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1. UVOD

Pro buiiky je nezbytné umét vnimat podnéty z okoli a adekvatné na né reagovat.
Bunka pfijima signalni molekuly specifickou strukturou. Touto strukturou je receptor,
ktery se vétSinou nachéazi na povrchu buniky v plazmatické membrané. Diky receptoru a na
néj navazujici signalni kaskad¢ dochazi k pienosu signélu z extracelularniho prostiedi do
nitra bunky.

Existuji dva hlavni typy signalnich molekul:
- hydrofobni, dobie rozpustné v tucich, které snadno prochazeji cytoplazmatickou
membranou a vazou se na intracelularni receptory,
- hydrofilni, rozpustné ve vodé, které nemohou bunécnou membranou prochazet, protoze
ve svém nitru obsahuji hydrofobni vrstvu. Receptory pro druhy typ signdlnich molekul
proto musi mit své receptory v membrané. Mezi lipofilni molekuly patii napt. steroidni
a thyreoidni hormony, k hydrofilnim latkdm fadime proteiny, peptidy, aminokyseliny
a dalsi ve vodé rozpustné molekuly.

Rozeznavame tfi hlavni typy membranovych receptort:
- receptory spojené s G-proteiny,
- receptory s vnitini protein-kindzovou aktivitou,
- receptory sprazené s iontovymi kanaly.
O prvni skuping receptorti a o molekuldch s nimi sptfazenych pojednéva tato dizertacni
prace. Receptory spfazené s G-proteiny jsou nejrozsahlejsi receptorovou skupinou
v organizmu vubec. D¢Eli se podle shody v aminokyselinovém fetézci do tii rodin.
Z hlediska struktury jde o proteinové (presnéji glykoproteinové fetézce), které prochdzeji
sedmkrat membrénou, pfiCemz vytvareji strukturu ne nepodobnou kapse, do niz se
v piipadé¢ podskupiny receptori vétSinou pro malé signdlni molekuly (prvni rodina
receptorl) pfislusny ligand zasouvd (a poté interaguje s aminokyselinovymi zbytky
v transmembranovych oblastech). Pokud je transmiterem peptidova molekula, vaze se na
dlouhy extracelularni konec (N-konec) fetézce. Receptory pro tyto latky patii do druhé
rodiny a i zde hraji transmembranové oblasti tlohu v interakci receptoru s ligandem.
Naproti tomu tieti rodina (metabotropni glutamatové receptory mGluR, GABAB receptory)
ma zna¢n¢ dlouhy N-konec, na ktery se vazi ptirozené transmitery. U této rodiny receptortii
nemaji transmembranové oblasti vyznam pro interakcei s ligandem, mohou se vSak uplatnit

pfi vazb€ syntetickych ligandi. Ve vSech ptfipadech navazéani ligandu méni konformaci



receptoru, coz vede ke zméné afinity k transduceru (tedy piepojovaci molekule), tj. ke
G-proteinu.

Pienos hormonalniho signalu pies bunéénou membranu je zprostiedkovan velmi
pfesnou konformacni interakci mezi GPCR a pfisluSnym trimernim G-proteinem.
Experimentalni pozornost piednich svétovych laboratofi je v této souvislosti orientovana
na vyzkum lipidovych modifikaci téchto proteinti, pfedev§im palmitoylace. Kyselina
palmitova se reverzibiln¢ vaze jednak do C-koncové casti vétSiny GPCRs a vytvaii tak
¢tvrtou nitrobunéCnou ,,pseudo” smycku a rovnéZz se vaze na N-koncovou Cast
a podjednotky G-proteinu, kde zprostiedkuje vazbu této bilkoviny na membranu. Neni
znamo, jaky vyznam maji tyto dva typy palmitoylace pro funkcéni spfaZzeni mezi nami
zkoumanym receptorem spiazenym s G-proteinem a G-proteinem.

Receptory spfazené s G-proteiny a G-proteiny samotné hraji velmi vyznamnou roli
v celé fad¢ fyziologickych i patologickych procest, a proto pochopeni jejich molekularni
podstaty je klicem k pochopeni jejich farmakologickych vlastnosti, desenzitizace,

internalizace 1 buné¢ného transportu.



2. CiLE

Jak jiz bylo feCeno vySe, receptory spfazené s G-proteiny mohou byt
palmitoylovany na C-konci molekuly, jejiz hydrofobni ¢asti prochdzi sedmkrat bunéénou
membranou. Alifaticky fetézec kyseliny palmitové vytvari membranovou kotvu, ktera je
zanofena do hydrofobni zony membrany. Dochazi k vytvofeni c¢tvrté, nitrobunécné
»pseudo® klicky. Také trimerni G-proteiny mohou byt palmitoylovany, a to v fad¢€ pozici
na N-konci své molekuly. Hydrofobni ¢ast kyseliny palmitové védze a podjednotku
G-proteinid do membrany. Neni zndmo jaky vyznam maji tyto dva typy palmitoylace pro
funk¢ni sprazeni mezi aiv-adrenoreceptorem a Giia proteinem. Byl pfipraven fuzni protein
aib-adrenoreceptor-Giia a jeho riznym stupném depalmitoylované mutanty. Témito
mutanty jsme transfekovali bunécénou linii HEK-293. Pfi nésledné analyze jejich vlastnosti
jsme zjistovali, jestli ma palmitoylace receptoru a G-proteinu vliv na interakce mezi t€mito
dvéma molekulami, ptipadné¢ do jaké miry se podili na ptrenosu signalu od GPCR ke
G-proteinu. Dale byly pfipraveny konstrukty Giia proteinu s mutacemi vazebného mista
pro vazbu Py komplexu. Pomoci nich jsme zkoumali vliv interakci Giio proteinu
s Py komplexem na receptorem zprostredkovanou aktivaci G-proteinu.

Receptory sprazené s G-proteiny, G-proteiny a dalsi signalni molekuly jako jsou
caveoliny, flotilliny, src kindzy, fyn kindzy a mnoho dalSich transmembranovych
(integralnich) 1 perifernich membranovych bilkovin se v fadé¢ bun&cnych typa shlukuji do
struktur s vyS$§i organizaci nez je prosté rozpuSténi individualnich molekul v bunééné
membrané tak, jak je popisuje model tekuté mozaiky Singer-Nicholsona (fluid mosaic
model). Zakladni vlastnosti téchto domén, okrskl ¢i ,,pooli* membranovych bilkovin je,
ze jsou obklopeny c¢asti bunééné membrany se specifickym lipidovym slozenim.
Pfednostné se v téchto castech bunécné membrany vyskytuji glykolipidy, sfingolipidy
a predev§im cholesterol. Z metodického hlediska je vyznamnou vlastnosti téchto
membranovych domén jejich rezistence vi€i G€inku detergent. Vice nez 95% bunécné
membrany je rozpuSténo pii extrakci v prostfedi neiontovych detergentli jako je
Triton X-100. Zastava jen malad ¢ast (vétSinou méne nez 1%), kterd vykazuje podstatné
niz8§i hustotu nez pavodni bunécné membrany. Této vlastnosti se vyuziva pii izolaci
membranovych domén (detergent-rezistentni membranové domény, DRMs, viz. Material
a Metody). DalSim tkolem dizertani prace bylo pfispét k objasnéni ulohy cholesterolu

v membranovych doménach a prokézat, Ze rozpusténi cholesterolu pomoci -cyklodextrinu
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vede k degradaci membranovych domén, které byly izolovany flotaci na hustotnim
sachar6zovém gradientu. Pro pfipravu téchto struktur jsem volila klasicky postup, ktery
vychéazi z extrakce tkané ¢i bunék v 1% Tritonu X-100. Pfi feSeni tohoto ukolu jsem,
podobné jako v prvni ¢asti prace, studovala G-proteiny tfidy Gqo/Giia. Pracovali jsme
s bunéénou linii E2M11 odvozenou od mateiské linie HEK-293 buné¢k, ktera stabilné
exprimuje velké mnozstvi receptori pro thyreoliberin (TRHR) a mysi izoformu Gnia
proteinu. Vysoky obsah tohoto G-proteinu v buiikdch klonu E2ZM11 usnadiiuje jeho detekci
pomoci techniky imunoblot. Kromé mysi izoformy Giia proteinu je v téchto bunikach
rovn¢z pritomna jeho endogenni forma, tj. lidsky Giia a endogenni lidsky Gqa protein. Pro
detekci G-proteintt tfidy Gqo/Giria jsme pouzili protilatky orientované proti
C-termindlnimu  dekapeptidu, jehoz sekvence je identickd s poslednimi deseti
aminokyselinami na C-konci téchto G-proteind. Tyto protilatky maji vysokou specifitu ve
smyslu rozliSeni G-proteint tfidy Gqa/Giia od Gso, Gia a Goo, ale jejich reaktivita vici
Gga a Giia je identicka.

Jak jiZz bylo feceno vySe, vazba Go podjednotek do bunécné membrany se
uskuteciiuje pomoci membranovych kotev kyseliny palmitové. Zaroven se na membranové
ukotveni podili i dalsi typ posttranslacni modifikace, myristoylace. Kromé téchto vazeb se
v klidovém stavu, tedy v nepfitomnosti hormonalni stimulace (tj. kdyz jsou Ga a Gy
podjednotky spojeny do jednoho trimerniho celku), uplatiiuje vazba Ga na GPy
podjednotky, které jsou velmi hydrofobni. Pii hormonalni stimulaci dochazi k funkénimu
rozptazeni Ga od GPy podjednotek a neaktivni trimerni komplex Gofy se rozpada na volné
Ga a Gy. Je proto pfirozené predpokladat, Zze dlouhodoba hormonalni stimulace labilizuje
vazbu Go na membranu. Samotné Ga lze povazovat za periferni bilkoviny protoze
neobsahuji zddny transmembranovy segment. DiivEjsi prace z nasi laboratoie prokazaly, Ze
po 16 hodinach stimulace vysokou davkou hormonélniho agonisty TRH lze ve vySe
uvedené buné¢né linii (klon E2M11) prokazat solubilizaci Ga podjednotek tfidy Gqo/Giia.
Néplni této Casti dizertacni prace bylo analyzovat solubilni frakci této bunééné linie
pomoci 2D elektroforézy a stanovit Casovy pribéh tohoto dé¢je. Nasim tikolem rovnéz bylo

zvysit reprodukovatelnost a kvalitu déleni bilkovin pomoci této metody.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1. Receptory spirazené s trimernimi G-proteiny

3.1.1. Zakladni charakteristika receptori sprazenych s trimernimi G-proteiny

Receptory spfazené s trimernimi G-proteiny (GPCRs, G-protein-coupled receptors)
jsou nyni nejpocetnéjsi a nejlépe prostudovanou skupinou membranovych receptort. Tvoii
rodinu proteint, které jsou v lidském genomu kodovany pfiblizné¢ 865 geny (Milligan
a Kostenis, 2006). V savéim genomu zaujimaji ptiblizn€ 1% (Morris a Malbon, 1999).
GPCRs hraji klicovou roli v mnoha vyznamnych fyziologickych a patofyziologickych
procesech a zprostfedkuji odpovédi na nesmirn€¢ rozmanité extracelularni signalni
molekuly: hormony, neurotransmitery, chemokiny, vapenaté ionty. V neposledni fadé
existuji 1 senzorické receptory pro odoranty a fotony (Moller a kol., 2001; Pierce a kol.,
2002).

Navazanim extracelularnich signalnich molekul na tyto receptory dochazi k jejich
aktivaci. Aktivace GPCRs vyvoldva aktivaci trimernich GTP-vazebnych proteint
neboli G-proteinti, které predavaji signdl na efektor. Mezi efektory trimernich G-proteinii
patfi enzymy ucastnici se syntézy a degradace molekul intracelularnich sekundérnich
posltl, iontové kandly a proteiny MAPkindzové drahy (Morris a Malbon, 1999). Aktivace
efektord poté vyvolava zmény v nitrobunéénych koncentracich sekundarnich pienasecii
(cyklického adenosinmonofosfatu, cyklického guanosinmonofosfatu, diacylglycerolu,
inositol-1,4,5-trisfosfatu, vapenatych iontil) a nasledné pak mnoho biologickych dé&jt, napft.
aktivaci enzymil, regulaci exprese gendl, vzrist hladiny Ca*" uvnité buiiky, odbouravani
glykogenu, zrychleni srdecni frekvence, atd. (Morris a Malbon, 1999).

Nehledé na rozmanitost signalnich molekul, které se na né vazou, maji vSechny
dosud analyzované receptory spojené s G-proteiny podobnou strukturu (Obr. 1). Je ji
jediny polypeptidovy fetézec, ktery sedmkrat prostupuje lipidovou dvouvrstvu
(transmembranové a-helixy, TM I - VII). Tyto receptory také nazyvame serpentinové
(serpentine receptors). Jednotlivé a-helixy tvoii v membrané nepravidelny prstenec.
Kazdou transmembranovou oblast pak tvoii pfiblizné¢ 20 az 27 aminokyselinovych zbytkd.
Glykozylovany N-konec polypeptidového fetézce je umistén extracelularn€ a karboxylovy
konec intracelularné. Transmembranové segmenty jsou spojeny tfemi extracelularnimi (el,

e2, e3) a tfemi intracelularnimi (il, 12, 13) smyckami (Baldwin, 1993; Ji a kol., 1998).
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VétSina receptorti obsahuje také Ctvrtou nitrobunécénou ,,pseudo® smycku i4, ktera je
vytvofena palmitoylaci C-koncové ¢asti GPCR, ktera zprosttedkuje vazbu této bilkoviny
na membranu. Jednotlivé receptory se mohou zna¢né lisit svou délkou, kterd se pohybuje
fadove od ti set do vice nez osmi set aminokyselin. Receptory se lisi predevsim velikosti
N- a C-konce, velky rozdil mezi receptory byvéa iv délce intracelularni smycky 13
(Baldwin, 1993). C-konec a intracelularni smycky 12 a i3 mlZou byt reverzibilné
fosforylovany na serinovych a threoninovych aminokyselinovych zbytcich (Morris
a Malbon, 1999).

GPCRs maji nejméné dvé vazebnd mista: vazebné misto pro ligand a misto
interagujici s G-proteinem. Vazby ligandu se ucastni nasledujici oblasti: N-koncova ¢ast
receptoru, tfi extracelularni smycky a vné orientované ¢asti jednotlivych TM segmentd.
Toto zjisténi vSak plati pouze pro velké proteinové ligandy. Naproti tomu malé molekuly
se vazi na vazebné misto utvoifené transmembranovymi segmenty uvniti lipidické
dvouvrstvy amolekuly stfedni velikosti interaguji s transmembranovymi useky
1 s extracelularnimi smyckami (Ji a kol., 1998; Gershengorn a Osman; 2001). Jakmile
dojde k navéazani ligandu na receptor, indukuji se v receptoru cetné konformaéni zmény.
Dochézi k mirné rotaci a posunu transmembranovych segmentl, nasledkem c¢ehoz se
odkryvaji oblasti s aminokyselinovymi zbytky, které jsou v neaktivnim stavu nepiistupné
pro G-proteiny, a které poté interaguji s G-proteiny (Conklin a Bourne, 1993; Hogger
akol, 1995). Kazdy receptor se pravdépodobné specificky vaze kurcité skupiné
G-proteinti. Tento mechanismus zkouma véda vice nez 20 let. Biochemické studie,
zabyvajici se hlavné tvorbou chimerickych receptori, jsou pouzivany k urceni
receptorovych sekvenci, které udavaji specifitu daného receptoru vici G-proteinu. Dalsi
metoda vyuziva syntetickych peptidl, které jsou zkonstruovany tak, aby napodobovaly
nebo inhibovaly normalni G-proteinové interakce. Mnoho téchto studii nam prozradilo, ze
selektivita rozpozndvani G-proteinu receptorem spirazenym s G-proteinem je dana cetnymi
intraceluldrnimi receptorovymi misty (Moller akol.,, 2001). Za vazbu G-proteinu je
zodpovédno nékolik receptorovych ¢asti, predevsim smycky i2 a i3 atéz il a C-konec.
Jednotlivé aminokyseliny smycky i3 hraji dulezitou roli i v aktivaci G-proteinu (Moro
a kol., 1993; Moro a kol., 1994; Konig a kol., 1989). Teorie, ze selektivita receptori pro
jednotlivé G-proteiny je ddna pouze jejich primarni aminokyselinovou sekvenci, se vSak
zd4 byt v rozporu s malym poc¢tem pokusii, kde byl tento jev pozorovan. Z toho vyplyva,
ze preference receptort pro rizné G-proteiny zavisi i na jinych bunéénych mechanismech,

prikladné na lokalizaci receptoru i G-proteinu v ramci plazmatické membrany, na tkanové
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specifité a nemalou mérou i1 na interakcich s By podjednotkou (Wess, 1997, Oliveira a kol.,
1999).

Dosud bylo objeveno nékolik stovek riznych lidskych receptorit a receptorovych
podtypti sedmkrat prostupujicich plazmatickou membranu. Jak jiz bylo zminéno vyse,
podle primarni aminokyselinové sekvence jsou tyto receptory rozd€leny do tii hlavnich
skupin. Kazd4 skupina vykazuje 25% aminokyselinovou homologii v transmembranové
sttedni casti aftadu charakteristickych aminokyselinovych zbytkdi a motivi. Prvnim
receptorem sprazenym s G-proteinem, u kterého byla uréena primarni aminokyselinova
sekvence, se stal fotoreceptor rhodopsin (Hargrave, a kol., 1983; Nathans a Hogness,
1984). O nékolik let pozdéji byl osekvenovan kiecéi Pa-adrenoreceptor, druhy z této
skupiny receptorti (Dixon a kol., 1986). Teprve zjisténi, ze tyto dva receptory sdileji
sekvencni homologii, polozilo zéklady této pocetné rodiny receptord.

Prvni skupina GPCRs (A) je nejvétsi. Zahrnuje receptory pro svétlo v sitnici
(rhodopsin), pro odoranty v ¢ichové sliznici, pro peptidové hormony (TRH, bradykinin)
a pro malé neurotransmitery jako jsou opiody ¢i adrenalin (adrenergni receptory).

Druhé skupina (B) ma pfiblizné€ 25 ¢lent: receptory pro gastrointestindlni peptidové
hormony  (sekretin, gastrin, vazoaktivni intestindlni  peptid, somatoliberin),
adrenokortikotropni hormon (ACTH), kalcitonin a parathormon. VétSina receptort této
skupiny interaguje s Gs-proteiny.

Posledni skupina (C) obsahuje metabotropni glutamatové receptory (mGIluR),
metabotropni receptory pro y-aminomaselnou kyselinu (GABABR) areceptory pro
vapenaté ionty a chutové receptory. VSichni Clenové této rodiny maji velmi dlouhy
N-konec, ktery se zd4 byt rozhodujicim pro vazbu ligandu a aktivaci (Pierce a kol., 2002).

Podle Graul a Sadee (2001) existuji jesté¢ dalsi tii skupiny GPCRs. Dvé samostatné
rodiny tvoii feromonové receptory kvasinek Ste2 a Ste3 receptory. Do Sesté skupiny pak
patti cAMP receptory nalezené v Dictyostelium Discoideum.

Pomérné nedavno bylo objeveno, Ze jednotlivé receptory spfazené s G-proteiny
mohou tvofit dimery ¢i dokonce oligomery. Tato schopnost je velmi dilezitd pro jejich
funkci a jeji vyznam v signalizaci je pfedmétem intenzivniho védeckého badani. Nejvice se
uplatnuji metody vyuzivajici riizné rezonancni pienosy energie (fluorescencni rezonan¢ni
pfenos energie FRET, fluorescence resonance energy transfer; bioluminiscenéni
rezonanéni prenos energie BRET, bioluminiscence resonance energy transfer),
koimunoprecipitacni ¢i funkéni rekonstituéni techniky s vyuzitim rtiznych inaktivujicich

mutaci (Milligan a kol., 2004b). Jednim z ptikladi ovlivnéni signalizace dimerizaci
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receptortl jsou receptory pro y-aminomaselnou kyselinu, kde GABAgR-1 tvoii heterodimer
s GABABR-2 (White a kol., 1998). U GPCRs se mize vyskytovat nejen homodimerizace
ale téz heterodimerizace, a stejn¢ tak homooligomerizace i1 heterooligomerizace. Pfi¢emz
heterodimerizace a heterooligomerizace mizou vysvétlovat odlisné fyziologické odpoveédi
na jeden atentyz ligand (Hanyaloglu a kol., 2002). Do skupiny receptorii tvoficich
oligomery patii naptiklad aivb-adrenoreceptor (Milligan a kol., 2006) nebo receptor pro
thyreoliberin (TRHR), u kterého se dokonce hormonalni stimulaci zvySuje stupeii
oligomerizace (Kroeger a kol., 2001; Hanyaloglu a kol., 2002). Postupem casu se ukazuje,
ze dimerizace ¢i oligomerizace hraje roli nejen v signalizaci. Napiiklad Lopez-Gimenez
akol., (2007) a Milligan a kol. (2006) ukazali na oaip-adrenoreceptoru, Ze naruseni
oligomerizace mutaci jeho transmembranovych usekd blokuje zrdni (N-glykozylace)

a umisténi receptoru do membrany.

3.1.2. Lipidové modifikace receptori spraZzenych s trimernimi G-proteiny

Acylace a deacylace proteint jsou dilezité pro spravnou funkci a membranovou
lokalizaci tady signalnich molekul. Acylace je chemickd reakce, pfi které nahrazujeme
v organickych slouceninach atom vodiku zbytkem mastnych kyselin (napf. kyselina
palmitova), acylem. Deacylace je d¢€j opacny. K pfipojeni zbytku mastné kyseliny (lipidu)
k proteinu dochazi posttranslaéné nebo kotranslacné. Mezi nejcastéjsi lipidové modifikace
patii prenylace, myristoylace a palmitoylace. Prenylace zahrnuje farnesylaci nebo
geranylgeranylaci cysteinovych zbytkti na C-konci cilového proteinu, vytvari se mezi nimi
thioetherova vazba. Farnesyl je patnacti-uhlikaty izoprenoid, jehoz ptipojeni k danému
proteinu je katalyzovano enzymem proteinfarnesyltransferaza. Geranyl je izoprenoid
obsahujici dvacet uhlikll a enzym katalyzujici pfipojeni této molekuly k cilovému proteinu
se nazyva geranylgeranyltransferdza. Oba enzymy specificky rozeznavaji sekvenci CAAX
(tzv. CAAX box), kde X je jakakoliv aminokyselina a na ni ¢astecn¢ zalezi, jakou mastnou
kyselinou bude dany protein modifikovan. Myristoylace probihd kotranslaéné na
glycinovych  zbytcich  N-konce  cilového  proteinu za  pomoci enzymu
N-myristoyltransferazy. Dochézi k pfipojeni ¢trnacti-uhlikaté nasycené mastné kyseliny
(kyselina myristova) k cilovému proteinu pevnou a nevratnou amidovou vazbou. Pii
palmitoylaci dochazi k vytvofeni thioesterové vazby mezi cysteinem cilového proteinu
a kyselinou palmitovou (C16:0) (Kalman a kol., 1995; Wedegaertner, 1998; Morris
a Malbon, 1999; Qanbar a Bouvier, 2003). Jestli vsak je tento jev spontanni

(autokatalyticky) ¢i je katalyzovan enzymem, neni zndmo. Naproti tomu depalmitoylace je
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d¢j s nejvetsi pravdépodobnosti enzymaticky, ucastni se jej palmitoylthioesteraza (APT),
téZ nazyvand acyl(protein)thioesteraza. Jelikoz je thioesterovd vazba typickd pouze pro
palmitoylaci, pouzivame pro tuto modifikaci také nézev thioacylace. Jedinou vlastnosti,
kterou maji palmitoylované proteiny spolecnou, se zda byt trvald nebo ptfechodné asociace
s membranou jakéhokoliv typu. Nékteré bilkoviny maji jen jednu modifikaci palmitatem
(B2-adrenergni receptory), jiné dvé (rhodopsin) anéckteré dokonce nékolik (Giza)
(Ponimaskin a kol., 2000; Qanbar a Bouvier, 2003). N¢ckteré proteiny jsou pouze
palmitoylovany (GPCRs), jiné maji vice typti modifikace, napt. myristoylace u Go (Linder

a kol., 1993).

