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Abstrakt

Prace charakterizuje sasny pohled na vyuziti GFP a jemu podobnych

fluoreskujicich proteil pri studiu receptar sgazenych s G proteiny (GPCRS).

Short review about importance of GFP aather proteins endowed with

spontaneous/natural fluorescence in studies ofd&jpr coupled receptors.

Kli¢ova slova:

- receptory, zelen  fluoreskujici protein, vyuZziti, furdai studie



Obsah

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....ctiiiiririeieieeieesieseeesessseseeisisseseeseseseseesssesesesnans 6
O U AV |5 USRS 7
2. LITERARNIPREHLED......c.ciiiiiieecieteeteee ettt 8..
2.1. Receptory EZ€NE S G PrOteINY......cciiiiiiiiiieiiit cmmmmmn e eeeeeetree e e e e e e eeaeaeeeeaaaaaaaanannns 8
2.2.  Heterotrimerni G PrOtEINY........couuumeteeeeeieeerieeiiiiieiriarsaaeeeeeeeeesaaaeaaeaeeeseeeeesmnmnne 9
2.3. Bilkoviny s Hirozenou flUOrE€SCENCI..........cevevviiiiiirer e 12
2.3.1.  ZelenfluoreskujiCi Protein...........oooeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e e e e e e e e e e e e e e 12
2.3.2. Cervers fluOresSKUJICT ProteIN..........c.oiveueieeeeeeeeeeeeetesteeee s et eeenenes 5.1

3.

5.

2.3.3. Fehled metod - moznosti pouziti fluoreskujicich pnal za &elem visualisace

[(ST0] o) APPSR 16
PRAKTICKA CAST ..ottt eee et n sttt snaeas 20
4NV 01 = SRS 24
SEZNAM CITOVANE LITERATURY ....oooviiiieeiee et en e 26



Seznam pouZitych zkratek

AC Adenylylcyklaza

BFP Blue fluorescent protein

CFP Cyan fluorescent protein

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium

FP (FPs) Fluoreskujici protein (proteiny)

FRAP Fluorescent recovery after photobleaching
FRET Fluorescence resonance energy transfer
GABA Kyselinay-aminomaselna

GDP Guanosindifosfat

GFP Green fluorescent protein

GnRH Gonadotropin releasing hormone
GPCRs G protein coupled receptors

GRKs G protein-linked receptor kinases

GTP Guanosintrifosfat

HEK Human embryonic kidney cells

PBS Fosfatovy pufr

PLCPB Fosfolipdza @

PKA Protein kinaza A

PKC Protein kinaza C

RFP (=DsRed) Red fluorescent protein

TAS1, TAS2 Taste receptors

TRH Thyrotropin-releasing hormone (thyreoliberin)
TRHR Thyrotropin-releasing hormone receptor
VSV Vesicular stomatity virus

YFP Yellow fluorescent protein



1. Uvod

Plazmaticka membrana kazdéiky obsahujeizné receptory, které jsou nezbytné pro
piijem signah z okolniho prosedi. Receptory spZzené s G proteiny tyiomezi bugcnymi
receptory nejrozsahlejSi skupinu. Do této skupiratiiprada receptdr, jejichz chybné
fungovani nebo dokonce absence naébm@m povrchu rize byt spojena #|dou pro
organismus patologickych stavProto jsou tyto receptory velmi intenzévekoumany.

Metody fluorescéniho zng&eni poskytly dobry nastroj pro sledovani Zivotndyilu
receptoéi. Visualisace takoveého receptorutde byt provedena pomoci fluoreséeh
znatenych ligand nebo fluoresceimé znaienych protilatek. Tyto metody z&eni receptar
maji vSak ®kolik nevyhod, mezi které péatnagiklad disociace zri@ného ligandu nebo
nespecifické navazani protilatek v ramci pozorohanébjektu. Objev bilkovin stpozenou
fluorescenci, jako jsou zelem ¢ervere fluoreskujici protein, otéel nové moznosti v ramci
visualisace receptdr Pojednani oéthto fluoreskujicich proteinech a jejich vyuzitfi p
pozorovani receptarsgazenych s G proteiny je hlavni naplni mé baisii@ prace.



2. Literarni piehled

2.1. Receptory $pZené s G proteiny

Superrodina recepiosgazenych s G proteiny (GPCRS) zaujima v genomuusavc
nejvétsi rodinu proteif. Ligandy GPCRs tvd velmi rozmanitou skupinu. Ratmezi ré tzv.
biogenni aminy, peptidy, proteiny, lipidy, nuklebtj odoranty, ionty, fotony aj.

Z raznorodosti ligand vyplyva, Ze i samotné GPCRs se mezi sebou musiowdk, protoze
kazdy z vySe uvedenych ligaihana jiné pozadavky na vazebné misto na receptopies
skut&nost, Zze se GPCRs mezi sebou odliSuji, musiospt d¥ zakladni podminky, aby
viabec mohly byt do této skupiny receptozaazeny. Prvni podminkou je sedmimpika
plazmatickou membranou tkenych a-helixy, které formuji receptor a umiagi prenos
signalu z extracelularnino prostoru donky Druhou podminkou je schopnost receptoru
interagovat s G proteiny. V stasné dob se viak ukazuje, Ze GPCRs jsou zapojeny do celé
fady alternativnich signalnich drah, jejichz &ati G proteiny nejsou. Proto by mozna bylo

R

"receptory sedmkrat prochazejici membranou” (7Tédeptors). V satasné dob se lze
v publikacich setkat s éma typy ozné&eni, ale ozn&ni GPCRs je stale pouziwggi, nebd
je historicky mivodngjsi.

\eédecky tym ze Svédska ugnil v roce 2003 (Fredriksson et al., 2003) vykied
fylogenetické analyzy, které byly podrobeny vSechioposud znamé GPCRs kddované
lidskym genomem. Vysledkem této analyzy byloc¢teméni receptoi do nasledujicich gbi
rodin: glutamatové (G), rhodopsinova (R), "adhesi@), "frizzled/taste2" (F) a sekretinova
(S) rodina. Uvedené rodiny jsou souhfrmznaovany zavedenym akronymem GRAFS.

