-2 (Itsn2), dalġ² dŢleģit® molekuly v procesech endocyt·zy, vyvolala 

inhibice ɓ-arrestinu2 pokles ve fosforylaci na Ser231 a Ser908. D§le u PLCɓ3, jej²mģ substr§tem je 

Rabep1, vyvolalo sn²ģen² hladin ɓ-arrestinu2 zvĨġen² fosforylace na Ser537. Stimulace TAL mŊla 

za n§sledek m²rnĨ pokles (3,4x) ve fosforylaci na Ser176 a Ser180 u proteinu Rabep2 a na Ser407 

(5,1x) tak® u proteinu Rabep1, na Ser908 (3x) u Itsn2 a na Ser450 (5,8x) u kin§zy Ulk1. U Gapvd1 

se sn²ģila fosforylace na Ser788 po stimulaci TRH u kontroln²ch bunŊk a na Ser971 u bunŊk 

se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. Sn²ģen§ exprese ɓ-arrestinu2 a n§sledn§ stimulace TAL naopak 

vedla ke zvĨġen² fosforylace na Ser903 a Ser908 v molekule Itsn2. 

 ZmŊny ve fosforylaci byly detekov§ny tak® u dvou efektorovĨch proteinŢ Rab GTP§z, 

rabenosynu a nischarinu. V pŚ²padŊ nischarinu, kterĨ je interakļn²m partnerem Rab4, Rab9 a Rab14 

v ļasnĨch endozomech, byla zjiġtŊna zvĨġen§ fosforylace na Ser1282 u bunŊk se sn²ģenĨmi 

hladinami ɓ-arrestinu2. Rabenosyn, interakļn² partner Rab4 a Rab5, byl odliġnŊ fosforylov§n 

po pŢsoben² TAL u kontroln²ch bunŊk i bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. K n§rŢstu 

fosforylace na serinovĨch zbytc²ch v sekvenci rabenosynu doġlo u bunŊk po inhibici exprese 

ɓ-arrestinu2, n§sledn§ stimulace TRH u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 zapŚ²ļinila jak 

zvĨġen², tak sn²ģen² ve fosforylaci. 

 ĻasnĨ endozom mŢģe bĨt recyklov§n zpŊt k plazmatick® membr§nŊ prostŚednictv²m 

tzv. recyklaļn²ho endozomu (RE). Hlavn²mi komponentami recyklaļn² dr§hy jsou Rab11, Rab14 a 

Rab35 GTP§zy. V naġ² studii jsme zaznamenali zmŊnu ve fosforylaci v nŊkolika GEF faktorech a 

GAP proteinech Rab proteinŢ zapojenĨch v recyklaļn² dr§ze. Fosforylace Dennd6a, GEF faktoru 

pro Rab14 protein, byla zvĨġena na Ser13 a Ser16 u bunŊk s poklesem v expresi ɓ-arrestinu2, coģ 

bylo v pŚ²padŊ Ser16 zvr§ceno stimulac² TAL. Ke zmŊnŊ ve fosforylaci doġlo tak® ve tŚech 

proteinech interaguj²c²ch s Rab35 GTP§zou, jednomu GEF faktoru a dvou GAP proteinech. 

U Dennd1a, GEF faktoru pro Rab35, byl detekov§n lehkĨ n§rŢst ve fosforylaci na Ser521 (4,1x) 

po inhibici ɓ-arrestinu2 a naopak pokles po stimulaci TAL. Tak® v sekvenci GAP proteinu 

Tbc1d10a mŊlo potlaļen² exprese ɓ-arrestinu2 za n§sledek lehk® zvĨġen² fosforylace 
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na Ser45 (5,7x) a aplikace TRH nebo TAL zapŚ²ļinila jej² pokles. Co se tĨļe druh®ho GAP proteinu, 

Tbc1d10b, doġlo ke zmŊnŊ ve fosforylaci na osmi fosforylaļn²ch m²stech, pŚiļemģ nejvŊtġ² vliv 

mŊla aplikace TAL, aŠ uģ k buŔk§m kontroln²m nebo k buŔk§m se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. 

