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Abstrakt

Signalizace spojena s aktivaci receptoru pro tyreoliberin (TRH-R) ma svou nezastupitelnou
ulohu v fadé bunéénych procest. Tyreoliberin (TRH) ma dtlezitou roli v regulaci sekrece ostatnich
hormont a existuji také zminky o jeho moznych antiapoptotickych a neuroprotektivnich ucincich.
Na druhou stranu je TRH velice rychle degradovan a také jeho dalsi vlastnosti, jako jsou srdecni
a endokrinni vedlejsi i€inky a nizka lipofilita, znevyhodnuji terapeutické aplikace tohoto hormonu
oproti jeho riiznym analogiim. Diky svym u¢inkiim na centralni nervovy systém piedstavuji TRH
ijeho analogy potencidlni moznost pro terapii rdznych neurologickych onemocnéni,
neurodegenerativni choroby nevyjimaje. Molekularni mechanismy zodpovédné za prospésné
pusobeni TRH a jeho analogli zatim nejsou zcela objasnény. Dosud se také jen malo vi o zapojeni
TRH, poptipadé jeho analogli, v regulaci energetického metabolismu a vlivu na bunéény
fosfoproteom.

V prvni ¢asti prace jsme se zaméfili na vyzkum vlivu TRH a interak¢nich partnerit TRH-R
na laterdlni pohyblivost tohoto receptoru v membrané bunécné linie TRY-1 stabilné exprimujici
TRH-R na C-konci znaCeny zlutym fluorescencnim proteinem (YFP). Z vysledkd téchto
experimentd je patrné, ze nejen stimulace ligandem, ale také pfitomnost vazebnych partnert
ptispiva k modulaci parametra lateralni pohyblivosti receptoru.

Ve druhé casti prace jsme se vénovali rozsahlé analyze funkcniho stavu TRH-R. Byl
sledovan zejména vliv jednotlivych signalizacnich molekul na hladiny intracelularnich druhych
poslt, jako jsou vapenaté ionty, inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a cyklicky adenosinmonofosfat
(cAMP), po aktivaci TRH-R. Ukazalo se, Ze tento receptor pravdépodobné kromé svého plisobeni
pfes Gy1i0 protein se mize za urcitych podminek sprahovat také s Gso, poptipadé i Gia proteiny,
a regulovat tak rozmanité bunééné procesy. Prokazan byl také vliv TRH 1 jeho analogu taltirelinu
(TAL) na fosforylaci kinaz ERK1/2 a Akt.

V dalsi c¢asti prace jsme sledovali vliv aktivace TRH-R na hladiny volnych radikala,
na procesy bunécné bioenergetiky, na funkci mitochondrialniho dychaciho fetézce. Aplikace TRH
1 TAL odhalila jisté antioxidac¢ni vlastnosti téchto latek a mirny protektivni u¢inek proti oxida¢nimu
stresu indukovanému tert-butyl hydroperoxidem (+-BHP). Ani jeden z ligandli neprokazal zadny
vliv na procesy oxidativni fosforylace, ani na spotiebu kysliku u bunééné linie GH1.

V posledni c¢asti této prace jsme zkoumali vliv B-arrestinu2 na fosfoproteom u GHI1
bunécné linie po stimulaci TRH-R. Aktivace TRH-R pomoci TRH nebo TAL a také snizeni exprese
B-arrestinu2 odhalily rozsahlé¢ zmény ve fosforylaci proteint souvisejicich se signalizaci malych
GTPaz, mitogenem aktivovanych proteinkinaz (MAPK), serin/threoninovych a tyrozinovych
proteinkinaz, Wnt/B-kateninu a protein z dalSich signalizacnich drah. TRH a TAL navic
vykazovaly mnohé odliSnosti ve fosforylaci velkého poctu proteinti, coz by mohlo poukazovat

na schopnost téchto dvou ligandii ptisobit jako usmériiovaci agonisté 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 systém, 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 Gy110 protein, this receptor can, under certain conditions, also be coupled to
G,a or Gio 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
(+-BHP). None of the ligands showed any effect on oxidative phosphorylation processes or on
oxygen consumption in the GHI cell line.

In the last part of this thesis, we investigated the effect of [-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 B-arrestin2, revealed extensive changes in phosphorylation
of proteins related to the signaling pathways of small GTPases, mitogen-activated protein kinases
(MAPKSs), serine/threonine and tyrosine protein kinases, Wnt/Bcatenin 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.

Klic¢ova slova: (-arrestin, lateralni mobilita, receptor pro tyreoliberin, signalizace, siRNA inhibice,

taltirelin, tyreoliberin
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Dulbecco’s modified Eagle’s médium

dimethylsulfoxid

gama-butyrolakton-gama-karbonyl-histidyl-prolinamid citrat, analog TRH
deoxyribonukleova kyselina

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidt, dedicator of cytokinesis
Dishevelled, cytoplazmatické fosfoproteiny zapojené ve Wnt signalizaci
kyselina ethylendiamintetraoctova

receptor pro epidermalni ristovy faktor

extracelularni smycky receptoru, extracullular loops

extracelularnim signalem regulovana kinaza, izoforma 1/2
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ERKS
FACS

Farp

FBS
FCCP
FRAP

FRET
Gab2
GABA
Gak
GAP
Gapvdl
Gbfl

GDI
GDP
GEF
GH1
Gitl

Git2

GPCR
Grb2

GRK
GSK3p
GTP
H,DCFDA
HEK?293
HPT osa
HTRF
IL1-3

1P,

1P;

extracelularnim signalem regulovana kinaza, izoforma 5

pratokova cytometrie; fluorescence-activated cell sorting

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidt, FERM, ARH/RhoGEF and
pleckstrin domain protein

fetalni bovinni sérum

karbonylkyanid p-trifluoromethoxyfenylhydrazon

navraceni fluorescence po fotovybéleni, fluorescence recovery after
photobleaching

fluorescencni rezonan¢ni prenos energie

s Grb2 asociovany vazebny protein 2

kyselina y-aminomaselna

kinaza asociovana s cyklinem G

GTPazu urychlujici protein

GAP a VPS9 domény obsahujici protein

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidii, Golgi brefeldin A resistant
guanine nucleotide exchange factor 1

guanine nucleotide dissociation inhibitor

guanosindifosfat

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidii

klonalni kmen nadorovych bun¢k hypofyzy potkana

GTPazu urychlujici protein, G protein-coupled receptor kinase-interactor
1

GTPazu urychlujici protein, G protein-coupled receptor kinase-interactor
2

receptor spfazeny s G proteinem

protein vazany na receptor rustového faktoru, growth factor receptor-
bound protein 2

kindzy receptorti spfazenych s G proteiny

kinaza glykogensyntazy 33

guanosintrifosfat

2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat

bunécna linie kultivovana z lidskych embryonalnich ledvinovych bun¢k
osa hypotalamus-hypofyza-§titna 71aza

homogenni ¢asové rozlisena fluorescence

intracelularni smy¢ky receptoru, intracellular loops

D-myo-inositol 1-fosfat

inositol-1,4,5-trifosfat



Itsn
INK
Kalrm
KSR1
KSR2
Lamtorl
Lats1

LB médium

MAPK
MAP2K
MAP3K
Marcks

Mcf21

MDL
MEK1/2
Mf
MK-771
MPP+
mTORCI

MTT
Mycbp2
Myo9b
Nfl
NP-647
NS-3

one-way ANOVA

OXPHOS
p38/SAPK
Pakl

intersektin

Jun aminoterminalni kinaza

kalirin RhoGEF kindza

kindzovy supresor Ras 1

kindzovy supresor Ras 2

pozdni endozomalni/lysozomalni adaptér, aktivaitor MAPK a MTOR 1
kinaza large tumor suppressor kinase 1

Luria Bertani médium

laktatdehydrogenaza

p-opioidni receptor

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidii pro monomerni G proteiny
z rodiny Rab, Map kinase-activating death domain protein

mitogenem aktivovand proteinkindza

kindza MAPK

kinaza kinazy MAPK

substrat pro proteinkinazu C, myristoylated alanine rich protein kinase C
substrate

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidd, MCF.2 cell line derived
transforming sequence like

midazolam

proteinkinaza s dudlni specificitou, izoforma Y2, MAP2K

mobilni frakce

L-pyro-2-aminoadipyl-histidyl-thiazolidin-4-karboxamid, analog TRH
1-methyl-4-phenylpyridinium

komplex sav¢i serin/threoninové kinazy, mammalian/mechanistic target of
rapamycin complex 1
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid

atypicka E3 ubiquitin-proteinligaza, myc-binding protein 2

myozin 9B

neurofibromin 1

L-pGlu-(2-propyl)-L-His-L-ProNH(2), analog TRH
N[[(3R,6R)-6-methyl-5-0x0-3-thiomorfolinyl]karbonyl]-L-histidyl-L-
prolinamid tetrahydrat, analog TRH

jednofaktorova analyza rozptylu

oxidativni fosforylace

stresem aktivovana proteinkinaza

p21/Cdc42/Racl-aktivovana kinaza 1
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Pak2
Paké6
PBS
PCR
Pdzd8
PI3K
PI(4,5)P,
PKA
Pkn1
PKC
PLC
PLCs1
PNS
PP1I
Prex2

Prkaal

Prkabl
Prkarla

Prkar2a

Prkar2b

Prked
Prkce
Prkdl
Prkd2
PRL
Psen-1
Ptk2b
Rab3ip
Rabl1fipl
Rabl11fip5
Rabep
Rabgapl

p21/Cdc42/Racl-aktivovana kinaza 2

p21/Cdc42/Racl-aktivovana kinaza 6

fosfatovy pufr

polymerazova fetézova reakce

protein obsahujici PDZ doménu, PDZ domain containing 8

fosfoinositid 3-kindza

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

cAMP-dependentni proteinkinaza, proteinkindza A

proteinkinaza N1

proteinkinaza C

fosfolipaza C

fosfolipaza C 91

postnukledrni supernatant

pyroglutamylaminopeptidaza II

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidl, phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate dependent Rac Exchange factor 2

al  katalytickd podjednotka  5’-adenosinmonofosfatem-aktivované
proteinkinazy

B1 podjednotka 5 -adenosinmonofosfatem-aktivované proteinkinazy

al  regulaéni  podjednotka  5’-adenosinmonofosfatem-aktivované
proteinkinazy

a2 regulatni  podjednotka  5’-adenosinmonofosfatem-aktivované
proteinkinazy

B2 regulacni  podjednotka  5’-adenosinmonofosfatem-aktivované
proteinkinazy

proteinkinaza Cd

proteinkinaza Ce

proteinkinaza D1

proteinkinaza D2

prolaktin

presenilin-1

proteintyrozinkinaza 23

s Rab3 proteinem interagujici protein

s Rabl11 proteinem interagujici protein 1

s Rabl11 proteinem interagujici protein 5

rabaptin

GTPazu urychlujici protein pro monomerni G proteiny z rodiny Rab
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Radil
Raf-1/cRafl
Ralbpl
RalGAPal

RalGAPa2

RalGAPb

Ralgps2
Ranbp
RanGAPI
Raplgap
Rapgef
Rassf5
RGH 2202
RGS
Ric-8 proteiny
Riok2
RNA
Rock

ROS
Rps6ka3/RSK
Rrebl

Scrib
SDS-PAGE

Sipal

Sipalll
Sipall3
siRNA
Smap2

Snrk

Rap efektor, Rap associating with DIL domain

serin/threoninova proteinkindza

RalA vazajici protein 1

GTPazu urychlyjici protein pro monomerni G protein Ral, katalyticka
podjednotka al

GTPazu urychluyjici protein pro monomerni G protein Ral, katalyticka
podjednotka a2

GTPazu urychlujici protein pro monomerni G protein Ral, nekatalyticka
podjednotka 3

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidi pro monomerni G protein Ral
protein vazajici Ran

GTPazu urychlujici protein pro monomerni G proteiny z rodiny Ran
GTPazu urychlujici protein pro monomerni G protein Rap

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidi pro monomerni G protein Rap
protein obsahujici Ras asocia¢ni doménu
L-pyro-2-aminoadipyl-L-leucil-L-prolinamid, posatirelin, analog TRH
regulator G proteinové signalizace

proteiny tzv. rezistence vuci inhibitorim cholinesteraz

serin/threoninova proteinkinaza R102

ribonukleova kyselina

serin/threoninova proteinkinaza, rho-associated coiled-coil-containing
proteinkinase

reaktivni formy kysliku

ribozomalni s6 kinaza

Ras responzivni element vazebny protein-1

scaffold protein Scribble

polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného

mitogenem indukovany GTPazu urychlujici protein, signal-induced
proliferation-associated protein 1

signal-induced proliferation-associated 1 like 1

signal-induced proliferation-associated 1 like 3

malé interferujici RNA

GTPazu urychlujici protein pro monomerni G proteiny zrodiny Arf,
stromal membrane-associated GTPase-activating protein 2
serin/threoninova proteinkindza, sucrose nonfermenting (SNF)-related

kinase



Sos1

Src

Srpk1
Srpk2
Stk3

TAL
Tbcld4
Tbcld9b
Tbcld10a
Tbc1d10b
Tbcld25
t-BHP
TEAC

Tiaml

T™1-7
Tnik
Tnks1bpl
TRH
TRH-R
Trio

TRY-1

TSH

Ulk1

Vav2

Vrk3
Wnk2
Wnt

YFP
YM-14673

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidti, Son of sevenless homolog 1
tyrozinova proteinkinaza, sarcoma

serin/argininova proteinkinaza 1

serin/argininova proteinkinaza 2

serin/threoninova proteinkindza 3

taltirelin

GTPazu urychlujici protein pro monomerni G proteiny z rodiny Rab
GTPazu urychlujici protein pro monomerni G proteiny z rodiny Rab
GTPazu urychlujici protein pro monomerni G proteiny z rodiny Rab
GTPazu urychlujici protein pro monomerni G proteiny z rodiny Rab
GTPazu urychlujici protein pro monomerni G proteiny z rodiny Rab
tert-butyl hydroperoxid

antioxidac¢ni kapacita ekvivalentni k troloxu

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidt, 7-lymphoma invasion and
metastasis-inducing protein 1

transmembranové domény

proteinkinaza TRAF2 and NCK-interacting protein kinase

tankyrazu 1 vazajici protein 1

tyreoliberin

receptor pro tyreoliberin

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidi

HEK293 buiiky stabiln¢ exprimujici dlouhou izoformu potkaniho TRH-R1
s navazanym zlutym fluorescen¢nim proteinem

tyreotropni hormon

kindza Unc-51 like autophagy activating kinase 1

faktor pro vyménu guaninovych nukleotidti

Vrk serin/threoninova kinaza 3, Vaccinia related kinase 3
serin/threoninova proteinkinaza, WNK lysine deficient protein kinase 2
glykoprotein, Wingless/Int-1

zluty fluorescencni protein

N alfa-[[S)-4-ox0-2-azetidinyl)karbonyl]-L-histidyl-L-prolinamid
dihydrat, azetirelin, analog TRH



1. Uvod

Receptory spfazené s G proteiny jsou nejpocetnéjsi a zaroven fyziologicky velice
vyznamnou rodinou evoluéné ptibuznych proteind vyskytujicich se v plazmatickych membranach
bun€k vétSiny eukaryot, jejichz spoleénym znakem je sedm transmembranovych ao-helixt.
Odpovidaji na Sirokou $kalu riznych signald z vnéjsi strany membrany a pies asociaci s G proteiny
spousti rozlicné signaliza¢ni drahy uvnitf bunék. Mezi tyto proteiny se fadi i receptor
pro tyreoliberin (TRH-R), ktery po aktivaci vykazuje své ucinky primarné ptes spiazeni s Ggi10
proteinem. Jsou ale i jist¢ naznaky, ze by stimulace TRH-R mohla vést k asociaci s jinymi
G proteiny a k aktivaci mnohem §ir§iho spektra biologickych procest.

Velmi diskutovanym tématem poslednich 20 let je takzvany usmériiovaci agonismus. Tento
fenomén je zaloZen na schopnosti ligandi po vazbé na receptor ménit jeho konformaci a ridit
signalizaci bud’ pfes G proteiny nebo na G proteinech nezavislou cestou, pres B-arrestin. B-Arrestiny
jsou velmi zajimavé molekuly, které byly primarn€ studovany v souvislosti s regulaci funkce
receptortl sprazenych s G proteiny (GPCRs), s jejich desenzitizaci a internalizaci. Dnes se ale uz vi,
ze uloha téchto cytozolarnich proteint je daleko sofistikovanéjsi a ze B-arrestiny mohou mit
nezastupitelnou roli jako signalni molekuly v mnoha signalizacnich drahach. Z dtvodu, zZe
pro TRH-R je dosud znam pouze jediny pfirozeny agonista, tyreoliberin (TRH), nebyl pro tento
receptor usmeérnovaci agonismus prozatim objeven.

TRH je hormon dilezity pro spravné fungovani fady fyziologickych procesii. Jednak
stimuluje tvorbu tyreotropniho hormonu a tim také zakladnich hormonti §titné zlazy, dale také
reguluje uvolnovani prolaktinu, ovliviiyje Siroké spektrum metabolickych procesti a ma vyznamnou
roli také v centralnim nervovém systému (CNS). Pravé diky svym u¢inkliim na CNS je TRH
povazovan za latku svelkym potencialem pro terapeutické aplikace v kontextu ruznych
neuropatologii. Nicméné pro své vedlejsi i€inky a kratky poloc¢as Zivota je snaha o nalezeni nového
terapeutika, které by spliovalo kladné vlastnosti TRH a vykazovalo minimalni nezddouci vedlejsi
ucinky. V souvislosti s tim je prave kladen velky potencial do procesu usmériiovaciho agonismu.

Dosud je pouze malo dostupnych informaci o molekularnich mechanismech neuroprotekce
spojenych se signalizaci TRH-R. Bunécna signalizace je vysoce koordinovany proces, ktery,
aby spravn¢ fungoval, musi byt nalezit¢ regulovany. Jakakoliv odchylka v chovani receptoru
v membrang, v pfitomnosti nebo mnozstvi signalnich molekul v cytoplazmé a dalsi odliSnosti
mohou vést k aktivaci zcela odli$nych procesi. Hlavnim cilem této diserta¢ni prace tedy bylo zjistit,
zda a jaké klicové proteiny zapojené v signalizaci TRH-R mohou usmeériiovat jeho chovani
v plazmatické membranég, ale také fizeni signalnich procest vzhledem k rznym efektorovym

proteintim.



2. Literarni prehled

2.1 Receptory spirazené s G proteiny

Receptory sptazené s G proteiny jsou jednou z nejvétSich a nejvyznamngjSich skupin
proteini vyskytujicich se v genomu obratlovct. Bylo prokazano, ze vice nez 800 lidskych genti
kéduje prave GPCRs (Bjarnadottir ef al., 2006). Skupina téchto proteint je dulezita zejména kvuli
svému zapojeni v signalnich drahach souvisejicich s mnoha onemocnénimi, jako jsou rizné
kardiovaskularni, metabolické, smyslové, imunologické ¢i duSevni poruchy, ale naptiklad
i rakovina (Cosin-Roger et al., 2020; Gnad et al., 2020; Nemet et al., 2020). I pfes to, ze jsou
vSechny tyto receptory velmi riiznorodé ve struktufe i funkci, stale sdileji nékteré spole¢né

konstrukeni prvky, na zakladé kterych se daji tiidit.

2.1.1 Klasifikace GPCRs

Existuji dva zakladni systémy pro klasifikaci GPCRs. Nejcastéji pouzivany klasifika¢ni
systém tfidi GPCRs do Sesti skupin znacenych A-F. Jsou zde zahrnuty vSechny GPCRs obratlovct
i bezobratlych. Receptory jsou zde fazeny do skupin na zakladé sekven¢ni homologie a funk¢nich
vlastnosti. Skupina A je nejvetsi z nich a zahrnuje rhodopsin a jemu podobné receptory, skupinu B
tvoti receptor pro sekretin a dalsi velké peptidy, do skupiny C se fadi metabotropni glutamatové
receptory, do skupiny D receptory pro feromony hub, skupinu E tvofi receptory pro cyklicky
adenosinmonofosfat (CAMP) a skupinu F receptory frizzled/smoothened (Davies et al., 2007).

Dalsi klasifikaéni systém zna¢eny GRAFS tridi GPCRs pouze lidského genomu do péti
hlavnich skupin: glutamatova, rhodopsinova, adhesion, frizzled/taste2 a sekretinova skupina.
Receptory jsou timto systémem tfidény na zakladé fylogenetické ptibuznosti (Fredriksson ef al.,
2003). Systém tfidéni podle GRAFS, piiklady zastupci a charakteristika jednotlivych skupin
GPCRs je znazornéna v tabulce 1.

GPCRs asociuji na vnitini stran¢ bunééné membrany s G proteiny, jejichz prostfednictvim

ovliviiji vnitrobunécnou signalizaci.



Tab. 1: Tridéni, nejznaméjsi zastupci a struénd charakteristika jednotlivych skupin GPCRs podle systému

GRAFS
Skupina Zastupci - priklady Charakteristika
metabotropni glutamatové receptory, dlouhy N-konec obsahuje
GABA receptory, chut'ovy receptor ligand-rozpoznavajici doménu,
Glutamatova - )
typu 1 (TAS1), receptor citlivy na fylogeneticka pribuznost s receptory
vapnik pro feromony (V2R)
opioidni receptory, chemokinové
] receptory, ¢ichové receptory, purinergni | nejveétsi skupina, 13 podskupin, kratky
Rhodopsinova S
receptory, TRH receptor, receptory N-konec, velka diverzita liganda
biogennich amint
33 zastupct, dlouhy N-konec bohaty
) na Ser a Thr obsahuje Sirokou $kalu
Adhesion CD97, GPR56, GPR126, GPR133

strukturnich domén, strukturalné
podobné sekretinové skupiné

11 frizzled receptort, 30 TAS2

frizzled receptor, chut'ovy receptor typu

2 (TAS2)

receptort, specifickd exprese béhem
Frizzled/taste 2 ] )
embryondlnich vyvojovych stadii

zivoéicht

receptor pro vazoaktivni intestinalni

) o 15 zastupcii, dlouhy N-konec bohaty
peptid (VIPR), PACAP (pituitary

Sekretinova o na Cys miustky, vazi velké peptidové
adenylate cyclase-activating )
ligandy

polypeptide) receptor
Vytvoreno podle Schioth a Fredriksson, 2005. CD97, , cluster of differentiation 97, GABA, kyselina

y-aminomdselna; GPR56, receptor sprazeny s G proteiny 56; GPRI126, receptor sprazeny s G proteiny 126;
GPR133, receptor sprazeny s G proteiny 133; PACAP, pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide;
TAS1, chutovy (taste) receptor 1; TAS2, chutovy (taste) receptor 2; VIPR, receptor pro vazoaktivni

intestinalni peptid.

2.2 G proteiny
G proteiny se daji rozdélit na dvé hlavni skupiny: heterotrimerni G proteiny, tvofené
podjednotkami a, B a y a monomerické G proteiny, které sdileji sekvencni homologii

s o podjednotkou heterotrimernich G proteint.

2.2.1 Monomerni G proteiny neboli malé G proteiny

Skupina malych GTPaz je konzervovana napfic eukaryoty. Na zaklad¢ strukturnich,
sekvencnich a funk¢nich vlastnosti se jednotlivi zastupci daji rozd¢lit do péti rodin: Ras, Rho (Ras
homology), Rab (Ras-like in brain), Arf (ADP-ribosylation factor) a Ran (Ras-like nuclear)

GTPazy. Jedna se o cytozolarni proteiny, které funguji jako molekularni prepinace, dokazi vazat
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guanosintrifosfat (GTP) a hydrolyzovat ho na guanosindifosfat (GDP). Reguluji Sirokou skalu
bunécnych procest, zejména bunécény rist a prezivani, bunéénou migraci, diferenciaci a vezikularni
¢i jaderny transport. Rozdéleni jednotlivych skupin malych GTPaz s jejich nejbéznéjsimi zastupci

a biologickou roli je znazornéno v tabulce 2.

Tab. 2: Rodiny malych GTPadz: seznam nejznaméjsich zdstupcit a jejich biologickd role

GTPaza Zastupci Biologicka funkce Literatura
Ras 36 ¢lenu bunééna signalizace, rust Kinbara et al., 2003;
H-Ras, K-Ras, a prezivani bungk, Wennerberg et al., 2005
N-Ras, Rap, R-Ras, | proliferace a diferenciace
Ral, Rheb bunék
Rho 20 ¢lent regulace aktinového Nobes a Hall, 1995;
RhoA, Racl, Cdc42 | cytoskeletu, bunécna Subauste et al., 2000;
migrace, diferenciace, Haga a Ridley, 2016
mitéza, proliferace,
nadorové bujeni, apoptdza
Rab 61 ¢lent tvorba vacki, jejich Hutagalung a Novick, 2011;
Rab1-45 transport i splyvani vacku Pfeffer, 2017
(s vyjimkou Rab16) | s membranou
ARF/SARA 27 ¢lent vezikularni transport, Chavrier a Goud, 1999;
Arfl-9, Arl1-8, Arp, | regulace cytoskeletu, Pasqualato ef al., 2002;
Sarl sekrece proteintl, migrace Yorimitsu et al., 2014;
nadorovych bun¢k Nacke et al., 2021; Nakano
a Muramatsu, 1989; Casalou
etal,2016; Luetal., 2001
Ran 1 ¢len membranovy transport Boudhraa et al., 2020;
Ran pies jadernou membranu, Dasso, 2002
kontrola bunééného cyklu

Pocty ¢lenii jednotlivych GTPaz prevzaty z Wennerberg et al., 2005.

2.2.2 Heterotrimerni G proteiny

Heterotrimerni G proteiny jsou membranoveé asociované proteiny, které spole¢né tvori
signaliza¢ni komplex. Jak bylo napsano vyse, jedna se o komplex tvoreny podjednotkami a, f a y.

G proteiny se daji tfidit podle typu Go podjednotky. Je znamo piiblizné¢ 20 rtiznych Ga
podjednotek, které jsou na zakladé sekvenéni homologie klasifikovany do ¢ty hlavnich rodin: Gs,
G, Gg1 a Giass.

Do skupiny Gs se fadi dva proteiny, Gso. a Goirr, jejichz aktivace ma za nasledek stimulaci

enzymu adenylylcyklaza (AC). Druha rodina je tvofena Ctyfmi proteiny, které inhibuji AC (G0,

11



G.0)) a nebo aktivuji fosfodiesterazu (Gia,, Ggustet). Dalsi rodinou jsou Ggii proteiny (Gga, Giia,
Gua, Giso, Gisa), které po své aktivaci tidi signalni transdukci enzymu fosfolipazy C. Posledni
skupinu tvofi rodina G0 a Gisa proteint, které aktivuji Rho GTPazy (shrnuto v Milligan
a Kostenis, 2006).

V lidském genomu je obsazeno 5 genti kodujicich G a 14 genti kodujicich Gy podjednotky
(shrnuto v Milligan a Kostenis, 2006). Také Gfy komplex ma svou roli v procesech bunécné
signalizace. Signalizace prostfednictvim tohoto komplexu je velmi rtznorodd, nebot bylo
prokazano, ze GBy komplex se Uc€astni regulace riiznych efektord, at’ uz iontovych kanali (Ikeda,
1996; Logothetis et al., 1987), regulace AC (Tang a Gilman, 1991), nebo naptiklad spousti

fosforylaci extracelularnim signalem regulované kindzy (ERK1/2) (Saroz ef al., 2019).

2.2.3 Mechanismus aktivace a deaktivace G proteint

Vazba ligandu na GPCR indukuje vyménu GDP za GTP na Go podjednotce
heterotrimerniho G proteinu. Go podjednotka je poté uvolnéna od GBy dimeru. Jak Ga, tak Gy
dimer predstavuji samostatné signalni jednotky a aktivuji celou fadu signalnich drah svou interakci
s riznymi efektorovymi molekulami (napfiklad vySe zminéné fosfodiesterazy, proteinkinazy,
adenylylcyklazy, fosfolipazy, iontové kandly a dals§i). Délka signalu je regulovana vnitini
GTPazovou aktivitou Go podjednotky, ktera ukon¢i jeji aktivitu hydrolyzovanim GTP na GDP a

volny anorganicky fosfat a vede k opétovnému spojeni s Gy dimerem.

2.3 Regulace signalnich drah GPCRs

Signalizace prostfednictvim receptoril sprazenych s G proteiny je vyznamnd pro velké
mnozstvi fyziologickych procesi, jejichz dysregulace mlze mit za nasledek vznik rtznych
zévaznych chorob/poruch. Proto je potieba, aby byly jednotlivé proteiny tadné regulovany.
Regulace miize probihat jak na urovni samotného receptoru, G proteinu nebo intracelularnich
efektorovych proteinti.

V nasledujicich odstavcich/podkapitolach bude kratce shrnuta regulace na urovni

post-receptorové, a to jak na irovni G proteini tak na trovni jednotlivych efektort.

2.3.1 Regulatory asociované s G proteiny

Existuji tfi zakladni regula¢ni mechanismy pro G proteiny. Za prvé, ligandem obsazené
GPCRs na bunééné membrané zahajuji nastup signalu tim, ze plsobi jako tzv. vyménné faktory
guaninovych nukleotidl (,,guanine nucleotide exchange*, GEF), a tedy katalyzuji disociaci GDP
z G proteinu. Diky tomu dojde k vazbé volného GTP z cytoplasmy na G protein a aktivaci
ptislusnych signalnich kaskad. Za druhé, GTPazu urychlujici proteiny (GAP) reguluji rychlost
hydrolyzy GTP a tedy délku signalu a za tfeti, GBy komplex funguje jako ,,guanine nucleotide

12



dissociation inhibitor (GDI), protoze napoméha uchyceni Ga podjednotky k receptoru a brani
spontannimu uvolnéni GDP.

GTPazova aktivita Go, podjednotky je obecné spiSe pomald, mize byt vSak urychlena
G proteinové signalizace (RGS). Ty pfimo interaguji s Ga podjednotkami (piednostné tiidy Gi, Gq
a Gi213) a vedou k rychlému ukonceni signalu. Je ale také znamo, Ze RGS proteiny mohou piimo
¢i nepfimo pusobit i na samotné GPCRs (Neitzel a Hepler, 2006). Mohou se svym N-koncem vazat
na intracelularni ¢asti receptoru (Bernstein et al., 2004; Hague et al., 2005), nebo mohou interagovat
s jeho C-koncovou ¢asti (Georgoussi et al., 2006). RGS proteiny mohou dokonce tvofit signaliza¢ni
komplexy s GPCRs a Ga (Ghil ef al., 2014) nebo také interakci s riznymi efektory regulovat
napiiklad signalizaci mitogenem aktivovanych proteinkindz (MAPK) (Miao et al., 2016). Z toho
plyne, Ze RGS proteiny mohou zastavat rozmanité funkce v buné¢né signalizaci.

U savct bylo identifikovano asi 20 rtiznych RGS proteinil, které jsou znaceny Cisly
RGS1-21, s vynechanim ¢isla 15. VSechny tyto proteiny definuje pfiblizné 120 aminokyselin
dlouhd RGS doména, zodpovédna za vazbu na Go podjednotku a urychleni hydrolyzy GTP. Kromé
této domény mohou nékteré RGS proteiny obsahovat i jiné domény, napiiklad N- a C-koncové
vazebné domény. Ty mohou zvySovat selektivitu jednotlivych RGS pro uréity G protein (shrnuto
v De Vries et al., 2000).

RGS proteiny je mozné rozd¢lit do nékolika podskupin na zakladé podobnosti jejich RGS
domén. Do podskupiny A/RZ patti tfi ¢lenové, RGS17, 19 a 20, o relativné malé velikosti
(20-30 kDa). Jsou tvotfeny RGS doménou a N-koncovou doménou, jejiz cysteinové zbytky mohou
byt palmitoylovany. Diky dal§im motivim mohou vazat napiiklad tzv. scaffold proteiny a
interagovat s multiproteinovymi signalizaénimi komplexy. Pro dva zastupce, RGS17 a 20, bylo
definovano mozné propojeni s p-opioidnim receptorem (pn-OR) (Garzon et al., 2005a, b).

Dalsi podskupinu B/R4 tvoti proteiny velikosti podobné piedchozi skuping, jmenovité
RGS1-5, 8, 13, 16, 18 a 21. Obsahuji RGS doménu a kratké N- a C-koncové ¢asti. Zastupci této
skupiny moduluji velkou fadu riznych efektort. Naptiklad je znam vliv RGS2, 3, 4 a 13 na Gsa
a Gio podjednotky G proteinii modulujici aktivitu AC (Berman a Gilman, 1998). RGS2
pravdépodobné piimo interaguje jak s Gsa, tak s AC. Pro inhibi¢ni plisobeni na AC typu V se zda
byt zasadnich 19 aminokyselin v N-koncové ¢asti tohoto regulatoru, které interaguji s C1 doménou
AC (Salim et al., 2003). Tyto regulatory, RGS2, 5 a 8, jsou zapojeny do inaktivace dovnitf
usmeriiujiciho draselného kanalu (Herlitze et al., 1999), zatimco RGS7, zastupce nasledujici
skupiny, se podili na jeho aktivaci (Saitoh et al., 1999). S regulaci Gqo-tizené vapnikové signalizace
jsou spojeny RGS1, 2,4 a 16 (Xu et al., 1999). RGS2, 3 a 4 se Gcastni regulace aktivity enzymu
fosfolipazy Cp (PLCP). V ptipadé RGS4 byl prokdazan mozny mechanismus této regulace, kdy
tvorbou komplexi spolu s Gqo, GPy a PLCB miZe tento regulator pohotove zastavit pocinajici

signalizaci (Dowal ef al., 2001). Ale regula¢ni mechanismus pro PLCP signalizaci je pro jednotlivé
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RGS proteiny pravdépodobné odlisny (Anger ef al., 2004). Pfedchozi tfi RGS proteiny (RGS2,
3 a 4) také inhibuji signalizaci iniciovanou zastupci receptord spfahujicich se s G410 proteiny, a to
muskarinovym M3 receptorem a receptorem pro gonadoliberin (Karakoula et al., 2008). Co se tyce
dvou vysoce piibuznych Ggi:0 proteint, je vSeobecné znamo, ze nékteré RGS jsou schopny mezi
nimi rozliSovat a uc¢innéji regulovat jen jeden z nich. Kupiikladu RGSS5 a 16 snaze inhibuji Gqo nez
Giia protein (Ladds ef al., 2007). Znama je i studie, ktera popisuje regulaci signalizace TRH-R
prostfednictvim RGS proteinti. Bylo zjisténo, ze v ptipadé obou typi TRH-R (TRH-R1 i TRH-R2)
muze byt signalizace inhibovana RGS4, ale nikoli RGS7, 9 nebo 19 (Harder et al., 2001b).

RGS6, 7,9 a 11, zéstupci podskupiny C/R7, obsahuji ve své struktuie kromé RGS domény
dalsi dveé funkéni domény. Jednou z nich je Gy-like doména, kterd je schopna vytvaret stabilni
komplex s Gfs podjednotkou ¢i interaguje s dalSimi proteiny. Druhou doménou je
Disheveled/EGL-10/Plextrin homologni (DEP) doména, ktera vaze syntaxinu podobné proteiny,
jako jsou vazebny protein R7 a protein asociovany s RGS9 (Abramow-Newerly et al., 2006).

Podskupinu D/R12 tvofi celkem tii zastupci. Dva z nich, RGS12 a 14 jsou relativné velké
proteiny skladajici se z vice domén. Kromé RGS domény maji napiiklad Ga-vazebnou doménu,
tzv. GoLoco motiv, ktery inhibuje disociaci GDP z Ga podjednotky. Nékteré sestiihové varianty
RGS12 mohou obsahovat PDZ doménu, stejné jako zastupci A/RZ skupiny. Tteti ¢len této skupiny
je RGS10, ktery se strukturou podoba proteintiim ze skupiny B/R4. Prislusnici této skupiny jsou
schopny interakce sfadou enzymt a riznych proteind, kupiikladu s PLCP nebo napétim
ovladanymi vapnikovymi kanaly, a tim reguluji jejich aktivitu (Abramow-Newerly ef al., 2006).

Skupina, znacena E/RA, sdruzuje dva proteiny, axin a konduktin, které sice sdileji
podobnou sekvenci s RGS proteiny, ale nebyla u nich prokazana GAP aktivita, ani schopnost vazat
Ga podjednotku. Zastupci této skupiny patii ke klicovym regulatorim Wnt signalni drahy
(Bernkopf et al., 2019).

Dalsi tfidéni RGS proteint je na skupiny F/GEF, G/GRK a H/SNX. Tyto skupiny zahrnuji
¢leny Rho GEF, kinazy receptort spfazenych s G proteiny (GRK) a ,,sorting” nexin (SNX), které
také vlastni RGS doménu. Dalsi dva proteiny, RGS22 a D-AKAP2, nejsou zatazeny do zadné
skupiny, protoZe obsahuji vice RGS domén (Willars, 2006). Také pro nékteré efektory G proteini
bylo prokazéno, Ze mohou urychlovat GTPazovou aktivitu. Napftiklad fosfodiesteraza cyklického
guanosinmonofosfatu (cGMP) mtize kromé své tlohy pfi St€peni cGMP urychlovat hydrolyzu GTP
na G proteinu fotoreceptort, transducinu (Arshavsky a Bownds, 1992). I klicovy efektor signalizace

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

2.3.2 Aktivatory asociované s G proteiny
Aktivatory G proteinové signalizace (AGS) méni aktivitu G proteind nezavisle na GPCR.

Mohou slouzit také jako nadhradni vazebni partnefi podjednotek jednotlivych G proteint. Je mozné
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je rozdelit do Ctyt skupin v zavislosti na jejich funk¢nich vlastnostech a schopnosti interakce
s urcitymi G proteiny.

Prvni skupinu tvoii nékolik proteinti, které funguji jako GEF faktory, slouzi k zesileni
signalizace, nebot’ jsou zodpovédné za vyménu GDP za GTP na Ga podjednotkach G proteinti.
Patti sem AGS1 (RASD1), ktery interaguje s vybranymi G proteiny, jmenovité Gia, Goa a Giapy
proteiny (Cismowski et al., 2000). Dale se sem fadi dva proteiny tzv. rezistence vici inhibitorim
cholinesteraz (Ric)-8A a Ric-8B. Ric-8A pirednostné moduluje aktivitu Gia, Goa, Gqo a Giza
proteind, Ric-8B ovliviiuje aktivitu Gsa a Gora proteind (Tall et al., 2003; Chan et al., 2011a, b).
GIV protein, znamy také jako Girdin, aktivuje signalizaci od Gia a Gsa proteinti (Le-Niculescu
et al., 2005; Garcia-Marcos et al., 2009). Blizce ptibuzna této skuping, s niz sdili 62% podobnost,
je mald GTPaza Rhes (RASD2) exprimovana preferencné ve striatu (Vargiu et al., 2004). Tento
aktivator urychluje ptenos signalu ptfes Gio podjednotky G proteini (Harrison a He, 2011).
Za zminku stoji, ze zastupci této skupiny se ucastni regulace enzymu jako jsou AC ¢i MAPK
ERK1/2 (Graham et al., 2002; Nishimura et al., 2006; Harrison a He, 2011).

Do druhé skupiny nalezeji proteiny, které obsahuji 1-4 regulacni motivy slouZzici pro vazbu
G proteind. Jsou to zejména AGS3-6, GTPazu aktivujici protein Rap1Gap, RGS14 a tzv. ,,Purkinje
cell” protein 2 (PCP2/L7). Tyto proteiny piisobi jako GDI, tedy stabilizuji konformaci G proteint
s navazanym GDP na jejich a podjednotce. Mohou vazat jak rizné Ga podjednotky, tak GPy
komplex (Takesono et al, 1999). Vramci riznych Goa podjednotek G proteinil interaguji
kuptikladu s Gia, Goa a Gio proteiny a o svou vazbu na tyto proteiny soupeti s GBy dimerem (Cao
et al., 2004). Bylo prokazano, ze zastupci této skupiny mohou ovliviiovat spfazeni mezi GPCR
a G proteiny (Ma et al., 2003).

Nasledujici skupina sdruzuje proteiny, které interaguji piednostné s Gy dimery, ale mohou
se vazat 1 s riznymi Ga podjednotkami ¢i dokonce s celym komplexem Gafy (Yuan et al., 2007).
Patii sem ctyfi Clenové, AGS2 a AGS7-9. Diky své interakci s GBy dimery ovliviiuji tyto AGS
vazbu s Ga proteinem a napomahaji tak signalizaci skrz komplex Gy (Sato et al., 20006).

Posledni, relativné nova skupina AGS proteinid spojuje AGS 11-13 a transkrip¢ni faktory
s motivem helix-smycka-helix. Tyto proteiny ovliviiuji signalni drahy sméfujici od Gisa proteinu

(Sato et al., 2011).
2.4 Receptor pro tyreoliberin (TRH-R)

2.4.1 Signalni draha TRH-R

TRH-R patii do velké a fyziologicky velmi vyznamné skupiny GPCRs, vramci niz
se klasifikuje do skupiny A, stejné jako naptiklad rhodopsin. Tento receptor se vyskytuje pievazné
v membrané tyreotropnich bunék predniho laloku hypofyzy, ale byl identifikovan i v jinych
bunécnych typech (Gershengorn a Osman, 1996). TRH-R se nachazi v genetické informaci od ryb
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az po Cloveéka (Harder et al., 2001a), coz dokazuje diilezitost tohoto proteinu pro vSechny
obratlovce, savce nevyjimaje. Vazba hormonu na TRH-R, ktery signalizuje pies Ggi10 protein,
vede k aktivaci PLCP. Tento enzym katalyzuje hydrolytické Stépeni fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfatu (PI(4,5)P,) na dva dtlezité druhé posly, inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a 1,2-diacylglycerol
(DAG). 1Ps fidi uvolfiovani vapniku (Ca*") z vnitfnich zasobaren bufiky a dale vede k asociaci
proteinkinazy C (PKC) s membranou, jeji interakci s DAG a jeji nasledné aktivaci. ZvySena
koncentrace vapenatych iontd uvnitf builkky a aktivovand PKC pak uvede v Cinnost piislusné
efektorové systémy, které mohou v riznych bunikdch vést k odliSnym bunéénym odpoveédim (napf.
aktivace mitogenem aktivovanych protein kinaz ¢i regulace iontovych kanalit) (Hinkle et al., 2012;
Kanasaki et al., 2015; Joseph-Bravo et al., 2016). Schéma signdlni drahy TRH-R je shrnuto na obr.
1.
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Obr. 1: Regulace vylevu vapniku. Vazba TRH na TRH-R aktivuje Stépeni PIP>na IP; a DAG. IP; nasledné rFidi
vlev Ca’* zintracelularnich zdsobdren. ZvySené hladiny Ca’* v cytozolu jsou poté reguloviny pomoci
vapnikovych pump umisténych jednak na plazmatické membrané a jednak na membrané endoplazmatického
retikula. Za regulaci cytoplazmatického Ca’* jsou zodpovédné také ionotropni vapnikové kandly typu L v souhie

s Na*/Ca’* vymeénikem. Upraveno podle Nelson a Hinkle, 1994a, b; Hinkle et al., 2012.

2.4.2 Typy TRH-R

V rlznych zivocisnych druzich byly postupné identifikovany 3 typy TRH-R: TRH-R1-3.
Zatimco v lidské DNA je obsazen pouze jeden gen kodujici jeden TRH-R, pojmenovany TRH-R1,
ostatni savci exprimuji dal$i typ tohoto receptoru, TRH-R2. U ptakt byl identifikovan tieti typ
receptoru pro TRH, TRH-R3 (Li et al., 2020a).
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Predpoklada se, ze jednotlivé varianty TRH-R mohou mit odlisnou fyziologickou roli,
nebot’ ackoliv TRH-R1 i TRH-R2 spousti stejnou signalizaci, tak jsou odlisn¢ distribuovany
v mozku a na periferii (O'Dowd et al., 2000). Zda se, ze TRH-R1 spise zprostfedkovava
neuroendokrinni odpovédi a TRH-R2 moduluje vylev neurotransmiterii. Bylo také prokazano,
ze ackoli maji oba tyto typy TRH-R podobnou vazebnou afinitu, TRH-R2 vykazuje vyssi bazalni
signaliza¢ni aktivitu nez TRH-R1 (Wang a Gershengorn, 1999) a je po vazbé TRH rychleji

internalizovan a vyraznéji downregulovan (O 'Dowd et al., 2000).

2.4.3 Struktura TRH-R

TRH-R se fadi do stejné ttidy GPCRs spolu s thodopsinem a adrenergnimi receptory. Prave
popsani krystalové struktury rhodopsinu, modelového GPCR, poskytlo dilezité informace vedouci
k porozuméni mezi strukturou a funkci u tohoto a dal§ich GPCRs. TRH-R spolu s ostatnimi ¢leny
této skupiny GPCRs sdili stejnou strukturu: extracelularni N-konec, 7 transmembranovych
helixovych domén (TM1-7), tii extracelularni (EL1-3) a tfi intracelularni smycky (IL1-3)
a cytoplazmaticky orientovany C-konec. Schematické znazornéni struktury TRH-R je zndzornéno
na obr. 2.

Rovnéz rhodopsin byl prvni, u kterého byl popsan molekularni mechanismus aktivace
pfirozenymi agonisty. Po stimulaci dochdzi v molekule receptoru ke konformacnim zménam
v cytoplazmatickych ¢astech helixi 2, 3, 5 a 6 a jednotlivé helixy se vii¢i sobé natoci tak, ze dojde
k odhaleni zbytki zasadnich pro vazbu G proteinu (v ptipadé rhodopsinu se jedna o transducin)
(shrnuto v Okada et al., 2001). To plati i v ptipadé TRH-R, kdy cytoplazmaticka oblast TM6
po vazbe¢ TRH rotuje a oddali se od TMS5. V dusledku toho se zméni oblast v okoli IL3 a dojde
k odhaleni dal$ich, jinak skrytych domén TRH-R, potifebnych naptiklad pro vazbu G proteinu
(Huang et al., 2005).

V ramci skupiny receptort spfaZzenych s G proteiny se v jejich struktuie nachazi mnoho
konzervovanych zbytki. Je vSeobecné piijimano, ze praveé tyto konzervované ¢asti maji dilezitou
roli pro spravnou funkci receptord. Naptiiklad se predpokladd, ze tfi vysoce konzervované
aminokyseliny, Asn43 (z TM1), Asp71 (z TM2) a Asn316 (z TM7) spolu interaguji a tyto interakce
jsou klicové pro aktivaci TRH-R, ackoli nejsou soucasti vazebného mista pro TRH (Perlman et al.,
1997a).

Extracelularni smyc¢ky patii k zasadni Casti receptoru zodpovédné za prvni interakci
s ligandem. V jejich ramci se nachazi nékolik aminokyselinovych zbytku, které vazi TRH a tvoii
,vstupni kanal“ do vazebného mista pro hormon (Perlman et al., 1997b). Kromé toho vSechny
GPCRs sdili dva cysteinové zbytky Cys98 (EL1) a Cys179 (EL2), které jsou propojeny
disulfidovou vazbou. V pfipadé TRH-R je cysteinovy mistek zodpovédny za spravnou,
vysokoafinitni 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 tvoren 7 transmembrdanovymi helixy, extraceluldrné orientovanym N-koncem
a intracelularné orientovanym C-koncem. Extracelularni a intracelularni smycky propojuji transmembranové
domény. Asn3 a Asnl0 jsou glykosylovany, Cys98 a Cysl79 jsou propojeny disulfidovou vazbou. Dvacet
C-koncovych aminokyselin (zndzornény cervené) chybi v kratké formé sekvence mysiho TRH-R. C, Cys, cystein; N,

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

Intracelularni ¢ast GPCR je kli¢ovym prvkem v signalni transdukci, nebot umoziuje
molekularni rozpoznani a navazani riznych signaliza¢nich molekul jako jsou G proteiny, kinazy
nebo arrestiny. TRH-R ma na svém cytoplazmatickém konci NPxxY motiv, ktery spojuje TM7
s amfipatickym helixem. Tento helix, znafeny helix 8, je umistén rovnobézné s povrchem
cytoplazmatické membrany, k membrané je zakotveny prostiednictvim dvou palmytoilovanych
cysteinovych zbytkt a je kladné€ nabity (Du ef al., 2005). Po aktivaci ligandem se helix 8 vyznamné
posouva a pozitivné nabité zbytky helixu 8 hraji rozhodujici roli ve fosforylaci receptoru (Gehret
et al., 2010). Helix 8 spojuje membranovou doménu receptoru s jeho C-koncovou ¢ésti. C-konec
receptoru je znam zejména pro svou ulohu v interakci s molekulou arrestinu, desenzitizaci
a internalizaci receptoru (viz nize).

V GH3 bunikach byly identifikovany dvé sestfihové varianty TRH-R, které se 1isi délkou
sekvence v C-koncové ¢asti receptoru o 52 pari bazi (de la Pefa et al., 1992). Tato delece nema
vliv na zptsob pienosu signalu, ob¢ varianty TRH-R aktivuji stejnou signaliza¢ni drédhu zahrnujici
stimulaci TRH, spfazeni s Ggiio proteinem, a naslednou tvorbu IP; a wvylev vapniku

z intracelularnich zasobaren (Lee et al., 1995).
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2.4.4 Vazebné misto TRH-R

Do dnesni doby nejsou molekularni interakce ligandt se svymi GPCRs detailné popsany
a zcela pochopeny. K predvidani struktury jednotlivych GPCRs a snaz§imu porozuméni jak a kam
se ligandy na molekulu receptoru vazi a jakym zplsobem jsou receptory aktivovany slouzi
kombinace metody molekuldrniho modelovani a experimentalniho pozorovani.

V ptipadé TRH-R a jeho vazebného partnera TRH byla provedena rozsahlad analyza
vazebného mista v 90. letech 20. stoleti. Vazebné misto bylo situovano mezi tti TM helixy — TM3,
5 a 6. Byla prokadzéna piimd interakce mezi pyroGlu z TRH a Tyrl06 a Asnl10, dvéma
aminokyselinovymi zbytky z TM3 TRH-R (Perlman et al., 1994a, b). Nésledné byly identifikovany
dalsi dve pfimé 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 ProNH,
ligandu (Perlman et al., 1996). Vazebné misto pro TRH se zdalo byt podobné mistu pro vazbu
malych nepeptidovych ligandi. Toto tvrzeni bylo ale brzy vyvraceno zjisténim, Ze pro vazbu TRH
hraji dulezitou roli také extracelularni ¢asti TRH-R. Pravdépodobné dochazi k tvorbé vodikovych
mustkti mezi N-koncovou ¢asti TRH a Asn289 (spiSe nez Asnl110) a Ser290 z EL3 v molekule
TRH-R (Han a Tashjian, 1995a). Dale se His zbytek z molekuly TRH vaze do mista v oblasti EL2
a horni ¢asti TMS tvofeného zbytky Tyrl88, Tyr192, Phel96 a Phel99 receptoru. V ramci
C-koncové casti TRH se predpoklada interakce (vodikovymi vazbami) se zbytky Tyr181 a Tyr93
opét z extracelularnich ¢asti TRH-R (Han a Tashjian, 1995b). Schematicka reprezentace struktury
TRH-R s vyznacenim jednotlivych aminokyselinovych zbytki pravdépodobné zapojenych ve
vazbé TRH je znazornéna na obr. 3. Pro potvrzeni neékterych znamych interakci mezi TRH-R a
TRH ¢i k identifikaci dalSich skupin, které by se mohly potencidlné Gcastnit této vazby byla vyuzita
metoda molekularniho modelovani vazebného mista na modelu mysSiho TRH-R (Laakkonen ef al.,

1996).

N

Tyr181 Asn289)( Ser290
I I |

-
Tyr106 Tyr282

Arg306

Obr. 3: ZjednodusSeny model TRH-R s vyznacenymi aminokyselinovymi zbytky potencialné zapojenymi ve vazbé
TRH. Vytvoreno podle Perlman et al., 1994a, b; Han a Tashjian, 1995a, b; Periman et al., 1996, Laakkonen et al.,
1996.
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2.4.5 Komplexy TRH-R

Homo/heterodimerizace GPCRs a tvorba novych interakci receptoru s intracelularnimi
proteiny je celkem bézny jev, ktery ma vyznamné dasledky pro regulaci bunécnych udalosti.
Mnoho riznych typti receptort pisobi jako dimery, protoze v tomto stavu maji jejich vazebna mista
vysokou afinitu pro interakci s ligandem.

Proces dimerizace a tvorby komplext s dalSimi vazebnymi partnery nastava i v piipadé
TRH-R. Po stimulaci agonistou dochdzi k tvorbé komplexti jak sagonistou, G proteiny,
tak naptiklad i s efektorovymi enzymy jako je PLC (Nussenzveig et al., 1993b). Dalsi studie
prokazala, ze v prub&hu internalizace nedochézi k disociaci TRH-R a Giia proteinu a obé molekuly
internalizuji spolecné v klathrinem obalenych vaccich (Petrou a Tashjian, 1998). Prostfednictvim
s Ggi100 proteinem na membrané (Drastichova a Novotny, 2012b) a ze vysokomolekularni
komplexy Ggiia po stimulaci TRH disociuji a Ggiio protein poté translokuje do cytozolu
(Drastichova a Novotny, 2012a). Metodou bioluminiscencniho rezonan¢niho pfenosu energie
(bioluminiscence resonance energy transfer, BRET) bylo zjisténo, ze TRH-R tvoii homooligomerni
komplexy i v nepfitomnosti ligandu (Kroeger et al., 2001). Na druhou stranu bylo ale prokazano,
ze pritomnost TRH zvySuje tvorbu dimerdt TRH-R (Zhu et al., 2002). Regulovana dimerizace
TRH-R ukazala, ze samotna dimerizace tohoto GPCR nestaci k aktivaci navazujicich signalnich
drah, ale dimerni podoba TRH-R muze mit uréitou ulohu v internalizaci receptoru a endocytoze
(Song a Hinkle, 2005). Je totiz znamo, Ze dimerizaci TRH-R se také umociniuje jeho fosforylace,
tudiz dimerizace GPCRs muze znamenat zasadni dopad na intenzitu a trvani transdukce signalu
(Song et al., 2007).

Razné podtypy TRH-R mohou v bunkdch savell tvofit jak homooligomery,
tak heterooligomery. Bylo pozorovano, Ze heterooligomery TRH-R1/TRH-R2 ovliviiji kinetiku
internalizace, nebot TRH-R2 oproti TRH-R1 internalizuje pomaleji. Tato skuteCnost souvisi
s preferenci toho urcitého subtypu receptoru pro molekulu arrestinu, kterou ptednostné pouzivaji
k internalizaci a zda internalizuji snavdzanym arrestinem ¢i nikoliv. TRH-R1 vyuziva
pro internalizaci stejné B-arrestinl i f-arrestin2 a internalizuje spole¢né s nim ve vaccich. Naproti
tomu, TRH-R2 prednostn¢ vaze B-arrestin2, ktery ale po aktivaci receptoru neni internalizovan
a zlstava na povrchu bunky (Hanyaloglu et al., 2002). OdliSnosti v regulaci jednotlivych typt
TRH-R jsou nastinény na obr. 4. Tyto i dal$i rozdily, at’ uz v signalizaci nebo internalizaci, mohou

mit velky vyznam pii regulaci TRH-R1 a TRH-R2 a mohou hrat dilezitou roli ve fyziologii.
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Obr. 4: Cyklus TRH-R v buiice. Po aktivaci TRH-R dochazi k disociaci Gq00 od GBy komplexu a zahdjeni
signalizace vedouci k vylevu vapniku. Receptor je ndsledné desenzitizovan a signalizace ukoncena fosforylaci
GRK?2 a vazbou f-arrestinu (p-Arr). Arrestin jako adaptorovy protein vaze proteiny endocytarniho aparatu (AP-2,
klatrin) a receptor je sekvestrovan v klatrinovych vaccich. Internalizovany TRH-R poté podstupuje dalsi procesy
s riznou kinetikou v zavislosti na typu TRH-R a interakci s f-arrestinem. Receptory radici se do tridy ,,A*, kam
patri napriklad i TRH-R2, okamzité po internalizaci disociuji od p-arrestinu, TRH je odstranen, receptor je
defosforylovan pomoci proteinfosfatazy (PP) a recyklovan ve vaccich zpet k plazmatické membrané. Naproti tomu,
TRH-RI1 je predstavitel tridy ,,B“, jejiz zastupci internalizuji spolu s p-arrestinem a tento komplex miize byt
naslednée degradovan nebo smérovan k recyklaci do plazmatické membrany. Upraveno podle Luttrell a Lefkowitz,

2002; Hanyaloglu et al., 2002.

2.5 Regulace na urovni receptoru

2.5.1 Kinazy receptori sprazenych s G proteiny

GRK jsou regulacni proteiny, které hraji klicovou roli v desenzitizaci GPCR. Proces
desenzitizace je uskuteciiovan fosforylaci aktivovaného receptoru témito proteinkinazami
na serinovych a threoninovych zbytcich. Bylo identifikovano celkem 7 typt GRK (GRK1-7).
Jsou to solubilni proteiny, které pouzivaji nékolik mechanismi k tomu, aby se dostaly na membranu
do blizkosti GPCR a G proteinti. Nékteré z nich k tomuto ucelu vyuzivaji prenylaci (GRKI a 7),
jiné vazbu pies GBy komplex (GRK 2 a 3) a dalsi z nich jsou palmitoylovany (GRK4, 5 a 6)
(Gurevich a Gurevich, 2019).
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Regulaci TRH-R zajistuje zejména GRK2. Ta kromé své role v desenzitizaci receptoru také
pravdépodobné piimo vazbou na aktivovanou Gqa podjednotku reguluje/inhibuje signalizaci
smérem k efektorim (Sallese et al., 2000). GRK?2 dokonce dokaze pti své interakci rozeznavat mezi
Cleny skupiny Gqo proteini (Day et al., 2003). Jedna se o typickou kinazu tvofenou
689 aminokyselinami, které formuji 3 strukturni domény: N-koncovou, katalytickou a C-koncovou
doménu (Komolov a Benovic, 2017). Bylo dokazano, Ze interakce mezi Gqa proteinem a GRK2
muze byt posilena fosforylaci této kindzy c-Src kindzou na jejim tyrozinovém zbytku (Mariggio et
al., 2006). Vazebné misto pro interakci s G110 proteinem se patrné nachdzi v N-koncové doméné
GRK2, ktera se strukturou podobd RGS doméné. Na rozdil od ostatnich RGS proteind je vSak
soucasti vazebného mista nejspis také C-konec helixu a5 (Sterne-Marr et al., 2003).

Pomoci dikladné mutacni analyzy plekstrin homologni domény GRK2 bylo odhaleno,
ze pro spravnou fosforylaci receptoru je dilezité interakce mezi kindzou, Gy dimerem a negativné
nabitymi membranovymi fosfolipidy. V interakci GRK2 s volnymi Gy podjednotkami jsou
rozhodujici Arg587, Lys663 a Lys665. Lys567, Trp576, Arg578 a Arg579 jsou naopak nezbytné
pro vazbu s fosfolipidy (Carman et al., 2000).

GPCRs mohou byt fosforylovany i jinymi kindzami, napiiklad cAMP-dependentni

proteinkinazou ¢i proteinkinazou C (Grimberg ef al., 1999).

2.5.2 B-Arrestin

Zmeény spojené s fosforylaci receptoru vedou k navazani B-arrestinu. B-Arrestiny jsou
do rodiny, ktera u savcii obsahuje 4 typy arrestinit kddovanych riznymi geny. Skupina zrakovych
arrestini zahrnuje arrestinl obsazeny v tyCinkdch a arrestind v Cipcich. Dal§imi zastupci jsou
arrestin2, znamy jako B-arrestinl a arrestin3, bézn€ oznacovany jako B-arrestin2.

Po vazbé na fosforylovany GPCR pak B-arrestiny slouzi jako tzv. adaptéry, které propojuji
komplex s receptorem se soucdstmi endocytarniho aparatu, tvofené¢ho klatrinem a adaptorovym
proteinem-2 (AP-2), a tim zastavuji signalizaci. Tento popsany proces piedstavuje pivodni chapani
funkce B-arrestint jako molekul klicovych pro internalizaci receptoru. Dnes je vSak znamo, Ze role
B-arrestinu je mnohem rozmanitéjsi. Tyto molekuly mohou mit fadu signalnich funkci. Naptiklad
propojuji Src kinazy s receptory (Luttrell et al., 1999) ¢i slouzi jako tzv. leSeni pro vazbu
jednotlivych komponent MAPK kaskad, jako jsou Raf-1, MEK1 a ERK1/2 (Cassier et al., 2017,
Coffa et al., 2011; Luttrell ez al., 2001). Bylo potvrzeno i zapojeni -arrestinu v jaderné signalizaci,
kdy se po vazbé s dal§imi proteiny pfemistuje do jadra a reguluje genovou expresi (Kang et al.,

2005; Rosano et al., 2013).

22



2.5.3 Desenzitizace TRH-R

Desenzitizace na turovni receptoru vede k poklesu citlivosti receptoru na stimulaci
ligandem, chréani tak receptor pfed nadmérnou stimulaci signalni molekulou. V jejim disledku
muze nastat downregulace, neboli snizeni denzity receptord v plazmatické membranég. Slouzi burice
k regulaci odpovédi na Sirokou Skdlu stimul. Jejim nasledkem je internalizace nadbyte¢nych
receptortl nebo snizeni jejich produkce.

Pro procesy desenzitizace a internalizace je nezbytna fosforylace GPCR a navézani
B-arrestinu. Jak bylo popsano vyse, B-arrestin prerusenim interakce mezi GPCR a G proteinem
ukonci signalizaci. Receptor s navazanym ligandem a znaceny f-arrestinem je poté internalizovan
ve formé endozomu do cytoplazmy ve vaccich obalenych klatrinem. Internalizovany receptor miize
byt nasledné recyklovan zpét do plazmatické membrany nebo degradovan.