Nazev sekretinové rodiny je odvozen eceptoru pro sekretin, ktery byl ,klonovan"
jako prvni. DalSimicleny jsou nafiklad receptory pro kalcitonin, glukagon, kortikmgriny
nebo somatoliberiny. Ligandydhto receptar jsou relativie velké peptidy, které &sSinou
funguji v ramci parakrinniho typu sekrece. Pro ‘ggibn” rodinu receptérje typicka
piitomnost "adhesion-like" motivna jejich N-konci, ktery je relatiéndlouhy (200 — 2800
aminokyselin) a obsahuj@du mist pro glykosylaci. Do glutamatové rodinydykazeno
osm receptar pro glutamat, dva receptory pro kyseliptaminomaselnou (GABA) a¢p
chwovych receptar (TAS1). Glutaméatové receptory maji vazebnou domgrmu ligand
umistnou na N-konci, jehoZifblizna délka je 280 — 580 aminokyselin. Podbtomu i u

receptoél pro GABA. Chuwové receptory exprimované na povrchu jazyka m#g w@ouhy
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N-konec, ktery ovSem na rozdil od receptgpro glutamat a GABA obsahuje sérii
cysteinovych aminokyselinovych zbyitk Do "frizzled/taste2" rodiny p#t také chtiové
receptory. Tyto se oztaji jako TAS2 a maji narozdil od TAS1 receyitdratky N-konec.
Tato skuténost podporuje dondnku, Ze vazebné misto pro ligand se na jejich Nekon
S nej\tsSi pravépodobnosti nevyskytuje. TAS2 receptory jsou kkojazyka exprimovany
jeS€ na epitelu ustniho patra. O jejich funkci se taatim iliS mnoho nevi. Rhodopsinova
rodina receptdr je nejobsahlejsi. Jeflenové se tive ozn&ovaly jako rhodopsinu podobné
receptory. Ligandem rhodopsinu jsou jak znamo fptaspektra viditelného zéni.
Spoleénym znakem této rodiny je néklad NSxxNPxxY motiv v sedmém
transmembranovém {miku. Ligandy se vazou do "prohlubn vytvoiené mezi
transmembranovymi Useky receptotlieny této rozsahlé rodiny jsou riéidad receptory pro
katecholaminy (dopamin, serotonin, adrenalin), mogli@, histamin, nebo thyreoliberin (TRH
— thyrotropin releasing hormon). (Fredriksson et2003)

| gesto, Ze byla v nedavné doprokadzana schopnost GPCRs zpexovat penos
signalu do biiky prostednictvim drah, které G proteiny nezahrnuji, jenalgaini draha,
v niz GPCRs interaguji s heterotrimernimi G proteidgrahou nejasgjsi. Z tohoto dvodu
pojednavam v nasledujici odstavci prév heterotrimernich G proteinech. Heterotrimerni G
proteiny funguji jako penaSeée signalu z extracelularniho prostorunky na fizné
intracelularni efektory, mezi které paadenylylcyklazy, fosfolipazy nebo iontové kanaly.

2.2. Heterotrimerni G proteiny

Heterotrimerni G proteiny jsou feay ¥femi podjednotkami ozgavanymi jakoo,  a
y. a podjednotka je zodp@dna za vazbu GTP a GDP a za hydrolyzu GTP. Podijkgfaay
jsou asociovany do jednoho komplexu.V dnesniéd@gbd znamo 16 gen kddujicich o
podjednotku, 5 gen kodujicich B podjednotku a 12 génkddujicichy podjednotku G
proteinu. (Pierce et al., 2002)

G proteiny jsou klasifikovany podle tymjich o podjednotek a roztlji se doctyr
trid, které se ozraji jako: G, G, Gy, a Go. Gs proteiny aktivuji adenylylcyklazu (AC). G
proteiny inhibuji AC a aktivuji dovnitusnemujici draslikovy kanal spzeny s G proteiny.
Gq proteiny aktivuji fosfolipazu £ (PLCB) a Gy proteiny jsou spojeny s regulaci
MAPkinazovych drah. Kazd&itla G proteif ma rekolik ¢lend, které reguluji izné typy

efektoili. VySe uvedené efektory nejsou jedinymi signalmmiekulami aktivovanymi danou



tiidou. DalSi piklady efektoéi jsou sodasr® se zastupci jednotlivychtitl uvedeny v
nésledujici tabulce. (Fredriksson et al., 200gjlligan a Kostenis, 2006).

Trida | Zastupci Efektory Misto exprese
G adenylylcyklazy (G sxu),om) 1 Gsu - vSudygitomny
GS(S)(X kanal pro K (Ggr) 1 Gorro. - olfaktorické neurony
Geot GS(L)G tyrosin kindzy typu Src (c-Src,Hck
SoO% | (Gt
Gora GTPaza tubulinu (&) 1
Go1-200 - neurony, neuroendo-
G krinni buaky, astrocyty,srdce
GOl(X adenylylcyklazy (Go0) | Givise - heurony
G-OZ- " MAPkinazova aktivace (@) 1 G.a - krevni destiky,neurony,
G G'la"3 kanaly pro C& (Giot) | neurosekréni buiky
o o kanaly pro K (Gio ) 1 Guo - tycinky oka
th’z‘* GTPaza tubulinu (@) 1 G - &ipky oka
gust Ggustt - chitové poharky pro
sladkou/hdkou chu’, chemo-
receptory dychacich cest
Gqu G110 - vSudypfitomne
G110 fosfolipaza @ 1 G1s100 - hematopoetické
Gq/]_l(x G40 p63-RhOGEF (@110() T bﬁky
Gis0l kanaly pro K (Gqa) 1
Glea
G G0 fosfolipaza Dt vSudygitomné
1213 G0 fosfolipaza G 1