VétSina GPCRs obsahuje v oblasti intracelularniho C-konce jeden nebo vice
cysteinovych zbytkd. Tyto aminokyseliny jsou modifikovany kovalentni vazbou kyseliny
palmitové. V krystalové struktufe rhodopsinu tvoii sekvence mezi poslednim VII.
transmembranovym segmentem a dvojici thioacylovanych cysteinii osmy amfifilni a-helix.
Palmitaty pak ukotvuji tuto ¢ast receptoru k membrané a vznikd tak ¢tvrta intracelularni
smycka, tzv. ,,pseudo” smycka (Palczewski a kol., 2000). Je velice pravdépodobné, Ze
podobnou vlastnost vykazuji i ostatni GPCRs. Tato oblast se téz tucastni interakci
s N- 1 C-koncem Ga (Gether, 2000). Funk¢ni analyzy mutantii postradajicich C-termindlni
cysteiny neodhalily obecnou spolecnou funkci palmitoylace receptori sptazenych
s G-proteiny. Nicméné v zdvislosti na pozorovaném receptoru bylo popsano nckolik
ruznych efektl vlivu thioacylace. Palmitoylace mtze ovliviiovat fosforylaci, sequestraci
(shlukovani) ¢i desenzitizaci (snizeni biologické odpovédi na vnéjsi signal, viz. nize)
receptoru. V mnoha piipadech se ukazuje, Ze palmitoylace hraje dilezitou roli také
v transportu receptoru od endoplazmatického retikula (ER) do plazmatické membrany
a v expresi funkéniho receptoru na povrchu buiiky. Timto typem acylace mize byt také
ovlivnéna cela signaliza¢ni kaskada vedouci od receptoru, poc¢inajic zméneénou specifitou
receptoru ke G-proteiniim s nimi spfazenych (Bouvier a kol., 1995; Ross, 1995). Posledné
jmenovany jev byl zaznamendn u receptoru pro endothelin ETaR, ktery za normalnich
podminek interaguje s G-proteiny tfidy G¢/G11 a Gs. Depalmitoylovany ETaR vykazoval
nezménénou ligandem indukovanou signalizaci pies Gs-proteiny, zatimco signalizace pies
Gq vymizela (Hortsmeyer a kol., 1996). Naopak u endothelinového receptoru typu B je
palmitoylace nezbytna pro funkéni interakci s Gg- 1 Gi-proteiny (Okamoto a kol., 1997).
Dalsim ptikladem pozitivniho vlivu palmitoylace na signalizacni kaskadu je muskarinovy

acetylcholinovy receptor M2, u kterého mutace palmitat vazebnych mist vede ke snizené
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schopnosti aktivovat Goa a Gi2a (Hayashi a Haga, 1997). Naproti tomu depalmitoylace
rhodopsinu hydroxylaminem zvySuje aktivaci transducinu (Morrison a kol., 1991). Vedle
negativniho a pozitivniho vlivu palmitoylace na signalizacni kaskddu existuje 1 nulovy.
Ptikladem mutze byt oze-adrenergni receptor, kde mutace receptoru vedouci k jeho
depalmitoylaci neovlivnila signifikantnim zpasobem funkéni sptfazeni receptoru
s G-proteinem (Kennedy a Limbird, 1993). Palmitoylace GPCRs nemusi byt omezena jen
na C-konec receptoru, jak ukazuji pokusy s vazopresinovymi receptory V1aR a V2R.
Mutace cysteini na C-konci téchto receptori sice zmenSila stupel palmitoylace, ale
nevedla k Gplné depalmitoylaci receptoru (Hawtin a kol., 2001).

V mnoha pfipadech byla v souvislosti s palmitoylaénim stavem receptoru
zaznamenana zménéna schopnost interakce s B-arrestinem nasledovana endocytozou tedy
desenzitizaci receptoru. Desenzitizace GPCRs je spojena s fosforylaci receptoru
proteinkindzami A a C nebo kindzami receptorii sptazenych s G-proteiny (GRKs).
Fosforylace pomoci GRKs umoziuje navazani molekuly B-arrestinu na receptor, coz vede
k interakci s klathrinem nésledované endocytézu receptoru (viz. nize). Ptikladné
palmitoylace vazopresinového receptoru V2R zvySuje mnozstvi navazaného B-arrestinu na
tento protein, ¢imz dochdzi k endocytéoze V2R (Charest a Bouvier, 2003). Naopak
u Pr-adrenergnich receptori vede ke zvySené fosforylaci proteinkinazami A a BARK
(B-adrenergic receptor kinase; patfi mezi GRKs) a néasledné desenzitizaci receptoru i za
nepfitomnosti agonisty pravé depalmitoylace receptoru. Zvyseny stupenn fosforylace je
doprovazen i odptazenim receptoru od Gsa a snizenou schopnosti receptoru stimulovat
adenylcyklazu (Moffett a kol., 1993).

Palmitoylace je d& reverzibilni atudiz regulovatelny. Agonistou indukovand
stimulace receptoru zvySuje obrat palmitatu vazaného jak na receptor tak na G-protein.
U PB2-adrenergniho receptoru dochazi vlivem vazby ligandu k receptoru ke zvySeni obratu
receptorem vazaného palmitatu a tedy k depalmitoylaci receptoru (Loisel a kol., 1996).
Kolikrat pfimo opaény efekt hormondlni stimulace na acylaci je pozorovdn u jinych
proteinti. Tfeba u muskarinového acetylcholinového M2 receptoru doslo vlivem agonisty

ke zvyseni stupné palmitoylace receptoru (Hayashi a Haga, 1997).

3.1.3. Adrenergni receptory
Mezi GPCRs patii receptory pro katecholaminy - adrenergni receptory. Tato

skupina receptorti se poji predevSim s G-proteiny tfidy Gqo/Giia a Gio/Goa a s Gsa
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proteiny. Adrenergni receptory odpovidaji na adrenalin ¢i noradrenalin; nejsilnéjSim
agonistou téchto receptori je vSak umeéle piipraveny isoprenalin, ktery byl ve
fyziologickych studiich poprvé pouzit v roce 1948 Ahlquistem a jeho rtiznd ucinnost
v ruznych tkanich poslouzila jako podklad pro rozliseni adrenergnich receptort typu a a p.
Metabolickym prekurzorem obou hormont je dopamin. Pomoci enzymu dopamin
B-hydroxyldzy = vznikd  noradrenalin.  V dalSich  stupnich  plsobi  enzym
fenylethanolamin-N-methyltransferaza, kterd tvoii z noradrenalinu adrenalin. Adrenalin
muze byt syntetizovan jest¢ druhym zpisobem, a sice z dopaminu reakci katalyzovanou
enzymy N-methyltransferdza a fenylamin-p-hydroxyldza, které ptes meziprodukt epinin
tvoii adrenalin.

Noradrenalin se ucastni pfenosu na synapsich autonomniho nervového systému,
konkrétné se vylucuje z postgangliovych sympatickych neuronti. Oba neuropfenasece se
vylucuji také zdfené¢ nadledvin, které byly plvodné sympatickym gangliem.
Noradrenergni nervovy systém se jako celek uvadi v ¢innost pfi krizovych (stresovych)
situacich. Naptiklad noradrenergni podrédzdéni tlumi akomodaci a rozSifuje zornici,
zvySuje srde¢ni frekvenci, krevni tlak, hodnoty glykémie a mastnych kyselin
a v neposledni fadé zpiisobuje téz vazokonstrikci koznich cév (Barnes, 1981).

Jak jsem jiz uvedla, v roce 1948 navrhl Ahlquist rozliSovat adrenergni receptory na
a- (zprosttedkujici vazokonstrikci) a B-adrenergni (zprostiedkujici vazodilataci a srdecni
stahy) (Black, 1976; Lefkowitz, 2004). Kazdd ztéchto tiid byla poté na zakladé¢
farmakologickych a funk¢nich kritérii jesté rozdélena na podttidy a1 a o2 (Langer , 1974;
Lomasney a kol., 1986) a na B1 a f2 (Lands a kol., 1967; Lomasney a kol., 1986). Dnes
rozliSujeme jesté¢ patou podtridu B3 (Wess, 1998). Mezi ai-adrenergni receptory fadime
ala-, Oib- a aid-adrenoreceptory a tyto se poji s heterotrimernimi G-proteiny tiidy Gq/Gi1
(viz. nize). VSechny tfi receptory jsou produkty tii separatnich genti na odliSnych
chromozomech (Michel a kol.,, 1995). Jejich mistem wvyskytu jsou hladké svaly.
Adrenoreceptory o2a, 0O2b, O2c ao2d se nachazeji v presynaptickych adrenergnich
zakoncenich a interaguji s Gi/Go-proteiny. azd-adrenoreceptor je mysi a hovézi homolog
lidského azc-adrenoreceptoru. Pi-, P2- a Ps-adrenoreceptory se prednostné vyskytuji
vsrdeénim  svalu  (Bi-adrenoreceptory), hladké svaloviné dychaciho traktu
(B2-adrenoreceptory) a bilé a hnédé tukové tkani (Bs-adrenoreceptory). Jejich existence
byla rovnéz prokdzana v mozku a ledvinach. B-adrenergni receptory stimuluji Gs-protein,
zvySuji aktivitu adenylcyklazy a nitrobunécné hladiny cAMP. PBz-adrenergni receptory

v srde¢nim svalu a Ps-adrenergni receptory v hnédé tukové tkani vSak rovnéz interaguji

18



s Gi-proteiny (Wess, 1997). Adrenergni receptory maji fadu agonistll a antagonisti. Mezi
antagonisty a-adrenoreceptorti patii fentolamin ¢i prazosin (Willems akol., 2003).
B-adrenergni receptory zase blokuje propranolol. Naopak isoproterenol piedesly typ
receptoru stimuluje (Ransnas a kol., 1989) a fenylefrin je pak agonistou ai-adrenergnich
receptortt (Willems a kol., 2003).

Céast této prace pojedndva o oiv-adrenoreceptoru, jehoZ aktivace vede pies
G-proteiny tfidy Gq¢/G11 k aktivaci fosfolipazy CPB a produkci sekundéarnich posli (viz.
nize). Existuji pouze velmi sporé informace ohledné funkce tohoto receptoru. Jak uz bylo
feceno, nachdzi se v hladkych svalech a to predevsim arterii, kde se podili na jejich
kontrakcich a pfispiva tak k regulaci krevniho tlaku (Cavalli a kol., 1997; Piascik a kol.,
1997). Piedpoklada se jeho role ve vazokonstrikei karotid arteriovendznich anastomoz
(prekapildrni komunikace mezi tepnami a zilami) (Willems a kol., 1999) a karotidalnich
arteridlnich krouzkti (Kawai akol., 1988). Tyto poznatky by mohly v budoucnu
pfedurcovat aip-adrenoreceptor jako mozny cil pro léky proti migréné (Willems a kol.,
2003). Prekvapivé byl oaub-adrenoreceptor nalezen také v psi plicni arterii, kde
zprostfedkovava fenylefrinem indukovanou kontrakci hladkého svalstva (Sohn a kol.,
2005). Spekuluje se i o tom, ze by aib-adrenoreceptor mohl interagovat s Gso proteinem,
tim stimulovat adenylcyklazu a podilet se tak na produkci cAMP (viz. nize). To bylo
pozorovano v CHO bunkach (Chinese hamster ovary cells), které byly timto receptorem

transfekovany (Horie a kol., 1995).

3.1.4. Thyreoliberinové receptory

Také thyreoliberinovy receptor (TRHR, thyrotropin-releasing hormone receptor)
patii do skupiny receptori spfazenych s G-proteiny. V disledku navazani ligandu tyto
receptory ovliviiuji mnoho bunécnych procesi. TRHR se hojné nachazi v centralnim
1 perifernim nervovém systému. Podili se na kontrole syntézy a sekrece thyreoideu
stimulujicich hormont (thyreotropni hormon TSH) a prolaktinu z pfedniho laloku
hypofyzy. Ligandem TRHR je thyreoliberin (TRH, thyrotropin releasing hormone), maly
neuropeptid se sekvenci pyroGlu-His-Pro-NH2>. TRH pisobi jako neurotransmiter
a neuromodulator. V hypotalamo-hypofyzarni ose u savcii je tento hormon syntetizovan
v hypotalamu a odtud je uvolfiovan a transportovan krevnim fecistém do adenohypofyzy
(Matre a kol., 1999; Lackey, 1992; Gershengorn a Osman, 1996). V adenohypofyze
pusobi na specifické bunky, které¢ po vazbé TRH na TRH receptor za¢inaji produkovat

dal$i hormony, thyreotropin a prolaktin. Kone¢nym stupném této kaskady je Stitnd zlaza,
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ktera po stimulaci thyreotropinem zac¢ind produkovat thyroidalni hormony, thyroxin
a trijodthyronin. Thyroxin a trijodthyronin odchéazeji krevnim feciStém do celé¢ho tcla
a ovliviiyji Sirokou Skélu fyziologickych procest jako je rist, iontova rovnovaha, vyvoj
organizmu i citlivost hormonalni odpovédi na jiné¢ hormony, napt. katecholaminy.

TRH receptor podobné jako adrenergni receptory interaguje s G-proteiny tiidy
G¢/G1, které stimuluji fosfolipazu Cp (viz. nize) (Hsieh a Martin, 1992; Drmota a kol.,
1998a).

U mysi a krys byly nalezeny dva podtypy TRH receptoru, tzv. TRHR-1 (dlouhd
izoforma) a TRHR-2 (kratka izoforma) (Cao a kol., 1998). Oba dva receptory jsou
produktem jediného genu a jsou proto vysledkem rozdilného sestfihu na urovni mRNA.
TRHR-1 a TRHR-2 jsou z 50% homologni, vykazuji podobnou vazebnou afinitu k TRH
a aktivuji stejné signalizaéni drdhy. Oba typy TRH receptori jsou exprimovany
v rozdilnych oblastech mozku a michy. Pfesto vSak nalezneme mista, kde se oba tyto
receptory vyskytuji spolecné (Bilek, 2000; Cao a kol., 1998; Itadani a kol., 1998; O"'Dowd
a kol., 2000). TRHR-1 je po navazani agonisty rychle internalizovéan klathrinovou cestou,
tj. endocytézou zprosttedkovanou vacky obsahujicimi bilkovinu klathrin. Mechanismus

internalizace TRHR-2 neni znam (Heding a kol., 2000; Yu a Hinkle, 1999).

3.2. Trimerni G-proteiny

3.2.1. Zakladni charakteristika trimernich G-proteini

Za objev trimernich G-proteinii a jejich roli v pienosu signalu pies bunécnou
membranu obdrzeli Alfred G. Gilman a Martin Rodbell vroce 1994 Nobelovu cenu
(Svoboda, 1997). OvSem jiz vroce 1971 formuloval Martin Rodbell hypotézu, Ze mezi
receptorem pro glukagon a adenylcyklazou existuje guaninové nukleotidy vazici protein,
ktery po aktivaci receptoru zprostiedkovava prenos informace mezi nimi (Rodbell a kol.,
1971).

G-proteiny jsou regula¢ni bunécné bilkoviny, které jsou aktivovany vazbou
guanosintrifosfatu (GTP). Podle struktury rozliSujeme trimerni a monomerni G-proteiny.
Monomerni, tzv. malé G-proteiny se ucastni mnoha dé&ju souvisejicich s rozli¢nymi
regula¢nimi procesy. Mezi monomerni G-proteiny patii elongaéni faktory EF-Tu a EF-G,

dale Ras, Rab, Rap, Ran, Rac, Raf, ARF a mnoho dalSich. Jejich molekulova vdha se
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nachazi v oblasti 20 - 30 kDa. Zajistuji regulaci Siroké Skaly bunécnych procesti od
proteosyntézy, diferenciace a proliferace az k vezikularnimu membranovému transportu
(membrane traffic) a sekreci bilkovin (Svoboda, 1997).

Prenos signidlu z GPCRs na efektory je zprostfedkovan heterotrimernimi
G-proteiny. Trimerni G-proteiny, stejn¢ jako monomerni G-proteiny, patifi mezi GTPazy.
Trimerni G-proteiny jsou tvofeny tfemi polypeptidy (o, B a 7y), které jsou strukturalné
a funk¢né odlisné. Podjednotka o vaze GTP a Stépi jej na guanosindifosfat (GDP)
a pyrofosfat (anorganicky fosfat). Podjednotky B a y tvoii dimer, ktery disociuje pouze
denaturaci a je tedy funkénim monomerem (Hamm a Gilchrist, 1996; Neer, 1995).
Vzhledem k zaméfeni prace pojmem G-proteiny jsou mySleny vyluéné trimerni
G-proteiny.

Dnes je zndmo Sestnact ruznych genii pro o podjednotky, pét genli pro
B podjednotky a dvanéct genli pro y podjednotky, coz umoziuje Gvahu nad mnozstvim
existujicich kombinaci jednotlivych podjednotek v ramci trimerni molekuly. Takovych
kombinaci pak existuje vice nez tisic. Nicméné se zda, ze pocet kombinaci je omezen
a existuji preferované kombinace podjednotek, které spolu mohou interagovat a tvofit

funk¢ni trimer (Hildebrandt, 1997; Cabrera-Vera a kol., 2003).

3.2.2. Aktivace a deaktivace trimernich G-proteint

V nestimulovaném stavu je na podjednotce a vazan GDP a G-protein neni aktivni
(Obr. 2). Receptor s navazanym ligandem interaguje s G-proteinem a piisobi na néj jako
vyménny faktor guaninového nukleotidu (GEF, guanine nucleotide exchange factor), tedy
stimuluje uvolnéni GDP z guanin-nukleotidového vazebného mista a podjednotky, které je
nasledovano navazanim GTP na a podjednotku. Obsazeni nukleotidového vazebného mista
na o podjednotce G-proteinu molekulou GTP znamena aktivaci této podjednotky.
Nasleduji konformacéni zmény celého heterotrimeru. Afinita aktivované a podjednotky pro
receptor i pro jednotky B a y se snizuje a dochdzi krozpadu heterotrimeru na
a podjednotku a By dimer. Tyto dvé samostatné molekuly mohou volné¢ difundovat po
membrané. Ob¢& aktivované ¢asti G-proteinu: o podjednotka a komplex By mohou piimo
interagovat s efektory v plazmatické membrané. Efektory pak pfedavaji signal (druhy
signaliza¢ni posel) k dal$im mistim v bunice. Aktivni stav o podjednotky trva do té doby,
nez je GTP hydrolyzovan vnitini GTPazovou aktivitou podjednotky Ga. Tento d¢j je
urychlen v dasledku aktivity GTPazu aktivujicich proteintt (GAP, GTPase-activating

protein). Nejpocetnéjs$i skupinou proteinit s touto funkci jsou tzv. regulatory funkce
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G-proteinové signalizace (RGS proteiny, regulators of G-protein signalling) (Hollinger
a Hepler, 2002). Cim déle maji efektory navazanou podjednotku o nebo By, tim silngjsi
adelsi bude pteddvany signal. Hydrolyza navédzaného GTP na GDP umozZiuje
znovunavazani a podjednotky na By dimer. Tim je ukoncéen aktivaéni cyklus a G-protein je
znovu pfipraven pro receptorem regulovanou aktivaci. Hydrolyza GTP obecné nastava
béhem nékolika sekund po aktivaci G-proteinu (Bourne a kol., 1989; Neer, 1995).
Dtlezitou vlastnosti pienosu signalu prostfednictvim G-proteinli je zesileni,
amplifikace signalu. Béhem vySe popsané¢ho cyklu k ni miize dojit dvakrat. Je-1i efektorova
molekula enzymem produkujicim druhé posly, mize za dobu interakce s jednou
a podjednotkou vytvofit mnoho molekul druhych posli. K amplifikaci signalu dochazi
také tim, ze jediny komplex ligand - receptor mize aktivovat nékolik G-proteini za sebou

(Morris a Malbon, 1999).

3.2.3. Podjednotka Ga

Podjednotky Ga jsou regulacni proteiny o velikosti 39 - 52 kDa. Vykazuji 56 - 95%
homologii aminokyselinové sekvence. Podjednotka Go obsahuje dvé dilezité Casti:
GTPazovou a helikalni sekvenci aminokyselin (Obr. 1). GTP4azovy segment (G-doména)
obsahuje mista pro navazani guaninového nukleotidu, receptoru, efektoru i By dimeru
a zajistuje téZ hydrolyzu GTP. G-doména sestava z péti a-helixd (o1 - as) a Sesti vlaken
B-skladanych list (B1 - Be), z nichz pét je paralelnich a jeden antiparalelni. Na povrchu této
G-domény je umisténa hydrofobni kapsa, kam se vaze guaninovy nukleotid. Funkce
helikalni ¢asti Ga neni jasna. Helikalni segment se mozna ucastni hydrolyzy GTP a ziejmé
se rovnéz muze podilet na vazbé Ga na efektor a receptor (Conklin a Bourne, 1993; Neer,
1995; Kjeldgaard a kol., 1996; Cabrera-Vera a kol., 2003).