Dalġ²m ļlenem recyklaļn² dr§hy je Rab11 protein. V r§mci regulace jeho funkce byly 

identifikov§ny dva proteiny s GAP aktivitou, u kterĨch byly zjiġtŊny zmŊny ve fosforylaci 

za rŢznĨch podm²nek. U proteinu Rabgap1 vedl pokles v expresi ɓ-arrestinu2 nebo stimulace 

kontroln²ch bunŊk TRH a TAL k poklesu ve fosforylaci na Ser988 a Thr992, pŚiļemģ aplikace TAL 

zpŢsobila u obou fosforylaļn²ch m²st n§rŢst ve fosforylaci u bunŊk se sn²ģenou hladinou 

ɓ-arrestinu2. U druh®ho proteinu, Tbc1d9b, zpŢsobila stimulace TRH pokles ve fosforylaci 

na Ser1084 a stimulace TAL u bunŊk se sn²ģenĨmi hladinami ɓ-arrestinu2 n§rŢst ve fosforylaci 

na Ser1089. Mezi efektory Rab11 se Śad² Rab11fip proteiny. V pŚ²padŊ obou detekovanĨch 

proteinŢ, Rab11fip1 a Rab11fip5, vyvolala stimulace bunŊk TRH a TAL pokles ve fosforylaci, 

zat²mco inhibice ɓ-arrestinu2 mŊla vliv na fosforylaci jen u Rab11fip1. 

Rab7 Ś²d² transport z ļasnĨch endozomŢ do pozdn²ch endozomŢ a lysozomŢ. U jednoho 

z jeho interakļn²ch partnerŢ, Pdzd8, byly identifikov§ny dvŊ oblasti se zmŊnami ve fosforylaci. 

V prvn² oblasti vedla stimulace TAL k poklesu (6,1x) ve fosforylaci na Ser495 a inhibice 

ɓ-arrestinu2 naopak zvĨġila fosforylaci na fosforylaļn²ch m²stech Ser520 a Ser537. Na fosforylaļn² 

m²sta v druh® oblasti, Thr972, Ser973 a Ser978, mŊla vliv zejm®na stimulace TAL, a to jak 

u kontroln²ch bunŊk, tak u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. 

U dalġ² GTP§zy, Rab12, ¼ļastn²c² se zejm®na regulace autofagickĨch procesŢ, byla zjiġtŊna 

zvĨġen§ fosforylace na Ser20 a Ser24 u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2. Rab12 reguluje 

napŚ²klad proteinovĨ komplex mTORC1, jeden z hlavn²ch senzorŢ hladin ģivin, energetickĨch 

zdrojŢ a redoxn²ho stavu buŔky. ZmŊny ve fosforylaci mTORC1 a jeho interaguj²c²ch partnerŢ byly 

pops§ny uģ vĨġe (obr. 48). Vġechny zmŊny detekovan® ve funkļn²ch dom®n§ch proteinŢ nebo 

v m²stech pro interakci s jinĨmi proteiny jsou zn§zornŊn® v tabulce 18. 

Endocyt§rn², lysozom§ln² a sekreļn² dr§hy se prot²naj² v Golgiho apar§tu. NŊkter® Rab 

proteiny jsou aktivn² pr§vŊ v t®to ļ§sti endomembr§nov®ho syst®mu. V naġ² studii bylo detekov§no 

nŊkolik interakļn²ch partnerŢ Rab proteinŢ souvisej²c²ch s Golgiho apar§tem, u kterĨch doġlo 

ke zmŊnŊ ve fosforylaci. U Rab3ip, GEF faktoru pro Rab8 protein, zpŢsobila aplikace TRH a TAL 

pokles ve fosforylaci na Ser272. V pŚ²padŊ GEF faktoru pro Rab10, Dennd4c, byl pozorov§n pokles 