Tabulka tid G proteiri

Zmisob interakce G proteins GPCRs je nasledujici. V klidovém stavu jsou kigc
podjednotky G proteinu spojeny v jeden komplex ukny v membréha a podjednotka ma
navazany GDP. Tento komplex s&3mou nachéazi v blizkosti receptoru. Vazba ligandu
receptor umoiuje interakci aktivovaného receptoru s G proteinétera je spoustim
mechanismem vyimy GDP nan podjednotce za GTP, coZ ma za nasledek nejen enipGj
proteinového komplexu od receptoru, ale i jeho aokzpaoa-GTP afy podjednotku. Ob

podjednotky vzniklé disociaci jsou vie schopny modulovateny signalni kaskady, které
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se nachazeji na dalSich Urovnidierposu signalua-GTP podjednotky danéitly G proteiri
moduluji fadu efektol, které jsou uvedeny v tabulcgidt G proteii. V piipad Py
podjednotek bylo zjigho, ze mohou aktivovat PIICAC I, IV a VIl nebo inhibovat AC I.
Aktivovany stav trva do té doby, nez je GTP imitGTPazovou aktivitow podjednotky
hydrolyzovano na GDP. Hydrolyza je nasledovanaa@asio a fy podjednotky, které se
znovu spojuji v jeden komplex a jsou tak schopmgoxat na fichod dalSiho stimulu. Mohlo
by se zdat, Ze aktivovatelnost G proteinovych kaxpl prostednictvim GPCRs je
nekonéna, coz by v fipad nadnérné gFitomnosti stimul mohlo vyudstit v nadgrnou
urovei signalizace. Z fyziologického hlediska by to §idtyl nezadouci patologicky stav.
Bunky jsou ale ped nadmirnou arovni signalizace chrémy slozitym systémem
zpétnovazebnych mechanisnmazyvanych desensibilizace a "down-regulace”. (Sda a
Novotny, 2001)

Proces Utlumu receptorové signalizagéipad dlouhodobé fitomnosti stimulaéniho
ligandu je ozn&van jako desensibilizace. Odehravéa se jak na UBRECRS, tak na urovni G
proteini. Za vyrazné snizeni futikosti GPCR je zodp&dna fredevsim jeho fosforylace,
ktera je zposedkovana proteinkinazami A (PKA) a C (PKC) neboimod kinaz spazenych
s GPCR (GRKs). Regulace kinazami PKA a PKC sloakbjnegativni zna vazba a
spaiva predevSim v rozpojeni vazeb mezi receptoryislgpsnymi G proteiny. Mnohem
obecrjSim mechanismem je desensibilizace GPCRs ijmdsictvim GRKs, do které je
z&lleren B-arrestin. GRKs rozpoznavaji a fosforyluji pouzéiakvanou formu receptoru s
navazanym ligandem. Nasledee k fosforylovanému receptoru s vysokou afinvdie [3-
arrestin, ktery mu zabiiaje v interakci s G proteinem. Defosforylaci receptmaji na
starosti fosfatdzy umigté v intracelularnich w&ich, do kterych je receptor po v&zp-
arrestinu pemisén.

Desensibilizace je obvykle nasledovaresynem receptoru z plazmatické membrany
do intracelularniho prostoru tky, ktery se odehrava endocytézou. Tentpje znam pod
pojmem internalizace. GPCR tue byt internalizovan dwna 1iznymi mechanismy
endocytdzy. Nejvice je prozkoumana endocytéza tecepmo klatrinem obalenych #ai,
ktereho se &msti i zmigny B-arrestin. Dalo by séict, Ze B-arrestin je vlasth spojovacim
¢lankem, protoZe se vaze nejen na receptor, alesanstny klatrin. Proces endocytozy je
ukonten odStpenim véku dynaminem, coz je protein s GTPazovou aktiviReceptor mze
byt také endocytovan v oblastech plazmatické membbdhatych na protein kaveolin a na

cholesterol. Z &chto okrsk membrany se ip endocytdéze odSkrcuji ¥y zvané kaveoly.
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Presny mechanismus tohoto typu endocytézy GPCRs jeS&kneni zcela znam. (Pierce et
al., 2002)

2.3. Bilkoviny s firozenou fluorescenci

2.3.1. Zelenfluoreskujici protein

Zelen fluoreskujici protein (GFP) byl objeven v roce 23oktorem O. Shimomurou
(Brooks, 2005) p isolaci aequorinu z meduzy Aequorea victoria.géderin je protein
vykazujici chemiluminiscenci. Zéni, které emituje spada svou vinovou délkou do rnod
oblasti (460-480 nm) spektra viditelnéhoctta. Z&eni, které vykazuje mediza ma vsak
zelenou barvu. Zelena oblast spektra viditelnéktiasje vymezena rozsahem vinovych délek
490-530 nm. Zahadu barevné formy meduzou vysilaregteni se doktoru Shimomurovi
poddilo objasnit teprve v roce 1974. Zjistil, Ze meeigaorinem a GFP se odehravénmos
energie (Brooks, 2005Excitatni spektrum GFP ma gvnaxima. Jedno v rozmezi vinovych
délek 395 a 397 nm, druhé v rozmezi vinovych délé® a 475 nm. Emisni spektrum GFP
spada do rozmezi vinovych délek 503 a 508 nm. &raejuorinu ma sveé maximunii p
vinové délce 470 nm, coz seéefiryva s druhym excitaim maximem GFP. Z uvedenych
hodnot vyplyva, Ze emise aequorinu vyvola exci@éP a tim vlasthi vyslednou emisi
GFP. Proto ma zéni meduzy zelenou barvu namisto modré. GFP bgzeal u celéady
podmdskych organisrn (Zahavé) jako jsou nafiklad Renilla nebo Obelia. Praktického
vyuziti se vSak dikal hlavrié GFP z Aequorea victoria. (Brooks, 2005); (Shaned.e2005)

GFP je ze strukturni hledigkdvarelem sloZzenym z 1tlisti, ke kterym je fipojena-
helix probihajici podél osy barelu. Chromofor jgopjen ka-helixu a je ténst dokonale ukryt
uprosted zmigného barelu. V blizkosti chromoforu se nachazi #gkyapivé mnozstvi
molekul vody a polarnich skupin, pochazejicichifedevsim z nasledujicich
aminokyselinovych zbytk glutamin v pozici 69 (GIn69), arginin v pozici 9@\rg96),
histidin v pozici 148 (His148), threonin v pozid2 (Thr203), serin v pozici 205 (Ser205) a
glutamat v pozici222 (Glu222), (Tsien, 1998).