Vazba Gy podjednotky na Ga podjednotku G-proteinu pravdépodobné probiha ve
dvou oblastech: prvnich 25 aminokyselin Ga a ¢ast tvorici az-helix. Za vazbu efektoru jsou
zodpovédny oaz-helix a ¢ast vazebného mista pro By dimer. Timto zplisobem je zajisténo, Ze
Ga podjednotka nemlize soucasné vazat jak efektor tak GPy dimer. To je velice dilezité
z funkéniho hlediska vzhledem k tomu, ze pouze volné Ga ¢i GPy podjednotky jsou
schopny aktivovat efektory. Trimerni komplex G-proteinu je neaktivni. Vazba Gy na Ga
je z funkéniho hlediska spojena s inaktivaci (deaktivaci) Ga (Conklin a Bourne, 1993;
Neer, 1995).

Za vazbu G-proteinu na receptor je zodpovédny piedevsim C-konec Ga

podjednotky, zvlasté¢ poslednich pét aminokyselinovych zbytkti (Bourne, 1997, Wess,
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1997). Dokladem toho je piikladn& fosforylace Gqa/Giia proteinu na Tyr®, kterd se
ukézala jako velice potfebna pro sptazeni proteinu ke glutamatovému receptoru a pro jeho
aktivaci (Umemori a kol., 1997). AvSak C-konec neni jedinym mistem zodpovédnym za
specifickou vazbu ke GPCRs. Také dva aminokyselinové zbytky v as-helixu se zdaji byt
urcujicimi faktory pro funkcéni spfazeni s receptorem (Bae a kol., 1999). Klicové
aminokyselinové zbytky byly mimo jiné nalezeny téz napiiklad v oblasti N-konce (Taylor
a kol., 1994), a2, a4 (Lee a kol., 1995) ¢i as-helixu (Conklin a Bourne, 1993; Neer, 1994).
Useky GP i Gy podjednotek se také mohou G&astnit interakei s receptorem (Taylor a kol.,

1994; Mclntire a kol., 2001).

3.2.4. Podjednotky Gpy

Také GPy dimer hraje dilezitou roli v regulaci efektorii. By komplex samostatné
reaguje s nékterymi efektorovymi molekulami, miize zptsobit otevieni ur¢itych K™ kanald,
aktivaci Pl 3-kindz a fosfolipdz A2 a CP a aktivaci nebo inhibici urcitych podtypil
adenylcyklazy (Schwindinger a Robishaw, 2001). Jeho dalsi velice dualezitou funkci je
zakotveni trimeru affy do membrany, coZ je zprostfedkovdno pomoci prenylové skupiny na
v podjednotce (Neer, 1995).

Existuje pét raznych typti GB podjednotek (Watson a kol., 1994). Tyto varianty
vykazuji 50 - 83% podobnost v aminokyselinové sekvenci (Hamm a Gilchrist, 1996).
Kazdd Gp podjednotka obsahuje pfiblizné 340 aminokyselinovych zbytkl a jeji
molekularni hmotnost je 35 kDa. Linearni sekvence téchto proteint se sklada ze sedmi az
osmi opakujicich se sekvencnich motivii pfiblizné o 43 aminokyselinach, kde se hojné
vyskytuje Trp-Asp sekvence (tzv. WD-40 motiv) (Garcia-Higuera a kol., 1998). Tyto
motivy tvoifi P-vrtulovou strukturu, kterd interaguje s Ga. N-terminalni oblast
B podjednotky je tvofena amfipatickym o-helixem, ktery se obtaci okolo N-terminalniho
helixu y podjednotky a vytvaii tak strukturu dvou paralelné se obtacejicich Sroubovic
(coiled coil) (Obr. 1) (Neer, 1995; Lambright a kol., 1996, Cabrera-Vera a kol., 2003).

Gy podjednotky jsou mnohem riznorodéjsi nez Gf, existuje celkem dvanact typl
téchto podjednotek. Individudlni izoformy se 1iSi molekulovou hmotnosti, kterd lezi
vrozmezi 7,3 - 8,5 kDa. Struktura Gy je tvoifena dvéma a-helixy spojenymi smyckou
(Obr. 1) (Cabrera-Vera a kol., 2003).0d G} podjednotek se podstatné odlisuji i v primarni
aminokyselinové sekvenci (Iniguez-Lluhi a kol., 1992; Clapham a Neer, 1993). C-konec
vSech Gy obsahuje sekvenci CAAX, kde A je jakédkoliv alifatickd aminokyselina a X je
jakakoliv aminokyselina. (Kalman a kol., 1995). Selektivita Gy pro rtizné G je z velké
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¢asti urCena 14 aminokyselinami ve stfedni ¢asti této podjednotky Gy (Spring a Neer,

1994).

3.2.5. Lipidové modifikace trimernich G-proteinu

Trimerni G-proteiny jsou periferni membranové bilkoviny, které ziskévaji ptipojeni
k membrané mnoha zplsoby a také kombinacemi téchto zplisobli. Mezi tyto zplsoby patfi
prave lipidové modifikace ale také protein-fosfolipidové interakce (polybazické domény,
specifické sekvenéni motivy) €i protein-proteinové interakce (s Py podjednotkou). Tyto
rizné mechanismy zajistujici ukotveni proteinu v membrané nejsou navic nezbytné
nezavislé, tedy nasledky odstranéni ¢i pifidani jednoho typu ,,ndstroje” ptipojeni
k membrané mohou byt velmi rozdilné, coz zplsobuje potize pii zevSeobecnéni a utfidéni
této problematiky (Qanbar a Bouvier, 2003). VSeobecné, deacylovand o podjednotka
G-proteinu neni asociovana s plazmatickou membranou a vykazuje mnohem niz$i afinitu
k dimeru y.

Ga podjednotky vykazuji velkou diverzitu nejen ve struktufe ale také v lipidovych
modifikacich. S rhodopsinem spiazeny G-protein transducin (Gia) je modifikovéan nékolika
mastnymi kyselinami, mezi néz patii i kyselina myristova. Gt vSak neni palmitoylovan
(Kokame a kol.,, 1992). Ggusta je myristoylovan, ale stejné jako transducin neni
palmitoylovan (Hoon a kol., 1995). Ostatni Ga jsou vedle ptipadnych dalSich lipidovych
modifikaci vzdy palmitoylovany, vétSinou na cysteinovych zbytcich na N-konci molekuly.
Pouze jedenkrat palmitoylovany jsou Gsa a Giza (Wedegaertner, 1998; Ponimaskin a kol.,
1998). Dvoji palmitoylaci ma Gqa a pravdépodobné i Gisa (Wedegaertner, 1998). Giia je
také dvakrat palmitoylovan, a sice na Cys’ a Cys'® (McCallum a kol., 1995). Giso nese
dokonce tfi palmitové kyseliny (Ponimaskin a kol., 2000). Gia, Goo a Gza jsou
modifikovany jak kyselinou palmitovou tak myristovou (Wedegaertner, 1998).

Jak jiz bylo uvedeno vySe, palmitoylace je mozna d¢j autokatalyticky. Co vSak
povazuji za jeSté zajimavéjsi je, Ze tato spontdnni reakce mize byt navic umocnéna ¢i
zrychlena pfitomnosti dimeru By (Duncan a Gilman, 1996). Palmitoylace Ga je velmi
dilezita pro ukotveni tohoto proteinu k vnitini strané plazmatické membrany. Ackoliv
asociace Ga s By podjednotkami a myristoylace Ga jsou mozné dostacujicimi faktory pro
pfipojeni Go k vnitini strané plazmatické membrany, zda se, Ze palmitoylace tento jev
zesiluje (Yang akol., 2001). Neni proto velkym piekvapenim, kdyZ mutace palmitat
vazebnych mist vyusti navzdory pfitomnosti vySe zminénych faktori ve zvySenou

solubilizaci ¢i nespravné umistnéni proteinu v buiice. To bylo naptiklad pozorovano

24



umutanti Giia proteinu, kde mutanty Cys’SerGiia a Cys!°SerGiio byly &asteéné
solubilizovany a dvojity mutant Cys”'°SerGiio. byl piitomen v solubilni frakci v jesté
vétsim mnozstvi. Navic takto depalmitoylovany mutant je-li koexprimovan s GPCRs mtize
zabranovat aktivaci G-proteinu. Tedy mnozstvi membranové véazaného G-proteinu
v bunikach s exprimovanymi mutanty odpovidalo stupni stimulace kotransfekovaného TRH
receptoru vlivem piisobeni hormonu TRH v porovnani s nemodifikovanym Giia proteinem
(Wise akol., 1997). Né&které dvojité mutované proteiny Cys”!°SerGiia, které stale byly
membranové vazané, vykazovaly rezistenci vici solubilizaci cholatem sodnym, coz
naznacuje, ze palmitoylaci odolny mutant je spiSe nefunk¢ni, mozna $patné sloZzeny protein
(McCallum a kol., 1995).

Mutace mist vazicich kyselinu palmitovou miize zéviset i na typu bunky.
Depalmitoylovany Gso mutant je v HEK-293 bunkach lokalizovan v cytosolu
(Wedegaertner a kol. 1993), zatimco v COS bunkach (odvozené od ledvinnych bunék
kockodana obecného) je ptipojen k membrané (Mumby a kol., 1994). Je zajimavé, Ze tyto
protichidné vysledky byly pozorovany i po stimulaci receptoru. Nektefi autofi se
domnivaji, ze v piipadé¢ nékterych G-proteinii po stimulaci bunck agonistou dojde
k uvolnéni Go. z membrany do cytosolu (Wedegaertner a Bourne, 1994; Wedegaertner
a kol., 1995; Svoboda a kol., 1996; Drmota a kol., 1998b), cozZ je provazeno odStépenim
palmitatu z této podjednotky. Aktivaci indukované uvolnéni o podjednotky tak mize
desenzitizovat nebo tlumit signalni transdukci a to tim, Ze odstrani a podjednotku z dosahu
efektori v plazmatické membrané. Podle jinych autorG aktivovand o podjednotka po
depalmitoylaci neopousti membranu a dochazi pouze kjejimu piesunu v ramci
plazmatické membrany (Mumby, 1997; Huang a kol., 1999). V nasledujicich studiich
mutace palmitoylaénich mist Ggo branily proteinu v pfipojeni k membrané, avSak
receptorova stimulace neovlivnila membranovou asociaci Gqo, pfestoze podpofila obrat
palmitatu (Hughes a kol., 2001). Tyto vysledky je mozné uzaviit tak, ze palmitoylace Ga
je pravdépodobné zapotiebi pro jeho ukotveni v membrang, ale pravdépodobné jiz neni
nezbytna pro udrzeni proteinu v membrané¢ po dobu stimulace receptoru. To muze
znamenat, ze existuji jesté dalsi faktory urcujici membranovou asociaci Ga (Hughes a kol.,
2001).

Mozna je vSak také dualezité rozliSovat, zda efekt neptitomnosti palmitatu v proteinu
je dasledkem toho, Ze je dany protein depalmitoylovan (at’ uz chemicky ¢i enzymaticky)
nebo Ze neni substratem pro palmitoylaci z divodu postradani cysteind. Tento problém byl

nastinén v praci Hepler a kol (1996), kde se mutanti postradajici Cys® a Cys'® chovali
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odlisn¢ v porovnani s proteiny depalmitoylovanymi enzymem acylproteinthioesterazou.
Mutanti na rozdil od deacylovanych proteinli jen velmi slabé aktivovali fosfolipdzu C
a navic jest¢ vykazovali poSkozenou interakci s muskarinovym cholinergnim receptorem
M1. Podobné vysledky jsem jiz zminila vySe (McCallum a kol., 1995).

Lipidové modifikace téz urcuji, zda se budou dané proteiny vyskytovat
v mikrodoménéach (DRMs; viz. nize). Napft. teprve palmitoylace jiz myristoylované Giia je
urcujici pro plnou asociaci tohoto proteinu k membranovym doménam typu kaveol (viz.
nize) (Galbiati a kol., 1999). Myristoylace je ¢asto podnétem a nezbytnym predpokladem
pro nasledujici palmitoylaci (Galbiati a kol., 1994; Mumby a kol., 1994). OvSem existuje
celd tfada palmitoylovanych bilkovin, které se v doméndch nepodatilo prokéazat (Resh,
1999). To znamend, Ze ani palmitoylace neni nékdy plné dostacujici pro lokalizaci
G-proteinti v doménéch.

Jak jsem se jiz zminila vyse, Gy podjednotky jsou predmétem pouze jediného typu
lipidové modifikace, a sice prenylace (Lai a kol., 1990). Tento typ lipidové modifikace je
ireverzibilni a nesouvisi s aktivaci signalnich kaskad, ale je nezbytny pro pfipojeni Gy
dimeru k membrané. O Giy, Gsy a Guy je znadmo, Ze jsou farnesylované. Ostatni
v podjednotky jsou modifikovany geranylgeranylem. Po modifikaci cilového proteinu je
tento jest¢ dodatecné methylovan na C-konci. Karboxymethylace C-konce Gy ziejmé
moduluje afinitu jeho membranového pfipojeni (Cabrera-Vera a kol., 2003). Acylace By
dimeru dale hraje dileZzitou roli v pfipojeni tohoto komplexu ke Ga podjednotce, efektoru
i receptoru (Gao a kol., 1987; Graber a kol., 1992; Iniguez-Lluhi a kol., 1992; Ueda kol.,
1994). Na tomto misté je také dilezité si uvédomit, ze preruseni interakci By podjednotek
s . podjednotkou miize negativné ovliviiovat na receptoru zavislou signalizaci. Mutace
mist v Ga zprostiedkujicich vazbu Ga s By dimerem redukuje jejich vzajemnou interakci
a dale inhibuje palmitoylaci Ga ajeho ukotveni v membrané. Takovy mutant se pak
nachazi spiSe v solubilni nez membranové frakci. To vSe méa za nésledek neuspéSnou
transdukci signdlu z aktivovaného receptoru na efektor (Evanko a kol., 2005). Interakce By
podjednotek s Ga tedy podnécuje palmitoylaci Ga. Tim je téz zajiSténa tésnd asociace Ga
s membranou. Navic palmitoylovana Ga véaze Py s 5x vétsi afinitou. Tedy vazba By
podjednotek a palmitoylace Ga se reciprocné potencuji (Iiri a kol., 1996). To ovSem
neznamena, ze by palmitoylace Goa byla podminkou pro interakci s By. I depalmitoylovana
a podjednotka miize s dimerem Py interagovat (Stevens a kol., 2001). Navic protein Ga
majici mutaci ve vazebném misté pro Py dimer, je-li modifikovan kyselinou myristovou

a palmitovou, zachovdva membranovou lokalizaci G-proteinu asvou schopnost
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palmitoylace. To znamena, ze vazba komplexu Py je pro Ga rozhodujicim prvkem
v pfipojeni k membrané a také nezbytnym piedpokladem pro jeho palmitoylaci. Zatimco
myristoylace mize obnovit membranovou lokalizaci a palmitoylaci Gqo majici mutaci ve
vazebném misté pro vazbu Py dimeru (Evanko a kol., 2000). Dale je zajimavé, ze
1 overexprese Py v HEK-293 bunkéach obnovuje membranovou lokalizaci a palmitoylaci
Gsa a Gqo podjednotek majicich mutaci ve vazebném misté¢ pro Py dimer. Tedy tyto
mutované a podjednotky jsou zcela zavislé na koexpresi exogenniho By dimeru pro svoji
fddnou membranovou lokalizaci. Dochdzi k reciprocni podpoie a a Py podjednotek
ohledné jejich pfipojeni k plazmatické membrané. Z toho vsSeho vyplyva, ze pro
membranovou lokalizaci o podjednotky je zapotiebi jeji palmitoylace i1 interakce s Py
dimerem (Evanko a kol., 2001). Jiné lipidové modifikace By podjednotky, nez je prenylace,
eukaryotni organizmy zda se nemaji nebo to aspon doposud nebylo objeveno. Kyselinu
palmitovou vaze jen Gy (Stel8p) ukvasinek (Hirschman a Jenness, 1999). Acylace
a deacylace G-proteinti se tedy uplatnuji v regulaci jejich bunécné lokalizace. Dale mayji
vliv na jejich vzajemné interakce a také interakce mezi nimi a efektory ¢i receptory, ¢imz
vyznamné ovliviluji pfenos signalu.

Pro odstranéni thioacylace z daného proteinu se kromé cholatu sodného (McCallum
a kol., 1995), acylproteinthioesterazy (Qanbar a Bouvier, 20003) a dithiothreitolu (Milligan
a Kostenis, 2006) pouziva i hydroxylamin (Morrison a kol., 1991; Linder a kol., 1993;
Wedegaertner a Bourne, 1994; Chamberlain a Burgoyne, 1998, Ugur a kol., 2003). Jiz
vyse jsem se zminila o experimentech autord Morrison a kol. (1991) s hydroxylaminem.
V této préci ukézali, Zze hydroxylaminem zplsobend depalmitoylace rhodopsinu kromé
zvySeni na svétle zdvislé aktivace transducinu také inhibuje regeneraci rhodopsinu
(reinkorporace 11-cis-retinalu do molekuly opsinu), ale nema Zadny vliv na svétlem
zavislou vazbu receptoru k transducinu. Také McCallum a kol. (1995) kromé vyse
uvedeného ukazali, Ze protein Giia je cholatem sodnym depalmitoylovan a solubilizovan,

tedy se nachdzi v rozpustné cytosolarni frakei.

3.2.6. Klasifikace trimernich G-proteini

Vseobecné jsou G-proteiny tfidény podle struktury a funkénich vlastnosti
a podjednotek. Na zdkladé aminokyselinové sekvence je fadime do Ctyt tfid. Zatim bylo
objeveno celkem 21 Ga podjednotek. Nasledujici piehled je zpracovan podle literarnich
udajii Birnbaumer a kol., 1990; Simon a kol., 1991; Hamm a Gilchrist, 1996; Milligan
a kol., 1996; Novotny a Svoboda, 1998.
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3.2.6.1. Tfida Gs0/Golfar

G-proteiny této tidy jsou aktivovany receptory pro B-adrenergni aminy, glukagon,
histamin, serotonin, odoranty a fadu dalSich hormonli a nervovych prenaSect. Tyto
G-proteiny stimuluji adenylcyklazu a jsou citlivé na cholera toxin (CT), jehoz plisobenim
dochazi k ADP-ribozylaci specifického argininu. Tim je inhibovana GTPazova aktivita
a podjednotky a ta zlistava stale aktivni. Cholera toxin je enterotoxin produkovany bakterii
Vibrio cholerae, kterd napada stfevni epitelidlni buiiky a zplisobuje choleru. Existuji Ctyti
izoformy Gso podjednotky: Gsio, Gs20, Gs3o a Gsao. Gsia a Gs2a0 vykazuji molekulovou
hmotnost 52 kDa a nazyvaji se dlouhé izoformy GsaL (z anglického long). Izoformy Gssa
a Gso s molekulovou hmotnosti 45 kDa se oznacuji jako kratké, GsaS (z anglického
short). GsaL a GsaS se 1isi pfitomnosti sekvence s 14 nebo 15 aminokyselinovymi zbytky
(Bray akol., 1986; Robishaw a kol., 1986; Kozasa a kol., 1988; Novotny a Svoboda,
1998).

Goira je G-protein ¢ichového epitelu velmi podobny Gsa podjednotce (88% identita

aminokyselinové sekvence).

3.2.6.2. Tfida Gia/Goat

Do této tfidy patii G-proteiny, které interaguji s receptory pro oz-adrenergni aminy,
acetylcholin (muskarinové receptory), opioidy, serotonin a mnoho dalSich. G-proteiny této
ttidy mohou inhibovat adenylcyklazu, stimulovat fosfolipdzu CB a ovliviiovat iontové
kanaly. Jsou citlivé na toxin Bordetella pertussis, ktery zpusobuje ¢erny kasel. Pertussis
toxin katalyzuje ptipojeni ADP-ribozy k cysteinovému zbytku na C-konci a podjednotky.
Je dualezit¢ si uvédomit, Ze pravé v této oblasti interaguje G-protein s receptorem.
ADP-ribdza brani asociaci s receptorem a tudiz nemtize dochézet k aktivaci G-proteinu.

Ttida Gio/Goa je slozena z nasledujicich individudlnich ¢lent:

- Gi10, Gi2a a Giza jsou produkty separatnich genti, vSechny inhibuji adenylcyklazu.

- Goia a Go2at jsou produkty jednoho genu vzniklé alternativnim sestfihem, jsou obsaZeny
ve velkém mnozstvi v mozku. Inhibuji adenylcyklazu, stimuluji fosfolipazu Cp a aktivuji
téz nékteré iontové kanaly. Existuje jeSté tfeti izoforma Gosa, kterd vznikd deaminaci
izoformy Goia. Pfedstavuje 30% z celkového obsahu Goo v mozku (Exner a kol., 1999).

- Gua a Gra nazyvané transduciny se nachazeji pouze ve svétlocivném epitelu oka.
Prendseji svételny signal zrhodopsinu (receptor) na cGMP fosfodiesterdzu (efektor).
Transduciny jsou citlivé jak k cholera toxinu tak i k pertussis toxinu.

- Ggust zyvany gustduci azi v chut'ové itelu.
Ggustdl nazyvan stducin se nachazi v chutovém epitel
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- Gzoo ma pribuznou sekvenci s ostatnimi ¢leny tfidy Gio/Goa, ale jeho funkce je malo

zZnama.

3.2.6.3. Ttida Gqo/G110

Jedna se o vyznamnou tfidu G-proteinil, jejiz Clenové reaguji s receptory pro
acetylcholin (napf. M1-muskarinové), bombesin, serotonin a mnoho jinych. Jak jiz bylo
zminéno vyse, G-proteiny této tiidy interaguji také s ai-adrenergnimi receptory a TRHR.
Efektorem pro G-proteiny tfidy Gqo/Giia je fosfolipaza CB. Tyto G-proteiny nejsou citlivé
k pertussis toxinu a jsou pritomny ve vétSin€ z béznych tkani. Patii sem Gqa, Giia, Gisa,
Gisa a Giso. Zvlastni vlastnost byla nalezena u G-proteinu Giso, ktery po exogenni expresi
muze pusobit jako univerzdlni prenaSeC¢ mezi Sirokou Skdlou membranovych receptorii

a fosfolipazou C.

3.2.6.4. Ttida Gi20/Gi3a

O t&chto bilkovinach se toho dosud mnoho nevi. Uastni se regulace procesu

Na'/H" vymény a také byla zaznamenana jejich interakce s MAPkinazovymi drahami.

3.3. Efektory trimernich G-proteini

Ga a GPy podjednotky trimernich G-proteini reguluji aktivitu raznych
typt efektorovych molekul. Mezi efektory aktivované G-proteiny patii adenylcyklaza,
fosfolipaza C a Az, cGMP fosfodiesterdza, PI 3-kindzy, proteiny MAPkinazové drahy

a fada iontovych kanalt.