I presto, ze dlouhé izoformy lidského a potkaniho TRH-R1 sdileji vysokou sekvencni
podobnost, nejvice se lisi pravé v C-koncové ¢asti, ktera je zasadni pro desenzitizaci receptoru.
Nicméng ani tyto odlisnosti pravdépodobné nehraji roli v procesu desenzitizace tohoto receptoru,
protoze jak lidska forma, tak potkani forma TRH-R jsou po vazb¢ ligandu velmi rychle (v fadech
minut) desenzitizovany (Anderson et al, 1995). Proces desenzitizace tohoto receptoru
je uskutecnovan vyhradné GRK2. V C-koncové ¢asti TRH-R se nachazi fada fosforylacnich mist,
kam se B-arrestin muZze navazat, piicemz velmi zalezi, ktera oblast receptoru je fosforylovana.
Studie z roku 1993 uvadi dvé aminokyselinové sekvence v C-koncové ¢asti TRH-R, které se zdaji
byt dulezité pro internalizaci ligandem aktivovaného receptoru (Nussenzweig ef al., 1993a). Prvni
usek se nachazi v rozmezi aminokyselin 360-367, druhy ve své sekvenci zahrnuje cysteinové
zbytky v oblasti 335-337. Pravé druha zminiovand aminokyselinova sekvence je zodpovédna také
za sekvestraci funkcné nesprazenych receptort a brani konstitutivni internalizaci TRH-R (Petrou et
al., 1997). Na zacatku nového tisicileti byl proveden podrobny vyzkum C-koncové oblasti TRH-R,
ve kterém se urCovalo, jaké dalsi sekvence hraji roli v procesech desenzitizace a internalizace
(Drmota a Milligan, 2000; Groarke et al., 2001). Jones se spolupracovniky vymezil oblast
v molekule receptoru, do které se po vazb¢é agonisty vaze B-arresin (Jones et al., 2007). TRH
iniciuje fosforylaci mezi aminokyselinami 355 a 365, a 371 az 391. Fosforylace Thr365 se zda byt
zédsadni pro vazbu B-arrestinu, desenzitizaci i internalizaci TRH-R (Jones a Hinkle, 2008), nikoli
vSak pro jeho defosforylaci (Jones a Hinkle, 2005). Podle dalsi studie maji na fosforylaci
a defosforylaci GPCR vliv i dalsi oblasti receptoru mimo jeho C-konec (Gehret a Hinkle, 2010).
Ackoli je znamo, Zze pravé C-koncova oblast receptoru hraje kli¢ovou roli v regulaci GPCRs,
molekularni mechanismy, které fidi procesy fosforylace a defosforylace, stale nejsou zcela
objasnény.

Pro lepsi pochopeni procest souvisejicich s redistribuci a internalizaci TRH-R a Gy
proteinu po stimulaci hormonem byla pouzita vizualizace pomoci konfokalni mikroskopie

s aplikaci dlouhé izoformy TRH-R1 znacené fluorescenénim proteinem. Bylo zjisténo,

23



7e po aktivaci receptoru dochazi k jeho oddéleni od Ggi1a a jeho rychlé internalizaci (Drmota et al.,
1998a; Drmota et al., 1999). Piivodné se predpokladalo, Ze internalizovany TRH-R je navracen
na plazmatickou membranu do 20 minut od odstranéni TRH (Ashworth et al., 1995). Recyklace
tohoto receptoru zpét na plazmatickou membranu vsak probiha spiSe v fadech n€kolika hodin,
a membrana je tedy v ptipadé potieby pravdépodobné doplnéna novymi receptory (Cook a Hinkle,
2004b). K resenzitizaci TRH-R, obnoveni jeho citlivosti k dalsi stimulaci, mize dojit i bez jeho
predchozi internalizace (Yu a Hinkle, 1998).

Ve srovnani s internalizaci TRH-R, jsou internalizacni procesy Ggi110 proteinu mnohem
pomalejsi (Drmota et al., 1998b). Dale bylo popséano, ze po expozici TRH jsou jak Gqa, tak Giio
protein downregulovany stejnomérné (Kim et al., 1994) a dochazi ke zméné v distribuci jak Ga,
tak i GP proteint a k jejich downregulaci (Svoboda et al., 1996). Dlouhodoba stimulace TRH
dokonce ovliviiyje distribuci Ggi10 1 v ramci riznych domén plazmatické membrany (Pesanova

et al., 1999).

2.6 Efektory spojené se signalizaci prostiednictvim TRH-R
V nasledujicich podkapitolach budou piedstaveny nejvyznamngjsi efektory souvisejici

se signalizaci TRH-R.

2.6.1 Adenylylcyklaza

AC jsou membranové vazané proteiny s charakteristickou strukturou. Jsou tvofené
N-koncem, dvéma TM doménami (TM1 a TM2) a C-koncem. Kazda TM doména se sklada ze Sesti
segmentll. TM1 a TM2 jsou propojeny intracelularni smyckou rozdélenou na oblasti Cla a C1b.
C-Konec je dalsi intraceluldrni ¢asti obsahujici oblasti C2a a C2b. U savct bylo identifikovano
10 typlt AC, znacenych AC I — AC X, vSechny izoformy katalyzuji pfeménu adenosintrifosfatu
(ATP) na cAMP, vSudyptitomny druhy posel. Aktivovana AC reguluje funkci cAMP-dependentni
proteinkinazy (PKA), ktera nasledné fosforyluje riizné cilové proteiny (shrnuto v Taussig a Gilman,
1995).

Regulace téchto enzymu probiha pfedevsim prostiednictvim G proteinovych podjednotek
(zejména Gsa a Gio proteiny), ale pravdépodobné mohou byt regulovany i celou fadou jinych
substanci, jako napiiklad piisobenim GBy dimeru, Ca®" ionty, ¢i proteinkindzami. Pravé t&€mito
dal§imi zpusoby je umoznéno modulovat funkci AC ligandim a receptorim, které primarné
nesignalizuji pres Gso nebo Gia proteiny. Pfima ¢i neptima regulace AC je tedy mozna i naptiklad
prostiednictvim nékterych clanki signalizaéni drahy TRH-R. Naptiklad je znamo, ze cAMP
ovlivituje homeostdzu Ca?’, a stejné tak Ca®>" mize piimo ¢i nepiimo modulovat syntézu cAMP,
tudiz se zde nabizi jeden z moznych zptisobiui propojeni signalizace TRH-R s ptisobenim AC.

K ziskani spravné bunééné odpovedi na urcity stimul je velmi dilezité, aby byla signalizace

prostiednictvim riznych typi AC fadné regulovana. Zatimco AC typu I, III a VIII jsou pfimo
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aktivovany submikromolarnim mnozstvim Ca®" vazaném na kalmodulin (CaM) (Mamluk ef al.,
1999; Masada et al., 2012), AC V a VI jsou ionty Ca?" inhibovany (Hu et al., 2002; Tang et al.,
2008). Byla také prokdzéna nepfimd inhibice AC 1 fosforylaci Ca*'/kalmodulin-dependentni
proteinkinazou (CaMK) typu IV a AC III fosforylaci CaMK typu Il (Wayman et al., 1996; Wei et
al., 1996; Wei et al., 1998). Zaroven existuji data, Ze urcité typy AC (napt. AC IX) mohou byt
fosforylaci CaMKII naopak aktivovany (Cumbay a Watts, 2005), a inhibovdny fosfatazou
kalcineurinem (CaN) (Antoni ef al., 1998). AC I, IV a VII mohou byt aktivovany Gy dimerem
(Chakrabarti a Gintzler, 2003; Diel ef al., 2008; Marjamaki et al., 1997; Weitmann et al., 2001;
Yoshimura ef al., 1996) ¢i neptimo regulovany PKC (Bol et al., 1997a, b; Nelson et al., 2003;
Zimmermann a Taussig, 1996). Naopak AC I, 111, VIII, obvykle aktivované Ca?*/CaM, jsou GBy
dimerem inhibovany (Diel et al., 2006; Diel et al., 2008; Steiner et al., 2006).

Nejpodrobnéji je prostudovana regulace AC II (obr. 5). Tento enzym je regulovany bud’to
fosforylaci PKC nebo prostiednictvim Gfy dimeru, jak bylo zminéno vySe. V pfipadé regulace
prostfednictvim PKC se fosforylacni mista nachdzeji v C-koncovych doménach AC II. Patii mezi
n¢ Ser871 a Thr1057 z C2 domény (Bol ef al., 1997a, b). Dalsi piedpokladana mista fosforylace
jsou soucasti C1b cytoplazmatické domény, jedna se o Ser490 a Ser543 (Shen et al., 2012). V ramci
C-koncovych domén také existuje nékolik oblasti, které se podileji na interakci s GBy. Soucasti C2a
domény je jednak oblast zvana QEHA (Chen et al., 1995) a dale oblast KF-loop (Diel et al., 2008).
V domén¢ C1b AC II je dalsi vyznamny region pro vazbu Gy, motiv PFAHL (Diel et al., 2006).
Jsou znamy ale i dalsi oblasti pro moznou interakci AC Il s GBy podjednotkami (Boran et al., 2011).

V tad¢ studii bylo prokazano, ze receptory, které signalizuji pfes Gqo protein mohou
ovliviiovat aktivaci riznych typi AC. Napfiklad in vivo experimenty na bunééné linii HEK293
exprimujici AC I ukézaly, Ze tato adenylylcykldza je aktivovana Ca?’ ionty nebo agonistou
muskarinového receptoru, karbacholem (Choi et al., 1992; Wayman et al., 1994). Ve stejné linii
bylo dosazeno zvySeni cAMP po aktivaci AC typu VI (Beazely a Watts, 2005). Také prostanoidni
receptory maji vliv na modulaci AC, zejména AC III (Mamluk et al., 1999). V tomto ptipadé
se zda byt dilezita kooperace mezi jednotlivymi signalizacnimi systémy, nebot’ pravé ko-aktivace
prostanoidniho receptoru sprazen¢ho s Gqo proteinem spolu s EP2 receptorem spiazenym s Gsa
proteinem méni produkci cAMP diky propojeni téchto dvou receptort pifes AC III (Abera ef al.,
2010). Dalsi propojeni Gqa a Gsa signalizaci, které ve vysledku vede ke zvySeni produkce cAMP,
je prostiednictvim angiotensinovych (Gga-spfazenych) a B-adrenergnich (Gsa-spfaZenych)
receptord. Napftiklad angiotensin II moduluje v srdecnich fibroblastech B-adrenergni signalizaci
a tim tvorbu cAMP prostiednictvim AC III, piisobenim pies receptor spfazeny s Gqo. a vylev Ca?*
iontt (Ostrom et al., 2003). Po stimulaci V1 vazopresinového receptoru v buiikach hladkého
svalstva cév dochazi také ke zvyseni produkce cAMP pies stejny typ AC, tedy AC III (Zhang et al.,
1997). V pripadé AC Il mize také dochazet k integraci signalt pfenasenych od riznych G proteint,

kuptikladu signaly vedouci pies Gsoo mohou byt synergisticky zesileny prostfednictvim signalt
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transmitovanych pies Gio (Federman et al., 1992) a Gqo (Lustig ef al., 1993) a tim padem mohou
vést ke zvyseni syntézy cAMP. Na druhou stranu bylo také zjisténo, ze aktivita AC Il mize byt
modulovana kooperaci signalizaci vedoucich pfes Gia a Gqo nezavisle na signalizaci pres Gsa
protein (Tsu a Wong, 1996). Zvyseni hladin cAMP prostiednictvim AC II aktivované signalizacni
drahou muskarinového receptoru sprazeného s Gqa proteinem reguluje pravdépodobné komplex

proteint tvofeny z PKC, PKA, PKA kotviciho proteinu 79 a fosfodiesterazy (Shen a Cooper, 2013).
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Obr. 5: Znazornéni struktury AC s vyznacenymi misty pro fosforylaci prostiednictvim PKC a pro vazbu Gfy
dimeru v C-termindlnich doméndch. Po aktivaci receptoru sprazeného s Gy00 proteinem dochdzi k modulaci
PKC, ktera aktivuje AC 11 a produkci cAMP. Fosforylacni mista pro PKC v molekule AC Il jsou zndzornéna plnymi
Cernymi Sipkami. Gy reguluje funkci AC Il vazbou do nékolika riiznych oblasti v C-terminadlnich doméndch tohoto
enzymu (vyznaceno cCervenymi Sipkami). AC II, adenylylcyklaza typu 2; TM1/TM2, transmembrdanové domény;,
Cla/C1b/C2, intraceluldrni cytoplazmatické domény. 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 Fosfolipaza C

PLC je na vapniku zavisld fosfodiesteraza, klicovy enzym zapojeny v metabolismu
fosfoinositidi. U savci bylo identifikovano ptinejmensim 13 rtiznych izoenzymiui PLC, které jsou
rozdéleny do 6 tfid (B, v, 0, €, {, n) podle strukturni homologie. V§echny podtypy sdileji spole¢nou
strukturu — N-koncovou plextrin homologni (PH) doménu, n¢kolik motivii EF-rukou, katalytickou
doménu (TIM barel) a C-koncovou doménu. Prestoze vsechny PLC katalyzuji stejnou reakci, kazdy
izoenzym ma svou vlastni fyziologickou ulohu a mize byt aktivovan rozlicnymi molekulami, jako
jsou Ca?" ionty, heterotrimerické G proteiny i malé GTPazy &i tyrozinkinazy (shrnuto v Kadamur
a Ross, 2013).

V nésledujicim odstavci se budeme zabyvat zejména studiemi tykajicimi se PLCP,
nebot’ TRH-R po stimulaci ligandem aktivuje praveé tento subtyp PLC. V roce 1991 bylo zjisténo,

ze PLCB: je regulovana pertusis toxin nesenzitivnim G proteinem (Martin et al., 1991). Velky
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vyznam v regulaci PLCB ma jejich unikatni struktura. Jejich C-koncova ,,coiled-coil“ doména,
patrné dulezita pro dimerizaci a membranovou asociaci téchto enzymu (Ilkaeva et al., 2002; Singer
et al., 2002), je oproti doménam dalSich izotypi PLC prodlouzena (Waldo et al., 2010). Zaroven je
soucasti struktury vSech PLCPB smycka mezi tfeti a ¢tvrtou EF-rukou. Jedna se o sekvenci o osmi
aminokyselinach, ktera ma kli¢ovou tlohu v aktivaci GTPazové aktivity PLCP. Podle krystalové
struktury komplexu PLCB a Gqa je pro hydrolyzu GTP nezbytna pfima interakce Asn260 prave
z této smycky PLCP a GIn209 ze struktury Gqo (Waldo ef al., 2010). I z toho divodu, ze sama
PLCP muze fungovat jako GTPéza je zfejmé, Ze regulacni mechanismy mezi timto enzymem a Gqa
Gqa jsou obsazeny dva cysteinové zbytky (Cys9 a Cys10), které hraji roli v interakci jak s receptory,
tak s efektory (Hepler et al., 1996). Po stimulaci mize Gqa navic interagovat také s kaveolinem.
Tato interakce ovliviiuje vazbu mezi Gqo a komplexem Gfy, tim reguluje aktivaci PLCP a tedy
i dobu trvani vylevu vapniku (Sengupta et al., 2008).

Nejen Gqa, ale i komplex Gy, se mtze ucastnit regulace funkce PLCP. Pfesny charakter
interakce téchto dvou vyznamnych signalizacnich molekul nebyl dosud objeven, nicméné
z nékolika studii je patrné, Ze zptistupnéni vazebného mista pro GBy dimer zahrnuje kooperaci
nékolika ¢asti molekuly PLCP. Pokud je PLCP v takzvané oteviené konformaci, kdy je N-doména
odchylena od motivu EF-rukou, je vazebné misto pro GBy komplex ptistupné (Kadamur a Ross,
2016). Kromé N-koncové PH domény mize byt soucasti vazebného mista pro regulaci PLCP
prostfednictvim Gy dimeru také ¢ast katalytické domény (Barr et al., 2000; Wang et al., 2000a).
U dalsiho izoenzymu PLC, PLCg, je pro ptimy kontakt s komplexem Gy zapottebi PH doména

spolu s C-koncovou doménou (Madukwe ef al., 2018).

2.6.3 Ca*/kalmodulin-dependentni proteinkinaza

CaMK jsou Ser/Thr specifick¢é proteinkindzy aktivované zvySenou koncentraci
intracelularnich Ca®" iontli a kalmodulinu. Tyto enzymy jsou zodpovédné zejména za fosforylaci
transkripcnich faktort. Na GH3 bunécné linii bylo prokazano, ze stimulace TRH a jim zptisobeny
narGst v koncentraci Ca?* ionti uvniti bufiky miize vést k aktivaci CaMK a nasledné fosforylaci
proteini (Drust a Martin, 1982; Jefferson et al, 1991; Cui et al., 1994). Aktivovanda CaMK
se pravdépodobné ucastni regulace transkripce tyreotropniho hormonu (TSH) a prolaktinu (PRL)
(Murao et al., 2004). Inhibice CaMK snizuje schopnost TRH aktivovat prolaktinovy promotor
(Nowakowski et al., 1997). Signalizace, kterou TRH reguluje transkripci PRL, zahrnuje Ca*" a
vapnikové kanaly L-typu (Laverriere et al., 1988). Tento hormon muze navic prostiednictvim
vapnikovych kanald L-typu, PLCP, a CaMK modulovat svou aktivitu regulaci enzymu
aminopeptidazy PP II, ktery ho $tépi (Vargas et al., 2002). V tomto ohledu je velmi dulezita
koordinace jednotlivych procesti vedoucich od TRH k biosyntéze PRL ¢i regulaci aktivity PP II.
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Jeden znejznaméjSich transkripénich faktord, vazebny protein cAMP responzivniho
elementu (CREB), miize byt fosforylovan fadou proteinkindz (Ca®'/kalmodulin-dependentni
proteinkinazu nevyjimaje) na pozici Ser133 v reakci na riizné extracelularni signaly a v zavislosti
na bunééném typu. Jsou znamy piinejmensim dva riizné receptory sprazené s Ggii0, M;
muskarinovy acetylcholinovy receptor a B, bradykininovy receptor, které reguluji fosforylaci
transkripniho faktoru CREB. Ptestoze oba tyto receptory vyuZzivaji signaliza¢ni drahy zahrnujici
PKC a CaMK, B, bradykininovy receptor navic k regulaci CREB pouziva ERK1/2 signalizaci
(Rosethorne et al., 2008). Regulace transkripcnich faktor je pravdépodobné velmi komplexni

a slozity proces, ktery zahrnuje zapojeni vice ptrekryvajicich se signalnich drah.

2.6.4 Proteinkinaza C

Tyto enzymy jsou dalsi z rodiny Ser/Thr proteinkinaz, které reguluji funkci jinych proteint
prostiednictvim fosforylace hydroxylovych skupin jejich Ser a Thr aminokyselinovych zbytku.
Existuje devét izoforem PKC (a, B, v, 9, & m, 0, {, 1), které jsou transkribovany
ze samostatnych oddélenych genii a tfidi se do tii skupin na zakladé toho, jaky typ druhého posla
potiebuji ke své aktivaci. Kazda izoforma je odlisné exprimovana v riiznych bunécnych typech.
Vsechny izoformy opét sdili podobnou strukturni architekturu, ktera sestava z regula¢ni N-koncové
domény a kinazové C-koncové domény. Regulacni doména PKC ma dvé dilezité funkce. Jednak
propojuje PKC s mistem jeji ¢innosti (napfiklad s plazmatickou membranou) diky mnoZzstvi
vazebnych moduld pro druhé posly a dalsi vazebné partnery. A dale je jejim tkolem regulovat
katalytickou aktivitu PKC. K tomuto Gc¢elu obsahuje ve struktuie své N-koncové domény kratkou
sekvenci, kterda napodobuje substrat (tzv. ,,pseudosubstrat™) a v ptitomnosti podprahovych hladin
Ca’" a DAG se vaze do mista v katalytické doméné a tim udrzuje enzym neaktivni (Dutil a Newton,
2000).

Fakt, ze PKC zprostiedkovava fosforylaci proteinti po stimulaci TRH je zndm uz dlouho
(Drust a Martin, 1984). Izoforma PKCe je napfiklad po stimulaci TRH zodpovédna za fosforylaci
Ser8 a Ser23 intermediarniho filamenta, keratinu (Akita et al., 2007). Vliv dlouhodobého ptisobeni
TRH ma za nésledek zmény v distribuci PKC (0, B, 0 a €) z frakce solubilni do detergentem
nerozpustné frakce a také zptisobuje downregulaci PKCe bez vlivu na ostatni izoformy. V dasledku
toho by pravé PKCe mohla hrat velmi dalezitou roli v regulaci transkripce genu pro prolaktin,
protoze pravé downregulace tohoto izotypu PKC korespondovala s poklesem syntézy tohoto
hormonu a akumulaci DAG (Kiley et al., 1990; Kiley et al., 1991). U¢inek TRH na prolaktinovy
promotor je tedy zfejmé zavisly na DAG (Kiley et al., 1991) a nasledné aktivaci PKC (Pickett et
al., 2002).
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2.6.5 Iontové kanaly

Je vSeobecné znamo, ze TRH zplsobuje bifazické zmény elektrické aktivity, hladin
vapniku uvnitt buiiky ¢i v sekreci prolaktinu. Prvni faze vapnikové odpovédi je vyvolana po
aktivaci PLC, kdy dochazi ke vzniku IP5 a vylevu Ca®* z vnitinich zasobaren, jak uz bylo diive
fe¢eno. Toto zvySeni cytozolického Ca?>* ma mimo jiné za nasledek aktivaci Ca**-aktivovanych
draslikovych (K*) kanalt, které zptisobuji hyperpolarizaci buriky diky ven sméfujicimu proudu K*
iontdl. Existuji 3 typy Ca’*" aktivovanych K™ kanal: vapnikem aktivované draslikové kanaly s
vysokou vodivosti, vapnikem aktivované draslikové kanaly se stfedni vodivosti a nizkovodivostni
draslikové kandly aktivované vépnikem, pfi¢emz vSechny tfi typy se n€jakym zptisobem podileji
na prvni fazi odpoveédi na TRH (Mork et al., 2005).

Pfedpokladalo se, Ze za druhou fazi zvySeni intracelularni koncentrace Ca®* iontd
zodpovida aktivace PKC prostfednictvim DAG, protoze to ma na svédomi podobné zmény
na membrané. Bylo vSak zjisténo, ze PKC se této faze neucastni (Bauer et al., 1994) a zZe jeji
regulace by se mohl Gcastnit jiny druhy posel, napiiklad cAMP (Akerman et al., 1991). Tato faze
je pravdépodobné velmi komplexni, je doprovazena depolarizaci buiilky vyvolanou inhibici
vapnikem aktivovanych draslikovych kanalli s vysokou vodivosti a napétove fizenych draslikovych
kanalli a zvySenim pritoku Ca?" pies nap&t'ové fizené Ca*" kanaly v plazmatické membrané (Haug
et al., 2004; Li et al., 1992). K modulaci svého ucinku na napétove tizené draslikové kanaly TRH
nevyuziva Ggi10 protein, ale signalizace je nejspise vedena pies Gs, Giz ¢i dokonce Gy dimer
s modula¢nim u¢inkem ERK a ribozomalni s6 kinazy (RSK) (Miranda et al., 2005; Carretero et al.,

2015).

2.6.6 Mitogenem aktivované proteinkinazy

MAPKSs jsou evolu¢né konzervované specifické Ser/Thr proteinkindzy, které mohou byt
aktivovany Sirokou Skalou podnétt. Tyto enzymy s vyuzitim fosforylace reguluji procesy jako je
proliferace a diferenciace buné€k, regulace genové exprese nebo naptiklad apoptoza.

MAPK uzavira fosforylacni kaskadu sloZzenou ze tii postupné aktivovanych proteinkindz,
tvofenou kinazou kindzy MAPK (MAP3K), kinazou MAPK (MAP2K) a MAPK. Nejprve
je aktivovana MAP3K, nejcastéji interakci s malou GTPazou (napt. Ras protein) ¢i fosforylaci
proteinkinazou. Ta poté aktivuje MAP2K, ktera nasledné aktivuje MAPK fosforylaci
na konzervovaném motivu TXY v aktivacnim segmentu kinazy. Aktivovana MAPK fosforyluje
cilové proteiny v cytozolu nebo jadfe na Ser/Thr zbytcich a tim méni jejich funkci a genovou
expresi (shrnuto v Keshet a Seger, 2010). Pro zvyseni efektivity pfenosu signalu mezi jednotlivymi
¢leny kaskady a zamezeni interakci se soubéznymi kaskddami se jednotlivé kinazy mohou vazat
na rizné takzvané ,scaffoldy* (napf. molekulu arrestinu), které funguji jako leSeni a funkcné
oddéluji paralelni kaskady. Svou roli maji MAPK napiiklad v endocytdze, kdy bylo prokazano,

ze po internalizaci komplexu receptoru a B-arrestinu2 mohou tyto kindzy fosforylovat Thr178
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v molekule B-arrestinu?2 a tak fidit endozomalni procesy (Khoury ef al., 2014). MAPK mohou vedle
této funkce slouzit také jako negativni regulatory signalizace prostfednictvim GPCR. Bylo zjisténo,
ze kinaza ERK1/2 fosforylaci Ser14 a Thr276 v molekule B-arrestinu2 ve vysledku zpisobuje
redistribuci GPCR z membrany a vede tak k utlumeni signalizace (Paradis et al., 2015).

MAPK lIze vramci tiidy savch rozdélit do tfi skupin, na extracelularnim signalem
regulované kindzy, ERK, Jun aminoterminalni kinazy (JNK) a stresem aktivované proteinkinazy
(p38/SAPK). Aktivace jednotlivych MAPK se lisi v zavislosti na typu buriky a jejim receptorovém
vybaveni. Je vSak jisté, Ze receptory sptazené s Gyiia proteinem se podileji na fizeni a regulaci
ruznych komponentti vSech hlavnich MAPK kaskéad. Co se tyce vlivu TRH na kaskddy MAPK,
je znamo, ze tento hormon muze stimulovat aktivitu ERK odli$nymi signalnimi drahami, na PKC
z&vislymi 1 nezavislymi (Ohmichi et al., 1994a). Na PKC nezavisla cesta by mohla pravdépodobné
vést pies aktivaci MAPK pomoci komplexu GBy (Palomero ef al., 1998). Jak uz bylo zminéno vyse
pro CaMK, také pro MAPK plati, ze syntéza a sekrece PRL je fizena stimulaci MAPK
prostfednictvim TRH (Kanda er al., 1994; Kanasaki et al., 1999) a stejné tak TRH tidi i1 regulaci
prolaktinového promotoru pomoci MAPK pies aktivaci PKC a zvySeni proudu Ca** diky Ca?*
kanalim L-typu (Wang a Maurer, 1999). Aktivace MAPK signalizace prostfednictvim TRH muize
byt inhibovana dopaminovym D2S receptorem prostiednictvim G, nebo Gi; proteinu (Ohmichi
et al., 1994b; Banihashemi a Albert, 2002). TRH indukuje fosforylaci receptoru epidermalniho
rustového faktoru, kterd je potieba pro plnou aktivaci MAPK po stimulaci TRH (Wang et al.,
2000b). Stejn¢ jako na AC dochazi pravdépodobné i na MAPK k integraci signalti z riznych
signalnich drah. Je ziejmé, Ze konvergence rtiznych signalnich drah ma velkou roli v kone¢né

bunééné odezve.

2.7 Usmérnovaci agonismus

Velmi aktudlnim a zaroven hodné diskutovanym tématem v ramci studia GPCRs
je takzvany usmériiovaci agonismus (biased agonism). Je zalozen na skutecnosti, ze kazdy receptor
muze tvofit mnoho riznych specifickych konformaci, tzv. aktivnich stavli, do kterych se mohou
ligandy navazat, a spoustét rizné signalni kaskady v zavislosti na aktudlni konformaci daného
receptoru. Riizni agonisté také vykazuji rizné afinity k jednotlivym konformacnim staviim, mohou
tedy prostednictvim jednoho typu receptoru aktivovat riizné signalni drahy proto, Ze svou vazbou
stabilizuji rizné konformace receptoru (Kenakin, 2011). V podstaté se jedna o funkéni selektivitu
daného ligandu pro jednu ze dvou signalnich drah, vedouci bud’to pfes G proteiny nebo pres
B-arrestin.

Usmérnovaci agonismus byl studovan u celé fady GPCRs. Pro sviij znacny fyziologicky
vyznam byl tento jev studovan napiiklad pro rizné metabolity morfinu a rizné agonisty u-OR.
Pti porovnani morfinu a jeho deviti metabolitii v jejich schopnosti aktivovat signalni drahu vedouci

bud’ pies G; protein nebo B-arrestin, bylo pro tfi metabolity morfinu (normorfin, 6-acetylmorfin
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a morfin-6-glukuronid) prokdzano, ze preferuji signalizaci spis skrz B-arrestin (Frolich e al., 2011).
Co se ty¢e usmériovacich ligandi pu-OR, bylo zjisténo, ze odlisné ligandy mohou mit odlisny
ucinek na mobilitu tohoto receptoru v plazmatické membrané. Zatimco DAMGO a morfin lateralni
mobilitu p-OR zvysuji, endomorfin-2 ma vliv opacny (Melkes et al., 2016). Endomorfin-1/2 navic
vykazoval odlisnou preferenci signalizacni drahy v porovnani s dynorfinem B, kdy upfednostiioval
spfazeni se signalizaci zahrnujici cAMP. Naproti tomu dynorfin B upfednostiioval vazbu
s G proteinem (LaVigne ef al., 2020). Velmi dilezitou ulohu hraje usmériiovaci agonismus také
v zanétu. Malé molekuly, jako jsou chemokiny, aktivujici chemokinovy receptor CXCR3, mohou
prostfednictvim usmérnovaciho agonismu regulovat migraci T-bunék a tedy zastdvat klicovou roli
v regulaci imunitni zanétlivé odpovédi (Smith et al., 2018). Jind studie potvrzuje zapojeni
usmeériiovaciho agonismu v procesu internalizace receptoru pro dopamin, kterd neni zavisla
na B-arrestinu (Xu et al., 2019).

V piipadé receptort sprazenych s Ggi10 proteinem byl usmériiovaci agonismus studovan
napiiklad na muskarinovém receptoru a receptoru pro angiotenzin I1. Zda se, Ze oba tyto receptory
aktivuji kindzu ERKS mechanismem zahrnujicim Ggo protein a nezavislym na B-arrestinu
(Sanchez-Fernandez et al., 2013). Ackoli zatim neni znam zadny piimy dikaz o usmériovacim
agonismu u TRH-R, coz miize byt dano i tim, Ze je znam pouze jeden jeho pfirozeny agonista,
je mozné, ze i tento receptor muze tvorit nékolik riznych konformaci a tedy iniciovat vice moznych
signalnich drah. Obr. 6 znazoriiuje mozné rozd€leni signaliza¢nich drah iniciovanych TRH

vedoucich ptes G proteiny nebo B-arrestiny smérem k regulaci MAPK a transkripénich faktort.
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Obr. 6: Diferencidlni regulace MAPK kaskad. Aktivita ERK1/2 miize byt modulovana signalizacni drahou vedouci
pres G proteiny nebo také [-arrestinem zprostredkovanou signalizaci. (A) TRH primdrné 7idi signalizaci
pres Gyu10-PLC-PKC drahu, pricemz aktivovana PKC primo aktivuje prvni kindzu z MAPK kaskady (cRaf1). TRH
miuiZe pravdépodobné aktivovat i dalsi G proteiny, které mohou MAPK modulovat jinymi mechanismy (zeslabena
cast obrazku). Aktivovana ERKI1/2 nasledne translokuje do jadra, kde se ucastni regulace genové exprese
fosforylaci riiznych transkripcnich faktori. (B) p-Arrestinl a 2 jsou molekuly diilezité pro desenzitizaci TRH-R,
soucasné vSak mohou fungovat jako signalizacni scaffoldy, diky kterym dochazi k aktivaci enzymii, které nasledné
fosforyluji riizné substraty. Upraveno podle Eishingdrelo a Kongsamut, 2013, Luo et al., 2002; Del Guidice et al.,
2011; Strungs a Luttrell, 2013; Khurana a Bedi, 2022; Vallentin et al., 2001.

2.8 Ligandy TRH-R a diilezZitost jejich ucinku pro farmakologii

2.8.1 TRH

TRH je nejjednodussi hypotalamicky hormon, tripeptid, slozeny z aminokyselin glutamatu,
histidinu a prolinu (Glu-His-Pro). Je znam piedevSim pro svou roli v regulaci osy
hypotalamus-hypofyza-§titnd zlaza (HPT osa, hypothalamic-pituitary-thyroid axis). TRH
je sekretovan rytmicky a fidi tvorbu a vydej TSH. Ten poté ptsobi na folikularni buriky $titné zlazy
a fidi akumulaci jodu a sekreci hormont §titné zlazy - thyroxinu a trijodthyroninu. Biologické
ucinky hormoni §titné zlazy jsou velmi rozmanité: maji zasadni vliv na rychlost latkové vymeény,
spotiebu kysliku, rist a vyvoj, ovliviiuji celou fadu biochemickych reakci, které¢ vedou k regulaci

energetického metabolismu (Daimon et al., 2013). TRH ma mimo jiné dulezitou roli v regulaci
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sekrece dalSich hormonid — stimuluje uvoliiovani prolaktinu (Tashjian et al., 1971; Akita et al.,
1994) a ristového hormonu (Kanasaki et al., 2015; Szabo et al., 1984; Zarate et al., 1986).
Ovlivnéni sekrece téchto hormonti byva spojeno s patofyziologickymi situacemi zahrnujicimi
akromegalii (Zarate et al., 1986), selhani ledvin, onemocnéni jater, rakovinu, diabetes mellitus,
anorexii a bulimii, schizofrenii ¢i deprese (Freeman et al., 2000; Harvey, 1990; Ohbu et al., 1995).

TRH miize plsobit také jako neurotransmiter diky své Siroké distribuci v nervovém
systému. Jeho ucinky jsou zndmy jak v mozku, tak mise, ¢i kardiovaskularnim a gastrointestinalnim
systému. Vzhledem k jeho kratkému polocasu zivota, nizké lipofilit€¢ a silnému stimulacnimu
ucinku na HPT osu, je vyvijeno velké usili najit analogy s lep$imi vlastnostmi.

Na bunééné trovni bylo prokazano, ze TRH ma vliv na regulaci koncentrace TRH-R (Cook
a Hinkle, 2004a), zejména dlouhodoba stimulace (16 hodin) 10 puM TRH mtize ménit genovou
expresi v bunikach (Drastichova et al., 2010).

Ptedpoklada se, ze by TRH po vazbé na TRH-R mohl, kromé zndmého vlivu na PLC,
regulovat i1 dalsi efektorové systémy a spoustét jiné signalizacni drdhy prostfednictvim riznych
Ga proteint. Existuji star§i publikace dokladajici toto tvrzeni. I piesto, ze Hinkle a Tashjian
na konci 70. let minulého stoleti vliv TRH na aktivitu AC neprokazali (Hinkle a Tashjian, 1977),
bylo pozdégji zjisténo, ze stimulace bunék pomoci TRH muze k regulaci aktivity AC vést, a to
pravdépodobné pies Gso protein (Paulssen et al., 1992a; Johansen et al., 2001). ZvySena aktivita
AC byla zjisténa také v predni hypofyze potkana (Brozmanova et al., 1980), tedy v ¢asti mozku,
kde dochazi k vazbé TRH na receptor. Ve studii na oocytech rodu Xenopus bylo zjisténo, ze TRH-R
se pravdépodobné miize spiahovat s Gsa zpusobem, ktery vede k aktivaci stejné signaliza¢ni drahy,
jako kdyby byla spusténa signalizace pfes G110 protein (PLC/IP3/Ca®") (de la Pefia ef al., 1995).
Dokonce i regulace vylevu prolaktinu v laktotropnich butikach ¢i u GH4C; bunék se zda byt fizena
TRH-R funkéné spfazenym s Gso (Gordeladze et al., 1988; Kineman et al., 1996). V buiikach
GH4C,, které produkuji prolaktin, dochazi prostiednictvim TRH k tvorbé cAMP a tim aktivaci
cAMP-dependentni proteinkinazy (Gautvik et al., 1977). Mimo jiné, TRH-R1 se miZze spfahovat
i s G proteiny, které AC neaktivuji, ale inhibuji, jako naptiklad Gi> nebo Gi3 (Offermanns et al.,
1989; Gollasch et al., 1993). TRH a stejné tak i dal$i hypotalamické hormony pravdépodobné
mohou modulovat hladiny G proteind a tedy ovliviiovat, kterd signaliza¢ni drdha bude spuSténa
(Paulssen et al., 1992b, ¢). Uginky TRH na adenylylcyklazu jsou stale sporné. Bunééna odpoved’
na extracelularni signaly je velmi slozity proces, ve kterém hraje vyznamnou roli vzajemna
komunikace mezi jednotlivymi signalnimi systémy a souhra mezi druhymi posly. Velmi dulezité
faktory pfi studiu takovychto procest predstavuji zvolené experimentalni podminky a zejména

experimentalni model (buné¢na linie/tkan), na kterém je signalizace studovana.
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2.8.2 Analogy TRH

Rizné analogy TRH se zkoumaji hlavné kvili svym lep§im ucinkiim ve srovnani s TRH.
Je znamo, Ze nékteré analogy TRH jsou G¢inngj$imi agonisty na TRH-R nez samotny TRH. Bylo
zjisténo, ze nizkoafinitni analogy maji na TRH-R vétsi u€innost nez analogy s vysokou afinitou
(Engel et al., 2006). Dalsi dilezité vlastnosti analogti TRH souvisi s jejich delsim poloCasem zivota
a zanedbatelnymi vedlej§imi Ginky. V poslednich dvaceti letech se velka pozornost zamétovala na
zkoumani vlastnosti a G¢inkl taltirelinu (TAL), jediného analogu TRH, ktery byl schvélen pro
pouziti u lidi. TAL se na TRH-R vaze s nizsi afinitou nez TRH a je povazovan za tzv. superagonistu
prave diky své vyssi vnitini ucinnosti pfi stimulaci tvorby IP3 (Thirunarayanan et al., 2012). Dale
v kapitole 2.8.4 budou diskutovany ucinky dal§ich zndmych analogi TRH, jako je azetirelin,
montirelinhydrat, posatirelin a dalsi, které vykazuji velkou fadu uzite¢nych vlastnosti a maji vysoky

potencial pro své mozné vyuziti naptiklad v 1é¢b€ neurodegenerativnich poruch.

2.8.3 Antagonisté TRH-R

Velké mnozstvi benzodiazepini, psychofarmak tvofenych fuzi benzenového a
diazepinového kruhu, je povazovano za antagonisty TRH-R. Nejucinngjsimi blokatory TRH-R jsou
ty benzodiazepiny, které maji substituovany cyklicky kruh v poloze 1 a 2 a jejich afinita zavisi na
teploté (Joels a Drummond, 1989). Prvnim objevenym benzodiazepinem byl chlordiazepoxid. Tato
latka ma sedativni a hypnotické U¢inky a pouziva se naptiklad k 1é¢be abstinen¢nich piiznakl u
osob lécicich se zdrogové zavislosti €i zavislosti na alkoholu. Byly zkoumany ucinky
chlordiazepoxidu, jakozto kompetitivniho antagonisty, na procesy internalizace a downregulace
TRH-R. Zda se vsak, ze tato latka nehraje roli ani v internalizaci, ani v downregulaci TRH-R
(Hinkle a Shanshala, 1989).

Dal$im z benzodiazepinti je midazolam (MDL). Toto siln¢ sedativum lze pouzit k 1écbé
kteci a k navozeni sedace a anestézie v 1ékatské péci. Jeho vazebné misto na TRH-R1 se ¢astecné
prekryva s mistem pro vazbu TRH. MDL spolu s dalSimi benzodiazepiny mohou inhibovat

konstitutivni aktivitu a pusobit jako kompetitivni inverzni agonisté na TRH-R1 (Lu et al., 2004).

2.8.4 Cytoprotektivni a neuroprotektivni uc¢inky TRH a jeho analogu

Kromé svého uplatnéni v fizeni HPT osy vykazuje TRH své u¢inky v centralnim nervovém
systému i na periferii jako neuromodulator ¢i neurotransmiter. Zda se, ze vysledny efekt ptisobeni
TRH zalezi na tom, jaky typ receptoru je aktivovan. Zatimco TRH-R1 pravdépodobné
zprostiedkovava endokrinni Géinky TRH, TRH-R2 je zodpovédny za jeho neuromodulaéni vliv
(Monga et al., 2008). U¢inky TRH na CNS jsou velmi rozsahlé a dillezité zejména pro sviij
vyznamny terapeuticky potencidl. Pfiznivy vliv TRH byl pozorovan v 1é€bé traumatickych
poranéni michy (Pitts et al., 1995), ¢i ve spojitosti s pameétovymi (Molchan et al., 1990) a dalSimi

behaviordlnimi procesy (Hara et al., 2009). TRH se pravdépodobné ucastni regulace nalady (Sun
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et al., 2009) a ma vliv naptiklad i na uzkost (Gutierrez-Mariscal et al., 2008). Inotropni t¢inky TRH
byly popsany v souvislosti s ischemickou kardiomyopatii u potkanti (Jin et al., 2004).

Je znam 1 jisty vliv TRH na energeticky metabolismus a funkci mitochondrii. Tak naptiklad
dlouhodobé ucinky TRH ovliviluyji  (snizuji) aktivitu  mitochondridlntho  enzymu
ubichinol-cytochrom c-reduktazy (komplex III) u novorozenych potkand (Miyamori et al., 1988).
V organovych kulturdch keratinocyti TRH naopak vyvolal zvySeniv enzymatické aktivité
NADH-ubichinonreduktdzy (komplex I) a cytochrom c-oxidazy (komplex IV) a zvysil spotfebu
kysliku (Knuever et al., 2012). K dtlezitym a¢inkim TRH patfi také to, Ze napomaha k obnoveni
bunécné bioenergetiky a zvysuje pritok krve v mozku (Faden ef al., 2005a).

Jak na bunécnych, tak i animélnich modelech byly prokazéany antiapoptotické ucinky TRH
(Drastichova et al., 2010; Koo et al., 2011; Luo et al., 2013). AvSak svou roli TRH hraje i pfi
vyvolani apoptozy v ramci morfogeneze béhem embryonalniho vyvoje (Mulla ez al., 2009). Uginky
TRH jsou patrné zéavislé na konkrétnim studovaném bunééném typu a experimentalnich
podminkach ¢i fyziologickém kontextu.

TRH projevuje neuromodula¢ni u¢inky na CNS obvykle ve spolupraci s u¢inky rtiznych
neurotransmitert, jako jsou noradrenalin, acetylcholin, dopamin, serotonin, GABA nebo glutamat.
Zejména kooperace s cholinergni a dopaminergni signalizaci ma velky vyznam vzhledem
k ptipadné aplikaci TRH (nebo jeho analogli) v 1é¢bé neurodegenerativnich chorob, zvlasté pak
Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby (Jaworska-Feil et al., 2010). Ukazalo se, ze naptiklad TAL,
analog TRH sdel§im trvanim u¢inkt,, zmirnil poruchu lokomoce u modelovych potkant
pro studium Parkinsonovy choroby (Zheng et al., 2018a). Pouziti stabilniho analogu TRH, L-pyro-
2-aminoadipyl-histidyl-thiazolidin-4-karboxamidu kédovaného jako MK-771, vedlo ke zlepSeni
pamét'ovych problému zplisobenych cholinergni nedostatecnosti, proto se naskyta moznost pouziti
téchto latek v 1écbé pamétovych nedostatecnosti spojenych s Alzheimerovou chorobou (Horita et
al., 1989). Neuroprotektivni uc¢inky TRH a jeho analogli byly popsany uz davno (Faden et al.,
2005a, b), avSak presny mechanismus téchto ucinkli neni zatim zcela vysvétlen. Jedna se
pravdépodobné o multifaktoridlni proces, jehoz objasnéni vyzaduje dikladny vyzkum.
Pravdépodobné je za neuroprotektivni G€inky téchto latek zodpovédny jejich C-konec, protoze
modifikaci N-konce a imidazolového kruhu analogu TRH byly zachovany jeho neuroprotektivni
vlastnosti, ba dokonce byly potlaceny jeho nezadouci endokrinni a dal$i fyziologické ucinky (Faden
et al., 1999).

Co se tyce ucinkll riznych analoghh TRH, perifern¢ podany MK-771 a dalsi analog TRH
gama-butyrolakton-gama-karbonyl-histidyl-prolinamid citrat (kddovany pod zkratkou DN-1417)
zesiluji pusobeni opioidi na gastrointestinalni trakt (Bansinath a Bhargava, 1988).
L-pGlu-(2-propyl)-L-His-L-ProNH(2), analog TRH kodovany jako NP-647, se pravdépodobné
vaze selektivné na TRH-R2 a zda se byt u¢innéjsim antiepileptikem se zanedbatelnymi vedlejsimi

endokrinnimi U¢inky ve srovnani s TRH (Rajput ez al., 2009). Epileptiformni aktivitu tato latka
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patmé tlumi nepiimo prostfednictvim inhibice sodikovych kanalt (Sah et al., 2011). Kromé toho
NP-647 chrani hipokampalni neurony pred ischemickym poskozenim mozku (Rajput et al., 2011).
TRH a jeho analogy byly také zkoumany pro své antidepresivni U¢inky (Ogawa et al., 1984) nebo
pro pouziti v terapeutické 1€cbé spankovych poruch (Nishino ef al., 1997).

Dal§im slibnym analogem TRH pro zlepseni kognitivnich funkci pti Alzheimerové chorobé
je montirelinhydrat (N[[(3R,6R)-6-methyl-5-0x0-3-thiomorfolinyl]karbonyl]-L-histidyl-
L-prolinamid tetrahydrat, NS-3) (Ogasawara et al., 1995; Ogasawara et al., 1996). Tato latka
se ukazala byt u€innéj$i nez TRH v fad¢ parametr (Huang et al., 1992). Po plsobeni NS-3
na TRH-R dochézi ke zvySenému uvoliiovani acetylcholinu v hipokampu. Tento proces je nejspise
spojeny se signalizaci ptes cAMP, PKA a PKC (Oka et al., 1996).

Dalsim z analogli TRH, ktery byl testovan pro své ptiznivé ucinky pfi 1écbé riiznych druht
demenci 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 vyhodné;jsi vlastnosti
nez TRH v riiznych behavioralnich testech (Drago et al., 1991). Zd4 se, ze RGH 2202 zlepSuje
kognitivni schopnosti potkanti (Drago et al., 1996), ale i pacientli s demenci, a nevykazuje
interferenci ani s HPT osou, ani se sekreci prolaktinu (Reboldi et al., 1996). Jak RGH 2202,
tak TRH, dokazali inhibovat neurotoxicitu vyvolanou kainatem (Jaworska-Feil et al., 2001).

Azetirelin (YM-14673, N alfa-[[S)-4-ox0-2-azetidinyl)karbonyl]-L-histidyl-L-prolinamid
dihydrat), také 0¢inny analog TRH, by mohl byt vyuzivan u pacienti se spinocerebelarni
degeneraci, nebot’ byly prokazany jeho anti-ataxické G¢inky u modelovych typt mutantnich mysi
(Matsui et al., 1994). Vzhledem ke svému ptisobeni proti i¢inkiim endogennich opioidu, které jsou
povazovany za jeden z faktorti zapojenych v patologickych nasledcich po poranéni CNS, mohl by
YM-14673 mit uplatnéni také pii 16¢bé traumatickych poranéni michy (Faden, 1989; Puniak et al.,
1991; Mclntosh et al., 1993). Podavani azetirelinu se ukazalo také vhodné pro 1écbu mozkovych
cévnich onemocnéni, nebot’ zmirnilo cerebralni poskozeni vznikld ischemii (Yamamoto et al.,
1990; Yamamoto et al., 1991). Také tento analog zlepSuje kognitivni funkce u pacientd trpicich
Alzheimerovou chorobou plisobenim na cholinergni signalizaci (Okada, 1991) a jeho ucinky na

dlouhodobou potenciaci by mohly byt slibné pti zmiriiovani poruch paméti (Ishihara ef al., 1992).
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3. Cile prace

Cil 1: Vliv vybranych signalnich molekul na chovani TRH receptoru

v plazmatické membrané

1) Charakterizace TRY-1 bunécné linie
2) Vliv TRH na lateralni mobilitu TRH-R
3) Vliv vybranych signalnich molekul na lateralni mobilitu TRH-R

Cil 2: Vliv vybranych signalnich molekul na funkéni stav signalizace TRH

receptoru

1) Vliv siRNA inhibice vybranych proteinti a TRH na intracelularni koncentraci vadpniku v bunécné
linii TRY-1

2) Vliv siRNA inhibice vybranych proteinti a TRH na intracelularni koncentraci vapniku v bunééné
linii E2

3) Vliv siRNA inhibice vybranych proteinti a TRH na intracelularni koncentraci IP1

4) Vliv siRNA inhibice vybranych proteinti a ligandi TRH-R na intracelularni koncentraci cAMP
5) Vliv ligandi TRH-R na expresi ERK1/2 a Akt

Cil 3: Vliv aktivace TRH receptoru na redoxni rovnovahu, stav mitochondrii,

cytoprotekci
1) Celkova antioxidac¢ni kapacita

2) Vliv TRH a TAL na energeticky metabolismus

Cil 4: Role B-arrestinu v TRH receptorem rizené signalizaci

1) Vliv inhibice B-arrestinu na signalizaci malych GTPaz a MAP kinaz
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5. Metodicka ¢ast prace

5.1 Material

Opti-MEM médium, Lipofektamin 2000 a Lipofektamin RNAIMAX byly pofizeny od
Invitrogenu (Carlsbad, CA, USA), v§echny siRNA od Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA),
fetalni bovinni sérum (FBS) a plastik pro kultivaci bunéénych kultur od Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA), ostatni chemikalie v nejvyssi dostupné Cistoté od Sigma-Aldrich (St. Louis,
MI, USA).

5.2 Tvorba bunécné linie TRY-1

5.2.1 Konstrukce plazmidu

Plazmid obsahujici TRH-R-YFP byl klonovan pomoci vektoru pcDNA3-YFP (Addgene
plazmid ¢. 13033, dar od Douga Golenbocka, University of Massachusetts Medical School,
Worcester, MA, USA) a sekvence DNA kodujici lidsky TRH-R (Source Bioscience, Nottingham,
UK). YFP tag byl pfipojen na C-konec sekvence TRH-R pomoci standardnich technik molekularni

biologie.

5.2.2 Polymerazova retézova reakce

K sekvenci TRH-R byly pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) pfidany piesahy
DNA odpovidajici YFP vektoru. Pro tuto reakci byl pouzit Q5® High-Fidelity 2x master mix (New
England Biolabs). Jednotlivé slozky PCR byly smichany podle tabulky 3.

Tab. 3: MnoZstvi sloZek pipetovanych na 1 reakci PCR

mnoZzstvi  jednotlivé slozky

I ng templatova DNA

12,5 ul Q5R High-Fidelity 2x Master Mix

1,25 ul 10 uM forward primer (5'- CAG TGT GCT GGA ATT CAT GGA AAA CGA GAC AGT
C-3)

1,25 ul 10 uM reverse primer (5'- GAT ATC TGC AGA ATT CAC TTT GGC TAA AGG ATAC
3%

Do konecného objemu 25 pul doplnéno ,,nuclease-free* vodou.

Reakce probihala v termocykleru (Bio-Rad) za podminek uvedenych v tabulce 4.
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Tab. 4: Program nastaveny na pristroji Thermal Cycler

program teplota cas pocet cykla
pocatecni denaturace 98 °C 30 sekund 1
denaturace 98 °C 10 sekund 30

nasedani primert 55°C 30 sekund 30
elongace 72 °C 1 minuta 30
zaveéreCna extenze 72 °C 3 minuty 1

ukonceni 4°C 0 1

Amplifikovana DNA byla rozdélena na 1% agaréozovém gelu (100 V, 30 minut)
a separované fragmenty vizualizované pomoci ethidium bromidu. Vysledny PCR produkt byl
nasledné procistén pomoci kitu DNA Clean & Concentrator (Zymo Research, Irvine, CA, USA)
a byl klonovan pomoci In-Fusion® HD klonovaciho systému (Clontech, Mountain View, CA).
100 ng DNA bylo smichano s 80 ng linearizovaného vektoru, 2 pl 5x In-Fusion® HD Enzyme
premixu a reakce byla doplnéna do 10 pl vodou. Smés byla inkubovana po dobu 15 minut pii 50 °C

a poté umisténa na led.

5.2.3 Transformace a sekvenovani

Plazmid (1 ng) byl smichan se 100 ul chemicky kompetentnich bakterialnich bunék (XL-1
Blue E. Coli) a ponechan 30 minut na ledu. Smés byla poté vystavena teploté¢ 42 °C po dobu
45 sekund a nasledn¢ ihned uloZena na 2 minuty na led. Po ptidani 200 pl Luria Bertani (LB) média
byla smés ponechana michat na tfepaéce 1 hodinu pii 37 °C. Smés byla rozetfena na piredem
pripravené LB agarové plotny obsahujici selekéni antibiotikum ampicilin a pii 37 °C ponechana
inkubovat pies noc. Jednotlivé kolonie byly zaockovany do 5 ml LB média s ampicilinem (5 pg/ul)
a inkubovany na tfepacce pres noc piti 37 °C. DNA byla izolovana pomoci kitu ZR plasmid
Miniprep kit (ZymoResearch, Irvine, CA, USA) a jeji sekvence ovéfena servisnim pracovistém

Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy, Laboratofi sekvenace DNA.

5.2.4 Transfekce a sorting

Bunécna linie HEK293 byla péstovana v Dulbecco’s modified Eagle’s médiu (DMEM)
obohaceném 10% FBS piti 37 °C a 5% obsahu CO;. Pro transfekci byly buiiky rozsazeny
do 24-jamkovych desti¢ek a pti 70% konfluenci transfekovany rekombinantni DNA (viz pfedchozi
kroky) pomoci Lipofektaminu 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) podle doporuceni od vyrobce.
Nasledné byly buriky inkubovany se selektivnim antibiotikem geneticin (G418 Sulfate; 0,8 mg/ml)
po dobu 2 tydnt a tato heterogenni bunééna smes byla tfidéna pomoci pfistroje BD Influx TM cell
sorter (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Kultivaci jednotlivych bunek po dobu 6 tydni
bylo identifikovano 9 klont, z nichz byl poté pomoci diikladné mikroskopické analyzy, real-time

PCR a elektroforetickym stanovenim exprese TRH-R vybran nejvhodnéjsi klon a ozna¢en TRY-1.
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Kvalita transfekovaného receptoru byla ovéfena funkcni studii, a to meéfenim koncentrace

intracelularniho vapniku.

5.3 Real-time PCR

5.3.1 I1zolace RNA

Buriky péstované v 6-jamkovych desti¢kach byly lyzovany v 1 ml RNAzol®RT (Molecular
Research Center, Inc.). Bunéény lyzat byl dikladn€ smichan se 400 pl H,O a inkubovan 10 minut
pii pokojové teploté. Naslednou centrifugaci pfi 12 000 g po dobu 15 minut byla odstranéna
bunééna debris a 1 ml vzniklého supernatantu byl jemné smichan s 1 ml isopropanolu. Smés byla
inkubovana po dobu 10 minut pii pokojové teploté a poté centrifugovana pti 12 000 g po dobu
10 minut. Vznikly pelet byl jemné smichan s 500 pl 75% etanolu a centrifugovan pii 8 000 g
po dobu 3 minut. Cisténi peletu pomoci etanolu bylo jeité jednou zopakovano a vysledny pelet byl
resuspendovan v 50 ul klavované vody a inkubovan po dobu 5 minut pii 55-60 °C. Cistota

a koncentrace vyizolované RNA byly zjistény pomoci NanoDropu.

5.3.2 Reverzni transkripce

V procesu reverzni transkripce byla RNA prepsana do cDNA pomoci High Capacity RNA-
to-DNA kitu (Applied Biosystems) podle instrukci vyrobce. Jednotlivé slozky byly smichany podle
tabulky 5.

Tab. 5: MnoZstvi sloZek pipetovanych na 1 reakci reverzni transkripce pomoci kitu High Capacity

RNA-to-DNA Kit

mnozstvi jednotlivé slozky
2 ug celkovd RNA
10 pl 2x RT Buffer
1l 20x Enzyme Mix

Do koneéného objemu 20 pl doplnéno ,,nuclease-free” vodou.

Reak¢ni smeés byla inkubovana pii 37 °C po dobu 1 hodiny a poté byla reakce zastavena
zahtatim na 95 °C po dobu 5 minut. Pfed pouzitim v dalSim kroku byla vznikla ¢cDNA drzena

pii 4 °C.

5.3.3 Real-time PCR

Vzorky cDNA byly amplifikovany pomoci TagMan Gene Expression Assay obsahujici
sondu pro detekci TRH-R (Invitrogen) na pfistroji LightCycler® 480 Instrument (Roche Molecular
Systems, Inc.). Soucasné byly zahrnuty negativni kontrola na kontaminaci pii pfipravé reakce

a RT-kontrola. Pocatecni denaturace probihala pii 95 °C po dobu 15 minut. Nasledujicich 60 cyklt
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sestavalo z denaturace pti 95 °C po dobu 18 sekund a amplifikace pii 60 °C po dobu 1 minuty. Jako
vnitini kontrola bylo pouzito n¢kolik referen¢nich genti: AA-NAT, ICER, HPRT, SPI-3. Zaroven
byly pomoci desitkového fedéni cDNA sestrojeny standardni kiivky, zjejichz sklonu byla

kalkulovana G¢innost PCR reakce.

5.4 Ligandy

V experimentech byly pouzity dva agonist¢ TRH-R, TRH a TAL. Jednotlivé experimenty
se lisily koncentraci ligandi, ktera byla bud'to 1 uM nebo 10 pM. Zkoumany byly zejména jejich
akutni ucinky (15-30 minut inkubace). Antagonista TRH-R midazolam byl pouzit v koncentracich
10 uM nebo 100 pM (vzdy o tad vyssi koncentrace nez koncentrace agonisty). V piipadé
souCasného pouziti agonisty a antagonisty, byly bunky vzdy nejprve inkubovany v pfitomnosti

midazolamu po dobu 5-10 minut pfed pfidanim agonisty.

5.5 siRNA inhibice

Pro snizeni exprese jednotlivych proteind ucastnicich se signalizace TRH-R byla pouzita
metoda siRNA inhibice. K tomuto i€elu byla zvolena technika lipofekce, pii které transfekcni
reagencie Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen, Carlsbad, CA) vytvoii v OptiMEM médiu
liposom a obali tak danou siRNA a umozni ji vstup do bunky. Pro jednotlivé experimenty byly
buiiky kultivovany a transfekovany bud’to v 6-jamkovych, 12-jamkovych nebo 24-jamkovych
destickdch podle doporuceni vyrobce. Transfekované builky byly experimentalné analyzovany
2 dny po transfekci. Hladiny cilovych proteini po siRNA inhibici byly monitorovany
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

a imunoblotingem (viz dale). Tabulka 6 znazornuje seznam vSech pouzitych siRNA.

Tab. 6: Seznam pouZitych siRNA

siRNA (lidské) katalogové ¢islo siRNA (potkani) katalogové Cislo
Gqo sc-35429 Gqa sc-45998
G0 sc-41740 Giio sc-45999
Gsa sc-29328 Gsa sc-41757
Gia sc-105382 GB: sc-41763
Gy sc-41762 GB2 sc-41765
G2 sc-41764 BArr-1 sc-63298
BArr-1 sc-29741 BArr-2 sc-63299
B-Arr2 sc-29208 PLCB, sc-270424
GRK2 sc-29337 GRK2 sc-270408
PLCB, sc-36266

cav-1 sc-29241

RGS2 sc-40659

Rab4A sc-41820

Rab5A sc-36344

kontrolni siRNA sc-37007
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5.6 Priprava vzorki pro elektroforetické metody

Bunééné kultury byly sklizeny ve fosfatovém pufru (PBS; 137,93 mM NaCl, 2,67 mM KClI,
8,06 mM Na,HPOs a 1,47 mM KH,POy) centrifugaci 1800 rpm po dobu 10 minut pti 4 °C (Hettich
Universal 320).

Pro SDS-PAGE byly buiiky nasledné resuspendovany v homogeniza¢nim pufru TMES
(250 mM sachar6za, 20 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA a 3 mM MgCL, pH 7,4) obohaceném
o inhibitory proteaz a fosfataz (Complete Protease Inhibitor Cocktail a PhosSTOP, Sigma-Aldrich).
Bunky byly homogenizovany na ledu za pouziti sklo-teflonového homogenizatoru ptfi 1500 rpm
po dobu 5 minut a vznikly homogenat byl nasledné centrifugovan 600-800 g, 10 minut, 4 °C
(Hettich Universal 320). Vzorky postnuklearniho supernatantu (PNS) byly pied pouzitim

zamrazeny v tekutém dusiku a skladovany pii -20 °C.

5.7 SDS-PAGE elektroforéza a imunobloting

Vzorky PNS (20 pg proteini) byly solubilizovany v Laemmliho vzorkovém pufru
arozdéleny na 10% polyakrylamidovych gelech pfi konstantnim napéti 200 V po dobu ptiblizné
1 hodiny s pouzitim aparatury Mini-Protean II (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Nasledné byly
proteiny pieneseny z gelu na nitrocelulozovou membranu (GE Healthcare Life Sciences,
Buckinghamshire, UK) za konstantniho napéti 100 V po dobu 1 hodiny. Membrana byla poté
obarvena Ponceau S (0,1% (w/v) v 5% kyseling octové (v/v)), coz bylo vyuZzito pro normalizaci
pfi hodnoceni, a déale ulozena do blokovaciho roztoku 5% nizkotu¢ného mléka v TBS-T pufru
(10 mM Tris-HCL, 150 mM NacCl a 0,1% Tween 20, pH 8,0) na 1 hodinu. Dale byla membrana
inkubovana pii 4 °C pfes noc s pfisluSnymi primérnimi protildtkami. Seznam vSech pouzitych
protilatek je zobrazen v tabulce 7.

