Zavér

Nasim cilem bylo isolovat frakci plasmatické membrany charakterisovanou jako
lipidové rafty (membranové domény) a nalézt miru asociace receptort spfazenych
s trimernimi G proteiny (GPCRs) s témito membranovymi strukturami. Pro separaci rafta
jsme pouzili tfi rizné postupy — detergentovou extrakci, alkalickou preparaci se sonikaci a
mechanickou homogenisaci. Zjistili jsme, Zze pouze aplikace Tritonu X-100 vedla k oddéleni
lipidovych rafti od vét§inové membranové faze. Pro charakterisaci hustotnich sacharosovych
gradientt ziskanych z homogenatu, alkalického ¢i detergentového extraktu jsme pouzili celou
fadu bilkovin vyskytujicich se po centrifugaci v oblastech gradienti odpovidajicich
sacharosam o nizké (15-25%) i vysoké (40%) hustoté. Nizkohustotni, detergent resistentni
membranové fragmenty byly charakterisovany pfitomnosti proteinii membranovych domén
caveolinu, flotillinu a GPI vazanych alkalické fosfatasy, CD55, CD58 a CD59, zatimco
vysokohustotni gradientové frakce obsahovaly pfevaznou vétsinu neraftovych proteini Na/K-
ATPasy, MHC L CD147, calnexinu a transferinového receptoru. Alkalické extrakce ani
homogenisace bunééného materidlu nevedla k isolaci membranovych domén oddélenych od
nedoménové faze plasmatické membrany.

Kromé raznych ,,markerovych® protein jsme analysovali pfedevsim gradientové
distribuce trimernich G proteina Gsa,, Gqa/Gl11a, Gil,2a, GB a receptorti sprazenych
s trimernimi G proteiny. V gradientech, které byly pfipraveny bez pouziti detergentu, vSechny
sledované proteiny vykazovaly podobnou ¢i shodnou distribuci a vyskytovaly se pfedeviim
na rozhrani 35-40% sacharosy. Naproti tomu, aplikace Tritonu X-100 ndm umoznila zjistit
rozsah lokalisace trimernich G proteini v membranovych doménach, které pfedstavovaly asi
20-50% celkového bunééného mnozstvi G proteinii. Gso protein pak v membranovych
doménach specificky klesal po dlouhodobém hormonalnim (iloprost) plisobeni, jak bylo
ukazidno na HEK293 bunkach stabilné exprimujicich lidsky IP prosthacyklinbvy receptor
znaCeny antigenni sekvenci Flag (FhIPR) a fusni protein mezi Gso a FhIPR (FhIPR-Gsat).
Nicméné, gradientova distribuce receptoru se po hormonalnim piisobeni neménila a témér
veskeré mnozstvi receptoru zistalo ve vétsinové, detergentem solubilisované fzi plasmatické
membrany. Podobny vysledek byl zaznamenan i pro TRH receptor (receptor pro thyreotropin

releasing hormone) exprimovany také v HEK293 buiikach jako fusni protein mezi antigenni




sekvenci VSV (vesicular stomatitis virus), GFP (zeleny fluorescenéni protein) a TRH
receptorem. I tento receptor se vyskytoval pfedevsim mimo membranové domény.

Také analysa Tritonem isolovanych domén z mozkové kiiry potkana ukazala nizkou
miru asociace p adrenergnich receptort s membranovymi doménami, podobné jako bylo
zjisténo pro IP prosthacyklinovy a TRH receptor na bun&ené linii HEK293. Tyto domény
oviem obsahovaly vyznamné mnozstvi GABAg receptoru. Lze tedy vyslovit zavér, Ze po
piisobeni Tritonu X-100 dojde k oddélent lipidovych rafti od okolni plasmatické membrany, a
tyto rafty jsou bohaté na raftové proteiny caveolin, flotillin aj., a obsahuji podstatny podil
trimernich G proteini. S vyjimkou GABAg receptoru se v téchto doménach téméf nevyskytuji

ostatni nami sledované receptory spfazené s trimernimi G proteiny.
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