ve fosforylaci na Ser1310 u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 a nebo u bunŊk stimulovanĨch 

ligandy. Naproti tomu, na Ser1323 a Ser1326 vedla inhibice ɓ-arrestinu2 k v²ce neģ 

pades§tin§sobn®mu n§rŢstu ve fosforylaci, aplikace TAL naopak zpŢsobila m²rnĨ pokles 

fosforylace (5,9x). ZmŊna ve fosforylaci byla zjiġtŊna tak® u proteinu Dennd5a, kterĨ moduluje 

aktivitu Rab6 proteinu. Po inhibici ɓ-arrestinu2 doġlo ke zvĨġen² ve fosforylaci na Thr1079 a 

Ser1085, po stimulaci bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 ligandem TAL naopak 

k jej²mu poklesu. U dvou dalġ²ch proteinŢ reguluj²c²ch rŢzn® Rab v r§mci Golgiho apar§tu, Tbc1d4 



113 
 

a Tbc1d25, byl pozorov§n n§rŢst ve fosforylaci na serinovĨch zbytc²ch u bunŊk se sn²ģenĨmi 

hladinami ɓ-arrestinu2. 

Od trans-Golgiho apar§tu smŊrem k plazmatick® membr§nŊ vede sekreļn² dr§ha. Mezi Rab 

proteiny, kter® se ¼ļastn² v§ļkov®ho transportu a f¼ze s membr§nou se Śad² zejm®na Rab3 a Rab27. 

Stimulace bunŊk TRH i TAL vyvolala sn²ģen² ve fosforylaci na Ser828 u proteinu Madd, GEF 

faktoru pro Rab3 i Rab27 protein. Sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 zpŢsobilo pokles fosforylace 

na Ser1196 v sekvenci Madd, n§sledn§ aplikace ligandŢ tento pokles zvr§tila. 

Tab. 18: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ detekovan® ve funkļn²ch dom®n§ch s enzymatickou aktivitou nebo 

interakļn²ch m²stech s jinĨmi proteiny 

N§zev proteinu Fosforylovan® m²sto; 

identifikaļn² ļ²slo 

v datab§zi Uniprot pro 

organismus Rattus 

norvegicus 

Lokalizace nebo funkce 

Rabep1 Ser407, Thr408; G3V9J7 Rabaptin dom®na 

PLCɓ3 Ser537; Q45QJ4 
lokalizov§no v X-Y linkeru 

bl²zko C-termin§ln² dom®ny 

Rbsn 
Ser208, Ser216, Ser218; 

D3ZL11 

lokalizov§no 

ve FYVE-finger dom®nŊ, 

kter§ je zodpovŊdn§ 

za rekruitment do Rab5 

endozomŢ 

Nisch Ser1282; Q4G017 

lokalizov§no v C-termin§ln² 

dom®nŊ zodpovŊdn® 

za interakci s Rab proteiny 

Pdzd8 
Thr972, Ser973, Ser978; 

D3ZXY2 

oblast zodpovŊdn§ 

za interakci GTP-Rab7 

s pozdn²mi endozomy 

Dennd5a 
Thr1079, Ser1085; 

G3V7Q0 

lokalizace proteinŢ 

do Golgiho apar§tu 
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Obr. 54: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaci monomern²ch G proteinŢ z rodiny Rab. 