Hlavni vyhodou GFP je nezavislost expraszaujmuti spravné konformace, neboli
maturace, na enzymech meduzii. ppkusech s expresi GFP v jinych zii&mych druzich se
ukazalo, Ze ani v hostitelském organismu neni reaasschopnost fluorescence, a proto se
GFP z&al pouzivat k visualisaci bdsnych dju. Efektivnimu pouZiti GFP fpdchazela

nejprve studie procesu maturace tohoto proteintrad byl kladen fedevsSim na vliv
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jednotlivych faktod prostedi, ve kterém se tento¢jdodehrava. Nejzavazjsi vliv na
zaujmuti funkni, fluorescence schopné, konformace GFP rfiforpnost nebo naopak
nedostupnost atmosférického kysliku v posledniokkrmaturace. Pokusy prokézaly, Ze
protein schopny fluorescence vznika pouze v aeobbpddminkach. Z uvedené skiresti
vyplyva, Ze atmosféricky kyslik je pro spravnou Kamost proteinu nezbytny. Jednim z
dalSich velmi dlezitych faktofi ovliviujicich spravny pibéh maturace GFP je vhodna
teplota progtdi. Rivodni forma proteinu izolovana z Aequorea victareujima funkni
konformaci i laboratorni teplat Buné¢né linie, na kterych se provadi studie ré&ajich
mechanism buré¢nych dja, jsou vSak odvozenyigpvazie od savich burek, pro které je
piirozend teplota praist kolem 37 °C. Tato teplota byla zvolena jakorogtni pro gstovani
téchto bur¢nych linii a proto je Zadouci, abyimi GFP byl schopen zaujmout fuimk
konformaci. Tuto nekompatibilitu teplotnich optimopbuiky a pro GFP se z velk&asti
poddilo vyieSit pomoci mutacitwodni formy fluoreskujiciho proteinu. Mutace bylgyzity

i pro mnoho dalSichdelid, jak je uvedeno nize. (Tsien, 1998); (Shanet. e2@05)

Od fivodniho GFP, ktery emituje &ni spadajici do zelené oblasti viditelnéhétlay
jsou jiz v sodasnosti odvozenyady variant pokryvajicich svou emisi t&ntelé spektrum
barev viditelného sitla. Mezi dnes uz trathni formy GFP, které byly odvozeny, pat
proteiny, jejichz emisni spektrum zasahuje do Z{¥#eP), modrozelené (CFP) nebo modré
(BFP) ¢casti spektra. Kufikladu kombinace CFP (donor) s YFP (akceptor) gnesni dob
bézneé pouzivana pro metodickes@ly vyuziti FRET. O uvedenych variantach GFP (YFP,
CFP, BFP) se podrobjn zminuji nize. V nasi laboratb mame z uvedenych forem k
dispozici pouze YFP a CFPxiBé barevné formy GFP jsou vysledkem mutaciétanych
na posun excitaich a emisnich spekterawodni "wild type" GFP ma dvexcita&ni maxima
a emituje zelené ¥éni. Jednim z probléimeho pouziti byla relativhnizka intenzita z&ni.
Prvni vylepSenou verzi se stal EGFP (enhancedunésautace nahrazujici serin (S) v pozici
65 threoninem (T) a fenylalanin (F) v pozici 64 deem (L). Uvedené mutaceigpely k
rychlejSimu formovani proteinu. EGFP také emitugleré z#eni, ale diky potkeni
excitatniho maxima fi nizsi vinové délce (395-397 nm) métsi intenzitu. YFP (yellow)
forma GFP nese mutaci nahrazujici glutamin (Q) i@®6 lysinem (K). Hlavnim @lvodem
pozmeénéné barvy emitovaného &Eni je pitomnost aromatické aminokyseliny (histidin,
tryptofan, fenylalanin nebo tyrosin) v pozici 2&38era je zodpotdna za posun vinové délky
jak excita&niho, tak emisniho spektra. CFP (cyan) nese maotduiazujici tyrosin (Y) v pozici
66 tryptofanem (W), kteradsobi posun vinovych délek excitdho a emisniho spektra k
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hodnotam 436 a 476 nm.uBledkem tohoto posunu je modrozelena barva emiéhan
z&eni. Posledni nejznaisi barevnou Upravou GFP je BFP (blue). BFP nestacnhuktera
nahrazuje tyrosin (Y) v pozici 66 histidinem (H)jeapodstatou emise &&ni modré barvy.
Excitatni a emisni spektra uvedenych protejsou spolu s mutacemi uvedeny v nasledujici
tabulce. (Tsien, 1998); (Shaner et al., 2005)

Forma GFP| mutace vlnqva delke vlnoya delka barva z&eni
excitace (nm emise (hm)
BFP Y66H 380 - 384 440 - 448 modré
CFP Y66W 434 - 452 476 - 505 moedtera
EGFP S65T, F64L 488 507 - 509 z&elen
YFP Q96K 508 - 516 518 - 529 Zluta
GFP 395 - 397 )
(wild - type) 470 - 475 >03 - 508 zelena

Tabulka barevnych variant GFP. Mutace jsou v tabysco fehlednost uvedeny pouze
formou jednopismennych zkratek jednotlivych amirssin. Celé nazvy aminokyselin jsou

uvedeny v textu.

Ramec vyuziti GFHipledovani bu&nych &jua byl rozsten prostednictvim dalSich
cilenych i nahodnych mutaci, které &mly jeho citlivost k rkterym faktofim okolniho
prostedi. Napiklad pH sensitivita vylepSenych forem tohoto pratenachazi uplatmi pei
meéteni pH bugcnych organel. Prvotni zamyslenou aplikaci GFP U$dk detekce genové
exprese in vivo. Pro expresi GFP na detekovatetaeni jsou v savich buikach teba silné
promotory, protoZze na jednu molekulu GFRpada pouze jeden fluorofor. (Zhang et al.,
2002)
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2.3.2. Cervert fluoreskuijici protein

Kkoli se GFP a jeho varianty (GFPs) wilpthu svého pouzivani ke ztemi
burgcnych proteii velmi dolie oswdcily, hledani novych fluoreskujicich protéirs vyssi
intenzitou emitovaného #ni a s emisnimi spektry posunutymiésem kcéervené oblasti
spektra viditeIného zéni neustéle pokéaje. Takovym fluoreskujicim proteinem je titigad
cervert fluoreskujici protein (RFP) z ,nitského koralu“ rodu Discosomaéhkteré vlastnosti
RFP, jako je najklad vysoka fotostabilita, emisni spektrum poseénsiérem kcervene
oblasti spektra viditelného &ni nebo stabilita ip zménach pH, ho fedukuji pro (tely
fluorescekiniho zné&eni v metodach bwtiné biologie. Pouziti RFP ma vSak takéitdr
omezeni.