Druhy den byla membrana oplachnuta destilovanou vodou pro odmyti nenavazané
protilatky a 3x 10 minut promyta TBS-T pufrem. Poté byla membrana inkubovéana v sekundarni
protilatce konjugované s kienovou peroxidazou (anti-mouse, NXA931V; anti-rabbit, NA934V, ob¢
GE Healthcare) po dobu 1 hodiny a nasledné opét promyta 3x 10 minut TBS-T pufrem. Inkubaci
membrany se substratovym roztokem (SuperSignal West Dura, ThermoFischer Scientific) po dobu
1 minuty doSlo k pfeméné chemiluminiscenéniho substratu na nestabilni produkt, ktery
se stabilizoval vyzarenim kvanta svétla. Uvolnéné svétlo bylo detekovano pomoci fotografického
filmu (Agfa) a filmy byly nasledné vyvolany v temné mistnosti vyvolavacim pfistrojem Optimax.
Vyvolané filmy byly naskenovany a ziskany signal vyhodnocen volné dostupnym programem

Imagel.
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Tab. 7: Primdrni protildatky pouZité pro imunobloting

molekulova
protilatka katalogové ¢islo specifikace Fedéni hmotnost
(kDa)

Akt 4691L krali¢i polyklonalni protilatka 1:5 000 62

(p)Akt (Serd73) 4060L krali¢i polyklonalni protilatka 1:5 000 62
B-Arrestinl (E274) ab32099 krali¢i monoklonalni protilatka 1:2 000 47
B-Arrestin2 PA1-732 krali¢i polyklonalni protilatka 1:2 000 50
Catalase (H-300) sc-50508 krali¢i polyklonalni protilatka 1:2 000 60
Caveolin-1 (N-20) sc-894 krali¢i polyklonalni protilatka 1:10 000 22
ERK1/2 (137F5) 4695 krali¢i polyklonalni protilatka 1:2 000 44/42
?%)15553 /IT/;(ZI(%GZ) 4377 kraligi polyklonalni protilitka 12000  44/42
Ggiia (C-19) sc-392 krali¢i polyklonalni protilatka 1:3 000 40, 43
Gqo (E-17) sc-393 krali¢i polyklonalni protilatka 1:3 000 40

Gna (D-17) sc-394 krali¢i polyklonalni protilatka 1:3 000 43

Gia (I-20) sc-391 krali¢i polyklonalni protilatka 1:2 000 41

Gsa ab235956 krali¢i polyklonalni protilatka 1:2 000 46

GpB; (C-16) sc-379 krali¢i polyklonalni protilatka 1:10 000 36

G2 (C-16) sc-380 krali¢i polyklonalni protilatka 1:10 000 36

GRK2 (C-15) sc-562 krali¢i polyklonalni protilatka 1:2 000 80

PLCB: (R-233) sc-9050 krali¢i polyklonalni protilatka 1:1 000 150
Rab4A PACOO0018329  kralic¢i polyklonalni protilatka 1:1 000 24

Rab5A CAB1180 krali¢i polyklonalni protilatka 1:1 000 20

RGS2 (H-90) sc-9103 krali¢i polyklonalni protilatka 1:2 000 24

SOD1 ab245352 krali¢i polyklonalni protilatka 1:1 000 25

SOD2 (FL-222) sc-30080 krali¢i polyklonalni protilatka 1:1 000 25

SOD3 ab83108 krali¢i polyklonalni protilatka 1:1 000 25
&’gﬂﬁfﬁﬁfﬁ;iﬁjﬁm ab110413 mysi monoklondlni protilatka 1:2 000 ‘;‘(5) 30, 40, 48,
TRH-R ABIN1536075 krali¢i polyklonalni protilatka 1:1 000 45
5.8 FRAP experimenty

TRY-1 buiiky byly nasazeny na misky se sklenénym dnem a péstovany v DMEM médiu
bez fenolové ¢ervené obohaceném o 10% FBS v pfitomnosti geneticinu (0,8 mg/ml). V ptipadé,
ze byl méfen vliv jednotlivych proteinii ucastnicich se signalizace prostfednictvim TRH-R, byly
bunky nasledujici den transfekovany piislusnymi siRNA a dale kultivovany po dalsi dva dny. Deset
minut pfed samotnym méfenim byly do média pfidany ligandy. Mikroskopie zivych bunék byla
provadéna ve vyhtivané komirce pii 37 °C a 5% CO; na konvertovaném konfokalnim laserovém
skenovacim mikroskopu Zeiss LSM 880 (Carl Zeiss AG, Jena, Némecko) vybaveném 40x/1,2 W
DICIII C apochromatickym objektivem a CCD kamerou (Zeiss Axio Cam, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Némecko). Fotovybé€leni probéhlo zaostienym laserovym paprskem (40-mV
argonovy laser o vinové délce 488 a 514 nm a 100% sile) na kruhové oblasti plazmatické membrany
(o priméru 2 pm) prilehlé ke sklicku. Kazdé vybéleni trvalo 300 ms a zahrnovalo 6 pulst. Nasledné

navraceni fluorescence po fotovybéleni (FRAP, fluorescence recovery after photobleaching) bylo
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monitorovano pii nizké intenzit¢ laseru, aby nenastdvalo vysviceni fluoroforu (2 % intenzity
pouzité pro fotovybéleni). Obrazky byly potizeny ve formatu 512 x 512 pixelt s rychlosti skenovani
500 Hz. Pro monitorovani zmény v distribuci fluorescence bylo pied fotovybélenim nahrano
15 obrazk a ihned po fotovybéleni dalSich po sob¢ jdoucich 400 obrazkii. Zarovei byla v pribéhu
experimentu zaznamenavana intenzita celkové fluorescence, neboli fluorescence v kontrolni
oblasti, a intenzita pozadi a jejich hodnoty byly pfed kvantifikaci fluorescence pouzity
k normalizaci. Do hodnoceni bylo zahrnuto pfinejmensim 30 buné€k ze tfi nezavislych pokust.
Pro vypocteni procentudlni hodnoty navratu fluorescence byl pouzit vzorec: néavrat (%) =
(Zvteach — Tockg)/(Iret — Ibekg) X 100, kdy Ipicach 0dpovida intenzité fluorescence vybélené oblasti, luckg je
intenzita fluorescence pozadi a I.r odpovida intenzité fluorescence kontrolni oblasti. Kvantifikace
byla provedena pomoci programu easyFRAP (Rapsomaniki et al., 2012), kde byly jednotlivé kiivky
normalizovany a ziskdny hodnoty pro vypocet difuzniho koeficientu (D). Pro jeho vypocet byl
pouzit vzorec: D = 0,224 ®?/t12, kdy @ odpovida priméru vybrané vybélené oblasti a ti» je polocas
navratu fluorescence. Mobilni frakce (M) byla ur¢ena z poméru vysledné a pocatecni fluorescence
podle vzorce: My (%) = (I - Ipicach 0)/(1 = Ipieach 0) X 100, kdy I, odpovida maximalni navratné

intenzité fluorescence a Iyieqch 0 j€ intenzita fluorescence vybélené oblasti.

5.9 Kultivace bunéénych kultur

Bunécéna linie TRY-1 a bunécna linie E2 (HEK293 buiiky stabilné exprimujici dlouhou
izoformu potkaniho TRH-R1) byly kultivovany v. DMEM s 10% FBS a geneticinem (0,8 mg/ml)
pti 37 °C a 5% obsahu CO..

GH1 bunécna linie (CCL-82, klonalni kmen nadorovych bunck hypofyzy potkant) byla
kultivovana v Ham’s F-12 médiu obohaceném o 15% koniské sérum a 2,5% FBS pfti 37 °C a 5%

obsahu CO,.

5.10 Méieni vapnikovych odpovédi

Pro méteni vapnikovych odpovédi byly burnky nasazeny na sklicka (v ptipadé TRY-1 bun¢k
byla sklicka potazena poly-L-lysinem) ve 24-jamkovych destickach v koncentraci 20 000
bun¢k/jamka v den transfekce. Kontrolni nebo konkrétni vybrané siRNA o koncentraci 10 pmol
byly smichany se 3 ul lipofektaminu (Lipofectamine RNAIMAX Reagent) v Opti-MEM médiu
a inkubovany 5 minut pfi pokojové teploté. Vzniklé siRNA-lipidové komplexy byly poté piidany
do kazdé jamky obsahujici 1 ml DMEM. Transfekované buniky byly analyzovany o dva dny
pozdéji.

Bunky na skli¢ku byly oplachnuty pufrem (160 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 1 mM CaCl,, 2mM
MgCl,, 10 mM glukédza a 10 mM Hepes, pH 7,2) a barveny v pfitomnosti 1uM Fura-2AM po dobu
jedné hodiny pti pokojové teploté. Poté byly bunky oplachnuty pufrem bez Fura-2AM a sklicko
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bylo rozdéleno na nékolik stfipkl. Z kazdého sklicka byly pouzity nejméné 3 stfipky a na kazdém
z nich bylo naméfeno minimalné 30 bunék. Kazdy pokus byl takto alespon 3x zopakovan.

Sklicko s bunikami bylo poté umisténo v pufru pod invertovany epifluorescenéni mikroskop
Olympus IX 50 a byly zaznamenavany zmény v intracelularni koncentraci Ca®" pii vinovych
délkach 340 nm a 380 nm. Kazdé 2 s byl ziskan jeden par snimkd. Snimky fluorescence byly
uchovany pro naslednou analyzu. Po odecteni pozadi byl vypocitdn pomér intenzit emisni
fluorescence pii excitaci 340/380 nm.

Testovany agonista byl aplikovan v 1pM koncentraci a stanovenych casech piimo
k buitkam. Doba ptisobeni hormonu se u riiznych linii ponékud lisila. V pfipadé TRY-1 bunék bylo
zjistovano ptisobeni hormonu po dobu 10 s a 30 s a v ptfipadé E2 linie bylo navazano na jiz dfive
publikované vysledky pii ptisobeni TRH po dobu 20 s (Ostasov et al., 2008). Pii dvou naslednych
aplikacich ligandu byly vzdy po prvnim ptisobeni TRH buniky ponechany po uréitou dobu v médiu
bez TRH (TRY-1 linie 3 minuty, E2 linie 5 minut), aby hladina vapniku klesla opét na ptivodni
uroven, a poté byla opét aplikovana stejna davka hormonu (pro TRY-1 linii po dobu 10 s a pro E2

linii po dobu 20 s).

5.11 Detekce IP3 metodou HTRF

Pro méteni hladin IP3 v buiice byl pouzit kit IP-One-Gq KIT (Cisbio, Francie), kterym byly
méfeny hodnoty D-myo-inositol 1-fosfatu (IP;), metabolitu IP;. Tato metoda vyuziva technologie
homogenni ¢asové rozlisené fluorescence (HTRF) a je zaloZena na pienosu energie mezi dvéma
fluorofory (fluorescencni rezonancni pienos energie, FRET). Spocivda v kompetici [P,
produkovanym buitkkami a znacenym IP;-d2 (akceptor) o vazbu na protilatku anti-IP;-kryptat
(donor). Jestlize dojde k vazbé znaceného IP; na protilatku, energie se prenese z donoru na akceptor
a je mozné detekovat signal. Tento signal je neptimo umérny koncentraci IP; ve vzorku.

E2 buiiky byly v den transfekce nasazeny do 12-jamkovych desticek v koncentraci 500 000
buniek/jamka. Dvacet pmol kontrolni nebo konkrétnich vybranych siRNA bylo smichano se 6 ul
lipofektaminu (Lipofectamine RNAiIMAX Reagent) ve 200 pl Opti-MEM média a inkubovéno
5 minut pfi pokojové teploté. Vzniklé siRNA-lipidové komplexy byly poté ptidany do kazdé jamky
obsahujici 1 ml DMEM. Dva dny po transfekci byly buiiky rozsazeny do 384-jamkové desticky
v koncentraci 6 000 bun¢k/jamka a ponechany dal$i dva dny v DMEM médiu obsahujicim 1% FBS
a antibiotika, aby mohla zregenerovat plazmatickd membrana po ucincich lipofektaminu. Poté byly
buniky pouzity pro samotnou analyzu mnozstvi IPs.

Stanoveni bylo provedeno podle protokolu pro adherentni buiiky v instrukcich od vyrobce.
DMEM s 1% FBS bylo nahrazeno 28 ul stimula¢niho pufru, ve kterém byla provedena stimulace
agonistou (1 uM TRH, 30 minut) v nepfitomnosti nebo pfitomnosti antagonisty (10 uM nebo 1 uM
midazolam). V ptipad€, ze byly bunky ovliviiovany obéma ligandy soucasné, TRH byl pfidan

10 minut po midazolamu. Stimulace bunék byla zastavena ptidanim 6 pl monoklonalni protilatky
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anti-IP;-kryptat (donoru) a IP;-d2 (akceptoru) fedénych v lyza¢nim pufru. Desticky byly nasledné
potazeny folii a inkubovany po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté. Méteni bylo provedeno v bilych
HTRF 96-jamkovych destickach (Cisbio) na readeru Safire II podle instrukci od firmy TECAN
(Implementation of HTRF on Tecan Safire*™). Pomoci Tecan XFluor4 TM Safire II softwaru byla
provedena dvé postupnd méfeni: pii vinové délce 620 nm pro emisi kryptatu a pti 665 nm pro
specificky signdl vydavany akceptorem, pfiemz excitatni vlnova délka byla vzdy 317 nm.
Vysledky byly vyjaddieny jako pomér téchto dvou fluorescencnich intenzit (665/620;
akceptor/donor) po vynasobeni 10 000 a odecteni pozadi. Pro odecet pozadi a zaroveil pro
normalizaci dat v rdmci porovnani nezavislych experimentt byl pouzit vypocet hodnoty Delta F,
kterd ptedstavuje rychlost pienosu energie mezi donorem a akceptorem. Tato hodnota byla
vypoctena podle nasledujiciho vzorce: Delta F (%) = (pomér intenzit vzorku — pomér intenzit
pozadi)/pomér intenzit pozadi x 100. Koncentrace IP; v kazdém experimentu byla vypocitana podle

znamych koncentraci IP; z kalibra¢nich kiivek.

5.12 Detekce cAMP metodou HTRF

Pro méfeni hladin cAMP v buiice byl pouzit kit cAMP-Gs dynamic kit (Cisbio, Francie).
Tento kit je zalozen na stejném principu, jako vySe popsané méteni IP; (viz kapitola 5.11). Spociva
v pienosu energie z donoru, v tomto pfipadé anti-cAMP-kryptat na akceptor, d2 znacené cAMP.

Hladina cAMP byla méfena jak na E2 bunééné linii (8 000 bunék/jamka), tak na GH1
bunécné linii (12 000 bunék/jamka). Stanoveni bylo provedeno podle protokolu pro adherentni
buiiky. DMEM s 1% FBS bylo nahrazeno 20 pl stimula¢niho pufru, ve kterém byla provedena
stimulace agonistou (1 pM TRH, 1 pM TAL, 30 minut). Stimulace bun€k byla zastavena ptidanim
10 pl monoklonalni protiladtky anti-cAMP-kryptat (donoru) a cAMP-d2 (akceptoru) fedénych
v lyza¢nim pufru. Desticky potazené folii byly inkubované po dobu 1 hodiny pfi pokojové teplote.
Meéfeni bylo provedeno v bilych HTRF 96-jamkovych destickach na readeru CLARIOstar (BMG
LABTECH, Némecko). Vysledky byly zpracovany stejné€ jako v ptipad¢ detekce IP;.

5.13 Oxygrafické stanoveni spoti‘eby kysliku

Kontrolni GH1 bunky nebo buiikky po siRNA inhibici B-arrestinu2 (proces popsan vyse)
byly ovlivnény agonisty (1 nebo 10 uM TRH nebo TAL) po dobu 30 minut, centrifugovany
pii 1 250 rpm po dobu 3 minut pfi 25 °C a nafedény v koncentraci 6x 10° ve 100 pl bezbarvého
DMEM média obohaceného o 1 mM pyruvat, 15 mM glukézu a 2 mM glutamin (pH 7,4).
Mitochondrialni respirace byla méfena pristrojem Oxygraph-2k (Oroboros Instruments). Zakladni
charakteristiky ¢innosti mitochondridlniho dychaciho fetézce byly zkoumany postupnym
pridavanim latek ovlivitujicich rtizné faze oxidativni fosforylace. Jako inhibitor syntézy ATP byl
pouzit oligomycin (1 uM), karbonylkyanid p-trifluoromethoxyfenylhydrazon (FCCP, 175 nM)
jako odpfahujici ionofor. Antimycin A (1 uM) nam slouzil k inhibici komplexu III a rotenon (1 pM)
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k inhibici komplexu I. Ze ziskané kiivky byla stanovena bazalni klidova respirace, mitochondrialni
»leak®, maximalni kapacita dychaciho fetézce a rezervni mitochondrialni kapacita. Data byla
zpracovana programem DatLab5.

Pomoci SDS-PAGE a imunoblotingu byla provedena analyza exprese proteini OXPHOS
a bazalni respirace méfena také pomoci stanoveni MitoXpress Xtra Oxygen Consumption Assay

(Agilent).

5.14 MitoXpress Xtra Oxygen Consumption Assay

Bazalni respirace byla ur¢ena pomoci stanoveni MitoXpress Xtra Oxygen Consumption
Assay (Agilent) zaloZené na reakci MitoXpress Xtra s kyslikem. V disledku molekulovych kolizi
dochazi ke zhaSeni MitoXpress Xtra kyslikem a vysledny fluorescen¢ni signal je pak nepiimo
umérny mnozstvi extracelularniho kysliku ve vzorku. Mira spotieby kysliku (OCR, oxygen
consumption rate) je ur¢ena ze zmén fluorescencniho signalu v pribéhu ¢asu. GH1 bunky byly
nasazeny v koncentraci 60 000 bunék do ¢ernosténnych 96-jamkovych destiCek a inkubovany s
TRH nebo TAL (oba v koncentraci 1 pM) po dobu 30 minut. Nasledné bylo médium nahrazeno 90
ul ¢erstvého média a pridano 10 ul MitoXpress reagens. Vse bylo pokryto 2 kapkami mineralniho
oleje vytemperovaného na 37 °C. Zaroven se vzorky byly méteny piislusné kontroly. Detekce byla
provedena pomoci Dual-read TRF (time-resolved fluorescence) lifetime detekce, na pfistroji

BioTek synergy HT a Gen5 programu podle doporuceni vyrobce.

5.15 FACS

Mnozstvi intracelularnich ROS bylo u GH1 buné¢k pozorovano s pouzitim fluorescencni
sondy 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetatu (H:DCFDA) a pratokové cytometrie (FACS,
fluorescence-activated cell sorting). GH1 butiky byly ovlivnény ligandy (1 uM TRH nebo TAL,
30 minut) a/nebo fert-butyl hydroperoxidem (5-320 puM ¢-BHP, 10 minut) a barveny 20 puM
H>DCFDA pfi 37 °C po dobu 30 minut. Nasledné byly buiiky trypsinizovéany, sklizeny centrifugaci
(500 g, 1 min, 4 °C) a oplachnuty dvakrat v PBS. Vzorky byly analyzovany na pratokovém
cytometru BD LSRII a data vyhodnocena programem Kaluza 2.1.

5.16 Stanoveni MTT

Bunécna viabilita byla monitorovana prostfednictvim MTT testu. GH1 bunky byly
nasazeny na 96-jamkové desticky a po ovlivnéni ligandy (I pM TRH nebo TAL, 30 minut)
a/nebo +-BHP (v rdznych koncentracich, 10 minut) byly inkubovany v pfitomnosti
3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromidu (MTT) v CcCerstvém bezbarvém
DMEM obohaceném o 1% FBS po dobu 3 hodin pii 37 °C. Poté bylo odsato 85 pl média a vzniklé
krystaly formazénu rozpustény 10 minutovou inkubaci s 50 pl DMSO pii 37 °C. Absorbance
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barevného roztoku byla méfena pii 540 nm a kvantifikovana pomoci BioTek synergy HT

spektrofotometru.

5.17 Stanoveni LDH

Bunécna cytotoxicita byla stanovena pomoci stanoveni LDH (Cytotoxicity detection
kit™US, Roche). Principem této metody je detekce laktatdehydrogenazy (LDH) uvolnéné z cytozolu
poskozenych bunék do média. Jedna se o dvoukrokovou enzymatickou reakci, pii které dochazi
k redukci 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium chloridu (svétle zluta barva)
na formazan (Cervenda). GH1 buiiky byly inkubovany v pfitomnosti TRH, TAL (oba 1 uM,
30 minut) a/nebo -BHP (v riznych koncentracich, 10 minut) v médiu obohaceném o 1% FBS.
Poté bylo k buitkdm ptidano 100 pl reakéniho mixu a desticka byla ponechana ve tmé po dobu
30 minut pii pokojové teploté. Reakce byla ukoncena pfidanim 50 pl stop solution a jemnym
michanim po dobu 10 sekund. Absorbance byla ¢tena pii 490 nm a 630 nm (referen¢ni vinova

délka) na spektrofotometru BioTek synergy HT.

5.18 Méreni celkové antioxidaéni kapacity

Schopnost antioxidantii, pfitomnych v bunéfnych homogenatech, zabranit oxidaci
2,2-azino-di-3-ethylbenzthiazolin sulfonatu (ABTS) na stabilni radikalovy kation byla studovana
pomoci Total antioxidant capacity assay (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, M1, USA). GH1
buiiky byly péstovany v 12-jamkovych destickach, ovlivnény ligandy po dobu 30 minut a sklizeny
centrifugaci (1 000 g, 10 minut, 4 °C). Pelet byl nasledné¢ sonikovéan (3x po dobu 10 sekund, 50 %
power) na ledu v 250 pl chlazeného pufru Antioxidant assay buffer a vznikly homogenat byl stocen
pti 10 000 g po dobu 15 minut pfi 4 °C. Pro vlastni experiment bylo smichano 10 ul supernatantu
s 10 pl metmyoglobinu a 150 pl chromogenu. Po pfidani 40 pl pracovniho roztoku peroxidu vodiku
byla desticka inkubovana na tfepacce za pokojové teploty po dobu 5 minut. Absorbance byla
metena pfi 750 nm na spektrofotometru BioTek synergy HT. Jako standard byl pouzit trolox,
vysledky byly vyjadieny jako antioxida¢ni kapacita ekvivalentni k troloxu (trolox equivalent
antioxidant capacity, TEAC, uM/1).

5.19 Fosfoproteomicka analyza

Kontrolni GH1 buiky, buiiky podrobené snizeni exprese B-arrestinu2 pomoci siRNA
inhibice a/nebo ovlivnéné agonisty (TRH nebo TAL o koncentraci 1 uM, po dobu 30 minut) byly
stoceny (1 800 rpm, 10 minut, 4 °C, Hettich Universal 320) a oplachnuty v PBS. Vznikly pelet
bunék (ptiblizné 500 pg proteinu) byl zamrazen v dusiku a takto nachystané vzorky analyzované
pomoci LC-MS techniky a bioinformaticky zpracované pomoci softwarovych platforem MaxQuant
a Perseus. Rozdily ve fosforylacich proteinit mezi porovnavanymi skupinami byly definovéany jako

kvalitativni nebo kvantitativni. Za kvalitativni byla povaZzovana zmeéna, pokud byly proteiny
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detekované pouze v jedné experimentalni skupin€ ze dvojice porovnavanych a alespon ve dvou
vzorcich biologického triplikatu. Jako kvantitativni byla oznafena zména, kdy byl detekovan
alespon dvojnasobny rozdil ve fosforylaci mezi porovnavanymi skupinami a zaroven byl protein
detekovan alesponi ve dvou vzorcich z biologického triplikdtu. Soubory takto zménénych
fosfoproteinti pro kazdou experimentalni skupinu byly dale hodnoceny v GO (Gene Ontology)
analyze pomoci databaze DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery), ze vSech detekovanych biologickych procesi jsme se zaméfili na procesy souvisejici
s GTPazovou aktivitou, fosforylaci a signalizaci prostfednictvim MAP kindz. Interakce mezi
proteiny byly vizualizovany pomoci STRING (Search Tool for the Retrieval of Imteracting

Genes/Proteins) databaze.

5.20 Analyza dat

Vsechny vysledky jsou vyjadfeny jako aritmeticky prumér + standardni chyba priméru
(SEM). Data pro jednotlivé analyzy pochéazeji z minimalné tfi na sob& nezavislych experimentd.
Pro statistickou analyzu dat byl pouzit software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego,
CA) s vyuzitim neparového Studentova t-testu nebo jednofaktorové analyzy rozptylu (one-way
ANOVA) s naslednym Bonferroniho testem. V pfipadé méteni vapnikovych odpovédi, z divodu
velké variability bunécnych odpovédi, byla data ovéfena na normalitu a na zaklad¢ vysledkt byla
pouzita neparametricka jednofaktorova analyza rozptylu pro nezavisla méfeni (ANOVA, Kruskal-
Wallistiv test) s naslednym Dunnovym testem. Statistickda vyznamnost byla urCena na hlading
p <0,05.

Obrazky pouzité v literarni Casti a ve vysledcich fosfoproteomické studie byly vytvoreny

pomoci online software biorender.com.
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6. Vysledky

6.1 Cil 1: Vliv vybranych signalnich molekul na chovani TRH receptoru

v plazmatické membrané

6.1.1 Charakterizace TRY-1 bunééné linie

S pouzitim klonovacich technik a pritokové cytometrie jsme z heterogenni smési bunék
ziskali 9 bunécnych linii exprimujicich TRH-R na C-konci znaceny YFP (TRH-R-YFP).
Na zaklad¢ peclivé mikroskopické analyzy (kdy byl sledovan zejména tvar bunék, rychlost jejich
déleni ¢i lokalizace TRH-R v bunice) byla vybrana pouze jedna bunécna linie a nazvana TRY-1.
Pomoci real-time RT-PCR a stanovenim exprese TRH-R pomoci imunoblotingu byla u této linie
porovnavana hladina TRH-R s dalS$imi bunécnymi liniemi. Funk¢énost receptoru v TRY-1 linii byla

ovétena pomoci stimulace TRH a jeho vlivem na vylev vapniku.

6.1.1.1 Porovnani exprese TRH-R pomoci real-time PCR

Pomoci real-time PCR a specifické proby proti TRH-R byla porovnana exprese TRH-R
v TRY-1 bunééné linii, v E2ZM11 bunééné linii, GH1 bunécné linii a HEK293 burikach (obr. 7).
Zakladem E2M11 bunék jsou buiky HEK293 exogenné exprimujici velké mnozstvi TRH-R.
Naproti tomu GH1 bunécna linie, odvozena od nadoru adenohypofyzy potkana, vykazuje relativné
vysokou uroveit endogenniho TRH-R a patfi mezi primarni cilové buiiky pro hormon TRH. Ob¢
zminéné linie ndm slouzily jako pozitivni kontrola. Jako negativni kontrolu jsme pouzili bunky
HEK293, nebot’ u nich TRH-R pravdépodobné neni endogenné viibec exprimovan (Atwood ef al.,
2011). Ukézalo se, ze TRY-1 bunky vykazovaly relativné vysokou troveil exprese TRH-R oproti
kontrolnim HEK?293 buikam. Zaroven byly hladiny TRH-R u TRY-1 linie o néco nizsi nez
v ptipad¢ exogenné exprimovaného receptoru v E2M11 buiikach a o néco vyssi nez v piipadé

endogenniho receptoru GH1 bunék (obr. 7).

52



26.072

235721
21.072]
185724
16.072
13572
11.072

8572

6.072

Fluorescence (465-510)

35729

1.072

Obr. 7: Graf 7 real-time PCR zndzornujici amplifikacni kiivky odraZejici expresi TRH-R v TRY-1, E2M11, GHI1
a HEK293 burikdch.

6.1.1.2 Porovnani exprese TRH-R pomoci imunoblotingu

Hladiny exprese TRH-R u TRY-1 linie byly porovnany s expresi tohoto proteinu u GH1
linie a E2M11 linie pomoci specifickych protilatek proti TRH-R. Z obrazku €. 8 je patrné, ze Giroven
exprese TRH-R je v TRY-1 linii vy$$i (zhruba o 50 %) neZ u linie GH1, kde je TRH-R exprimovan
ptirozené. Naproti tomu je mnozstvi TRH-R u TRY-1 linie v porovnani s linii E2M11 mirn€ nizsi
(zhruba o 30 %).

45 kDa

TRY-1 GHI1 E2MI1

Obr. 8: Detekce TRH-R v liniich TRY-1, GHI a E2M11. Zndzornén je reprezentativai imunoblot ze t7i nezavislych

pokusti.

6.1.1.3 Mikroskopicka analyza
Exprese a lokalizace TRH-R-YFP v ramci bunécné linie TRY-1 byla ovéfena pomoci
konfokalniho mikroskopu. Z obr. 9A je patrné, ze fluorescencné znaceny receptor se nachazi v

plazmatické membrané bunck. Po aplikaci 10 uM TRH dochazelo k internalizaci receptoru (obr.
9B).
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Obr. 9: Mikroskopickd analyza TRH-R-YFP. (A) Reprezentativni obrazek TRY-1 bunécné linie porizeny
fluorescencnim konfokalnim mikroskopem znazornujici distribuci TRH-R znaceného Zlutym fluorescencnim
proteinem v plazmatické membrané. (B) Aplikace TRH navodila masivni translokaci TRH-R-YFP z plazmatické

membrany do vnitrku bunék. Snimek je porizeny po 10 minutdch od aplikace agonisty.

6.1.1.4 Cytoplazmaticka koncentrace vapenatych ionti

K ovéteni, zda je transfekovany TRH-R v buiikkach plné funkéni, byla pouzita reakce
receptoru na stimulaci TRH s naslednym vylevem vapniku (obr. 10). Jako negativni kontrola nam
opét poslouzily HEK293 bunky. Po stimulaci TRY-1 bun€¢k pomoci ligandu TRH doslo
k okamzitému nartistu v poméru intenzit fluorescence Fura-2AM po excitaci 340 a 380 nm, coz
odpovida zvyseni koncentrace vapniku v cytoplazmé. Aplikaci TRH k HEK293 bunkam nedoslo

k zadné zmén¢ v intenzité fluorescence vapnikového indikatoru Fura-2AM.
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2.0- — TRY-1
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Obr. 10: Vapnikova odpovéd’ na stimulaci TRH u HEK293 a TRY-1 bunék. Krivky predstavuji zménu v intenzité
fluorescence vapnikového indikatoru Fura-2AM detekované u netransfekovanych HEK293 bunék (Cernd linka) a
u bunék transfekovanych TRH-R-YFP (Cervend linka) po stimulaci 10 uM TRH. Nariist v intenzité fluorescence
odpovida zvySeni hladin volného cytoplazmatického vapniku. Zndzornén je reprezentativni graf z méreni alesporn

30 bunék v kazdém ze t7i nezavislych pokusii.
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6.1.2 V1iv TRH na lateralni mobilitu TRH-R

Pomoci konfokalniho mikroskopu a metody FRAP byl studovan ucinek vazby ligandu na
lateralni difuzi TRH-R v plazmatické membrané¢ TRY-1 bunék. Obr. 11A znazoriiuje prubéh
typického FRAP experimentu. Obr. 11B pak pfedstavuje reprezentativni kiivky névratu

fluorescence po fotovybéleni pro kontrolni bunky a butiky po stimulaci TRH.

A pre-bleach

o~
-
[3.]
S

100+

% navratu fluorescence
(3]
o
L

Obr. 11: Schematické zobrazeni typického FRAP experimentu. (4) Analyza fotovybéleni fluorescence u TRY-1
bunék. Obrazky byly porizeny zaostienim na spodni membranu na sklicku a ukazuji rozlozeni fluorescencniho
signalu TRH receptoru pred fotovybélenim (pre-bleach), na konci fotovybéleni (t=0s) a v dalsich ¢asovych tisecich
po fotovybéleni (5 s a 20 s). Vybélend plocha je oznacena cervenym kruhem o velikosti 2 um. Oblasti, kde doslo
ke zmeénam v intenzité fluorescence zpiisobené fotovybelenim a naslednou lateralni difuzi, jsou pro lepsi viditelnost
zvetsené v rameccich. (B) Reprezentativni kifivka ukazujici obnoveni fluorescence diky transportu TRH-R-YFP
z okoli. Graf ukazuje casovou zadvislost zmén v intenzité fluorescence v oblasti vybélené zaostrenym laserovym

paprskem pro kontrolni buniku (CTRL) a pro buriku stimulovanou TRH.
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Pti studiu lateralni pohyblivosti TRH-R v membrané TRY-1 buné€k jsme porovnavali vliv
TRH a také inhibicni u¢inek antagonisty TRH-R, MDL, na dva zakladni difizni parametry: difuzni
koeficient a mobilni frakci. Jak je vidét na obr. 12A, TRH snizil difuzni koeficient TRH-R o vice
nez polovinu (o 55,6 %) oproti kontrole a jeho efekt byl zablokovan psobenim MDL. Aplikace
antagonisty neméla na velikost difizniho koeficientu zadny vliv. Cast molekul, které se ucastni
difuzni vymény, tzv. mobilni frakce, se po aplikaci TRH v porovnani s kontrolou nezmeénila. Tento
hormon vSak dokéazal zvratit pokles (o 20 % vuci kontrole) v mobilni frakci zpiisobeny aplikaci
MDL (obr. 12B). Tabulka 8 ukazuje hodnoty diftznich koeficient a mobilnich frakci namétenych

pro kontrolni a agonistou a/nebo antagonistou stimulované buiiky.
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Obr. 12: Vliv vazby agonisty a/nebo antagonisty k TRH receptoru znacenému fluorescencnim proteinem na jeho
lateralni pohyblivost v membrdné. Experimenty byly provdadény na kontrolnich (nestimulovanych) TRY-1 bunkdch
a na bunkach vystavenych 10 uM TRH (agonista) nebo 100 uM MDL (antagonista). Ligandy byly pridavany
do kultivacniho média vidy 5 minut pred zacatkem meéreni a bunky byly v jejich pritomnosti po celou dobu
experimentu. V pripadé, Ze byl méren vliv kombinace obou ligandii, MDL byl aplikovan 5 minut pied stimulaci
TRH. Hodnoty difuznich koeficientii (A) a mobilnich frakci (B) byly ziskany z namérenych dat prolozenim krivky
s pouzitim dvoukomponentového modelu. Data jsou vynesena jako priumér £ SEM z méreni minimdlnée 30 bunék
z minimalné tri nezavislych pokusi, ***p < 0,001 versus kontrolni nestimulované bunky, one-way ANOVA

s naslednym Bonferroniho testem.

Tab. 8: Parametry laterdlni difiize TRH-R-YFP v plazmatické membriné TRY-1 bunék po stimulaci
ligandy

Testované podminky D (um?/s) Ms (%)
kontrola 0,36 +£0,02 85+1
+TRH 0,16 £ 0,01 *** 85+2

+ MDL 0,31 £0,04 68 L 4¥k*
+ MDL + TRH 0,33 +0,04 80+3

Hodnoty difuznich koeficientii (D) a mobilnich frakci (Mf) pro TRH-R-YFP byly ziskany z dat z méreni FRAP
odpovédi ziskanych z alespon 30 bunék ve trech nezavislych méreni. Data jsou vyjadrena jako priumeér = SEM.

**%p < 0,001 versus kontrolni buriky, one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.
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6.1.3 Vliv vybranych signalnich molekul na lateralni mobilitu TRH-R
Na bunécné linii TRY-1 jsme studovali vyznam vybranych signalnich proteint
pro signalizaci TRH-R. Zejména nas zajimal vliv pfislusnych molekul na mobilitu TRH-R

v plazmatické membrane¢.

6.1.3.1 Ovéreni siRNA inhibice
Pro studium vlivu jednotlivych proteinti na signalni drahu TRH-R byla pouzita metoda
siRNA inhibice. Pomoci této metody v kombinaci s SDS-PAGE elektroforézou bylo ovéfeno, ze
veskeré nami pouzité siRNA jsou schopny signifikantné snizit expresi daného proteinu v bunééné
linii TRY-1 (obr. 13). Znazomény jsou imunobloty pro vSechny pouzité siRNA souhrnné
pro vSechny experimenty provedené na TRY-1 bunkach.
kDa kDa
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Obr. 13: Reprezentativni imunobloty ukazujici zmény v genové expresi vybranych signalizacnich proteinii u TRY-1
bunécné linie po siRNA inhibici. Pro potlaceni genové exprese vybranych proteinii byly bunky transfekovany
konkrétnimi siRNA jak je popsano v metodické casti prace. Dva dny po transfekci byly bunécné homogenaty (20 ug
proteinii) rozdeleny pomoci SDS-PAGE a pomoci imunoblotu oznaceny specifickymi protilatkami proti Gyuia, Gia-1,
Gsa, GPup, p-Arrl/2, GRK2, caveolinu-1 a PLCB1. Mira exprese po inhibici byla srovnavana s expresi daného proteinu
v kontrolnich bunkdch transfekovanych negativni siRNA (CTRL siRNA). Zndzornény jsou reprezentativni imunobloty

ze tFi nezavislych pokusii.

6.1.3.2 Vliv siRNA inhibice vybranych proteini a TRH na lateralni mobilitu TRH-R
v plazmatické membrané

Pomoci metody FRAP byl dale studovan ucinek siRNA inhibice specifickych vybranych
proteinti souvisejicich se signalizaci TRH-R na lateralni diftzi tohoto receptoru v plazmatické
membrané bunék TRY-1. Hodnoty difuznich koeficientii a mobilnich frakei jsou pro prehlednost
uvedeny v nasledujicich tabulkach. Je patrné, Ze samotna inhibice Gq/110 proteint (tabulka 9), Gf
proteind (tabulka 10), B-arrestinu2, GRK2 nebo PLCp; (tabulka 11), vedla k poklesu v hodnoté

difazniho koeficientu oproti kontrolnim buiikam. Nasledna stimulace TRH tuto hodnotu jesté vice
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snizila. Inhibice nékterych proteinti méla vliv také na velikost mobilni frakce. Jeji zména (pokles)
byla nejvice patrna pfi snizené expresi pro Gia-1 protein (tabulka 9) a pro B-arrestinl (tabulka 11).
V ptipadé€ snizeni exprese Gia-1 proteinu byl pokles po stimulaci TRH jest¢ markantnéjsi (o vice
nez 41 % oproti kontrole). V ptipadé nasledné aplikace TRH po siRNA inhibici ostatnich

sledovanych G proteind se hodnota mobilni frakce signifikantn¢ zvysila (tabulky 9 a 10).

Tab. 9: Viastnosti laterdlni difize TRH-R-YFP v plazmatické membrané TRY-1 bunék po inhibici

vybranych Ga proteinii

Testované podminky D (um?/s) M;: (%)
kontrola 0,36 +0,02 85+1

+ TRH 0,16 £0,01*** 85+2
GgaV 0,23 £ 0,02%*** 77 £ 3%*
GV + TRH 0,15 £ 0,02%##/## 83+ 3"
Gia® 0,23 £ 0,03%*** 79 £2%
Gnia®» + TRH 0,16 £ 0,02%**/# 85 + 3*
Ggnio® 0,25 +£0,03** 79 £ 3%
Ggri0® + TRH 0,20 £ 0,03*** 89 + 3*
Gia-1W 0,35+ 0,03 76 + 3%*
Gia-1¥ + TRH 0,21 £ 0,04%*"* 50 £ G/

Hodnoty difuznich koeficientii (D) a mobilnich frakci (Mf) pro TRH-R-YFP byly ziskany z dat z méreni
FRAPovych odpovedi ziskanych z alespor 30 bunek ve trech nezavislych mérenich. Data jsou vyjadrena jako
priimér £ SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontrolni buiiky. p < 0,05, ¥p < 0,01, *p < 0,001
versus bunky inhibované prislusnou siRNA. Pro porovnani vlivu siRNA inhibice vybranych proteinii
na pohyblivost TRH-R v plazmatické membrané byla pouzita one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho
testem, pro porovnani vlivu siRNA inhibice urcitého proteinu na pohyblivost TRH-R po aktivaci TRH byl
pouzit nepdrovy Studentiiv t-test. VY siRNA inhibice

Tab. 10: Viastnosti lateralni difiize TRH-R-YFP v plazmatické membrané TRY-1 bunék po inhibici Gf
proteinii

Testované podminky D (um?/s) Mi (%)
kontrola 0,36 +0,02 85+1

+ TRH 0,16 +£0,01*** 85+£2
GpW 0,28 + 0,02* 84+3
GBI(U +TRH 0,16 + 0’02***/### 91 + 2%/
GBY 0,25 + 0,03%* 88 +£2
GB2Y + TRH 0,12 £ 0,02%%:*/## 89 +3
GB1,V 0,25 + 0,02** 77 £3*
G, + TRH 0,19 =+ 0,02%**/# 84 + 3*

Hodnoty difuznich koeficientii (D) a mobilnich frakci (Mf) pro TRH-R-YFP byly ziskany z dat z méreni
FRAPovych odpovédi ziskanych z alespon 30 bunék ve trech nezavislych mérenich. Data jsou vyjadrena jako
primér £ SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontrolni busiky. *p < 0,05, **p < 0,001 versus
buriky inhibované prislusnou siRNA. Pro porovnadni viivu siRNA inhibice vybranych proteinii na pohyblivost
TRH-R v plazmatické membrané byla pouzita one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem,
pro porovnani vlivu siRNA inhibice urcitého proteinu na pohyblivost TRH-R po aktivaci TRH byl pouZit
nepdrovy Studentiiv t-test. V' siRNA inhibice
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Tab. 11: Viastnosti laterdlni difize TRH-R-YFP v plazmatické membrané TRY-1 bunék po inhibici dalSich
proteinii vyznamnych v signalizaci TRH-R

Testované podminky D (um?/s) M; (%)
kontrola 0,36 0,02 85+1

+ TRH 0,16 +0,01%** 85+£2
B-arrestin1®) 0,41+ 0,04 69 + 4k
B-arrestin1¥) + TRH 0,19 + 0,03 %/ 66 £ 6***
B-arrestin2®) 0,27 +0,02% 83 +2
B-arrestin2® + TRH 0,17 £ 0,03%%:+/## 91 £ 2%/
GRK 2% 0,30+0,03 81+2
GRK 2¥ + TRH 0,21 + 0,03%**/# 81+3
PLCB,W 0,27 £0,02%* 84 +£2
PLCB,Y + TRH 0,18 + 0,02/ 83+3

Hodnoty difuznich koeficientit (D) a mobilnich frakci (Mf) pro TRH-R-YFP byly ziskany z dat z méreni
FRAPovych odpovedi ziskanych z alespor 30 bunek ve trech nezavislych mérenich. Data jsou vyjadrena jako
primér = SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontrolni buiiky. *p < 0,05, *p < 0,01,
#ip < 0,001 versus busiky inhibované piislusnou siRNA. Pro porovndni viivu siRNA inhibice vybranych
proteinii na pohyblivost TRH-R v plazmatické membrané byla pouzita one-way ANOVA s naslednym
Bonferroniho testem, pro porovnani viivu siRNA inhibice urcitého proteinu na pohyblivost TRH-R po aktivaci
TRH byl pouzit nepdrovy Studentiiv t-test. ) siRNA inhibice
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6.2 Cil 2: Vliv vybranych signalnich molekul na funkéni stav signalizace TRH

receptoru

6.2.1 Vliv siRNA inhibice vybranych proteini a TRH na intracelularni koncentraci
vapniku v bunéé¢né linii TRY-1

Signaliza¢ni drdha vedouci od aktivovaného TRH-R pokracuje ptes Gg110 protein, ktery
nasledné aktivuje PLCP, a v kone¢ném diisledku dochazi k nardstu koncentrace vapniku v cytozolu.
Zaméftili jsme se proto na monitorovani intracelularni koncentrace vapniku u TRY-1 bunék
po stimulaci hormonem TRH (1 uM) pfi dvou riznych stimulacnich dobach (10 s a 30 s, pficemz
druhd stimulace byla vzdy 10 s a mezi jednotlivymi odpovéd’'mi byly vzdy ponechany tii minuty,
behem kterych byl odmyt veskery hormon a hladina vapniku se dostala zpét na ptvodni Groveii)
apo cilené inhibici specifickych proteinti ze signaliza¢ni drahy TRH-R pomoci fluorescencni
mikroskopie a vapnikového indikatoru Fura-2AM. Zaznamenavan byl pomér intenzit fluorescence
pii excitaci 340 a 380 nm pted a po aplikaci TRH. Sledované parametry byly zejména velikost prvni
odpoveédi (a tedy mnozstvi uvolnéného vapniku) po stimulaci TRH a mira desenzitizace receptoru.

Pii porovnani vlivu délky stimulace na miru desenzitizace TRH-R je z grafu na obr. 14
ziejmé, ze pocatecni krat$i desetisekundova stimulace TRH vedla k daleko vétsi druhé odpovédi
na hormon nez v pripadé delsi tficetisekundova stimulace. V ptipad¢ desetisekundové stimulace
doslo tedy pouze kmirné desenzitizaci membranovych receptord. Naproti tomu,
po tricetisekundové stimulaci byl receptor na dalsi aplikaci TRH téméf necitlivy. Délka pocate¢ni

stimulace hormonem m¢éla tedy zasadni vliv na velikost druhé odpovédi.
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Obr. 14: Reprezentativni graf vapnikové odpovédi na stimulaci TRH u TRY-1 bunék. Kiivky predstavuji zménu
v intenzité fluorescence vapnikového indikatoru Fura-2AM detekovanou u bunék transfekovanych TRH-R-YFP
po stimulaci 1 uM TRH po dobu 10 s (Cerna kiivka) nebo 30 s (Sedivd krivka). Narist v intenzité fluorescence
odpovida zvySeni hladin volného cytoplazmatického vapniku. Graf zndzornuje typicky pritbéh odpovédi bunky

na 10s nebo 30s aplikaci TRH, méreno bylo vidy alespon 15 bunék v kazdém ze tii nezavislych pokusii.
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Pti studiu vlivu inhibice proteinti dtlezitych pro signalizaci a downregulaci TRH-R jsme
ziskali n€kolik kontroverznich vysledkli. Pokud byly bunky stimulovany 1 uM TRH po dobu
10 s po ptedchozim potlaceni exprese Gqo podjednotky heterotrimerniho G proteinu, nedoslo
k zadné zméné ve velikosti prvni odpovédi na hormon a tudiz ke zméné koncentrace vapniku
v buiikach oproti bunkam kontrolnim (obr. 15A). Pokud byla stimulace bun¢k se sniZzenou expresi
Gqo podjednotky prodlouzena na 30 s, byl pozorovan signifikantni pokles v koncentraci vapniku
v cytoplazmé oproti kontrolnim bunikdm. Naproti tomu u bunék s potlacenou expresi Giio
podjednotky vedla desetisekundova i tficetisekundové stimulace 1 uM TRH ke zvySeni amplitudy
fluorescence v porovnani s kontrolnimi butikami a tedy k vétSimu vyplavovani vapniku z vnitinich
bunécnych zasobaren. V ptipadé desetisekundové stimulace byl tento narist signifikantni. Intenzita
fluorescence po aplikaci TRH a tedy mnozstvi vylitého vapniku v buiikach bylo pozorovano také
pfi soucasném potlaceni Gqo a G0 podjednotek. V tomto piipadé rovnéz doslo po desetisekundové
stimulaci TRH k signifikantnimu naristu intracelularni koncentrace vapniku u bunék se snizenou
expresi Gg/110. proteinti v porovnani s buikami kontrolnimi. Pfi tficetisekundové aplikaci hormonu
uz rozdil ve velikosti prvni odpoveédi mezi kontrolnimi a transfekovanymi bunkami nebyl viditelny.

Mira desenzitizace receptoru byla hodnocena jako pomér velikosti amplitud po prvni a
druhé odpovédi na TRH, pficemz druha odpovéd byla vzdy desetisekundova. Pii meéfeni
na buiikach transfekovanych siRNA proti Gqa podjednotce se po desetisekundovych aplikacich
hormonu pomér velikosti amplitud druhé ku prvni odpovédi oproti kontrolnim bunkam
signifikantné snizil, coz by poukazovalo na vétsi desenzitizaci (obr. 15B). Pfi prvni stimulaci TRH
po dobu 30 sekund a nasledné desetisekundové aplikaci tohoto hormonu nedoslo k zadné zméné
pii porovnani pomért obou amplitud vapnikovych odpovédi transfekovanych bunék oproti
kontrolnim bunkam. Pokud byla sniZzena exprese Gqo nebo G110 podjednotek soucasné, doslo
k poklesu poméru druhé ku prvni odpovédi po tficetisekundové stimulaci TRH ve srovnani
s ptislusnymi kontrolnimi méfenimi, desetisekundova aplikace hormonu nemeéla v téchto ptipadech
nijak zdsadni vliv na miru desenzitizace, tedy na pomeér velikosti obou amplitud v porovnani
s kontrolou. Z krabicového grafu je také patrné, Ze variabilita, s jakou jednotlivé buiiky reagovali
na aplikaci hormonu a nésledny vylev vapniku, je velmi $irokd i v ramci kontrolnich skupin (obr.

15B).
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Obr. 15: Vliv potlaceni exprese vybranych proteinii na hormonem vyvolanou vdapnikovou odpovéd’ u TRY-1
bunék. (A) Porovnani odpovédi na prvni aplikaci TRH (1 uM) u kontrolnich bunék (transfekovanych negativni
SIRNA, prazdné sloupce v grafu, CTRL) a u bunék po siRNA inhibici vybranych a podjednotek G proteinii
(Srafované sloupce, Gyo, G0, Gyi0). (B) VIiv dvou za sebou jdoucich stimulaci TRH na desenzitizaci u TRY-1
bunécné linie. Bunky byly vystaveny piisobeni vybranych siRNA po dobu dvou dnii a poté byly inkubovany
s fluorescencni barvou Fura-2AM po dobu 1 hodiny. Béhem méreni byl k buitkam aplikovan TRH na dobu 10 ¢i
30 sekund a po odmyti hormonu (3 minuty), byly buiiky vystaveny jeho dalsi desetisekundové aplikaci. Zmeény
v koncentracich vapniku byly nahrdvany pri vinovych délkich 340 a 380 nm a byl pocitan pomeér intenzit
fluorescence 340/380 nm. V grafech jsou vyneseny primérné hodnoty pomeérii intenzit fluorescence meérené
z minimalné 15 bunék v kazdém ze trech samostatnych experimentii. Krabicové grafy zndzornuji pomér amplitud
fluorescenci druhé ku prvni odpovédi na hormon. Pro grafy A) **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontrolni
(nestimulované) bunky, pro B) ***p < 0,001 versus kontrolni (nestimulované) buriky po 10s aplikaci TRH,
Tp < 0,01, *p < 0,001 versus kontrolni (nestimulované) buiiky po 30s aplikaci TRH, **p < 0,001 versus
prislusné siRNA-ovlivnené bunky. Pro porovnani viivu siRNA inhibice vybranych proteinii na vapnikovou odpovéd’
bunék po 10s nebo 30s aplikaci TRH byl pouzit neparametricky t-test, pro porovnani vlivu siRNA inhibice
vybranych proteinii na velikost desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouzit Kruskal-Wallisiv test s ndslednym

Dunnovym testem. Y siRNA inhibice

62



Stejnym zplisobem jsme porovnavali také hladinu volného vapniku v kontrolnich buiikach
a bunkach spotlaCenou expresi podjednotek pro GP proteiny (obr. 16). V pripadé
tficetisekundového ptisobeni hormonu nedoslo k zadnym signifikantnim zménam v koncentracich
vapenatych iontll pii porovnani velikosti amplitud prvnich odpovédi. K vyznamnym zménam
v pomérech intenzit fluorescence pii excitaci vinovymi délkami 340/380 nm vSak doslo, jestlize
byly buniky vystaveny desetisekundové aplikaci TRH. Pokud byla sniZzena exprese samotné Gf3;
podjednotky nebo obou G proteini zaroven, amplituda prvni odpovédi na hormon a tedy
koncentrace vapniku v téchto buiikach vzrostla oproti buiikadm kontrolnim. V piipadé umlceni Gf3,
podjednotky se velikost prvni amplitudy, odpovidajici hladindm vapniku v cytoplazmé, oproti
kontrole naopak zmensSila (obr. 16A).

Porovnéanim velikosti dvou po sob¢ jdoucich stimulaci TRH byla signifikantni zména oproti
kontrole pozorovana pouze v ptipade€ snizené exprese samotné Gf3, podjednotky a desetisekundové
aplikaci hormonu. Ve vsech pozorovanych piipadech méla vliv na citlivost receptoru na dalsi
stimulaci jeji ptivodni délka spiSe nez samotnd inhibice G proteini. Pokud byla doba prvni

stimulace 30 s, doslo vzdy k poklesu nasledné odpovédi a tedy citlivosti na hormon v porovnani

s desetisekundovou stimulaci (obr. 16B).

A Gp1, 10s P30 GP,, 10s
4 A 25
*% 20 o *
g° —- g e 3 e
2 N 3 2 3
g B g 15
5 572 5 10
: i 2 21
21 21 205
0 0.0 T oEL
2 <l <3 2 <
@ N o @n? @ NS @ N
& & & & 5
& & & S
Gp,, 30s GPi2, 10s G2, 30 s
25 20 20
2.0 *kk
o — ° 15 e 2 15
3 D S 1
g g o o
g8 S S
3 Trol == 5
@ 1.0 i 0
: : :
805 205 805
[X T 0.0 L [}
-~ & N -~

4{/9

&

RN

63



E-]
kS S 5
S G - S GPi2
3z 3 3
o o o
S F 10 s F SF
o © o 8 o S 1.0
2 s it 2 s 2 s
Bz 52 52
£ ° £ E
2% o6 2% 2%
3 32 g e
o > = - 0.5
35 04 3% 335
s 3 -2 o2
28 28 28
£ 2802 £ 5T
§+° §+° E‘o
58° ¢ M 58 58 o
& 4 N 4 &
5 @t o s o 5 5 @n
Q N N N N o o N Q@
& & & X & 3
& & & &

Obr. 16: Vliv potlaceni exprese vybranych proteinit na hormonem vyvolanou vipnikovou odpovéd’ u TRY-1
bunék. (A) Porovnani odpovédi na prvni aplikaci TRH (1 uM) u kontrolnich bunék (transfekovanych negativni
SIRNA, prazdné sloupce v grafu, CTRL) a u bunék po siRNA inhibici  podjednotek G proteinu (Srafované sloupce,
Gpi, G2, GPis). (B) VIiv dvou za sebou jdoucich stimulaci TRH na desenzitizaci u TRY-1 bunécné linie. Burnky
byly vystaveny pusobeni vybranych siRNA po dobu dvou dnii a poté byly inkubovany s fluorescencni barvou
Fura-2AM po dobu 1 hodiny. Béhem méreni byl k buntkam aplikovan TRH na dobu 10 ¢i 30 sekund a po odmyti
hormonu (3 minuty), byly buniky vystaveny jeho dalsi desetisekundové aplikaci. Zmény v koncentracich vapniku
byly nahravany pri vinovych délkach 340 a 380 nm a byl pocitan pomer intenzit fluorescence 340/380 nm.
V grafech jsou vyneseny priumerné hodnoty pomérii intenzit fluorescence mérené z minimdlné 15 bunék v kazdem
ze trech samostatnych experimentii. Krabicové grafy znazornuji pomér amplitud fluorescenci druhé ku prvni
odpovédi na hormon. Pro grafy A) *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontrolni (nestimulované) buriky,
pro B) *p < 0,05, ***p < 0,001 versus kontrolni (nestimulované) buiiky po 10s aplikaci TRH, **p < 0,001 versus
prislusné siRNA-ovlivnéné bunky. Pro porovnani viivu siRNA inhibice vybranych proteinii na vapnikovou odpoved’
bunék po 10s nebo 30s aplikaci TRH byl pouzit neparametricky t-test, pro porovnani vlivu siRNA inhibice
vybranych proteinii na velikost desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouzit Kruskal-Wallisiv test s ndaslednym

Dunnovym testem. V) siRNA inhibice

Zamg¢tili jsme se také na jednotlivé typy B-arrestinti (obr. 17). Tyto molekuly hraji dtlezitou
roli v procesu internalizace receptoru. Downregulace B-arrestinul pomoci siRNA inhibice méla
za vysledek zvyseni primérné hodnoty koncentrace vapniku v bunce po prvni odpovédi na hormon
aplikovany po dobu 10 sekund v porovnani s kontrolou (obr. 17A). V pfipad¢ tiicetisekundové
aplikace hormonu ke zméné nedoslo. Potlacenim B-arrestinu2 dosSlo po stimulaci bunék TRH
v obou testovanych Casech k pozoruhodnému snizeni amplitudy fluorescence na témét polovinu
oproti kontrolnim buiikam, coz ptedstavuje nizsi intracelularni koncentrace vapniku. Pokud byly
bunky vystaveny snizeni exprese obou molekul, pomér intenzit fluorescence 340/380 nm, a tedy
vylev vapniku, se signifikantné snizil oproti kontrole pouze v ptipadé delsi, tficetisekundové
stimulace TRH.