V bledŊmodrĨch r§meļc²ch jsou n§zvem genu a ID proteinu podle datab§ze UniProt vyznaļen® jednotliv® efektory 

Rab GTP§z, u kterĨch byly zjiġtŊny zmŊny ve fosforylaci u kontroln²ch GH1 bunŊk nebo u bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. ZelenĨmi r§meļky jsou vyznaļeny GEF faktory a ļervenĨmi 

r§meļky GAP proteiny Rab GTP§z. Fosforylovan® aminokyselinov® zbytky jsou oznaļen® jednop²smennĨmi 

zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poŚad²m v aminokyselinov® sekvenci. Jedna nebo dvŊ mal® barevn® 

ġipky vedle tŊchto fosforylaļn²ch m²st znaļ² kvantitativn² (fold change uvedeno v hranatĨch z§vork§ch) nebo 

kvalitativn² zmŊnu; smŊr ġipky znaļ², zda doġlo k n§rŢstu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovn§n² zmŊn 

v r§mci kontroln²ch bunŊk a bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2, ļerven® ġipky; TRH/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TRH (ģlut® ġipky); TAL/C, porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a 

bunŊk po stimulaci TAL (modr® ġipky); Arr-TRH/Arr, porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnŊd® ġipky); Arr-TAL/Arr porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelen® ġipky). Stimulaļn² nebo inhibiļn² ¼ļinek je vyj§dŚen ġipkami mezi jednotlivĨmi 

proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivĨmi proteiny byly vyznaļeny podle n§sleduj²c²ch prac²: Spearman, 

2018; Nassari et al., 2020; Ghelfi et al., 2018; Villarroel-Campos et al., 2016; Morgan et al., 2019; Matsui a 

Fukuda, 2013; Eathiraj et al., 2005; Nielsen et al., 2000; Takahashi et al., 2019; Kiral et al., 2018; Monetta et al., 
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2007; Elbaz-Alon et al., 2020; Ceresa, 2006; Hermle et al., 2018; Lohr, 2014; Xiaofeng, 2018; Escobar-Henriques 

a Anton, 2020; Kuijl et al., 2013; Gallo et al., 2014; Chaineau et al., 2013; Li et al., 2018. EE, ļasnĨ endozom 

(early endosome); LE, pozdn² endozom (late endosome); RE, recyklaļn² endozom; SV, sekreļn² v§ļek; LYS, 

lysozom; AP, autofagozom. 

6.4.7 ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaļn² dr§ze monomern²ch 

G proteinŢ z rodiny Ral 

 ZmŊny ve fosforylaci byly pozorov§ny tak® u nŊkolika proteinŢ zapojenĨch v signalizaci 

Ral GTP§z (obr. 55). Jedn²m z nejv²ce ovlivnŊnĨch proteinŢ je GEF faktor pro Ral, Ralgps2, 

v jehoģ sekvenci doġlo ke zmŊnŊ ve fosforylaci na sedmi fosforylaļn²ch m²stech. Zat²mco u Ser293, 

Ser296 (2,1x), Ser308 (2,1x) a Ser315 vedlo sn²ģen² hladin ɓ-arrestinu2 k n§rŢstu ve fosforylaci, 

na Ser316, Thr326 a Ser329 naopak zpŢsobilo pokles ve fosforylaci. Stimulace TRH (6,3x) a TAL 

(3,6x) lehce sn²ģila fosforylaci na Ser316, TAL nav²c vedl k poklesu i na Ser296 (3x) a Ser308 (3x). 

Aplikace TRH k buŔk§m se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 vyvolala pokles ve fosforylaci na Ser293 

a Ser316. Pokud byl k buŔk§m se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 aplikov§n TAL, zpŢsobilo to pokles 

ve fosforylaci na Ser293 a Ser315 a n§rŢst na Ser308 v sekvenci Ralgps2. 

U inaktivaļn²ho faktoru Ral GTP§z, RalGAP, doġlo ke zmŊn§m ve fosforylaci jak 

na katalytickĨch (RalGAPa1 a RalGAPa2), tak regulaļn²ch (RalGAPb) podjednotk§ch. Zat²mco 

v pŚ²padŊ RalGAPa1 a RalGAPb byly zmŊny pozorov§ny pouze u bunŊk po inhibici ɓ-arrestinu2 a 

nebo n§sledn® stimulaci TRH, u RalGAPa2 mŊla na fosforylaci vliv stimulace TAL u kontroln²ch 

bunŊk. 