RFP je komeéné dostupny pod ozianim DsRed odvozenym od nazvu orgariisae
kterych byl tento protein izolovan. DsRed je proteimolekulové hmotnosti 28 k Da, ktery je
slozen z 225 aminokyselinovych zb§tkKrystalograficka analyza jeho molekuly prokazala
existenci tetramerni formy tohoto proteinu. Tetramhstruktura je kifova pro funkci, kterou
DsRed zastava wipodk. Kazdy monomer DsRed je sloZzen zftlistd, které jsou uskupeny
do podoby p-barelu. Monomery mezi sebou interaguji prednictvim hydrofobnich a
hydrofilnich interakci, které jsou nezbytné prortmo tetrameru. Terciélni struktura DsRed se
velmi podoba tercialni strukite GFP. Exciténi spektrum DsRed dosahuje svého maxitia p
vinové délce 558 nm, emitované fluoresa@rz&eni dosahuje vinové délky 583 nm. ,Wild-
type* DsRed Bhem své maturaceigchazi ze zelené barvy garvenou. Doba maturace
nutnd k dosazeni polawiiho mnozstvéervené fluorescence se pohybuje okolo 10 hodin.

Tetramerni struktura DsRed je pro matufankéniho proteinu nepostradatelna, ale
bohuZzel je jednim z omezeni vyuziti DsRed, ngjeopricinou vzniku agregétpri znaticich
metodach a rychlost jeji formace je v porovnaniFP@odstat® nizsi. Tyto nedostatky vSak
mohou byt vyeSeny zavedenim gaiych mutaci v ramci gvodniho proteinu. Snazeni
mnoha ¥deckych tyni se ubird pedevsim k tvorb monomerniho DsRed, jehoZz maturace by
byla mnohem rychlejSi. K tvo&b monomeru je nutné ferusit vSechny vazby, jejichz
piitomnost vede ke vzniku tetrameru. K wvyitgni monomerniho DsRed nazvaného jako
MmRFP1 bylo zapéebi zavedeni 33 mutaci v ramci jeho aminokyselineslévence. Tento
protein sice vykazoval mnohen¥tsi rychlost procesu maturace, ale intenzita jefierd
dosahovala sotva polavii hodnoty tetramerniho proteinu. (Shrestha a R606)
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2.3.3. Rehled metod - moznosti pouziti fluoreskujicich pnal za &elem visualisace

receptor

Vyuziti  fluoreskujicich protein(FPs) pro Gely visualisace zahrnuje v pri@d
v pripojeni sekvence kddujici FP k sekvenci sledovargioeteinu. Proteiny upravené timto
zpusobem jsou ozravany také jako chimérni nebo rekombinantni a p@jizse k trasfekci
pozorovaného objektu. Timto objektem mohou bytiikéged celé organismy nebo jenitky
vybrané buscné linie. U fluoresceiné¢ oznaenych proteil se da sledovat nejen jejich
umiseéni v rdmci buiky, ale také jejich vzdjemnd vzdalenost. Nppt GPCRs poskytla
visualisace pomoci FPs moZnost studia pohyblivesgptod v membras nebo studia vlivu
vazby ligandu na rozmisti receptok vramci plazmatické membrany, ktera je
pravdépodobré esencialni pro shlukovani recepiton za&atek piabéhu signalizéni drahy.
Pohyblivost receptdr se sleduje metododluorescence recovery after photobleaching
(FRAP). Pomaoci rekombinantnich receptdsyly zkoumany také procesy desensitizace a
internalizace receptdy které pat mezi mechanismy regulace receptorové signalizace.
DalSim vyuzitim rekombinantnich protéimize byt napiklad sledovani intermolekularnich
vzdalenosti, Kemuz se vyuzivA metody zvarfliorescence resonance energy transfer
(FRET). V gipadc GPCRs se takto da sledovat dimerizace nebo ¢beligomerizace
receptoti, ktera je ve ¥tSir¢ pripadi povazovana za nezbytnou praaik ptibéhu signalni
kaskady. Oligomerizace receptoru by se tedy datazza spousici mechanismusipnosu

informace z extracelularniho do intracelularnihosporu buiky.

Jak jiz bylaeceno, fuzni protein vznikarpojenim sekvence kodujici FP k sekvenci
sledovaného proteinuiifptipraw takového proteinu jeudezité, aby se jeho aktivita a funkce
v porovnani s fivodni (nezminénou) formou sledovaného proteinu nijak neliSila. Adosti
piipojeni FP je skolik. FP je mozZno fipojit jak na C-konec, tak na N-konec zkoumaného
proteinu, a to bdi pfimo nebo pomoci spojovaci sekvence ¢pmané jako "linker". Studie
prokazaly, Ze se sekvence pro FP, neni-li jina msZnda vlozit i doprostd sekvence
proteinu, ktery ma byt visualisovan. Hlavnimivddem tohoto typu ipojeni FP je
skute&nost, Ze pro &které proteiny jsou abkoncovécasti, jak N- tak C- konec, nezbytné pro
jejich spravnou funkci. Jejich modifikace by tedyélan za nasledek poruSeni spravné

funkénosti daného proteinu. Obecje vSak pipojeni FP na jednu z koncovy¢hsti proteinu
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nejpouzivagjsim zpisobem. Mezi FPs, které se pouZzivaji k téortuznich proteid
negastji, patti praw GFP a jeho varianty. (Tsien, 1998); (Daly a MaGy2003)