Co se tyCe vlivu umlceni B-arrestind na opakovanou stimulaci TRH, byl pozorovan nértst
v poméru dosazenych maxim oproti kontrole, znamenajici mensi miru desenzitizace, pokud byla
snizena exprese P-arrestinul a buiky stimulovany TRH po dobu 30 s. V jinych pfipadech

k signifikantnim zménam nedoslo (obr. 17B).
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Obr. 17: Vliv potlaceni exprese vybranych proteinii na hormonem vyvolanou vipnikovou odpovéd’ u TRY-1
bunék. (A) Porovnani odpovédi na prvni aplikaci TRH (1 uM) u kontrolnich bunék (transfekovanych negativni
SIRNA, prazdné sloupce v grafu, CTRL) a u bunék po siRNA inhibici p-arrestinul a f-arrestinul (Srafované
sloupce, p-arrestinl a p-arrestin2). (B) VIiv dvou za sebou jdoucich stimulaci TRH na desenzitizaci u TRY-1
bunécné linie. Bunky byly vystaveny piisobeni vybranych siRNA po dobu dvou dnii a poté byly inkubovany
s fluorescencni barvou Fura-2AM po dobu 1 hodiny. Behem méreni byl k buiikam aplikovan TRH na dobu 10 ¢i
30 sekund a po odmyti hormonu (3 minuty), byly buiiky vystaveny jeho dalsi desetisekundové aplikaci. Zmeény
v koncentracich vapniku byly nahravany pri vinovych délkach 340 a 380 nm a byl pocitan pomeér intenzit
fluorescence 340/380 nm. V grafech jsou vyneseny primérné hodnoty pomeérii intenzit fluorescence meérené
z minimalné 15 bunék v kazdém ze trech samostatnych experimentii. Krabicové grafy zndazornuji pomér amplitud
fluorescenci druhé ku prvni odpovédi na hormon. Pro grafy A) ***p < 0,001 versus kontrolni (nestimulované)
buiiky, pro B) **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontrolni (nestimulované) buiiky po 10s aplikaci TRH, **"p < 0,001
versus kontrolni (nestimulované) buriky po 30s aplikaci TRH, **p < 0,001 versus prislusné siRNA-ovlivnéné buriky.
Pro porovnani vlivu siRNA inhibice vybranych proteinii na vapnikovou odpoved’ bunék po 10s nebo 30s aplikaci
TRH byl pouzit neparametricky t-test, pro porovnani vlivu siRNA inhibice vybranych proteinii na velikost
desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouzit Kruskal-Wallisiiv test s ndslednym Dunnovym testem. ¥ siRNA

inhibice
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V ramci signalni drahy TRH-R jsme se zam¢fili také na dva vyznamné enzymy — GRK2,
majici tlohu pfi desenzitizaci GPCRs, a PLCB,, jako ustfedniho enzymu signalizace TRH-R.
V ptipadé GRK2 (obr. 18A, horni panel) nebyla pozorovana zadnd zména v pomeérech
fluorescencnich intenzit pti vinovych délkach 340/380 nm, udavajicich mnozstvi intracelularniho
vapniku, béhem prvni stimulace TRH mezi bunkami kontrolnimi a bunikami po snizeni exprese
GRK2. Pokud byla porovnavana druha aplikace TRH vzhledem k téprvni, doslo
po tficetisekundovém pisobeni TRH k vyznamnému néristu v tomto poméru a tudiz TRH-R nebyl

za téchto podminek dostatecné desenzitizovan (obr. 18B, horni cast).
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Obr. 18: Vliv potlaceni exprese vybranych proteinii na hormonem vyvolanou vipnikovou odpovéd’ u TRY-1
bunék. (A) Porovnani odpovédi na prvni aplikaci TRH (1 uM) u kontrolnich bunék (transfekovanych negativni
SIRNA, prazdné sloupce v grafu, CTRL) a u bunék po siRNA inhibici GRK2 a PLCB, (Srafované sloupce). (B) Viiv
dvou za sebou jdoucich stimulaci TRH na desenzitizaci u TRY-1 bunécné linie. Buniky byly vystaveny piisobeni
vybranych siRNA po dobu dvou dnii a poté byly inkubovany s fluorescencni barvou Fura-2AM po dobu 1 hodiny.
Béhem méreni byl k buitkam aplikovan TRH na dobu 10 ¢i 30 sekund a po odmyti hormonu (3 minuty), byly buriky
vystaveny jeho dalsi desetisekundové aplikaci. Zmeny v koncentracich vapniku byly nahravany pri vinovych
délkach 340 a 380 nm a byl pocitan pomeér intenzit fluorescence 340/380 nm. V grafech jsou vyneseny primérné
hodnoty pomérii intenzit fluorescence mérené z minimdlné 15 bunék v kazdém ze trech samostatnych experimentii.
Krabicové grafy znazoriuji pomer amplitud fluorescenci druhé ku prvni odpovédi na hormon. Pro grafy A)
***p < 0,001 versus kontrolni (nestimulované) buiky, pro B) *p < 0,05, ***p < 0,001 versus kontrolni
(nestimulované) buiiky po 10s aplikaci TRH, **p < 0,01 versus kontrolni (nestimulované) buiiky po 30s aplikaci
TRH, 'p < 0,05, "p < 0,001 versus prislusné siRNA-ovlivnéné busiky. Pro porovndni viivu siRNA inhibice
vybranych proteinit na vapnikovou odpovéd bunék po 10s nebo 30s aplikaci TRH byl pouzit neparametricky t-test,
pro porovnani viivu siRNA inhibice vybranych proteinii na velikost desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouZit

Kruskal-Wallisiiv test s naslednym Dunnovym testem. V) siRNA inhibice
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Jestlize jsme cilené snizili v bunkach expresi PLCP;, velikost amplitudy odrazejici
koncentraci vapniku v bunice se po prvni aplikaci TRH zvysila, nehledé na délku stimulace
(obr. 18A, spodni panel). Zarovenn byl po desetisekundové stimulaci TRH u bunék po umlceni
PLCB: pozorovan pokles ve schopnosti opétovné aktivovat receptor pii porovnani pomerti obou

odpovédi na hormon oproti bunkam kontrolnim (obr. 18B, dolni ¢ast).
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Obr. 19: Vliv potlaceni exprese vybranych proteiniit na hormonem vyvolanou vipnikovou odpovéd’ u TRY-1
bunék. (A) Porovnani odpovédi na prvni aplikaci TRH (1 uM) u kontrolnich bunék (transfekovanych negativni
SIRNA, prazdné sloupce v grafu, CTRL) a u bunek po siRNA inhibici kaveolinu-1 a Go. podjednotky (Srafované
sloupce). (B) Viiv dvou za sebou jdoucich stimulaci TRH na desenzitizaci u TRY-1 bunecné linie. Buriky byly
vystaveny piisobeni vybranych siRNA po dobu dvou dnii a poté byly inkubovany s fluorescencni barvou Fura-2AM
po dobu 1 hodiny. Behem méreni byl k buitkam aplikovan TRH na dobu 10 ¢i 30 sekund a po odmyti hormonu
(3 minuty), byly bunky vystaveny jeho dalsi desetisekundové aplikaci. Zmény v koncentracich vapniku byly
nahravany pri vinovych délkach 340 a 380 nm a byl pocitan pomér intenzit fluorescence 340/380 nm. V grafech
Jjsou vyneseny prumeérné hodnoty pomerii intenzit fluorescence meérené z minimalné 15 bunék v kazdém ze tiech
samostatnych experimentii. Krabicové grafy zndazornuji pomér amplitud fluorescenci druhé ku prvni odpovédi
na hormon. Pro grafy A) *p < 0,05 **p < 0,01 versus kontrolni (nestimulované) buriky, pro B) ¥***p < 0,001 versus
kontrolni (nestimulované) buriky po 10s aplikaci TRH, *p < 0,001 versus p¥islusné siRNA-ovlivnéné buiiky.
Pro porovnani vlivu siRNA inhibice vybranych proteinii na vapnikovou odpovéd’ bunék po 10s nebo 30s aplikaci
TRH byl pouzit neparametricky t-test, pro porovnani vlivu siRNA inhibice vybranych proteinii na velikost
desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouzit Kruskal-Wallisiiv test s naslednym Dunnovym testem. Y siRNA

inhibice

Uz dfive bylo prokédzano, ze by nékteré ucinky TRH-R mohly byt zprosttedkovany castecné

také pres jiny Ga protein, konkrétné Gsa podjednotku, proto jsme se rozhodli méfit koncentraci
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intracelularniho vapniku také po snizeni exprese tohoto proteinu. Vysledky méteni ukéazaly vyrazny
pokles v koncentraci volného cytoplazmatického vapniku, jestlize pied aplikaci TRH byly bunky
transfekovany siRNA proti Gso podjednotce (obr. 19A, horni panel). Potlaceni exprese
tohoto proteinu nemélo vliv na opakovanou stimulaci hormonem, tedy na miru desenzitizace
TRH-R (obr. 19B, horni ¢ast).

Protoze kaveolin je protein dilezity pro vznik kaveolarnich endocytickych vacku a byl
prokazan jeho ucinek na vapnikovou signalizaci vedouci pies Gqo protein, zajimala nas také reakce
nasich bun¢k na TRH po poklesu v jeho expresi. Umlceni kaveolinu-1 s naslednou stimulaci 1 uM
TRH nevedlo k zadnému signifikantnimu zvySeni ¢i sniZeni intracelularnich hladin volného
vapniku oproti kontrole v TRY-1 bunééné linii (obr. 19A, spodni panel, obr. 19B, dolni ¢ast).

Z dtivodu, Ze TRY-1 linie v ptedchozich pokusech ne vzdy reagovala na stimulaci TRH
optimalné a reakéni Skéla 1 v rdmei skupiny kontrolnich buné€k byla velice Siroka, rozhodli jsme se
v dalSich experimentech pouzit jiz osvédCené bunécné linie, které uz diive slouzily pro studium

vlastnosti TRH-R.

6.2.2 Vliv siRNA inhibice vybranych proteinii a TRH na intracelularni koncentraci
vapniku v bunééné linii E2

Jako v pfedchozim piipadé, také u E2 bunécné linie jsme se zaméfili na vyzkum zapojeni
jednotlivych proteint v signalizaci TRH-R prostfednictvim jejich cileného umlceni. V tomto
pfipad¢ se jednalo zejména o proteiny Ggii0, P-arrestin2, PLCB; a RGS2 a jejich vliv
na intracelularni koncentraci volného vapniku. Pokles v expresi téchto proteint po siRNA inhibici
je zobrazen na obr. 20 spole¢né s poklesy v ostatnich proteinech pouzitych v dalSich experimentech
na linii E2. Stimulace bun¢k 1 uM TRH probihala po dobu 20 sekund, v souladu s diivejSimi
experimenty s touto linii (Novotny et al., 1999; Ostasov ef al., 2008).
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Obr. 20: Reprezentativni imunobloty ukazujici zmény v genové expresi vybranych signalizacnich proteinit u E2
bunék po siRNA inhibici. K dosazeni potlaceni exprese vybranych proteinii byly buriky transfekovany konkrétnimi

5iRNA jak je popsdno v metodické casti prace. Dva dny po transfekci byly bunécné homogenaty (20 ug proteinii)
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rozdéleny pomoci SDS-PAGE a pomoci imunoblotu oznaceny specifickymi protildtkami proti vybranym proteiniim.
Mira exprese po inhibici byla srovndvana s expresi daného proteinu v kontrolnich burkdch transfekovanych

negativni sSiRNA (CTRL). Znazorneny jsou reprezentativni imunobloty ze tFi nezavislych pokusii.

V piipadé snizené exprese Gqo doslo pfi ovlivnéni TRH k poklesu v intracelularni
koncentraci vapenatych iontt (obr. 21 A, horni panel, vlevo). Naproti tomu, pii uml¢eni Giia doslo
k nartistu koncentrace volnych vapenatych iontd v cytoplazmé bun€k (obr. 21A, horni panel,
uprostfed). Pii soucasném umlceni obou zminovanych proteinli nebyla pozorovana zadna
signifikantni zména (obr. 21 A, horni panel, vpravo). U nami testovanych proteinti se vyrazna zména
dale projevila pti snizené expresi P-arrestinu2, kdy byl pozorovan signifikantni nardst
intraceluldrniho vapniku oproti kontrolnim buikam (obr. 21A, dolni panel, vlevo). Uéinek siRNA
inhibice na nasledujici odpovéd® na hormon se prokazal pro vétSinu studovanych proteind
(obr. 21B). Pouze umlceni samotné podjednotky Gqa nemélo na miru desenzitizace TRH-R vliv.
Snizena exprese ostatnich sledovanych proteini vedla vzdy k signifikantnimu naristu velikosti

druhé odpovédi na hormon oproti kontrole a tedy k potlaceni desenzitizace receptoru.
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Obr. 21: Vliv potlaceni exprese vybranych proteinit na hormonem vyvolanou vapnikovou odpovéd’ u E2 bunék.
(4) Porovnani odpovedi na prvni aplikaci TRH (1 uM) u kontrolnich bunék (transfekovanych negativni siRNA, bilé
sloupce v grafu, CTRL) a u bunék po siRNA inhibici proteinii G110, f-arrestinu2, PLC; a RGS2 (Sedé sloupce).
(B) Vliv dvou za sebou jdoucich stimulaci TRH na desenzitizaci u E2 bunécné linie. Burnky byly vystaveny piisobeni
vybranych siRNA po dobu dvou dnii a poté byly inkubovany s fluorescencni barvou Fura-2AM po dobu 1 hodiny.
Béhem méreni byl k bunikam aplikovan TRH na dobu 20 sekund a po odmyti hormonu 5 minut), byly buriiky
vystaveny jeho dalsi dvacetisekundové aplikaci. Zmény v koncentracich vapniku byly nahravany pri vinovych
délkach 340 a 380 nm a byl pocitan pomer intenzit fluorescence 340/380 nm. V grafech jsou vyneseny primérné
hodnoty pomérii intenzit fluorescence mérené z minimalné 15 bunék v kazdém ze trech samostatnych experimentii.
Krabicové grafy zndzornuji pomer amplitud fluorescenci druhé ku prvni odpovédi na hormon. **p < 0,01,
***p < 0,001 versus kontrolni (nestimulované) buriky. Pro porovnani viivu siRNA inhibice vybranych proteinii
na vapnikovou odpovéd bunék po 20s aplikaci TRH a pro porovnani vilivu siRNA inhibice vybranych proteinii

na velikost desenzitizace TRH-R po jeho aktivaci byl pouZit neparametricky t-test. Y siRNA inhibice

Z krabicovych grafii znazornénych vyse je patmné, Ze také u této bunétné linie byly
odpovédi jednotlivych bunék na stimulaci TRH velmi rozmanité. Umlceni proteinii se navic
u nekterych bunék projevovalo i zménénym pribéhem kifivky, jak je ukdzano na ptikladu

B-arrestinu2 (obr. 22).
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Obr. 22: Reprezentativni graf vapnikové odpovédi na stimulaci TRH u E2 bunék. Kiivky kopiruji zménu
v intenzité fluorescence vapnikového indikatoru Fura-2AM detekované u kontrolnich bunék (plna cdara) nebo
u bunék s utlumenou expresi f-arrestinu? (teckovand cara) po stimulaci I uM TRH po dobu 20 s. Narust v intenzite
fluorescence Fura-2AM odpovida zvyseni hladin volného cytoplazmatického vapniku. Bunky byly po 30 sekundach
od zacatku experimentu podrobeny prvni davce TRH (1 uM, 20 s), poté byly ponechany 5 minut v roztoku
bez hormonu a nasledné opét vystaveny stejné davce TRH (1 uM, 20 s). Graf znazornuje typicky priibéh odpovédi
buriky na aplikaci TRH, méieno bylo vidy alespori 15 bunék v kazdém ze tii nezavislych pokusii. V) siRNA inhibice

6.2.3 Vliv siRNA inhibice vybranych proteinii a TRH na intracelularni koncentraci
IP1

Aktivace TRH-R uvede do ¢innosti enzym PLCP, ktery zplsobi zvySeni koncentrace IPs.
Protoze IP3 méa pfimy vliv na mnozstvi vapenatych iontll v bunééné cytoplazme, byl zkouméan vliv
stimulace TRH a siRNA inhibice vybranych proteind ti¢astnicich se signalizace TRH-R na tvorbu
tohoto druhého posla. Méfeny byly hodnoty D-myo-inositol 1-fosfatu (IP:), ktery slouzi jako
alternativa pro IPs.

Nase vysledky ukazaly, Ze po stimulaci TRH doslo k signifikantnimu zvyseni v koncentraci
IP; oproti kontrole. Midazolam nemél na koncentraci IP; zadny vliv, pokud byl k buiikam ptidan
samostatné. Jestlize byl ale MDL aplikovan pred stimulaci TRH, dokazal jeho vliv zablokovat

a k nartstu v koncentraci IP; nedoslo (obr. 23).
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Obr. 23: Vliv agonisty (TRH) a antagonisty (MDL) TRH-R na akumulaci D-myo-inositol 1-fosfatu (IP1) u E2
bunék. Koncentrace IP; byly vypocteny z kalibracni kiivky o znamych koncentracich IP,. Data jsou vynesena jako
priomér £ SEM z minimdiné tii nezavislych mévent, ***p < 0,001 versus kontrolni nestimulované buiiky, #p < 0,01

versus TRH stimulované buiiky, one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.

Zkouman byl vliv cileného umlceni vybranych proteini na produkci IP; u bunék
stimulovanych TRH (obr. 24). Samotna inhibice nem¢la na produkci IP; zadny vliv. Ke snizeni
produkce IP; oproti ptislusnym kontrolnim bunkam doslo zejména pti souc¢asném potlaceni exprese
Gqoa Gijo proteinu a nasledné aplikaci TRH. Stejny efekt, avsak méné signifikantni, byl pozorovan
po umlceni Gi», PLCB, B-arrestinul i 2 soucasné¢ a RGS2 proteinu. Naopak aplikace TRH
k bunkam se snizenou expresi GRK2 a B-arrestinu2 méla za nésledek zvySeni v intraceluldrni

koncentraci IP; oproti kontrole.
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Obr. 24: Vliv TRH na intraceluldrni koncentraci IP; pii umiceni vybranych signdlnich proteinii u E2 bunék.
Koncentrace IP; byly vypocteny z kalibracni krivky o znamych koncentracich IP;. Data jsou vynesena jako primér
+ SEM z minimdiné t7i nezavislych méreni, ***p < 0,001 versus kontrolni buiiky, *p < 0,05, #p < 0,001 versus

TRH stimulované burnky, one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.

Jak bylo uvedeno vyse, aktivace TRH-R muize kromé signalizace prostiednictvim Ggiia
vést ke spusténi signalnich drah spfazenim s jinymi G proteiny, zejména Gsa a Gia. Proto byl
zkouman vliv umléeni téchto dvou G proteinli na schopnost bun¢k akumulovat IP; po stimulaci

TRH-R. Koncentrace IP; byla signifikantné zvySena oproti kontrole jak pfi snizené expresi Gso, tak
Gia podjednotky G proteinti (obr. 25).
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Obr. 25: Vliv TRH na akumulaci D-myo-inositol 1-fosfatu (IP1) p¥i sniZené expresi Gsa a Gia u E2 bunék.
Koncentrace IP; byly vypocteny z kalibracni kiivky o znamych koncentracich IP,. Data jsou vynesena jako primeér
+ SEM z minimadlné tii nezavislych méreni, ***p < 0,001 versus kontrolni busiky, “p < 0,05, *p < 0,01, *p < 0,001

versus TRH stimulované burnky, one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.

Zametili jsme se dale na podrobngjsi studium vlivu jednotlivych G proteint
na intracelularni koncentraci IP,. Vzdy bylo umléeno nékolik G proteinii zaroven. Soucasné
potlaceni vybranych Ga a Gf proteind vzdy zpusobilo pokles v produkei IP; (obr. 26). Nejvétsi
pokles v koncentraci IP; byl pozorovan pfi umléeni vSech ctyfech studovanych G proteind (Gg110
s GPin) a nasledné pii potlaceni zaroven Gqa s GBi podjednotkou, Ggiiae s GBi podjednotkou
a Ggia s GB2 podjednotkou G proteinu.
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Obr. 26: Viiv TRH na akumulaci D-myo-inositol 1-fosfatu (IP1) pFi sniZené expresi vybranych signdlnich
proteinii u E2 bunék. Koncentrace IP; byly vypocteny z kalibracni krivky o znamych koncentracich IP;. Data jsou
vynesena jako priimér £ SEM z minimainé ti nezdvislych méreni, ***p < 0,001 versus kontrolni busiky, *p < 0,05,

#p < 0,01, "p < 0,001 versus TRH stimulované buiiky, one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.

Abychom zjistili, zda inhibice urcitého proteinu neovlivituje také expresi dalsich proteint,
zmefili jsme expresi Gfi a GP. podjednotek po potlaceni riznych molekul ucastnicich se
signalizace zacinajici aktivaci TRH-R. Z obr. 27 je patrné, ze pouze inhibice G a/nebo G, méla
vliv na expresi Gf; nebo Gf3,, ostatni nami pouzité siRNA cilené proti jinym proteinim expresi Gf3

proteinti neovlivnily.
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Obr. 27: Analyza exprese Gf1 a Gfz po inhibici jednotlivych proteinii iicastnicich se signalizace prostiednictvim
TRH-R. E2 bunky byly inkubovdany v pritomnosti siRNA cilenych na jednotlivé vybrané proteiny, bunécné
homogenaty (20 ug proteinii) byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a pomoci imunoblotu oznaceny specifickymi

protilatkami proti GB; a GB,. Zndzornény jsou reprezentativni imunobloty. Y siRNA inhibice



6.2.3.1 Analyza hladin Gqo a Gua proteint u E2 bunécné linie

Protoze kazda z podjednotek Gqo a Giioo méla u E2 bunék rozdilny vliv na vylev Ca*
z intracelularnich zasobaren (viz obr. 21A) a také na produkci IP; (viz obr. 24), zajimalo nés, zda
je rozdil i v mnozstvi téchto G proteind v ramci této bunécéné linie. Pomoci ureové elektroforézy
bylo zjisténo, ze v E2 bunécné linii je exprimovano vetsi mnozstvi Gqa v porovnani s Giio

proteinem (obr. 28).

Gqma
Giia

E2 E2 E2M11 E2M11

Obr. 28: Analyza hladin G.,a a Gua proteinii pomoci ureové elektroforézy u E2 bunécné linie. Bunécné
homogenaty (45 ug proteinii) byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a pomoci imunoblotu oznaceny specifickymi
protilatkami proti Gy 0. Zndzornén je reprezentativni imunoblot ze tri nezavislych pokusii. Jako pozitivni kontrola

nam poslouzily E2M11 buriky, které maji exogenné exprimovany G ;1o protein.

Také u linie GH1 byla méfena intracelularni koncentrace volného IP;. U bungk, které byly
ovlivnény TRH doslo k signifikantnimu nartistu v produkeci IP; oproti bunkam kontrolnim (obr. 29).
Pokud byly bunky nejprve vystaveny siRNA inhibici Gq0,, G110, nebo obou téchto proteini zaroven,
byl po aplikaci TRH pozorovan pokles v koncentraci IP; az na uroven kontroly. Poklesy hladin

vybranych proteind po siRNA inhibici u GH1 linie byly také ovéfeny imunoblotem (obr. 30).
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Obr. 29: Vliv TRH na akumulaci D-myo-inositol 1-fosfitu (IP1) pii sniZené expresi Gyiio proteinii u GHI
bunék. Koncentrace IP; byly vypocteny z kalibracni kiiivky o znamych koncentracich IP,. Data jsou vynesena jako
primér £ SEM z minimdlné tii nezavislych méreni, *p < 0,05 versus kontrolni buiiky, *p < 0,05, *p < 0,01 versus

TRH stimulované burnky, one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.
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Obr. 30: Reprezentativni imunobloty ukazujici zmény v genové expresi vybranych signalizacnich proteinii
u GH1 bunécné linie po siRNA inhibici. K dosazeni potlaceni exprese vybranych proteinui byly buiiky
transfekovany konkrétnimi siRNA, jak je popsano v metodické casti prace. Dva dny po transfekci byly bunécné
homogenaty (20 ug proteinii) rozdeleny pomoci SDS-PAGE a pomoci imunoblotu oznaceny specifickymi
protilatkami proti Gso, Gyui0, GBis, p-Arrl/2, PLCB; a GRK2. Mira exprese po inhibici byla srovnavana s exprest
daného proteinu v kontrolnich burikdach transfekovanych negativni siRNA (CTRL). Zndzornény jsou reprezentativni

imunobloty ze tii nezavislych pokusii.

6.2.4 Vliv siRNA inhibice vybranych proteinii a ligandi TRH-R na intracelularni
koncentraci cAMP

Zakladni proces, ktery aktivuje AC a vede k produkci cAMP, vychazi od stimulovaného
receptoru sptazeného s Gso podjednotkou heterotrimerického G proteinu. TRH-R mtize za jistych
okolnosti pravdépodobné také ovliviiovat mnozstvi cAMP v buiice. Proto jsme se rozhodli sledovat
vliv dvou ligandt TRH-R, TRH a TAL, na intracelularni koncentraci cAMP v buné¢nych liniich
E2 (obr. 31A, B) a GH1 (obr. 31C, D). Z nasich vysledku je patrné, ze jak TRH (obr. 31A, C), tak
TAL (obr. 31B, D) mély na mnozstvi cAMP vliv, a to u obou buné¢énych liniich. Stimulaci TRH-R
prostiednictvim téchto ligandli doslo k vyssi produkci cAMP oproti kontrole. Se zvySujici se
koncentraci ligandt byl dokonce pozorovan dalsi nartst v této produkeci.

Na obrazku Ize dale sledovat ucinek siRNA inhibice Gso na koncentraci cAMP. Pokud byla
umléena Gso podjednotka, produkce cAMP se po ovlivnéni bun€k ligandy signifikantné snizila,
v piipadé¢ E2 bunék pro vSechny testované koncentrace. Na obr. 30 jsou zndzornény poklesy
v expresi proteinti po siRNA inhibici pouzitych v nasledujicich experimentech.

V dalsich experimentech jsme pracovali s 1 uM koncentraci ligandii. Aplikace antagonisty
TRH-R, MDL, o koncentraci 10 uM, nem¢la zadny vliv na koncentraci cAMP, ale byla schopna
zablokovat efekt obou ligandd u obou bunécnych linii (obr. 32A, B).
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Obr. 31: Vliv riiznych koncentraci TRH a TAL a inhibice Gsa podjednotky na intraceluldrni koncentraci cAMP
u E2 (A, B) a GHI (C, D) bunéénych linii. Bunky byly inkubovadny v pritomnosti kontrolni siRNA nebo siRNA
proti Gyo. podjednotce a nasledné ovlivneny vzristajicimi koncentracemi ligandii po dobu 30 minut. Koncentrace
cAMP byly vypocteny z kalibracni kiivky o znamych koncentracich cAMP. Data jsou vynesena jako priumér £ SEM
z minimalné tii nezdvisljch méreni, *p <0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontrolni buniky, p < 0,05,

#p < 0,01, "p < 0,001 versus TRH/TAL stimulované busiky, one-way ANOVA s ndslednym Bonferroniho testem.
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Obr. 32: Vliv TRH, TAL a MDL na intracelularni koncentraci cAMP u E2 a GHI bunécnych linii. Buriky byly
ovlivnény TRH nebo TAL, nebo kombinaci s antagonistou MDL po dobu 30 minut. Koncentrace cAMP byly
vypocteny z kalibracni kiivky o znamych koncentracich cAMP. Data jsou vynesena jako primer = SEM z minimdlné
t7i nezavislych méreni, ***p < 0,001 versus kontrolni buiiky, *p < 0,05, #p < 0,01 versus TRH/TAL stimulované

bunky, one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.

Abychom zjistili zda, a ptipadné které, proteiny ucastnici se signalizace zacinajici aktivaci
TRH-R mohou hrét roli v aktivaci AC a tedy produkci cAMP, cilené jsme snizili jejich expresi
pomoci siRNA inhibice (obr. 33A-F). Stimulace TRH-R prostfednictvim TRH nebo TAL u E2
buné¢k vedla k poklesu v produkci cAMP s vétsim vlivem TRH, pokud jsme snizili expresi G110
proteinti (obr. 33A). Aplikace TRH a TAL u GH1 bun¢k neméla vliv na produkci cAMP, pokud
byla snizena exprese Gy110 proteinti (obr. 33B).

Cileny pokles hladin G proteinli nezpisobil zddné¢ zmény v produkci cAMP u E2 linie
(obr. 33C), ani u GH1 linie (obr. 33D) po stimulaci ligandy. V pfipad¢, Ze byla snizena exprese
PLCB,, doslo k naristu v hladindich cAMP po aplikaci TRH u E2 bunécné linie (obr. 33E).
V piipadé GH1 linie nemél pokles v expresi PLCB na produkci cAMP zadny vliv (obr. 33F).

Velky rozdil v produkci cAMP mezi obéma bunécnymi liniemi byl pozorovan pokud jsme
cilené snizili expresi jednotlivych typu B-arrestind (B-Arr, obr. 34A, B). Zatimco v piipadé E2
bunééné linie vedla aplikace TRH 1 TAL k poklesu v produkci cAMP u bunék se snizenymi
hladinami B-Arrl nebo B-Arrl i B-Arr2 zaroven (obr. 34A), u bunééné linie GH1 byl pozorovan
pokles v hladinach cAMP po aplikaci TRH a TAL k bunkam se snizenou expresi -Arr2 (obr. 34B).
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Obr. 33: Vliv TRH a TAL na intracelularni koncentraci cAMP pii umliceni vybranych signdlnich proteinii u E2
a GHI bunécnych linii. Bunky byly inkubovany v pritomnosti kontrolni siRNA nebo siRNA proti Go. (4, B), GS
(C, D) nebo PLCp (E, F) a nasledné ovlivneny ligandy po dobu 30 minut. Koncentrace cAMP byly vypocteny
z kalibracni kiivky o znamych koncentracich cAMP. Data jsou vynesena jako primér + SEM z minimalné tri
nezavislych mérent, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontrolni buriky, p < 0,05, *p < 0,01, *p < 0,001
versus TRH/TAL stimulované buiiky, one-way ANOVA s ndslednym Bonferroniho testem.
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Obr. 34: Vliv TRH a TAL na intracelularni koncentraci cAMP pii umliéeni vybranych signdlnich proteinii u E2
a GH1 bunéénych linii. Bunky byly inkubovany v pritomnosti kontrolni siRNA nebo siRNA proti f-arrestinul a
[-arrestinu2 a nasledné ovlivnény ligandy po dobu 30 minut. Koncentrace cAMP byly vypocteny z kalibracni kiivky
o znamych koncentracich cAMP. Data jsou vynesena jako priumer = SEM z minimdlné tii nezavislych méreni,

®#3%5 < (),001 versus kontrolni buiiky, *p < 0,05, ##p < 0,01, **p < 0,001 versus TRH/TAL stimulované buiiky,

one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.

6.2.5 Vliv ligandii TRH-R na expresi ERK1/2 a Akt

Ve snaze poodhalit mechanismus, ktery by pomohl objasnit vliv ligandd TRH-R
na signaliza¢ni drahu smétujici od PB-arrestinti dale, zaméfili jsme se na expresi dvou enzymd,
MAPK ERK1/2 a proteinkindzy Aktl1/2/3 a také jejich fosforylovanych forem (obr. 35 a 36).
Stimulace TRH a TAL nem¢la zddny vliv na expresi ERK1/2 (obr. 35A) ani Akt1/2/3 (obr. 36)
u GHI bunék, zatimco exprese fosforylovanych forem obou enzymi byla po stimulaci ligandy
u téchto bungk signifikantn¢ zvysena (obr. 35B a 36B). Vysledky jsou vyjadreny také jako pomér

fosforylované formy enzymu ku jeji nefosforylované formé (obr. 35C a 36C).
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Obr. 35: Vliv TRH a TAL na expresi (p)ERK1/2. GHI buisiky byly po dobu 30 minut inkubovany v pritomnosti
1 uM TRH nebo TAL. Bunécné homogenaty (20 ug proteinit) byly rozdeéleny pomoci SDS-PAGE, proteiny
preneseny na nitrocelulozovou membranu a pomoci imunoblotu oznaceny specifickymi protilatkami proti ERK (A)
a jeho fosforylované formé (B). Nad grafy jsou zndzornény reprezentativni vyrezy z imunoblotu. Sledovan byl také
pomer fosforylované formy ku nefosforylované formé ERK1/2. Mira exprese byla vyhodnocena pomoct programu
ImageJ a normalizovana na mnozstvi proteinu ziskanych barvenim Ponceau S. Data jsou vynesena jako primeér
+ SEM z minimalné tri nezavislych méreni, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus kontrolni burnky, one-way

ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.
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Obr. 36: Vliv TRH a TAL na expresi (p)AKT1/2/3. GHI burnky byly po dobu 30 minut inkubovany v pritomnosti
1 uM TRH nebo TAL. Bunecné homogendty (20 ug proteimi) byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE, proteiny
preneseny na nitrocelulozovou membranu a pomoci imunoblotu oznaceny specifickymi protilatkami proti Akt1/2/3
(4) a jeho fosforylované formé (B). Nad grafy jsou zndzornény reprezentativni vyrezy z imunoblotu. Sledovan byl
také pomeér fosforylované formy ku nefosforylované forme Aktl/2/3. Mira exprese byla vyhodnocena pomocit
programu ImageJ a normalizovana na celkové mnozstvi proteinii detekované barvenim Ponceau S. Data jsou
vynesena jako priumér + SEM z minimalné t7i nezavislych méreni, **p < 0,01 versus kontrolni buniky, one-way

ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.
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6.3 Cil 3: Vliv aktivace TRH receptoru na redoxni rovmovahu, stav

mitochondrii, cytoprotekci

6.3.1 Celkova antioxidacni kapacita

Zabyvali jsme se vlivem TRH a TAL (oba v koncentraci 1 pM) na celkovou antioxida¢ni
kapacitu u GH1 bunék (obr. 37). Po ptisobeni obou ligandti doslo k signifikantnimu zvyseni celkové
antioxidacni kapacity oproti kontrole. V ptipadé TRH se jednalo o nartist o 38 %, v pfipadé TAL

dokonce o témét 49 % oproti kontrole.
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Obr. 37: Vliv TRH a TAL na celkovou antioxidacni kapacitu u GH1 bunék. Bunécné lyzaty kontrolnich nebo
ligandy ovlivnénych bunék (TRH nebo TAL, koncentrace 1 uM) byly pouzity k detekci schopnosti antioxidantii
ve vzorku zabranit oxidaci ABTS na ABTS+ navozenou metmyoglobinem. Intenzita této oxidace byla porovndvana
s oxidaci inhibovanou Troloxem (TEAC, Trolox equivalent antioxidant capacity). Data jsou vyjadrena jako
aritmeticky primér = SEM ze ctyr nezavislych mereni. *p < 0,05, ¥*p < 0,01 versus kontrolni buiiky, one-way

ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.

Pozorovany byly také zmény v expresi vybranych antioxidac¢nich enzymdu, které udrzuji
hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen species) v buiice na takové urovni,
aby nebyly pro butiku toxické. Ovlivnéni bun¢k 1 uM TRH nebo TAL vedlo k markantnimu nartstu
v expresi SOD2, SOD3 i kataldzy v porovnani s kontrolou, naproti tomu exprese SOD1 zlstala

po stimulaci ligandy nezménéna (obr. 38).
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Obr. 38: Vliv TRH a TAL na hladinu antioxidac¢nich enzymiu. GH1 bunky byly inkubovany v pritomnosti 1 uM
TRH a 1 uM TAL, bunécné homogendaty (20 ug proteinii) byly rozdeleny pomoci SDS-PAGE a pomoci imunoblotu
oznaceny specifickymi protilatkami proti superoxiddismutize SODI-3 (4, B, C), a katalize (D). Uroveii exprese
byla meérena pomoci ImageJ a normalizovana na mnozstvi proteinii pomoci Ponceau S. Zndzornény jsou
reprezentativni imunobloty (vzorky nanaseny v duplikatu za sebou) a grafy, které zobrazuji relativni hladiny
zminénych enzymii. Hodnoty jsou vyjadreny jako aritmeticky priitmér + SEM ze tri nezavislych pokusii. *p < 0,05,

***p < 0,001 versus kontrolni buriky, one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.

Dale jsme zkoumali ucinek obou agonistii TRH-R na oxidacni stres vyvolany #~-BHP.
Nejprve jsme testovali citlivost GH1 bunék na rizné koncentrace -BHP pomoci testu viability
(MTT, obr. 39A) a cytotoxicity (LDH, obr. 39C). +-BHP byl pouzit v rozmezi koncentraci
5 uM — 320 uM, pficemz vSechny pouzité koncentrace vyvolaly stejny pokles v Zivotaschopnosti
bun¢k (ptiblizné na 60 — 70 % zivych bun€k v porovnani s buiikami kontrolnimi). Ve vsech
ostatnich experimentech byla pouzita koncentrace 20 puM #BHP, ktera vyvolala pfiblizné
40% pokles v Zivotnosti bunék (obr. 39A a B). Jak je patrné z obr. 39B, ani TRH, ani TAL nemély
vliv na zZivotaschopnost GH1 bunék. Pokud vsak byly ligandy pouzity v kombinaci s 20 uM ¢-BHP,

doslo k zvraceni G¢inku +~-BHP a vyznamnému nartistu Zivotnosti bunek (zhruba o 20 %, obr. 39B).

84



Vysledky LDH testu také odhalily jisté cytoprotektivni G¢inky TRH a TAL, kdy oba ligandy
vyznamné¢ snizily +~-BHP navozeny vylev LDH (obr. 39D).

A B 150-
x
Q0
c
L 107 3 _
] % 2 100+
S 100- 8g
K SE
prlie S
25 90+ o9 *kk
= QO © -
SE 80 @ e 50
2= °
» X 707 X
s~ 0
S 601
N
50 T T T T T T T T
Q 1) Q QO Q Q Q Q
B R SRR R
t-BHP [uM]
C D 200-
* %%
e el
60 *kk I _ 1501 S
o> .
CE -
N =
5= c £ 100 -
9 2 404 22 -
. B -
>§ S ; ~ 504 S
£ x =
0 2 20 -
S 0 T —T—
N Q
& X
0 v L] L] L] L] L] L] L] 0 \"@

S PSS

t-BHP [uM]

Obr. 39: Vliv t-BHP, TRH a TAL na bunécné pieZivani a bunécnou cytotoxicitu. GHI buiiky byly inkubovany
se vzristajicimi koncentracemi t-BHP (A, C) nebo inkubovany v pritomnosti jednoho z ligandit TRH-R (TRH, TAL,
1 uM koncentrace) a nasledné s 20 uM -BHP (B, D). Bunécné prezivani bylo méreno pomoci MTT testu (A, B),
ve kterém dochazi k redukci zZlutéeho MTT na fialovy formazan, ktery je nasledné pomoci DMSO uvolnén z bunék a
rozpustén. Absorbance byla mérena fotometricky pri 540 nm. V pripadé LDH testu byl spektrofotometricky méren
vylev LDH z poskozenych bunék pri absorbanci 490 nm (C, D). Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky priumeér
+ SEM z minimadlné ti nezavishych méreni. ***p < 0,05 versus kontrola, *p < 0,05, ¥p < 0,01, *¥p < 0,001 versus

t-BHP, one-way ANOVA s naslednym Bonferroniho testem.

Cytoprotektivni G¢inky agonistt TRH-R na oxida¢ni stres indukovany ~-BHP byly dale
studovany sledovanim hladin ROS v GH1 bunkach pomoci pritokové cytometrie a barveni sondou
H>DCFDA. Tato méteni prokazala, ze samotnd stimulace TRH nebo TAL nema na hladiny ROS
v bunkach zadny vliv. Pokud vSak byly ligandy piidany k buitkkdm, u kterych byl prostednictvnim

85



t-BHP vyvolan oxidacni stres, produkce ROS indukovana ~-BHP byla mirn¢ snizena (obr. 40).
Potlaceni uc¢inku -BHP pomoci TRH bylo pouze asi 0 9 % (obr. 40A), zatimco TAL snizil produkci
ROS indukovanou -BHP téméf o 17 % (obr. 40B).
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Obr. 40: Viiv t-BHP, TRH a TAL na intracelularni hladiny ROS. GHI burnky byly inkubovany v pritomnosti
Jjednoho z ligandiit TRH-R (TRH, TAL, 1 uM koncentrace) a naslednée s 20 uM t-BHP. Hladiny ROS byly stanoveny
s pouzitim sondy H.DCFH-DA a priitokové cytometrie. Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér £ SEM

z minimdlné ti nezavislych méfeni. ***p < 0,001 versus kontrola, *p < 0,05 versus t-BHP, one-way ANOVA

s naslednym Bonferroniho testem.

6.3.2 Vliv TRH a TAL na energeticky metabolismus

Protoze mitochondrie jsou znamy jako hlavni generatory ROS, v ramci vyzkumu vlivu
hormoni na energeticky metabolismus jsme se vénovali hodnoceni ¢inkd TRH a TAL na funkci
mitochondrii u GH1 bunék. Stanoveni spotieby kysliku pomoci MitoXpress kitu neodhalilo Zadnou
zménu u téchto bun¢k po ovlivnéni ligandy v porovnani s butikami kontrolnimi (obr. 41).

Ani umlceni B-arrestinu2 a nasledna aplikace ligandii neméla na spotiebu kysliku vliv (obr. 42).
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Obr. 41: Viiv TRH a TAL na spotiebu kysliku. GHI buiiky byly inkubovany v pritomnosti ligandii (1 uM TRH
nebo TAL). Spotieba kysliku byla mérena stanovenim MitoXpress Xtra oxygen consumption assay. Data jsou

vyjadiena jako aritmeticky primér £ SEM alespon ze tii nezavislych méreni.
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Obr. 42: Vliv inhibice f-arrestinu2, TRH a TAL na spotiebu kysliku. Kontrolni GHI buriky nebo buriky
se snizenou expresi f-arrestinul byly inkubovany v pritomnosti ligandii (1 uM TRH nebo TAL). Spotieba kysliku
byla meérena stanovenim MitoXpress Xtra oxygen consumption assay. Data jsou vyjadiena jako aritmeticky primer

+ SEM alespoii ze tri nezavislych méren.

Obr. 44 ukazuje vliv TRH a TAL v koncentraci 1 pM na mitochondridlni respiraci.
Prostiednictvim oxygrafu byly stanovovany nasledujici parametry respirace: bazalni respirace
(vychozi respirace upravena o respiraci po aplikaci antimycinu A/rotenonu); ATP turnover
vyjadtujici spottebu kysliku po zablokovani ATP syntazy (vychozi respirace upravena o respiraci
po aplikaci oligomycinu); H" leak znazornujici rozdil v respiraci po aplikaci oligomycinu a respiraci
po aplikaci antimycinu A/rotenonu; maximalni respiracni kapacita ptfedstavujici maximalni tok
elektronti v elektrontransportnim fetézci (respirace po stimulaci FCCP upravend o respiraci
po aplikaci antimycinu A/rotenonu) a rezervni respiracni kapacita (respirace po stimulaci FCCP
upravena o vychozi respiraci; respirace, co mohou mitochondrie pouzit, ale bézn¢ nevyuziji). Ani
jeden z agonistll nezptisobil vyrazné€j$i zménu v Zadném ze sledovanych parametri mitochondrialni

respirace (obr. 44A-E). Na obr. 43 je znazornény typicky pribéh oxygrafického méfeni.
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Obr. 43: Typicky priibéh oxygrafického méieni. Kiivka znazornujici spotiebu kysliku GHI bunkami po stimulaci
1 uM TRH. Omy, oligomycin; FCCP, karbonylkyanid p-trifluoromethoxyfenylhydrazon; AA, antimycin A; Rot,

rotenon.
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Obr. 44: Vliv TRH a TAL na jednotlivé parametry mitochondridlni respirace. GHI bunky byly inkuboviny
v pritomnosti ligandii (TRH, TAL, koncentrace 1 uM). Mitochondrialni respirace byla mérena pristrojem

Oxygraph-2k. Data jsou vyjadrena jako aritmeticky primer + SEM alesporii ze tri nezavislych méreni.

Parametry mitochondridlni respirace byly méfeny také po stimulaci GHI bun¢k TRH
a TAL o koncentraci 10 uM (obr. 45A-E) a po snizeni hladin B-arrestinu2 s ndslednou stimulaci
TRH a TAL v koncentraci 1 pM (obr. 46A-E). Ani v téchto piipadech se neprokazal zadny vyrazny

efekt pouzitych ligandii na procesy mitochondrialni respirace.
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Obr. 45: Vliv vysoké koncentrace TRH a TAL na jednotlivé parametry mitochondridglni respirace. GHI buriky
byly inkubovany v pritomnosti ligandit (TRH, TAL, koncentrace 10 uM). Mitochondridlni respirace byla mérena

pristrojem Oxygraph-2k. Data jsou vyjadiena jako aritmeticky primér £ SEM alespori ze t7i nezavislych mérent.
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Obr. 46: Vliv inhibice f-arrestinu?2 na jednotlivé parametry mitochondridlni respirace. GHI bunky se snizenou
expresi f-arrestinu2 byly inkubovany v pritomnosti ligandii (1 uM TRH nebo TAL). Mitochondridlni respirace byla
mérena pristrojem Oxygraph-2k. Data jsou vyjadiena jako aritmeticky priumer = SEM alespoii ze tri nezavislych

méreni.

Nakonec jsme sledovali expresi jednotlivych enzymovych komplext oxidacni fosforylace
po ovlivnéni TRH a TAL (oba v koncentraci 1 uM) a také po inhibici B-arrestinu2 (obr. 47). Stejné
jako v pfipad¢é oxygrafickych méfeni, nebyly detekovany zadné vyrazné rozdily v jednotlivych

mitochondrialnich enzymech ani pomoci imunoblotu.
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Obr. 47: Vliv TRH, TAL a inhibice B-arrestinu2 na expresi enzymii oxidativni fosforylace u GH1 bunék. GHI
bunky byly inkubovany v pritomnosti 1 uM TRH a 1 uM TAL, bunecné homogenaty (20 ug proteinii) byly rozdeleny
pomoci SDS-PAGE a pomoci imunoblotu oznaceny specifickymi protilatkami proti komplexu V (CV, A), komplexu
III (CIII, B), komplexu 1V (CIV, C), komplexu II (CII, D) a komplexu I (CI, E). Uroveri exprese byla mérena pomoci
ImageJ a normalizovana na celkové mnozstvi proteinii detekované pomoci Ponceau S. Zndzornen je reprezentativni
imunoblot a grafy, které zobrazuji relativni hladiny zminénych enzymii. Hodnoty jsou vyjadreny jako aritmeticky

priumér + SEM ze Sesti nezavislych pokusii.
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6.4 Cil 4: Role p-arrestinu2 v TRH receptorem rizené signalizaci: Vliv inhibice

p-arrestinu2 na signalizaci malych GTPaz a MAP Kkinaz

Ve studii zabyvajici se vlivem B-arrestinu2 a ligandiit TRH-R (TRH nebo TAL, koncentrace
1 uM) na fosforylaci proteind souvisejicich se signalizaci monomerickych G proteint a MAP
kinazovou signalizaci u GH1 bun¢k byly porovnavany soubory dat ze Sesti experimentalnich
skupin. Seznam porovnavanych skupin je znazornén v tabulce 12 spolu s detekovanymi pocty

odlisn¢ fosforylovanych proteind a jednotlivych fosforylacnich mist mezi skupinami.

Tab. 12: Pocty rozdilné fosforylovanych proteinii a fosforylaénich mist v ramci porovndvanych skupin

Porovnavané Pocet odlisné Pocet zménénych
skupiny fosforylovanych proteint fosforyla¢nich mist
Arr/C 238 603
TRH/C 113 232
Arr-TRH/Arr 129 239
TAL/C 151 321
Arr-TAL/Arr 155 303

C, kontrolni bunky; Arr, bunky se snizenymi hladinami f-arrestinu2; TRH, buiiky po stimulaci 1 uM TRH
po dobu 30 minut; Arr-TRH; bunky se snizenymi hladinami p-arrestinu2 stimulované 1 uM TRH po dobu
30 minut; TAL, bunky po stimulaci 1 uM TAL po dobu 30 minut;, Arr-TAL; bunky se snizenymi hladinami
S-arrestinu2 stimulované 1 uM TAL po dobu 30 minut.

Porovnanim zmén nalezenych po srovnani mezi TRH/C a Arr-TRH/Arr bylo zjisténo, ze
30 zmén ve fosforylaci u 22 fosfoproteind bylo stejnym smérem a 29 zmén ve fosforylaci
u 21 fosfoproteind smérem opa¢nym. Porovnanim zmén nalezenych po srovnani mezi TAL/C a
Arr-TAL/Arr bylo zjis§téno, ze 36 zmén ve fosforylaci u 21 fosfoproteinti bylo stejnym smérem a
44 zmén ve fosforylaci u 35 fosfoproteinti smérem opacnym.

V nasledujicich kapitolach budou ptedstavovany konkrétni zmény ve fosforylaci proteinti
v zavislosti na své ptislusnosti k jednotlivym skupindm monomerickych G proteinti. Nejvice zmén
ve fosforylaci proteinti po inhibici f-arrestinu a/nebo ovlivnéni TRH/TAL bylo zjisténo u rodin Ras

a Rho/Rac/Cdc42 monomerickych G proteind.

6.4.1 Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signaliza¢ni driaze monomernich
G proteinii z rodiny Ras

Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych do signalnich transdukci monomerickych
G proteint rodiny Ras a drahy PI3K/Akt/mTOR jsou znazornény na obr. 48. Jednotlivé zmény
pozorované ve funkénich doménach nebo interakénich mistech s jinymi proteiny jsou shrnuté

v tabulce 13. Po aktivaci receptord prostiednictvim TRH i TAL doslo ke snizeni ve fosforylaci
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Ser94 v molekule B-Raf, zatimco potlaceni exprese p-arrestinu2 nemeélo na toto fosforylacni misto
zadny vliv. TRH a TAL se naopak vyrazné odlisuji co se tyce vlivu na fosforylaci efektort mTOR
komplexu. Zatimco aplikace TRH vedla k poklesu ve fosforylaci Ser1389 v TSC2 a Ser603
v Rps6kcl a dale ke zvySeni fosforylace Ser300 v Cdk4, stimulace TAL ovlivnila pouze pokles
fosforylace na Ser450 v molekule Ulkl. Pisobeni TRH navic zplsobilo nartst ve fosforylaci
Thr857 a naopak pokles fosforylace Ser859 u proteinu Rptor, piisobeni TAL vyvolalo pouze mirné
snizeni (zhruba trojnadsobné) ve fosforylaci na Ser859. V rameci katalytické podjednotky AMPK,
Prkaal, doslo po ovlivnéni TRH (vice nez tfinactinasobn¢) i TAL (Sestinasobn¢) k poklesu
ve fosforylaci na Ser486.

Potlaceni  exprese  P-arrestinu2 mélo  vyrazny vliv na  signdlni  drédhu
Src/EGFR/Ras/PI3K/Akt a na efektory Akt kindzy. Naptiklad u bunék se sniZzenou hladinou
B-arrestinu2 byl pozorovan vice nez desetindsobny narist ve fosforylaci Src kindzy na Ser75 a
zvysena fosforylace byla detekovana také na Ser1165 u epidermdlniho ristového faktoru (EGFR).
Naproti tomu, u bunek se sniZzenou expresi B-arrestinu2 a naslednou stimulaci TRH nebo TAL doslo
ke snizeni ve fosforylaci Ser75 u Src kinazy, ale pouze TAL byl schopny v téchto bunikach snizit
fosforylaci na Ser1165 u EGFR. Po potlaceni exprese B-arrestinu2 byla zvySena fosforylace
na Serl181 u proteinkinazy PAK4 a velky nartst ve fosforylaci byl pozorovan také u Aktl kinazy
na Ser124 (169,7x), Ser126 (155,8x) a Ser129 (155,8x) a u kaseinkinazy 2 (Csnk2f3) na Ser154.
Zatimco stimulace TRH neméla na fosforylaci Aktl ani Csnk2f zadny vliv, po aplikaci TAL byl
pozorovan pokles ve fosforylaci Aktl na Ser124 a Ser126 a soucasné pokles ve fosforylaci Ser158
u Csnk2B. Aplikace TRH i TAL po predchozim potlaceni exprese [-arrestinu2
vedla u Aktl k poklesu ve fosforylaci Ser126, TRH navic snizil fosforylaci také u Ser124, kdezto
TAL na Serl22 u této kindzy. Také u efektort Aktl kindzy byly pozorovany jisté rozdily
ve fosforylacich po aplikaci TRH a TAL. Zatimco u bun¢k s potlacenou expresi B-arrestinu2
vyvolal TRH snizeni fosforylace na Ser541 u Map3k9, TAL indukoval pokles ve fosforylaci
na Ser1027 a Ser1031 u Map3k5. Rozdily ve fosforylacich po siRNA inhibici B-arrestinu2 a
nasledné aplikaci ligandti byly detekovany také v ptipadé TSC1, TSC2 a proteint tvoficich mTOR
komplex. U TSC1 vyvolaly oba ligandy pokles ve fosforylaci Ser561 a Ser565, TAL navic
indukoval fosforylaci u Ser1097 v TSCI, kdezto TRH zpisobil pokles ve fosforylaci Ser1389
u TSC2. Oba ligandy shodné vedly k poklesu ve fosforylaci Ser26 u lysozomalniho adaptorového
proteinu Lamtorl, Ser94 u malé GTPazy Rragc a Thr857 u proteinu Rptor.

Stimulace TRH a TAL u bunék se snizenou hladinou B-arrestinu2 indukovala fosforylaci
upresenilinu 1 (Psenl), ktery pfimo interaguje s dalSim efektorem signalni transdukce
Ras/PI3K/Akt, kateninem. Zmény ve fosforylaci tohoto proteinu byly detekovany na Ser366,
Ser368, Thr371 a Ser372.

Zmény ve fosforylaci nékterych aminokyselinovych zbytkd byly detekované u bunék
po potlaceni B-arrestinu2 také u katalytické a regulac¢ni podjednotky AMPK. Po sniZeni hladin
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B-arrestinu2 doslo k narGstu fosforylace na Thr488 u katalytické podjednotky AMPK, Prkaal, a
u regulacni podjednotky, Prkabl, na Ser108. Nasledna aplikace TRH vyvolala nartst ve fosforylaci
Thr526 u Prkaal. Stejné tak aplikace TAL iniciovala zvySeni fosforylace na Thr526, navic ale
po stimulaci timto ligandem doslo ke zvySeni fosforylace na Ser527 a naopak k poklesu
ve fosforylaci na Thr488 u Prkaal.

U proteinu Latsl byly pozorovany zmény ve fosforylaci na dvou serinovych mistech,
jednak na Ser464, kde doslo u bunék se snizenou hladinou B-arrestinu2 k nartstu fosforylace a
jednak na Serl1111. U druhého zminéného fosforylacniho mista, Ser1111, byl detekovan pokles
ve fosforylaci po aplikaci TRH nebo TAL a nebo po sniZeni exprese B-arrestinu2. Pokud ale byly
buiiky soucasné vystavené snizeni exprese P-arrestinu2 a stimulaci TRH/TAL, doslo naopak
k narastu fosforylace na Ser1111. Co se ty¢e kinazy Stk3, ktera je zndma pro svou roli ve fosforylaci
Lats, snizeni hladin B-arrestinu2 zvysilo (vice nez 29x) fosforylaci na Ser316. Stimulace TAL

naproti tomu vedla k poklesu (13x) ve fosforylaci Ser316.

Tab. 13: Zmény ve fosforylaci proteinii detekované ve funkcénich doméndch s enzymatickou aktivitou nebo

interakcénich mistech s jinymi proteiny

Nazev proteinu | Fosforylované misto; Lokalizace nebo funkce
identifika¢ni ¢islo

v databazi Uniprot pro
organismus Rattus
norvegicus

. /Seni aktivity S
Src kindza Ser75; QOWUD9 Zvyselil aktivity Ste
kindzy

oblast zodpovédna za

PAK4 kind 181; BSDF62
maza Ser181; B5DF6 vazbu 14-3-3 proteinli

. Serl24, Ser126, Serl29; | Predpoklddand role
kinaza Aktl v regulaci konformacnich
P47196 S

stavi Akt

CK2p Ser154; AOA096MID3 spojeno s mitozou
stabilizace interakci mezi

Prkabl Ser108; P80386 jednotlivymi doménami
AMPK

Prkaal Thra88, Thr526, Ser527; regulace aktivity AMPK

P54645
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Obr. 48: Zmény ve fosforylaci proteinit zapojenych v signalizaci monomernich G proteinii 7 rodiny Ras a drdze
PI3K/Akt/mTOR. V bledemodrych rameccich jsou nazvem genu a ID proteinu podle databaze UniProt vyznacené
Jednotlivé proteiny, u kterych byly zjistény zmény ve fosforylaci u kontrolnich GHI bunék nebo u bunék po siRNA
inhibici p-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Fosforylované aminokyselinové zbytky jsou oznacené
Jednopismennymi zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poradim v aminokyselinové sekvenci. Jedna nebo
dveé malé barevné Sipky vedle téchto fosforylacnich mist znaci kvantitativni (fold change uvedeno v hranaté
zavorce), respektive kvalitativni zmenu, smér Sipky znaci, zda doslo k nariistu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C,
porovnani zmeén v ramci kontrolnich bunék a bunék po siRNA inhibici p-arrestinul, cervené Sipky;, TRH/C,
porovnani zmén v ramci kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TRH (Zluté Sipky),; TAL/C, porovndni zmén v ramci
kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TAL (modré Sipky); Arr-TRH/Arr, porovnani zmen v ramci bunék po siRNA
inhibici f-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnédé sipky); Arr-TAL/Arr porovnani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
S-arrestinu? a stimulaci TAL (zelené Sipky). Stimulacni nebo inhibicni ucinek je vyjdadien Sipkami mezi jednotlivymi
proteiny, pricemz Cervené Sipky a cervené krizky predstavuji jiz potvrzené interakce mezi fosforylacnim mistem a
fosforylujicim efektorem nebo proteinem navazujicim dale v signalizaci. Asociace a interakce mezi jednotlivymi
proteiny byly vyznaceny podle nasledujicich praci: 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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Zmény ve  fosforylaci  proteinii  zapojenych do  signalni  transdukce
Grb2/Sos/Ras/Raf/MEK/ERK jsou znazornény na obr. 49. Zmeény lokalizované ve funk¢nich
doménach nebo interakénich mistech s jinymi proteiny jsou shrnuté v tabulce 14. Ackoli jsme
nedetekovali Zadné zmény ve fosforylaci adaptorového proteinu Grb2, u jeho vazebnych partnerti
Gabl a Sosl kjistym fosforylanim zménam doslo. V pfipadé Gabl byl pozorovan pokles
ve fosforylaci na Ser438 po aplikaci TRH. V ptipadé Sosl byl pocet ovlivnénych fosforylacnich
mist rozsahlej$i, nebot’ samotné potlaceni exprese B-arrestinu2 mélo zasadni vliv na fosforylaci
sedmi fosforylac¢nich mist (pokles na Ser1078 a Ser1082, nartst na Thr1249, Ser1251, Thr1255,
Ser1318 a Ser1319). Aktivace receptord pomoci TRH neindukovala Zadnou zménu ve fosforylaci
Sos1, naproti tomu stimulace TAL méla za nasledek mirny pokles ve fosforylaci na Ser1078 a
Ser1082 (oba shodné 5,6x). Snizeni exprese P-arrestinu2 a néasledna stimulace TRH nebo TAL
vedla v pfipadé obou ligandi ke shodnému ucinku, a to ke zvySeni fosforylace na Ser1078 a
Ser1082 a k poklesu fosforylace na Thr1255. Pouze TAL navic jest¢ indukoval fosforylaci
na Ser1319 u Sosl.

Snizeni hladin B-arrestinu2 mélo vliv také na proteiny asociované s Ras, jako je
neurofibromin 1 (Nfl), afadin (Afdn), Rassf5 nebo Dab2ip. V piipadé Nfl pokles v expresi
B-arrestinu2 indukoval fosforylaci na Ser821, Ser824, Thr2432 a Ser2488, v piipadé Afdn doslo
ke zvyseni ve fosforylaci na Serl1114 (15x), Ser1179 (33,6x), Ser1180 (33,6x), Ser1189 (33,6x) a
Ser1779 (5,6x). Stimulace TAL po pfedchozi siRNA inhibici B-arrestinu2 vedla ke zvyseni
fosforylace na Ser177 Rassf5 proteinu a k poklesu fosforylace na Ser719 u Dab2ip.

Signalizace od Ras vede pres Raf kinazu dale k AC6 a PKA. Jak bylo uvedeno vyse,
aplikace TRH i TAL shodné vedla k poklesu ve fosforylaci na Ser94 u Raf kinazy. Co se tyce AC6,
k poklesu fosforylace na Ser67 vedla pouze stimulace TAL. Potlaceni exprese B-arrestinu2
indukovalo nartist ve fosforylaci na Ser67 (témet 38x) a Thr69 a nasledna stimulace TAL vedla
k poklesu fosforylace na Thr69 u AC6. Detekovali jsme také fosforylacni zmény u regulacnich
podjednotek PKA. Zatimco po sniZeni exprese B-arrestinu2 doslo k nérastu ve fosforylaci Ser83
u Prkarla a Ser97 u Prkar2a, stimulace TAL snizila fosforylaci na Ser83 a Ser85 u Prkar2b.
Stimulace TRH nem¢éla vliv ani na AC6, ani na PKA.

Prestoze ani inhibice B-arrestinu2, ani aktivace TRH nebo TAL neindukovaly zmény
ve fosforylacich kinaz MEK1/2 a ERK1/2, fosforylatni mista n€kterych jejich interakcnich
partneri a efektorGi ovlivnéna byla. Pfi snizené expresi PB-arrestinu2 byl detekovdn narist
ve fosforylaci na Thr272 (19,5x) a Thr276 (6,7x) u kindzového supresoru Ras 2, KSR2, a naopak
pokles na Thr276 (vice nez 3x) po stimulaci TAL a na Thr272 u bunék se sniZzenou expresi
B-arrestinu2 a s naslednou stimulaci TAL. U proteinu interagujiciho s KSR1, CNKSR1, doslo
po inhibici B-arrestinu2 k nartustu ve fosforylaci na Thr284 a Ser288 (vice nez 200x) a ke sniZeni
fosforylace na Thr284 po inhibici B-arrestinu2 a nasledné aplikaci TAL. Zmény ve fosforylaci MAP
kinaz Map3k2 a Map3k9, které mohou modulovat funkci MEK1/2, byly také nejvice detekovany
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ve vzorcich se snizenou expresi B-arrestinu2. Za téchto podminek se zvysila fosforylace na Ser163,
Ser239, Ser331, Ser334 a Ser337 u Map3k2 a na Ser541 a Ser545 u Map3k9. Nasledna aplikace
TRH nebo TAL vedla ke zvyseni fosforylace Ser135 u Map3k2 a stimulace TRH k poklesu
ve fosforylaci na Ser337 u Map3k2 a Ser541 u Map3k9 u bunék se snizenou expresi -arrestinu2.
Aktivace ERK1/2 tidi fosforylaci mnoha substratti. V nasi studii doslo k ovlivnéni
fosforylace u proteinii Rps6ka3, Rrebl nebo Cdk4. V ramci kinazy Rps6ka3 byla detekovana
zvysena fosforylace na Thr365 a Ser369 po inhibici B-arrestinu2 a nasledné aplikaci TRH.
Substratem této kinazy je naptiklad kindza Riok2, u které byl identifikovan nartst ve fosforylaci
na Ser437 po snizeni exprese PB-arrestinu2 a nasledné stimulaci TAL. U bunék, kde byla snizena
hladina B-arrestinu2, a nebo stimulovanych TRH, doslo k nariistu fosforylace na Ser300 u kinazy
Cdk4. U dalsiho substratu ERK1/2, transkripéniho faktoru Rrebl, bylo odhaleno nejvice
fosforylacnich zmén. Na Ser1177, Ser1178 a Ser1306 vedlo snizeni exprese B-arrestinu2 ke zvySeni
ve fosforylaci, zvySeni fosforylace bylo detekovano také na Ser1137, Ser1138 a Ser1590 u bun¢k
se snizenou urovni exprese P-arrestinu2 nebo po stimulaci TRH. Naopak ke snizeni fosforylace
doslo na Ser1603 po aplikaci jak TRH, tak TAL, a na Thr1595 a Ser1597 po sniZeni hladin
B-arrestinu2 a nasledné stimulaci TRH. Na Ser1361 a Ser1364 vedl pokles v expresi p-arrestinu2
ke snizeni fosforylace a naopak pokles v expresi f-arrestinu2 s naslednou stimulaci TAL ke zvySeni

ve fosforylaci téchto dvou fosforyla¢nich mist.