3.3.1. Adenylcyklaza

Adenylcyklazova aktivita zvySuje koncentraci sekundarniho ptenasece (druhého
posla) cyklického 3’,5"-adenosinmonofosfatu (cAMP) vcilové bunice a to tak, ze
katalyzuje syntézu cAMP z ATP. Cyklicky AMP potom aktivuje cAMP-dependentni
proteinkindzu (A-kindzu neboli PKA), ktera katalyzuje fosforylaci aminokyselin serin
a threonin v mnoha bunécnych proteinech. Tim se méni aktivita fady vyznamnych
regulacnich molekul, které se podileji na dilezitych bunéénych funkcich jako je rist,

déleni, diferenciace, sekrece. cAMP je Stépen cAMP fosfodiesterdzou na AMP (Simonds,
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1999).

Existuje devét riznych savéich izoforem adenylcyklaz (AC 1 - IX) (Hurley, 1999).
Vsechny sav¢i adenylcyklazy jsou aktivovany G-proteiny tfidy Gso/Goifo, nékteré vSak
také Py dimerem, proteinkinazou C ¢&i Ca?'/kalmodulinem. Gio. naopak selektivné inhibuje
adenylcyklazu V a VI (Tesmer a kol., 1997; Yan a kol., 1997; Hurley, 1999), néktefi autoti
uvadéji 1 AC I a III (Taussig a kol., 1993). Diky schopnosti adenylcyklazy regulovat
aktivitu proteinkindz a koncentraci Ca*" je tento efektor spojen is jinymi signalnimi

drahami neZ s jen t€mi, které ptisobi pies trimerni G-proteiny.

3.3.2. Fosfolipaza Cp

V sav€ich organizmech byly identifikovany tii typy fosfolipiz C (PLC): PLCS,
PLCy a PLCS (Rhee a Choi, 1992). Prostfednictvim G-proteint se aktivuje pouze typ P.
Fosfolipazu CP aktivuji G-proteiny tfidy Gqo/Giia (Sternweis a kol., 1992; Wu a kol.,
1992). Rozeznavame ctyii typy fosfolipaz B, a sice Bl - B4, které se liSi svou citlivosti
k a a By podjednotkdm (Morris a Malbon, 1999).

Fosfolipdza CB hydrolyzuje fosfolipid fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) na
inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG), ktery poté aktivuje proteinkinazu C
(PKC) (Rebecchi a Pentyala, 2000). PKC fosforyluje fadu intracelularnich bilkovin. IP3
opousti membranu, vaZe se na endoplazmatické retikulum a otvira Ca*" kanaly v této
membrang. Ionty Ca®" putuji z ER do cytosolu. Vysoka cytosolarni koncentrace volnych
vapenatych iontdl ovliviiuje fadu biologickych procest (Exton, 1994). Ca?* ionty jsou vedle
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informace od velkého poctu hormont - receptorti do nitra buiiky.

3.3.3. Fosfolipaza A

Existuji dvé tiidy fosfolipdz Az (PLA2): nizkomolekularni (sekrecni)
a vysokomolekularni forma. Ob& fosfolipazy jsou lokalizovany v cytoplazmé. Retinalni
PLA:2 je aktivovéna volnou podjednotkou Gy, kterd se uvoliiuje z neaktivniho komplexu
Gofy po stimulaci svétlem. PLA> katalyzuje hydrolyzu esterové vazby mezi C2 glycerolu
a karboxylovou skupinou kyseliny arachidonové. Vznikd volna kyselina arachidonova
a prislusny lysofosfolipid. V nasledujicim stupni dochazi k uvolnéni kyseliny arachidonové
z membrany. Jedna se o kliCovy stupenn v syntéze prostaglandinti (prostanoidil) (Morris

a Malbon, 1999).
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3.3.4. cGMP fosfodiesteraza

cGMP fosfodiesterdza je aktivovana Gu- a Gue-proteiny, které se nachéazeji ve
svétlocivném epitelu oka. Absorpce fotonu fotopigmentem rhodopsinem vede k aktivaci
cGMP fosfodiesterazy, ktera katalyzuje hydrolyzu cyklického guanosin-3",5 -monofosfatu
(cGMP). Tim dochazi kuzavieni ¢cGMP ovladanych sodnych kanali s nasledujici

hyperpolarizaci bunééné membrany (Hamm, 1991).

3.3.5. PI 3-kinazy

PI 3-kinazy jsou ATP dependentni enzymy, které katalyzuji fosforylaci tii
membranovych fosfolipidi: fosfatidylinositolu (PI) na fosfatidylinositol-3-fosfat,
fosfatidylinositol-4-fosfaitu na fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat a fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfatu na fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat. Kontroluji tak procesy jako napft. receptory
regulovanou signalni transdukci, transport proteinti v bunice, mitogenezi, bunécné déleni
a déje souvisejici s apoptdzou. Jsou aktivovany predevSim GPy dimerem (Vanhaesbroeck

a kol., 1997; Toker, 1998).

3.3.6. lontové kanaly

G-proteiny reguluji iontové kandly jak nepfimo s pomoci druhych posli, jako je
cAMP nebo Ca?* ionty, tak ptimo, tj. pfimou interakci s volnymi Ga. ¢i GPy podjednotkami
v bunééné membrané. Piikladné G-proteiny hraji diilezitou roli v regulaci iontovych kanalt
pro K' Ca*, Na" aCl ionty. Regulace iontovych kanalli prostfednictvim
G-proteinti miize ménit excitabilitu cilovych bunék, intracelularni koncentraci vapenatych
iontli a tim dale ovliviiovat fadu bunéénych jevl, véetné¢ produkce dalSich signalnich
molekul, hormonli a neuropfenasect. Jako dobry piiklad mohu uvést situaci v srde¢nim
svalu, kde se acetylcholin vaze na M2-muskarinové cholinergni receptory spojené
s G-proteiny tfidy Gqo/Giia, které se tim aktivuji, uvoliuji GBy dimer, ktery nasledné
vyvolava otevieni ,,dovnité usmérfiujiciho K' kanalu“ (inward rectifying potassium
channel) v plazmatické membrané srdecniho svalu. Tim dochédzi k hyperpolarizaci

kardiomyocytl a zpomaleni frekvence srdecni ¢innosti (Morris a Malbon, 1999).
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3.4. Membranové mikrodomény

Singer-Nicolsonltv model uspofadani plazmatické membrany, tzv. model tekuté
mozaiky, predpoklada, ze lipidové prostiedi umoziuje mobilitu signalnich molekul
v bunééné membrané majici maly vliv na jejich funkci (Singer a Nicolson, 1972). Do
nedavné doby ptevladal obecny ndzor, Ze proteiny se v tekutém prostiedi membrany volné
pohybuji a jejich interakce jsou ur¢ovany nahodnymi kolizemi (Cuatrecasas, 1974). Novy
pohled na strukturu bunééné membrany ukazuje, ze membranové bilkoviny obecné, a tedy
1 receptory a G-proteiny, jsou mén¢ pohyblivé, a Ze jsou v prostoru i case vice
organizovany, nez se puvodné predpokladalo (Neubig, 1994). Podle souc¢asného modelu
plazmatické membrany mohou mit membranové lipidy charakter uspotfadané
1 neusporadané tekutiny. Singer-Nicolsoniv model popisuje pouze stav neuspotfadané
tekutiny. Lipidové dvouvrstvy s velkym obsahem nenasycenych uhlovodiki jsou tekutéjsi
nez dvouvrstvy s malym obsahem dvojnych vazeb (v alifatickych fetézcich mastnych
kyselin). Ve fazi uspotfddané tekutiny existuji piedev§im fosfolipidy s nasycenymi
mastnymi kyselinami, které jsou uzce spojené s cholesterolem; pfesto se vSak mohou tyto
molekuly v ramci jedné vrstvy membrany lateraln€ pohybovat (Simons a Toomre, 2000).

Shluky lipidovych molekul ve formé usporadané tekutiny se nazyvaji lipidické rafty
neboli membranové mikrodomény ¢i domény. Exoplazmaticky list membranové
mikrodomény obsahuje sfingolipidy (glykosfingolipidy a sfingomyelin) a cholesterol.
Nasycené uhlovodikové fetézce sfingolipidi umoziiuji cholesterolu tésné se navazat mezi
tyto molekuly. Vnitini list domény je bohaty na cholesterol a na glycerolipidy
fosfatidylserin, fosfatidylethanolamin a fosfatidylinositol, s vysokym obsahem nasycenych
(saturovanych) mastnych kyselin. Membranové ¢ést obklopujici lipidické rafty je tekuté;si,
ato diky vysokému obsahu fosfolipidl s nenasycenymi mastnymi kyselinami (Schroeder
a kol., 1994; Brown a London, 1998; Simons a Toomre, 2000).

Na zéklad¢ Siroké Skaly metodickych pfistupii je velikost rafti odhadovana na
50 - 350 nm (Hooper, 1999). Toto rozmezi je velké a autofi se spiSe pfiklanéji k ndzoru, ze
za klidového stavu je doména mensi (50 - 70 nm). Teprve pii signalizaci dochazi ke
shlukovani domén a velikost takového utvaru se pak pohybuje okolo 200 - 350 nm.
Charakteristickym znakem rafti je jejich nizkd vznaSiva hustota a nerozpustnost
v neiontovych detergentech typu Triton X-100 pfi nizkych teplotach. Odtud jsou odvozeny

téZz ndzvy detergent-insoluble glycosphingolipid-rich membrane microdomains, DIGs ¢i
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detergent-insensitive membrane domains, DIMs ¢i detergent-resistant membranes, DRMs,
rozuméj membranové okrsky, resp. ¢asti membrany nerozpustné v detergentech. Téchto
vlastnosti se vyuziva k jejich izolaci pomoci biochemickych metod (flotace v hustotnich
gradientech). Ve vétSin¢ pripadi se za ucelem flotace pouzivaji roztoky sacharozy
s vysokou koncentraci. Ostatni, tzv. vétSinovd ¢ast membrany, je v detergentech dobie
rozpustna (Simons a Ikonen, 1997). Z pohledu biochemickych metod to znamend, Ze
komponenty z této ¢asti membrany neflotuji na hustotnich gradientech a zlstavaji v dolni
(neflotujici) ¢asti hustotniho gradientu.

Membranové domény obsahuji mnoho proteind signalnich kaskad. Mezi bilkoviny
vyskytujici se v doménach tfadime predevSim proteiny s glykozylfosfatidylinositolovou
kotvou (GPI-vazané bilkoviny), které se vazi z extraceluldrni strany membrany. Na vnitini
stran¢ membrany v oblasti domény muzeme najit acylované proteiny jako jsou napf.
a podjednotky heterotrimernich G-proteinti, Src-kindzy, RGS (regulatory funkce
G-proteintl), NO-syntaza, caveolin, flotillin (funkéni homolog caveolinu) a dalsi. Rada
téchto molekul pottebuje ke svému ukotveni v mikrodoménach dvojnasobnou acylaci (viz.
vyse; Simons a Ikonen, 1997; Hooper, 1999; Resh, 1999; Galbiati a kol., 1999).

Kompartmentalizace membranovych bilkovin do specifickych oblasti/domén
plazmatické membrany hraje dalezitou roli v pfenosu signalu. Dochazi tim ke zvySeni
koncentrace signalnich proteinti v doménach, které¢ mulize vést k vétsi efektivité prenosu
signalu (vysokd specifita a rychlost transdukce). Domény mohou urychlit a usnadnit
interakce mezi individudlnimi proteiny signdlnich kaskad i umoznit vzajemné ovliviiovani
proteina rtiznych signalnich kaskad. Zaroven tak dochézi také k oddéleni proteina riiznych
signalnich kaskad (Simons a Ikonen, 1997). Nicmén¢ neni zcela jasné, v jakém mnoZstvi
se zde GPCRs ¢i G-proteiny vyskytuji. Dalsi dilezitou funkci domén je jejich i¢ast na
transportu a tfidéni nové syntetizovanych lipidi a proteini z trans-Golgiho aparatu do
plazmatické membrany (Lisanti a kol., 1988). Rafty jsou také kontinualné endocytovany
z plazmatické membrany. Tvoii se ¢asné endozomalni vacky, které se pfi recyklaci vraceji
do membrany piimo nebo cestou nepiimou pies recyklacni endozomy. Recyklaéni
endozomy dopravuji rafty t¢Z do Golgiho vacku (Simons a Toomre, 2000). Byla
pozorovana 1 degradace domén v lysozomech (Sharma a kol., 2002). Velmi malo se vi
o0 exocytoze pomoci domén, kterou miiZeme najit u sekretorickych bun€k (Chamberlain
a kol. 2001).

Podskupinou lipidickych raftti nachézejicich se v bunééné membrané jsou kaveoly.

Ze strukturdlniho hlediska lze kaveoly popsat jako bankovité vchlipeniny bunécné
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membrany, které jsou obaleny polymerni siti caveolinu. Caveolin je integralni
palmitoylovany protein ve tvaru vlasenky, ktery ma v monomerni podobé molekulovou
hmotnost 21 - 24 kDa. (Simons a Toomre, 2000). Jak N-konec tak C-konec jsou
orientovany do cytoplazmatického prostoru, tedy do nitra bunky. Zbyvajicich
33 aminokyselin v prostfedni ¢asti polypeptidového fetézce tvoti hydrofobni zonu, kterad
prochdzi membranou. N-konec je zodpovédny za vazbu bilkovin véetné G-proteini.
C-konec caveolinu je palmitoylovan na cysteinovych zbytcich. Soucasti tohoto segmentu
je 1 tzv. caveolin-scaffolding doména, kterd zprostiedkovava vazbu caveolinu s riznymi
signalnimi molekulami. Pravé palmitoylace C-konce caveolinu je pro tuto vazbu dilezita
(Galbiati a kol., 1999). Molekuly caveolinu jsou schopny oligomerizace, ¢imz vznika
charakteristicky tvar kaveol. Na tvorbé oligomert se podili C-konec caveolinu. Existuji
nejméné Ctyii savei izoformy caveolinu: la, 1P, 2 a 3. Caveolin-1 a caveolin-2 jsou
exprimovany ve vSech télnich bunkach, zatimco caveolin-3 se primarné¢ nachazi ve
svalovych buitkach (Shaul a Anderson, 1998; Fielding a Fielding, 2000). Lymfocyty
a neurony nemaji caveolin a tedy ani membranové domény typu kaveol. V téchto buiikach
existuji membranové domény, které caveolin neobsahuji (Simons a Toomre, 2000).
Kaveoly podobné jako ,nekaveolarni“ domény mizeme také izolovat od vétSinové
membranové faze metodou flotace hustotniho gradientu, protoze vykazuji nerozpustnost
v neiontovych detergentech typu TX-100 za nizkych teplot a nizkou vznéSivou hustotu
(Sargiacomo a kol., 1993).

V kaveolach se vyskytuji receptory pro endothelin, cholecystokinin, acetylcholin
a bradykinin (Chun a kol., 1994; Roettger a kol., 1995; Feron a kol., 1997; de Weerd
a Leeb-Lundberg, 1997), Src-kindzy, n€které¢ efektory jako napi. adenylcykldza (Huang
a kol., 1997), endothelidlni NO-syntdza a proteiny MAPkinazové drahy (Shaul a Anderson,
1998). Rovnéz zde byla prokdzana pritomnost G-proteinti Gso, Giia, Gia, Giza, Goia
a Gqo/G1ia (Sargiacomo a kol., 1993; Galbiati a kol., 1999; Guzzi a kol., 2001). OdlisSnou
distribuci pro Gsa a Gia popisuji Oh a Schnitzer (2001), a sice v ,nekaveolarnich®
doménédch ¢i ve vétSinové membranové fazi. V kaveoldch jsou obsazeny nejen Ga
podjednotky, ale i GBy dimer (Shaul a Anderson, 1998). Vyskyt receptorti spirazenych
s G-proteiny je Casto spojen s jejich funkénim stavem. Do kaveol se piikladné nasledkem
stimulace pfesouva M2-muskarinovy acetylcholinovy receptor (Feron a kol., 1997).
Naopak plsobenim agonisty se do ,nekaveolarni“ casti membrany translokuje
B2-adrenergni receptor (Rybin a kol., 2000).

Kaveoly se ucastni pfenosu signalu pfes membranu, hraji dilezitou roli v modulaci
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aktivity G-proteinii a mimo jiné se téz podileji na regulaci vapniku v buiice (Fujimoto
akol., 1993; Anderson, 1998). Kaveoly jsou schopny potocytoézy (internalizace malych
molekul z extracelularniho média) (Mineo a Anderson, 2001). Intracelularniho lipidového
transportu se ucastni pfimo caveolin, markerovy protein kaveol. Vaze cholesterol a prenasi
jej mezi kaveolami a vnitfnimi membranami, ¢imz je zajiSténa spravna koncentrace této
molekuly v kaveolach, tak dilezitd pro jejich zachovani (Shaul a Anderson, 1998).
Caveolin se podili na funk¢ni aktivité¢ vazaného proteinu. Murthy a Makhlouf (2000) ve
své praci popisuji kratkodobou desenzitizaci G-proteinu. Caveolin se docasné vaze na
aktivovanou o podjednotku G-proteinu a brani tak reasociaci By komplexu s Go a dochazi
k desenzitizaci odpovédi zprostiedkované jinymi receptory spiazenymi s timtéz proteinem
(heterologni typ desenzitizace, viz. nize). Blokace reasociace sfy komplexem je
zpisobena caveolinem zprosttedkovanou inhibici vymény GDP za GTP u Ga podjednotky
(Li a kol., 1995). Caveolin tak negativné reguluje funkéni aktivitu G-proteinu. Najdeme
ovSem pfipady, kdy caveolin svoji vazbou na dany protein naopak zvysSuje jeho funkcni
aktivitu, viz. inzulinovy receptor (Yamamoto a kol., 1998). Kaveoly se rovnéz podili na
internalizaci nékterych GPCR receptori, ktera je pozorovana pii desenzitizaci hormondlni
akce (viz. nize) (Pierce a kol., 2002).

Pfitomnost cholesterolu v bunééné membrané urCuje fyzikalni stav lipidické
dvouvrstvy. V modelovych membranovych systémech lze prokazat, ze zvySujici se
mnozstvi cholesterolu ma za nésledek vytvoreni uspofddané¢ho tekutého stavu. Membrana
se za téchto podminek stava nerozpustnou pro neiontové detergenty (Brown a London,
1998). Usporadany tekuty stav (liquid-ordered state) je s velkou pravdépodobnosti blizky
pfirozenému stavu bunécné membrany v podminkach in vivo. Dilezitym vyznamem
cholesterolu v raftech je tedy shlukovani sfingolipidi a udrzovani domény ve smyslu
kompaktniho celku (Simons a Toomre, 2000). Cholesterol méa vyssi afinitu
ke sfingolipidim v doméné nez k nenasycenym fosfolipidim ve vétSinové membranové
fazi. Odstranéni cholesterolu zrafti vede k disociaci vétSiny proteind z mikrodomén.
Mikrodomény se tak stavaji nefunkénimi, kaveoly se rozpadaji (Simons a Ehehalt, 2002).
Tim je znemoznéna receptorova signalizace i vSechny nasledné déje vazané na tuto
strukturu (Puri a kol., 2001). Na zaklad¢ téchto 1 tfady dalSich vysledki lze fici, ze
pfitomnost ¢i nepfitomnost fady bilkovin v mikrodoménach/kaveoldch zavisi na
pritomnosti cholesterolu (Stulnig a kol., 1997; Furuchi a Anderson, 1998; Orlandi
a Fishman, 1998; Pike a Miller, 1998; Sheets a kol., 1999; Peyron a kol., 2000; Parpal

akol., 2001). Cholesterol tedy ovliviluje aktivitu membranovych bilkovin zménou
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membranové tekutosti (fluidity) anebo pfimou vazebnou interakci (Gimpl a kol., 1997,
Green akol., 1999; Sooksawate a Simmonds, 2001). Cholesterol mlize byt z domén
odstranén napiiklad B-cyklodextrinem, 2-hydroxypropyl-p-cyklodextrinem,
methyl-B-cyklodextrinem, filipinem ¢i saponinem (Simons a Ehehalt, 2002; Wolf a kol.,
2002). B-cyklodextrin je cyklicky oligosacharid, ktery vyvolava degradaci struktury
membranovych domén (Obr. 3). Dochazi predev§im k rozpusténi cholesterolu (Kilsdonk
a kol., 1995). Mnozstvi cholesterolu v buiice je kontrolovano relativné slozitym zptisobem
v fad¢ stupiiti: regulace biosyntézy, bunééné vychytavani, exocytdéza a konecné ukladani
esterifikované formy do tukovych kapicek (Simons a Ikonen, 2000; Tabas, 2002; Tall
a kol., 2002). PoruSeni téchto procesti vede k mnoha patofyziologickym staviim lipidového

metabolizmu (Simons a Ehehalt, 2002).

3.5. Desenzitizace hormonalni akce

Pro buiiky je stejné diilezité signal piijimat a vyvolavat biologickou odpovéd’ jako
nasledné¢ tento aktivovany ¢i stimulovany stav opét potlacit. Ke snizeni biologické
odpovédi na hormonalni stimulaci dochazi, paklize primarni signal ptsobi dlouhodob¢ ¢i
opakované. Tento d¢j nazyvame desenzitizace nebo desenzibilizace. Tento fenomén je
klicovy pro pochopeni dlouhodobého piisobeni nékterych latek na organizmus, at’ uz se
jedna o drogovou zavislost ¢i ziskani rezistence vici riznym lé¢iviim ¢i cizorodym latkdm
obecné. Desenzitizace je ochranny mechanismus zabranujici nadmérnému drazdéni bunky,
které¢ by mohlo ve svém konecném dusledku vést az ke smrti (Svoboda a Novotny, 2002).

Bunééné mechanismy, které buitka vytvaii za icelem sniZeni biologické odpovédi
pfi opakovaném drazdéni probihaji jednak na urovni receptorti, jednak na urovni

G-proteint (Pierce a kol., 2002).

3.5.1. Desenzitizace na urovni receptorii spraZzenych s trimernimi G-proteiny
Internalizace (nebo téz endocytéza) receptoru muze probihat riznymi zpasoby:
klathrinovou cestou, s pomoci kaveol nebo s pomoci jinych neobalenych vackt (uncoated
pits). Dosud neni znama presnd role kaveol v internalizaci (Nichols a Lippincott-
-Schwartz, 2001; Pierce a kol., 2002). V kaveolach je obsazena bilkovina dynamin, ktera

vykazuje GTPazovou aktivitu. Dynamin a GTP se podileji na odStépeni kaveol
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z plazmatické membrany do volnych transportnich vackt (Henley a kol., 1998; Oh a kol.,
1998). Kaveolinova internalizace se od internalizace zprostiedkované klathrinem
oplasténymi vacky 1i8i v rychlosti. Internalizace prostfednictvim kaveol je vyrazné
pomalejsi, zhruba 2x - 4x, nez klathrin dependentni internalizace (Smart a kol., 1999).
RozruSenim kaveol se zabrani internalizaci napi. endothelinovych B receptori a VIP
receptort (Claing a kol., 2000).