Pro ely visualisace GPCRs se GFP vzdippjuje k C-konci, ktery je umish
v intracelularnim prostoru lily. N-konec neni vhodnyipdevsim kili tomu, Ze se nachazi
v extracelularnim prostoru. GFP je totiz, je-li érpovan samostatp solubilnim a relativé
velkym proteinem zaujimajicim globularni konformale tedy hydrofilni a nebylo by snadné
ho pretransportovatigs hydrofobni plazmatickou membranu. DalSim probkl@énby v tomto
piipadt bylo zajis€ni spravnéhoipojeni k N-koncové doménGPCR. (Milligan, 1999) Do
dnesni doby bylaifpojenim GFP nebogkteré z jeho variant visualisovana cééla GPCRs.
Prvnim z nich byl lidskyB,-adrenoreceptor. DalSim z fluoresésf oznaenych GPCRs byl
mimo jiné i receptor pro thyreoliberin (TRH), naekém bych ckda tvorbu rekombinantniho
receptoru demonstrovat podrafin(Daly a McGrath, 2003)

Receptor pro TRH (TRHR) jsem si vybratadevsim proto, Ze jsem v rdmci praktické
casti mé bakakské prace pracovala sikami, ve kterych je stabin exprimovana
rekombinantni verze dlouhé isoformy krysiho TRHBdrkIo se o bunou linii HEK293.

K tvorb¢ fuznich proteid se obec#é velmi ¢asto pouzivaji virové epitopy. K vytieni
rekombinantniho TRHR byl pouZzit epitop viru vesiuli stomatitidy (VSV). Prvni krokem
samotné fipravy byla modifikace a amplifikace receptoru gagem VSV metodou
polymerase chain reaction (PCR). Funkce vzniklého fragmentu VSV-TRHR byl&i@na
pomoci vazebnych studii a také piedhictvim agonistou aktivované produkce inositol
fosfatu. TRHR je totiz siaZzen s G proteiny, které aktivuji PRCktera je zodpasdna pra¥

za produkci inositol fosfatu. Druhym krokem byl&R amplifikace pozinéné formy GFP.
Pro visualisaci TRHR byl pouzit EGFP. Nakonec byBWTRHR fragment spojen
s produktem amplifikace EGFRjmZ vznikl rekombinantni receptor VSV-TRHR-EGFP.
Podle ©j se buiky, které ho exprimuji oziaji jako VTGP. (Drmota et al., 1998)

Studium pohyblivosti recepior membrad pomoci metody FRAP ma nasledujici
scéndé. Fluorescetné oznaené receptory jsou v&itém okrsku plazmatické membrany
vybéleny pomoci laseru. Fluorescence se vSak velgghm mist po relativie kratkém
c¢asovém useku obnovi, coZ vypovida ocméapohyblivosti receptérv ramci plazmatické
membrany. Rychlost pohybu recegior membras se odvozuje od doby nutné k obsov

fluorescence ve sledovaném membranovém okrskui ®dy pravidlo, Ze¢im je doba
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obnovy kratsi, tim je rychlost pohybu receptarplazmatické membré&nv¢tSi. (Alberts et al,
2002)

FRET je nez&ou formou genosu energie mezi &wa fluoreskujicimi molekulami,
Z nichz jedna je donorem energie a druha jejim @tkcem. Aby se FRET mezi 8ma FPs
mohl uskuténit, musi byt splény urité podminky. Jako donor a akceptor jebfa zvolit
takové FPs, aby se excitd spektrum akceptoruigkryvalo s emisnim spektrem donoru.
Molekuly FPs musi mit patnou vzajemnou orientaci a jejich vzdalenost nesyhivé&tsi nez
10 nm. FRET nmiZe byt pouzit ke studiu dimerizace receptpraw diky posledni podmince.
Aby receptory mohly vytviit dimer, musi se k sehpriblizit na velmi nepatrnou vzdalenost.
Jejich interakce se pak projevi uskimnim FRET mezi déma mtiznymi FPs, které jsou
k receptoiim pripojeny. Pro dely metody FRET se pouzivaji kombinace variant GFP,
piedevsim dvojice CFP/YFP. (Shaner et al., 2005) @dedmevyhod je, Zefpvysoké arovni
exprese spolu tyto proteiny interaguji, coz safjoa vyrazré zkresluje narrené hodnoty.
Nadkji na odstrasni tohoto problému se v séasnosti stal DsRed, je-li pouzit jako akceptor.
Jeho emisni spektrum, které dosahuje maxird@rvené oblasti spektra viditelnéha'edi, je
dostaten¢ vzdaleno od emisniho spektra GFP.

Jednim z GPCRs, u kterého byla dimeezsiudovana byl najklad receptor pro
gonadotropin-releasing hormone (GnRH). P&ely metody FRET byla v tomtofipact
pouzita pra¢ kombinace GFP a DsRed. Prvnim krokem byla sdepog tvorba
rekombinantnich forem receptoru, kterymi byly ndeée transfekovany htky pouzité
burg¢né linie. Sekvence kédujici FPs byly k C-konci moeu fipojeny pomoci "linkeru",
jehozZ gitomnost se ukdzala nezbytnou jak pro spravnouduRR, tak pro spravnou funkci
receptoru. Délkatasového Useku mezi transfekci Bkira provedenim experimentu byla
nastavena s ohledem na rychlost maturace pouziffwbreskujicich protein Pred
provedenim experimentu byly tiky zafixovany, aby doSlo k inhibici syntézy novych
receptod. V pripact receptoru pro GnRH saqrpoklada, Ze je v ndpomnosti ligandu v
plazmatické membr&nzastoupen v podébnahod@ rozmisénych monomer, které po
pridani ligandu interaguji a vytyfatak na plazmatické membramalé agregaty. iRlani
ligandu se projevilo jfitomnosti¢ervené fluorescence, ktera byla vysledkem FRET G&R
a DsRed. Timto byligdpoklad interakce receptopro GnRH po fidani gislusného ligandu
potvrzen. (Cornea a Conn, 2002)
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Receptory mohou byt obé&arisualisovany metodami, mezi kteréradi: visualisace s
pomoci fluorescemné znaenych ligand, fluorescetné znaenych protilatek nebo tvorba
rekombinantnich proteins fluoreskujicimi proteiny. Prvni gvmetody maji ufith omezeni.
Jsou jimi gedevsSim disociace ligandu od receptoru nebo ndgpecinavazani protilatky
v rdmci pozorovaného objektuidelevsim v fipact protilatek je pro pozorovani ozfenych
burék nezbyt nutna jejich fixace. Barveni protilatkami je nawielativre pracné. Tyto
potiZze se poddo vyieSit pra¢ vyuzitim fuznich proteiln s FPs. Ale i tvorba fuznich protéin
ma ucité nevyhody. Hlavni nevyhodou jaqulevsim velikost jfijpojovaného FP, ktera tak

urcuje ramec bugenych proteir, ke kterym nize byt gipojen. (Pucadyil et al., 2005)
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3. Prakticka éast