Tab. 14: Zmény ve fosforylaci proteinit detekované ve funkénich doméndch s enzymatickou aktivitou nebo

interakcnich mistech s jinymi proteiny

Nazev proteinu | Fosforylované misto; Lokalizace nebo funkce
identifikaéni Cislo

v databazi Uniprot pro
organismus Rattus
norvegicus

hazi blizkosti
Gabl Serd38: D3ZAL7 nachazi se V' iz O,S i
Met-vazebné domény

Ser1078, Ser1082,

Sos] Thr1249, Ser1251, lokalizovano v doméné
Thr1255, Serl1318, pro vazbu Grb2
Ser1319; D4A3TO0
Ser305, Ser307, Ser330,

Delkl Ser332, Ser334, Thr336, zodpovédné za aktivitu
Ser337, Ser340; Dclk1
A0A0G2KB92
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Obr. 49: Zmény ve fosforylaci proteinit zapojenych v signalizaci monomernich G proteinii 7 rodiny Ras a drdze
Grb2/Sos/Ras/Raf/MEK/ERK. V bledemodrych rdameccich jsou ndzvem genu a ID proteinu podle databdze
UniProt vyznacené jednotlivé proteiny, u kterych byly zjisteny zmény ve fosforylaci u kontrolnich GHI bunék nebo
u bunek po siRNA inhibici f-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Fosforylované aminokyselinové zbytky
Jjsou oznacené jednopismennymi zkratkami (S, serin; T, threonin, Y, tyrozin) a poradim v aminokyselinové sekvenci.
Jedna nebo dvé malé barevné Sipky vedle techto fosforylacnich mist znaci kvantitativni (fold change uvedeno
v hranaté zdvorce) nebo kvalitativni zménu,; smér Sipky znaci, zda doslo k ndriistu nebo poklesu ve fosforylaci.
Arr/C, porovnani zmén v ramci kontrolnich bunék a bunék po siRNA inhibici [-arrestinu2, cervené Sipky;, TRH/C,
porovnani zmén v ramci kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TRH (Zluté sipky); TAL/C, porovnani zmén v ramci
kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TAL (modré Sipky); Arr-TRH/Arr, porovnani zmeén v ramci bunék po siRNA
inhibici f-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnédé Sipky); Arr-TAL/Arr porovnani zmen v ramci bunék po siRNA inhibici
[-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelené Sipky). Stimulacni nebo inhibicni ucinek je vyjadren Sipkami mezi jednotlivymi
proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivymi proteiny byly vyznaceny podle nasledujicich praci: 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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Zmény ve fosforylaci byly zjistény také u kindzy Dclkl. Potlaceni exprese P-arrestinu2
indukovalo nartist ve fosforylaci na Ser305, Ser307, Ser332, Ser336, Ser337, Ser340. Naopak
aktivace receptort prostfednictvim TRH i TAL méla za nasledek pokles fosforylace na Ser340,
Ser363 a Ser364. Stimulace TAL dale vedla k mirnému sniZeni fosforylace na Ser330 (12,5x) a
poklesu ve fosforylaci na Ser334 a Ser337. Ke snizeni fosforylace na Ser334 doslo také po stimulaci
TRH u bunék se sniZzenou expresi B-arrestinu2. Stimulace TAL po potlaceni exprese B-arrestinu2

naopak vedla ke snizeni fosforylace na Ser336 a zvyseni fosforylace na Ser340.

6.4.2 Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signaliza¢ni draze monomernich
G proteinii z rodiny Rho

Dalsi tfidou malych GTPaz ovlivnénych snizenou expresi B-arrestinu2 a stimulaci
TRH/TAL jsou Rho/Rac/Cdc42 GTPazy. V nasledujicich tiech podkapitolach jsou pro prehlednost
jednotlivé proteiny rozdéleny podle své prislusnosti k Rho GTPazam (6.4.2), Rac GTPazam (6.4.3)
nebo Cdc42 GTPazam (6.4.4). Ke zménam ve fosforylaci v ramci této rodiny dochazelo jak u GEF
faktorti (zelen¢ zbarvené), tak u proteinii s GAP aktivitou (Cervené zbarvené) a také u rlznych
efektorti téchto GTPaz (bledémodrte zbarvené). Vice fosforylacnich zmén bylo evidovano u GEF
faktorti v porovnani s GAP proteiny. Ve vétsiné ptipadt dochazelo k nartistu ve fosforylaci GEF a
GAP po snizeni hladin B-arrestinu2 a k poklesu ve fosforylaci po stimulaci TRH a TAL. Zmény
pozorované ve funkénich doménach nebo v mistech pro interakci s jinymi proteiny jsou zndzornéné
v tabulce 15.

U proteinu Arhgef2 se zvysila fosforylace na Ser925 (9,7x), Ser937 (9,1x), Ser940 (8,3x)
a Ser944 (9,8x) po siRNA inhibici B-arrestinu2 a naopak po stimulaci receptord prostfednictvim
TAL fosforylace na Ser925, Ser937 (8x) a Ser940 (6,2x) poklesla v porovnani s kontrolou (obr. 50).
Pokles ve fosforylaci na Ser937 a Ser940 byl detekovan také po stimulaci TRH. Zmény
ve fosforylaci proteinu Arhgefll byly naakumulovany do tfech klastri. V prvni oblasti bylo
evidovano zvyseni fosforylace na Ser270, Ser273 a Thr311 po stimulaci TRH a TAL u bun¢k
se snizenou hladinou B-arrestinu2 a pokles ve fosforylaci na Ser308 po stimulaci TRH a TAL
u kontrolnich bunék. V dalsich dvou oblastech doslo vzdy ke zvySeni ve fosforylaci po snizeni
exprese B-arrestinu2. V druhé oblasti byl evidovan vice nez sedmindsobny narust v piipadé
fosforylacnich mist Ser720, Thr725 a Thr729 a ve tfeti oblasti nastalo zvySeni fosforylace
na Ser1511, Ser1512, Thr1515 a Thr1516. V ptipadé proteinu Arhgef28 byly také zjistény dvé
oddélené oblasti s vyskytem zmén ve fosforylaci. Na fosforyla¢nich mistech Ser312 a Ser314
(12,3x) v prvni oblasti byla zvysena fosforylace u bunek s potlacenou expresi f-arrestinu2 a naopak
na Ser314 snizena fosforylace v ptipadé€, ze bunky byly stimulovany TRH nebo TAL. Druhy klastr
fosforylacnich mist sestaval z Thr1197, Ser1198 a Ser1200, u kterych doslo k poklesu

ve fosforylaci po aplikaci TRH nebo TAL, at’ uz k buiikdm kontrolnim nebo vystavenym snizené
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expresi B-arrestinu2. U dalSich dvou GEF faktord, jmenovité Arhgefl2 a Arhgef40, bylo zjisténo
ovlivnéni fosforylace pouze za podminek snizené hladiny B-arrestinu2 a/nebo stimulace TAL. Také
cytozolarni proteiny Dvll, Dvi2, Dvi3, Vav2 a Camk2b byly rozdiln¢ fosforylovany plisobenim
TRH a TAL. Zatimco TAL vedl ke zvySeni fosforylace Ser194 u Dvll, snizeni fosforylace
na Ser211 (8,3x) u Dvl2, Ser125 u DvI3, Ser703, Ser704 a Ser706 u Vav2, TRH snizil fosforylaci
pouze na Serl25 u Dvl3 a lehce také na Thr361 (2,7x) u Camk2b. U vSech sledovanych
experimentalnich kombinaci také doslo ke zménam ve fosforylaci u intersektinu-1 (Itsnl).

Nejvice fosforyla¢nich zmén mezi GAP proteiny bylo evidovano u Myo9b a Arhgap35.
Aplikace TRH a TAL zptsobila u nékolika fosforylacnich mist u téchto proteinii pokles
ve fosforylaci, ktery byl pouze s jednou vyjimkou (Ser1982, Myo9b, aplikace TAL) zachovan i
v ptipad¢ predchoziho snizeni exprese B-arrestinu2.

Zmeény ve fosforylacich byly kromé GEF a GAP zjistény také u nekolika efektorit Rho
GTPaz a proteint s nimi asociovanymi. U nékterych z nich byly detekovany fosforyla¢ni zmény
pouze po snizeni hladin B-arrestinu2 (Prkcd, Prkd2, Rock1, Snrk). Snizeni hladin B-arrestinu2 nebo
aplikace TRH nebo TAL vyvolalo zvySeni fosforylace na Serl124 u proteinkinazy Rock?2, naproti
tomu snizeni hladin B-arrestinu2 nasledované stimulaci TRH nebo TAL zplsobilo pokles
ve fosforylaci tohoto fosforylaéniho mista. Odlisna fosforylace byla pozorovana také u nékolika
MAP kindz. Inhibice B-arrestinu2 zpusobila zvyseni fosforylace na Ser1027 a Ser1031 u Map3KkS5,
ale nasledna stimulace TAL tuto fosforylaci zvratila. U kindzy Map3k7 vedla inhibice B-arrestinu2
k nartstu ve fosforylaci Ser439, kdezto stimulace TAL fosforylaci na tomto serinu sniZila (5,4x).
Soucasné snizeni exprese B-arrestinu2 s naslednou stimulaci TRH nebo TAL zvysilo fosforylaci
na Ser454 u Map3k7. V ramci tieti MAP kindzy, Map3k20 (Zak), doSlo na Ser434 a Ser452
k poklesu ve fosforylaci po stimulaci bunck TRH nebo TAL. Kromé vyse zminénych proteinkinaz
Prked a Prkd2, byly zmény ve fosforylacich pozorovany i u nékolika dal$ich. Patii mezi né
napfiklad Pknl, Prkdl nebo Prkce. Jak u Pknl, tak u Prkce bylo nejvice zmén pozorovano
po aktivaci receptord TRH a TAL u bunék se snizenymi hladinami -arrestinu2. Nejvice odlisnych
fosforylaci bylo detekovano u proteinkinazy Prkdl, u které se daji jednotliva fosforylovana mista
rozdélit do tfech oblasti. V prvni oblasti vedl pokles v expresi B-arrestinu2 ke vzristu ve fosforylaci
na Serl61 a Serl64 (v obou 24,3x) a k poklesu fosforylace (4,6x) po stimulaci TAL. V ramci
druhého klastru doslo k poklesu ve fosforylaci na Ser189 a Ser192 po stimulaci TRH nebo TAL.
U fosforylac¢nich mist v tfeti oblasti, Ser361 a Thr364, byla také pozorovana snizena fosforylace
po stimulaci TRH a TAL nebo po inhibici B-arrestinu2. Kdyz byly buiky ale pted stimulaci TRH
a TAL vystaveny inhibici B-arrestinu2, doslo k nariistu ve fosforylaci u téchto dvou fosforylac¢nich

mist.
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Obr. 50: Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signalizaci monomernich G proteinii 7 rodiny Rho.
V bledeémodrych rameccich jsou nazvem genu a ID proteinu podle databdaze UniProt vyznacené jednotlivé efektory
Rho GTPaz, u kterych byly zjisteny zmeény ve fosforylaci u kontrolnich GH1 bunék nebo u bunék po siRNA inhibici
[-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zelenymi ramecky jsou vyznaceny GEF faktory a cervenymi
ramecky GAP proteiny Rho GTPdz. Fosforylované aminokyselinové zbytky jsou oznacené jednopismennymi
zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poradim v aminokyselinové sekvenci. Jedna nebo dvé malé barevné
Sipky vedle téchto fosforylacnich mist znaci kvantitativni (fold change uvedeno v hranaté zavorce) nebo kvalitativni
zmeénu, smér Sipky znaci, zda doslo k naristu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovnani zmen v ramci
kontrolnich bunék a bunék po siRNA inhibici B-arrestinu2, cervené Sipky; TRH/C, porovndani zmén v rdmci
kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TRH (Zluté Sipky); TAL/C, porovnani zmén v ramci kontrolnich bunék a
bunék po stimulaci TAL (modré Sipky); Arr-TRH/Arr, porovnani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
p-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnédé Sipky); Arr-TAL/Arr porovndni zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
ﬁ-arrestinuZ a stimulaci TAL (zelené Sipky). Stimulacni nebo inhibicni ucinek je vyjddfen §ipkami mezi jednotlivymi
efektorem nebo proteinem navazujicim dale v signalizaci. Asociace a interakce mezi jednotlivymi proteiny byly

vyznaceny podle nasledujicich praci: 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 Martinez-Balbas, 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
etal, 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: Zmény ve fosforylaci proteinii detekované ve funkcnich doméndch s enzymatickou aktivitou nebo

interakénich mistech s jinymi proteiny

Nazev proteinu | Fosforylované misto; Lokalizace nebo funkce
identifika¢ni ¢islo

v databazi Uniprot pro
organismus Rattus

norvegicus
DvlI3 Ser48; D4AADVS lokalizovéno v DIX
doméné pro vazbu Dvll
Pknl Ser920; Q63433 regulace aktivity Pknl

6.4.3 Zmény ve fosforylaci proteinti zapojenych v signaliza¢ni draze monomernich
G proteinii z rodiny Rac

Témet u vSech GEF, GAP i ostatnich efektorovych proteint souvisejicich s drahou Rac
GTPaz indukovala stimulace TRH nebo TAL pokles ve fosforylaci jednotlivych fosforylacnich mist
(obr. 51). Nékteré GEF faktory Gcastnici se regulace Rho GTPaz hraji roli také v regulaci aktivity
Rac GTPaz. Patii mezi né napriklad Camk2b, Dvl proteiny, Mcf2l, Prex2 nebo Vav2. Zmény
souvisejici s témito proteiny byly popsany uz v kapitole 6.4.2. U regulaéni podjednotky
kaseinkinazy (Csnk2b), ktera reguluje funkci Dvl proteinti, byl zjistén narist ve fosforylaci
na Ser154 u bun€k se sniZzenou expresi B-arrestinu2 a pokles po nasledné stimulaci TAL a dale
pokles na Ser158 u kontrolnich bun¢k po stimulaci TAL. Druhy ligand, TRH, a také snizena exprese
B-arrestinu2 zpuasobily pokles fosforylace na Ser27 u substratu proteinkinazy C, Marcks.
Oba ligandy, TRH i TAL, ovlivnily fosforylaci u bunék se snizenou hladinou B-arrestinu2 rizné
u nckolika dalSich GEF, naptiklad Dock6, Mcf2l, Prex2 a Tiaml. Nejzasazenéj$§im proteinem
ze vSech GEF faktor byl Dock7, ktery byl rozdiln¢ fosforylovan na osmi rlznych
aminokyselinovych zbytcich.

Stejn¢ jako GEF faktory, také nckteré GAP reguluji aktivitu jak Rho GTPaz, tak Rac
GTPéz. Takovym piikladem je Myo9b nebo Arhgap35, u kterych jsme zmény ve fosforylacich
probrali v pfedchozi kapitole 6.4.2. U dvou dalSich GAP, Arhgap17 a Farp2, byla zjisténa snizena
fosforylace po stimulaci TRH a TAL u kontrolnich bunék. V ptfipadé¢ Farp2 byl tento pokles
detekovan i po stimulaci obéma hormony u bun¢k se sniZzenou urovni B-arrestinu2, kdezto
u Arhgap17 pouze v piipade, ze byly tyto buiiky vystaveny stimulaci TRH, stimulace TAL neméla

u bunék se snizenou expresi B-arrestinu2 na fosforyla¢ni stav Arhgap17 zadny vliv.
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Obr. 51: Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signalizaci monomernich G proteinii z rodiny Rac.
V bledeémodrych rameccich jsou nazvem genu a ID proteinu podle databdaze UniProt vyznacené jednotlivé efektory
Rac GTPaz, u kterych byly zjisteny zmény ve fosforylaci u kontrolnich GHI bunék nebo u bunek po siRNA inhibici
[-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zelenymi ramecky jsou vyznaceny GEF faktory a cervenymi
ramecky GAP proteiny Rac GTPdz. Fosforylované aminokyselinové zbytky jsou oznacené jednopismennymi
zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poradim v aminokyselinové sekvenci. Jedna nebo dvé malé barevné
Sipky vedle téchto fosforylacnich mist znaci kvantitativni (fold change uvedeno v hranaté zavorce) nebo kvalitativni
zmeénu, smér Sipky znaci, zda doslo k naristu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovnani zmen v ramci
kontrolnich bunék a bunék po siRNA inhibici B-arrestinu2, cervené Sipky; TRH/C, porovnani zmén v rdmci
kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TRH (Zluté Sipky); TAL/C, porovnani zmén v ramci kontrolnich bunék a
bunék po stimulaci TAL (modré Sipky); Arr-TRH/Arr, porovnani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
p-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnédé Sipky); Arr-TAL/Arr porovndni zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
ﬁ-arrestinuZ a stimulaci TAL (zelené Sipky). Stimulacni nebo inhibicni ucinek je vyjddfen §ipkami mezi jednotlivymi
efektorem nebo proteinem navazujicim dale v signalizaci. Asociace a interakce mezi jednotlivymi proteiny byly

vyznaceny podle nasledujicich praci: 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.

Zaznamenany byly dale i zmény ve fosforylaci cytoplazmatické proteinkindzy Wnk2,
v ramci které byla opét jednotliva fosforylacni mista roziazena do dvou oblasti. Do prvniho klastru
jsou zatazena dvé fosforylacni mista, Serd5 a Serd9. V piipadé Serd5 byla zvysena fosforylace
u bunék ovlivnénych sniZzenou expresi -arrestinu2 a nebo aplikaci TRH. Naproti tomu na Ser49
doslo k poklesu fosforylace po stimulaci jak TRH, tak TAL u kontrolnich bun¢k a dale po stimulaci
TRH u bungk se snizenou expresi B-arrestinu2. Co se ty¢e druhé oblasti, na tfech fosforylacnich
mistech, na Thr1774, Ser1830 a Thr1831, vedla inhibice B-arrestinu2 k nariistu ve fosforylaci,
zatimco stimulace TRH u kontrolnich bun€k a aplikace TAL k bunikdm se sniZenou hladinou
B-arrestinu2 mela za nasledek pokles ve fosforylaci na Ser1830 a Thr1831. Stejné jako v ptipadé
Rho GTPéaz, iv signalizaci Rac GTPaz byly detekovany proteiny, u kterych nastala zména
ve fosforylaci pouze pii snizeni exprese B-arrestinu2. Ze skupiny GEF faktori to byly kinaza Kalm
a protein Trio, mezi GAP proteiny zejména Arhgap23 a protein Ber.

Mezi proteiny, u nichz doslo ke zménam ve fosforylaci patii také receptorové tyrozinkinazy
Erbb2 a Erbb3. U Erbb3 vyvolal zvyseni ve fosforylaci na Ser980 a Thr984 pouze pokles
v hladinadch B-arrestinu2, zatimco v ptipadé Erbb2 doslo k mirnému poklesu ve fosforylaci
na Thr152 a Ser154 (oba shodné 5,4x) po stimulaci TAL. Dalsi zmény ve fosforylaci zpisobené
stimulaci TAL byly odhaleny v signalizaci nize od Erbb2. U jednoho z interak¢nich partnert PI3K,
Ptk2b, nastal pokles ve fosforylaci po stimulaci TAL na péti fosforylacnich mistech, na Ser389,
Ser392, Ser394, Ser396 a Ser399. Zaroven na vsech téchto serinovych zbytcich doslo k poklesu
ve fosforylaci i po stimulaci TRH u kontrolnich bun¢k a po stimulaci TAL u bunék se sniZzenou
expresi P-arrestinu2. PI3K pusobenim pies Rac GTPazu muze fidit signalizaci smérem
k proteinkinazam Pak1 a Pak2. V naSich experimentalnich podminkach zptsobila stimulace TAL
pokles (10,6x) ve fosforylaci na Ser2 u kinazy Pak2. Také u kinazy Pakl méla aplikace TAL vliv
na fosforylaci, na Ser222 doslo k mirnému poklesu (2,3x) po stimulaci kontrolnich bunék. Na rozdil
od Pak2, u Pakl kinazy byl detekovan pokles ve fosforylaci také po stimulaci TRH, a to na Ser174,
Ser219 a Ser228. Na péti dalSich fosforylacnich zbytcich (Thr184, Ser219, Ser222, Ser228 a
Ser229) byly pozorovany zmény ve fosforylaci zplisobené inhibici B-arrestinu2. Aplikaci TRH
k bunkam s nizkymi hladinami B-arrestinu2 doslo k poklesu ve fosforylaci na Thr184, Ser219 a
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Ser222 a po aplikaci TAL byl u bun€k se sniZzenou expresi B-arrestinu2 detekovan jednak pokles
ve fosforylaci (Ser229) a jednak narist ve fosforylaci (Ser228).

K interak¢énim partnertim Pak1 patii naptiklad Arhgef7 a Lats]. I v pfipadé téchto proteinti
vedla inhibice B-arrestinu2 a aplikace ligandi ke zménam ve fosforylaci. Mezi efektory Pak? se tadi
MAP kinaza Map3kl, u které byl detekovan nartist ve fosforylaci na Ser513 po stimulaci TAL
ubunék se snizenou expresi [-arrestinu2. Zmeény ve fosforylacich byly prokazany také
u proteinkinaz Srpkl a Srpk?2, které se ucastni alternativniho sestiihu Racl. Zatimco na fosforylaci
Srpk2 méla vliv pouze inhibice B-arrestinu2 (Ser487 a Thr491) nebo nésledna stimulace TRH a
TAL u bun€k se snizenou expresi P-arrestinu2 (Ser310), fosforylace Srpkl se da rozdélit
do nékolika oblasti. U prvni oblasti zahrnujici Ser33, Ser37, Ser39 a Ser51 byla pozorovana snizena
fosforylace po aktivaci receptord prostfednictvim TRH. U Ser51 navic dochazelo k poklesu
ve fosforylaci po stimulaci TAL a oba ligandy také snizily fosforylaci na tomto fosforylacnim miste
u bunék se snizenou expresi B-arrestinu2. Druhy klastr (Ser309 a Ser311) byl ovlivnén snizenou
expresi B-arrestinu2 nebo soucasnou stimulaci TAL u bunék se sniZenou expresi B-arrestinu2.
Pokles ve fosforylaci na Thr453 a Ser455, predstavujici tieti fosforylaéni oblast, byl detekovan
po stimulaci TRH nebo TAL u kontrolnich bunék.

6.4.4 Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signaliza¢ni draze monomernich
G proteinii z rodiny Cdc42

V ptipadé Cdc42 GTPaz bylo pozorovano vice zmén ve fosforylaci u GEF faktorii nez
u GAP proteint (obr. 52). Nekteré Cdc42 GEF faktory slouzi zéroven jako aktivatory Rac GTPaz
(obr. 51) a Rho GTPaz (obr. 50), naptiklad Dock6, Dock7, Dvl1-Dvl3, Itsnl, Marcks, Mcfl2, Prex2
nebo Tiaml. Zmeény, ke kterym v téchto proteinech plsobenim inhibice B-arrestinu2 a/nebo
aplikaci hormont doslo, byly popsany vySe. Farp2, ktery slouzi jako GEF faktor pro Cdc42
GTPézy, je naopak GAP proteinem v piipadé Rac GTPéaz. Narist ve fosforylaci Arhgef7 byl
pozorovan po sniZzeni exprese P-arrestinu2 na Ser497 a po nésledné aplikaci TRH nebo TAL
u bun€k s nizkymi hladinami B-arrestinu2 na Thr159. K interakénim partnerim Arhgef7 se fadi
proteiny Cblb, Gitl, Pak, Racl nebo Scribble. U E3 ubiquitin-proteinligazy Cblb vedla stimulace
kontrolnich bun¢k pomoci TRH, TAL a také snizenim exprese -arrestinu2 k poklesu ve fosforylaci
na Serd76, Ser480, Serd83 a Ser484. Pokud byly TRH a TAL stimulovany buiky se snizenou
expresi B-arrestinu2, doslo naopak k nartistu ve fosforylaci ve vSech zminénych fosforyla¢nich
mistech Cblb. Co se tyce Gitl, dochazelo ke zménam ve fosforylaci ve dvou oddélenych klastrech.
V prvni oblasti zahrnujici Ser376, Ser379 a Thr383 byl zaznamenan jednak narust ve fosforylaci
u bunék se snizenou hladinou B-arrestinu2 a u kontrolnich bunék po stimulaci TAL a jednak pokles
ve fosforylaci po aplikaci TRH u kontrolnich bunék a po aplikaci TRH i TAL u bunék po inhibici
B-arrestinu2. Fosforylace v druhé oblasti, na Ser583, Ser587 a Tyr589, byla ovlivnéna pouze

inhibici B-arrestinu2. DalSim proteinem interagujicim s Arhgef7 je scaffold protein scribble (Scrib).
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Fosforyla¢ni mista Scrib na Ser672, Ser692, Ser1204, Ser1207 a Ser1209 byla ovlivnéna rizng, ale
pouze u bunék vystavenych inhibici B-arrestinu2 nebo nasledné stimulaci ligandy. U serinu
na pozici 1483 doslo k poklesu ve fosforylaci po ovlivnéni TAL u kontrolnich bun¢k. Dalsim GEF
faktorem je cytoplazmaticky protein Axinl, u kterého stimulace TRH u bunék se snizenou expresi
B-arrestinu2 vyvolala zvyseni ve fosforylaci na Ser75 a Thr79.

Co se tyce GAP proteind inaktivujicich rodinu Cdc42 GTPaz, ke zménam ve fosforylaci
doslo pouze u péti z nich. VSechny se navic tcastni inaktivace také Rac nebo Rho GTP4z a tudiz
byly jednotlivé zmény probrany uz vyse v ptislusnych kapitolach (6.4.2 a 6.4.3).

Mezi efektory Cdc42 GTPaz, u kterych byly zaznamendny zmény ve fosforylaci, se fadi
proteinkinazy Pak1, Pak2 a Pak6, MAP kindza Map3k7, proteinkinazy vézajici Cdc42 (Cdc42bpa
a Cdc42bpb) a efektorovy protein Cdc42 (Cdc42ep4). Proteinkinazy Pak a Map3k7 jsou spolecné
efektory GTP4az Cdc42, Rho a Rac a zmény ve fosforylacich v jejich sekvencich byly tedy také
popsany vyse (kapitoly 6.4.2 a 6.4.3). Jak u Cdc42bpa, tak u Cdc42bpb dochazelo ke zvyseni
fosforylace po inhibici exprese B-arrestinu2. Naopak snizeni fosforylace bylo zaznamenéano
u Cdc42bpa po stimulaci TAL u bun€k se snizenou hladinou exprese B-arrestinu2 a u Cdc42bpb
u kontrolnich bun€k po aplikaci jak TRH, tak TAL. ZvySeni ve fosforylaci na Ser116 bylo
detekovano u proteinu Cdc42ep4 v bunkach se snizenou expresi f-arrestinu2 stimulovanych TRH
i TAL. Vsechny zmény souvisejici s lokalizaci do funk¢nich domén proteinti nebo jejich

interakcemi s dal$imi proteiny znazoriuje tabulka 16.

Tab. 16: Zmény ve fosforylaci proteinit detekované ve funkénich doméndch s enzymatickou aktivitou nebo

interakcnich mistech s jinymi proteiny

Nazev proteinu | Fosforylované misto; Lokalizace nebo funkce
identifikaéni Cislo

v databazi Uniprot pro
organismus Rattus

norvegicus
Athgef7 Ser497; AOAG2QC21 lokahzovarno v p}e{cstrm
homologni doméné
Cblb Serd476, Serd80; Q8K4S7 stabilizace Cblb
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Obr. 52: Zmény ve fosforylaci proteinit zapojenych v signalizaci monomernich G proteinit 7 rodiny Cdc42.

V bledeémodrych rameccich jsou nazvem genu a ID proteinu podle databdaze UniProt vyznacené jednotlivé efektory

Cdc42 GTPaz, u kterych byly zjistéeny zmény ve fosforylaci u kontrolnich GHI bunek nebo u bunek po siRNA

inhibici f-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zelenymi ramecky jsou vyznaceny GEF faktory a

Cervenymi ramecky GAP proteiny Cdc42 GTPaz. Fosforylované aminokyselinové zbytky jsou oznacené

Jednopismennymi zkratkami (S, serin; T, threonin, Y, tyrozin) a poradim v aminokyselinové sekvenci. Jedna nebo

dveé malé barevné Sipky vedle techto fosforylacnich mist znaci kvantitativni (fold change uvedeno v hranaté

zavorce) nebo kvalitativni zménu, smér Sipky znaci, zda doslo k nariistu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C,

porovnani zmén v ramci kontrolnich bunék a bunék po siRNA inhibici p-arrestinu2, cervené Sipky; TRH/C,

porovnani zmén v ramci kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TRH (Zluté Sipky); TAL/C, porovndani zmén v rdamci

kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TAL (modré Sipky); Arr-TRH/Arr, porovnani zmen v ramci bunék po siRNA

inhibici f-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnédé Sipky); Arr-TAL/Arr porovnani zmen v ramci bunék po siRNA inhibici

S-arrestinu? a stimulaci TAL (zelené Sipky). Stimulacni nebo inhibicni ucinek je vyjadren Sipkami mezi jednotlivymi

proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivymi proteiny byly vyznaceny podle nasledujicich praci: 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 Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signaliza¢ni draze monomernich
G proteini z rodiny Arf

U skupiny Arf GTPaz bylo detekovano méné¢ GEF faktor sriiznymi zménami
ve fosforylaci nez GAP proteinti (obr. 53). Arhgef7 je GEF faktorem Arf GTPaz, stejné jako
predchozich dvou tfid, Rac a Cdc42 GTPaz. Jak bylo jiz zminéno, slouzi jako interakéni partner
pro proteiny Gitl a Scrib a jako scaffold protein pro Latsl a Stk3. Jednim z efektorit komplexu
Arhgef7-Gitl je fosfolipdiza C o1 (PLC31). Na Ser454 a Ser460 byl zaznamenan nartst
ve fosforylaci PLCS1 po stimulaci ligandy a také po potlaceni exprese B-arrestinu2. Naproti tomu
na Thr457 doslo k poklesu ve fosforylaci po inhibici B-arrestinu2, coz bylo zvraceno plisobenim
TAL. Dalsi protein s GEF aktivitou, Gbfl, byl rozdilné fosforylovan ve dvou oblastech. V prvni
oblasti, na Ser340 a Ser345, vedl pokles v expresi B-arrestinu2 k nardstu fosforylace, stimulace
TAL vedla k mirnému poklesu (4,3x) ve fosforylaci na Ser345 u kontrolnich bunék a k poklesu
ve fosforylaci na Ser340 u buncék se snizenymi hladinami [-arrestinu2. Stimulace TRH
u kontrolnich bunék naopak zptisobila nartst ve fosforylaci na Ser340 u Gbfl. Gbfl mize dale
signalizovat pies Arfl, ktery je interakénim partnerem pro Prkd2. Fosforylace proteinkinazy Prkd2
byla ovlivnéna pouze inhibici B-arrestinu2. U dalsich tii GEF faktort, Arfgefl, Arfgef2 a Arfgef3
doslo ke zménam ve fosforylaci za riznych podminek. U Arfgefl a Arfgef2 byla fosforylace opét
soustfedéna do neckolika klastri. Co se tyce Arfgefl, na Ser286 byla fosforylace snizena
u kontrolnich bunék po stimulaci TAL a u buné€k se snizenou expresi f-arrestinu2 po stimulaci TAL
1 TRH. Na Ser393 a Ser394 shodné vedl pokles v expresi B-arrestinu2 k poklesu ve fosforylaci,
ktera byla zvracena pisobenim TAL. Samotny TAL i TRH u buné¢k kontrolnich zapfi€inil pokles
na Ser394. V dalsi oblasti, na Ser1563 a Ser1566 byl detekovan nariist ve fosforylaci po inhibici
B-arrestinu2 a u Serl566 také po nasledné stimulaci TRH u bun€k se snizenymi hladinami
B-arrestinu2. V pripadé¢ Arfgef2 byl detekovan nartist ve fosforylaci po inhibici B-arrestinu2
ve vsech tfech rozdilné fosforylovanych oblastech, ale pouze v prvni oblasti (Ser218 a Ser227) byl
detekovan pokles ve fosforylaci po stimulaci TRH nebo TAL. U proteinu Arfgef3 doslo k poklesu
ve fosforylaci pouze na Ser387 po stimulaci TRH a TAL u bunék se snizenou expresi -arrestinu?2.

Zmény ve fosforylaci u GAP proteinu Git2 se opét daji rozdélit do dvou oblasti. V prvni
oblasti byl pozorovan narist ve fosforylaci na Tyr392 a pokles na Ser394 po inhibici B-arrestinu?2.
Na Ser394 navic dochazelo k poklesu také po aktivaci receptori prostfednictvim TRH a TAL (2,9x)
a k naristu ve fosforylaci po stimulaci TAL u buné€k se snizenou hladinou B-arrestinu2. Ve druhé
oblasti, na Ser415, Ser418 a Ser421, se shodn¢ zvysila fosforylace po pusobeni TAL u bunék
se snizenou expresi f-arrestinu2. U dvou proteind, Arfgap3 a Smap2, byly zmény ve fosforylaci
detekovany pouze po inhibici exprese -arrestinu2. U dalsSich ¢étyfech GAP, Agfgl, Arfgap2, Asapl
a Asap2, nastal po stimulaci TAL pokles ve fosforylaci v n€kterych fosforylacnich mistech.
U Agfgl indukovala pokles ve fosforylaci také stimulace TRH. Naproti tomu v ptipad¢ Arapl a
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Asapl doslo k nartistu ve fosforylaci po stimulaci TRH nebo TAL u bunék se snizenou fosforylaci
B-arrestinu2.

Zmény ve fosforylaci u Arf vazajiciho proteinu, Arfaptinu-1 (Arfip1), nastaly pouze v jeho
N-koncové oblasti. Na Ser5 byla snizena fosforylace po ptisobeni TRH nebo TAL u kontrolnich
bunék a TRH u bunék se snizenou hladinou B-arrestinu2. Na Ser9 byl narast ve fosforylaci u bunék
se snizenou expresi B-arrestinu2 zvracen pisobenim TRH. U proteinu Binl dochézelo ke zménam
ve fosforylaci ptisobenim TRH i TAL a také inhibici B-arrestinu2. Aktivace receptord ligandy TRH
a TAL, at’ uz u bunék kontrolnich nebo po inhibici B-arrestinu2, vedla k poklesu ve fosforylaci,
naproti tomu pokles v expresi B-arrestinu2 vyvolal narist ve fosforylaci v molekule Binl. Tabulka
17 znazoriiuje zmény proteinid detekované ve funkénich oblastech nebo v mistech pro vazbu

s jinymi proteiny.

Tab. 17: Zmény ve fosforylaci proteinii detekované ve funkcnich doméndch s enzymatickou aktivitou nebo

interakcénich mistech s jinymi proteiny

Nazev proteinu | Fosforylované misto; Lokalizace nebo funkce
identifika¢ni ¢islo

v databazi Uniprot pro
organismus Rattus
norvegicus

vazba paxilinu, vazba

Git2 Tyr392, Ser415; Q66HI1 .
! yr392, Serdl5; Q 14-3-3 proteint
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Obr. 53: Zmény ve fosforylaci proteinit zapojenych v signalizaci monomernich G proteinii z rodiny Arf.
V bledeémodrych rameccich jsou nazvem genu a ID proteinu podle databdaze UniProt vyznacené jednotlivé efektory
Arf GTPdz, u kterych byly zjisteny zmény ve fosforylaci u kontrolnich GHI bunék nebo u bunek po siRNA inhibici
[-arrestinu2 a/mebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zelenymi ramecky jsou vyznaceny GEF faktory a cervenymi
ramecky GAP proteiny Arf GTPaz. Fosforylované aminokyselinové zbytky jsou oznacené jednopismennymi
zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poradim v aminokyselinové sekvenci. Jedna nebo dvé malé barevné
Sipky vedle téchto fosforylacnich mist znaci kvantitativni (fold change uvedeno v hranaté zdavorce) nebo kvalitativni
zmeénu, smér Sipky znaci, zda doslo k naristu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovnani zmen v ramci
kontrolnich bunék a bunék po siRNA inhibici p-arrestinu2, cervené Sipky;, TRH/C, porovnani zmén v ramci
kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TRH (zZluté Sipky); TAL/C, porovnani zmén v ramci kontrolnich bunék a
bunék po stimulaci TAL (modré Sipky); Arr-TRH/Arr, porovnani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
[-arrestinu? a stimulaci TRH (hnédé Sipky); Arr-TAL/Arr porovndani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
S-arrestinu? a stimulaci TAL (zelené Sipky). Stimulacni nebo inhibicni ucinek je vyjadren Sipkami mezi jednotlivymi
proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivymi proteiny byly vyznaceny podle nasledujicich praci: Eiseler et al.,

2016, Schiirman 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 Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signaliza¢ni drize monomernich
G proteini z rodiny Rab

Rab GTPazy patii mezi kli¢ové proteiny ucastnici se regulace vezikularniho transportu.
Vezikuldrni transport za¢ind na membrané, kde je vznik ¢asného endozomu (EE) fizen proteiny
podrodiny Rab5. Rab5 interaguje se Sirokym spektrem proteinti, z nichz mnoho z nich bylo vyrazné
ovlivnéno inhibici B-arrestinu2 (obr. 54). U efektorovych proteinii Rabepl a Rabep2 doslo
po inhibici B-arrestinu2 k rozdilnym zménam ve fosforylaci. Zatimco sniZeni exprese f-arrestinu2
u Rabep!1 zpiisobilo mirny narlst ve fosforylaci na Ser407 (5,1x) a pokles ve fosforylaci Ser408,
u Rabep2 vedlo k naristu fosforylace na Ser176 a Ser180 (oba shodn¢ 13x). U regula¢niho proteinu
pro Rab5, Gapvdl, doslo u v§ech zménénych fosforyla¢nich mist také ke zvyseni ve fosforylaci.
Naopak v pripad¢ intersektinu-2 (Itsn2), dalsi dilezité molekuly v procesech endocytézy, vyvolala
inhibice B-arrestinu2 pokles ve fosforylaci na Ser231 a Ser908. Dale u PLCPs, jejimZ substratem je
Rabep1, vyvolalo sniZeni hladin B-arrestinu2 zvyseni fosforylace na Ser537. Stimulace TAL m¢la
za nasledek mirny pokles (3,4x) ve fosforylaci na Ser176 a Ser180 u proteinu Rabep2 a na Ser407
(5,1x) také u proteinu Rabep1, na Ser908 (3x) u Itsn2 a na Ser450 (5,8x) u kinazy Ulk1. U Gapvdl
se snizila fosforylace na Ser788 po stimulaci TRH u kontrolnich bunék a na Ser971 u bunék
se snizenou expresi B-arrestinu2. SniZzend exprese B-arrestinu2 a nasledna stimulace TAL naopak
vedla ke zvySeni fosforylace na Ser903 a Ser908 v molekule Itsn2.

Zmeény ve fosforylaci byly detekovany také u dvou efektorovych proteint Rab GTPaz,
rabenosynu a nischarinu. V piipad¢€ nischarinu, ktery je interakénim partnerem Rab4, Rab9 a Rab14
v Casnych endozomech, byla zjiSténa zvySend fosforylace na Ser1282 u bunck se snizenymi
hladinami [-arrestinu2. Rabenosyn, interakéni partner Rab4 a Rab35, byl odlisné fosforylovan
po ptisobeni TAL u kontrolnich bunék i bunék se sniZzenou expresi P-arrestinu2. K nardstu
fosforylace na serinovych zbytcich v sekvenci rabenosynu doslo u bunék po inhibici exprese
B-arrestinu2, nasledna stimulace TRH u bun€k se snizenou expresi P-arrestinu2 zapfticinila jak
zvyseni, tak snizeni ve fosforylaci.

Casny endozom muize byt recyklovan zpdt k plazmatické membrané prostiednictvim
tzv. recykla¢niho endozomu (RE). Hlavnimi komponentami recykla¢ni drahy jsou Rab11, Rab14 a
Rab35 GTPazy. V nasi studii jsme zaznamenali zménu ve fosforylaci v nékolika GEF faktorech a
GAP proteinech Rab proteini zapojenych v recyklaéni draze. Fosforylace Dennd6a, GEF faktoru
pro Rab14 protein, byla zvySena na Serl13 a Ser16 u buné¢k s poklesem v expresi -arrestinu2, coz
bylo v pfipadé Serl6 zvraceno stimulaci TAL. Ke zméné ve fosforylaci doslo také ve tfech
proteinech interagujicich s Rab35 GTPazou, jednomu GEF faktoru a dvou GAP proteinech.
U Denndla, GEF faktoru pro Rab35, byl detekovan lehky nartst ve fosforylaci na Ser521 (4,1x)
po inhibici B-arrestinu2 a naopak pokles po stimulaci TAL. Také v sekvenci GAP proteinu

Tbcldl0a mélo potlaceni exprese [-arrestinu2 za nasledek lehké zvySeni fosforylace
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na Ser45 (5,7x) a aplikace TRH nebo TAL zapficinila jeji pokles. Co se tyce druhého GAP proteinu,
Tbc1d10b, doslo ke zmén¢ ve fosforylaci na osmi fosforylacnich mistech, pficemz nejvétsi vliv
m¢éla aplikace TAL, at’ uz k buinkdm kontrolnim nebo k bunikam se snizenou expresi -arrestinu?2.
DalSim ¢lenem recyklacni drdhy je Rabll protein. V ramci regulace jeho funkce byly
identifikovany dva proteiny s GAP aktivitou, u kterych byly zjistény zmény ve fosforylaci
za riznych podminek. U proteinu Rabgapl vedl pokles v expresi B-arrestinu2 nebo stimulace
kontrolnich bunék TRH a TAL k poklesu ve fosforylaci na Ser988 a Thr992, pticemz aplikace TAL
zpusobila u obou fosforylaénich mist narist ve fosforylaci ubunck se snizenou hladinou
B-arrestinu2. U druhého proteinu, Tbcld9b, zptsobila stimulace TRH pokles ve fosforylaci
na Ser1084 a stimulace TAL u buné¢k se snizenymi hladinami B-arrestinu2 nartst ve fosforylaci
na Ser1089. Mezi efektory Rabll se fadi Rabllfip proteiny. V piipadé obou detekovanych
proteint, Rab11fipl a Rabl1fip5, vyvolala stimulace bunék TRH a TAL pokles ve fosforylaci,
zatimco inhibice B-arrestinu2 méla vliv na fosforylaci jen u Rab11fipl.

Rab7 tidi transport z ¢asnych endozomi do pozdnich endozomt a lysozomu. U jednoho
z jeho interakénich partnerti, Pdzd8, byly identifikovany dvé oblasti se zménami ve fosforylaci.
V prvni oblasti vedla stimulace TAL k poklesu (6,1x) ve fosforylaci na Ser495 a inhibice
B-arrestinu2 naopak zvysila fosforylaci na fosforyla¢nich mistech Ser520 a Ser537. Na fosforyla¢ni
mista v druhé oblasti, Thr972, Ser973 a Ser978, méla vliv zejména stimulace TAL, a to jak
u kontrolnich bun¢k, tak u bunék se snizenou expresi B-arrestinu2.

U dalsi GTPazy, Rab12, ucastnici se zejména regulace autofagickych procest, byla zjisténa
zvysena fosforylace na Ser20 a Ser24 u bunck se sniZenou expresi B-arrestinu2. Rab12 reguluje
napftiklad proteinovy komplex mTORCI, jeden z hlavnich senzorti hladin Zivin, energetickych
zdrojii a redoxniho stavu buniky. Zmény ve fosforylaci mTORCI a jeho interagujicich partnerd byly
popsany uz vyse (obr. 48). VSechny zmény detekované ve funkcnich doménach proteini nebo
v mistech pro interakci s jinymi proteiny jsou znazornéné v tabulce 18.

Endocytarni, lysozomalni a sekre¢ni drahy se protinaji v Golgiho aparatu. Né&které Rab
proteiny jsou aktivni praveé v této ¢asti endomembranového systému. V nasi studii bylo detekovano
nékolik interakénich partnert Rab proteint souvisejicich s Golgiho aparatem, u kterych doslo
ke zméné ve fosforylaci. U Rab3ip, GEF faktoru pro Rab8 protein, zptisobila aplikace TRH a TAL
pokles ve fosforylaci na Ser272. V ptipadé GEF faktoru pro Rab10, Dennd4c, byl pozorovan pokles
ve fosforylaci na Ser1310 u bun¢k se sniZenou expresi -arrestinu2 a nebo u bunck stimulovanych
ligandy. Naproti tomu, na Ser1323 a Serl326 vedla inhibice [-arrestinu2 k vice nez
padesatindsobnému nartustu ve fosforylaci, aplikace TAL naopak zptsobila mirny pokles
fosforylace (5,9x). Zména ve fosforylaci byla zjisténa také u proteinu Dennd5a, ktery moduluje
aktivitu Rab6 proteinu. Po inhibici B-arrestinu2 doslo ke zvySeni ve fosforylaci na Thr1079 a
Ser1085, po stimulaci bun€k se sniZzenou expresi p-arrestinu2 ligandem TAL naopak

k jejimu poklesu. U dvou dalsich proteint regulujicich rizné Rab v ramci Golgiho aparatu, Tbc1d4
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a Tbcld25, byl pozorovan narist ve fosforylaci na serinovych zbytcich u bun€k se snizenymi
hladinami B-arrestinu2.

Od trans-Golgiho aparatu smérem k plazmatické membrang vede sekre¢ni draha. Mezi Rab
proteiny, které se ucastni vackového transportu a fuze s membranou se fadi zejména Rab3 a Rab27.
Stimulace bunék TRH i TAL vyvolala sniZzeni ve fosforylaci na Ser828 u proteinu Madd, GEF
faktoru pro Rab3 i Rab27 protein. Snizeni exprese B-arrestinu2 zpisobilo pokles fosforylace

na Ser1196 v sekvenci Madd, nasledna aplikace ligandi tento pokles zvratila.

Tab. 18: Zmény ve fosforylaci proteinii detekované ve funkcnich doméndch s enzymatickou aktivitou nebo

interakénich mistech s jinymi proteiny

Nazev proteinu | Fosforylované misto; Lokalizace nebo funkce
identifikaéni ¢islo

v databazi Uniprot pro
organismus Rattus

norvegicus
Rabepl Ser407, Thr408; G3V9J7 Rabaptin doména
lokalizova X-Y link
PLCPB3 Ser537; Q45QJ4 okalizovano v inkeru

blizko C-terminalni domény

lokalizovano

Ser208, Ser216, Ser218; ve FYVE-finger doméné,

Rbsn D3ZL11

které je zodpovédna
za rekruitment do Rab5

endozomu

lokalizovano v C-terminalni
Nisch Ser1282; Q4G017 doméné zodpovédné

za interakci s Rab proteiny
oblast zodpovédna

Thr972, Ser973, Ser978,;

Pdzd8 D3ZXY2 za 1ntera'1kc.1 GTP-Rab7
s pozdnimi endozomy
Thr1079, Ser1085; lokalizace proteint
Dennd5a . ,
G3V7Q0 do Golgiho aparatu
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Obr. 54: Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signalizaci monomernich G proteini z rodiny Rab.

V bledeémodrych rameccich jsou nazvem genu a ID proteinu podle databdaze UniProt vyznacené jednotlivé efektory

Rab GTPaz, u kterych byly zjisteny zmeny ve fosforylaci u kontrolnich GHI1 bunék nebo u bunék po siRNA inhibici

[-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zelenymi ramecky jsou vyznaceny GEF faktory a cervenymi

ramecky GAP proteiny Rab GTPdz. Fosforylované aminokyselinové zbytky jsou oznacené jednopismennymi
ky P y ry yiky J Jednop Y

zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poradim v aminokyselinové sekvenci. Jedna nebo dvé malé barevné

Sipky vedle téchto fosforylacnich mist znaci kvantitativni (fold change uvedeno v hranatych zavorkach) nebo

kvalitativni zménu, smeér Sipky znaci, zda doslo k naristu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovnani zmén

v ramci kontrolnich bunék a bunék po siRNA inhibici f-arrestinu2, cervené Sipky, TRH/C, porovnani zmeén v rdamci

kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TRH (Zluté Sipky); TAL/C, porovnani zmeén v ramci kontrolnich bunék a

bunék po stimulaci TAL (modré Sipky); Arr-TRH/Arr, porovnani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici

p-arrestinu2 a stimulaci TRH (hnédé Sipky); Arr-TAL/Arr porovndni zmén v ramci bunék po siRNA inhibici

S-arrestinu? a stimulaci TAL (zelené Sipky). Stimulacni nebo inhibicni ucinek je vyjadren Sipkami mezi jednotlivymi

proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivymi proteiny byly vyznaceny podle nasledujicich praci: 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, casny endozom
(early endosome); LE, pozdni endozom (late endosome); RE, recyklacni endozom; SV, sekrecni vaicek,; LYS,

lysozom; AP, autofagozom.

6.4.7 Zmény ve fosforylaci proteini zapojenych v signalizacni drize monomernich
G proteinii z rodiny Ral

Zmeény ve fosforylaci byly pozorovany také u nékolika proteint zapojenych v signalizaci
Ral GTPaz (obr. 55). Jednim z nejvice ovlivnénych proteini je GEF faktor pro Ral, Ralgps2,
v jehoz sekvenci doslo ke zmén¢ ve fosforylaci na sedmi fosforyla¢nich mistech. Zatimco u Ser293,
Ser296 (2,1x), Ser308 (2,1x) a Ser315 vedlo snizeni hladin B-arrestinu2 k nartustu ve fosforylaci,
na Ser316, Thr326 a Ser329 naopak zptsobilo pokles ve fosforylaci. Stimulace TRH (6,3x) a TAL
(3,6x) lehce snizila fosforylaci na Ser316, TAL navic vedl k poklesu i na Ser296 (3x) a Ser308 (3x).
Aplikace TRH k bunikam se snizenou expresi B-arrestinu2 vyvolala pokles ve fosforylaci na Ser293
a Ser316. Pokud byl k buiikam se snizenou expresi f-arrestinu2 aplikovan TAL, zptisobilo to pokles
ve fosforylaci na Ser293 a Ser315 a narGst na Ser308 v sekvenci Ralgps?2.

U inaktivacniho faktoru Ral GTPaz, RalGAP, doslo ke zménam ve fosforylaci jak
na katalytickych (RalGAPal a RalGAPa2), tak regula¢nich (RalGAPb) podjednotkach. Zatimco
v ptipadé RalGAPal a RalGAPb byly zmény pozorovany pouze u bun¢k po inhibici -arrestinu2 a
nebo nasledné stimulaci TRH, u RalGAPa2 méla na fosforylaci vliv stimulace TAL u kontrolnich
bunék.

Dal$im proteinem s vyraznymi zménami ve fosforylaci je Ralbpl. V jeho pfipad¢ lze
zmeény na jednotlivych fosforyla¢nich mistech opét spojit do n¢kolika oblasti. V prvni oblasti byl
detekovan nartist fosforylace na Ser29 a Ser30 po snizeni hladin B-arrestinu2, nasledné stimulace
TRH nebo TAL vedla k poklesu fosforylace na Ser30 a nariistu na Ser34. U druhé oblasti opét vedl
pokles v expresi B-arrestinu2 k nartistu ve fosforylaci, a to na Ser48 a Ser62, na tcéchto
fosforyla¢nich mistech vedla stimulace kontrolnich bunék pomoci TAL k mirnému poklesu (2,6x)
ve fosforylaci. U tfeti oblasti, na Ser92, Ser93 a Ser99, byl pozorovan nartist ve fosforylaci u bun¢k
se snizenymi hladinami B-arrestinu2 po stimulaci TRH i TAL.

Zmény ve fosforylaci byly zaznamenany u dvou interakénich partnertt podjednotky p2
adaptorového komplexu AP2, u kinaz Aakl a Gak. V piipadé¢ Aakl vedla inhibice B-arrestinu2
ke zvyseni fosforylace (téméf 13x) na Thr608, stimulace TAL zpisobila pokles ve fosforylaci
na Thr622 (125,6x) a stimulace TRH at’ uz bunék kontrolnich nebo bun¢k se sniZzenou expresi
B-arrestinu2 ke zvySeni ve fosforylaci na Ser626. Co se ty¢e Gak, na Ser824 a Ser827 doslo
k poklesu ve fosforylaci po inhibici B-arrestinu2, nasledna aplikace TRH k témto buikam pokles
zvratila. VSechny zmény ve fosforylaci proteint lokalizované do jejich funk¢énich domén nebo mist

pro interakei s dal$imi proteiny jsou shrnuté v tabulce 19.
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Tab. 19: Zmény ve fosforylaci proteinii detekované ve funkénich doméndch s enzymatickou aktivitou nebo

interakénich mistech s jinymi proteiny

Nazev proteinu | Fosforylované misto; Lokalizace nebo funkce
identifika¢ni ¢islo

v databazi Uniprot pro
organismus Rattus

norvegicus
lokalizovano
) v sekvenci zodpovédné
Ralgps?2 Ser329; QOVGKI1 24 vazbu Grb2 a
regulaci Ralgps1
lokalizovano

Ser29, Ser30, Ser34, Ser4s, o,
do N-terminalni

Ralbpl Ser62, Ser92, Ser93, Ser99; i i
QSFVTI domény, mista pro
vazbu mnoha proteind
T540t
Ralgps2 ~S293!thu Ral-GDP Faadll Arr/CH
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Obr. 55: Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signalizaci monomernich G proteinit 7 rodiny Ral.
V bledeémodrych rameccich jsou nazvem genu a ID proteinu podle databdaze UniProt vyznacené jednotlivé efektory
Ral GTPaz, u kterych byly zjisteny zmény ve fosforylaci u kontrolnich GHI bunek nebo u bunék po siRNA inhibici
[-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zelenymi ramecky jsou vyznaceny GEF faktory a cervenymi
ramecky GAP proteiny Ral GTPaz. Fosforylované aminokyselinové zbytky jsou oznacené jednopismennymi
zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poradim v aminokyselinové sekvenci. Jedna nebo dvé malé barevné
Sipky vedle téchto fosforylacnich mist znaci kvantitativni (fold change uvedeno v hranatych zavorkdch) nebo
kvalitativni zménu, smeér Sipky znaci, zda doslo k naristu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovnani zmén
v ramci kontrolnich bunék a bunék po siRNA inhibici [-arrestinu2, cervené Sipky, TRH/C, porovnani zmén v ramci
kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TRH (Zluté Sipky); TAL/C, porovnani zmén v ramci kontrolnich bunék a
bunék po stimulaci TAL (modré Sipky); Arr-TRH/Arr, porovnani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
[-arrestinu a stimulaci TRH (hnédé Sipky); Arr-TAL/Arr porovndani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
S-arrestinu? a stimulaci TAL (zelené Sipky). Stimulacni nebo inhibicni ucinek je vyjadren Sipkami mezi jednotlivymi
proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivymi proteiny byly vyznaceny podle nasledujicich praci: 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; D’Aloia et al., 2018; Cuesta et al., 2021.
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6.4.8 Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signalizacni draze monomernich
G proteini z rodiny Ran

Dalsi skupinou malych GTPaz jsou Ran GTPazy. [ v ramci této rodiny bylo identifikovano
nékolik proteint, u kterych doslo vlivem B-arrestinu2 a nebo TRH a TAL ke zménam ve fosforylaci
(obr. 56). Napiiklad v sekvenci GEF faktoru pro Ran protein, E3 ubiquitin ligize Mycbp2,
zapfiCinilo snizeni exprese P-arrestinu2 zvySeni fosforylace u ¢ty aminokyselin, u Ser2644,
Ser2646, Thr3791 a Ser3792. Spolu s RanGAP1 vzajemné reguluji svou aktivitu. Ve struktute
RanGAPI1 byly pozorovany zmény ve fosforylaci na Ser427. Aktivace receptori u kontrolnich
bun¢k pomoci TRH a pomoci TRH i TAL u bun¢k se snizenymi hladinami -arrestinu2 zptsobila
zvyseni fosforylace u tohoto fosforyla¢niho mista.

Ke zménam ve fosforylaci doslo také u Ran vazebnych proteinti Ranbp1, Ranbp2, Ranbp3,
Ranbp9 a Ranbpl0. Nejvice zmén bylo pozorovano v sekvenci Ranbp2. Zvyseni fosforylace
po stimulaci TRH bylo detekovano u kontrolnich bunék na Ser2088, Ser2092, Ser2096 a Ser2097.
Aplikace TAL méla naopak za nasledek pokles fosforylace na Ser2092 a Ser2097. Inhibice
B-arrestinu2 zpusobila zvyseni fosforylace na Ser1154 a Ser2511 (62,5x), nasledna stimulace TRH
i TAL vedla k poklesu ve fosforylaci na Ser1154 a k naristu ve fosforylaci na Ser2092 a Ser2096
u Ranbp2. Z ostatnich Ran vazajicich proteinti byl pouze u Ranbp10 pozorovan vliv stimulace TRH
a TAL na fosforylaci u kontrolnich bunék. U ostatnich Ran vézajicich proteinti, Ranbp1, Ranbp3 a
Ranbp9, byly zmény ve fosforylaci zpisobené snizenou expresi B-arrestinu2 zvraceny naslednou
stimulaci TRH nebo TAL.

DalSim interakénim partnerem Ran GTPaz je Vrk3 kindza. V jeji sekvenci vyvolala
inhibice B-arrestinu2 mirny vzestup fluorescence na Ser82, Ser83 s Ser85 (vSechny shodné 11,2x),
zatimco stimulace TAL u kontrolnich bun¢k a TRH i TAL u bunék se sniZzenou expresi -arrestinu2
znamenala pokles ve fosforylaci téchto fosforylatnich mist. Na Ser88 tohoto proteinu doslo
k poklesu ve fosforylaci po stimulaci TAL a nebo po inhibici B-arrestinu2. Zmény ve fosforylaci
proteinti souvisejicich s jejich enzymatickou aktivitou nebo s interakci s jinymi proteiny znazornuje

tabulka 20.

Tab. 20: Zmény ve fosforylaci proteinit detekované ve funkénich doméndch s enzymatickou aktivitou nebo

interakénich mistech s jinymi proteiny

Nazev proteinu | Fosforylované misto; Lokalizace nebo funkce
identifika¢ni ¢islo

v databazi Uniprot pro
organismus Rattus
norvegicus

lokalizace do komplexu
jaderného poru

Ser2511, Ser2088, Ser2092, | oblast mezi Ran-vazebnymi
Ser2096, Ser2097; D4A054 | doménami 2 a 3

RanGAPI1 Ser427; FIMAAS

Ranbp2
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Obr. 56: Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signalizaci monomernich G proteinii 7 rodiny Ran.
V bledémodrych rameccich jsou nazvem genu a ID proteinu podle databdze UniProt vyznacené jednotlivé efektory
Ran GTPaz, u kterych byly zjisteny zmeny ve fosforylaci u kontrolnich GHI bunék nebo u bunék po siRNA inhibici
[-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zelenymi ramecky jsou vyznaceny GEF faktory a cervenymi
ramecky GAP proteiny Ran GTPaz. Fosforylované aminokyselinové zbytky jsou oznacené jednopismennymi
zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poradim v aminokyselinové sekvenci. Jedna nebo dve malé barevné
Sipky vedle techto fosforylacnich mist znaci kvantitativni (fold change uvedeno v hranatych zavorkdach) nebo
kvalitativni zménu, smeér Sipky znaci, zda doslo k nariistu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovnani zmén
v ramci kontrolnich bunék a bunék po siRNA inhibici f-arrestinu2, cervené Sipky, TRH/C, porovnani zmeén v ramci
kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TRH (zluté Sipky); TAL/C, porovnani zmén v ramci kontrolnich bunek a
bunek po stimulaci TAL (modré sipky); Arr-TRH/Arr, porovndni zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
[-arrestinu? a stimulaci TRH (hnédé Sipky); Arr-TAL/Arr porovndani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
[-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelené Sipky). Stimulacni nebo inhibicni ucinek je vyjadren Sipkami mezi jednotlivymi
proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivymi proteiny byly vyznaceny podle nasledujicich praci: Bischoff et al.,

1994, He et al., 2021, Dorr et al., 2015, Sanz-Garcia et al., 2008.

6.4.9 Zmény ve fosforylaci proteinti zapojenych v signaliza¢ni draze monomernich
G proteinii z rodiny Rap

Rap GTPézy sdileji velkou podobnost ve struktufe s Ras GTPazami. Také v ramci
signalizace této skupiny GTPé4z doslo ke zméndm ve fosforylaci n€kterych jejich interakénich
partnert (obr. 57). Zmény byly zaznamenany u dvou GEF faktorti Rap GTPéz, Rapgefl a Rapgef6,
a u péti GAP proteint. V sekvenci Rapgefl zpulsobila stimulace TAL pokles ve fosforylaci
na Ser239 a snizeni exprese B-arrestinu2 nartst na Ser375. K interakénim partnerim Rapgef1 patii
adaptorovy protein Crk, u kterého bylo pozorovano zvyseni ve fosforylaci na Ser41 po aplikaci
TAL ke kontrolnim bunkam. Interakci mezi Rapgefl a Crk reguluji E3 ubiquitin ligaza Cblb a
komplex proteinti Abl2 a Ber. U Cblb proteinu doslo k poklesu fosforylace po snizeni exprese
B-arrestinu2 a nebo stimulaci kontrolnich bunék TRH a TAL na Ser476, Ser480, Ser483 a Ser484.
Pokud byly bunky nejprve vystaveny snizeni exprese B-arrestinu2 a nasledné stimulovany TRH
nebo TAL, vyvolalo to nardst ve fosforylaci u zminénych fosforylaénich mist. Fosforylace

komplexu Abl2 a Ber byla zvysena u bunék se snizenymi hladinami B-arrestinu2. Na fosforylaci
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Rapgef6 méla vliv zejména inhibice B-arrestinu2 a také nasledna stimulace téchto bunék pomoci

TAL.
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Obr. 57: Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signalizaci monomernich G proteinu 7 rodiny Rap.
V bledeémodrych rameccich jsou nazvem genu a ID proteinu podle databdaze UniProt vyznacené jednotlivé efektory
Rap GTPaz, u kterych byly zjisteny zmeny ve fosforylaci u kontrolnich GHI bunék nebo u bunék po siRNA inhibici
[-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH nebo TAL. Zelenymi ramecky jsou vyznaceny GEF faktory a cervenymi
ramecky GAP proteiny Rap GTPaz. Fosforylované aminokyselinové zbytky jsou oznacené jednopismennymi
zkratkami (S, serin; T, threonin; Y, tyrozin) a poradim v aminokyselinové sekvenci. Jedna nebo dvé malé barevné
Sipky vedle téchto fosforylacnich mist znaci kvantitativni (fold change uvedeno v hranatych zavorkdch) nebo
kvalitativni zménu, smeér Sipky znaci, zda doslo k naristu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovnani zmén
v ramci kontrolnich bunék a bunék po siRNA inhibici f-arrestinu2, cervené Sipky, TRH/C, porovnani zmen v ramci
kontrolnich bunek a bunék po stimulaci TRH (zluté Sipky); TAL/C, porovnani zmén v ramci kontrolnich bunek a
bunék po stimulaci TAL (modré Sipky); Arr-TRH/Arr, porovnani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
[-arrestinu a stimulaci TRH (hnédé Sipky); Arr-TAL/Arr porovnani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici
S-arrestinu? a stimulaci TAL (zelené Sipky). Stimulacni nebo inhibicni ucinek je vyjadren Sipkami mezi jednotlivymi
proteiny. Asociace a interakce mezi jednotlivymi proteiny byly vyznaceny podle nasledujicich praci: 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
etal., 2005.