Nejlépe prozkoumany proces internalizace receptortt spifazenych G-proteiny je
klathrinovd cesta. Pii desenzitizaci GPCRs klathrinovou cestou dochazi nejdiive
k fosforylaci receptoru na serinu a threoninu. Fosforylace je zajistovéana proteinkindzami
A aC (heterologni desenzitizace) nebo kinazami receptori spiazenych s G-proteiny
(GRKs, G-protein-coupled receptor kinases; homologni typ desenzitizace) (Pitcher a kol.,
1998). Homologni desenzitizace vznikéa obvykle pfi kontinualnim vystaveni receptoru jeho
mediatoru nebo latce specificky interagujici s timto receptorem. Fosforylace receptori je
v tomto piipad¢ spojena jak s jejich funkénim odpojenim z pienosového systému, tak
s jejich odstranénim z bunééného povrchu. Pii heterologni desenzitizaci aktivace jednoho
receptoru vede k desenzitizaci 1 druhého receptoru, ktery ani nemusi byt obsazen
agonistou. Funkce receptorti je pfi tomto typu desenzitizace regulovana jejich fosforylaci,
ale nedochazi k regulaci snizenim poctu.

Fosforylace pomoci GRKs umoziuje navazani molekuly B-arrestinu na receptor.
B-arrestin interaguje s klathrinem a s adaptorovym proteinem klathrinu AP-2 a zptisobuje
rychly pfesun navazaného receptoru (napf. [z-adrenergni receptor) do klathrinem
obalenych vchlipenin membrany. Soucasné dochazi k odptazeni receptoru od G-proteinu
(Goodman a kol., 1996; Laporte a kol., 1999; Scott a kol., 2002). Vchlipeniny membrany
jsou pozdéji oddéleny od membrany s pomoci GTPazy dynaminu a receptor je rychle
internalizovan (Pierce akol., 2002) do intracelularnich vacka (lehkych neboli malych
vezikull, endozomil) (Krupnick a Benovic, 1998; Pitcher a kol., 1998). V endozomech se
nachdzeji fosfatazy, které receptor defosforyluji. Po defosforylaci mize dojit k recyklaci
molekuly receptoru na povrch membrany (Pitcher a kol., 1995; Krueger a kol., 1997) nebo
endozomy s receptory splyvaji s lysozomy, kde jsou degradovany (tzv. downregulace)
(Tsao a von Zastrow, 2000). Fosforylace a internalizace jsou procesy velmi rychlé (fadové
vtefiny az minuty), zatimco degradace receptort nastava az po n¢kolika hodinach ptsobeni
agonisty na buiiku. Nékteré receptory jsou recyklovany rychle (B2-adrenergni receptor)
a n¢které pomalu (vazopresinovy receptor V2 - 4 hod) (Pierce a kol., 2002). K ligandem

indukované fosforylaci a internalizaci pomoci klathrinu dochdzi i u TRH receptoru
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(Ashworth a kol., 1995; Drmota a kol.,, 1998a). Drmota a kol. (1998a) metodou
fluorescenéni mikroskopie zjistili, ze internalizace TRH receptoru plusobenim TRH
(10 uM) je pozorovatelnd jiz po 3 az5 minutdch. K dramatické redukci receptoru
v plazmatické membrané dochazi po 10 az 15 minutach inkubace s TRH. Toto sniZeni je
pozorovatelné i po 30 minutovém pusobeni TRH. TRH receptor interaguje s G-proteiny
tiidy Gqo/Giia. Vlivem agonisty je internalizovan TRHR i tyto G-proteiny. Internalizace
G-proteinti je mnohem pomalejSi nez internalizace receptori (Drmota akol., 1998a;
Drmota a kol., 1998b; Drmota a kol., 1999). VySe uvedenym zptisobem je béhem nékolika
minut internalizovan i ligandem aktivovany aib-adrenergni receptor. Pfi internalizaci
tohoto receptoru dochazi k jeho fosforylaci proteinkinazou C (Awaji a kol., 1998).
Nedavno bylo zjisténo, ze u TRHR dochazi téz k proteazomalni degradaci (Cook
a kol., 2003). Proteazom je tvofen skupinou (komplexem) enzym, které¢ ni¢i poskozené
nepotiebné a neporusené bilkoviny, které jsou pfic¢inou defektni struktury bunék. Tento
zvrat nebo ,,obména“ bilkovin je vyznamnd pro udrzovani rovnovahy uvnitf bunék
apomaha usmérnovat dulezit¢ funkce, vcetné bunécného rastu. Nejdiive dochazi
k posttranslacni modifikaci receptoru, k ubiquitinylaci, tzn. k pfipojeni ubiquitinu (protein
0 76 aminokyselinach) kovalentni vazbou k lysinové e-aminoskupiné cilového proteinu.
Tim je protein ptedurCen k proteazomalni degradaci. Ubiquitinem zprostiedkovana
degradace regulacnich proteinil hraje dulezitou roli v fad¢ bunécnych procest zahrnujicich
napt. signalni transdukci, transkripéni regulaci, downregulaci receptoru, endocytozu
(Hershko a Ciechanover, 1998). Ubiquitinylace receptorti sprazenych s G-proteiny muze
mit dvé riazné funkce: regulace degradace receptoru a regulace internalizace receptoru.
Ptikladem ubiquitinem regulované degradace mohou byt &-opiodni a Po-adrenergni
receptory (Petaja-Repo a kol., 2001; Shenoy a kol., 2001). Druhy jmenovany jev bych
uvedla na pfikladu mating faktoru, kvasinkového feromonového proteinu umoznujiciho
fuzi dvou haploidnich bunék za vzniku jedné diploidni, ktery je po ubiquitinylaci
internalizovan a degradovan ve vakuole (kvasinkovy ekvivalent lysozomu) (Roth a kol.,
1998). V piipadé TRH receptoru jde o ubiquitinem zprostiedkovanou degradaci Spatné
sloZzenych nové syntetizovanych receptorti v endoplazmatickém retikulu. Zaroven dochézi
ke kontrole regulace membranového piesunu proteint na urovni pozdniho

endoplazmatického retikula (post-ER) (Cook a kol., 2003).

3.5.1. Desenzitizace na tirovni trimernich G-proteinii

Dlouhodobd stimulace cilové buiiky hormonem vede nejprve k poklesu hladiny
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G-proteinti v plazmatické membrané¢ (Haraguchi a Rodbell, 1990), pozd¢ji k poklesu
celkového mnozstvi G-proteinii v buiice (downregulace) (Mullaney a kol., 1993; Svoboda
a Novotny, 2002). Pokles hladiny G-proteinli v plazmatické membrané¢ muze probihat
jednak jako presun Go do frakce lehkych vezikull (nizkohustotnich membranovych frakci
odliSnych od plazmatickych membran), bohatych na endozomy a Golgiho téliska
(Haraguchi a Rodbell, 1990; Svoboda a Milligan, 1994), a jednak jako pfesun Ga do
cytosolarni frakce (dochazi k solubilizaci) (Lynch a kol., 1986).

Prvni vysledek prokazujici redistribuci trimernich G-proteint pfinesli v roce 1990
Haraguchi a Rodbell. Stimulace bilych tukovych bunék isoproterenolem vede k translokaci
Gsa a Gio proteinit z plazmatické membrany do frakce lehkych vezikulli, endozomil
(Haraguchi a Rodbell, 1990).

Solubilizace G-proteini ndsledkem hormonalni stimulace byla ukazana poprvé
vroce 1989 (Ransnas a kol., 1989). Stimulace P2-adrenergniho receptoru isoprenalinem
vedla k redistribuci zhruba poloviny mnozstvi Gsa pritomného v lymfatickych bunkach
S49 z membrany do supernatantu ziskaného tocenim postnuklearniho supernatantu po
dobu 2 hod pti 250 000 x g (cytosolarni frakce). V mastocystoma buinikach P-815 byla
solubilizace proteinu Gso indukovana hormonem iloprost (stabilni analog prostacyklinu),
ktery stimuloval prostanoidovy/iloprostovy receptor IPR (Negishi a kol., 1992). Ve
stejném typu bunck byla pozorovana také translokace Gizao z membran do solubilnich
frakci zprostiedkovana thrombinem (Takahashi a kol., 1991). Dale Yajima a kol. (1993)
zaznamenali, ze vlivem inkubace membran ziskanych z krysich hyfozarnich bunék GH4C1
se somatostatinem dochazi k uvolnéni také proteini Giza a Gooo z membran a k jejich
naslednému piesunu do rozpustnych (cytosolarnich) frakci. Vazoaktivni intestindlni peptid
VIP vyvolal ve stejném typu bunck uvolnéni aktivované Gsa podjednotky z membran do
cytosolu spolu s downregulaci, tedy poklesem celkového mnozstvi daného proteinu
v bunice (Yajima a kol., 1998). Dlouhotrvajici stimulace E2M11 bun¢k (odvozenych od
HEK-293 bun¢k) agonistou TRH vede k dramatickému pienosu exogenni (mysi)
iendogenni (lidské) formy Giia zplazmatické membrany do membranovych frakci
s nizkou hustotou, soucasn¢ dochazi ke zvySeni obsahu Giia v cytosolu a nasledné
k downregulaci. Klon E2M11 je dvakrat transfekovan a produkuje tak velké mnozstvi
myS$iho Gna proteinu a TRH receptoru. V ¢ase kratSim neZ 1 hod neni signifikantné
detekovatelna subcelularni redistribuce Giia proteinu. Po 2 az 4 hodinach muzeme
pozorovat ptfesun vyznamné c¢asti G do nizkohustotnich frakci hustotniho

sachar6zového gradientu (frakce lehkych vezikulll) a do cytosolarni frakce. Pii delSim
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hormonalnim ptisobeni (4 az 16 hod) dochazi ke snizeni celkového mnozstvi Giia v buiice
(downregulace) (Svoboda a kol., 1996; Drmota a kol., 1998b). Prace Drmoty a kol. z roku
1998b také ukazala internalizaci Giia proteinu metodou imunofluorescenéni mikroskopie.
Za kontrolnich podminek je fluorescencni signal Giia lokalizovan homogenné na
povrchové bunééné membrané, po 30- 60 minutich inkubace s TRH dochazi ke
shlukovéani Giia proteinu do diskrétnich agregatii v ramci plazmatické membrany. Po 2 - 4
hodinach inkubace s hormonem TRH dochézi ke zvySeni intraceluldrniho fluorescenéniho
signalu v podobé drobnych granuli a paralelné ke sniZeni fluorescence na povrchu burky.
Delsi inkubace (8 - 16 hod) vede k drastickému snizeni fluorescen¢niho signalu Giia na
povrchu a téz uvnitf bunék. Dochdzi k downregulaci. Vysledky z fluorescencni
mikroskopie uzce korespondovaly s vysledky subcelularni frakcionace bunééného
homogenatu na sachar6zovém denzitnim gradientu (viz. vySe; Drmota a kol., 1998b).
Agonistou indukovana internalizace Gqo/Giia proteinu byla téz dokdazana u MDCK
(Madine-Darby canine kidney) bun¢k stimulaci bradykininem (Arthur a kol., 1999). V jeho
praci vedla k pfemisténi Ga proteint z plazmatické membrany do cytosolu dokonce kratsi
doba inkubace s hormonem.

Rozdil mezi internalizaci TRHR a Giia byl ovéfen in vivo studii na bunécné linii
VTGP (Drmota a kol., 1999). VTGP buiiky obsahuji fuzni bilkovinu VSV-TRHR-1-GFP.
Jednd se o TRH receptor, ktery na N-konci obsahuje antigenni epitop VSV (virus
vezikularni stomatitidy z anglického vesicular stomatitis virus) a na C-konci zeleny
fluorescencéni protein GFP (green fluorescent protein). Hormondlni stimulaci se
fluorescencni signal TRH receptoru rychle piesunuje dovnitt buiiky, zatimco fluorescencni
signdl Gqo/Giia proteinu, identifikovaného nepiimou fluorescenci, zlistdva na povrchu
buniky. Po dobé delsi nez 1 hod dochédzi rovnéz k internalizaci Gqo/Giio. proteinu.
Vysledky fluorescencni mikroskopie opét souhlasily svysledky imunodetekce
gradientovych frakci. Cast VSV-TRHR-1-GFP proteinu se piesouva z plazmatické
membrany do frakce lehkych vezikulii béhem 30 min inkubace s TRH, ale distribuce
Gqo/Giio ziistdva nezménéna. Po delSich Casovych intervalech mizeme pozorovat téz
redistribuci Gqo/G1ia proteinu do frakce lehkych vezikuli a do cytosolarni frakce (Drmota

a kol., 1999).
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Obr. 1. Nakres membranové orientace receptoru rhodopsin a heterotrimerniho
proteinu G¢. Receptor, thodopsin [a-helixy v rizné skéle barev od ¢ervené (N-konec) po
tmavé modrou (C-konec)]; retinalni molekula uvnitt rhodopsinu (svétle fialové); Gia
(tmavé¢ fialove); GDP (Cervene); GB (zelené); Gy (zluté). Ga GTPase domain, GTPazova
doména Go podjednotky (G-doména); Ga helical domain, helikdlni doména Ga

podjednotky (Cabrera-Vera a kol., 2003).
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Obr. 2. Aktivace a deaktivace trimernich G-proteinii. Pfeména G-proteinového

heterotrimeru afy z inaktivniho (s navdzanym GDP) na aktivni GTP vazajici stav je
vyvolana interakci s GPCRs (zobrazeny pouze a-helixy TM V, VI, VII al spolu
s intracelularnimi a extraceluldrnimi smyckami), které funguji jako vyménné faktory
guaninového nukleotidu (GEF). Naslednd konformacni zmeéna indukuje oddéleni
a podjednotky s navazanym GTP od Py dimeru, nac¢ez mohou oba tyto elementy regulovat
aktivitu efektorti, mezi které patii enzymy ucastnici se syntézy a degradace molekul
intracelularnich sekundarnich poslt (2nd messenger system), iontové kanaly a proteiny
MAPkinazové drahy. Vnitini GTPazova aktivita Go hydrolyzuje terminalni fosfat
vazaného GTP, ¢imz je ukoncena efektorova regulace zprostredkovand Ga podjednotkou.
Tato aktivita je urychlena GTPazou aktivujicimi proteiny (GAP, GTPase-activating
protein). Nejpocetnéjsi skupinou s touto funkci jsou tzv. regulatory funkce G-proteinové
signalizace (RGS proteiny, regulators of G-protein signalling). Reasociace Ga
s navaizanym GDP s By dimerem ukoncuje na Py dimeru zéavislou regulaci efektorti
auzavira tak cely aktivacné-deaktivacni cyklus. Ke spusSténi nového cyklu je zapotiebi
dalsi interakce G-proteinu s GPCRs. 2nd messenger, 2. posel; fy effectors, etektory By
komplexu (Milligan a Kostenis, 2006).
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Obr. 3: Schéma degradace membranové domény. HeLa buiiky (bunéc¢nd linie odvozena
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od cervikdlniho tumoru Henrietty Lacks) byly oSetfeny latkou vyvolavajici rozpusténi
a odstranéni cholesterolu z membrany (methyl-p-cyklodextrin, filipin ¢i nystatin). Tato
inkubace zptisobila degradaci domény. Cervend znazornény jsou nejriznéjsi proteiny
a peptidy vyskytujici se vdoméné i mimo ni. Cholesterol-rich rafts, domény bohaté na
cholesterol; Non-raft membrane, vétSinova ,nedoménova“ membranova faze;

Mitochondrial membrane, mitochondridlni membréana (Foster a kol., 2003).
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Material

Materidl pro tkanové kultury byl dodan firmou Sigma-Aldrich a Invitrogen/Gibco.
[**S]IGTPyS (1250 Ci/mmol) a [*H]prazosin (80 Ci/mmol) jsme ziskali od NEN/Perkin
Elmer. Oligonukleotidy byly zakoupeny od spole¢nosti ThermoHybaid, L-fenylefrin
a fentolamin od firmy Sigma-Aldrich. Materidl na vyrobu konstrukti byl dodan firmami
Invitrogen/Gibco, Life Technologies, Applied Biosystems a Promega. Pro izolaci,
purifikaci a namnozeni cDNA jsme pouzivali vyrobky a chemikalie od spole¢nosti Qiagen.
Smés inhibitorti protedz Complete byla od Roche. Immobilinové DryStripy, IPG pufr
a sekundarni anti-krali¢i a anti-mysi protilatky sptazené s kienovou peroxidazou pochézely
od Amersham Biosciences. DalSi chemikdlie a materidly byly dodany firmami
Sigma-Aldrich, Bio-Rad Laboratories a Calbiochem a byly v té nejlepsi dostupné kvalité.
Vyroba anti-Gqo/G11a antiséra CQ byla popséana jiz dfive (Mitchell a kol., 1991; Drmota
a kol., 1998b).

4.2. Experimentalni modely

K pokusim jsme pouzivali lidské embryondlni buiky ledvinového epitelu
HEK-293 (human embryonic kidney cells) a klon od této linie odvozeny: E2M11. Pivodni
HEK-293 bunky jsme pfechodné transfekovali plazmidy nesoucimi aiv-adrenoreceptor,
G0, aib-adrenoreceptor-Giia €i jejich mutacemi modifikované formy. Buiky E2M11 jiz
transfekovany byly. Tyto buiiky stabilné exprimuji ve vysokém mnozstvi dlouhou formu

krysiho receptoru pro TRH (TRHR-1) a mysi Giia (Svoboda a kol., 1996).

4.3. Priprava konstrukti

Pro ptehled zde uvadim stru¢ny metodicky postup ptipravy konstrukti pouzitych

v pokusech zahrnutych v dizertaéni praci. Konstrukty byly vyrobeny v Glasgow
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v laboratofi G. Milligana, neni-li uvedeno jinak. Kazdy novy konstrukt byl vzdy pied
expresi osekvenovan a poté vnesen do kompetentnich bun€k Escherichia coli JM109 nebo
XL1-Blue. Konstrukty byly tvofeny plazmidy pCMV nebo pcDNA3 kodujicimi vzdy
jeden z nésledujicich proteini:

Gio

Cys’Ser,Cys!'’SerGi1a

Ile**Ala,Glu*°AlaGiia

Cys’Ser,Cys!’Ser,Ile* Ala,Glu?°AlaGi 1o

Giia (HA)

Cys’Ser,Cys!’SerGiia (HA)

Ile**Ala,Glu*°AlaGiio (HA)

Cys’Ser,Cys!’Ser,Ile*’ Ala,Glu*°AlaGi1a (HA)

avb-adrenoreceptor-Giia

aiv-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'SerGiia

ab-adrenoreceptor-Ile*’ Ala,Glu*AlaGiia
arb-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!%Ser, Ile?* Ala,Glu?’AlaG11a
Cys***Ala,Cys**’Alaaip-adrenoreceptor-Giio

Cys*®Ala,Cys**’Alaav-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys'’SerGiio

Piiprava a charakterizace Giio. a jeho rliznych forem jako Cys’Ser,Cys!'’SerGiia
(McCallum a kol., 1995) a Ile**Ala,Glu**AlaG1i0 (Liu a kol., 2002) byla popsana jiz dfive.
Struéné, mysi Giio vsavéim expresnim vektoru pCMV byl dar od M. I. Simona
(California Institute of Technology, Pasadena, CA, U.S.A.). cDNA kodujici my$i Giia
byla naklonovdna a zavedena do plazmidu pSV Sport 1 (Life Technologies) za ucelem
minimalizace velikosti celkového konstruktu. Dele¢ni PCR mutageneze byla provedena
v pfitomnosti 250 ng mutanta pSV Sport 1-Giia, 250 uM dNTP a 25 pmolt kazdého
daného paru fosforylovanych oligonukleotidi, viz. Tab. 1. Reakéni smés byla prevrstvena
kapkou mineralniho oleje a zahtivana 10 min pii 94°C. Poté bylo pfidano 2,5 jednotek Pfu
DNA polymerazy. Cely plazmid obsahujici mysi Giio. cDNA byl namnozen metodou PCR
probihajici nasledujicim zpisobem: 30 cykli opakujici se denaturace pii 94°C po dobu
42 s, chlazeni pifi 57°C po dobu 60 s a elongace pti 72°C 10 min. Reakéni produkt byl
nasledné elektroforeticky rozdélen na agar6zovém gelu s nizkou teplotou tani a vycistén
pomoci PCR Prep kolon (Promega). Purifikovany fragment byl na koncich otupen

3 hodinovu inkubaci s 5 jednotkami Klenow fragmentu pii 37°C, znovu purifikovan
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pomoci PCR Prep kolon a spojen s T4 DNA ligazou. Takto upraveny vzorek byl poté
transformovan do kmene Escherichia coli JM109. Plazmid DNA byl pfipraven
z vybranych ampicilin rezistentnich kolon. Integrita PCR mutageneze byla provéfena
sekvenaci této DNA na automatizovaném DNA sekvenatoru ABI 373A pomoci kitu Taq
Dyedeoxy Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) podle instrukci vyrobce.
Vysledny mysi Giio mutant byl pted expresi naklonovan zpatky do pivodniho pCMV
vektoru. Otevieny &teci ramec kodoval Cys’Ser,Cys'°SerGiia. (McCallum a kol., 1995).
Tvorba Ile**Ala,Glu**AlaGi10 byla provedena obdobné (Liu a kol., 2002).

Tab. 1: Seznam fosforylovanych oligonukleotidii pouzitych v mutaci mysiho G

k tvorbé Cys’Ser,Cys!’SerGia.

Konstrukt Sense oligonukleotid Antisense oligonukleotid

C°SGyia 5' TGCCTGAGCGACGAGGTG 3' 5' AGACGCCATCATGGACTCCAG 3'
C!SGyia 5' TCCCTGAGCGACGAGGTG 3' 5' ACACGCCATCATGGACTCCAG 3'
C*19SGy 0 5' TCCCTGAGCGACGAGGTG 3' 5' AGACGCCATCATGGACTCCAG 3'

Mutagenni baze jsou podtrZeny.

Piiprava Cys’Ser,Cys!%Ser,Ile’’Ala,Glu*AlaGiia. konstruktu byla nasledujici.
Mutant byl zkonstruovan mistné cilenou mutagenezi zavedenim Cys’Ser,Cys!'’Ser mutaci
do Ile*>Ala,Glu*’AlaGiia. Cely usek byl poté naklonovan do pcDNA3 (Invitrogen). Tento
plazmid byl  pouzit jako forma pro PCR za  vyuziti  primeru
5'-CTGGAGTCCATGATGGCGTCTTCCCTGAGCGACGAGGTGAAG-3’

a komplementarniho primeru 5-CTTCACCTCGTCGCTCAGGGAAGACGCCATCAT
GGACTCCAG-3'". Po cyklickych zménach teploty byl k produktu pfidan Dpnl za Gcelem
digesce methylované matefské DNA (Novotny a kol., 2006).