V ramci mé bakaiské prace jsenteSila nasledujici praktické ukoly, jejichz popis
uvadim nize.
1) Kultivace bugk
2) Fixace budk — priprava preparatpro fluorescetni konfokalni mikroskopii
3) Pozorovani zhotovenych preparéatkonfokalnim mikroskopu

1) Kultivace buiek

Bhem svého {sobeni v laboratd jsem pracovala s likami, které se ozaji jako
VTGP a jsou odvozeny od linie lidskych embryonétniedvinnych busk HEK293. Buiky
HEK293 byly transfekovany plasmidem kédujicim diou isoformu krysiho receptoru pro
TRH modifikovanou ppojenim GFP, ktery zarowie nese rezistenci proti antibiotiku
Geneticin. VTGP biky byly kultivovany v inkubatoru pro tkévé kultury g teplot 37 °C a
v atmosfée s obsahem 5% GO

Pro gely kultivace bugk byly pouzity kultiva&ni lahve od firmy NUNC (Cat. No.
147589) s plochou dna 80 énPPro frichyceni buik k podkladu byla jejich dna pokryla 2 %
roztokem gelatiny (SIGMA, FW 180,2). Bky byly kultivovany v Dulbecco’s modified
Eagle’s mediu (DMEM) od spalaosti SIGMA (Cat. No. D5796) obsahujicim 5% (v/v)
newborn calf serum (NCS) od spatesti GIBCO (Cat. No. 16010-159). Pro udrZeni iftéb
transfekce butk bylo do média pravidetnpridavano antibiotikum Geneticin, a to tak, aby
jeho vysledna koncentrace v mediu byla 0,8 mg/ml.

Medium bylo btkam pravideld vyménovano. Postup vysmy byl nasledujici.
VSechny paiebné roztoky byly fed pouZzitim nejprve vytemperovany na teplotu 37 °C.
Prvnim krokem samotné vyimy media bylo odsati starého media. Nasledovalonptio
burgk roztokem 1 x koncentrovaného PBS (137mM NaCl,i@M KCI, 1,4 mM KH,PO,,10
mM NaHPQO, x 12 BO, pH = 7,4). Poslednim krokem byla aplikacefigp€ho mnozZstvi

éerstvého media.

Kdyz buiky pokryly dno kultiv&ni lahve na 80-90 %, byly roZiény, neboli pepasazovany,
do novych kultivénich lahvi. Buky byly pasdZovany v poru 1:4. Postup pasazovani
burék se do kroku promyti s 1 x koncentrovanym PBS ekiatls postupemipvymeéne
media. Po odsati 1 x koncentrovaného PBS byl m&ybaplikovan 1 ml 1 x koncentrovaného

roztoku trypsinu (1 ml 10 x koncentrovaného TrypSIDTA, Cat. No. T4174, do 9 ml 1 x
20



koncentrovaného PBS), ktery slouzi k udoinburék od podkladu. Kdyz se kiky zataly
poustt, trypsin byl inaktivovan fidanim media. Biky byly nasledi resuspendovany, aby
netvdily shluky a bylo tak zajigho jejich rovnomdrné rozdleni do novych kultivénich
lahvi. Na zaur bylo k buikam @idano paticné mnozstvi antibiotika Geneticinu, aby bylo

dosazeno jeho vySe uvedené koncentrace v mediu.

2) Fixace busk

Butky uréené na pozorovani pod mikroskopem byly kultivovaaykrycich skkikach
ve sterilnich plastovych Petriho miskach od spdsti NUNC (Cat.No. 150350). Kryci
sklicka byla ged pouzitim odmaéna v ethylalkoholu pro UV spektroskopii, vysterdizana
a potaZzena roztokem poly-L-lysinu ve ¥a@leionizovan€) o koncentraci 0,1 mg/ml (poly-L-
lysin, Sigma, Cat. No. P-6282). DalSi kroky bylyoyedeny ve sterilnim prasdi
laminarniho boxu. Do kazdé Petriho misky bylo ugmist5 krycich skliek. Do gipravenych
Petriho misek bylo nejprve aplikovagerstvé medium (10ml na misku). Prace skami se
shodovala s postupentippasazovani. Na kazdé kryci skidb byly naneseny 3-4 kapky
resuspendovaného roztoku sikami. Buiky byly kultivovany 3 dny, aby dostate pokryly
povrch krycich skliek. Den ped provedenim fixace bylo bkam vynenéno medium.
Fixace bugk byla jiz provedena nesterinZ Petriho misek bylo nejtle odsato medium.
Druhym krokem bylo promyti 1x koncentrovanym PBS7TthM NacCl, 2,7 mM KCI, 1,4 mM
KH,PO,,10 mM NaHPQ, x 12 HO, pH = 7,2), 2 x 5 minut, 37 °C . Po promyti biglyaky
fixovany 4% paraformaldehydem, 10 minutj faboratorni teplat Fixace byla uko¥ena
odsatim roztoku paraformaldehydu a promytim duroztokem 1 x koncentrovaného PBS
s 10 mM glycinem, 3 x 10 minut. Na zé&vbyly buiky promyty vodou (deionizovanou).
Kazdé kryci skktko bylo nakonec osusendilidopeno do kapky 90% glycerolu na podloznim
sklicku a zafixovano bezbarvym lakem na nehty. Takiigpravené preparaty byly
uchovavany v temnuip4 °C. V chladnice je preparaty mozno uchovavat maxinidht
hodin ged pozorovanim. Pro dlouhodg&i uschovani jeiéba pemisti buiky do teploty -
20°C.
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Priprava 4 % paraformaldehydu