Snizeni exprese P-arrestinu2 nebo stimulace kontrolnich bunék TRH vedla k poklesu

ve fosforylaci na Ser361 u proteinu Raplgap2. Naproti tomu, pokud byly aplikovany ligandy
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k bunkam se snizenou expresi B-arrestinu2, doslo k nartistu fosforylace na Ser361. Na Ser365
vyvolala pokles ve fosforylaci pouze stimulace TRH. Fosforylace dalSich dvou proteinti s GAP
aktivitou vici Rap, Raplgap a Sipall3, byla ovlivnéna jen po inhibici exprese B-arrestinu2.
U proteintt Sipal a Sipalll byly vyznamné zmény ve fosforylaci pozorovany také zejména
po snizeni hladin B-arrestinu2 a nebo po nasledné stimulaci ligandy, pouze u zbytkt Serl1629 a
Ser1690 v sekvenci Sipalll byla fosforylace ovlivnéna také aplikaci TRH ke kontrolnim bunikam.

Zmeény ve fosforylaci byly pozorovany také u n€kolika efektortt Rap GTPaz. U kinazy Tnik
vedl pokles v expresi f-arrestinu2 k nartstu ve fosforylaci na Ser640, Ser678, Ser680 a Ser769.
Aktivace TRH-R prostiednictvim TAL zptsobila pokles ve fosforylaci na Ser640 a Ser766. Pokles
ve fosforylaci na Ser206 v sekvenci Rap interak¢niho proteinu Radil vyvolala aplikace TRH nebo

TAL ke kontrolnim bunkam.

6.4.10 Zmény ve fosforylaci proteinii zapojenych v signaliza¢ni draze p-kateninu

Z nasich vysledku se ukazalo, ze aktivace TRH-R muze hrat roli i ve fosforylaci proteinti
ucastnicich se signaliza¢ni drahy B-kateninu (obr. 58). Od komplexu GPCR a B-arrestinu2 miize
dochazet k regulaci B-kateninu bud’to ptes interakci s EGFR a Src, nebo interakci s axinem a
GSK3p. Fosforylace komplexu EGFR (Ser1165) a Src (Ser75) byla ovlivnéna snizenim exprese
B-arrestinu2 a nebo naslednou stimulaci téchto bunék ligandy TRH nebo TAL. Naproti tomu,
nejvice zmén ve fosforylaci komplexu axinu (Ser75, Ser77 a Thr79) a GSK3p (Ser389) vyvolala
stimulace kontrolnich bun€k prostfednictvim TRH nebo TAL, pfipadné stimulace bunck
se snizenymi hladinami p-arrestinu2 pomoci TRH. Rozsahlé zmény ve fosforylaci byly pozorovany
také u vazebného proteinu tankyrazy (Tnks1bpl), enzymu, ktery interaguje s axinem.

V ramci struktury B-kateninu doslo k néristu ve fosforylaci na Ser191 a k jejimu poklesu
na Ser552 u bunék se snizenymi hladinami B-arrestinu2. Na Ser552 navic stimulace TAL zpUsobila
mirny pokles ve fosforylaci u kontrolnich bunék a naopak nartst ve fosforylaci u bunék se snizenou
expresi P-arrestinu2. B-Katenin tvofi komplex s Psenl, u kterého vyvolala stimulace bunék
se snizenou expresi P-arrestinu2 pomoci TRH 1 TAL nartst ve fosforylaci na Ser366, Ser368,
Thr371 a Ser372. Wnt stimulovana signalni dréha je dulezitd zejména pro svou vyznamnou roli
v embryonalnim vyvoji, proto je také velmi diikladné regulovana. U proteinu Dact3, negativniho
regulatoru Wnt signalni dréhy, vedl pokles v expresi B-arrestinu2 ke zvyseni fosforylace na Ser6 a
Ser10. Fosforylace na Serl65 byla také zvySena u bunék se snizenou expresi [B-arrestinu2,
po nasledné stimulaci pomoci TRH a TAL. Zmény lokalizované do funk¢nich oblasti nebo oblasti

pro interakci s dal$imi proteiny jsou shrnnuté v tabulce 21.

120



TRH-R EGFR

Wnt/Frizzled (G3V6K6E)
__» | Src(Qawupg)
' S11651 1)

B-arrestin s7ethostiy
Dvl1 (qowveg) [~S1941tH

DvI2 (p3zB71) -S2114}1[-8.3] \ s1221
DVI3 (pasove) T80 1o | S12410169.71U1E52)

Akt1 (P47196)
/

Dact3 GSK3p | S12910155.8]
(MOR4J7) (ADADG2JSHA) S1261[155.84 }[-363.5]1
’ | S1e5t1t
stott 3894 1[-3.0] _
S Axin1 -s75 ﬁu
(070239) _S77
Tankyrase L
L 552044t
T?;(gszlg)e[)ﬂ :gggggnﬁ B-catenin Arr/Ctl
| T
‘ &|" S1s971k67] Psen1 - sace sseomisan Arr-TRH/Arrt
5154114421%1[3.3]”*3.2] (P97887) -S$372 #1t TAL/CN’

$1358 Arr-TAL/Arr!!

Obr. 58: Zmény ve fosforylaci proteinit zapojenych v signalizaci f-kateninu. V bledémodrych rameccich jsou
nazvem genu a ID proteinu podle databdze UniProt vyznacené jednotlivé proteiny, u kterych byly zjisteny zmeény
ve fosforylaci u kontrolnich GHI1 bunék nebo u bunék po siRNA inhibici [-arrestinu2 a/nebo po stimulaci TRH
nebo TAL. Fosforylované aminokyselinové zbytky jsou oznacené jednopismennymi zkratkami (S, serin; T, threonin,
Y, tyrozin) a poradim v aminokyselinové sekvenci. Jedna nebo dvé malé barevné sipky vedle téchto fosforylacnich
mist znaci kvantitativni (fold change uvedeno v hranatych zavorkdach) nebo kvalitativni zménu, smér Sipky znaci,
zda doslo k naristu nebo poklesu ve fosforylaci. Arr/C, porovnani zmén v ramci kontrolnich bunék a bunek
po SiRNA inhibici f-arrestinu2, cervené Sipky; TRH/C, porovndni zmén v ramci kontrolnich bunck a bunék
po stimulaci TRH (Zluté sipky); TAL/C, porovnani zmen v ramci kontrolnich bunék a bunék po stimulaci TAL
(modré sipky); Arr-TRH/Arr, porovnani zmén v ramci bunék po siRNA inhibici f-arrestinu2 a stimulaci TRH
(hnédé sipky); Arr-TAL/Arr porovnani zmen v ramci bunek po siRNA inhibici p-arrestinu2 a stimulaci TAL (zelené
Sipky). Stimulacni nebo inhibicni ucinek je vyjadien Sipkami mezi jednotlivymi proteiny. Asociace a interakce
mezi jednotlivymi proteiny byly vyznaceny podle nasledujicich praci: Kovacs et al., 2009; Rosano et al., 2009;
Sastre-Perona et al., 2016, Mariotti et al., 2017; Lee et al., 2010, Jiang et al., 2008, Eisemann et al., 2016, Fang
etal.,, 2007; Murayama et al., 1998.
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Tab. 21: Zmény ve fosforylaci proteinii detekované ve funkénich doméndch s enzymatickou aktivitou nebo

interakénich mistech s jinymi proteiny

Nazev proteinu | Fosforylované misto; Lokalizace nebo funkce
identifika¢ni Cislo
v databazi Uniprot pro
organismus Rattus
norvegicus
Axin Ser73, Ser77, Thr79; interakce s tankyrazou
070239
stabilizace -kateninu a
B-katenin Ser191, Ser552; modulace b[iméén}'/ch
A0A0G2JT93 .
procesti
Psen-1 Ser366, Ser368, Thr371, interakce Psen-1
Ser372; P97887 s B-kateninem
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7. Diskuze

Cilem této disertacni prace bylo rozsifit znalosti o zapojeni jednotlivych signalnich molekul
v signalizaci fizené TRH-R. Nejprve jsme se zaméfili na vliv jednotlivych interakénich partnert
TRH-R na pohyblivost tohoto receptoru v plazmatické membrané. Poté jsme zkoumali vliv
vybranych signalnich molekul na funkéni stav TRH-R, na jeho schopnost ménit po aktivaci
intracelularni hladiny IP; a Ca®', nebo dokonce ovliviiovat koncentraci cAMP. Déle jsme se také
zabyvali studiem vlivu signalizace TRH-R na hladiny ROS a na energeticky metabolismus bunék.
A vneposledni fadé¢ jsme zjistovali Glohu B-arrestinu v signalizaci vedouci od aktivovaného
TRH-R k malym GTPazam a MAP kinazam.

V prvni ¢asti prace jsme se vénovali studiu vlivu jednotlivych interak¢nich partnerd TRH-R
na jeho pohyblivost v plazmatické membrang. Za timto ucelem byla pomoci linie HEK293 bunék
vytvorena bunééna linie TRY-1, stabiln¢ exprimujici TRH-R s navazanym zlutym fluorescen¢nim
proteinem na intracelularnim C-konci. HEK293 je bézné pouzivana bunécna linie pro studium
genové exprese, nebot’ je snadno kultivovatelna a transfekovatelna (Geisse a Fux, 2009; Lin ef al.,
2014). Také nami pouzity zplsob transfekce je Siroce vyuzivany a vysoce ucinny (Rahimi ef al.,
2018; Chen ef al., 2016). Ptipojeni YFP na C-termindlni konec GPCR bez vlivu na jeho funkci byl
prokazan napiiklad pro receptor stimulujici folikuly (Mazurkiewicz et al., 2015). Stejnym
zpusobem byl také v nasi laboratofi vytvoren pln¢ funkéni p-OR (Melkes ef al., 2016). TRY-1 linie
byla vybrana na zaklad¢ dikladné mikroskopické analyzy, kde byla sledovana zejména exprese a
lokalizace TRH-R-YFP v plazmatické membrané. Exprese TRH-R v bunkach TRY-1 byla
v porovnani s jeho expresi v bunécné linii E2M11, kde je TRH-R také exprimovan exogenné, nizsi,
a to jak na urovni cDNA, tak na proteinové urovni. V porovnani s GH1 linii, kde je TRH-R
exprimovan endogenné, byla naopak u TRY-1 bunécné linie detekovana ponékud vyssi exprese
TRH-R. Plna funkénost receptoru v TRY-1 linii byla potvrzena jednak schopnosti TRH-R-YFP
internalizovat a jednak méfenim cytoplazmatické koncentrace Ca** po stimulaci receptoru
ligandem.

Pomoci metody FRAP jsme studovali mobilitu TRH-R v plazmatické membrané TRY-1
buné¢k. Lateralni mobilita umoznuje interakce mezi riznymi proteiny v membrang, ¢imz dochazi
k modulaci bunééné signalizace. Spravna mobilita jednotlivych membranovych komponent je tedy
velmi dtlezita a zasadni pro spravnou funkci bunék a fadnou bunéénou signalizaci. Z literatury je
znamo, ze lateralni mobilita GPCRs muze byt ovlivnéna rlznymi zpusoby. Naptiklad bylo
prokézano, ze lateralni mobilitu GPCRs mohou rizné ovliviiovat rizné ligandy (Melkes et al.,
2016). Také zmény v lipidické casti membrany (Brejchova et al., 2015) nebo aktinovy cytoskelet
(Ganguly et al., 2008) mohou vést ke zménam v pohyblivosti receptoru v membrané. Dynamiku
receptoru v membrané mtze ddle modulovat naptiklad dimerizace receptorti nebo jejich interakce

s efektorovymi molekulami (Carayon et al., 2014). Dosud je znama pouze jedna prace zaméfujici
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se na zkoumani pohyblivosti TRH-R v membran¢ bun¢k (Brejchova et al., 2015). Tato prace
popisuje lateralni difuzi TRH-R v souvislosti se zménou fluidity membrany (Brejchova et al.,
2015). Dosud vsak nebyla publikovana zadna prace zabyvajici se vlivem jednotlivych
signalizacnich partnert TRH-R na jeho mobilitu v plazmatické membrané. V nasi studii jsme
ukazali, ze po stimulaci TRH-R pomoci TRH dochazi k vyraznému poklesu v lateralni difazi
receptoru. Tento pokles byl plné zvracen aplikaci antagonisty TRH-R, midazolamu. Pokles
v mobilité receptoru v membrané po stimulaci ligandem byl jiz diive pozorovéan také v piipade
jinych receptor, napifiklad u receptoru pro estrogen (Stenoien et al, 2001) nebo
u glukokortikoidniho receptoru (Schaaf a Cidlowski, 2003). V této praci také zjistili, Ze mobilita
receptoru zdvisi pravdépodobné na afinité kazdého ligandu, ¢im vyssi je jeho afinita, tim je vice
snizena pohyblivost receptoru (Schaaf a Cidlowski, 2003). Podle farmakologickych stranek
iuphar.org (International Union of basic and clinical PHARmacology) je hodnota pKi, ktera
vyjadiuje vazebnou afinitu, pro TRH rovna 7,4 a pKi hodnota pro MDL 5,5. Nase pozorovani,
ze MDL nemeél na pohyblivost receptoru zddny vliv a TRH tuto schopnost u TRH-R vyrazné snizil,
je tedy v souladu s praci Schaafa a kol. Zjistili jsme také, Ze inhibice TRH-R pomoci antagonisty
omezila pohyb frakce receptorti, které se ti¢astni difuzni vymény v membran¢. Samotny TRH nem¢l
na velikost mobilni frakce zadny vliv, jeho souc¢asné podani spolu s MDL bylo schopno efekt MDL
zablokovat. Experimentalné a pomoci pocitacovych simulaci bylo zjisténo, ze vazebna mista
pro TRH a MDL se c¢astecné piekryvaji (Lu ef al., 2004). Je tedy otazkou, zda by kompetice
o vazebné misto mohla alespon caste¢né vysvétlit nami ziskané vysledky.

V dalsi ¢asti prace jsme se zabyvali vlivem jednotlivych proteini ucastnicich se TRH-R
fizené Gg11 signalizacni drahy na pohyblivost TRH-R v membrang. Za timto i¢elem byla snizena
exprese jednotlivych vybranych proteinti pomoci siRNA inhibice. Soustiedili jsme se zejména
na zakladni interak¢ni partnery TRH-R, G proteiny, ale také na enzymy majici roli jak v signalizaci,
tak v downregulaci TRH-R. Co se ty¢e ucinku riznych signalnich molekul na mobilitu GPCRs,
v nedavno publikované praci naptiklad Markova a kol. prokazali vliv B-arrestinul a B-arrestinu2
na lateralni mobilitu p-OR (Markova ef al., 2021). Naopak je také znamo, Ze mobilita GPCR muze
mit vliv na mobilitu jinych interakénich partnerd, zejména G proteint (Lober et al., 2006). NaSim
cilem bylo zjistit mozny vliv jednotlivych vybranych protienti na laterdlni mobilitu TRH-R
v plazmatické membrang. Ziskané vysledky odhalily, ze snizeni exprese G110, GBi, B-Arr2 a
PLCB: zptsobilo vyznamny pokles v hodnoté difuzniho koeficientu. Ve vétSing€ piipadi navic
aplikace TRH vedla k dalSimu poklesu v lateralni mobilit¢ TRH-R. Z téchto vysledkii se da
usuzovat, ze vazba ligandu je mnohem silnéj§im regula¢nim faktorem pro lateralni difuzi TRH-R
v membrané nez pokles v expresi nékterych jeho signalnich partnert.

Dal§im zajimavym uc¢inkem potlaceni exprese Ggi10, GBis, B-Arrl a Gia-1 bylo snizeni
mobilni frakce TRH-R. Pokles v hodnoté mobilni frakce znamena, ze ¢ast molekul TRH-R byla

néjakym zpusobem znehybnéna, napiiklad vazbou s dalS$imi membranovymi proteiny nebo
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cytoskeletarnim aparatem. Nejzajimavéjsim zjisténim této studie bylo, ze po stimulaci TRH doslo
k nejmarkantnéjSimu poklesu v mobilni frakci pravé v pripad€, kdy byla snizena exprese Gia-1
podjednotky. Dalo by se tedy spekulovat, ze prave tato podjednotka G proteind je, mimo klasické
Ggi10, n¢jakym zplsobem zapojena v signalizaci TRH-R. V této studii jsme pouzili TRH
o koncentraci 10 uM. Jedna se o celkem vysokou koncentraci, nicméné byla pouzita i v predchozich
experimentech v nasi laboratofi (Drastichova et al., 2012b), ale byla pouzita i jinymi autory (Jantas
et al., 2009; Jaworska-Feil et al., 2010; Brejchova et al., 2015). Je mozné, Ze pomérné vysoka
spekulativni a vyzaduje si dal$i zkoumani.

Tato disertacni prace se ve své druhé Casti zabyvala vlivem jednotlivych vybranych
signalnich partnert TRH-R na jeho funk¢ni stav, pfedevSim na jeho schopnost uvoliovat
po aktivaci ligandem Ca** z intracelularnich zasobaren do cytozolu nebo modulovat intracelularni
koncentraci dalich druhych posld. K monitorovani hladin volného cytoplazmatického Ca*" jsme
vyuzili barveni pomoci fluorescencni sondy Fura-2AM, které bylo pouzito v souvislosti
se zjistovanim u¢inku TRH na intracelularni koncentraci Ca*" také napiiklad u bovinnich bun&k
sekretujicich prolaktin (Akerman et al., 1991). Uz diive bylo zjisténo, ze nejen koncentrace ligandu,
ale také mnozstvi receptord a G proteinti vyrazn¢ ovliviiuje desenzitizaci TRH-R (Ostasov et al.,
2008; Novotny et al., 1999). Nas zajimalo, zda i hladiny dalSich interakénich partnerd TRH-R
mohou mit na proces desenzitizace vliv. Pfi pouziti TRY-1 bunécné linie jsme ziskali fadu
kontroverznich vysledkl. Stimulaci bunék ligandem TRH po dobu 10 sekund doslo pfi umlceni
exprese G110, Gg110, GB1, GBis2, B-Arrl a PLCB; k nartistu v intracelularni koncentraci Ca** ionti.
Naopak pokles v koncentraci Ca?* byl detekovan po inhibici GBa, B-Arr2 nebo Gsa.
Po tiicetisekundové stimulaci bun&k prostfednictvim TRH byl pozorovéan pokles ve vylevu Ca**
iontil do cytozolu po snizeni hladin Gqa, B-Arr2 nebo Gso.. Nartst v koncentraci Ca®* ionti naopak
zpisobila inhibice B-Arrl/2 a PLCP;. Také v pfipadé pozorovéni desenzitizace receptoru
po aplikaci druhé davky TRH dochéazelo k ponékud piekvapivym vysledkim. Nekteré nami
detekované zmény v koncentraci volného Ca** v cytozolu a rozdily v desenzitizaci TRH-R
po inhibici vybranych proteinti se t€zko vysvétluji, mizeme vSak usuzovat, ze umélé zvyseni
exprese TRH-R v HEK293 bunkach pravdépodobné ovliviiuje zapojeni dalSich interak¢nich
partnert v signalizaci fizené timto receptorem. Z literatury je také ziejmé, ze pfipojeni velkého
fluorescencniho proteinu k molekule receptoru mtze mit vliv na jeho funkénost (Meyer a
Fromherz, 1999; Lalonde et al., 2003). V nasem ptipad¢ byl YFP pfipojen praveé na intracelularni
C-konec, ktery je dulezity pro interakci receptoru s dal§imi signaliza¢nimi komponentami. Nami
vytvoieny receptor byl sice schopny vylevu Ca** po stimulaci TRH, pfipojeni YFP by mohlo ale
vést k zapojeni jinych signalizaénich mechanismti vedoucich od aktivovaného TRH-R. Toto
vysvétleni navic podporuji ponékud odlisné vysledky ziskané z méfeni intracelularni koncentrace

Ca*" u E2 bun&éné linie, ktera je, stejné jako TRY-1 linie, odvozena od HEK293 bunék. Metoda
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siRNA inhibice spojena s vizualizaci Ca** byla dfive pouzita napfiklad u HeLa bunék (Lang et al.,
2011). Snizeni genové exprese pomoci siRNA inhibice mtize mit ale jisté limitace. Jak je zfejmé
z imunoblotl, mira exprese jednotlivych proteint po inhibici nami pouzitych siRNA byla vyrazné
sniZena, ale kazda bunka mohla byt transfekovana riizné siln¢. Z toho diivodu mohla byt odpoveéd
kazdé bunky zkreslena prave tim, do jaké miry dana buika ten uréity gen exprimovala.

Protoze metoda meéfeni véapnikovych odpovédi po aplikaci ligandu nepfinesla pfilis
uspokojivé vysledky, zaméfili jsme se na procesy nachazejici se v signalizaci TRH-R o krok diive,
tedy na hladiny volného IP;. Méfeni jsme provedli na bunécné linii E2, u které vylev vapniku
z intracelularnich  z&sobaren po siRNA inhibici vybranych proteini vice odpovidal
predpokladanym zménam. Nami pouzitd metoda (IP-One-Gq kit a HTRF stanovujici mnozstvi IP;)
je uz dlouho povazovana za vhodnou pro stanoveni aktivity PLCP, a tedy produkce IP3 (Trinquet
et al.,2006). Podle ptfedpokladu, stimulace bunék pomoci TRH vyrazné zvysila produkci IP; a efekt
hormonu byl zablokovéan pisobenim MDL, cozZ je pln€¢ v souladu s tim, ze MDL funguje jako
kompetitivni antagonista na TRH-R (Lu et al., 2004). Protoze nés zajimalo, které proteiny maji
na hladiny IP; v buiikach nejvétsi vliv, opét jsme vyuzili techniku siRNA inhibice. Tato metoda
byla uz diive pouzita ke studiu vlivu riznych typi GRK (Jones ef al., 2007) a fosfataz (Gehret a
Hinkle, 2013) na procesy fosforylace a defosforylace TRH-R. V nasem ptipadé vedla inhibice
GRK2, ktera je pravdépodobné hlavni kinazou fosforylujici TRH-R (Jones et al., 2007), k nartistu
v produkci IP3, coz je v souladu s pfedchozimi studiemi a s tim, Ze TRH-R byl za téchto podminek
daleko pomaleji desenzitizovan. Stejné tak i inhibice B-arrestinu2 vedla k narGstu v intracelularni
koncentraci IP3;. Naproti tomu, pokud byla sniZena exprese -arrestinul nebo obou typl B-arrestinti
najednou, doslo k vyznamnému poklesu v produkci IPs. Dalo by se z toho tedy spekulovat, ze
TRH-R vyuziva k desenzitizaci zejména B-arrestin2, nicméné také B-arrestinl se zda byt zapojen
v signalizacnich procesech vedoucich od TRH-R. Odlisna uloha B-arrestint v GPCR fizené
signalizaci byla potvrzena napfiklad pro p-OR (Markova ef al., 2021). Je tedy mozné, Ze také
TRH-R vyuziva oba arrestiny rozdiln€. Zajimavym vysledkem dale bylo, Ze pokud jsme pouzili
siRNA proti Gqo, produkce IP; byla po stimulaci TRH mirné¢ sniZena, pokud ale byla snizena
exprese Gyia, nedoslo k zd&dné zméné v produkci IP3 po aplikaci TRH. Rozdélenim bunéénych
homogenath pomoci ureové elektroforézy bylo zjisténo, ze E2 buiiky obsahuji relativné€ vysokou
hladinu Gqo oproti G110, ¢imz by se daly vysvétlit nami ziskané vysledky, nebot’ pokud jsme cilené
snizili expresi proteinu, ktery je v buiikach zastoupen v nizkych hladinach, nezpiisobi to takové
zmeny jako kdyz je sniZzena exprese vysoce zastoupen¢ho proteinu.

Dalsim cilem této prace bylo zjistit, zda aktivace TRH-R miize spoustét signalizaci pres
G,a protein a které dalsi proteiny by se potencialné mohly Gc¢astnit regulace této drahy. Prokazali
jsme, Ze stimulace dvou typ bunék (E2 a GHI linie) pomoci TRH nebo TAL vedla k nartistu
v intracelularni koncentraci cAMP zpiisobem zavislym na koncentraci ligandu. Cileny pokles Gsa

podjednotky pomoci siRNA inhibice v téchto bunikach zplsobil pokles v mnozstvi cAMP az

126



na uroven kontrolnich bunék. Je tedy zfejmé, ze tato podjednotka G proteini ma svou roli v TRH-R
fizené signalizaci, jak uz bylo predeslano dfive (Gautvik et al., 1977; Paulssen et al., 1992a;
Kineman et al., 1996; Johansen et al., 2001). Abychom zjistili, které proteiny by se mohly ucastnit
regulace AC po aktivaci TRH-R, pouzili jsme opét metodu siRNA inhibice. Nejvyraznéjsi rozdil
v ucincich TRH a TAL mezi obéma liniemi byl detekovan pfi potlaceni exprese B-arrestinul a
B-arrestinu2. Zatimco u E2 linie doslo k vyznamnému poklesu v produkci cAMP po stimulaci TRH
nebo TAL pokud byla snizena exprese B-arrestinul nebo obou typt B-arrestinu zaroven, u GHI
linie byl zjistén pokles v produkci cAMP, pokud byla cilené¢ potlacena exprese P-arrestinu2.
Markova a kol. zjistili, ze B-arrestinl a B-arrestin2 odli$né€ reguluji aktivitu AC (Markova et al.,
2021). Dalo by se tedy v souladu s tim usuzovat, ze ziejmé kazda bunécna linie pouziva jiné
signaliza¢ni drahy k regulaci funkce AC, v §irSim smyslu k modulaci stejnych buné¢nych procest
a ze zejména B-arrestiny maji v této regulaci vyznamny vliv. V ptipadé E2 bunék jsme navic nalezli
dalsi proteiny s potencidlnim vyznamem pro regulaci AC aktivity, nebot’, na rozdil od GH1 linie,
vedla stimulace TRH-R u E2 bunék se snizenymi hladinami Gqa 2 Giia k poklesu v intracelularni
koncentraci cAMP a inhibice PLCB; naopak k narGstu v mnozstvi cAMP v téchto bunkach,
s vyrazngj$im efektem TRH nez TAL. Siln¢jsi ucinek TRH oproti TAL je mozné vysvétlit jeho
vyssi afinitou k TRH-R (Thirunarayanan et al., 2012). Fakt, Ze jsme pozorovali vice zmén u E2
linie mize souviset s tim, Ze v pripadé téchto bunék je umele zvysena exprese TRH-R1 (Kim et al.,
1994) a tudiz mnozstvi aktivovanych receptor nemusi odpovidat pfirozenym podminkam, zatimco
u GH1 linie je receptor exprimovan piirozen¢. Rozdil ve schopnosti TRH-R interagovat s Gsa a
tedy stimulovat AC byl od 90. let minulého stoleti spojovan s diverzitou TRH-R. Bylo prokazano,
ze E2 bunky, které exprimuji vylucné dlouhou izoformu TRH-R, jsou po stimulaci schopny
aktivovat G110, ale nikoliv Gsa protein (Kim et al., 1994), coz je pon€kud v rozporu s nasimi
vysledky. Naproti tomu GH3 butiky ziejmé exprimuji dvé odlisné varianty TRH-R, dlouhou a
kratkou izoformu, které vznikaji alternativnim sestfihem, a pravé ztoho divodu jim byla
pfipisovana schopnost aktivovat krome signalizace sprazené s Gy 10 také signalizaci pres Gsa (Kim
etal., 1994).

Daéle jsme se zaméfili na zkoumani vlivua TRH a TAL na expresi dvou kinaz, konkrétné
ERK1/2 a Akt, a také jejich fosforylovanych forem. Fosforylace obou kinaz byla po stimulaci TRH
1 TAL zvySena. Aktivace kinazy ERK1/2 prostfednictvim TRH nebo TAL byla pozorovana uz diive
(Ohmichi et al., 1994a, b; Smith et al., 2001; Oride et al., 2008; Zheng et al., 2018a, b). S aktivaci
signalni drahy zahmujici PI3K/Akt jsou spojovany antiapoptotické uc¢inky TRH a jeho analogt
(Jaworska-Feil et al., 2010).

V dalsi casti prace jsme sledovali vliv TRH a TAL na redoxni rovnovahu, energeticky
metabolismus a cytoprotekci u GH1 bunécné linie. Protektivni ucinky obou ligandd i dalSich
analogi TRH jsou znamy. Naptiklad TRH a jeho analogy montirelin, RGH-2202 a Z-TRH

v koncentracich 0,1-50 uM snizily poskozeni SH-SY5Y buné¢k zptisobené 5 rliznymi neurotoxiny
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pouzivanymi pro studium neurodegenerativnich poruch jako je Alzheimerova, Parkinsonova nebo
Huntingtonova choroba (Jaworska-Feil et al., 2010). Mezi faktory, které pfispivaji k progresi
zminénych chorob, se fadi pravé mitochondrialni dysfunkce, oxidacni stres a fada dalSich
proapoptotickych faktort (Mattson, 2006; Swerdlow, 2007; Danielson a Andersen, 2008; Gil a
Rego, 2008). Nase vysledky na GH1 buiikach ukazaly narist celkové antioxida¢ni kapacity
po stimulaci TRH i TAL a také v hladinach vétSiny antioxida¢nich enzymi. Nartst v transkripci
katalazy a SOD2 byl detekovan po stimulaci hormony HPT osy také u keratinocytt lidské kiize
(Vidali et al., 2014). TRH a TAL v nasi studii dale prokdzaly svtjj u€inek proti oxidaénimu stresu
vyvolanému #-BHP, kdyz oba v koncentraci 1 pM zvySily Zivotnost bun€k, snizily mnozstvi
uvoliovaného enzymu LDH a hladiny ROS indukované #BHP. Na bunééném modelu
Parkinsonovy choroby, SH-SY5Y buiikdch, TAL v koncentraci 5 uM snizil produkci ROS
indukovanou 1-methyl-4-phenylpyridiniem (MPP+) nebo rotenonem (Zheng et al., 2018b). t-BHP
patii mezi Siroce pouzivané latky vyvolavajici oxidativni stres a apoptdzu, a tudiz dobie slouzi
ke studiu protektivnich u€inkd riznych substanci (napi. Skrabalova et al., 2018; Jung et al., 2019).
V nasi studii jsme zjist'ovali ochrannou roli TRH a TAL proti oxidativnimu stresu zpisobenému
nizkymi koncentracemi -BHP. Zajimavé bylo, ze v piipadé GH1 buné¢né linie jsme pti aplikaci
zvysujicich se davek +-BHP nepozorovali zadné na davce zavislé zmény v bunécné viabilite, jako
byly diive pozorovany napiiklad u H9¢c2 bun¢k (Skrabalova et al., 2018). Jakakoliv davka ~-BHP
v rozmezi 5-320 uM zpusobila ptiblizn¢ 40% pokles v bunécné viabilité. Nami pouzité koncentrace
jsou spiSe nizké, GH1 bunkam pravdépodobné sta¢i k aktivaci apoptotickych drah pouha
pritomnost malého mnozstvi §kodlivé latky bez rozdilu v jeji koncentraci. Je tedy mozné, ze GH1
bunky si vyvinuly uréity adaptaéni mechanismus, ktery jim slouzi k ochrané ostatnich sesterskych
bun¢k pred oxidativnim stresem a aktivaci apoptotickych procest.

TRH je klicovym hypotalamickym reguldtorem energetického metabolismu predev§im
diky svému vlivu na sekreci hormont §titné zlazy. Bylo zjisténo, Ze intratekalné aplikovany TRH
a jeho metabolit, histidyl-proline diketopiperazine, potlacuji aktivitu mitochondrialniho komplexu
111, cytochrom c reduktazy, u novorozenych potkanti (Miyamori et al., 1988). U organovych kultur
lidské ktize TRH stimuloval transkripci nékolika klicovych mitochondridlnich genti, zvysil aktivitu
mitochondridlnich komplexii I a IV a spottebu kysliku (Knuever et al, 2012). Mimo jiné
se hormony HPT osy ucastni regulace energetického metabolismu a redoxniho stavu
v keratinocytech vlasovych folikult (Vidali et al., 2014). I piesto, ze vliv TRH a ostatnich hormont
HPT osy na funkci mitochondrii je evidentni, naSe vysledky tuto skutecnost nepotvrdily. Ani jeden
z ligandl neprokazal v naSich experimentech na GH1 bunécné linii vliv na spotiebu kysliku, ani
na zadny z parametri mitochondrialni respirace, ani na expresi mitochondridlnich enzymu.
Nekompatibilita naSich vysledkd s vySe zminénymi studiemi je pravdépodobné zplsobena

odlisnosti v experimentalnich podminkach a bunécnych typech.
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B-Arrestiny ovliviiuji fadu intracelularnich signalizacnich drah, které se podileji prave
napiiklad na regulaci funkce mitochondrii. Jsou i ur¢ité zminky o regulaci oxida¢niho stresu pomoci
B-arrestinti (Philip ef al., 2015; Tan et al., 2021). Nas zajimalo, zda by inhibice B-arrestinu2 mohla
ovlivnit funkci mitochondrii po stimulaci TRH-R. Nase vysledky z experimentti na GH1 linii
ukazaly, ze inhibice B-arrestinu2 nema zadny vliv ani na spotfebu kysliku, ani na jednotlivé
komplexy oxidativni fosforylace. Ve shrnuti se da fici, ze akutni aplikace TRH i TAL vykazuje
jisté antioxidacni vlastnosti a také protektivni roli vii¢i ~BHP-indukovanému oxidativnimu stresu,
nema vSak zadny vliv na komplexy oxidativni fosforylace u GH1 bunck.

V posledni ¢asti prace jsme se vénovali studiu vlivu B-arrestinu2 na fosfoproteom u GH1
buné¢k po stimulaci TRH-R. U E2M11 bunécné linie bylo prokazéano, ze dlouhodobé piisobeni TRH
ma relativné velky vliv na bunécny proteom (Drastichova et al., 2010). Vliv TRH nebo jeho analogti
na expresi proteinil, se zfetelem na fosforylované proteiny, u jinych bunéénych linii nebyl dosud
studovan, a to presto, Zze by zmény v expresnim profilu mohly pomoci lépe porozumét
mechanismiim, které se za aktivaci GPCRs skryvaji. V nasi studii jsme v kazdé experimentalni
skupiné zjistili stovky zmén ve fosforylaci proteind, z nichz byla jen néktera fosforylacni mista
lokalizovana ve funkénich doménach s enzymatickou aktivitou nebo interak¢énich mistech s jinymi
proteiny. Jinak se podle databiaze Uniprot vétS§ina zménénych fosforylatnich mist nachazela
v neuspotradanych oblastech protein. Tyto vysledky jsou v souladu s hypotézou stanovenou
na zakladé predikce fosforylaénich mist proteini pomoci webového nastroje DISPHOS,
ze k fosforylaci proteinli dochazi prevazng v jejich vnitiné neuspotradanych oblastech (Iakoucheva
et al., 2004). Souvisi to pravdépodobné s regulacni schopnosti posttranslaénich modifikaci, jako je
fosforylace, pro fadné sbaleni proteinu a tedy jeho spravnou funkci (Bah et al., 2015).

Aktivace TRH-R prostfednictvim TRH nebo jeho analogu TAL méla za nasledek rozdilné
zmeény ve fosforylaci proteint souvisejicich se signaliza¢nimi drdhami malych GTP4az a MAPK
kaskadami jak u kontrolnich GH1 bunék, tak u bun¢k se snizenymi hladinami B-arrestinu2, z cehoz
by se dalo usuzovat, ze TRH a TAL mohou alespoii ¢aste¢né piisobit jako tzv. usmériovaci agonisté
na TRH-R a tedy zprostiedkovavat rizné¢ bunécné procesy vedouci k riznym fyziologickym
disledktim. Nami ziskané rozdilné ucinky TRH a TAL by se daly ¢astecné vysvétlit odliSnou
afinitou TAL k TRH-R ve srovnani s TRH (Thirunarayanan et al., 2012). Jelikoz GH1 buné¢na
linie je klonalni kmen nddorovych bun€k hypofyzy potkana, které¢ pravdépodobné exprimuji
vyhradné¢ TRH-R1 (Sun et al., 2009), a také bylo prokazano, ze uCinky TAL v CNS mysi jsou
zprostfedkovany ptfedev§im TRH-R1 (Thirunarayanan ef al., 2013), rozdily v ti€¢incich TRH a TAL
na fosforylaci proteini by se daly vysvétlit tak, Ze pfinejmensim G¢inky TAL by mohly byt
umoznény pravé aktivaci TRH-R1 a uc¢inky TRH primarné aktivaci TRH-R1, ale okrajové také
TRH-R2.

Ackoliv bylo prokazano, ze TRH i TAL mohou aktivovat MAPK kaskady (Ohmichi et al.,
1994a, b; Smith et al., 2001; Oride et al., 2008; Zheng et al., 2018a, b), ziejmé k tomu neni potieba
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interakce TRH-R s B-arrestinem (Smith et al., 2001). V nasi fosfoproteomické studii nebyla
fosforylace ERK1/2 po stimulaci TRH ani TAL detekovana, piestoze zvyseni ve fosforylaci tohoto
enzymu jsme potvrdili pomoci imunoblotu a bylo prokazano uz dfive u GH3 linie po stimulaci
100 nM TRH (Oride et al., 2008) nebo v ptipadé TAL v urcitych ¢astech mozku u mysiho modelu
Parkinsonovy choroby (Zheng et al., 2018b). NaSe vysledky ale odhalily zmény ve fosforylaci
B-Raf proteinu po stimulaci TRH i TAL, ktery zprostiedkovava pienos signalu z Ras na MEK
kindzu a tedy v konecném dusledku fidi také funkci ERK1/2. Zmény ve fosforylacich byly
detekovany také u dalSich pfimych interakénich partnert této kinazové kaskady, napiiklad u KSR2
a Cnksrl, a to zejména po snizeni exprese B-arrestinu2. Stejné€ jako v ptipadé ERK1/2 nebo MEK,
z4dné zmény ve fosforylaci po stimulaci bunék TRH a TAL nebyly detekované ani u dalSich
MAPK, jmenovite Map3kl, Map3k2, Map3k5, Map3k9 nebo Map4k4, zatimco stimulace TAL
naopak ovlivnila fosforylaci u Map3k7 a oba ligandy vyvolaly zmény ve fosforylaci u Map3k4 a
Map4k]1. Fosforylace vSech uvedenych MAPK ale byla ovlivnéna u bunék po inhibici -arrestinu2
nebo piipadné po nésledné stimulaci ligandy. Lze tedy fici, ze zmény v expresi -arrestinu mohou
ovlivnit fosforylaci a tedy i signalizaci riznych MAPK tim, Ze dojde k naruSeni interakci mezi
klicovymi molekulami. Tyto vysledky jsou vsouladu stvrzenim, Ze [-arrestin funguje
v signalizacnich drahdch GPCRs jako scaffold a umoziuje tak jednotlivym signaliza¢nim
molekulam ztstat v tésném kontaktu a tim modifikovat dynamiku jednotlivych kaskad (Bourquard
etal., 2015).

Existuji studie, které potvrzuji, Ze nejen signalni transdukce TRH-R (Romano ef al., 2003),
ale také P-arrestin (Peterson a Luttrell, 2017) mohou byt zapojeny do signalizac¢nich drah
zahrnujicich malé GTPazy. Nase vysledky potvrzuji tato zjisténi, nebot’ na GH1 linii jsme ukéazali,
ze jak aktivace TRH-R, tak nepfitomnost B-arrestinu2 mély vliv na fosforylaci riznych proteini
interagujicich s malymi GTP4zami a také jejich GAP a GEF. Velmi zajimavé v tomto ptipadé¢ bylo,
ze zmeny ve fosforylaci nekterych proteind byly po aktivaci TRH-R protichtidné t¢inku snizené
exprese PB-arrestinu2 na tuto fosforylaci, jak je vidét napiiklad u n€kterych proteinti zapojenych
v signalizaci RabGTP4z (naptiklad Rabepl, Rabep2, Denndla a dalsi). Tato data naznacuji roli
B-arrestinu2 v endocytarnich, lysozomdalnich a sekrec¢nich drahach aktivovanych TRH-R.
Detekovali jsme také né€kolik proteind, u kterych doSlo po stimulaci ligandy k fosforylaci
v opacném sméru u bunék bez snizené exprese B-arrestinu2 oproti bunkam se sniZzenou expresi
tohoto proteinu (napfiklad Rock2, Lats1 a dalsi). Stejné tak jsme evidovali nékolik proteind, jejichz
fosforylacni mista nebyla po stimulaci TRH-R ovlivnéna sniZzenou expresi B-arrestinu2 (naptiklad
Ptk2b, Wnk2 a dalsi). Z vySe uvedenych informaci lze vyvozovat, ze B-arrestin2 je klicovou
molekulou pro vazbu mnoha proteini a jeho nedostatek ma veliky vyznam pro signaliza¢ni procesy
zprostredkovavané malymi GTPazami iniciované aktivaci TRH-R. V ramci signalizacnich drah
malych GTPaz jsme dale objevili nékolik proteint, které funguji jako signaliza¢ni uzly a jednotlivé

transdukce mezi sebou propojuji. Tak napiiklad protein Lats1 spojuje signalizace GTPaz z rodin
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Ras a Rac pres komplex Arhgef7, Git a Scrib se signalizaci Arf a Cdc42. Kinaza Akt spojuje
procesy fizené GTPazami Ras a Arf, protein Ulkl zase sptfahuje signalizaci Ras s Rab, Src
propojuje Ras s Rho a CK2p ptekryva signalizace Ras a Rac. Je tedy patrné, Ze signaliza¢ni
mechanismy vedouci od aktivovaného receptoru k naslednym efektorim mohou byt velice
komplexni a Ze aktivace jediného receptoru ma vliv hned na nékolik kaskad zaroven.

V této studii jsme dale poodhalili vliv TRH, TAL a sniZené exprese B-arrestinu2 na procesy
tvorby vackd, jejich transport a endocytdzu, nebot’ jsme v souvislosti s nékolika drahami malych
GTPaz zaznamenali zmény ve fosforylaci podjednotek AP komplexu a jejich interakénich partnerti.
Zatimco adaptorovy protein AP-2 interaguje s klatrinem a je zodpovédny za rozpoznani nakladu a
endocytarni procesy od plazmatické membrany (Traub, 2009), AP-3 se icastni transportu proteint
do riiznych bunécnych organel (Robinson a Bonifacino, 2001). V ramci AP-2 komplexu jsme
pozorovali zmény ve fosforylaci al-podjednotky po snizeni exprese B-arrestinu2 nebo po nasledné
stimulaci buné€k se snizenymi hladinami tohoto proteinu pomoci TAL. Co se ty¢e AP-3 komplexu,
aktivace TRH-R pomoci TRH a TAL vyvolala zmény ve fosforylaci u jeho B-podjednotky. Stejné
zmeény byly pozorovany také u interakéniho proteinu adaptorovych proteinti, Btbd8. Efekt téchto
dvou ligandt byl v ptipadé obou proteinii zrusen, pokud byla snizena exprese p-arrestinu2. Lze tedy
usuzovat, ze aktivace TRH-R hraje urcitou roli ve vackovém transportu jak na plazmatické
membrang, tak v dalSich bunécnych kompartmentech a B-arrestin2 je zasadni molekulou, ktera
tento transport zprostfedkovava.

Bylo zjisténo, ze TRH ovliviije fosforylaci tyrozini v molekule EGFR a tento jeho efekt
muze byt zprostfedkovan riznymi signalnimi drahami (Wang et al., 2000b; Luo et al., 2006). Jeden
ze zpusobl zahrnuje aktivaci Src prostfednictvim GPy komplexu (Luo et al., 2006). V naSich
experimentalnich podminkach jsme nezjistili zmény ve fosforylaci EGFR po stimulaci ligandy, ale
zvysena fosforylace byla detekovana u bunék se snizenou expresi B-arrestinu2, nikoliv vSak
na tyrozinovych zbytcich, ale na Ser1165. Tato fosforylace byla zvracena stimulaci bunck
s nizkymi hladinami B-arrestinu2 ligandem TAL. Stejny trend jsme pozorovali i u proteinu Src, kde
jsme u bun€k se snizenymi hladinami B-arrestinu2 detekovali také zvySenou fosforylaci, a to
na Ser75, ktera byla po stimulaci téchto bunék ligandy opét zvracena. Zadny z ligandii ale nemél
na fosforylaci Src vliv v pfipadé stimulace kontrolnich bun¢k. Fosforylace tohoto mista je spojena
se zvySenou ubiquitinylaci a sméfovanim Src k proteazomalni degradaci, naopak snizena
fosforylace Src je spojovana s jeho aktivaci (Pan et al., 2011). Bylo popsano, ze B-arrestin pisobi
jako adaptorovy protein, ktery je potieba pro vytvoreni komplexu aktivovaného GPCRs se Src
proteinem (Luttrell ef al., 1999). Z naSich dat by se tedy dalo usuzovat, Ze Src je aktivni ve spojeni
do komplexu s aktivovanym TRH-R a B-arrestinem2 a jeho aktivita zce souvisi s mnozstvim
pritomného [-arrestinu2. Prostfednictvim komplexu s GPCR, EGFR a Src B-arrestin zfejme
reguluje také fosforylaci B-kateninu na tyrozinu a v komplexu s axinem a GSK3p PB-katenin

stabilizuje (Rosano et al., 2009). B-Arrestin tedy piedstavuje nezbytnou slozku signalizace
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Wnt/B-kateninu. Vna$i studii jsme zaznamenali mnoho proteinli souvisejicich
s Wnt/B-kateninovou signalizaci, jejichz fosforylace byla zménéna u bunék se sniZzenou expresi
B-arrestinu2, at’ uz stimulovanych ligandy nebo nestimulovanych. Naptiklad pravé zminéné EGFR
a Src. Dale jsme pozorovali rozdilné zmény ve fosforylacich také u proteinu axin po stimulaci
kontrolnich bunék a bunék se snizenym mnozstvim B-arrestinu2. Dalo by se tedy shrnout, ze
po aktivaci TRH-R dochazi k regulaci komplexti sestavajicich z B-arrestinu2, EGFR a Src anebo
B-arrestinu2, axinu a GSK3p a ze kazdy zligandi mize na tyto komplexy pusobit odlisné
v zavislosti na konformaci indukované vazbou na TRH-R. Dal$i z moznosti, jak by mohla aktivace
TRH-R ovliviiovat signalizaci souvisejici s B-kateninem je pies Psen-1, nebot’ u tohoto proteinu
jsme zaznamenali zmény ve fosforylacnich mistech pfitomnych v oblasti pfimo zodpoveédné
za interakci s B-kateninem (Murayama et al., 1998). Signalizace B-kateninu mize byt ovlivnéna
dréhou zahrnujici PI3K/Akt (Fang ef al., 2007; Sastre-Perona et al., 2016). V nasi studii jsme
pozorovali, ze po sniZeni exprese f-arrestinu2 a/nebo aktivaci TRH-R doslo k rozsdhlym zménam
ve fosforylaci Akt. Bylo prokazano, ze fosforylace B-kateninu na Ser552 je fizena proteinkindzou
Akt bud’to pres signalizaci vedouci od EGFR nebo pies Ras a PI3K (Fang et al., 2007; Lee et al.,
2010; Sastre-Perona et al., 2016). V nasi studii doSlo ke zménam ve fosforylaci B-kateninu
na Ser552 po snizeni exprese [-arrestinu2 a/nebo stimulaci TAL. Signalizace zahrnujici
EGFR/Ras/PI3K/Akt byla tedy ovlivnéna zejména u bun¢k se snizenymi hladinami B-arrestinu2 a
stimulaci téchto bun¢k TAL. Naproti tomu, zmény ve fosforylaci u Dvl proteint,, GSK3p a axinu,
které reguluji funkci B-kateninu pies aktivovany receptor frizzled, byly pozorovany po stimulaci
kontrolnich bunék TRH nebo TAL, nebo po stimulaci bunék se snizenou expresi P-arrestinu2
pomoci TRH. Tyto vysledky tedy poukazuji na zapojeni TRH-R aktivované signalizace v regulaci
aktivity B-kateninu a naznacuji rozdilné u€¢inky TRH a TAL v téchto signalizacnich transdukcich.
Jak bylo uvedeno dfive v této praci, signalizace vedouci od aktivovaného TRH-R by mohla
mit své uplatnéni v modulaci priitbéhu nebo 1éCby neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou
Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba, protoze jak TRH, tak jeho rizné analogy vykazuji jisté
neuroprotektivni U€inky (Jaworska-Feil et al., 2010; Zheng et al., 2018b). V nasi studii jsme
prokazali zmény ve fosforylaci proteinti souvisejicich s témito neuropatologiemi indukované TRH
nebo TAL. V pfipadé¢ Alzheimerovy choroby bylo zjisténo zapojeni PI3K/Akt/mTOR drahy,
snizend aktivita AMPK a naopak zvySend aktivita p38 MAPK nebo inhibice Wnt signalni drahy
(Martinez-Cue a Rueda, 2020). V patogenezi Parkinsonovy choroby pravdépodobné hraje roli
naruseni intracelularniho transportu, poskozeni funkce Rab7 a zapojeni p38/JNK signalni drahy
(Bohush et al., 2018; Cherubini a Wade-Martins, 2018). Nase vysledky tak pomahaji rozklicovat
molekularni mechanismy stojicimi za G¢inky TRH a TAL s vyuzitim modelu snizené exprese

B-arrestinu2 v GH1 bunkach.
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8. Zavér

Tato disertacni prace vznikla na zdkladé dvou publikovanych studii a dalSich
nepublikovanych dat zabyvajicich se vlivem ustfednich signalnich molekul TRH-R-fizené
signalizace na chovani receptoru v membrané a na pienos signalu od receptoru smérem k riznym
efektorovym molekulam.

Vysledky prvni studie ukazaly, Ze nejen stimulace pomoci TRH, ale také piitomnost
jednotlivych signaliza¢nich molekul ma zasadni vliv na pohyblivost TRH-R v membran¢. TRH
vyrazng snizil difuzni koeficient, nemél vSak zadny vliv na velikost mobilni frakce. Na druhou
stranu, pokud jsme pouzili antagonistu TRH-R, MDL, efekt TRH byl zablokovan a ¢ast TRH-R
v membrang byla uréitym zplisobem znehybnéna, protoze doslo k vyznamnému poklesu v mobilni
frakci. Zkoumani zapojeni vybranych signalnich molekul v parametrech lateralni pohyblivosti
TRH-R v membrané odhalilo vliv t¢éméf vSech studovanych proteinti jak na velikost difizniho
koeficientu, tak na mobilni frakci, i€inek TRH byl ale ve vétsing ptipadu siln€jsi nez vliv zménéné
exprese jednotlivych proteind. Nejsilngjsi efekt na hodnotu difizniho koeficientu byl zaznamenan
po inhibici Gg110, GBir, B-Arr2 a PLCP1, hodnota mobilni frakce byla nejvice ovlivnéna snizenim
hladin Ggmi0, GBi2, B-Arrl a Gio-1 proteinii. Nejzajimavéjsim zjisténim této prace byl prave
vyrazny pokles v mobilni frakci po snizeni exprese Gio-1, naznacujici zapojeni této podjednotky
v TRH-R tizené signalizaci.

Vliv jednotlivych signalizacnich molekul na funk¢i stav TRH-R byl sledovén jak na trovni
intracelularnich hladin Ca?*, IPs, ale také cAMP. Mé&feni intracelularni koncentrace Ca** prokazalo
odlisny vliv Gqo a Giia proteinti na vylev tohoto druhého posla z intracelularnich zasobaren
v odpovédi na TRH jak u TRY-1, tak u E2 linie, zkoumani pasobeni jednotlivych signalnich
molekul na desenzitizaci tohoto receptoru by vsak vyzadovalo dalsi vyzkum, nebot’ nase vysledky
v tomto ohledu neprokazaly jednotny ucinek. Vysledky ziskané nepiimym métenim IP3;, pomoci
Py, naznacily regulaci aktivity PLCP prostfednictvim hned n€kolika proteinti. Aplikace TRH vedla
ke zvySeni koncentrace IP3, coz bylo zablokovano MDL. Vyznamny pokles v produkei IP; byl
zaznamenan, pokud byla snizena exprese Ggii0, GBiz, PLCBi nebo RGS2. Naopak nardst
v koncentraci IP; zplsobil pokles v expresi GRK2, B-arrestinu2 nebo dokonce Gsa a Gia.. Dokazali
jsme, Ze pokud je nedostatek proteinti dilezitych pro signalni transdukci TRH-R, dochazi k poklesu
v aktivit¢ PLCP, naopak pokud jsou snizené hladiny proteint dtlezitych pro desenzitizaci TRH-R,
jako jsou GRK2 a B-arrestin2, dochazi ke zvyseni aktivity PLCP. Nase vysledky také naznacuji, ze
TRH-R pravdépodobné po své aktivaci ptisobi také pies jiné Ga proteiny (Gsa a Gia), a ¥idi prenos
signalu pomoci jinych signalnich drah, nebot’ nedostatek téchto proteinil vede k vyraznému zvyseni
v produkci 1P;. Zkoumani mozného vlivu signalni drahy TRH-R na aktivitu AC potvrdilo, Ze
po aktivaci této drahy jak TRH, tak TAL dochazi ke zvySeniprodukce cAMP. Zapojeni

jednotlivych proteinti v tomto procesu bylo vice ziejmé na modelu bunécné linie E2, kde byl
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pozorovan pokles v produkci cAMP po inhibici Ggi100 proteind a naopak nardst v koncentraci
cAMP po snizeni hladin PLCP. Velmi zajimavym zjiSténim byl rozdil v zapojeni odlinych podtypt
B-arrestinu v regulaci aktivity AC u rtiznych bunéénych linii. Zatimco v pfipadé¢ E2 bun¢k byl
vyrazny pokles v produkci cAMP detekovan po snizeni exprese B-arrestinul, u GH1 bunécné linie
to byl naopak B-arrestin2, ktery zptsobil pokles v produkci cAMP.

Dalsim zjisténim této prace bylo, ze TRH a TAL vykazuji antioxida¢ni G¢inky, nebot’ jsme
po stimulaci GH1 bunék pozorovali narast v celkové antioxidacni kapacité a také zvySenou expresi
antioxidacnich enzymu. Také jsme prokéazali mirné protektivni uc¢inky TRH a TAL proti
oxida¢nimu stresu vyvolanému ~-BHP. Ani jeden z agonistd TRH-R ale neprokazal zadny ucinek
na spotfebu kysliku, ani na procesy oxidativni fosforylace.

V posledni studii jsme ukazali, Ze aktivace TRH-R ale také urovei exprese p-arrestinu2 ma
klicovou tlohu v signalnich drahach malych GTP4az a MAPK, nebot jsme pozorovali zmény
ve fosforylaci mnoha proteinii téchto drah souvisejici se snizenou hladinou B-arrestinu2. Nami
pouzité ligandy, TRH a TAL, vykazovaly v fad¢ proteinil odliSny vliv na jejich fosforylaci, coz
poukazuje na uréity usmeérnovaci agonismus téchto ligandti vii¢i TRH-R. Také jsme prokazali tlohu
TRH-R signalizace a B-arrestinu2 ve fosforylaci proteinli z mnoha dutlezitych signalizacnich
kaskad, které jsou zapojené napiiklad v progresi neurodegenerativnich chorob.

Tyto vysledky v souhrnu naznacuji, Ze vyfazeni nekterého z interakénich partnerti nebo
stimulace receptoru riznymi ligandy ma zasadni vliv jak na pohyblivost receptoru v membrang, tak

ve svém dusledku také na vybér signalnich drah urcujicich vysledny (pato)fyziologicky ucinek.
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binding and by interaction with some cognate signaling proteins
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ABSTRACT

‘Objectives: Extensive research has been dedicated to elucidating the mechanisms of signal transduc-
tion through different G protein-coupled receptors (GPCRs). However, relatively little i known about
the regulation of receptor movement within the cell membrane upon ligand binding. In this study we
focused our attention on the thyrotropin-releasing homone (TRH) receptor that typically couples to
Ggrn proteins.

Methods: We monitored receptor diffusion in the plasma membrane of HEK293 cells stably expressing
yellow fluorescent protein (YFP)-tagged TRH receptor (TRHR-YFF) by fluorescence recovery after photo-
bleaching (FRAPL

Results: FRAF analysis indicated that the lateral movernent of the TRH receptor was markedly reduced
upon TRH binding as the value of its diffusion coefficient fell down by 55%. This effect was prevented
by the addition of the TRH antagonist midazolam. We also found that siRNA-mediated knodk-
down of G, G, frarestin? and phospholipase €1, but not of Gal, f-amestinl or G protein-
coupled receptor kinase 2, resulted in a significant decrease in the rate of TRHR-YFP diffusion, indicat-
Ing the involvement of the former proteins in the regulation of TRH receptor behavior. The observed
partial reducthon of the TRHR-YFF mobile fraction caused by down-regulation of Gal and [-amestinl
suggests that these proteins may also play distinct roles in THR receptor-mediated signaling.
Conclusion: These results demonstrate for the first time that not only agonist binding but alse abun-
dance of some signaling proteins may strongly affect TRH receptor dynamics in the plasma membrane.
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Introduction

G protein-coupled receptors (GPCRs) initiate multiple signal-
ing pathways controlling a varety of cellular responses. Initial
events, fundamental to all types of GPCR-mediated signaling,
occur at the plasma membrane via protein-protein interac-
tions and lead to activation of heterotrimeric GTP-binding
proteins (G proteins). An understanding of the role of GPCRs
requires characterization of their organization and behavior
in the plasma membrane. it has been proposed earlier that
the lateral mobility of membrane-bound receptors has an
important role in cellular signaling [1]. GPCRs must interact
with their cognate G proteins in order to effect signal trans-
duction and hence are necessary mobile within the plane of
the membrane. Receptor movement within the plasma mem-
brane is determined not only by receptor type but also by
cellular comtext [2,3].

The diffusion of proteins can be monitored by fluores-
cence recovery after photobleaching (FRAF). However, so far
only a few studies hawve dealt with analysis of GPCR move-
ment using this approach. Barak et al. [4] investigated [
adrenergic receptor diffusibility on live cell membranes and
demonstrated that real-time optical measurements of recep-
tor interactions and dynamics on living cells are feasible.

By using FRAP, Pucadyil et al [5] found that the cell surface
dynamics of serotoninlA receptor is modulated in a G pro-
tein-dependent manner. Besides that, it has been reported
that p-opioid receptor diffusion can be regulated by heterol-
ogous activation of other GPCRs, namely by sz-adrenergic or
WPFF: receptors [6]. There is also some evidence to suggest
that agonists may affect receptor movement in the plasma
membrane [7,8] We have recently shown that the lateral
miobility of p-opioid receptor can be diversely influenced by
biased agonists [9].

Thyrotropin-releasing hormone (TRH) receptors belong to
the GPCR superfamily. Upon exposure to agonist, these
receptors stimulate phospholipase Cfi through coupling to
Gyqy proteins, leading to the activation of phosphoinasitide
metabolism. Similarly as for other GPCRs, TRH receptor func-
tion can be regulated by G protein-coupled receptor kinases
(GRKs) and f-arrestin (fAm) [10,11]. We have previously dem-
onstrated that the signal transduction efficiency through TRH
receptors is dependent on cholesterod content in the plasma
membrane [12]. Interestingly, Brejchova et al. [13] recently
reported that TRH receptor mobility was only slightly altered
by cholesterol depletion. Mevertheless, decrease of choles-
terol level impaired the functional coupling between the
receptor and its cognate G, proteins.
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At present, there is no information about the possible
effect of ligand binding to the TRH receptor on the lateral
maobility of this receptor. Likewise, it has not beem deter-
mined whether the interaction of the TRH receptor with its
cognate signaling molecules may affect receptor mowvement
im the plasma membrane. In this study, we sought to address
these issues. For this purpose we used HEK293 cells stably
expressing yellow fluorescent protein (YFF)l-tagged TRH
receptor (TRHR-YFP] and performed a series of FRAP experi-
ments under different conditions. Our analyses revealed a
significant decrease in TRH receptor diffusion rate upon
agonist binding, as well as in cells with diminished expres-
sion of Gy, Gf. f-arrestin2 or phospholipase CR1 (PLCR1).
To the best of our knowledge, these results constitute the
first report on the effect of different cognate signaling pro-
teins on receptor mobility.

Materials and methods

Cell culture, plasmid construction and stable
transfection

Human embryonic kidney (HEK293) cells were cultivated in
Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM) supplemented
with 10% fetal calf serum and antibiotics at 37°C in a
humidified atmosphere of 5% (0,

The expression vector was constructed using pcDNA3-YFP
plasmid (Addgene plasmid no. 13033, a gift from Doug
Golenbock, University of Massachusetts Medical Schoal,
Worcester, MA) and the DMA sequence encoding the human
TRH receptor [Source BioScience, Mottingham, UK). YFP tag
was attached to the C-terminus of the receptor sequence
using standard molecular biology technigues and In Fusion
HD Cloning Kit [Clontech, Mountain View, CA). The sequence
of the resulting construct (TRHR-YFP) was werified by DMNA
sequUEnCing.