Guia a jeho modifikované formy Cys’Ser,Cys!SerGiio a Ile*>Ala,Glu**AlaGiio
byly  inkorporovany @ do  fuzniho  proteinu  am-adrenoreceptor-Giiee  nebo
Cys*$Ala,Cys**’ Alaaib-adrenoreceptor-Giia (Stevens a kol., 2001; Novotny a kol., 2006).

Tvorba divokého ¢i palmitoylaci odolného fazniho proteinu
avb-adrenoreceptor-Giia byla provedena ve dvou krocich (McCallum a kol., 1995).
Strucéné, nejdiive byla modifikovana koédovaci sekvence Giia proteinu metodou PCR
amplifikace za pouziti amino-terminalniho primeru 5'-GAGGACGGTACCACTCTGGA
GTCCATG-3'. Met byl z Giia proteinu odstranén a bylo zavedeno restrikéni misto Kpnl
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(podtrzeno) spolu s dvéma aminokyselinami Gly a Asn. Pomoci C-terminalniho primeru
5“TTGTGCGGCCGCCGGTCACACCAGGTT-3 bylo vgenu Giio proteinu smérem
doptfedu od stop kodonu zavedeno restrikéni misto Notl (podtrzeno). Namnozené
fragmenty rozstépené restriktizami Kpnl a Notl byly inkorporovany do podobné
rozStépen¢ho expresniho vektoru pcDNA3. Aby byly ziskany rGzné aib-adrenoreceptor-
Guia fazni proteiny, kodovaci sekvence nemutovaného a Cys*®3Ala,Cys*’Ala kiecéiho
avb-adrenoreceptoru byla namnoZena metodou PCR. Pomoci amino-terminalniho primeru
5-GACGGTACCTCTAAAATGAATCCCGAT-3' bylo zavedeno restrikéni misto Kpnl
5'-GTCCCTGGTACCAAAGTGCCCGGGTG-3" bylo voblasti pfed stop kodonem
zavedeno druhé restrikéni misto Kpnl (podtrzeno). Nakonec byly Giia konstrukty
v pcDNA3 rozstépeny restriktdzou Kpnl a spojeny s namnozenym PCR produktem auib-
adrenoreceptoru rozs$tépenym také enzymem Kpnl. Oteviené c¢teci ramce pak
reprezentovaly kodujici sekvence aib-adrenoreceptor-Giia,
Cys*®Ala,Cys**’Alaoib-adrenoreceptor-Giia,  oib-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'’SerGiia
nebo Cys***Ala,Cys**’Alaaip-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!’SerGiia (Stevens a kol., 2001;
Novotny a kol., 2006).

aivb-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys'%Ser,Ile?’ Ala,Glu*’AlaGi1a byl piipraven
analogickym postupem jako Cys’Ser,Cys!’Ser,Ile”’Ala,Glu*AlaGiia (Novotny a kol.,
2006).

Vnitini HA epitop byl zaveden do Giia proteinu za vzniku nésledujicich mutaci
Glu'*Asp, His'?*Val, GIn'?’Pro, Tyr'?®Asp, Val'”Tyr a Asn!*°Ala. Takto pozménény
G protein je podobny varianté¢ Gqo také nesouci vnitini HA epitop, jejiz vyroba byla
popsana jiz diive (Evanko a kol., 2000; Evanko a kol., 2001). Tyto mutace byly vytvofeny
pomoci PCR s pouzitim metody piekryvajicich se fragmentli, kde dva nové vznikl¢ PCR
useky obsahuji mutace na ptekryvajicich se 5" nebo 3" koncich. Tyto fragmenty byly poté
vyuzity jako primery spolu s dal§imi piisluSnymi primery na nepiekryvajicich se koncich
k namnozeni celych vyse uvedenych mutovanych tusekt. Tyto ¢asti pak byly naklonovany
do Giia vyménou za C konec Giia proteinu jako Sacl-Xhol fragment (Novotny a kol.,

2006).
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4.4. Priprava kompetentnich bunék

K transformaci jsme pouZzivali kmen Escherichia coli XL1-Blue, ktery je schopen
pfijmout a exprimovat vektor pcDNA3 piipadné pCMV obsahujici danou cDNA. Bakterie
vektor mnohonasobné namnozi a ten je nasledné z kultury purifikovan. Aby byla E. coli
schopna pfijmout cDNA, musi byt kompetentni, ¢ehoz jsme docilili nésledujicim
zpusobem. Kmen XL1-Blue jsme vyseli na agarovou plotnu bez antibiotik a ponechali riist
ptes noc pii 37°C. Agarova plotna obsahovala 1,5% (w/v) agar v. LB médiu (Luria Bertani
broth) o nasledujicim slozeni: 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasnicovy extrakt, 1% (w/v)
NaCl, pH 7,0. Jednotlivé vybrané kolonie bakterii jsme péstovali v 5 ml LB média opét
pies noc pii 37°C v tfepacim pfistroji (300 rpm). Vyslednou kulturu jsme dale namnozili
do vétSich objemi, ato do 100 ml LB média, atakto inkubovali v tiepacim piistroji
(300 rpm) pii 37°C do doby dosazeni optické denzity bakteridlni kultury 0,48 ODU
(jednotky optické denzity z anglického optical density units) pii 550 nm. Buiiky jsme poté
okamzité¢ zchladili 5 minutovou inkubaci na ledu a stocili pii 3 000 rpm a 4°C po dobu
10 min ve sterilnich centrifugacnich tubach. Pelet jsme jemné resuspendovali pipetou ve
20 ml roztoku 1 v deionizované H20 [I M CH3COOK (octan draselny), 1 M RbCl,
1 M CaClz, 1 M MnClz, 80 (w/v) glycerol, upraveno na pH 5,8 pomoci kyseliny octové]
prefiltrovaného ptes sterilizac¢ni filtr s 0,22 um pory. Bunécnou suspenzi jsme opét
ponechali 5 min na ledu a nasledné sto€ili 10 min pfi 3 000 rpm a 4°C. Pelet jsme jemnym
pipetovanim resuspendovali ve 2 ml roztoku 2 a smés chladili 15 min pfi 4°C. Roztok 2
byl nésledujiciho slozeni: 0,1 M MOPS (pH 6,5), 1 M CaCl2, 1 M RbClz, 80% (w/v)
glycerol, upraveno kyselinou chlorovodikovou na pH 6,5 a ptefiltrovano pfes sterilizacni

filtr. Buniky jsme poté rozpipetovali do jednotlivych alikvotl a zamrazili do -80°C.

4.5. Transformace bakterii a izolace cDNA

Jak jiz bylo napsano vySe, kompetentni buniky Escherichia coli XL1-Blue jsme
transformovali vektory kédujicimi piislusné proteiny. Struéné, 50 ul kompetentnich bunék
s 1 pl pfislusné cDNA (pfiblizn€ 10 - 100 ng) jsme ponechali na ledu po dobu 15 min.
Poté nasledovala 90 s inkubace ve vodni 1azni o0 42°C. Po 2 minutovém chlazeni vzorku na

ledu jsme piidali 450 pl sterilniho LB média. Opét probéhla inkubace, tentokrat pii 37°C
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po dobu 45 az 60 min na tiepacim pfistroji. 100 pl roztoku s buitkami jsme poté vyseli na
agarovou plotnu se selekénim antibiotikem ampicilin (v kone¢né koncentraci 50 pg/ml)
v Petriho misce anechali rist 12 hod v inkubatoru pifi 37°C. Posléze jsme vybrali
transformované kolonie a jednotlivé je péstovali pfes noc v tfepacim pfistroji pii 37°C
v5ml LB média obsahujicim ampicilin o koncentraci 50 pg/ml, vzdy tfi kolonie od
kazdého vzorku. Jako kontrolni vzorek jsme na agarovou plotnu nanesli pouze samotné
kompetentni bakterie bez ptidané cDNA. Vyslednou kulturu jsme poté dle rozmnozili do
vétSich objemt, ato do 100 ml LB média, opét s antibiotikem ampicilin (v konecné
koncentraci 50 pg/ml), a takto inkubovali 12 az 16 hod v tfepacim pfistroji (300 rpm) pfi
37°C. Tuto bunécnou smes jsme stocili pii 4 000 rpm a 4°C po dobu 30 min a uchovali
v -20°C do dalsiho pouziti. Z této kultury jsme nasledné izolovali a namnoZili ptislusnou
plazmidovou DNA pomoci kitu QIAfilter Plasmid Maxi kit (Qiagen), tzv. souprava
maxi-prep. V této fazi je mozné vyslednou kulturu pouzit k izolaci malého mnozstvi cDNA
pomoci soupravy mini-prep (Qiagen), které muze slouzit k osekvenovani nového
konstruktu metodou restrikéni analyzy DNA. Pomoci soupravy maxi-prep lze izolovat
zhruba 300 az 500 pg konkrétni cDNA v piislusném plazmidu. Timto plazmidem s cDNA
jsou poté transfekovany rizné bunééné linie. V izolaci cDNA pomoci soupravy maxi-prep
jsme postupovali podle pokyni vyrobce.

Strucng, bunéény pelet ziskany 30 minutovym sto¢enim 100 ml bunééné kultury
transformovanych E. coli XL1-Blue bunék v LB médiu pti 4 000 otackach a 4°C jsme
lyzovali 10 ml vychlazeného (4°C) lyzatového pufru 1 obsahujiciho 100 ug/ml RNazy
a poté jej dobfe resuspendovali pipetou a vortexovanim. Po ptfidani 10 ml pufru 2 jsme
lyzat jemné promichali nckolikerym otocenim centrifugacni kyvety dnem vzhlru
a inkubovali 5 min pfi laboratorni teploté. Vzorek jsme precipitovali pfidanim 10 ml
vychlazeného (4°C) pufru 3, jemné zamichali a pfemistili vSechen objem zéasobniku do
QIA Filter. Béhem 10 minutové inkubace pii laboratorni teploté se v horni ¢asti zasobniku
utvofila srazenina obsahujici proteiny, genomovou DNA a detergent. Mezitim jsme
zekvilibrovali kolonu Qiagen-tip promytim 10 ml ekvilibraéniho pufru QBT. Kolona
pracovala na principu gravitaéni sily. Poté jsme opatrné umistili pist do zasobniku Qiagen
Filter a ptefiltrovali bunécny lyzat do zekvilibrované kolony. Vzorek se uchytil na filtru
kolony avesSkerd zbyvajici tekutina protekla silou gravitace. Po pfidani 2x 30 ml
promyvaciho pufru QC do kolony jsme nechali v§echnu tekutinu ptefiltrovat, abychom ze
vzorku odstranili RNA, proteiny, metabolity a dal$i nizkomolekularni slozky. Vzorek jsme

ziskali zpét promytim filtru kolony 15 ml pufru QF. Eludt jsme precipitovali pfidanim
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10,5 ml izopropanolu a ihned stocili v alkoholu odolné polykarbonatové centrifugacni
kyveté 30 min, 15 000 x g, pti 4°C. Supernatant jsme slili a k peletu ptidali 5 ml 70%
ethanolu a opét zcentrifugovali, tentokrat 10 min pfi 15000 x g a4°C. Nasledovalo
opatrné odliti supernatantu a suSeni peletu 15 az 30 min pii 37°C. 70% ethanol odstranuje
vysrazené soli a nahrazuje izopropanol vice t€ékavym ethanolem za ucelem snadnéjSiho
rozpusténi DNA. 10 pl vzorku jsme resuspendovali v 1 ml sterilni H20 (fedici faktor 100).
Koncentraci DNA jsme zjistili méfenim na UV spektrofotometru pti 260 nm. K vypoctu

koncentrace ze ziskané absorbance (ABS) jsme pouzili nasledujici vzorec:

¢ = (ABS x 50 x tedici faktor) / 1000

4.6. Prechodna transfekce HEK-293 bunék a jejich kultivace

Bunky HEK-293 byly udrzovany v DMEM médiu doplnéném o L-glutamin
(0,292 mg/ml) a teleci sérum NCS (newborn calf serum) v kone¢né koncentraci 10% (v/v)
pti 37°C ve vlhké atmosféfe s 5% COa. Pred transfekei jsme buniky napéstovali tak, aby
pokryvali 60 - 80% dna kultivaénich 80 ¢cm? Petriho misek. Transfekce byla provedena
pomoci reagencie Lipofektamin (Gibco) podle instrukei vyrobce. Stru¢né, 8 pg prislusné
cDNA (vpcDNA3) v 80 pl H2O jsme smichali s 520 pl bezsérového média Optimem
(Gibco) a pomalu po kapkéch ptidali 600 pl roztoku Lipofektaminu a Optimemu v poméru
1:29.V8e jsme nechali 30 min inkubovat pfi laboratorni teploté. Poté jsme tuto smés
smichali s 3,8 ml média Optimem, ¢imz jsme dostali celkovy objem 5 ml, ktery jsme
pridali k bunkam v kultivacni misce jiz pfedem oplachnutych 5 ml média Optimem. Bunky
s transfekénim mixem jsme nechali inkubovat 4 aZz 5 hod pii 37°C ve vlhké atmosféte
s 5% COz. Po uplynulé dobé jsme transfekéni smés odstranili a k buiikkdm jsme piidali
10 ml ristového média DMEM s L-glutaminem a NCS a takto ponechali ptes noc pii 37°C
ve vlhké atmosféte s 5% COz. U negativni kontroly jsme transfekovali bunky HEK-293
pouze prazdnym plazmidem pcDNA3. Takové bunky jsme pak nazyvali slepé

transfekované neboli mock.

Celkem jsme sklizeli tfi az pét kultivatnich misek od kazdé cDNA pfi jejich

95% pokrytim dna. Transfekce byla ukoncena mechanickym sklizenim bunék a jejich

50



stoCenim pii 4°C po dobu 5 min pii 3 000 rpm. Bunky jsme poté dvakrat proplachli
vychlazenym (4°C) PBS (0,138 mM NaCl, 2,8 mM KCI, 1,5 mM KH2PO4, 10 mM
Na:HPO4, pH 7,4) a v kazdém promyvacim kroku centrifugovali 5 min, pii 3 000 rpm

a 4°C. V tomto kroku je mozné bunécny pelet pted dal$im pouzitim zamrazit do -80°C.

4.7. Stabilni transfekce HEK-293 bunék (klon E2MI11) a jejich

Kkultivace

Klon E2M11, odvozeny od HEK-293 bunék, stabilné exprimujici velké mnozstvi
krysiho receptoru TRHR a mysiho Giia, byl pfipraven jiz diive v nasi laboratoii (Svoboda
a kol., 1996). Stru¢né, nezkracena cDNA dlouhé formy krysiho TRH receptoru (2,2 kb)
(Sellar a kol., 1993) byla vlozena do eukarytotického expresniho vektoru pcDNAI1
(Invitrogen), ktery byl fizen promotorem cytomegaloviru (CMV). HEK-293 bunky byly
kotransfekovany linearizovanym plazmidem pcDNA1/TRHR (800 ng) a pSPneo (200 ng,
Invitrogen) za pouziti ¢inidla Lipofektamin (30 mg, Life Technologies) v bezsérovém
DMEM médiu. Nejdiive byly vybrany klony s rezistenci proti geneticinu. Jako klony
obsahujici TRH receptor byly identifikovany takové, ve kterych TRH stimuloval zvySeni
celkového inositol fosfatu. Exprese TRH receptoru v membranach z téchto klont byla
stanovena specifickou vazbou [*’H]TRH. Klon E2, ktery exprimoval 14 pmol receptoru/mg
membranového proteinu (Kim a kol., 1994), byl vybran pro dalsi transfekci nasledujicimi
dvéma plazmidy. Plazmidem pCMV, do kterého byla vloZena cDNA kodujici mysi Giia,
a plazmidem pBABE hygro, ktery koduje rezistenci proti antibiotiku hygromycin B. Pravé
na zaklad¢ této rezistence byly vybrany klony s vySe uvedenymi vlastnostmi a nasledné
u nich byla studovana exprese krysiho TRH receptoru a mysiho Giia proteinu (Svoboda

a kol., 1996).

E2M11 bunky jsme péstovali v kultivacnim DMEM médiu obohaceném
o L-glutamin (0,55 mg/ml) a o teplem inaktivované teleci sérum NCS v konecné
koncentraci 10% (v/v). E2M11 buiiky jsme péstovali ve 152 ¢cm? kultivaénich miskach ¢i
80 cm? inkubac¢nich lahvich pii teploté 37°C, v atmosféte s 5% CO:2 podle protokolu
Svoboda a kol. (1996). Stabilni transfekci linii bun¢k jsme zajistili pfiddvanim selekénich

antibiotik geneticin (0,8 mg/ml) a hygromycin B (0,2 mg/ml).
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4.8. Bunéc¢na frakcionace

Pelet ze sklizenych ptfechodné transfekovanych HEK-293 bunék jsme lehce
resuspendovali pipetmanem ve 2 ml membranového TE pufru (10 mM Tris, 0,1 mM
EDTA) a2 min homogenizovali na ledu v tésném sklo-teflonovém homogenizatoru
Brown. Homogenat jsme tocCili 5 min pii 1 500 rpm a 4°C za Ucelem odstranéni jader.
Vznikly postnuklearni supernatant nazvany bunécny lyzat jsme do dalSiho pouziti
zamrazili do -80°C nebo jej dale centrifugovali 30 min pii 4°C a90000x g na
ultracentrifuze Beckman Optima TLX (rotor TLA 100.2). Ultracentrifugaci jsme ziskali
dalsi dvé frakce; supernatant obsahujici bunéény cytosol a pelet s hrubymi plazmatickymi
membranami, ktery jsme resuspendovali ve vychlazeném (4°C) TE pufru pomoci
pipetmana a injek¢ni stfikacky s jehlou. VSe jsme opét do dalSiho pouziti zamrazili do

-80°C.

V ptipadé klonu E2MI11 odvozeného od HEK-293 bunék jsme v piipraveé
cytosolarni frakce, kterd byla dale pouzita v experimentech s2D elektroforézou,
postupovali nasledujicim zpisobem. Pii 70 - 80% pokryti dna kultivacni misky buitkami
E2M11 jsme den pied experimentem staré médium nahradili Cerstvym. V den pokusu jsme
do média piidali hormon TRH v konecné koncentraci 10 uM a ponechali buniky inkubovat
po dobu 10 min, 30 min, 1 hod, 4 hod nebo 16 hod pii 37°C. Kontrolni buiiky jsme
s hormonem neinkubovali. Celkem jsme vySe uvedenym postupem sklizeli sedm velkych
kultivaénich misek (152 cm?) od kazdého inkuba¢niho €asu. Stimulaci agonistou jsme
ukoncili umisténim misek s buitkami na led a rychlym odsatim média. Builkky jsme
mechanicky sklizeli ve vychlazeném (4°C) PBS apoté ihned dvakrat promyli timtéz
pufrem. Promyvaci krok zahrnoval stoceni vzorku pii 3 000 otackach a 4°C po dobu 5 min.
Pelet jsme zamrazili pti -80°C nejméné na 1 hod.

Vysledny sediment jsme resuspendovali repipetovanim v 3 500 ul (500 pl na
1 kultivaéni misku) v homogenizacnim STEM pufru (250 mM sachardéza, 50 mM
Tris-HCL, pH 7.4, 3mMMgCl,, 1 mM EDTA) obsahujicim cerstvé pfidany
1 mM fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; rozpustény v izopropylalkoholu) a1 tabletu
koktejlu inhibitort protedz Complete. VSe jsme zhomogenizovali ru¢nim celosklenénym
homogenizérem po dobu 7 min na ledu. Za ucelem odstranéni jader jsme vzorek

centrifugovali pti 1 000 rpm a 4°C po dobu 5 min. Vznikly postnukledrni supernatant jsme
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poté stocili pii 250 000 x g po dobu 2 hod pii 4°C. Vysledny supernatant reprezentoval

rozpustnou cytosolarni frakci, kterd byla uchovana do dal$iho pouziti pii -80°C.

V ptipadé sledovani vlivu PB-cyklodextrinu jsme zE2MI11 bunék izolovali
membranové domény (DRMs) metodou flotacniho sacharézového detergentového
gradientu (Pesanova a kol., 1999). Tato metoda je zaloZzena na odolnosti membranovych
domén k ptsobeni 1% (v/v) Tritonu X-100. E2ZM11 buiky jsme pti 70 - 80% pokryti dna
nejdiive inkubovali v bezsérovém médiu a po 2 hod jsme knim na 40 min piidali
B-cyklodextrin v koneéné koncentraci 10 mM. Poté jsme buiiky mechanicky sklizeli
v PBS. Celkem jsme na jeden gradient sklizeli sedm kultivaénich lahvi (80 cm?)
kontrolnich a B-cyklodextrinem ovlivnénych E2M11 bunék. Po 10 minutové centrifugaci
pii 1 800 rpm a 4°C jsme sklizené¢ buinky nafedili STEM pufrem obsahujicim navic
1 mM orthovanadat, 1 mM v izopropylalkoholu rozpuStény PMSF a smés inhibitorQ
proteaz Complete a homogenizovali 7 min na ledu pfi 1 700 rpm. Homogenat jsme stocili
5 min pfi 1000 rpm a4°C. Frakci hrubych plazmatickych membran jsme ziskali
centrifugaci vysledného postnukledrniho supernatantu po dobu 2 hod pii 250 000 x g
a 4°C. Pelet byl pipetou jemné resuspendovan v STEM pufru a zamraZzen do -80°C do
dalsiho pouziti. 1 ml membranové suspenze jsme smichali s 1 ml 2% (v/v) Triton X-100,
20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 3 mM MgClz, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl a 1| mM PMSF. Po
60 minutach na ledu jsme vznikly detergentovy lyzat (2 ml) pfidali ke 2 ml vychlazené
(4°C) 80% (w/v) sachardzy a vSe prenesli do centrifugani kyvety Beckman SW4I.
Vyslednd koncentrace sachar6zy po smichani byla 40%. V dalsi fazi experimentalniho
postupu jsme tento 40% roztok sachardzy prevrstvili 35%, 30%, 25%, 20%, 15%
a 10% (w/v) sacharézou o objemu 1 ml od kazdé hustoty. Do horni casti kyvety jsme
pipetovali 1,5 ml sachardzy o hustoté 5% (w/v). Roztoky sachardzy byly pfipraveny ve
20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 3 mM MgClz, ImM EDTA a 150 mM NaCl. Vrstveni gradientu
jsme provadéli v chladové mistnosti pfi 4°C. Takto pfipraveny hustotni gradient jsme
centrifugovali 24 hod pfi 200 000 x g a 4°C. Po centrifugaci jsme gradient pti 4°C opatrné
smérem od menisku ke dnu kyvety rozebrali, a to nasledujicim zptsobem: frakce ¢. 1
0,5 ml, frakce ¢. 2 - 12 po 1 ml. Membranové domény jsou charakterizovany svoji nizkou
vznasivou hustotou pii flotaci na hustotnim sachard6zovém gradientu a vyplavavaji do
gradientovych frakci obsahujicich 15 - 25% sacharozu (frakce 4 - 7), zatimco solubilni

a detergentem rozpusténé bilkoviny zistavaji v dolni 40% sacharoze (frakce 8 - 12).
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Frakce jsme zamrazili v tekutém dusiku a uchovali do dalsiho pouziti pii -80°C.