 Dalġ²m proteinem s vĨraznĨmi zmŊnami ve fosforylaci je Ralbp1. V jeho pŚ²padŊ lze 

zmŊny na jednotlivĨch fosforylaļn²ch m²stech opŊt spojit do nŊkolika oblast². V prvn² oblasti byl 

detekov§n n§rŢst fosforylace na Ser29 a Ser30 po sn²ģen² hladin ɓ-arrestinu2, n§sledn§ stimulace 

TRH nebo TAL vedla k poklesu fosforylace na Ser30 a n§rŢstu na Ser34. U druh® oblasti opŊt vedl 

pokles v expresi ɓ-arrestinu2 k n§rŢstu ve fosforylaci, a to na Ser48 a Ser62, na tŊchto 

fosforylaļn²ch m²stech vedla stimulace kontroln²ch bunŊk pomoc² TAL k m²rn®mu poklesu (2,6x) 

ve fosforylaci. U tŚet² oblasti, na Ser92, Ser93 a Ser99, byl pozorov§n n§rŢst ve fosforylaci u bunŊk 

se sn²ģenĨmi hladinami ɓ-arrestinu2 po stimulaci TRH i TAL. 

ZmŊny ve fosforylaci byly zaznamen§ny u dvou interakļn²ch partnerŢ podjednotky Õ2 

adaptorov®ho komplexu AP2, u kin§z Aak1 a Gak. V pŚ²padŊ Aak1 vedla inhibice ɓ-arrestinu2 

ke zvĨġen² fosforylace (t®mŊŚ 13x) na Thr608, stimulace TAL zpŢsobila pokles ve fosforylaci 

na Thr622 (125,6x) a stimulace TRH aŠ uģ bunŊk kontroln²ch nebo bunŊk se sn²ģenou expres² 

ɓ-arrestinu2 ke zvĨġen² ve fosforylaci na Ser626. Co se tĨļe Gak, na Ser824 a Ser827 doġlo 

k poklesu ve fosforylaci po inhibici ɓ-arrestinu2, n§sledn§ aplikace TRH k tŊmto buŔk§m pokles 

zvr§tila. Vġechny zmŊny ve fosforylaci proteinŢ lokalizovan® do jejich funkļn²ch dom®n nebo m²st 

pro interakci s dalġ²mi proteiny jsou shrnut® v tabulce 19. 
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Tab. 19: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ detekovan® ve funkļn²ch dom®n§ch s enzymatickou aktivitou nebo 

interakļn²ch m²stech s jinĨmi proteiny 

N§zev proteinu Fosforylovan® m²sto; 

identifikaļn² ļ²slo 

v datab§zi Uniprot pro 

organismus Rattus 

norvegicus 

Lokalizace nebo funkce 

Ralgps2 Ser329; Q0VGK1 

lokalizov§no 

v sekvenci zodpovŊdn® 

za vazbu Grb2 a 

regulaci Ralgps1 

Ralbp1 

Ser29, Ser30, Ser34, Ser48, 

Ser62, Ser92, Ser93, Ser99; 

Q5FVT1 

lokalizov§no 

do N-termin§ln² 

dom®ny, m²sta pro 

vazbu mnoha proteinŢ 

 

Obr. 55: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaci monomern²ch G proteinŢ z rodiny Ral. 

V bledŊmodrĨch r§meļc²ch jsou n§zvem genu a ID proteinu podle datab§ze UniProt vyznaļen® jednotliv® efektory 

Ral GTP§z, u kterĨch byly zjiġtŊny zmŊny ve fosforylaci u kontroln²ch GH1 bunŊk nebo u bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. ZelenĨmi r§meļky jsou vyznaļeny GEF faktory a ļervenĨmi 

r§meļky GAP proteiny Ral GTP§z. Fosforylovan® aminokyselinov® zbytky jsou oznaļen® jednop²smennĨmi 

zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poŚad²m v aminokyselinov® sekvenci. Jedna nebo dvŊ mal® barevn® 