HEK293 cells were transfected with the above-mentioned
plasmid wusing Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen,
Carisbad, CA). Two weeks posttransfection, the cells were
sorted on a BD Influx TM cell sorter (BD Biosciences, Franklin
Lakes, MJ), and thereupon grown for & weeks in the presence
of geneticin (800 pg/ml). This resulted in the isolation of sew-
eral cell clones harboring the introduced plasmid DNA. One
of these clones stably expressing TRHR-YFF, designated TRY-
1, was used for all subsequent experimentis. The expression
level of TRHR-YFF in these cells (as assessed by immunoblot-
ting) was comparable to endogenous expression of TRH
receptors in pituitary GH1 cells. The specificity of TRHR anti-
body (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA; sc-11574)
used for this purpose was confirmed elsewhere [14].

Agonist/antagonist treatment and siRNA knockdown
experiments

To investigate the effect of ligand binding to the TRH recep-
tor on its mobility in the plasma membrane, TRY-1 cells were
incubated for Smin with either 10pM TRH (agonist) or
100uM midazolam (antagonist) alone or in the presence of
both these ligamds min prior to commencing selective
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photobleaching experiments. When these ligands were used
together, midazolam was added 5 min before TRH. Cells were
always imaged for a maximum of 15min upon ligand
addition.

Specific gene silencing was performed wsing appropriately
designed siBMAs (Santa Cruz Biotechmology, Dallas, TX),
which were directed against individual mRNAs encoding
selected signaling proteins. TRY-1 cells seeded in glass bot-
tom-wells were transfected with the appropriate siRMA
(25 pmol) or the negative comtrol siRMA (25 pmol) using
Lipofectamine RNAiMax transfection reagent according to the
manufacturer's  instructions  (Life Technologies, Carlsbad,
CA)L. The list of the siRMA sequences is displayed in
Supplementary Table 51. The silenced cells were used for fur-
ther analysis 48h after transfection. The relative expression
levels of target proteins after siRMA knockdown were moni-
tored by Western blotting using the following primary
antibodies from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TH): Ggaio
(5c-392), G (sc-391), GP1 (sc-379), GP2 (sc-380), BAm! (sc-
9182), PArr2 (sc-13140), GRE2 (sc-562) and PLCP1 (sc-9050).

FRAP measurements and analysis

The presumed effects of ligand binding to the TRH receptor,
as well as the consequences of knockdown of its cognate sig-
naling molecules on lateral diffusion of the receptor in the
plasma membrane were examined by confocal microscopy
and FRAP. Live-cell microscopy was performed at 37°C in 5%
C0; on a Zeiss LSM 880 confocal laser scanning microscope
(Carl Zeiss AG, Jena, Germany) equipped with 4012 W
DKl € Apochromat objective lens and back-thinned CCD
camera (Zeiss Awio Cam, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Germany). Photobleaching was accomplished on a defimed
regien of interest of 2 um diameter using the 488 and 514
nm lines from 40-mW Argon laser operating at 100% power
as described previously [9). Each bleaching lasted 300 ms (six
iterations). For imaging, the laser power was attenuated to
2% of the bleach intemsity. Images were acquired im
512 = 512 format with a scan speed of 500Hz. Fifteen pre-
bleach images were collected and immediately after photo-
bleachimg 400 successive postbleach images were recorded
for monitering the fluorescence redistribution. Background
subtraction and bleaching correction were performed before
fluorescence quantification. FRAP recovery curves were fitted
with a two-component diffusion model and apparent diffu-
sion coefficients and mobile fractions were cakoulated. The
data were analyzed using easyFRAP, a MATLAB platform-
based tool [15].

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism &
(GraphPad Software, San Diego, CA). All data sets were
checked for normality of distribution using the Shapiro-Wilk
test. Data were compared by one-way analysis of wariance
(ANOVA) followed by Bonferromi post-hoc test. The
Bonferroni correction was taken into account to adjust for
any multiple comparisons issues. Differences were considered
to be significant at p values of = 05, Results are presented as
means+5EM and are representative of at least three inde-
pendent experiments.
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Figure 1. Characterization of the TRY-1 cell Ere {A] Calcium resporse to TRH in
HEK2S3 and TRY-1 cells. IntraceBular Ca®™" relesse upan receptor stimulstion
was reconrded s previously described [16]. The curves represent the change in
fuarescence imtersity of the Ca”" indicstor Fura-/AM detected in non-trans-
fected HEKFE celli [black] ar cells transfected with TRHR-YFP (red) after wni-
foemn stimulation with 10 mM TRH. The increzse of the fuorescence intensity
carespands to the rise in cytoplasmic free Ca’* hevels. {E] Repressntative Fluor-
escence confocal microscopy images of TRY-1 cells. Microphotographs show the
subcellular distribution of the yellow color comesponding to the flucrescence
signal of TRHR-YFP in the maddle plane [cytoplesmic cross-section) of resting
TRY-1 cells [feft) and of cells trested with 10pM TRH (night} for 10min. TRH
induced dwhitantial tranidocation of TRHR-YFP from the plama membeane to
the irside of the cell. Scalle bar, 10pm

Results and discussion

The FRAP technique prowvides a powerful means to gquantita-
tively study molecular diffusion. Here we applied this
approach to monitor lateral movement of TRH receptors
within the plasma membrane of living TRY-1 cells [HEK293
cells stably expressing fluorescently labeled TRH receptor).
The presence of functional TRH receptors in this cell line was
confirmed by the ability of TRH to elicit intracellular calcium
transients (Figure 1(4)) that were similar to those observed in
HEK293 cells expressing exogenously introduced untagged
TRH receptors [16]. TRH receptor mobility in the plasma
membrane was characterized through determination of the
apparent diffusion coefficients and mobile fractions.

We first investigated the cellular distribution of TRHR-YFP
im TRY-1 cells. Whereas TRHR-YFP was almost exclusively
localized in the plasma membrane under resting conditions,
stimulation with TRH resulted in a pronounced translocation
of the receptor into the cell interior (Figure 1(El). This finding
is compatible with a relatively fast intermalization of TRH

receptors induced by agonist treatment of GH3 or VTGP
cells [17,18]. Mext, we determined the mobility and dynamics
of TRHR-YFP by FRAP of 2-um diameter areas on the basal
membrane of TRY-1 cells (Figure 2{Al)l. It is known that FRAP
measurements based on use of a fol plane through the
center of the cell can be affected by the movement of the
cell {or the membrane) and a relatively high signal-to-noise
ratio can be encountered under these conditions. Therefore,
we decided to measure FRAP at the bottom cell membrane
where the whole bleach spot represents the membrane. This
region is guite commonly used for determining the lateral
movement of membrane proteins [19.200. Moreover, in a pre-
vious study, Brejchova et al [13] did not reveal any signifi-
cant differences between the walues of the diffusion
coefficients of the TRH receptor determined in plasma mem-
brane areas adjacent to the glass support and in plasma
membrane areas corresponding to optical sections through
the middle of the cells.

FRAP experiments were performed on control (naive) cells,
as well as on cells treated with either the receptor agonist
TRH or antagonist midazolam alone, or in the presence of
both these ligands in the culture medium. Typical fluores-
cence recowery curves obtained in control and TRH-exposed
cells are shown in Figure 2(B). Our analysis of TRHR-YFP
mobility by confocal FRAP before and after adding TRH or
midazolam indicated that the agonist and antagonist exerted
diverse effects on the receptor. Whereas the antagonist mida-
zolam did not affect TRHR-YFP movement, TRH markedly
reduced (by 55%) the diffusion rate of the receptor in the
plasma membrane [Figure 3[A)L The apparent diffusion coef-
ficient (D) decreased from 0362002pm*/s in control cells
to 0.16+0.02 pI'I'IJ.I'E in TRH-exposed cells. This significant
decrease in 0 induced by agonist binding to the receptor
was prevented by midazolam. In the absence of added lig-
and, TRHR-YFP exhibited similar mobility as observed for
some ather GPCRs under resting conditions. For example the
D wvalues for [z-adrenergic, neurckinin MK2 and p-opicid
receptors were found to range from 0.2 to 0.4 pm?/s [4,6,7]
Interestingly, Brejchova et al. [13] recently reported that WS-
epitope and eGFP-tagged version of TRH receptor in HEK293
cells possessed a somewhat clower mobility (D = 0.2 pm?/s).
The observed slower rate of receptor movement can appar-
ently be explained by different type of its modification that
might have affected receptor behavior. The mobile fraction
(M) of TRHR-YFP [i.e. the percentage of available mobile pro-
teim), which represented roughly 85% of the total receptor
population in control cells, was not significantly affected by
TRH, but decreased in the presemce of midazolam (Figure
3(B)). The fraction of mobile GPCRs wsually comprises about
70-90% of the receptors [6,7,13,21], indicating that these
receptors have a substantial fraction free to diffuse in the
membrane. This is in good agreement with the values deter-
mined for TRHR-YFP in our experiments.

The observed marked decrease in TRHR-YFP mobility
{reduction of the D wvalue by 55%) caused by TRH binding
cormesponds to results of some earlier studies. Similar
decrease in receptor mobility was previously detected after
agonist binding to some GPCR (estrogen, glucocorticoid and
MMDA glutamate GluR1) as well as non-GPCR (TrkA or
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Figure 3. Effect of receptor agonist and antagonist binding on the Lsteral mobility of TRHR-YFP. Photohleaching experiments were performed with contral
[unstimulsted) TEY-1 cells {CON} and with celis exposd to 10 pM TRH {agonist) or 100 ph midarclam (MOL, antagonist). Both thess ligands were adided 1o the cul-
ture medium Smin before starting the experiments and celis were kept in this medium throughout the anahysi. When these two agents wene used in combinatian,
MDL was applied 5 min before TRH. The vabues of diffusion coefficients (8] and mobile fractions (B) of TRHR-YFP wese calculsted from confocal FRAP by fitting the
FRAFP data with a bwo-component model. Dats are means & SEM (N = 104 for CON, N = 71 for TRH, N = 15 for MDL, N = 35 for MDL + TRH), ***p < 000 verus can-

trold [unstemulated) cells.

TRPV1) receptors [8.22-25]. Om the other hand, agonist
stimulation increased the mobility of CRF2 or GABA; recep-
tors and had no effect on the mobility of [i;- and ps-adrener-
gic receptors [26,27] Stimulation of MK2 receptors with
agonist reduced the diffusion rate of these receptors and
enhanced their mobile fraction [7]. Following P2X1 receptor
activation the rate of FRAP was doubled, while the immobile
fractionm of receptors was umaffected [28]. These diverse data
indicate that the lateral movement of different receptors in
the plasma membrane may be differently affected by agonist
binding. It is still not clear why receptor mobility changes in
an  unpredictable way upon  agonist  occupancy.
Unfortunately, only litthe information is available about the
effect of antagonists on receptor membrane dymamics. it has
previously been shown that the opicid antagonist naloxone
did not change p-OR lateral mobility [6,9]. Here we observed
that midazolam binding to the TRH receptor did not affect

the diffusion coefficient of the receptor, but significantly
decreased its mobile fraction {(Figure 3(B)). This may suggest
that antagonist binding could at least partially restrict TRH
receptor movement within the plasma membrane.

Finally, we aimed to investigate the possible effect of pre-
sumed cognate and noncognate signaling molecules on
TRHR-YFP mability. For this purpose gene expression of G,
vit, Gixl, G, f-arrestinl and 2 (BAml and fAr2), GRE2 or
PLCAT in TRY-1 cells was silenced with appropriately
designed siRMAs. The relative abundances of selected signal-
ing proteins before and after siRNA-mediated knockdown
were monitored by immunoblotting. Immunoblot data indi-
cated that the targeted gene knockdown was successful and
substantial down-expression of selected genes was achieved
(Figure 4). Down-regulation of some of these proteins signifi-
cantly influenced TRHR-YFP mobility. In some cases, the
receptor mobile fraction was partially altered and the
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Figure 4. ldentification of selected signaling prateins in TRY-1 cells. To suppress
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spexific silNA is indicated at the top of sach panel.

diffusion coefficient was reduced to different extent (Table
1). The mast pronounced decrease (by about 30%) in the D
value was detected in cells with diminished expression of
Gy and GP. Interestingly, down-regulation of BAm2 and
PLCH1, im contrast to Gyal, fArr] and GREZ, also reduced the
rate of TRH-YFP diffusion. Under all these conditions, TRHR-
YFFP movement was slowed down ewen further by the add-
ition of TRH (Table 1). Likewise, cholesterol depletion by
P-cyclodextrin (performed according to [12]) resulted in
reduction of the D value, which was further augmentad by
agonist ocoupancy (data not shown). All these results indi-
cate that agonist binding functions as much strenger regula-
tory factor limiting the rate of receptor lateral movement
than the lack of certain signaling proteins or cholesterol. Our
current findings also suggest that not only interaction of the
TRH receptor with its cognate Guqy proteins but also with
pAmr2 and PLCE may strongly affect the receptor behavior
in the plasma membrane.

Interestingly enough, down-regulation of G2 Gal, GJ
or BArrl, but not of [BArr2, GRK2 and PLCE1, led to a partial
reduction (by about 7-18%) of the receptor mobile fraction
[Table 1), which is indicative of local confinement. Moreover,
in cells with diminished expression of Gul, the addition of
TRH markedly reduced the M; value [from 76 to S50%)

Table 1. Lateral diffusion characteristics of TRHR-YFP in the plasma memibrane
of TAY-1 cells.

Condition D ipm s M, %) N
Contral 0362002 Bzl 104
[ 0X3 4002 FE R 40
Ggx' = TRH 015 2002 B3x3 18
Gy 0.2 3 (.03 +* 794 2% 41
Gra+TRH 0162002 B8543 38
Ggnyz!! 0352003+ 7937 35
Gy g2+ THH 00008 91" Y
Gl 0352008 TEx 3% 14
r;:f:-‘mm 021 £0.04%4" SO g HET 18
Gi," 028+ 003 Bdx3 53
Gfh'“+TRH 016 2003+ F P 35

;- 025 40.03** 822 40
Gf,"'+TRH 0124008 B9:3 i
Gfhg"! [T 77£3* 30
Gfha +TRH 019200z Bax 3 40
panrt"! 0412004 65440+ 32
Barrt=!+TRH 019 4 0.0+ +# 664 6%+ 25
pan2=! 027 4002 B3 43
Bar2~! +TRH 017 £ 0OFs s o o 3 43
GRz'” 0304008 B2 43
GRKZ'+TRH 021 2005+ Bzl 41
FLCp™! 037 2 0.0F*+ Bl 49
PLCR1 - TRH 018 20,03+ Bixd a8

The values of apparent diffusion cosfficents (D) and mobile fractions (M) of
TRHA-YFP were calculated from confocal FRAP data obtained from 15 to 104
independent measurements (M. All data sre mears = SEM.

*p 05,

o,

*ttp < 001 wersus control [unstimulated) cells.

ip < 105,

dp < 01,

dddp < 001 verus cormesponding sifNA-sllenced celk.

Ulsipn, krotkdown.

Curiously, no such effect was observed in cells expressing
lower levels of several other signaling proteins. The molecular
mechanism  behind this phenomenon s not  clear
Impartantly, Gl has not heretofore been considered as an
intrinsic  part of the TRH receptor signaling system.
Hotwithstanding, our observations indicate that the paucity
of this allegedly noncognate protein may someshow affect
the TRH receptor mobile fraction and thus possibly modulate
signal transduction through this receptor. The distinct effects
imparted on TRH-YFP mobility by substantial elimination of
[iArr] or fArr2 suggest that there might be a special relation-
ship between the TRH receptor amd PfArr isoforms. It has
been previously noted that fArr! and A2 can ‘reciprocally
regulate’ ERK signaling initiated wia the angiotensin Il type
Al receptor [29]. The distinct modes of interaction of the
two PAr isoforms with the TRH receptor may encourage
speculation that dissimilar regulation at the PAr level could
perhaps exist also in the case of this receptor. However, this
hypothesis must be experimentally comoborated.

Whereas the observed decline of TRH receptor mobility
due to agonist occupancy can be quite satisfyingly explained,
it is mot readily ewvident why its mobility should decrease
after the diminishing of some signaling proteins. It is known
that agonist stimulation of the TRH receptor is followed by
GRE-mediated receptor phosphonyation and BArr recruitment
[30]. Besides that these receptors can form dimers and we
previously reported that agonist binding strongly promotes
TRH receptor dimerization [14]. All these agonist-initiated
events could well contribute to the reduction in TRH receptor
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mobility. GRE2 is a cytosolic protein uniguely targeted to the
membrane from the cytoplasm in a signaling-dependent
manner [31]. Therefore, it is perhaps not too surprising that
decreased GRK2 expression did not significantly affect TRH
receptor movement in the plasma membrane under resting
conditions. Howewer, it is much less clear why down-regula-
tion of other signaling proteins (G2 Gal, G fArr and
PLC[1) slowed down the rate of TRH receptor diffusion and/
or reduced the receptor mobile fraction. It can be assumed
that these proteins may have an indispensable role in TRH
receptor ofganization in the plasma membrane and thus par-
ticipate in the modulation of receptor lateral movement.
Monetheless, it remains to be determined why down-regula-
tion of these proteins leads exclusively to a decrease in TRH
receptor mobility. To sum up, this study indicates for the first
time that the mobility of membrane-bound receptors can be
distinctly affected by changes in abundance of different sig-
naling proteins.
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Abstract: In recent years, thyrotropin-releasing hormone (TRH) and its analogs, including taltirelin
{TAL}, have demonstrated a range of effects on the central nervous system that represent potential
therapeutic agents for the treatment of various neurological disorders, including neurodegenerative
diseases. However, the molecular mechanisms of their actions remain poorly understood. In this
study, we investigated phosphosignaling dynamics in pituitary GHI cells affected by TRH and TAL
and the putative role of B-arrestin? in mediating these effects. Our resulls revealed widespread
alterations in many phosphosignaling pathways involving signal transduction via small GTPases,
MAP kinases, Ser/Thr- and Tyr-protein kinases, Wnt/ f-catenin, and members of the Hippo pathway.
The differential TRH- or TAL-induced phosphorylation of numerous proteins suggests that these
ligands exhibit some degree of biased agonism at the TRH receptor. The different phosphorylation
patterns induced by TRH or TAL in R-arrestin2-deficient cells suggest that the B-arrestin scaffold is
a key factor determining phosphorylation events after TRH receplor activation. Our results suggest
that corpounds that modulate kinase and phosphatase activity can be considered as additional
adjuvants to enhance the potential therapeutic value of TRH or TAL

Keywords: f-arrestin; GHI cells; small GTPase-mediated signaling: taltirelin; thyrotropin-releasing
hormone; TRH receptor

1. Introduction

Thyrotropin-releasing hormone (TRH) is a tripeptide consisting of pyroglutamyl-
histidyl-proline amide. It is produced by neurons in the hypothalamus and circulates
through the hypophyseal portal system to the anterior pituitary, where it binds to its re-
ceptors and stimulates the release of other hormones [1,2]. TRH is thus a fundamental
element involved in the regulation of many hormonal and metabolic functions. TRH has
been reported to exert numerous beneficial effects due to its antiapoptotic [3-5] or neuro-
protective [6,7] properties. This peptide is also considered a potential therapeutic agent
for the treatment of neuredegenerative diseases, especially Parkinson's and Alzheimer 's
disease [8]. Because of TRH's short half-life in the bloodstream, low hipophilicity, long time
to cross the blood brain barrier, and potent HPT axis-stimulating effects [9,10], a number of
TRH analogs have been synthesized [11]. Among them, the superagonist taltirelin (TAL)
seems to be a promising drug due to its much longer half-life and duration of action [12,13].
TAL has a 10-100 times stronger stimulatory effect on the central nervous system and
an eight times longer time of action than TEH and was approved for the treatment of
spinocerebellar degeneration [10].

The effects of TRH and TAL are mediated by the thyrotropin-releasing hormone
receptor (TRH-R), which belongs to family A of G protein-coupled receptors (GPCRs).
Two subtypes of TRH-R (TRH-R1 and TRH-R2) have been detected in rodents. TRH-R1
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is highly expressed in the pituitary gland, whereas TRH-R2 is not detected or is detected
at low levels in the anterior pituitary and was absent in the neurointermediate lobe of the
pituitary [14,15]. TRH-R2 exhibits higher basal signaling activity and is internalized more
rapidly than TRH-R1. Its long-term activation with TRH results in a lower induction of
transcription of the reporter gene [15]. Agonist-bound TRH-R activates phospholipase Cp
via Gg/ 11 proteins, which subsequently triggers the hydrolysis of phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate into two second messengers: inositol 1,4, 5-trisphosphate (IP3) and diacyl-
glyceral (DAG) [16]. IP3 then moves away from the membrane, binds to IP3 receptors on the
endoplasmic reticulum, and allows the release of Ca?* into the cytosol, where it modulates
various signaling pathways. DAG remains near the cell membrane and activates protein
kinase C [17]. Other signaling pathways triggered by TRH include MAPK signaling [15],
phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/ Akt signaling [5] and Rho and Ras signaling [19,20].

It has been well-established that TRH-R is phosphorylated and binds to f-arrestin
after agonist exposure [21]. p-Arresting are cytosolic proteins that are among the most
important regulatory molecules. Upon binding to a phosphorylated receptor, f-arrestins
serve as adapters that link receptor molecules to components of the endocytic apparatus
formed by clathrin and adapter protein-2, thereby arresting the signaling and acting as
a negative regulator. This is consistent with the original idea describing the function
of f-arrestins as key molecules for receptor internalization. There are two 3-arrestin
isoforms, f-arrestind and B-arrestin2, which are ubiquitously expressed [22] and able to
interact with TRH-R [21]. p-Arrestins are also associated with a very hot topic in current
molecular pharmacology called biased agonism. This term describes the process by which
different agonists can activate different signaling pathways through one type of receptor
by stabilizing different receptor conformations. This basically means functional selectivity
of a particular ligand for one of two signaling pathways that lead either through G proteins
or f-arrestin. This mechanism has been demonstrated for several GPCRs, including those
coupled to Gq/11 [23-25]. However, to date, there is no direct evidence for biased agonism
at TRH-R.

Currently, it is clear that the role of B-arrestins is much more diverse. These molecules
can have a number of signaling functions, for example, they link Src kinases to receptors [26]
or serve as scaffolds for binding individual components of mitogen-activated protein kinase
(MAPK) cascades, such as Raf-1, MEK1, and ERK1/2 [27-29]. Interestingly, it appears
that TRH-R does not require the recruitment of B-arrestin to activate MAPK signaling
pathways [18]. The list of other proteins that interact with f-arrestin includes regulators
of small GTPase activity, components of the [NK and p38 pathways, casein kinase 2,
PI3K and components of the Wnt/j-catenin pathway [30]. It is worth noting that these
interactions can be strongly influenced by phosphorylation. The phosphorylation state
of Src and the dishevelled proteins DVL1 and DVL2 determines their interactions with -
arrestin [3(0]. Protein phosphorylation is among the regulatory mechanisms that determine
not only protein interactions but also their activation /deactivation, stability and subcellular
localization. Phosphorylation and dephosphorylation events are mediated by kinases and
phosphatases, respectively, and occur at serine (Ser), threonine (Thr), or tyrosine (Tyr)
residues. Most kinases act on both serine and threonine residues (Ser/ Thr kinases (STKs)),
others act on tyrosine (Tyr kinases (TKs)), and some act on all three residues (dual-specificity
kinases (DSKs)) [31].

It is known that j-arrestin2 regulates many signaling pathways in a positive or neg-
ative manner [30]. GPCR-dependent activation of Rho kinase signaling increased the
association of arrestin with PTEN phosphatase, resulting in the recruitment of PTEN to the
plasma membrane, its activation, and negative regulation of Akt signaling [30]. B-Arrestin
negatively regulates PAR2 receptor-mediated Cded2 activation [30]. It positively regulates
assembly of the PP2A-Akt-GSK3f complex and subsequent PI3K/ Akt-dependent survival
signaling or positively mediates Racl activation through Wnt5A [30].

There is some evidence that certain small GTPases may also be involved in TRH-R-
mediated signaling [32]. Small GTPases are GTP-binding proteins that are divided into five
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subfamilies: Ras (Ras, Ral, Rap), Rho (Rho, Rac, Cdc42), Rab, Arf, and Ran [30]. The activity
of small GTPases is regulated by guanine nudeotide exchange factors (GEFs) and GTPase
activator proteins (GAPs). While GEFs stimulate the exchange of GDP for GTP to activate
the small GTPases, GAPs promote GTP hydrolysis to inactivate them [33]. Most of the
150 identified GEFs and GAPs are expressed in the brain with specific spatial and temporal
expression patterns, but their functions have not been fully elucidated [34]. Small GTPases
and their regulators are modified by phosphorylation, which controls their stability and
activity, subcellular localization, and interactions with binding partners [35-37].

In the present study, we investigated the phosphosignaling dynamics in rat pituitary
GH1 cells treated with TRH or TAL. Moreover, our studies revealed a specific role of
p-arrestin? in determining phosphorylabion events induced by TRH or TAL

2. Materials and Methods
2.1. Materials

The GH1 cell line (CCL 82) was purchased from the American Tissue Type Collection
(Rockville, MD, USA). Horse and fetal bovine sera were from Gibeo (Carlsbad, CA, USA),
LipofectamineThl RNAIMAX and p-arrestin2 antibody were from Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA). All others chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
and were of the highest purity available.

2.2, Cell Culture, siRNA Inhibition and Drug Treatment

GH1 cells (ATCC CCL-82), the tumor cells from pituitary gland of Rattus norvegicus,
weere routinely grown in Ham's F-12 Nutrient Mixture supplemented with 15% horse serum,
2 5% fetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotic-antimycotic solution at 37 °C in 5% CO,
humidified atmosphere. Before starting the experiment, growth medium was replaced with
medium supplemented with 1% FBS.

For transfection with siRNA, cells were grown in 75 cm, 2 tissue culture flasks, each
sample in triplicate. At 50% confluence, cells were transfected with siRNA against (-
arrestin? or control siRNA using Lipufectarm'.nem RMNAIMAX reagent according to the
manufacturer s instructions. Briefly, control or f-arrestin? siRMA were mixed with an
appropriate amount of Lipofectamine RNAIMAX in serum-free Opti-MEM medium and
incubated for 5 min at room temperature to obtain siRNA-lipid complexes which were then
added to each flask.

Then, 2 days after the transfection, cells were treated with or without 1 uM TREH or
1 uM taltirelin (TAL) to ensure that a maximal response to stimulation was elicited. After
30 min of incubation in the absence (control) or presence of ligands, cells were washed
with phosphate-buffered saline (PBS) and subsequently harvested by centrifugation using
Hettich Universal 320 centrifuge (1800 rpm, 10 min, 4 “C). Cell pellets were snap-frozen in
liquid nitrogen and stored at —8&0 “C until use.

2.3. Western Blof Analysis

Harvested cells were resuspended in TMES buffer (250 mM sucrose, 20 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA and 3 mM MgCly; pH 7.0) and briefly sonicated. Homogenates were solubi-
lized in Laemmli buffer and separated in 10% polyacrylamide gels using the Mini-Protean
Il apparatus (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The resolved proteins were electrotransferred
from the gel to a nitrocellulose membrane and stained with Ponceau 5 (0.1% (/o) in
5% acetic acid (v/7)) to verify equivalent protein loading and normalize the data. After
blocking with 5% reduced-fat milk in TBS-T buffer (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% Tween
20 (v/v); pH 8.0), membranes were incubated with primary antibodies against p-arrestinl
or f-arrestin2 at 4 °C overnight. The next day, membranes were washed three times with
TBS-T buffer, probed with secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase for 1h
at room temperature and washed three times with TBS-T buffer. Blots were visualized with
the enhanced chemiluminescence technique using Thermo Scientific SuperSignal West Dura
Extended Duration Substrate according to the manufacturer 's instructions. The generated
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images were scanned, and the signal intensities of the bands corresponding to f-arrestind or
[p-arrestin? were quantified using Image] software (https:/ /imagejnibgov /1) /, assessed on
15 May 2021). Data were analyzed using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Sofware, La Jolla,
CA, USA). Results are presented as the mean =+ standard error of the mean (SEM) from
three independent experiments. Significant differences between groups were determined
using Student ‘s f-test. Statistical significance was set as p < 0.05.

2.4, Protein Digestion

Cells (~500 pg per sample) were homogenized by sonication using a micro probe soni-
cator (Bandelin Sonoplus) and lysed by boiling at 95 “C for 10 min in 100 mM Tris pH 8.5 con-
taining 2% sodium deoxycholate. Chloroacetamide and Tris(2-carboxyethyl)phosphine to
40 mM and 10 mM final concentration, respectively, were added. The protein concentra-
tion was determined using the BCA protein assay kit (Thermo) and 250 pg of protein per
sample was used for MS sample preparation. Proteins were digested by 5 pg of trypsin
per sample at 37 “C overnight. Phosphopeptides were enriched using Ti0); according to
Humphrey et al_ [38].

2.5. Phosphoproteomic Analysis by nLC-MS2

Mano reversed-phase PepMap C18 chromatography columns (EASY-Spray column,
50 cm = 75 pm 1D, 2 pm particles, 100 A pore size) were used for LC/MS analysis. The
buffer of mobile phase A consisted of 0.1% formic acid dissolved in water, and mobile phase
B consisted of (1.1% formic acid dissolved in acetonitrile. The loading buffer consisting of
2% acetonitrile, 0.1% trifluorcacetic acid, and water was used to load the samples onto
the C18 PepMap1(0 trap column (5 pm particle size, 300 pm » 5 mm, Thermo Scientific
(Waltham, MaA, USA)), and sample loading proceeded at 18 uL/min for 4 min. The gradient
of mobile phase B from 2% to 35% B was used to elute the peptides from the column. The
eluted peptide cations were converted to gas-phase ions by electrospray ionization and
then analyzed using a Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT-qIT, Thermo Scientific). The Orbitrap
was set to a resolution of 120 K (at 200 m/z) with an ion count of 1 « 10 to perform survey
scans of peptide precursors from 350 to 1400 m/z. Tandem MS was performed by isolation
at 1.5 Th with the quadrupole, higher energy collisional dissociation fragmentation with a
normalized collision energy of 35, and rapid scan MS analysis in the ion trap. The maximum
injection time was 150 ms, while the M52 1on count target was set to 10%. For MS2, only
the precursors with charge states 2-6 were scanned. The dynamic exclusion time was set
to 30 5 with a tolerance of 10 ppm for the selected precursor and its isotopes. The cycle
time was set to 2 s and the selection of the monoisotopic precursor was activated during
the measurement.

2.6, Diata Analysis

MaxChuant software (version 1.6.3.4) was used to analyze and quantify the raw
data [39]. The false discovery rate (FDR) was set to 1% for both peptides and proteins, while
the minimum peptide length was set to seven amino acids. The Rattus norvegicus database
was used to search the MS/MS spectra using the Andromeda search engine. Enzyme
specificity was set for C-terminal Arg and Lys residues with cleavage at proline bonds. In
parallel, a maximum of two failed cleavages were allowed. While carbamidomethylation
of cysteine was selected as a fixed modification, N-terminal protein acetylation and methio-
nine oxidation were considered as variable modifications. We used the “match between
runs” feature of MaxQuant to transfer identifications based on their masses and retention
times (deviation not exceeding (0.7 min) to other LC-MS/MS runs. This approach was also
used for quantification experiments. Quantifications were performed using the label-free
algorithm in MaxQhant and the Perseus 1.6.1.3 software was used for data analysis [40,41].

Only phosphosites of phosphoproteins whose fold change values were greater than or
equal to £2 and whose intensities were simultaneously detected in at least two of three
independent samples were considered for analysis. The differences between the mean
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values of the intensities of the relevant groups were analyzed using GraphPad Prism 8. The
significance level was set at p < (L05. Phosphoproteins that met our above requirements
were further analyzed using the Database for Annotation, Visualization, and Integrated
Discovery (DAVID). This bicinformatics database allowed the assignment of proteins
to specific biological processes. From this database, the processes involved in signaling
transduction associated with small GTPases and MAP kinases were selected and mapped
using the String database.

3. Results
3.1. GO Enrichment Analysis of Differentially Phosphorylated Proteins

The aim of this study was to determine how TRH or its analog TAL might affect the
phosphosignalosome in the context of biological processes and protein interactions in the
pituitary gland, which TRH acts on directly to stimulate thyroid-stimulating hormone pro-
duction. To this end, we used a rat pituitary tumor cell line (GH1) as a model. The first
spedfic objective was to determine which phosphosignaling pathways are affected by TRH or
TAL and what kind of differential changes in phosphosignaling dynamics underlying biased
agonism for TRH-R are induced by the two ligands. The next objective was to determine
the role of f-arrestin in regulating TRH- and TAL-induced phosphosignaling pathways. In
the Results section, we focus on the detailed description of the changes induced by TRH or
TAL in wild-type or f-arrestin2-deficient cells for each pathway found, including the analysis
of the localization and function of some phosphosites. Some descriptive results seen in the
figures are mentioned in the Supplementary Results. In the Discussion section, we attempted
to relate the results of the different phosphosignaling pathways to more general conclusions
to highlight phosphoproteins with significant variations.

To confirm the efficacy of siIRMA targeting f-arrestin2, a Western blot analysis was
performed with specific antibodies against B-arrestin2 (Figure 51). This analysis showed
that transfection of GH1 cells with f-arrestin? resulted in a reduction in B-arrestin? ex-
pression by more than 60%, without significant parallel change in f-arrestinl expression.
Bininformatic analysis of data obtained by label-free bottom-up mass spectrometry-based
proteomics was performed using the MaxQuant and Perseus software platforms. Differ-
ences in phosphoproteomes of control or ligand-treated GH1 cells were sorted as qualitative
and quantitative changes. A qualitative change was defined as evidence of presence or
absence if certain proteins were detected in only one experimental group from the pair-
wise comparison and in at least two measured samples of the biological triplicates. A
quantitative change was defined as at least twofold difference between two experimental
groups and simultaneous detection of phosphopeptides in at least two measured samples
of the biological triplicates. To specify the biological processes affected by knockdown of
[p-arrestin? and / or treatment with TRH or TAL, the sets of altered phosphoproteins for each
experimental group were examined in Gene Ontology (GO) enrichment analysis using the
DAVID database v6.8 (DAVID Functional Annotation Bioinformatics Microarray Analysis,
neiferf gov, assessed on 5 November 2021). The GO terms enriched in the experimental
groups are related to activation and regulation of GTPase activity (p-values ranging from
140 % 1077 0 490 = 1072, protein and peptidyl-serine Ehnsphury'laﬁnn, and the MAPK
cascade (p-values ranging from 1.40 x 107° to 4.60 > 107%).

3.2, Alterations in Phosphorylation of Phosphoproteins Involoed in GTPase-Mediated Signal
Transduection ad Protein Phosphorylation

The data sets of differentially phosphorylated proteins associated with small GTPase
activity and protein phosphorylation consist of 571 phosphosites from 237 phosphoproteins
in GH1 cells after siRNA knockdown of p-arrestin2 compared with control GH1 cells
(pairwise comparison marked Arr/C) (Tables 51 and 56), 216 phosphosites of 113 phospho-
proteins in GH1 cells after stimulation with 1 uM TRH compared with control GH1 cells
(TRH/C) (Tables 52 and 57), 231 phosphosites of 131 phosphoproteins in GH1 cells after
siRNA knockdown of f-arrestin? and stimulation with 1 uM TRH compared with GH1 cells
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after siRNA knockdown of f-arrestin? (Are-TRH/ Arr) (Tables 54 and 59), 305 phosphosites
of 152 phosphoproteins in GH1 cells after stimulation with 1 uM TAL compared with con-
trol GH1 cells (TAL /C) {Tables 53 and S8), and 290 phosphosites of 157 phosphoproteins in
GH1 cells after siRNA knockdown of B-arrestin2 and stimulation with 1 uM TAL compared
with GH1 cells after siRNA knockdown of B-arrestin2 (Arr-TAL/ Arr) (Tables 55 and S10).
According to the UniProt database, many phosphorylations were found in disordered
regions of proteins. Only some of them were found in functional or binding domains and
are directly mentioned below.

The altered phosphoproteins were sorted according to their association with classes
of small GTPases. The classes of small GTPases most affected by p-arrestin2 knockdown
and/or TRH/TAL were Ras and Rho/Rac/Cdc42. For clarity, the changes in phospho-
rylation and phosphoprotein associations for each class of small GTPases are shown in
Figures 1-1(. The altered phosphoproteins associated with catenin signaling are shown
in Figure 11. All these figures were created with BioRendercom (assessed on 1 Septem-
ber 2021).

3.2.1. Alterations in Ithq_Imrylaﬁup of Phosphoproteins Involved in Ras
GTPase-Mediated Signal Transduction Associated with the PI3K/ Akt/mTOR Pathway
The changes in phosphorylation of phosphoproteins involved in Ras GTPase signal
transduction are shown in Figures 1 and 2 and listed in detail in Tables S1-510. Figure 1
shows the changes in phosphorylation when the Ras/Raf and PI3K/ Akt/mTOR signaling
pathways overlap. It was found that activation of TRH-R by TRH and TAL decreased
phosphorylation at Ser%4 of B-Raf, and knockdown of B-arrestin2 had no effect on phospho-
rylation of this phosphosite (Figure 1, Tables 57 and 58). The marked differences between
the TRH- and TAL-initiated pathways were evident in the phosphorylation patterns of
the upstream and downstream effectors of the mTOR complex. TRH treatment decreased
phosphorylation at Ser1389 in the upstream effector TSC2 (Figure 1, Table 52) and at Ser603
in the downstream effector Rpsékcl (Figure 1, Table 57) and increased phosphorylation
at Ser300 in the downstream effector Cdkd (Figure 1, Table 57), suggesting that phospho-
rylation at Ser1389 in TSC2 hierarchically precedes phosphorylation at Ser6(3 in Rpsakcl
and Ser300 in Cdk4. Treatment with TAL only affected the mTOR downstream effector
Ulkl by decreasing phosphorylation at Ser450 (Figure 1, Table 53). Whereas TRH treatment
affected the phosphorylation pattern of Rptor, a protein that interacts with mTOR, regulates
mTOR kinase activity, and mediates signal transduction through the downstream effector
Rpsékel [42] by hyperhosphorylating Thr857 and hypophosphorylating Ser859 (Figure 1,
Table 59); TAL treatment resulted in only a slight decrease at Ser859 (Figure 1, Table S8).
Phosphorylation at Ser859 is known to be mediated by Ulk1 [43]. Rptor is also phosphory-
lated by 5°-AMP-activated protein kinase (AMPK), resulting in inhibition of mTORC1 [43].
In pur study, the catalytic subunit of AMPE, Prkaal, was hypophosphorylated by TRH
at Ser486 and weakly by TAL (Figure 1, Tables 52 and 53). It appears that TRH and TAL
act on the activity of the mTORC1 complex in different ways. Whereas TAL appears to
act simultaneously on the phosphorylation of Rptor via Ulkl and AMPE, TRH affects the
phosphorylation of Rptor only via AMPE. The phosphosites Serd450 and Serd86 in Ulkl
and AMPEK, respectively, are the key sites for regulating the phosphorylation and activity
of Rptor. The phosphorylation pattern of Rptor can regulate the activity of the mTORC1
complex, leading to subsequent phosphorylation of various downstream effectors.
Knockdown of f-arrestin? markedly affected phosphorylation of proteins involved in
the Src/ EGFR/Ras /PI3K / Akt pathway and downstream effectors of Akt kinase (Figure 1).
The Src kinase was hyperphosphorylated at Ser75 (Figure 1, Table 51), which corresponds to
Ser?5 in human Src with ID P12931. Phosphorylation at this phosphosite is associated only
with active Src and is mediated by Cdk5. It promotes ubiquitin-dependent degradation of
Src and thus restricts the availability of active Src [44]. This correlates with our finding that
knockdown of p-arrestin2 led to dissociation of the f-arrestin2 /Src complex and active
Src became freely available for phosphorylation at Ser?5 and subsequent degradation.
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Formation and activation of the f-arresting/Src complex is essential for epidermal growth
factor receptor (EGFR) transactivation and downstream activation of Akt [45). After
knockdown of f-arrestin?, EGFR was hyperphosphorylated at Ser1165 (Figure 1, Table 51},
whose function is unknown. However, it seems that it may be related to the change
in EGFR transactivation. In contrast to hyperphosphorylation at Ser75 in Src after -
arrestin2 knockdown, treatment with TRH or TAL of f-arrestin2-deficient cells induced
hypophosphorylation at this phosphosite (Figure 1, Tables 54 and 55), suggesting that TRH
and TAL can alter Src activity in f-arrestin2-deficient cells. However, only TAL induced
hypophosphorylation at Ser1165 in EGFR in f-arrestin2-deficient cells (Figure 1, Table 55).

Phosphosite Ser181 in PAK4 is located in the region responsible for PAK4 binding to
14-3-3 proteins and its phosphorylation is promoted by PI3K signaling [46]. In the present
study, PI3K was not differentially phosphorylated but PAK4 was hyperphosphorylated
at Serl#l in f-arrestin?-deficient cells (Figure 1, Table 56). This phosphoresidue corre-
sponds to Serl81 in human Pak4 with ID 096013, Aktl kinase was hyperphosphorylated
after knockdown of f-arrestin? at Serl24, Ser126, and Ser129 (Figure 1, Table 51). These
phosphosites are located in a linker region that is expected to play a role in regulating the
conformational states of Aktl [47]. The phosphosite Serl29 is an important target of casein
kinase 2 and its phosphorylation can trigger subsequent phosphorylation at Serl26 of
Akt [48]. In our study, both phosphosites in Akt were quantitatively hyperphosphorylated
at the same level, with a fold change of 155.8 after knockdown of f-arrestin2 (Figure 1,
Table 51), which correlates with subsequent hierarchical phosphorylation by casein kinase 2.
Casein kinase 2 (CK2p) was hyperphosphorylated after knockdown of p-arrestin2 at
Ser154 (Figure 1, Table S6). CK2f, identified via UniProt D AQDADSM]DS, is a 164 amino
acid isoform. When comparing the sequence with the human isoform via UniProt [D
P&7870, the Serl54 phosphosite in CK2pB corresponds to the Ser209 phosphosite in the
human isoform, whose phosphorylation is assocated with mitosis [49]. Phosphorylation at
Ser129 in Aktl (and possibly at Ser126) is responsible for Akt hyperactivation by CE2 [48].
Whereas TRH treatment did not affect the phosphorylation pattern of Aktl and CK2f, TAL
treatment induced hypophosphorylabion of Aktl on Ser1 24 and Serl26 with concomitant
hypophosphorylation of CK28 on Ser158 (Figure 1, Table 53). All altered phosphoresidues
in Aktl correspond to the same phosporesidues at the same positions in human Akt with
IDP31749.

The hyperphosphorylation pattern at phosphosites Ser124, Serl26, and Ser129 in
Aktl with its subsequent activation may correlate with changes in phosphorylation of
downstream effectors such as MAP3KS, MAP3KY, Sik3, Tscl/2, or proteins that interact
with mTOR (Eptor, Erage, and Lamtorl) and downstream effectors of the mTOR complex
(Cdk4, Rps6kel) (Figure 1, Tables 51 and 56). In p-arrestin2-deficient cells, both ligands
induced hypophosphorylation at Ser2é in Lamtor] (Figure 1, Tables 54 and 55), a component
of the regulator complex that binds mTOR complex 1 to lysosomes [50], as well as at Ser94
in Rrage and Thr857 in Eptor (Figure 1, Tables 54 and 55), suggesting that the same putative
kinase or phosphatase acts simultaneously on interacting proteins of the mTORC1 complex
in B-arrestin?-deficient cells.

AMPE, which affects downstream and upstream effectors and associated proteins of
mTOR, was differentially phosphorylated at its catalytic and regulatory subunits Prkaal
and Prkabl, respectively. Knockdown of f-arrestin? resulted in hyperphosphorylation
at Thr48&8 in Prkaal and at Serl(8 in Prkabl (Figure 1, Table 56). The second phospho-
site Serl(8, corresponding to Serl(8 in human Prkabl with ID Q9Y478, is located in the
carbohydrate-binding module (CBM) and is an autophosphorylation site or can be phos-
phorylated by Ulkl [51,52]. Its phosphorylation stabilizes the interaction of the CBM with
the kinase domain and increases AMPK activity and affinity for binding of allosteric drugs
and metabolites [51-53], suggesting that knockdown of f-arrestin causes an increase in
AMPEK activity and phosphorylation of AMPK substrates, e.g., TSC1, TSC2, Thr857 in Rptor.
In p-arrestin2-deficient cells, TRH treatment induced hyperphosphorylation at Thra2é,
whereas TAL treatment caused hyperphosphorylation at Thr326 and Ser527 and hypophos-
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phorylation at Thr488 in the Prkaal catalytic subunit of AMPK (Figure 1, Tables 59 and S10).
These phosphosites are located in the 3-ID domain of the C-terminal 5T loop, which hasa
regulatory function for AMPK kinase activity [53]. Phosphorylation at Thr488 is mediated
by Ulkl [43]. All three phosphosites correspond to the same phosphoresidues at same
positions in human Prkaal with ID Q13131

For the phosphoprotein Lats1, the change at Ser1111 occurred in all pairwise compar-
isons. This protein was hypophosphorylated in f-arrestin?-deficient cells, TRH-treated
cells, or TAL-treated cells. Subsequent TRH or TAL treatments of f-arrestin2-deficient cells
induced hyperphosphorylation at this phosphosite (Figure 1, Tables 56-510). Although Stk3
(Mst2) kinase, whose phosphosite Ser316 was hyperphosphorylated in f-arrestin2-deficient
cells and hypophosphorylated in TAL-treated cells (Figure 1, Tables 56 and 58), phosphory-
lates some phosphosites in Lats]; phosphosite Ser1111 was excluded as a site regulated
by Stk3 [54]. Its phosphorylation can be mediated by AMPK or Map4k kinases, which are
thought to regulate Lats1 activity [55,56]. Both AMPK and Map4k kinases were found to be
differentially phosphorylated (Figure 1). These data suggest that both AMPK and Map4k
kinases may mediate phosphorylation of Lats]. The second affected phosphosite in Lats1,
Serdéd, was hyperphosphorylated in B-arrestin2-deficient cells (Figure 1, Table 56). Lats1 is
phosphorylated by the kinase Nuakl but not by AMPK [57]. This phosphorylation reduces
the stability of Lats1 [57], suggesting that knockdown of f-arrestin? can lead to a reduction
in Lats1 levels.
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Figure 1. Alterations in phosphorylation of phosphoproteins involved in Ras GTFPase-mediated
signal transduction associated with the PI3K/ Akt/mTOR pathway. Phosphoproteins with changes
in phosphorylation after p-arrestin2 knockdown and TRH or TAL treatments in wild-type or p-
arrestin knockdown cells are labeled with the gene name and protein ID in the UniProt Database
{wwwouniprob.org, accessed on 1 August 2021} Phosphosites are labeled with the abbreviations of the
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amino acid residues (5, serine; T, threonine; Y, tyrosing) and the number that determines the position
in the amino acid sequence of the protein. Small up and down arrows represent an increase and a
decrease in phosphorylation, respectively. Two or one arrows represent qualitative and quantitative
changes, respectively. The five pairwise experimental groups are distinguished by color (B-arrestin2
knockdown to control, red; TRH to control, yellow; f-arrestin? knockdown + TRH to control, brown;
TAL to control, blue; g-arrestin2 knockdown + TAL to control, green). Associations between profeins
are shown by arrows that determine stimulatory or inhibitory effects. Red arrows and crosses
represent confirmed relationships between phosphorylation on the protein phosphosite and the
phosphorylating kinase or downstream protein. Associations and interactions between proteins were
ordered according to [44—48,50,52 54-72]. Abbreviations: AMFK: 5 -AMP-activated protein kinase;
CDE4: cyclin-dependent kinase 4; CK2: casein kinase 2f; BEGFR: epidermal growth factor receptor;
ERKI1/2: extracellular signal-regulated kinase 1; GPCR: G-protein coupled receptor; Map3k: mitogen-
activated protein kinase kinase kinase; Mapdk: mitogen-activated protein kinase kinase kinase
kinase; MEK1/2: dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1; mTOR: mechanistic
targel of rapamycin; PAK4: serine/threonine p2l-activated kinase 4; PIP2: phosphatidylincsitol
4, 5-bisphosphate; PIIK: phosphoinositide 3-kinase; RPS6KCL: ribosomal protein 56 kinase C1; Stk
serine/ threonine protein kinase 3; Bptor: regulatory-associated protein of mTOR; Reage: Ras-related
GTP-binding protein C; Sre: proto-oncogene tyrosine-protein kinase Sec; Taok: serine/ threonine
protein kinase thousand and one amino acid protein 3; TSC: tuberous scleresis protein; Ulkl: Unc-51-
like kinase 1.

3.2.2. Alterations in F'Imsqhu lation of Phios roteins Involved in Ras
GTPase-Mediated Signal mrrlzducﬁnn Assr;?:tﬁ with the
Grb2/50s/Ras /Raf / MEK /ERK Pathway

Figure 2 shows the changes in phosphorylation of members of the Grb2 /Sos /Ras /Raf/
MEK /ERK signaling pathways. Although the adapter protein Grb2, which mediates signal
transduction from the activated membrane receptor to Ras, was not directly affected by
the phosphorylation changes, its upstream and downstream interacting partners Gab1 and
Sosl, respectively, were differentially phosphorylated. After TRH treatment, the docking
protein Gabl was hypophosphorylated at Serd38 (Figure 2, Table 57), which is located
upstreamn near a Met-binding domain (MBD) [73] and corresponds to Ser439 in human
Gab1 with ID Q13480. In contrast, the second interaction partner, Sos1, was affected to
a greater extent, as f-arrestin? knockdown caused differential phosphorylation of seven
phosphosites (Ser1078, Serl082, Thri249, Ser1251, Thrl255, Ser1318, Serl319) (Figure 2,
Table 51) located in the C-terminal G domain containing the Grb2 binding site [74]. While
Ser1078 and Ser1082 correspond to the same phosphoresidues at the same positions in
human Sos1 with IDQO7889, Thr1249, Ser1251, Thr1255, Ser1318, and Ser1319 correspond
to Thr1263, Ser1265, Thrl1269, Ser1332, and Ser1333, respectively. Docking of this region in
Sos1 to Grb2, which binds to the activated receptors, mediates the primary anchoring of
Sosl to the plasma membrane [75] suggesting that the presence of B-arrestin2 is essential
for the formation and/or function of the Grb2 /5051 complex. Whereas no change in
phosphorylation of Sos1 was detected after TRH treatment, treatment with TAL resulted in
a slight hypophosphorylation at Ser1078 and Ser1082 (Figure 2, Table 53). In contrast to
this difference, phosphorylation patterns were very similar after TRH or TAL treatments
of f-arrestin?-deficient cells. Both ligands caused hyperphosphorylation at Ser1072 and
at Serl082 and hypophosphorylation at Thri255; only Ser1319 was hyperphosphorylated
after treatment with TAL (Figure 2, Tables 54 and 55). It is evident that the presence of
p-arrestin? diversifies the signaling triggered by TRH receptors activated by TRH or TAL
and that its absence abolishes the differences.

The MEK1/2 and ERK1/2 kinases were not directly affected in their phosphoryla-
tion patterns, but their interacting partners and downstream effectors were differentially
phosphorylated. Two pseudokinases, the kinase suppressors of Ras 1 and 2 (KSR1 and
KSR2), serve as scaffolds linking Raf isoforms and their substrates [76]. The KSR2 pro-
tein was hyperphosphorylated at Thr272 and Thr276 in §-arrestin2-deficient cells and
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hypophosphorylated at Thr276 in TAL-treated cells and at Thr272 in f-arrestin2-deficient
cells treated with TAL (Figure 2, Tables 51, 53 and S5). These phosphosites are located
outside the binding sites with Raf, MEK, and ERK [77]. The interacting protein of KSR1,
connector enhancer of kinase suppressor of Rasl {Cnksrl), was hyperphosphorylated in
[p-arrestin2-deficient cells at Thr284 and Ser288 (Figure 2, Table 51). In contrast, phosphosite
Thr284 was hypophosphorylated in f-arrestin2-deficient cells treated with TAL (Figure 2,
Table 55). These phosphosites in Cnksrl are located in disordered regions outside the
domain structures [75].

The activated ERK phosphorylates many substrates, including Rpstka3 (Rsk2) [79],
Rrebl [80], and Cdk4 [#4]. The data suggest that the transcription factor Rreb1, which is
differentially phosphorylated in all five experimental groups, plays a key role in signaling
triggered by TRH or TAL, and that j-arrestin2 is a mediator of this signaling, possibly
affecting Rrebl function.

Doublecortin-like kinase protein 1 (Dclkl) was found to be differentially phosphory-
lated on ten phosphosites with different phosphorylation patterns under different experi-
mental conditions (Figure 2, Tables 51-55). All phosphosites corresponding to the same
residues at the same positions in human Dielk1 with ID 015075 are located in a Pro-Ser-rich
linker targeted by calpain for proteolytic cleavage and involved in the regulation of Delkl
kinase activity and tubulin polymernization [§1-53]. Interestingly, knockdown of Delkl
resulted in downregulation of KRas and Rrebl [34], suggesting that if phosphorylation in
the Pro-Ser-rich linker is related to Delk] proteolysis, expression of KRas and Rreb] can also
be affected. The Dclkl and Rrebl proteins represent other key points of differential effects
of TRH and TAL on signaling pathways. Downregulation of Delk] resulted in increased
expression of the miR-143 /145 cluster and downregulation of its downstream targets KRas
and Rrebl [54]. The transcription factor Rrebl is activated by the MAPK pathway and
negatively regulates the miR-143,/145 promoter by binding to the Ras responsive element
(RRE]), thereby increasing the expression of KRas and Rrebl [55].
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Figure 2. Alterations in phosphorylation of phosphoproteins involved in Ras GTPase-mediated
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signal transduction associated with Grb2 /Sos/ Ras/Raf/MEK /ERK. The description of the figure
is the same as in Figure |. Associations and interactions between proteins were ordered accord-
ing to [60,64,65,76,79 80,84-589]. Abbreviations: Afdn: afadin; Adeyé: adenylyl cyclase 6; Cnksrl:
connector enhancer of kinase suppressor 1; DabZip: disabled homolog 2-interacting protein; Delk]1:
doublecortin-like kinase 1; EpsBI2: epidermal growth factor receptor kinase substrate 8-like protein
2; Erbb3: receptor tyrosine-protein kinase erbB-3; Gabl: Grb2-associated-binding protein 1; Grb2-
growth factor receptor-bound protein2; KSR kinase suppressor of Ras; PRA: cAMP-dependent
protein kinase A; Prkar: cAMP-dependent protein kinase regulatory subunit; Rassf5: Ras association
domain-containing protein 5; Nfl: neurofibromin 1; Riok2: serine/ threonine protein kinase RIO2;
RPSGKAY: ribosomal protein 56 kinase o3; Rrebl: Ras-responsive element-binding protein 1; Sos: son
of sevenless homaolog 1.

323 Alterations in Phosphorylation of Phosphoproteins Involved in Rho
GTPase-Mediated Signal Transduction

The second class of small GTPases affected by f-arrestin2 knockdown and/or TRH/TAL
treatment is a Rho,/Rac,/Cde42 class. The changes in phosphorylation occurred in guanine
nucleotide exchange factors (GEFs), GTPase-activating proteins (GAPs), and downstream
effectors. For clarity, proteins with changes in phosphorylation were sorted according to
their association with Rho GTPase (Figure 3), Rac GTPase (Figure 4), and Cdcd42 GTPase
(Figure 5). The proteins with GEF or GAP activities are highlhighted in green and red, respec-
tively. In many cases, phosphoproteins are phosphorylated at phosphosites that are dose to
each other, forming clusters of phosphosites that are usually phosphorylated with the same
phosphorylation patterns.

When proteins with GEF or GAP activities were compared, the larger set of GEFs
that activate Rho GTPases were found to be differentially phosphorylated. f- Arrestin2
knockdown resulted in hyperphosphorylation of GEFs and GAPs, whereas treatment of
wild-type cells with TRH and TAL resulted in hypophosphorylation of GEFs and GAPs.
Treatment with TAL had a more pronounced effect on differential phosphorylation of GEFs
than treatment with TRH (Figure 3).

Of the phosphosites with changes in phosphorylation in GEFs, only one was in
functional domains. Phosphosite Serd8 in dishevelled segment polarity protein 3 (Dv13)
was hyperphosphorylated in p-arrestin2-deficient cells (Figure 3, Table 51) and was located
in the DIX domain in the N terminus that binds to the DIX domain in Dwll [90]. It
corresponds to Serd§ in human D3 with ID Q92997 Other phosphosites were located in
disordered regions by determining their positions using the UniProt database.

All GAPs were also differentially phosphorylated at phosphosites located in disor-
dered regions by determining their position using the UniProt database. The two GAPs,
Myobb and Arhgap35, were hypophosphorylated at several phosphosites after TRH or
TAL treatments (Figure 3, Tables 52 and 53), but knockdown of f-arrestin? abolished the
decreased phosphorylation induced by TRH or TAL, except for hyperphosphorylation at
Ser1982 in MyoSb after TAL treatment (Figure 3, Table 55). In addition to GEFs and GAPs,
several Rho-GTP downstream effectors and their associated proteins were differentially
phosphorylated (Figure 3).

‘Whereas TRH and TAL treatments caused hypophosphorylation of Rho downstream
effectors in wild-type cells, they affected phosphorylation of effectors in both directions in
p-arrestin2-deficient cells. The phosphosite Ser1124 in Rock2 was hyperphosphorylated in
p-arrestin2-deficient cells and in wild-type cells treated with TRH or TAL, but hypophos-
phorylated in §-arrestin2-deficient cells treated with TRH or TAL (Figure 3, Tables 51-55).
Three downstream Map3 kinases (Map3k5, Zak, Map3k7?) were differentially phospho-
rylated (Figure 3, Tables 56, 58 and 510). In p-arrestin?-deficient cells, TRH and TAL
induced changes in phosphorylation of Ser /Thr protein kinase 1 (Pknl) and protein kinase
Ce (Figure 3, Tables 5% and 510). According to the UniProt database, the differentially
phosphorylated phosphosite Ser920 in Pknl is located in the C-terminal domain of the
AGC kinase and corresponds to Ser16 in human Pknl with 1D Q16512 The most affected
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protein kinase is protein kinase D1 (PKD1), which was differentially phosphorylated in

three phosphorylation clusters.
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Figure 3. Alterations in phosphorylation of phosphoproteins involved in Rho GTPase-mediated sig-
nal transduction. The description of the figure is the same as in Figure | Associations and interactions
between proteins were ordered according to [44,69,91-117]. Abbreviations: AbI2: Abelson tyrosine-
protein kinase 2; Akapld: A-kinase anchor protein 13; Arhgef. Rho guanine nuclectide exchange
factor; Arhgap: Rho GTPase-activating protein; Camk2p: calcium /calmodulin-dependent protein
kinase type Il subunit §; Dvl: dishevelled protein; Ezh2: histone-lysine N-methyltranferase; Kifl3:
kimesin family member 13A; Mcf2l: Mcf2-transforming sequence-like protein; MyoSb: unconventional
myosin-INb; lsn: intersecting Paké, p21-activated kinase &, PKNI: serine /threonine-protein kinase N1
PLCe: 1-phosphatidylincsitol 4,5-bisphesphate phosphodiesterase £; PKCS: protein kinase C8; PKCe:
protein kinase Ce; PED: serine / threonine-protein kinase D; Ppplrida: protein phosphatase 1 regula-
tory subunit 14A; Ppplrib: neurabin-2; Prex2: phosphatidylinositol 3.4 5-trisphosphate-dependent
Rac exchanger 2 protein; Rock: Rho-associated protein kinase; Slk: STE2(-like serine/ threonine-
protein kinase; Snrk: SNF-related serine/ threonine-protein kinase; Stk24: serin/threonine-protein
kinase 24; Tns: tensin; Trio: Triple functional domain protein; Zak: leucine zipper- and sterile a

motif-containing kinase.
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324 Alterations in horylation of Phosphoproteins Involved in Rac
GTPase-Mediated Signal Transduction

Owerall, treatment with TRH and TAL induced hypophosphorylation of GEFs, GAPs,
and downstream effectors of Rac GTPases (Figure 4). The number of GEFs and GAPs
with changes in phosphorylation pattern was similar (Figure 4). Several GEFs that affect
the activity of Rho GTPases (e.g., dishevelled proteins, Prex2, Camb2, Mcf2], and Vav2)
are also known to control the GTP/GDP cycle of Rac GTPases [94,95,101,110]. Treatment
with TAL strongly affected the phosphorylation pattern of Vav2, Dvll, Dvl2, and CK2/
(Figure 4, Tables 53 and 58). CK2j is a subunit of casein kinase 2 that phosphorylates
[l proteins, resulting in a change in the signaling funchion of Dvl and displacing it from
the Racl pathway [118]. CK2f was hyperphosphorylated and hypophosphorylated at
Ser154 in p-arrestin2-deficient cells and after treatment with TAL, whereas phosphosite
Ser158 was hypophosphorylated after treatment with TAL (Figure 4, Tables 56, 58 and S10).
Comparison of the sequences in the UniProt database revealed that this phosphosite Ser158
in rat CK2f with protein ID AQA0M]D3 corresponds to Ser2(9 in the C-terminal end of
human CK2 with ID P67870. Phosphorylation at Ser209 in human CK2p is mediated by
piede (Cdkl) [49].