Pro tentodel bylo v digestéi zahrato 90 ml vody na teplotu 55-60 °C, do které byly
po dosazeni uvedené teplotiydany 4 g praSkového paraformaldehydu (SIGMA, Cat.R-
6148). Roztok byl ponechan 30 minut za stalého é&ritha pro (plné rozpusti
paraformaldehydu doép bylo pridano nepatrné mnozstvi 1 M roztoku NaOH. Poté byl
doplren 10 ml 10 x koncentrovaného PBS (1,37 M NaCl, 2 KCI, 14 mM KH,P(,,100
mM NaHPO, x 12 HO, pH = 7,2), pefiltrovan ges Whatmanovy filtry a ponechan, dokud

se neochladil na laboratorni teplotu. Nakonec ppjaoztoku upraveno na hodnotu 7,2.

Priprava 1 x PBS s 10 mM glycinem:

Pro fipravu tohoto roztoku byl pouzit 1 litr 1 x koncemtaného PBS (137mM NacCl,
2,7 mM KCI, 1,4 mM KHPQO;, 10 mM NaHPO, x 12 HO, pH = 7,2) a 0,751 g glycinu
(SERVA, M = 75,07). Glycin byl rozpudt za stalého michani. Roztok byl uchovavén p
teplog 4 °C (v lednici).

3) Pozorovani zhotovenych preparatkonfokalnim mikroskopu

Preparaty byly pozorovany na skenovakamfokalnim mikroskopu Leica TCS SP2,
na Rirodowdecké fakuk UK. Pro pozorovani byl pouzit objektiv pro olejavdamerzi
s numerickou aperturou 1,4 a 63-nasobnyiisanim. Kazda série snimani obsahovala 15-20
optickych rezi. U kazdé série bylo na optickéiazu odpovidajicim pragdnimu péirezu
buitkami hodnoceno rozmisti fluorescence, které zhruba odpovida rozmisTRHR na
membrag. Rozmistni TRHR bylo homogenni. Pro ilustraci uvadim obkdhednoceného
fezu. ProtoZe optickdéezy kazdé série zhotovené skenovacim mikroskopemshpzeji
postupg celym objemem buik, Ize z nich pomoci patného pgitacoveho programu
vytvorit ,3D-rekonstrukci“ bugk. Pro tyto dely byl pouzit program Imaged. Pro ilustraci
uvadim vysledny obrazek takovéto rekonstrukce ykigisamozejme pouze ve 2D rozamu.

3D rozner Ize pozorovat jen v programu ImageJ.
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VTGP, optickyrez, 070130

VTGP, 3D rekonstrukce, 070130
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4 Zawr

Visualisace sledovanych kanych proteii pomoci metod vyuZivajicich fluorescence
je v.dnesni dabbézreé pouzivanym zfisobem studia mechanignceléfady burgénych jeva.
Pouzitim bilkovin s firozenou fluorescenci byly moznosti visualisacenarareé rozsteny.
Tyto bilkoviny totiz umo#uji piimé oznaeni zkoumanych proteirfuzovanim jejich kédujici
sekvence s kodujici sekvenci zkoumanych prétdiuzni proteiny poskytuji v rdmci metod
fluorescekniho znaeni rékolik vyhod. Ri jejich pouZziti odpadaiedevSim pracné barveni,
protoZe jsou syntetizovanyiimo v buice. DalSi vyhodou je moZnost pozorovani zivych
nefixovanych buék. V naSi laboratth se zatim biiky pro pozorovani pod mikroskopem
fixuji. VyzkouSeni pozorovani zZivych békse ale v brzké daétplanuije.

V fipadt receptoli sprazenych s G proteiny jsou prael jejich visualisace fuzni
proteiny nejpouzivaijSi variantou. Rekombinantni receptory jsou velwibrym prostedkem
pro sledovani Zivotniho cyklu recepiov pribéhu signélnich kaskad, do kterych jsou tyto
receptory zahrnuty. Ne§tSi diraz je kladen fedevsim na vyzkum proaeslesensibilizace a
internalizace receptdy které pati mezi dilezité reguldni mechanismy signalizace.
V kombinaci s dalSimi metodami zalozenymi na wyiuftitorescence, jakymi jsou néklad
FRAP nebo FRET, je rozsah studovanyghidiale roz§en. Pomoci metody FRAP se sleduje
pohyblivost receptdr v plazmatické membr&n Metoda FRET se zase vyuzZiva ke studiu
oligomerizace receptdrvyvolanych vazbouipslusnych ligand, ktera je povazovana za krok
zahajujici piibeh signaliz&ni kaskady.

GFP je pro tvorbu rekombinantnich recgpipouzivan nejastji. Je to gedevsim
proto, Ze byl objeven jako prvni a Ze jeho poy#tbylo do zn&né miry vylepSeno. Iiesto
ma v dnesni dabjesSt neékolik omezeni. Jednim z nich je rédgad vzajemna interakce jeho
barevnych forem ip vysoké Urovni exprese zkreslujici vysledky megtdeRET. Toto
omezeni se v dnesSni dolreSi nahrazenim akceptorterveré fluoreskujicim proteinem
DsRed. Ten byl objeven relatigmedavno. V jeho ifpact je proto je&f mnohem wtSi
moznost zavedeni gatnych vylepSeni, ktera mohou do budouchigsgt ke zkvalitreni a
zpresreni visualisgnich metod.

Cilem mé dalSi prace bude:

1) Isolace bu&nych membran VTGP bk na perkolovém gradientu.
2) Pouziti frakce plazmatickych membran pro stanovetainé relaxa&nihocasu, ktery je
pievracenou hodnotou rychlosti, VSV-TRHR-GFP pratein
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3) Pokus o stanoveni zavislosti rychlosti tohotot@nu na tepl@ pripadré na hormonalni

stimulaci.
4) Budu se &astnit programu, jehoz cilem budéppavit mutované formy GPCR, jejichz
formu existence v plazmatické memhtanbude mozno vySEivat s pomoci

nizkomolekularnich fluoresceénich sond.
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