ġipky vedle tŊchto fosforylaļn²ch m²st znaļ² kvantitativn² (fold change uvedeno v hranatĨch z§vork§ch) nebo 

kvalitativn² zmŊnu; smŊr ġipky znaļ², zda doġlo k n§rŢstu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovn§n² zmŊn 

v r§mci kontroln²ch bunŊk a bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2, ļerven® ġipky; TRH/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TRH (ģlut® ġipky); TAL/C, porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a 

bunŊk po stimulaci TAL (modr® ġipky); Arr-TRH/Arr, porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnŊd® ġipky); Arr-TAL/Arr porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelen® ġipky). Stimulaļn² nebo inhibiļn² ¼ļinek je vyj§dŚen ġipkami mezi jednotlivĨmi 

proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivĨmi proteiny byly vyznaļeny podle n§sleduj²c²ch prac²: Ricotta et al., 

2002; Jullien-Flores et al., 2000; Fillatre et al., 2012; Personnic et al., 2014; Schoppe et al., 2021; Piccini et al. 

2017; DôAloia et al., 2018; Cuesta et al., 2021. 
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6.4.8 ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaļn² dr§ze monomern²ch 

G proteinŢ z rodiny Ran 

 Dalġ² skupinou malĨch GTP§z jsou Ran GTP§zy. I v r§mci t®to rodiny bylo identifikov§no 

nŊkolik proteinŢ, u kterĨch doġlo vlivem ɓ-arrestinu2 a nebo TRH a TAL ke zmŊn§m ve fosforylaci 

(obr. 56). NapŚ²klad v sekvenci GEF faktoru pro Ran protein, E3 ubiquitin lig§ze Mycbp2, 

zapŚ²ļinilo sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 zvĨġen² fosforylace u ļtyŚ aminokyselin, u Ser2644, 

Ser2646, Thr3791 a Ser3792. Spolu s RanGAP1 vz§jemnŊ reguluj² svou aktivitu. Ve struktuŚe 

RanGAP1 byly pozorov§ny zmŊny ve fosforylaci na Ser427. Aktivace receptorŢ u kontroln²ch 

bunŊk pomoc² TRH a pomoc² TRH i TAL u bunŊk se sn²ģenĨmi hladinami ɓ-arrestinu2 zpŢsobila 

zvĨġen² fosforylace u tohoto fosforylaļn²ho m²sta. 

 Ke zmŊn§m ve fosforylaci doġlo tak® u Ran vazebnĨch proteinŢ Ranbp1, Ranbp2, Ranbp3, 

Ranbp9 a Ranbp10. Nejv²ce zmŊn bylo pozorov§no v sekvenci Ranbp2. ZvĨġen² fosforylace 

po stimulaci TRH bylo detekov§no u kontroln²ch bunŊk na Ser2088, Ser2092, Ser2096 a Ser2097. 

Aplikace TAL mŊla naopak za n§sledek pokles fosforylace na Ser2092 a Ser2097. Inhibice 

ɓ-arrestinu2 zpŢsobila zvĨġen² fosforylace na Ser1154 a Ser2511 (62,5x), n§sledn§ stimulace TRH 

i TAL vedla k poklesu ve fosforylaci na Ser1154 a k n§rŢstu ve fosforylaci na Ser2092 a Ser2096 

u Ranbp2. Z ostatn²ch Ran v§zaj²c²ch proteinŢ byl pouze u Ranbp10 pozorov§n vliv stimulace TRH 

a TAL na fosforylaci u kontroln²ch bunŊk. U ostatn²ch Ran v§zaj²c²ch proteinŢ, Ranbp1, Ranbp3 a 

Ranbp9, byly zmŊny ve fosforylaci zpŢsoben® sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 zvr§ceny n§slednou 

stimulac² TRH nebo TAL. 

