
Závér

Nďím cilem bylo isolovat frakci plasmatické membrány charakterisovanou jako

lipidové rafý (membránové domény) a naléá míru asociace receptorů spřažených

s trimemími G proteiny (GPCRs) s těmito membránoými strukturami. Pro separaci raftů

jsme použili tři různé postupy - detergentovou extrakci, alkalickou preparaci se sonikaci a

mechanickou homogenisaci. Zjistilijsme, žepouze aplikace Tritonu X-l00 vedla k oddělení

lipidových raftů od většinové membrálové fáze. Pro charakterisaci hustotních sacharosov'ých

gradientů získaných z homogenáhr" alkalického či detergentového extraktu jsme použili celou

řadu bílkovin vys\Áujících se po centrifugaci v oblastech gradientu odpovidajicich

sacharosám o nízké (15.25%) i lrysoké (40%) hustotě. Nizkohustotní, detergent resistentní

membriínové fragmený byly charakterisovány přítomností proteinů membrrí'rrových domén

caveolinu, flotillinu a GPI vrizaných alkalické fosfatasy, cD55' cD58 a CD59, zatímco

vysokohustotní gradientové frakce obsahovaly převážnou většinu neraftov'ých proteinů NďK-

ATPasy, MHc I' cDl47' calnexinu a transferinového receptoru. Alkalická extrakce ani

homogenisace buněčného materiálu nevedla k isolaci membránových domén oddělených od

nedoménové faze plasmatické membrány.

Kromě ruzrrých ,'markerov.ých.. proteinů jsme analysovali především gradientové

distribuce trimerních G proteinů Gsa, Gqcr/Gl lo, Gil '2a' GB a receptoru spřažených

s trimemími G proteiny. V gradientech, které byly připraveny bez použití detergentu, všechny

sledované proteiny vykazovaly podobnou ěi shodnou distribuci a vyskýovaly se předevšim

na rozhraní 35.407o sacharosy. Naproti tomu, aplikace Tritonu X-100 nri'rn umoŽnila zjistit

rozsah lokalisace tÍimemích G proteinů v membránových doménách, lr:teré představovaly asi

20-50% celkového buněčného množství G proteinů. Gso protein pak v membnínov'ých

doménách specificky klesal po dlouhodobém hormonálním (iloprost) působeni' jak bylo

ukázáno na HEK293 buňkách stabilně exprimujících lidslcý IP prosthacykliniý receptor

značený antigenní sekvencí Flag (FhIPR) a fusni protein mezi Gso a FhIPR (FhIPR-Gso).

Nicméně, gradientová distribuce receptoru se po hormonálním působení neměnila a téměř

veškeré mnoŽství receptoru zůstalo ve většinové, detergent€m solubilisované fázi plasmatické

membrány. Podobný výsledek byl zazrramenán i pro TRH receptor (receptor pro thyreotropin

releasing hormone) exprimovaný také v HEK293 buňkách jako fusní protein mezi antigenní



šekvencí VSV (vesicular stomatitis virus), GFP (zelený fluorescenění protein) a TRH

receptorem' I t€nto receptor se vys\rtoval především mimo nrembnánové domény'

Talé analysa Tritonom isolovaných donén z mozkové kůry potkana ukázala nízkou

míru asociace p a&enetgních receptoru s membránov'.irni doménami, podobně jako bylo

zjištěnoprotrPprosthacyklinov,ýaTRHreceptornabuněěnélinii řIEK293.Tytodomeny

ovšem obsahovaly významné množství GABAB receptom. Lze tedy vyslovit závér,žepo

působeníTritonuX-l00dojttekocldělenílipilovýcnraftůodokolníp{asrnďiaké'nombrriniy'a

ýto rafty jqou bghaté na raftové proteiny caveolirl' flotillin aj., a obsahují podstaíý poďl

trimernlch G proteinů. S výjimkou GABAB receptmrr se v těcúto doménéch tr'měř norryskytují

ostamí námi sledované Íoceptóry spřažené s trinerními G proteiny.
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