4.9. Stanoveni koncentrace proteini

Ke stanoveni koncentrace proteint jsme pouzivali tfi metody. Pomoci
bicinchoninové kyseliny jsme urovali koncentraci proteinii ve frakcich bunécného lyzatu,
hrubych plazmatickych membran a cytosolu pfipravenych z pfechodné transfekovanych
HEK-293 bun¢k. K méfeni koncentrace proteinti ve frakcich sachardézového gradientu
a v cytosolarnich frakcich pfipravenych ze stabiln¢ transfekovanych HEK-293 bun¢k (klon
E2M11) jsme pouzivali Lowryho metodu, ktera se s pfedeslou v mnohém shoduje.
Ptiprava vzorkli pro 2D elektroforézu zahrnuje také precipitaéni krok s trichloroctovou
kyselinou (TCA). Koncentraci proteini v TCA precipitditu jsme urcovali upravenou

Bradfordovou metodou.

4.9.1. Stanoveni koncentrace proteini pomoci bicinchoninové kyseliny

Kuréeni koncentrace proteini ve frakcich bunééného lyzatu, hrubych
plazmatickych membran a cytosolu odvozenych z prechodné transfekovanych HEK-293
bunék jsme pouzivali metodu, jejiZ princip je zaloZen na bicinchoninové kyseling (BCA)
redukujici za alkalickych podminek bivalentni méd’ na monovalentni iont. Zaroven vznika
purpurovy produkt molybden/wolfram, ktera absorbuje svétlo o vinové délce 562 nm. Ke
stanoveni koncentrace proteinli jsme potfebovali nésledujici ¢inidla: roztok bicinchoninové
kyseliny [1% (w/v) BCA, 2% (w/v) Na2COs (uhli¢itan sodny), 0,16% (w/v) KNa(C4H4Os)
x 4 HO (vinan sodno-draselny), 0,4% (w/v) NaOH, 0,95% (w/v) NaHCO3
(hydrogenuhli¢itan sodny), pH 11,25] a 4% (w/v) roztok pentahydrat sulfaitu méd'natého
CuSOs4 x 5 H20. Standardni kiivka byla pfipravena s hovézim sérovym albuminem (BSA)
v TE pufru o nasledujicich koncentracich:

0 mg/ml

0,2 mg/ml

0,4 mg/ml

0,6 mg/ml

0,8 mg/ml
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1,0 mg/ml

1,2 mg/ml

1,4 mg/ml

1,6 mg/ml

1,8 mg/ml

a 2,0 mg/ml.

Do 96 jamkové ELISA desticky jsme nanaSeli 10 pl standardu ¢i vzorku o nezndmé
koncentraci. Méfeni koncentrace vSech vzorkli jsme provadéli v triplikatech. U vzorku
o neznamé proteinové koncentraci jsme vzdy kromé nenafedéné formy jesté proméfovali
jeho roztok s TE pufrem v pomérech 1:1 a 1:2. Do ELISA desticky jsme poté¢ ke vSem
vzorklim pfidali 200 pl roztoku ¢inidel bicinchoninové kyseliny a 4% roztoku pentahydrat
sulfatu médnatého CuSO4 x 5 H20 natedénych v poméru 49:1. Standardni kiivku a vzorky
v ELISA desti¢ce jsme poté inkubovali 30 min pii 37°C. Po inkubaci jsme zméfili
absorbanci roztokl pii vinové délce 492 nm. Absorbance je pfimo timérna koncentraci
proteinll. Absorbanci kontroly (0 mg/ml BSA v TE pufru) jsme odecetli od absorbance
vzorku. Do grafu jsme zanesli zndmé mnozstvi proteinu BSA (osa x) a absorbanci
naméfenou pii 492 nm (osa y). Ziskana data jsme vyhodnotili programem Microsoft Excel
2000. Koncentrace vzorki jsme odecitali z kalibra¢ni kiivky, ktera byla generovana

line4rni regresni analyzou podle rovnice:

y=ax+b

4.9.2. Stanoveni koncentrace proteini pomoci Lowryho metody

Koncentraci proteini ve frakcich sachar6zového gradientu a v cytosolarnich
frakcich ziskanych z E2M11 bun¢k jsme stanovili modifikovanou metodou podle
Lowryho a kol., 1951. Jako standard pro stanoveni kalibra¢ni kiivky jsme pouzili BSA.
Nejdiive jsme prométfovali kalibraéni kiivku o objemech 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150
a 200 ul BSA o koncentraci 1 mg/ml, poté samotné frakce sachardézového gradientu: pro
1. a 2. frakci 100 pl frakce, pro 3. - 7. frakci 50 pl, pro 8. frakci 30 pl, pro 9. - 12. frakei
100 ul a pro homogenat a lyzat bunc¢k 5 ul frakce. Tyto objemy jsme doplnili vodou do
500 pl. Poté jsme pridali 1,5 ml roztoku A, promichali a inkubovali 10 az 15 min pfi
laboratorni teploté. Roztok A byl nasledujiciho slozeni: 2% (w/v) Na2COs + 0,1 N NaOH,
2% (w/v) vinan sodno-draselny a 1% (w/v) CuSO4 x 5 H20 v poméru 50:1:1. Déle jsme
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pridali 150 ul Folin-Ciocalteauvovo fenolového cinidla (Cerstvé nafedéného s H20
v poméru 1:1), protfepali a inkubovali 30 min pfi laboratorni teploté. Méteni koncentrace
vzorkli jsme provadéli v triplikatech. Absorbanci jednotlivych vzorkt jsme méfili pii
vlnové délce 720 nm na spektrofotometru Beckman. Naméfend data jsme vyhodnotili
programem GraphPad Prism 4.00. Koncentrace vzorkl jsme odecitali z kalibra¢ni kiivky,

ktera byla generovana nelinearni regresni analyzou podle rovnice:

y=ax>+bx+c

4.9.3. Stanoveni koncentrace proteinii pomoci upravené Bradfordovy metody

Koncentraci proteinit v experimentalnich vzorcich v 2D vzorkovém pufru (TCA
precipitaty) jsme urcili upravenou metodou podle Bradforda (Ramagli, 1999; Ramagli
a Rodriguez, 1985; Zor a Selinger, 1996), kterd je s timto pufrem kompatibilni a tudiz
neinterferuje s jeho slozkami. Tato metoda je linearni v koncentracich 0,05 - 5 mg/ml.
Kalibra¢ni kiivka s BSA byla pfipravena nasledovné:

A) 2D vzorkovy pufr v HCl v poméru 1:5

B) 50 ul BSA (1 mg/ml) v 2D vzorkovém pufru ¢ =5,0 mg/ml

1) 50 ul B) +200 pul 0,02 N HCI ¢ =1,0 mg/ml

2) 100 ul 1) + 100 pl A) ¢ =0,5 mg/ml

3) 100 pl 2) + 100 ul A) ¢ =0,25 mg/ml

4) 100 pl 3) + 100 ul A) c=0,125 mg/ml

5) 100 pl 4) + 100 ul A) ¢ =0,0625 mg/ml
6) 100 ul 5) + 100 pl A) ¢ =0,03125 mg/ml
7) 100 pl 6) + 100 ul A) ¢ =0,015625 mg/ml
8) 20 ul 2D vzorkovy pufr + 80 ul A) ¢ = 0,0 mg/ml

Vzorky byly téZ nafedény 0,02 N HCI, a to v poméru 1:4. Méfeni koncentrace
vzorkd jsme provadéli v triplikatech. 5 pl standardu s BSA a kazdého vzorku jsme
napipetovali do 96 jamkové ELISA desticky apfidali 200 pl Coomassie roztoku
nafedéného 1:4 s vodou. Po 5 minutové inkubaci pti laboratorni teplot¢ a za mirného
ttepdni jsme na spektrofotometru zméfili absorbanci kalibracni kiivky a jednotlivych
vzorkl pfi vinové délce 595 nm a 450 nm.

Koncentrace vzorki jsme odecitali z kalibraéni kiivky, ktera byla urcena
vynesenim pomeéru (595 nm) / (450 nm) (osa y) a mnozstvi BSA v kalibra¢ni kiivce (osa x)

do grafu. Mnozstvi BSA v kalibra¢ni kiivce bylo nésledujici: 1) 5 pg, 2) 2,5 pg, 3) 1,25 ug,
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4) 0,625 pg, 5) 0,3125 pg, 6) 0,15625 pg, 7) 0,078125 pg a 8) 0 ug. Naméfena data jsme
vyhodnotili programem Microsoft Excel 2000. Kalibraéni kiivka byla generovéana linearni

regresni analyzou podle rovnice:

y=ax+b

4.10. Vazebné studie

Vazebné studie jsou jednou ze zakladnich studii interakci mezi chemickymi latkami
a receptory 1 mezi proteiny navzajem. V nasi studii jsme pouzili tii typy téchto pokust, a to
saturaéni a kompeti¢ni vazebné studie a metodu vyuzivajici [*>S]GTPyS. Saturacni
usporadani pokusu patii mezi ptfimé vazebné studie, kterymi uréujeme vazebné vlastnosti
vybraného radioligandu ve vztahu k vazebnym mistim v preparatu. Konkrétné timto typem
vazebné studie sledujeme mnozstvi vazané¢ho radioligandu po dosazeni reakéni rovnovahy
v zavislosti na jeho ménici se koncentraci aztoho urujeme afinitu radioligandu
k receptoru a maximalni vazebnou kapacitu preparatu. Nepiimé vazebné studie se
pouzivaji k charakterizaci vazebnych vlastnosti neznac¢enych ligandd a uréujeme jimi vztah
ligandu k pouzitému radioligandu a zdanlivou afinitu ligandu k vazebnym mistim
preparatu. Tyto parametry ziskdme analyzou stanovenych dat v kompeticnim uspotadani
pokusu, kde sledujeme zmény v mnozstvi vdzaného radioligandu (fixni koncentrace)
k vazebnym mistim v zavislosti na ménici se koncentraci neznacené¢ho ligandu. Metodu
[**SIGTPyS jsme pouzivali k méfeni aktivity spojeni mezi receptorem spfazenym

s G-proteinem a G-proteinem samotnym.

Pro vyhodnoceni dat z vazebnych satura¢nich a kompeti¢nich pokusti jsme stanovili
celkovou vazbu radioligandu (C), kterd odpovida radioaktivit¢ zachycené na filtrech,
a nespecifickou vazbu radioligandu (Ns), kterd ptedstavuje mnozstvi radioligandu
zachycené na filtrech po inkubaci vzorku s latkou pro stanoveni nespecifické vazby.

Z téchto dvou udaju jsme vypocitali specifickou vazbu radioligandu (B) podle rovnice:

B=C-Ns
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Nameétena data ze saturanich vazebnych pokusti jsme vyhodnotili nelinearni

regresni analyzou podle rovnice:

B= ([F] X Bmax) / ([F] + Kd)

Tim jsme ziskali hodnotu Kd a Bmax radioligandu. Bmax radioligandu vyjadiuje celkové
mnozstvi vazebnych mist v prepardtu a je dana poctem receptori s navazanym
radioligandem v jeho saturujici koncentraci. Koncentraci radioligandu na poc¢atku inkubace
jsme urcili stanovenim alikvotniho mnozstvi radioligandu pfidavaného ke vzorkim.
Koncentraci volného radioligandu ([F]) jsme urcCili odectenim navazaného mnozstvi
radioligandu (B) k vazebnym mistim od stanovené vloZené aktivity na pocatku inkubace.
K4 je rovnovazna disocia¢ni konstanta radioligandu a vyjadfuje jeho afinitu k receptoru. Je
stanovena koncentraci radioligandu, pfi které je obsazena polovina celkového mnozstvi

specifickych vazebnych mist.

Hodnoty ICso kompetitoru pro jednotliva stanoveni v kompeti¢ni vazebné studii

jsme ur¢ili nelinedrni regresni analyzou namétenych dat podle nasledujici rovnice:

B =Ns + [(Bo - Ns) / (1+ 10! - LogIc30)]

K radioligandu jsme nésledné vypocitali podle Cheng-Prusoffovovy rovnice:

Ki=1Cso/ (1 +[L]/Ka)

Ki udava zdanlivou afinitu kompetitoru k receptoru. Veli¢ina ICso vyjadiuje koncentraci

inhibitoru potfebnou k vytésnéni 50% specifické vazby radioligandu.

U pokusti s [**S]JGTPyS jsme srovnavali vazbu [>>S]GTPyS v piitomnosti a nepfitomnosti
stimulujiciho ligandu pro receptor v jeho maximalné u¢inné koncentraci, tzv. jednobodové
stanoveni. Tim jsme ziskali maximalni hodnotu stimulace vazby [*>S]JGTPyS. Vysledky
ziskané z méfeni s jednotlivymi mutanty jsme porovnavali jako absolutni hodnoty zvySeni
vazby [*>S]GTPyS po stimulaci L-fenylefrinem, neni-li uvedeno jinak. Také jsme
v preparatu sledovali mnozstvi [*>S]GTPyS vazby po dosaZeni rovnovahy v zavislosti na

menici se koncentraci stimulujiciho ligandu pro receptor. Hodnotu maximalni stimulace
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vazby [*S]GTPyS a hodnotu ECso jsme ziskali nelinearni regresni analyzou dat podle

rovnice:

B =Ns + [(Bo - Ns) / (1+ 10t0¢FC50-Sy]

[*H]prazosin ... antagonista a1-adrenergnich receptord; radioligand
L-fenylefrin ... agonista ai-adrenergnich receptorti

C ... celkova vazba radioligandu

Ns ... nespecificka vazba radioligandu

B ... specificka vazba radioligandu

[F] ... koncentrace volného radioligandu (v saturaénim uspotadani pokusu)
[L] ... koncentrace radioligandu (v kompeti¢nim usporadani pokusu)

K ... rovnovazna disociacni konstanta radioligandu

Ki ... zdanliva rovnovazna disociaéni konstanta kompetitoru

Bmax ... maximalni vazebna kapacita vzorku

Bo ... vazba radioligandu v nepfitomnosti kompetitoru

ICso ... koncentrace kompetitoru, ktera inhibuje 50% vazby radioligandu Bo
ECso ...efektivni koncentrace agonisty, ktera stimuluje 50% [*>°S]GTPyS vazby
I ... logaritmus koncentrace inhibitoru (v kompeti¢nim usporadani pokusu)

S ... logaritmus koncentrace stimulujiciho ligandu (vazebna studie s [*>*S]JGTPyS)

4.10.1. Vazebna studie s [*H|prazosinem

Vazebné saturacni a kompeticni studie byly zahdjeny pifidanim 3 pg hrubych
plazmatickych membran k inhibicnimu pufru (50 mM Tris-HCl, 100 mM NacCl,
3 mM MgCl2, pH 7,4) obsahujicim danou koncentraci [*H]prazosinu (0,02 az 4,5 nM
v saturacnich pokusech a 0,8 nM v kompeti¢nich) v pfitomnosti ¢i absenci zvySujici se
koncentrace L-fenylefrinu (107° az 10° M v kompeti¢ni analyze). Kone¢ny objem byl
200 pl. [*H]prazosin je antagonista ai-adrenergnich receptorfi. L-fenylefrin je agonista
a1-adrenergnich receptori. Nespecifickd vazba byla uréena ptfitomnosti 10 pM antagonisty
a-adrenoreceptort fentolaminu. Reakéni smés byla inkubovéana 30 min pii 30°C a vazany
ligand byl od volného oddé¢len vakuovou filtraci ptes GF/B filtry. Tyto filtry byly tiikrat
promyty inhibiénim pufrem a mnozstvi zachycené radioaktivity bylo zjisténo kapalnou

scintila¢ni spektrometrii na pfistroji Packard Top Count NXT pro mikrotitracni desticky.
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4.10.2. Vazebna studie s [*S]|GTPyS

Vazebné experimenty s [*>S]GTPyS jsme zah4jili pfidanim hrubych plazmatickych
membran obsahujicich 50 nebo 100 fmold ur¢itého konstruktu ke vzorkovému pufru
(20 mM HEPES pH 7.4, 3 mM MgClz, 100 mM NaCl, 0,2 mM L-kyselina askorbova,
1 uM guanosin 5’-difosfat, 50 nCi [*>S]GTPyS) spolu s ligandy receptorti. V piipadé
jednobodového stanoveni jsme pouzivali L-fenylefrin v koncentraci 100 uM. Pro studium
zavislosti stimulace vazby [**S]GTPyS na rostouci koncentraci L-fenylefrinu jsme
pouzivali jeho koncentraci vrozmezi od 107'° po 107. Koneény objem byl 100 pl.
Nespecifickou vazbu jsme urcili za stejnych podminek v pfitomnosti 100 uM GTPyS.
Reakéni smés jsme inkubovali 15 min pii 30°C. Probihajici reakce jsme ukoncili ptidanim
0,5 ml vychlazené¢ho (4°C) pufru obsahujiciho 20 mM HEPES (pH 7,4), 3 mM MgCla,
100 mM NaCl a smés inhibitorit protedz (Complete, Roche). Vzorky jsme centrifugovali
15 min pfi 16 000 x g a 4°C a vysledny pelet jsme resuspendovali v solubilizacnim pufru
(100 mM Tris, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1,25% (v/v) Nonidet P-40) s 0,2% (wW/v)
dodecylsulfatem sodnym (SDS). V tomto kroku jsme vzorek téz purifikovali pomoci
60 pl 33% (v/v) Pansorbinu (Calbiochem) ve 2% (w/v) BSA a0,1% (w/v) NaNs3 za
pomalého michéni na otaceci plosin€ pti 4°C po dobu 1 hod. Po 5 minutové centrifugaci
pii 21 000 x g a4°C nasledovala 12 hodinova imunoprecipitace peletu s CQ antisérem
(v poméru 1:50) a protein G sefar6zou (Sigma-Aldrich) v pufru obsahujicim 20 mM Tris,
130 mM NacCl, 0,2 mM EDTA, 0,25% (v/v) Nonidet P-40, 1,2% (w/v) BSA a 0,06% (w/v)
NaN3 pfi 4°C. Nakonec jsme imunokomplexy dvakrat promyli solubilizacnim pufrem
a vazba [**S]GTPyS byla zméfena kapalnou scintilaéni spektrometrii na piistroji Packard
Tri-Carb 1900TR. Promyvaci krok zahrnoval dvouminutové sto¢eni vzorku pii 21 000 x g

a4°C.

4.11. Inkubace s hydroxylaminem

Hydroxylamin NH20OH je reduk¢ni €inidlo zpasobujici depalmitoylaci proteint
(Wedegaertner a Bourne, 1994; Chamberlain a Burgoyne, 1998, Ugur a kol., 2003).
50 nebo 100 fmold hrubych plazmatickych membran jsme inkubovali 45 min pfi
laboratorni teploté v pufru obsahujicim 0,05 M Tris-HCI (pH 7,4) a 0,5% (w/v) KOH

v pritomnosti ¢i nepfitomnosti 0,5 M NH20H. Vzorky jsme poté 30 min centrifugovali pfi
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90 000 x g a 4°C apfed opctovnym stoCenim jsme je jednou promyli membranovym
TE pufrem. Pelet jsme resuspendovali membranovym TE pufrem v pivodnim objemu.
Kontrolni i hydroxylaminem oSetfené hrubé plazmatické membrany jsme poté podrobili
vazebné studii s [*>S]GTPyS a radioaktivitu zméfili kapalnou scintilaéni spektrometrii.

Tento krok opét zahrnoval imunoprecipitaci pomoci CQ antiséra.

4.12. Jednodimenzionalni SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza

Pro rozd¢leni proteind podle jejich relativni molekulové vahy jsme pouzili metodu
standardni SDS-polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS-PAGE) (Svoboda
a Milligan, 1994). Pii praci s konstrukty obsahujicimi aiv-adrenoreceptor a rizné formy
proteinit Giia a aivb-adrenoreceptor-Giio jsme pouzili jiz vyrobcem piipravené 4 - 12%
Bis-Tris gely (Invitrogen). Pro rozdéleni proteinti ve frakcich flotacniho sacharézového

gradientu jsme jako separacni gel pouzili standardni 10% gel nésledujiciho sloZeni:

8 ml H20

5 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

6,7 ml 30% (w/v) akrylamid/0,8% (w/v) N N -methylenbisakrylamid
200 pl 10% (w/v) SDS

90 pl 10% (w/v) APS

8 ul TEMED

Tento gel jsme prekryli asi 300 pl nasyceného roztoku n-butanolu ve H20 a nechali
1 hod polymerovat. Po zpolymerovani jsme gel oplachli vodou a navrstvili na néj

zaostfovaci gel, tzv. stacking gel:

6 ml H20

2,5ml 0,5 M Tris-HCL, pH 6,8

1,3 ml 30% (w/v) akrylamid/0,8% (w/v) N N -methylenbisakrylamid
200 pl 10% (w/v) SDS

90 ul 10% (w/v) APS

8 ul TEMED

Uvedena mnozstvi odpovidaji ptipravé dvou geli pro aparaturu Mini-Protean II
(Bio-Rad Laboratories). Po naliti gelu jsme ihned zasunuli hfebinek pro vytvoreni

15 jamek pro vzorky a opét nechali 1 hod polymerovat.
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Vsechny typy vzorkii uvedenych v dizertatni praci byly pied nanesenim na
jednorozmérny gel upraveny nésledujicim zptisobem: ke vzorklim jsme ptidali Laemmliho
solubilizacni pufr (SLB) o slozeni 50 mM Tris-HClL, 5% (w/v) SDS,
6% (v/v) dithiothreitol, 0,005% (w/v) bromfenolova modf, pH 8,0. Vlastni solubilizace
byla provedena pii 95°C v tepelném bloku (Dri-block) po dobu 5 min. Jako pozitivni
kontrolu pro stanoveni Gqo/Giia jsme pouzili homogenat potkaniho mozku a pro detekci
caveolinu homogenat potkaniho srdce. Na gel jsme nanesli téZ smés molekulovych
hmotnostnich standardid od firmy Bio-rad Laboratories. Elektroforéza s obéma typy gelii
probihala v aparatufe Mini-Protean II (Bio-Rad Laboratories) v elektroforetickém pufru
(25 mM Tris, pH neupravovano, 188 mM glycin a 0,1% (w/v) SDS) pti konstantnim napéti
200 V po dobu 45 min. Elektroforézu jsme ukoncili, kdyz celni zéna oznacCena

bromfenolovou modii doséhla dolniho okraje gelu.