Dalġ²m interakļn²m partnerem Ran GTP§z je Vrk3 kin§za. V jej² sekvenci vyvolala 

inhibice ɓ-arrestinu2 m²rnĨ vzestup fluorescence na Ser82, Ser83 s Ser85 (vġechny shodnŊ 11,2x), 

zat²mco stimulace TAL u kontroln²ch bunŊk a TRH i TAL u bunŊk se sn²ģenou expres² ɓ-arrestinu2 

znamenala pokles ve fosforylaci tŊchto fosforylaļn²ch m²st. Na Ser88 tohoto proteinu doġlo 

k poklesu ve fosforylaci po stimulaci TAL a nebo po inhibici ɓ-arrestinu2. ZmŊny ve fosforylaci 

proteinŢ souvisej²c²ch s jejich enzymatickou aktivitou nebo s interakc² s jinĨmi proteiny zn§zorŔuje 

tabulka 20. 

Tab. 20: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ detekovan® ve funkļn²ch dom®n§ch s enzymatickou aktivitou nebo 

interakļn²ch m²stech s jinĨmi proteiny 

N§zev proteinu Fosforylovan® m²sto; 

identifikaļn² ļ²slo 

v datab§zi Uniprot pro 

organismus Rattus 

norvegicus 

Lokalizace nebo funkce 

RanGAP1 Ser427; F1MAA5 
lokalizace do komplexu 

jadern®ho p·ru 

Ranbp2 
Ser2511, Ser2088, Ser2092, 

Ser2096, Ser2097; D4A054 

oblast mezi Ran-vazebnĨmi 

dom®nami 2 a 3 
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Obr. 56: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaci monomern²ch G proteinŢ z rodiny Ran. 

V bledŊmodrĨch r§meļc²ch jsou n§zvem genu a ID proteinu podle datab§ze UniProt vyznaļen® jednotliv® efektory 

Ran GTP§z, u kterĨch byly zjiġtŊny zmŊny ve fosforylaci u kontroln²ch GH1 bunŊk nebo u bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. ZelenĨmi r§meļky jsou vyznaļeny GEF faktory a ļervenĨmi 

r§meļky GAP proteiny Ran GTP§z. Fosforylovan® aminokyselinov® zbytky jsou oznaļen® jednop²smennĨmi 

zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poŚad²m v aminokyselinov® sekvenci. Jedna nebo dvŊ mal® barevn® 

ġipky vedle tŊchto fosforylaļn²ch m²st znaļ² kvantitativn² (fold change uvedeno v hranatĨch z§vork§ch) nebo 

kvalitativn² zmŊnu; smŊr ġipky znaļ², zda doġlo k n§rŢstu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovn§n² zmŊn 

v r§mci kontroln²ch bunŊk a bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2, ļerven® ġipky; TRH/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TRH (ģlut® ġipky); TAL/C, porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a 

bunŊk po stimulaci TAL (modr® ġipky); Arr-TRH/Arr, porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnŊd® ġipky); Arr-TAL/Arr porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelen® ġipky). Stimulaļn² nebo inhibiļn² ¼ļinek je vyj§dŚen ġipkami mezi jednotlivĨmi 

proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivĨmi proteiny byly vyznaļeny podle n§sleduj²c²ch prac²: Bischoff et al., 

1994; He et al., 2021; Dorr et al., 2015; Sanz-Garcia et al., 2008. 

6.4.9 ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaļn² dr§ze monomern²ch 

G proteinŢ z rodiny Rap 

 Rap GTP§zy sd²lej² velkou podobnost ve struktuŚe s Ras GTP§zami. Tak® v r§mci 

signalizace t®to skupiny GTP§z doġlo ke zmŊn§m ve fosforylaci nŊkterĨch jejich interakļn²ch 

partnerŢ (obr. 57). ZmŊny byly zaznamen§ny u dvou GEF faktorŢ Rap GTP§z, Rapgef1 a Rapgef6, 

a u pŊti GAP proteinŢ. V sekvenci Rapgef1 zpŢsobila stimulace TAL pokles ve fosforylaci 

na Ser239 a sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 n§rŢst na Ser375. K interakļn²m partnerŢm Rapgef1 patŚ² 

adaptorovĨ protein Crk, u kter®ho bylo pozorov§no zvĨġen² ve fosforylaci na Ser41 po aplikaci 