The most important Rac GEF appears to be Dock?, which was differentially phosphory-
lated in all five pairwise experimental groups (Figure 4, Tables 51-55), resulting in different
phosphorylation patterns. The GAP proteins were frequently affected by both TRH and
TAL treatments (Figure 4, Tables 51-55). The Ser/Thr protein kinase Wnk2 was differen-
tially phosphorylated in the first phosphorylation cluster located i the N-terminus [119]
in wild-type cells treated with TAL and in f-arrestin2-deficient cells treated with TRH
(Figure 4, Tables 53 and 54). However, treatment with TAL of p-arrestin?-deficient cells
induced hypophosphorylation of Wnk2 (Figure 4, Table 55) in the region between the
conserved region 3 and the WNK homology region II1 [119]. Wild-type cells treated with
TRH exhibited changes in phosphorylation in both clusters (Figure 4, Table 52).

Several upstream and downstream Rac GTPase effectors were found to be differ-
entially phosphorylated (Figure 4). The Erbb2 receptor was hypophosphorylated after
treatment with TAL (Figure 4, Table 53). Erbb2-mediated signaling involves the PI3K-Rac-
Pak pathway and stabilizes an actin cytoskeletal complex containing PI3K, Vav2, Racl,
and Pakl [120]. In our study, treatment with TAL affected the phosphorylation patterns
of Erbb2, Vav2, Pakl, and Pak2 (Figure 4, Tables 53 and 58), suggesting that Pak2 may
be involved in this pathway. In contrast to Pak2, which was affected only by TAL, TRH
treatment caused hypophosphorylation on Ser174, Ser?19, and Ser228 in wild-type Pakl
but TAL only on Ser219 (Figure 4, Tables 57 and 58). This protein was also hypophos-
phorylated after TRH or TAL treatments of f-arrestin2-deficient cells, but with different
phosphorylation patterns (Figure 4, Tables 59 and 510). Racl and PAK] formed a complex
with Arhgef7 [121], which is also a regulator of the Hippo pathway involving the Lats1
protein [122]. The downstream effector of Pak2, Map3k1, was hyperphosphorylated at
Ser513 after treatment of B-arrestin2-deficient cells with TAL (Figure 4, Table S10).

Another interacting partner of PI3K with the stimulating effect on Rac activity is the
kinase Ptk2f which was found to be hypophosphorylated at Ser389, Ser392, Ser394, Ser396,
and Ser399 in wild-type cells after treatment with TRH or TAL and in #-arrestin2-deficient
cells after treatment with TAL (Figure 4, Tables 52, 53 and 55). Two SRSF protein kinases,
Srpkl and Srpk2, involved in Racl alternative splicing [123] were found to be differentially

phosphorylated (Figure 4).
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Figure 4. Alterations in phosphorylation of phosphoproteins involved in Rac GTPase-mediated
signal transduction. The description of the figure is the same as in Figure |. Associations and interac-
tions between proteins were ordered according to [44,72,94,98,100,102,110,111,114,117-11%,121-145].
Abbreviations: CdkI5: cyclin-dependent kinase-like 5; Ctin: Sre substrate cortacting Deck: dedicator
of cytokinesis protein; Dyeklb: dual specificity tyeosine-phosphorylation-regulated kinase 1B; Farp2:
FERM, ARH/RhoGEF and plackstrin domain protein 2; Kalm: kalirin Marcks, myristoylated alanine-
rich C-kinase substrate; Nisch: nischarin; Pakl: p21-activated kinase 1; Pak2: p2l-activated kinase 2;
PLCR3: 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase p3; PHU2P: protein-tyrosine
kinase 2§; Srgap2: SLIT-ROBO Rho GTPase-activating protein 2; Srpk: SRSF protein kinase; Tiam1:
TIAM Racl-associated GEF 1; Wnk2: serine/ threonine-protein kinase with no lysine 2.

3.2.5. Alterations in lation of : roteins Involved in Cdcd2
CGTPase-Mediated Signal mrrjlsrduchnn TR

Muost Cdc42-GEFs were differentially phosphorylated compared with Cdc42-GAPs
(Figure 5). Some Cdc42-GEFs also activate Rac (Docks, Dock?, Tiam1, Marcks), Rho (Itsnl),
or both Rac and Cdc42 (DvI11-Dwvl3, Prex2, Mcfl2) (Figures 3-5). The Cdc42-GEF Farp2
is also a GAP for Rac (Figures 4 and 5). The long variant of Arhgef? (BPIX, UniProt [D
ANADNG20C21) with 862 amino acids and a calponin homology (CH) domain at the N
terminus was hyperphosphorylated at Thr159 in f-arrestin2-deficient cells treated with
TRH or TAL and at Ser497 in §-arrestin2-deficient cells (Figure 5, Tables 51, 54 and 55). The
phosphosite Thr159 is located between the domains CH and SH3 (accordin &In the UniProt
database). Comparison of the evolutionarily conserved sequence ASFRM™SCFIY) [146]
with the sequence position of differentially phosphorylated Ser497 revealed that phospho-
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site Serd97 in the long variant of Arhgef7 with 862 amino acids corresponds to phosphosite
Ser340 in the conserved sequence ASPRM340SGFIYQ. This phosphosite, corresponding to
Ser518 in human Arhgef? with ID (14155, is located in the domain PH, which interacts
with phosphatidylinositol lipid in membranes, PKC and Cdc42 and is involved in the
regulation of GEF activity of Sos [146]. Phosphorylation of Ser340 is indirectly mediated by
PKC and involved in the regulation of dopamine release [146].

Arhgef7 also interacts with several binding partners, such as Git1, Scribble, Pak kinases,
Racl, and Cblb [121,147]. Gitl was differentially phosphorylated in two phosphorylation
clusters (Figure 5). The first cluster (Ser376, Ser379, Thr383) was affected in all five pairwise
experimental groups. Whereas knockdown of B-arrestin2 or treatment with TAL induced
hyperphosphorylation, treatment of wild-type and f-arrestin2-deficient cells with TRH
caused hypophosphorylation (Figure 5, Tables 51-55). The second cluster (Ser583, Ser587,
Tyr589) was hyperphosphorylated after f-arrestin2 knockdown (Figure 5, Table 51). These
three phosphoresidues correspond to Ser592, Ser596, and Tyr598 in human Gitl with ID
FY2XT. Companson of the conserved sequences in Gitl [148], with the sequence location
of the detected phosphosites with changes revealed that these phosphosites are located
in the SLD domain that Gitl localizes to synapses [145]. Comparison of the two amino
acid sequences revealed that the phosphosites Ser376, Ser379, Thr383 and Ser583, Ser587,
Tyr589 found in Gitl (Figure 5) match Ser394, Ser397, Thr401 and Ser601, Ser605, Tyra07,
respectively, in Gitl described by Webb et al. [148]. The putative kinases of Ser6l1 or Tyréd7
(Ser583 and Tyr589 in the second cluster in our study) were determined to be PEC, PEA,
GSK3, and EGFR, respectively [148]. In our study, EGFR, the regulatory subunits of PKA
(Prkarla, Prkar2a; Figure 2), and protein kinase Cb (PKC8, Figure 3) were changed in
[p-arrestin2-deficient cells (Tables 51 and S6). Scrib was differentially phosphorylated in
three phosphorylation clusters (Figure 5). The first and second clusters were affected in
[p-arrestin?-deficient cells with or without ligand treatment (Figure 5, Tables 51, 54 and 55).
The phosphosite Ser1483 in the third cluster was hypophosphorylated after treatment with
TAL (Figure 5, Table 53). All phosphosites are located outside the PDZ domain (protein
ID ADADG20C21; UniProt database) through which Scrib binds to Arhgef? [145]. The
Scrib-Arhgef7-Gitl complex is involved in vesicle transport in neurons and its binding
partners are Pak kinases activated by Cdc42 or Rac [145].

Chlb belongs to ubiquitin E3 ligases of the Chl family, which bind to Arhgef7 after
Cdc42 activation, leading to an increase in GEF activity of Arhgef? in a positive feedback
loop [147]. Cblb was hypophosphorylated at Ser476, Ser480, Ser483, and Ser484 after TRH
or TAL treatment in wild-type cells, whereas these phosphosites were hyperphosphorylated
in different phosphorylation patterns after TRH or TAL treatment in f-arrestin2-deficient
cells (Figure 5, Tables 52-55). Serd84 is phosphorylated by an unknown kinase and its
phosphorylation creates a GSK3 consensus phosphorylation site on Ser480[149]. Ser480 was
found to be phosphorylated by GSE3, creating another GSK3 consensus phosphorylation
site on Ser476, which in turn is phosphorylated by GSK3. Phosphorylation of both sites is
required for maintenance of Chlb stability [149]. All four phosphoresidues cormespond the
same residues at the same positions in human Chlb with 1D Q13191.

Only five Cde42-GAPs were differentially phosphorylated (Figure 5, Tables 51-55). All
Cdc42-GAPs inactivated not only Cde42 but also Rac and /or Rho GTPases (Figures 3-5).
The affected Cdc42 downstream effectors included Pak kinases (Pakl, Pak?, and FPaks),
Map3k?, Cdc42-binding protein kinases (Cdcd2bpa, Cded2bpb), and Cded? effector protein
(Cdc42epd) (Figure 5, Tables S1-55).
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Figure 5. Alterations in phosphorylation of phosphoproteins involved in Cded2 GTPase-mediated
signal transduction. The description of the figure is the same as in Figure 1. Associations and
interactions between proteins were arranged according bo [94,101,107, 111,114,117, 121,124,128, 129,
133,137,140,144,145,150-157]. Abbreviations: Chlb: E3 ubiquitin-protein ligase CBL-B; Cdc42bpa:
Cded2-binding protein kinase a; Cdcd2bpb: Cded2-binding protein kinase p; Cded2epd: Cded2
effector protein 4; Gitl: ARF GTPase-activating protein GIT1; Plakhg3: pleckstrin homology domain-
containing family G member 3; Scrib: protein scribble homolog.

GTPase-Mediated Si ransduction

As mentioned above, Arhgef? is a binding partner for Scrib and Gitl and a scaffold
for members of the Hippo pathway (Lats1, 5tk3). Git1/2 are proteins with GAP activity for
Arf GTPases [147]. The Gitl-Arhgef? complex regulates the activity of Arfé to control phos-
pholipase C (PLCS), which promotes vesicle fusion with the membrane [147]. In our study,
PLC#1 was differentially phosphorylated in a phosphorylation cluster (Figure ). While
Serd54 and Serd6( were hyperphosphorylated in wild-type cells after ligand treatment,
knockdown of f-arrestin? abolished these increased phosphorylations and caused hyper-
phosphorylation at Thr457 only after treatment with TAL (Figure 6, Tables 52, 53 and 55).

326 Alterations in PhnsPrhorylaﬁun of Phosphoproteins Involved in Arf
ignal
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Figure 6. Alterations in phosphorylation of phosphoproteins involved in Arf GTPase-mediated signal
transduction. The description of the figure is the same as in Figure 1. Assoclations and interactions
between proteins were ordered according to [145,147,1558-164). Abbreviations: Agfgl: Arf-GAP
domain and FG repeat-containing protein 1; AP3: adaptor complex protein 3; Arapl: Arfgap with
RhoGAFP domain, ANK repeat and PH domain-containing protein 1; Arfgap: ADP-ribosylation factor
GTPase-activaling profein; Arfgef: Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange protein; Arfipl,
arfaptin 1; Asap: ArfGAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-containing protein; Binl:
Myc box-dependent-interacting protein 1; Bibd8: AP2-interacting clathrin-endocytosis protein; Gbfl:
Golgi brefeldin A-resistant guanine nucleotide exchange factor 1; PLCS1: 1-phosphatidylinesitol
4 5-bisphosphate phosphodiesterase 51; Smap2: Small Arfgap.

Five proteins with GEF activity for Arf proteins were found to have differential phos-
phorylation. Gbfl, an Arfl GEF, was hyperphosphorylated after -arrestin? knockdown
and after TRH treatment of wild-type cells and hypophosphorylated in wild-type and in -
arrestin?-deficient cells treated with TAL (Figure &, Tables 51-53 and 55). Arfl interacts with
protein kinase D2 [158]. In our study, PKD2 was hyperphosphorylated after f-arrestin?
knockdown (Figure 6, Table 56). Arfl activates PI3K with subsequent phosphorylation of
Akt [155]. Arfl interacts with AP3 complex via its f-subunit [160]. Bthd8 protein (APache,
Kiaal107) interacts with the & subunit of AP3 [161]. Both AP3-p1 and BtbdS were found
to be hypophosphorylated in wild-type cells after treatment with TRH or TAL (Figure 6,
Table 511).

Three Arfgef proteins were found to be differentially phosphorylated, Arfgefl and Ar-
fgef2 in three phosphorylation clusters. More Arf-GAPs were differentially phosphorylated
than Arf-GEFs (Figure 6). Git2 was differentially phosphorylated in two phosphorylation
clusters. In the first cluster (Tyr392, Ser394, and Ser397) it was differentially phospho-
rylated in B-arrestin2-deficient cells, hypophosphorylated after treatment with TRH or
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TAL, and hyperphosphorylated in f-arrestin2-deficient cells treated with TAL (Fagure 6,
Tables 51-53 and 55). In the second cluster (Serd15, Serd18, and Ser421) it was hyperphos-
phorylated only in B-arrestin?-deficient cells treated with TAL (Figure 6, Table 55). By
sequence comparison, Ser394 and Ser397 in Git2 correspond to Ser376 and Ser379 in Gitl,
respectively (protein IDs ADANG2KS2T and Q66H91; UniProt Database) [148]. Tyr392 is
phosphorylated by Src/FAK kinases and is required for binding to paxillin at focal adhe-
sions and binding to the SH2-SH3 adaptor proteins Nckl and Nck2 [147]. Phosphorylated
Ser415 is a binding site for 14-3-3 proteins [147]. All six altered phosphoresidues in Git2
correspond to the same residues at the same positions in human Git2 with ID Q14161.

3.2.7. Alterations in Phosphorylation of Phosphoproteins Involved in Rab
GTPase-Mediated Signal Transduction

Rab GTPases are important regulators of membrane transport and are involved in
membrane fission, transport, tethering, docking, and fusion [165]. In our study, many phos-
phoproteins involved in membrane trafficking by Rab GTPases were differentially phos-
phorylated (Figure 7). The process of membrane trafficking begins with early endocytosis,
which is regulated by Rab5 GTPases localized in early endosomes (EEs) [166]. Phosphory-
lation patterns of Rab5-associated proteins (Rabep1, Rabep2, Itsn2, Gapvdl, and PLCA3)
were markedly affected in f-arrestin2-deficient cells (Figure 7, Tables 51 and S6). Rabep1,
Rabep2, Itsn2, and Ulkl were hypophosphorylated in wild-type cells after treatment with
TAL (Figure 7, Tables 53 and 58), and treatment with TRH had an effect only on Gapvdl
phosphorylation in wild-type and B-arrestin2-deficient cells (Figure 7, Tables 52 and 54).
Rabepl, Rabep2, Gapvdl, and Ulkl regulate Rab5 activity or localize and recruit Rab5
to different intracellular compartments and are thus involved in the formation of early
endosomes [166-169]. Intersectin-2 (Itsn2) interacts with Rabepl and stimulates Rabepl
degradation to regulate endocytosis and endosome transport [166]. Rabepl was differen-
tially phosphorylated in the Rabaptin domain (protein ID G3V9]7; UniProt Database). The
phosphoresidues Ser407 and Thr408 correspond to Ser407 and Thr408 in human Rabepl
with 1D (}15276. Rabepl was shown to be a downstream effector of phospholipase C
B3 (PLCAE3). Activation of the Gag protein via the protease-activated receptor induces
phosphorylation of PLCR3 at Ser537, which is located in the X-¥ linker that is close to the
C-terminal coiled-coil domain of PLCBE3 and the N-terminus of the Gog protein in the
crystal structure of the complex [170,171] and corresponds to the same phosphoresidue at
the same position in human PLCE3 with ID QO01970. At the same time, Rabepl was found
to be hypophosphorylated at Ser407, in parallel with hyperphosphorylation of protein
kinase D1 at Ser745 and Ser910 [171]. In our study, these two phosphosites in Rabepl
were differentially phosphorylated after knockdown of f-arrestin2, but Ser407 was slightly
hyperphosphorylated (Figure 7) and protein kinase D1 was not differentially phospho-
rylated at Ser745 and Ser910 (Figure 3), suggesting that activation of Gag protein via
TRH-R and subsequent PLCB3 phosphorylation at Ser337 involves the other downstream
mechanism of Rabepl phosphorylation. The data suggest that TAL and, to a lesser extent,
TEH regulate Rab5 activity and early endosome formation and that this effect is abolished
by p-arrestin2 deficiency.

Rabenosyn (Rbsn) serves as a molecular link between Rab5 and a specific phos-
phatidylinositol 3-kinase called hWP5S45 and is recruited to early endosomes in a PI3K-
dependent manner [172]. It also binds to Rab4 [173]. In our study, it was differentially
phosphorylated in wild-type cells after treatment with TAL and after knockdown of -
arrestin? without or with subsequent ligand treatment (Figure 7, Tables 51 and 53-55).
The differentially phosphorylated phosphosites Ser208, Ser216, and Ser218 are located in
the FYVE finger domain [173], which is essential for the rabenosyn recruitment to PI3P-
enriched Rab5 endosomes [172]. They correspond to Ser2(09, Ser217, and Ser219 in human
Rabenosyn with ID Q9H1KD.

The other interacting Rab protein, nischarin (Misch), interacts with Rab4, Rab%, and
Rab14 localized to endosomes and can be localized to endosomes by binding PI3P through
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its PX domain [130]. In our present study, Nisch was hyperphosphorylated at Ser1282 after
knockdown of f-arrestin? (Figure 7, Table 51). This phosphosite is located in the C-terminal
domain (CTD) responsible for interaction with Rab14, Rab4, Rab9, and GTP-Racl [130] and
corresponds to Ser1284 in human Nischarin with ID Q9Y211.

The early endosomes can be recycled to the plasma membrane via recycling endo-
somes [174]. Denndéa (FAM116A) has GEF activity toward Rabl4 and, to a lesser extent,
Rab35, and is required for recruitment of Rab14 to recycling endosomes [175]. In our study,
Denndéa was hyperphosphorylated or hypophosphorylated at N-terminal phosphosites
after f-arrestin? knockdown and after treatment of f-arrestin2-deficient cells with TAL
(Figure 7, Tables 51 and 55). Rab11 and Rab35 are the essential Rabs involved in endo-
some recycling to the plasma membrane [165]. Three proteins associated with Rab35 were
found to be differentially phosphorylated. Denndla, which was hyperphosphorylated
and hypophosphorylated in the disordered region at Ser521 after f-arrestin? knockdown
and in wild-type cells treated with TAL (Figure 7, Table 51 and 53), is a Rab35-GEF that
recruits Rab35 to clathrin-coated pits in early endosomes and activates Rab35 primarily to
enable the formation of membrane carriers that mediate recycling of selective cargo [176].
Theld10a and Theld10b are Rab35 GAPs that control the formation of recycling carners
from endosomes [176]. While Theld10a was differentially phosphorylated only at Serd5
in the N-terminal disordered region after treatment with TRH or TAL and by §-arrestin2
knockdown (Figure 7, Tables 51-53), Tbeld10b was differentially phosphorylated at eight
phosphosites, with TAL treatment of wild-type or -arrestin2-deficient cells having the
greatest effect (Figure 7, Tables 51-53 and 55).

Rabgapl and Theld9 have GAP activity to Rab11 [177,178]. Phosphosites Serd88
and Thr92 in Rabgap1 were hypophosphorylated after p-arrestin2 knockdown and after
treatment with TRH or TAL and hyperphosphorylated in p-arrestin2-deficient cells treated
with TAL (Figure 7, Tables 51-53 and 55). Thcld%b was hypophosphorylated at Serl (84
after treatment with TRH and hyperphosphorylated at Ser1089 in f-arrestin2-deficient cells
after treatment with TAL (Figure 7, Tables 52 and 55), suggesting that TRH treatment and
p-arrestin knockdown may affect GTP hydrolysis of Rab11. Rabl1fip proteins serve as
effectors of Rab11 and regulate trafficking by recycling endosomes [179]. In wild-type cells,
both Rabl1fipl and Rab11fip5 were hypophosphorylated after treatment with TRH and
TAL; however, knockdown of p-arrestin? had an effect only on Rab11fipl phosphorylation
(Figure 7, Tables 51-55). Phosphoresidues Thr72, Ser973, and Serf78 correspond to Thra?4,
Serd75, and Ser98(, respectively, in human Pdzd8 with ID Q8NENY.

Rab? regulates cargo transport from early endosomes to late endosomes and subse-
quently for degradation in lysosomes [150]. An interacting Rab? protein, PDZDE, was
found to be differentially phosphorylated in two phosphorylation clusters (Figure 7). The
phosphosites in the second cluster are located in the area between regions C1 and CC,
which is responsible for the interaction of GTP-Rab? with late endosomes [151].

Autophagy is responsible for the degradation of intracellular components by transport-
ing them to lysosomes to maintain cellular homeostasis [150]. Rab12 is an autophagic regu-
lator that controls the degradation of an amino acid transporter [152]. In our study, Rab12
was hyperphosphorylated at Ser20 and Ser24 in its N-terminal disordered region (Figure 7,
Table 51). One of the major sensors of intracellular amino acid levels is mTORCI [183],
whose components and associated proteins were differentially phosphorylated (Figure 1).
mTORCT activity is regulated by Rabl12 [182]. Ulkl, which is regulated by mTORC1, is
involved in the initiation of autophagosome formation and autophagosome-lysosome
fusion [1584,185]. However, it 1s not clear whether phosphorylation of Ulkl on Ser450 and
of Rabl12 on Ser2() and Ser24 has effects on autophagy processes.

Several Rab proteins are associated with the Golgi network [165,1583]. Dennd3a was hy-
perphosphorylated after f-arrestin? knockdown at Thr107% and Ser1085 but hypophospho-
rylated in fi-arrestin2-defficient cells after treatment with TAL (Figure 7, Tables 51 and 55).
DenndSa binds to Rab11 and Rabé [186]. Both altered phosphosites are located between
the PLAT and RUN2 domains (protein ID G3V7Q0; UniProt Database), outside the uDENN
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(upstream DENN) module interacting with Rab11 [155], suggesting that the altered phos-
phorylation pattern may be associated with Rabé in the Golgi rather than Rab11. They
comrespond to the same residues at the same positions in human Dennd5a with 1D Q&IQ26.
A vesicle transport pathway from the trans-Golgi network to the plasma membrane is
mediated by secretory vesicles via Rab3 and Rab27, whose activities are influenced by
Madd [180,187].
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Figure 7. Alterations in phosphorylation of phosphoproteins inveolved in Rab GTPase-mediated sig-
nal transduction. The description of the figure is the same as in Figure 1. Associations and interactions
between proteins were ordered according to [130,165-167,169,172,173,176,178,179, 181183, 187-193].
Abbreviations I: AP: autophagosomes; EEs: early endosomes; LEs: late endosomes; LYS: lyso-
somes; REs: recycling endosomes; SVs: secretory vesicles. Abbreviations II: Dennd: DENN domain-
containing proteins; Gapvdl: GTPase-activating protein and VP52 domain-containing protein 1;
Madd: MAP kinase-activating death domain protein; Pdzd& PDZ domain-containing protein 8;
Rabep: Rab GTPase-binding effector protein; Rabgap: Rab GTPase-activating protein 1; Rab3ip:
Rab-3A-interacting protein; Rab11fip: Rabll family-interacting proteins; Rban: rabenosyn-5; Theld:
TBCI domain family members.

328 Alterations in Phosphorylation of Phosphoproteins Involved in Ral
GTPase-Mediated Signal Transduction

Although only a few proteins associated with Ral GTPases were found to be differ-
entially phosphorylated, some alterations might be associated with a variety of signaling
pathways and binlogical processes. Ralgps2, a GEF protein for RalA [194], was differentially
phosphorylated on several phosphosites in sequence from Ser293 to Ser329 in all five pair-
wise comparisons, with greater effect of TAL than TRH in both cells (Figure 8, Tables $1-55).
The phosphosite Ser329, corresponding to Ser329 in human Ralgps2 with ID QB6X2T, is

200



Celis 2022, 11, 1473

21 of 40

located in the sequence FALLPXTPPSPE with PXXP motif (protein IDQOVGE]; UniProt
Database) which is required for Grb2 binding and regulation in Ralgps1 [195], suggesting
Ralgps2 might also bind Grb2 and this interaction might be regulated by phosphorylation
at Ser329.

Ral-binding protein 1 (Ralbp1/Rlip76) was found to be differentially phosphorylated
in its N-terminal domain in three phosphorylation clusters (Figure 8, Tables 51 and 53-55).
All phosphoresidues correspond to the same residues at the same positions in human
Ralbpl with ID Q15311 In the first cluster, Ser29 and Ser30 were hyperphosphorylated
after knockdown of p-arrestin (Figure 8§, Table 51). After treatment of p-arrestin?-deficient
cells with TRH and TAL, phosphosites Ser30 and Ser34 were hypophosphorylated and
hyperphosphorylated, respectively (Figure 5, Tables 54 and 55). Phosphosites Ser29 and
Ser3{ are responsible for binding ARNO, the ArfGEF that activates Arfo [196]. In the second
cluster, Ser48 and Ser62 were hyperphosphorylated after knockdown of fi-arrestin2 and
hypophosphorylated after treatment with TAL (Figure 5, Tables 51 and 53). It was shown
that phosphorylation at Ser48 was not detected in peptides lacking Ser6:2, suggesting that
phosphorylation of Ser62 is mandatory for Ser48 to be phosphorylated or that Ser62 is
constitutively phosphorylated [197). In the third cluster, Ser92, Ser93, and Ser%9 were hy-
perphosphorylated in p-arrestin2-deficient cells after treatment with TRH or TAL (Figure 5,
Tables 54 and 55). Phosphorylation of Ser?% was not detected in peptides that were not
phosphorylated at Ser92 and Ser93, which were always modified simultaneously [197].
Computationally denved putative kinases include MAPE, CK2, and cyclin-dependent
kinase [197], suggesting that changes in Ralbpl phosphorylation may be associated with
phosphorylation changes in CK2 and MAPK signaling pathways (Figures 2—4). The N-
terminal sequence of Ralbpl (residues 1-190] is involved in an interaction with Ras GTPase
that leads to ARNO and subsequent activation of Arfé [196]. Arfé can regulate Racl activ-
ity by interacting with kalirin [195]. Arfé-dependent membrane trafficking is associated
with the dynamics of Cde42-positive vesicles and controls the localization of Cdc42 and
Arhgef? [1949]. This sequence of Ralbp1 also interacts with the interdomain linker of the p2-
subunit of the clathrin adaptor complex, AP2, resulting in receptor-mediated endocytosis
of EGFR [196]. The al-subunit of AP2, which interacts with the p2-subunit and differen-
tially phosphorylates BtbdB, was hypophosphorylated after knockdown of p-arrestin and
hyperphosphorylated in p-arrestin2-deficient cells treated with TAL (Figure 8, Table 511).

The p2-subunit of AP2 can be phosphorylated by the adaptor-associated kinase AAK1,
which is colocalized with many components of the endocytic machinery such as clathrin,
AP2, and dynamin 1 [200]. In our study, AAK] was hyperphosphorylated after -arrestin2
knockdown at Thra(f and at Ser626 after treatment of wild-type and -arrestin2-deficient
cells with TRH (Figure 8, Tables 56, 57, and 59). After treatment with TAL, it was hypophos-
phorylated at Ser622 (Figure 5, Table S8). Comparing this AAK] 1soform with a sequence
of #63 amino acids (protein D FILRI7; UniProt Database) with the AAK] isoform with
962 amino acds (protein ID POCIXS; UniProt Database), the phosphosite Thré22 n AAK1
with 963 AA corresponds to Thr621 in AAKT with %62 AA. The putative kinase that phos-
phorylates Thrti21 in AAK] is ERK1 according to ScanSite 4.0 (hitps:/ /scansite4. mit.edu,
accessed on 9 December 2021). The cyclin G-associated kinase (Gak) has a region be-
tween 752 and 979 amino acids with interaction sites for clathrin, AP2, and dynamin [201].
Gak was hypophosphorylated or hyperphosphorylated at both Serf24 and Ser827 after
p-arrestin? knockdown or after treatment of §-arrestin2-deficient cells with TRH (Figure 8,
Tables S6 and S9).
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Figure 8. Alterations in phosphorylation of phosphoproteins involved in Ral GTPase-mediated
signal transduction. The description of the figure is the same as in Figure 1. Associations and
interactions between proteins were ordered according o [71,160,161,194,202-205]. Abbreviations:
Aakl: AP2-associated protein kinase 1; AP2: adaptor protein complex 2; Gak: cyclin-G-associated
kinase; Ralbpl: RalA-binding protein 1; RalGAD: Ral GTPase-activating protein; Ralgps2: Ras-specific
guanine nuclectide-releasing factor RalGPS2.

3.2.9. Alterations in horylation of Phosphoproteins Involved in Ran
GTPase-Mediated Signal Transduction

RanGAFP1 with the GAP activity for Ran was hyperphosphorylated at Ser427 after
treatment of wild-type cells with TRH and after treatment of fi-arrestin2-deficient cells with
TEH or TAL (Figure 9, Tables 52, 54 and 55). This phosphosite, corresponding to Ser428 in
human RanGAP1 with ID P46060, is located in the 50-amino acid sequence between 420 and
470, which is required for its SUMO-1 modification and subsequent exposure or creation of
the Ranbp2 (Mup358) binding site leading to the localization of RanGAP1 at the nuclear
pore complex [206]. Ranbp? was found differentially phosphorylated at six phosphosites
in three phosphorylation clusters (Figure 9, Tables 51-85). Two phosphosites, Ser2511 and
Ser2735, are located in a 455 amino acid-long segment between Ran-binding domains three
and four (protein 1D D4A054; UniProt Database). This segment in the Ranbp2 isoform of
3059 amino acids corresponds to a 470 amino acid long fragment in the Nup358 isoform
of 3224 amino acids [206]. The phosphoresidue Ser2511 corresponds to Ser2668 in human
Ranbp2 with ID P49792. Tt binds specifically to SUMO-1-modified RanGAP1 [206]. TRH
caused hyperphosphorylation in the third cluster on Ser2088, Ser2092, Ser20%, and Ser2(0697,
but TAL induced hypophosphorylation at Ser2(92 and Ser2097 (Figure 9, Tables 52 and 53).
These phosphosites are located in the region between Ran-binding domains two and three
(protein [D D4A054; UniProt Database) and correspond to Ser2242, Ser2246, Ser2250, and
Ser2251 in human Ranbp2 with ID P49792. The RanGAP1-Ranbp2 molecular complex is one
of the key points in the signaling pathways on which TRH and TAL act in different ways.

RanGAP1 physically interacts with a RanGEF Mycbp2, inhibits its E3 ubiquitin ligase
activity and transports it to the nucleus. At the same time, Mycbp2 was a weak inhibitor of
the GAP achivity of RanGAP1 [207]. Mycbp2 was hyperphosphorylated in two phospho-
rylation clusters (Ser2644 and Ser2646 in the first cluster and Thr3791 and Ser3792 in the
second cluster), which were located in disordered regions after knockdown of p-arrestin2
(Figure 9, Table 51; protein ID D4A2D3; UniProt Database).

Ran-binding proteins coordinate with Ran to regulate nuclear import and export [208].
In addition to Ranbp2, other Ran-binding proteins {Ranbp1, Ranbp3, Ranbp¥, and Ranbp10)
were also differentially phosphorylated (Figure 9).
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Figure 9. Alterations in phosphorylation of phosphoproteins involved in Ran GTFPase-mediated
signal transduction. The description of the figure is the same as in Figure 1. Associations and
interactions between proteins were ordered according to [207,205-211]. Abbreviations: Mychp2:
RCE-type E3 ubiquitin transferase; Ranbp: Ran-binding protein; RanGAP: Ran GTPase-activating
protein; Vrk3: serine / threonine-protein vaccinia-related kinase 3.

3.2.10. Alterations in Phosphorylation of Phosphoproteins Involved in Rap
GTPase-Mediated Signal Transduction

Rapgefl (C3G) was hyperphosphorylated at Ser375 after knockdown of B-arrestin2
and hypophosphorylated at Ser239 after treatment with TAL (Figure 10, Tables 51 and 53).
This protein targets members of the Ras GTPases (Rapl, Rap2, and R-Ras) and Rho GT-
Pases [212]. Other interacting proteins include Src kinase, Grb2, and Crk. The interachion
of Crk and Rapgefl is influenced by the Chl-b protein and the Ber-Abl2 complex [212]. Ber
and Abl2? proteins were hyperphosphorylated after knockdown of f-arrestin2 (Figure 110,
Tables 51 and 56), concomitant with phosphosite Ser375 in Rapgefl. Crk was hyperphos-
phorylated after treatment with TAL, concomitant with hypophosphorylation of Ser239 in
Rapgefl (Figure 10, Tables 53 and 58). Cbl-b was hypophosphorylated after p-arrestin2
knockdown and in wild-type cells treated with TRH or TAL but hyperphosphorylated in
p-arrestin2-deficient cells treated with TRH or TAL (Figure 10, Tables $1-55).
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Figure 10. Alterations in phosphorylation of phosphoproteins involved in Rap GTFase-mediated sig-
nal transduction. The description of the figure is the same as in Figure | Associations and interactions
between proteins were ordered according to [212-215]. Abbreviations: Ber: breakpoint cluster region
protein; Crke adapter molecule crk; Radil: Ras-assodating and dilute domain-containing protein;
Raplgap: Rapl GTPase-activating protein 1; Rapgef: Rap guanine nuclectide exchange factor; Sipa:
signal-induced proliferation-associated proteins; Tnik: TRAF2 and NCK-interacting protein kinase.
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3.2.11. Alterations in Phosphorylation of Phosphoproteins Involved in the f-Catenin
Signaling Pathway

Stimulation of TRH-R also resulted in altered phosphorylation of phosphoproteins
involved in the f-catenin signaling pathway. The p-arrestin complex with GPCR inter-
acts with Src and EGFR or axin and GSE3B to affect phosphorylation or stabilization of
p-catenin [219]. While both EGFR and Src were affected by p-arrestin? knockdown or
by treatment of these cells with TAL, the complex of axinl and GSK3f was affected in
wild-type cells treated with both agonists or in fi-arrestin2-deficient cells treated with TRH
(Figure 11). GSK33 was hypophosphorylated at Ser389 in f-arrestin?-deficient cells treated
with TRH or in wild-type cells treated with TAL (Figure 11, Tables 53 and $4). Axin was
hypophosphorylated at Ser?5, Ser77, and Thr?9 in wild-type cells treated with TRH or TAL
and hyperphosphorylated at Ser?5 and Thr?9 in [j-arrestin2-deficient cells after treatment
with TRH (Figure 11, Tables 52-54). The phosphoresidues Ser75, Ser?7, and Thr?9 in rat
axin correspond to the same residues at the same positions in human axin-1 with ID/ 015169,
Comparison of the sequences of the N-terminal segment of axin with the sequence of the
detected axin with protein [D O70239 indicated that phosphosite Ser75 is located in the sec-
ond peptide segment that interacts with tankyrase, an enzyme that modifies target proteins
with mono- or poly-ADP-ribose [220]. Tankyrase 1-binding protein 1 (Tnks1bpl) was found
to be differentially phosphorylated at nine phosphosites with distinct phosphorylation
patterns for each of the five experimental groups (Figure 11 and Figure 511).

f-Catenin was differentally phosphorylated at Serl91 and Ser552, which was hy-
pophosphorylated after f-arrestin? knockdown or in wild-type cells treated with TAL and
hyperphosphorylated in f-arrestin2-deficient cells treated with TAL (Figure 11, Table 511).
Both phosphoresidues correspond to the same residues at the same positions in human
B-catenin with 1D P35222. p-Catenin interacts with presenilin 1 {Psenl) which inhibits
p-catenin signaling [71,221]. In the present study, Psenl was hyperphosphorylated in
[p-arrestin2-deficient cells treated with TRH or TAL (Figure 11, Tables 54 and 55). The
altered phosphosites Ser366, Ser368, Thr371, and Ser372 are located in the 322450 amino
acid sequence required for the association of Psenl with [-catenin [221]. While the phos-
phoresidues Ser366 and Ser368 correspond to Ser365 and Ser367, respectively, in human
presenilin-1 with 1D P49768, Thr371 and Ser372 correspond to the nonphosphorylated
residues Ala370 and Gly371.
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Figure 11. Alterations in phosphorylation of phosphoproteins involved in -catenin-mediated signal
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transduction. The description of the figure is the same as in Figure 1. Associations and interactions be-
tween profeins were ordered according to [117,219-226]. Abbreviations: Dact3: dishevelled-binding
antagonist of f-catenin 3; GSK3f: glycogen synthase kinase-3@; Psenl: presenilin 1; Tnkslbpl: 182
kD tankyrase-1-binding protein 1.

Activation of f-catenin signaling is mediated by PI3K/ Akt or Wnt/Frzzled signaling
pathways [222]. Frizzled receptors activated by Wnt ligand affect the GSK3 /axin complex
via Dl proteins that were differentially phosphorylated after f-arrestin? knockdown or
TRH and TAL treatments in wild-type cells (Figure 11, Tables 51-53). The protein Dact3, a
negative regulator of Wnt,/ B-catenin signaling via inhibition of the DwvI2 protein [223], was
hyperphosphorylated at Serf and Serl( after f-arrestin2 knockdown and at Serl65 after
treatment of B-arrestin2-deficient cells with TRH or TAL (Figure 11, Table 511).

4. Discussion

In this study, we investigated the changes in the phosphoproteome induced by the
activation of the TRH receptor in pituitary GH1 cells as well as in cells lacking j-arrestin2.
There were hundreds of alterations in the phosphoproteome in each experimental group.
Detailed analysis revealed that only some altered phosphosites were located in functional
domains with enzyme activity or interaction sites with other proteins. According to the
UniProt database, most phosphosites were located in disordered regions of phosphopro-
teins. The intrinsically disordered proteins, which lack stable tertiary structure, undergo
stabilization or destabilization of transient secondary structure and more global disorder-to-
order or order-to-disorder transitions upon ligand binding or post-translational modifica-
tions, including phosphorylation [227,228]. Our results support the hypothesis established
by predicting protein phosphorylation sites using the web-based tool DISPHOS, which
assumes that protein phosphorylations occur predominantly in intrinsically disordered
protein regions [229]. The extensive alterations in the phosphoproteome of pituitary cells
induced by TRH receptor activation or B-arrestin deficiency might be related to structural
changes in phosphoproteins mediating distinct biological functions.

Although GPCRs are known to initiate signaling cascades through B-arrestin [230],
this important regulator has mainly been studied in the context of TRH receptor desen-
sitization, trafficking, and resensitization [17,251]. Interestingly, the §-arrestin-receptor
interaction is not required for MAPK activation by TRH [15]. Both TRH and TAL have been
shown to act via MAPK signaling [10,15]. TAL induced an increase in phosphorylation of
ERK1/2 in the substantia nigra and striatum [10]. Treatment of pituitary GH3 cells with
TRH at a concentration of 100 nM induced ERK phosphorylation and activation within
10 min, which lasted up to 60 min [232]. In our study, phosphorylation of ERK was not
detected, which may be due to different experimental conditions, particularly a higher
TREH concentration (1 pM) than in Oride’s study. However, we observed that both TRH and
TAL can affect the function of the ERK upstream effector B-Raf by hypophosphorylating
it. In addition, the components of the Raf/MEK /ERK scaffold, KSR2 and Cnksrl, were
affected by [-arrestin2 knockdown or TAL treatment of wild-type and (-arrestin2-depleted
cells (Figure 1). Comparison of amino acid sequences revealed that the phosphosite Thr276
in KSR2 (protein ID MORED3; UniProt Database) corresponds to Thr260 in KSR1 [233],
which is one of the residues phosphorylated by activated ERK [234]. Docking of activated
ERK to the KSR1 complex accelerates phosphorylation of these phosphosites in response
to growth factor treatment [235], suggesting that TRH or TAL do not directly alter the
phosphorylation and activity of ERK but likely affect the spatial distribution of Raf, MEK,
ERK, and their scaffold via phosphorylation of their components. The distinct effect on
phosphorylation of KSR2 and Cnksrl has a knockdown of p-arrestin2, supporting the
previous studies that reported the scaffold of B-arrestin with the Raf/MEK /ERK signaling
cascade [236,237]
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B-Arrestin interacts directly with some small GTPases and their regulatory or binding
proteins [235]. It affects signaling pathways mediated by Ras, Ral, Rap, Rho, Rac, Cdc42,
Arf, and Rab [30]. Our data confirm these associations and add Ran GTPase to the list
(Figures 1-10). Activation of the TRH receptor by TRH or TAL induced alterations in
phosphorylation of proteins interacting with these GTPases (Figures 1-10). Previously,
only the Rho and Ras pathways were found to be involved in TRH signaling [19,20]. Our
results also show that activation of the TREH receptor or absence of f-arrestin? affects small
GTPases via phosphorylation of their GEFs and GAPs (Figures 3-10). The alterations in
phosphorylation of some proteins after activation of the TRH receptor were abolished in
p-arrestin2-deficient cells, e.g., B-Raf, which is scaffolded by f-arrestin2 (Figure 1), or Dl
proteins, which interact with p-arrestin (Figure 3). This effect occurred to a greater extent
in the class of Rab (GTPases and was observed for Rabepl, Rabep2, Rab3ip, Rab11fip5,
Denndla, Tbd1d10a, and Ulkl (Figure 7), suggesting that p-arrestin2 plays a role in the
mechanism of endocytic and exocytic processes triggered by GPCR activation. There were
few proteins for which TRH- and TAL-induced alterations in phosphorylation occurred in
opposite directions in wild-type and p-arrestin2-deficient cells, such as Rptor (Figure 1),
Rock2, Lats1, Myo%b, and PKD1 (Figure 3), Cbl-b and Farp2 (Figure 5), and Rab11fipl,
Dennd4c, and Itsn2 (Figure 7). At the same time, there were only few proteins whose TRH-
or TAL-induced alterations in phosphorylation were not affected by p-arrestin? downregu-
lation at least at some phosphosites, such as Arhgef28 (Figure 3), Ptk2 3, Wnk2 (Figure 4),
Gitl, Farp2 (Figure 5), Thcld10b, Rabgapl (Figure 7), Aak1 (Figure 8), and RanGAP1, and
Vrk3 (Figure %). These data suggest that f-arrestin scaffolds many cellular proteins and
that its deficiency can cause major changes in the scaffolding of multiprotein complexes.
Alternatively, it may be that f-arrestin assembles some proteins into multiple complexes
and that the reduced scaffolding capacity of f-arrestin is reflected in components of other
signaling pathways. The altered scaffolding capacity of f-arrestin affects the conformation
and localization of many proteins, including protein kinases and phosphatases. This alters
the accessibility of protein kinases and phosphatases to their substrates and subsequently
the differential phosphorylation of proteins, leading to changes in protein function and
cellular processes.

Some proteins were found to be associated with multiple small GTPases, so that
there are multiple cross-talks between the signaling pathways of the members of the small
GTPases. The crucial cross-talk is represented by a complex consisting of Arhgef7, Gitl,
and Scrib associated with Arf and Cde4? signaling pathways that overlap with Rac and
Ras signaling pathways via Latsl (Figures | and 4-6). Aktl kinase overlaps with Ras
and Arf signaling pathways (Figures 1 and 6). The Ulk1, Src, and CK2{ proteins connect
the Ras signaling pathway to the Rab, Rho, and Rac signaling pathways, respectively
(Figures 1, 3, 4 and 7). A strongly affected Chlb protein mediates a cross-talk between the
Cdc42? and Rap signaling pathways (Figures 5 and 10). Another important cross-talk protein
is Ralbp1 (Figure &), a component of the Ral pathway that interacts with Ras GTPases and
activates Arfé [194].

Not only MEK and ERK, but also other MAP kinases (Map3k1, Map3k2, Map3k5,
Map3k9, Map4k4) were not affected by TRH or TAL in wild-type GHI1 cells. On the other
hand, Map3k? (TAK1) was slightly hypophosphorylated after TAL treatment and Map3k4
(MEKK4) and Map4k1 were markedly hypophosphorylated after TRH or TAL treatments
of wild-type cells (Figures 1 and 3, Table 511). All the above MAP kinases were affected in
both untreated and ligand-treated [(-arrestin2-deficient cells (Figures 1-5), suggesting that
[-arrestin scaffolded many MAP kinases and its deficiency altered MAPK signaling and
activation induced by TRH or TAL. In addition to the Raf /MEEK /ERK scaffold, f-arrestin
also binds the component kinases of the JNK3 and p38 cascades, ASK1-MKK4/7-[NK3
and ASK1-MEK3/6-p38 [30]. We also detected alterations in the phosphorylation pattern
of Map3k5 (ASK1) in f-arrestin2-deficient cells as well as in these cells treated with TAL
(Figure 1), supporting the association of f-arrestin? with the [NK3 and p38 cascades. The
JMEK1,/2/3 kinase can also be activated by MEKK4 [236], whose phosphorylation was not
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affected by knockdown of fi-arrestin2 but whose TREH / TAL-induced hypophosphorylation
in wild-type cells was markedly suppressed in fi-arrestin2-deficient cells (Table 511), sug-
gesting that f-arrestin? does not scaffold MEKE4 but mediates MEKK4 signaling triggered
by TRH receptor activation. Increased expression of f-arrestin2 enhances the association of
p-arrestin2 with TAK1 binding protein-1 (TAB1), leading to disruption of the TAK1-TAB1
interaction [239]. In our study, different phosphorylation patterns of Map3k? (TAK1) were
found in TAL-treated wild-type cells, in f-arrestin2-deficient cells and in TRH/TAL-treated
[p-arrestin2-deficient cells (Figure 3) supporting the notion that changes in f-arrestin2 ex-
pression may affect TAK] signaling, as reflected by altered TAK1 phosphorylation. Map4k1
(HPK1) and Map4k4 (HGK) kinases are upstream kinases that phosphorylate TAK1 [235].
Map4kl was hypophosphorylated after treatment of wild-type cells with TRH or TAL,
similar to TAK] after treatment with TAL (Figure 1), suggesting that at least TAL suppresses
phosphorylation of key components of the HPK1-TAK1 pathway:

Map4k kinases were found to phosphorylate and activate Lats1,/2 kinase, a com-
ponent of the Hippo signaling pathway. Activated Lats1/2 in turn promotes inhibitory
phosphorylation of the transcriptional co-achivators YAP/TAZ [56]. Whereas Mapdkd
kinase was hypophosphorylated in p-arrestin2-deficient cells and in TRH/ TAL-treated
wild-type cells and this phosphorylation pattern resembled phosphorylation at Ser1111
in Lats1/2, ligand binding to the TRH receptor in p-arrestin2-deficient cells abolished the
phosphorylation of these two proteins (Figure 1). There is a cross-talk between the Hippo
pathway and the Rho/Rac GTPase pathways. Receptors coupled to Gg/11, which include
the TRH receptor, can inhibit Lats1/2 kinase activity via activation of Rho GTPase [55,56].
In addition to Map4k kinases, the Rho-ROCK-PAK or KRas-RASSF1A-MST1 /2 signaling
pathways can also mediate the changes in Lats1/2 activity [56]. Arhgef7 is a positive
regulator of the Hippo pathway, acting as a scaffold for Lats1/2 and YAP/TAZ [127]. Some
proteins from all three alternatives (Rockl, Rock2, Pakl, Pak2, MST2, and Arhgef7) were
differentially phosphorylated at least in pairwise comparison (Figures 1, 3 and 4). Rock2
was also differentially phosphorylated in all five pairwise comparisons similar to Lats1/2,
but in the opposite direction (Figure 3). The upstream KRas effectors Delkl and Rrebl were
also differentially phosphorylated in all five pairwise comparisons. These data suggest
that multiple proteins may be involved in the regulation of Lats1 /2 and that the Hippo
pathway is one of the major signaling pathways affected by TRH receptor activation. To
date, f-arrestins have not been found to affect the Hippo pathway. Only, re-expression of
arrestin domain containing protein-3 (ARRDC3), which is structurally similar to B-arrestin,
was able to attenuate GPCR-stimulated Hippo signaling [240]. B-Arrestin interacts with
RhoA [235]. It appears that p-arrestin deficiency leads to disruption of the TRH receptor-
mediated signaling pathway involving Gg-arrestin2-RhoA-Rock2-Lats1 /2, when the signal
is not transmitted from the Gq protein to RhoA. Our data support the idea that f-arrestin
is a component of the Hippo signaling pathway and mediates the regulation of Lats1,/2
function via its phosphorylation.

TEH has been reported to induce hyperphosphorylation of EGFR at tyrosine phospho-
sites and its transactivation via PLCf /PKC or Gy /Src signaling pathways [241,242]. In
our study, TRH or TAL did not induce alterations in phosphorylation of EGFR in wild-type
cells. After knockdown of f-arrestin2, we detected hyperphosphorylation of EGFR at
Serl165 (Figure 2) but no alterations in phosphorylation of tyrosine phosphosites. Interest-
ingly, treatment of j-arrestin2-deficient cells with TAL resulted in its hypophosphorylation
(Figure 1). We detected changes in phosphorylation at Ser75 in Src (Figure 1). Hyper-
phosphorylation of Src is associated with its ubiquitin-dependent degradation, but its
hypophosphorylation increases the availability of its active form [44]. Src hyperphospho-
rylation at Ser75 induced by knockdown of B-arrestin2, leading to degradation of active
Src supports the idea that the interaction between f-arrestin2 and Src is constitutive [30].
B-Arrestins bind to activated GPCRs, stabilizing a state of high agonist affinity of the
receptor [30]. The hypophosphorylation observed with active Src suggests that Src is
active in a receptor-arrestin complex [26,30]. Here, we did not detect any alterations in

207



Cells 3022, 11,1473

B of 40

Src phosphorylation state after ligand binding to the TRH receptor, but hypophospho-
rylation at Ser75 was found after stimulation of p-arrestin2-deficient cells, suggesting
that Src is active in the TRH receptor-arrestin complex and that the amount of cellular
p-arrestin2 is a critical factor determining the change in Src activity after ligand binding
to the TRH receptor. [§-arrestin is recruited to the endothelin-A receptor (ETAR) as an
integral component of two multimeric functional complexes involved in B-catenin sig-
naling [219]. The multimeric ETAR/B-arrestin complexes consist of Src and EGFR or
axin and GSK3f and result in f-catenin Tyr phosphorylation and stabilization, respec-
tively [219]. The phosphorylation patterns of many proteins involved in the f-catenin
signaling pathway were affected in f-arrestin2-deficient cells either treated or not treated
with TRH/TAL. Knockdown of B-arrestin2 resulted in hyperphosphorylation of both EGFR
and Src, which was abolished in 3-arrestin2-deficient cells by TAL (Figure 11). The compo-
nent of the second multimeric complex, axin, was hypophosphorylated by TRH or TAL in
wild-type cells and this phosphorylation was abolished by TRH treatment of f-arrestin2-
deficient cells (Figure 11). These data suggest that multimeric complexes consisting of
p-arrestin? /Src/EGFR or (f-arrestin2 faxin are affected by TRH receptor activation and
that TRH or TAL might induce a different conformation of the TRH receptor manifested
by different regulation of these complexes in f-arrestin2-deficient cells. The next piece
of evidence suggesting that TRH receptor activation affects (f-catenin signaling is the
differential phosphorylation of presenilin-1 {Figure 11), whose altered phosphosites are
located in the region responsible for interaction with B-catenin [221]. f-Catenin is affected
by the PI3K/ Akt signaling pathway [71]. Activation of the TRH receptor can lead to a
translocation of f-catenin via PKAwx [243]. Here, we observed that the PI3K/ Akt pathway
was affected when both TRH and TAL treatment of B-arrestin2-deficient cells induced
differential phosphorylation of Akt and presenilin-1 (Figure 11), whereas PKA« was not
altered. Akt appears to be another downstream effector of the TRH receptor that affects
p-catenin signaling. The phosphosite Ser352 in f-catenin was differentially phosphorylated
both after f-arrestin knockdown and after treatment of wild-type or fi-arrestin2-deficient
cells with TAL (Figure 11). f-catenin is phosphorylated at Ser552 through Akt activation
downstream from EGFR signaling and for induced by Ras/PI3K [222,224 276]. Activated
PI3K / Akt cooperates with the Wnt signaling pathway to activate f-catenin signaling [222].
In the absence of a Wnt ligand, the axin scaffold fadlitates GSK3f-mediated phosphoryla-
tion of cytoplasmic f-catenin, inibating its degradation [117]. In canonical Wni signaling,
‘Wnit ligands bind to Frizzled receptors, dishevelled (Dvl) proteins are activated, and the
axin/GSK3 effect on f-catenin is prevented, leading to increased B-catenin transcriptional
activity [117]. In noncanonical Wnt signaling, Wnt ligands signal to Rho and Rac GTPases
via Frizzled to promote changes in the actin cytoskeleton [117]. f-Arrestins and Disheveled
proteins are important mediators of Wnt signaling. In canonical Wnt signaling, p-arrestins
bind to receptors via Dvl proteins to sequester axin and GSK3§ from f-catenin, leading
to its stabilization [117]. In noncanonical Wnt signaling, f-arrestin forms a complex with
Dwl proteins and AP2 to activate RhoA and Racl, leading to activation of Rock and JNEK,
respectively [117]. In our study, EGFR and Akt involved in the Ras/PI3K / Akt pathway
were affected in f-arrestin?-deficient cells and after TAL treatment of p-arrestin?-defident
cells, but Dl proteins, axin and GSK3, were affected after TRH or TAL treatments of
wild-type cells and TRH treatment of f-arrestin?-deficient cells (Figure 11). These results
suggest that f-catenin signaling is differentially activated by TRH or TAL depending on
the amount of f-arrestin? and the differential TRH receptor activation.

The changes in phosphorylation of proteins involved in the Rab, Arf, and Ral sig-
naling pathways suggest the effect of TRH, TAL, and [-arrestin2 deficiency on clathrin-
dependent and -independent endocytosis and cargo transport between membrane-enclosed
organelles [174,180,196]. The heterotetrameric adapter protein (AP) complexes are required
at multiple endomembranes for cargo binding. AP2 is required for cargo recognition
and transport between the plasma membrane and the early endosome, whereas AP3 is
localized to the tubular endocytic compartment and trans-Golgi and requires Arfl for
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membrane binding [160]. The AP2-coated vesicles depend on clathrin for their forma-
tion but the AP3 vesicle formation does not require clathrin [160]. In our study, the o
subunit of AP2 was differentially phosphorylated only after knockdown of p-arrestin2
and treatment of f-arrestin?-deficent cells with TAL (Figure 5). The # subunit of AP3
was differentally phosphorylated after treatments with TRH or TAL, whose effects were
abolished in B-arrestin?-deficient cells. The same effect was observed in AP2-interacting
clathrin-endocytosis proteins (Btbd8) (Figure 6). These data suggest that both TRH and
TAL affect cargo transport at the plasma membrane or Golgi and that p-arrestin? is a
key factor in mediating this effect. The AP2 complex 1s a component of dathrin-coated
pits which have been shown to be not only isolated structures but often tightly intercon-
nected to form clathrin plaques [244]. These plaques may be involved in adhesion or
act as signaling platforms that concentrate activated GPCRs or RTKs. Clathrin-coated
structures, including clathrin-coated pits and clathrin plaques, are essential for activation
of several signaling pathways, including EGFR-mediated stimulation of AKT signaling,
activation of the canonical Wnt pathway and §-arrestin2-mediated ERK signaling [244].
The o subunit of AP2 as well as EGFR, Aktl, components of ERK scaffold (KSR2 and
Cnksrl) and p-catenin involved in the Wnt signaling pathway, were differentially phos-
phorylated in p-arrestin2-deficient cells and after treatment of p-arrestin2-deficient cells
with TAL (Figures 1, & and 11), suggesting that fi-arrestin? functions as a component in
clathrin-coated structures and that the altered phosphosites in these phosphoproteins may
be regulatory sites that mediate signal transduction from clathrin-coated structures to their
downstream signaling pathways.

There are two limitations in this study. The first imitation is the use of a cancer-
denived cell line. It is known that cancer cell lines may alter signaling pathways. Therefore,
the results of this study may correspond more to phosphosignaling processes in pituitary
tumors than in normal pituitary cells. The second limitation is that f-arrestin2 silencing
was not complete under our conditions. [t is likely that different levels of p-arrestin2
may affect cell signaling and biological processes to different extent. Nonetheless, it is
clear that deficiency of f-arrestin2 can have significant effects on biological processes,
including TRH receptor-mediated signaling and it can trigger adaptive cellular processes
via phosphosignaling to compensate for the changes in f-arrestin2 scaffolding and function.

Activation of the TRH receptor by TRH or TAL resulted in different phosphorylation
patterns in the phosphoproteome observed in both wild-type GH1 cells and f-arrestin2-
deficient cells (Figures 1-11). This suggests that TRH and TAL may act at least in part
as biased agonists for the TRH receptor by promoting specific signaling pathways that
mediate different cellular processes and may lead to different physiological consequences.
The differences between the effects of TRH and TAL may be due to lower affinity of
TAL for the receptor and the lower signaling effect compared with TRH [13]. Interest-
ingly, TAL exhibits higher activity in stimulating CNS effects than TRH [13]. Since rat
pituitary cells predominantly and perhaps exclusively express the TRH-R1 subtype [15]
and the CNS effects of TAL in mice are mediated primarily, if not exclusively, by TRH-
R1 [245], we hypothesize, that at least the effects of TAL on phosphosignaling dynamics
are mediated entirely via TRH-R1 activation, and TRH induces phosphosignaling changes
predominantly via TRH-R1 activation and marginally via TRH-R2 activation, leading to the
observed differences between the effects of TRH and TAL on phosphosignaling dynamics.
TRH can be implicated in neurndegenerative diseases associated with aging, including
Alzheimer’s disease and Parkinson's disease [9]. TRH and its analogs, including TAL, have
neuroprotective, neurotrophic, and anti-apoptotic effects [10]. We found TRH- or TAL-
induced changes in some signaling pathways associated with neurodegenerative disease
pathology. Alzheimer’s disease neuropathology 1s associated with hyperactivation of the
PI3K/ Akt/mTor pathway, decreased activity of AMPE, increased activity of p38 MAPK,
and inhibition of the Wnt pathway [246]; whereas Parkinson’s disease neuropathology
has been found to involve alterations in the autophagic/ lysosomal pathway that include
disruption of Rab? function and intracellular trafficking and involvement of the p38/TNE
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pathway [247,248]. Our results provide the molecular background of TRH and TAL effects
depending on the amount of B-arrestin2 in cells of the nervous system, which should be
taken into account when thinking about potential neuroprotective effects of these ligands
in the treatment of neurodegenerative diseases.

5. Conclusions

In the present study, TRH and TAL were found to have a strong effect on the phos-
phorylation of GEFs, GAPs, and other members of the small GTPase signaling pathways.
They affect the phosphorylation patterns of all small GTPase classes. Simultaneously,
changes in the phosphorylation of MAP kinases, Ser/Thr protein kinases, Tyt protein
kinases, members of the Wnt/ f-catenin and Hippo signaling pathways were detected. The
phosphorylation patterns triggered by TRH and TAL were found to be different, suggesting
that these ligands exhibit biased agonism at the TRH receptor. It was also shown that
p-arrestin2 is a key mediator that determines TRH- and TAL-induced phosphoregulation
of several phosphosignaling pathways. Downregulation of p-arrestin2 resulted in alter-
ations in the phosphorylation of EGFR and Src kinase with potential implications for their
activities. These findings may be useful in the treatment of neurodegenerative disorders
and neurological pathologies with TRH and TAL. Modulators of kinase and phosphatase
activities and cellular levels of f-arrestin2 can be used as additives along with TRH and
TAL to support their beneficial effects.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: hitps
£ Fwownw mdpicom farticle /10,3390 / cells1 109147351, Supplementary Results. Figure S1. Down-
regulation of B-arrestin? was performed using siRNA gene silencing technology. Figures 52-521:
Quantitative changes in phosphoproteins and networks of differentially phosphorylated proteins.
Table 51. A list of differentially phosphorylated proteins involved in the regulation of small GTFase
activity in GH1 cells after siRNA-mediated B-arrestin? knockdown. Table 52. A list of differen-
tially phosphorylated proteins involved in the regulation of small GTPase activity in GHI cells after
stimulation with 1 uM TRH. Table S3. A list of differentially phosphorylated proteins related to
regulation of small GTPase activity in GHI cells after stimulation with 1 uM TAL. Table 54. A list of
differentially phosphorylated proteins involved in the regulation of small GTPase activity in GH1
cells after sIRMA-mediated f-arrestin? knockdown and stimulation with 1 pM TRH. Table S5. A list
of differentially phosphorylated proteins related to regulation of small GTPase activity in GH1 cells
after sikMNA-mediated p-arrestin knockdown and stimulation with 1 pM TAL. Table S56. A List of
differentially phosphorylated proteins involved in MAF kinase-mediated signaling in GHI cells after
siRNA-mediated f-arrestin knockdown. Table 57. A list of differentially phosphorylated proteins
involved in MAP kinase-mediated signaling in GH1 cells after stimulation with 1uM TRH. Table 58. A
list of differentially phosphorylated proteins involved in MAF kinase-mediated signaling in GHI cells
after stimulation with 1uM TAL Table 59. A list of differentially phosphorylated proteins involved in
MAF kinase-mediated signaling in GHI cells after siRNA-mediated B-arrestin2 knockdown and stim-
ulation with 1 uM TRH. Table S10. A list of differentially phosphorylated proteins involved in MAP
kinase-mediated signaling in GHI1 cells after siRNA-mediated p-arrestin2 knockdown and stinula-
tion with 1 uM TAL Table S11. A list of differentially phosphorylated proteins involved in regulation
of small GTPase activity and MAPK signaling in GH1 cells after siRNA knockdown of B-arrestin2 and
stimulation with 1 uM TRH or TAL. References [79,89,101,162, 164,186,205 211,213,214,217 249-255]
are cited in the supplementary materials.
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