TAL ke kontroln²m buŔk§m. Interakci mezi Rapgef1 a Crk reguluj² E3 ubiquitin lig§za Cblb a 

komplex proteinŢ Abl2 a Bcr. U Cblb proteinu doġlo k poklesu fosforylace po sn²ģen² exprese 

ɓ-arrestinu2 a nebo stimulaci kontroln²ch bunŊk TRH a TAL na Ser476, Ser480, Ser483 a Ser484. 

Pokud byly buŔky nejprve vystaveny sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 a n§slednŊ stimulov§ny TRH 

nebo TAL, vyvolalo to n§rŢst ve fosforylaci u zm²nŊnĨch fosforylaļn²ch m²st. Fosforylace 

komplexu Abl2 a Bcr byla zvĨġena u bunŊk se sn²ģenĨmi hladinami ɓ-arrestinu2. Na fosforylaci 
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Rapgef6 mŊla vliv zejm®na inhibice ɓ-arrestinu2 a tak® n§sledn§ stimulace tŊchto bunŊk pomoc² 

TAL. 

Obr. 57: ZmŊny ve fosforylaci proteinŢ zapojenĨch v signalizaci monomern²ch G proteinŢ z rodiny Rap. 

V bledŊmodrĨch r§meļc²ch jsou n§zvem genu a ID proteinu podle datab§ze UniProt vyznaļen® jednotliv® efektory 

Rap GTP§z, u kterĨch byly zjiġtŊny zmŊny ve fosforylaci u kontroln²ch GH1 bunŊk nebo u bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. ZelenĨmi r§meļky jsou vyznaļeny GEF faktory a ļervenĨmi 

r§meļky GAP proteiny Rap GTP§z. Fosforylovan® aminokyselinov® zbytky jsou oznaļen® jednop²smennĨmi 

zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poŚad²m v aminokyselinov® sekvenci. Jedna nebo dvŊ mal® barevn® 

ġipky vedle tŊchto fosforylaļn²ch m²st znaļ² kvantitativn² (fold change uvedeno v hranatĨch z§vork§ch) nebo 

kvalitativn² zmŊnu; smŊr ġipky znaļ², zda doġlo k n§rŢstu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovn§n² zmŊn 

v r§mci kontroln²ch bunŊk a bunŊk po siRNA inhibici ɓ-arrestinu2, ļerven® ġipky; TRH/C, porovn§n² zmŊn v r§mci 

kontroln²ch bunŊk a bunŊk po stimulaci TRH (ģlut® ġipky); TAL/C, porovn§n² zmŊn v r§mci kontroln²ch bunŊk a 

bunŊk po stimulaci TAL (modr® ġipky); Arr-TRH/Arr, porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnŊd® ġipky); Arr-TAL/Arr porovn§n² zmŊn v r§mci bunŊk po siRNA inhibici 

ɓ-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelen® ġipky). Stimulaļn² nebo inhibiļn² ¼ļinek je vyj§dŚen ġipkami mezi jednotlivĨmi 

proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivĨmi proteiny byly vyznaļeny podle n§sleduj²c²ch prac²: Chen et al., 

2018; Smolen et al., 2007; Sequera et al., 2018; Baker et al., 2016; Schultess et al., 2005; Radha et al., 2011; Park 

et al., 2005. 

Sn²ģen² exprese ɓ-arrestinu2 nebo stimulace kontroln²ch bunŊk TRH vedla k poklesu 

ve fosforylaci na Ser361 u proteinu Rap1gap2. Naproti tomu, pokud byly aplikov§ny ligandy 