4.13. TCA diethylether/ethanol precipitace

Cytosolarni frakci odvozenou od E2M11 bun€k jsme precipitovali vychlazenou
(4°C) 7,5% (w/v) trichloroctovou kyselinou TCA (kone¢nd koncentrace) na ledu po dobu
1 hod. Smés jsme centrifugovali pfi 16 000 x g po dobu 10 min pfi 4°C. Supernatant jsme
vyhodili a pelet inkubovali s 1 000 pl vychlazené (4°C) 5% (w/v) TCA na ledu po dobu
10 min. Poté jsme vzorek 5 min centrifugovali pii 16 000 x g pii teploté 4°C. Supernatant
jsme odsali a pelet dvakrat promyli vychlazenou (4°C) smési diethyletheru s ethanolem
v poméru 1:1 (v/v) za pomalého michani na ota¢ecim kole po dobu 30 min za laboratorni
teploty. Pelet jsme v kazdém promyvacim kroku ziskali zpét 10 minutovou centrifugaci pii
16 000 x g a 4°C. Nakonec jsme pelet nechali schnout nékolik minut na vzduchu a poté
rozpustili v denaturujicim 2D vzorkovém pufru obsahujicim 7 M ureu, 2 M thioureu,
4% (w/v) CHAPS, 1% (v/v) IPG puftr, pH 4-7, 1% (w/v) DTT za neustalého tfepani pii
laboratorni teplot¢ po dobu 1 hod. Vzorek jsme ocistili od nerozpusSténych zbytkl
10 minutovou centrifugaci pii 16 000 x g za laboratorni teploty. Supernatant z této
centrifugace jsme nazvali frakce 1. Ke zbyvajicimu peletu jsme ptidali novy 2D vzorkovy
pufr a znovu nechali tfepat 1 hod pfi laboratorni teploté. Po opétovné centrifugaci jsme

vysledny supernatant ptidali k frakei 1.
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4.14. Izoelektricka fokusace (IEF)

Pro izoelektrické rozdé€leni proteint v cytosolarni frakci E2M11 bun¢k jsme pouzili
18 centimetr dlouhé immobilinové stripy s linearnim gradientem pH v rozmezi 4-7. Strip
jsme pied nanesenim vzorku nechali 5 min inkubovat pfi laboratorni teploté. Poté jsme na
strip nanesli 400 pg proteinu solubilizovaného v 360 pl denaturujiciho 2D vzorkového
pufru obarveného trochou bromfenolové modii a nechali strip pies noc pii laboratorni
teploté pasivné rehydratovat. Izoelektrickou fokusaci jsme provedli na pfistroji [IPGphor
(Amersham Biosciences) za pouziti step-and-hold protokolu pfi zvySujicim se napéti: 30 V
po 15 Vhr, 150 V po 1000 Vhr, 500 V po 500 Vhr, 1500 V po 1 500 Vhr, 3 000 V po
3 000 Vhr, 8 000 V po 85000 Vhr a 2 000 V po dobu 24 - 48 hod. Fokusaci upravené
stripy se vzorkem jsme pied pouZzitim na dvoudimenziondlni elektroforéze skladovali

v -20°C.

4.15. Dvoudimenzionalni SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza

Fokusované stripy jsme proplachli v destilované vodé, rychle osusili z plastikové
strany o filtracni papir a ekvilibrovali ve 4 ml ekvilibraéniho pufru [30% (v/v) glycerol,
2% (w/v) SDS, 6 M urea, 0,05 M Tris-HCI, pH 6,8] ve specialnim korytku. Nejdiive jsme
disulfidické vazby a dalSi oxidované skupiny pfitomné ve fokusovanych proteinech
redukovali v ekvilibraénim pufru obsahujicim navic 2% (w/v) DTT po dobu 20 min pfii
laboratorni teploté. Poté jsme stripy osuSili z obou stran o filtrani papir a nasledné jsme
proteiny alkylovali v ekvilibracnim pufru se 4,5% (w/v) IAA, opét po dobu 20 min pfi
laboratorni teploté. Ekvilibrované stripy jsme poté rychle osusili z plastikové strany
aponechali 10 min v Laemmliho elektroforetickém pufru o nésledujicim slozeni:
25 mM Tris, 192 mM glycine, 0,1% (w/v) SDS.

Gely o velikosti 14 cm x 16 cm x 1 mm obsahovaly 10% polyakrylamidovou smés
s dvojitym mnozstvim SDS nez obvykle [konecna koncentrace SDS 0,2% (w/v)]:

141,6 ml H>O

90 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
120 ml 30% (w/v) akrylamid/0,8% (w/v) N N -methylenbisakrylamid
7,2 ml 10 % (w/v) SDS
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1,8 ml 10% (w/v) APS

144 pl TEMED

Uvedend mnozstvi odpovidaji piipravé ¢trnacti gelti pro aparaturu Hoefer SE 600.
Gely jsme ihned po naliti polyakrylamidové smési prevrstvili dostateénym mnozstvim
vodou nasycené¢ho n-butanolu. Po hodin€¢ jsme n-butanol vyménili za Laemmliho
elektroforeticky pufr s dvojitym mnoZstvim SDS neZ obvykle [konecnéd koncentrace SDS
0,2% (w/v)] a takto ponechali gely polymerovat n¢kolik hodin. Abychom jednotlivé gely
od sebe rozeznali, je vhodné umistit maly kousek filtraéniho papiru (3 x 3 mm) s tuzkou
napsanym pofadovym c¢islem mezi skla k jejich dolnimu okraji jesté pied nalitim gelu.
Papirek pak nechame zapolymerovat do gelu.

Ekvilibrované stripy jsme v den pokusu zkratili z levé strany o 3 cm a z pravé
0 2 cm a umistili horizontdln¢ na horni okraj gelt. Kazdy strip jsme zafixovali na misté
roztokem 0,5% (w/v) agarozy v Laemmliho elektroforetickém pufru s dvojitym mnozstvim
SDS nez obvykle [kone¢na koncentrace SDS 0,2% (w/v)], obsahujicim bromfenolovou
modf, kterd poté vytvarela Celo gelu. Molekulové markery jsme nanesli na maly kousek
filtraéniho papiru (4 x4 mm), ktery jsme umistili pfed nanesenim 0,5% agardzy
v Laemmliho elektroforetickém pufru na horni okraj gelu kousek od acidickéko konce
stripu a zafixovali jej spolu se stripem. Pfipravené gely jsme vlozili do elektroforetické
jednotky Hoefer SE 600. Elektroforéza probihala vertikdlné v Laemmliho
elektroforetickém pufru chlazeném na 15°C nejdiive 30 min pfi konstantnim napéti
30 V a poté ptes noc pii konstantnim napéti 50 V. Elektroforézu jsme ukoncili v okamziku,

kdy celo gelu (bromfenolova modi) dosédhlo dolniho okraje skel.

4.16. Priprava antiséra

Pro imunodetekci proteinii jsme pouzivali krali¢i polyklonalni protilatku CQ proti
Gqo/G11a proteinu, ktera vSak byla vyrobena ve dvou riznych laboratotich. V prvni ¢asti
vysledkl jsme pouzivali protilaitku vyrobenou v laboratofi G. Milligana. Protilatka
pouzivana k detekci proteinii v sachar6zovych frakcich a ve vzorcich pro 2D elektroforézu
byla piipravena v kralicich ziskanych z VELAZu (Praha). Postup pii vyrobé obou
protilatek byl stejny. Strucné, novozélandsky bily kralik byl imunizovan konjugitem

syntetického peptidu QLNLKEYNLV-COOH a glutaraldehydovym konjugatem
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hemocyaninu z ptilipky (KLH, keyhole limpet hemocyanin; Calbiochem). Dodatecné byla
na N-termindlni sekvenci peptidu pfipojena aminokyselina Cys za U€elem pfipojeni
peptidu k proteinu. Ke sptazeni peptidu a proteinu doslo po aktivaci KLH vyvolané
inkubaci s m-maleimidibenzoylsulfo-sucinimid esterem (Pierce). Tento synteticky peptid
reprezentuje C-termindlni dekapeptid, ktery je shodny pro Gqo 1 Giia. Toto antisérum

identifikuje oba polypeptidy rovnocenné (Mitchell a kol., 1991).

4.17. Imunodetekce proteini

Proteiny, rozdélen¢ na jednodimenzionalni elektroforéze podle jejich molekulové
vahy, jsme pfenesli na nitrocelulozovou nebo poly-vinyliden-fluoridovou membranu
metodou mokrého blotovani. Pfenos probihal pii konstantnim napéti 30 V po dobu 60 min.
Membrany jsme blokovali 1 hod pfi laboratorni teploté nebo pies noc pii 4°C v 5% (w/v)
nizkotuéném mléku v promyvacim pufru (PBS s 0,05% (v/v) ¢i 0,1% (v/v) Tweenem 20).
Nasledné jsme blot inkubovali v 1% (w/v) nizkotu¢ném mléku v promyvacim pufru
s ptisluSnou primarni protilitkou po dobu 2hod pfii laboratorni teploté. Kralic¢i
polyklonalni protilatku CQ proti Gqo/G11a 1 mys$i protilatku proti HA epitopu jsme natedili
ve stejném poméru 1:10 000. Polyklonalni krali¢i protilatku proti caveolinu-2 jsme fedili
3 000x. Po intenzivnim promyti (3x 10 min) promyvacim pufrem jsme membrany 1 hod
inkubovali pfi laboratorni teploté se sekundarni IgG anti-krali¢i nebo anti-mysi protilatkou
konjugovanou s ktenovou peroxidazou fedénou vzdy 20 000x v 1% (w/v) nizkotu¢ném
mléku v promyvacim pufru. Po tiech 10 minutovych promytich v promyvacim pufru jsme
bloty vizualizovali metodou chemiluminiscence indukované kifenovou peroxidazou pomoci
ECL kitu (Amersham Biosciences). Membranu s pfenesenymi proteiny jsme exponovali na

film Kodak.

Proteiny, rozdélené na dvoudimenziondlni elektroforéze podle jejich
izoelektrického bodu a molekulové véhy, jsme pfenesli na nitrocelulézovou membranu
metodou polosuchého Western blotu. Pfenos probihal pii konstantnim napéti 21 V po dobu
90 min. Membrany jsme 1 hod blokovali v 5% (w/v) nizkotu¢ném mléku v promyvacim
pufru (PBS s 0,05% Tweenem 20) pfi laboratorni teploté. Nasledné jsme blot inkubovali

v 1% (w/v) nizkotuéném mléku v promyvacim pufru s pfislusnou primarni protilatkou po

65



dobu 2 hod pfi laboratorni teploté. V tomto piipadé jsme pouzili CQ protilatku proti
Gqo/Gi1a nafedénou v poméru 1:5 000. Po intenzivnim promyti (3x 10 min) promyvacim
pufrem jsme membrany 1 hod inkubovali pii laboratorni teploté se sekundarni anti-kralici
protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidazou tedénou 20 000x v 1% nizkotu¢ném
mléku v promyvacim pufru. Po tfech 10 minutovych promytich v PBS
s 0,05% Tweenem 20 jsme bloty vizualizovali metodou chemiluminiscence indukované
kfenovou peroxiddzou pomoci ECL kitu (Amersham Biosciences). Membranu

s prenesenymi proteiny jsme exponovali na film Kodak.

4.18. Vyhodnoceni a prezentace vysledkii

Signaly ziskané pti imunodetekci na filmu Kodak jsme snimali stolnim skenerem
Hewlett Packard ScanJet 4200C. Kvantitativni stanoveni dat zjednodimenziondlni
elektroforézy jsme provedli denzitometricky pomoci pocitacového programu ImageQuant.
K dal§imu grafickému zpracovani obrazki z filmu jsme pouzili program Adobe Photoshop
6.0. Filmy s vizualizovanymi bloty ziskanymi v experimentech s dvourozmérnou
elektroforézou jsme denzitometricky naskenovali. Analyza filmi se skvrnami byla
provedena pomoci programu PDQuest.

Statistické zpracovani vysledkl jsme provedli v programech Microsoft Excel 2000
a GraphPad Prism 4.00. Vypocitali jsme aritmetické priméry hodnot ziskanych ze tii
pripadné Ctyf nezavislych pokusti a pfislusné smérodatné odchylky priméru (SEM).
Relativni zmény u kontrolnich a B-cyklodextrinem ovlivnénych bunék jsme srovnavali
pomoci neparového Studentova t-testu. Signifikantnost stanovenych rozdilt dat z ostatnich
pokusti jsme urcili parovym Studentovym t-testem. Studentliv t-test se pouziva k urceni
pravdépodobnosti (P), zda stfedni hodnoty dvou soubori dat jsou stejné. Pokud P < 0,05,
pak je rozdil stiednich hodnot obou testovanych souborti signifikantni *, pro P < 0,01 je
zména velmi signifikantni **, P < 0,001 je vysoce signifikantni ***, V pfipadé, Ze

P > 0,05, zména neni signifikantni, NS.

66



5. VYSLEDKY

5.1. Vyznam palmitoylace a interakci a podjednotky s py dimerem pro

funk¢ni sprazeni mezi aip-adrenoreceptorem a Gio proteinem

Pro studium interakci aib-adrenoreceptoru s Giioo proteinem jsme zvolili
modelovou linii HEK-293 bunék, ve které jsme exprimovali kiecci typ
avb-adrenoreceptoru. Tyto buniky jsme sklidili, bunéény lyzat kratkym stoenim ocistili od
jader avysledny supernatant rozd¢lili na membrdnovou a cytosolarni frakci
vysokorychlostni centrifugaci (90 000 x g, 30 min, 4°C). Membranova frakce obsahovala
hrubé plazmatické membrany. Z téchto membran jsme pfipravili imunoprecipitat za pouziti
specifického CQ antiséra proti C-termindlnimu dekapeptidu proteinit  Gqa/Giia.
V imunoprecipitatech s exprimovanym aib-adrenoreceptorem jsme zaznamenali vlivem
a1-adrenergniho agonisty L-fenylefrinu o koncentraci 100 uM 5,4 nasobné zvyseni vazby
[**S]IGTPyS oproti kontrole (Tab. 2 a Obr. 4). Jako negativni kontrolu jsme v HEK-293
bunkach exprimovali prazdny, tzn. zddny protein nekodujici vektor pcDNA3, a bunky
transfekované timto plazmidem, potazmo vzorky z nich pfipravené, jsme nazyvali slepé
neboli mock. Nasledné jsme koexprimovali aib-adrenoreceptor a a podjednotku G-proteinu
Guio. Imunoprecipitaty z téchto vzorkli vykazovaly vlivem L-fenylefrinu znacné zvySeni
vazby [*>S]GTPyS (Tab. 2 a Obr. 4). Tato stimulace vazby [**S]GTPyS byla 3,6x vyssi
nez v ptipadé exprese samotného aiv-adrenoreceptoru.

Déle jsme se zabyvali studiem mutaci Gno proteinu, které ovliviuji jeho
palmitoylaci, a jejich vlivu na funkéni spfaZzeni s aiv-adrenoreceptorem. Jiz diive byl
v laboratofi G. Milligana vyroben mutant Giia proteinu, Cys’Ser,Cys!'’SerGi1a, ktery neni
substratem pro posttranslacni thioacylaci (McCallum a kol., 1995). Soucasna exprese
aip-adrenoreceptoru a Cys’Ser,Cys!’SerGiio. proteinu sniZila schopnost L-fenylefrinu
stimulovat vazbu [**S]GTPyS k Cys’Ser,Cys'’SerGiio. v obdobn& pfipravenych

imunoprecipitatech o vice nez 80% (Tab. 2 a Obr. 4).

67



Tab. 2: Vliv mutace vazebného mista pro thioacylaci na mnoZstvi navazaného

[3*S]GTPyS Kk proteinu Cys’Ser,Cys'’SerGiia v zavislosti na stimulaci L-fenylefrinem.

Konstrukt - L-fenylefrin [dpm] | + L-fenylefrin [dpm] + L-fenylefrin [%]
mock 69,3 +7,8 71,7+3,8 3,3+0,2
aibAR 111,5+ 10,8 604,0 £23,5 27,8+ 1,1
aibAR + Gio 81,3+43 2174,5 + 24,1 100,0 + 1,1
a,AR + C>19SGyja 79,5+ 149 349,8 + 14,0 16,1 £ 0,6

Uvedeny jsou priméry ze tri nezavislych pokusu (£ smérodatna odchylka priimeéru).
Hodnotu 100% jsme priradili vzorku s koexprimovanym aip-adrenoreceptorem a Giio

proteinem po ovlivnéni L-fenylefrinem.

Abychom zjistili, zda mutace vazebnych mist zodpovédnych za thioacylaci
G-proteinu Cys’Ser,Cys'’SerGiia, ma né&jaky vliv na jeho lokalizaci v buiice, podrobili
jsme frakce hrubych plazmatickych membran a cytosolu s odpovidajicimi konstrukty
elektroforéze a Western blotu. Na 4 - 12% gel standardni elektroforézy jsme nanaseli vZdy
stejné mnozstvi proteini od kazdé frakce obsahujici prazdny pcDNA3 vektor,
ab-adrenoreceptor a nemutovany Giioo  protein  nebo  aipb-adrenoreceptor  spolu
s Cys’Ser,Cys'%SerGiio.  proteinem. Denzitometricky jsme zjistili piiblizné stejné
procentualni zastoupeni celkového mnozstvi proteinit Giia i Cys’Ser,Cys!’SerGiia v obou
téchto frakcich. Endogenné exprimované proteiny Giia a Gqa byly pouzitym CQ antisérem

také detekovany (Obr. 5).

Exprimovana mnoZstvi nemodifikovaného Giia a Cys’Ser,Cys'’SerGiia byla mezi
jednotlivymi transfekcemi podobna ale ne zcela totozna. Abychom se vyvarovali této
variabilité a zdroven rozsifili vySe uvedenou studii, exprimovali jsme v HEK-293 buiikédch
fazni protein, kdy N-konec nemodifikovaného Giia byl ve c¢tecim rdmci spojen
s C-koncem  aip-adrenoreceptoru.  To  zarucovalo  konstantni  stechiometrii
aib-adrenoreceptoru a Giia v poméru 1:1. Buiiky s exprimovanym aib-adrenoreceptor-Giia
proteinem jsme sklidili, bunéény lyzat kratkym stocenim ocistili od jader a vysledny
supernatant rozdélili na membranovou a cytosolarni frakci vysokorychlostni centrifugaci
(90 000 x g, 30 min, 4°C). V imunoprecipitatech ptipravenych z membranové frakce téchto
bunék L-fenylefrin opét siln& stimuloval vazbu [*>S]GTPYS - 27,6 nasobné zvyseni vazby
[**S]GTPyS oproti kontrole (Tab. 3 a Obr. 6). Tento vysledek byl jiz publikovan diive

v jiné souvislosti (Stevens a kol., 2001; Carrillo a kol., 2002). Stejné mnozstvi fizniho
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proteinu ve sledovanych vzorcich jsme zajistili metodou vazebnych pokust s antagonistou
aiv-adrenoreceptort [*H]prazosinem (viz nize, Tab. 4). Imunoprecipitovali jsme takové
mnozstvi membranové frakce, které obsahovalo 100 fmolti vazebnych mist pro
[*H]prazosin. Nasledng jsme se zaméfili na vliv hydroxylaminu na pienos informaci mezi
aib-adrenoreceptorem a Giia proteinem. Inkubace vzorkid s neutralnim hydroxylaminem
odstraniuje z proteint thioesteroveé vazané mastné kyseliny (Wedegaertner a Bourne, 1994;
Chamberlain a Burgoyne, 1998). Hrubé plazmatické membrany izolované z HEK-293
bun¢k exprimujicich fuzni protein aivb-adrenoreceptor-Giia jsme inkubovali v pfitomnosti
¢i nepiitomnosti 0,5 M hydroxylaminu. Kontrolni i hydroxylaminem oSetfené membrany
obsahujici 100 fmol@ vazebnych mist pro [*H]prazosin daného konstruktu jsme podrobili
vazebnému pokusu s [*>S]JGTPyS v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti 100 pM L-fenylefrinu.
Membrany inkubované s hydroxylaminem vykazovaly ovice nez 50% sniZenou
L-fenylefrinem stimulovanou vazbu [*>S]GTPyS k fiznimu proteinu

aib-adrenoreceptor-Giia (Tab. 3 a Obr. 6).

Tab. 3: Vliv depalmitoylace zpiisobené hydroxylaminem na mnoZstvi navazaného
[**SIGTPyS k faznimu proteinu oi,-adrenoreceptor-Giia v zavislosti na stimulaci

L-fenylefrinem.

Konstrukt Kontrola [dpm] Hydroxylamin [dpm]
- L-fenylefrin + L-fenylefrin - L-fenylefrin + L-fenylefrin
apAR-Gria 60,2 +53 1660,8 + 140,7 42,7+44 697,0 = 14,0
(3,6 £0,3 [%]) | (100,0+8,5[%]) | (2,6 +0,3[%]) | (42,0 +0,8 [%])

Uvedeny jsou priméry ze tri nezavislych pokusii (£ smérodatna odchylka priméru).
V zavorce je procentudlni vyjadreni cisla uvedeného nad zavorkou. Hodnotu 100% jsme
priradili  nemodifikovanému  hydroxylaminem  neoSetFenému  fuznimu  proteinu

aip-adrenoreceptor-Giio. po stimulaci L-fenylefrinem.

Vliv hydroxylaminu na lokalizaci fGzniho proteinu aib-adrenoreceptoru-Giia
v buiice jsme opét urcili podrobenim jednotlivych frakci, cytosolu a hrubych
plazmatickych membran, elektroforéze a imunodetekcei za pouziti CQ antiséra. Kontrolni ¢i
hydroxylaminem oSetfeny bunécny lyzat jsme po oddéleni jaderné frakce rozdélili
vysokorychlostni centrifugaci (90 000 x g, 30 min, 4°C) na rozpustnou a nerozpustnou
cast, tedy na cytosol ahrubé plazmatické membrany. Na gel jsme aplikovali stejné

mnozstvi proteini od kazdé frakce. VSechen fuzni protein zlstal v nerozpustné
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membranové fazi nezavisle na tom, zda byly vzorky oSetfené hydroxylaminem ¢i nikoliv
(Obr. 7A). Endogenné exprimované proteiny Giio 1Gqo byly timto sérem také
detekovany. Malé mnozstvi téchto proteinii bylo pfitomno ve frakci hydroxylaminem
neosetfenych hrubych plazmatickych membran. Pouze mald c¢ast G-proteinu byla
detekovana v cytosolarni frakcei, a to teprve az po aplikaci delsi doby expozice solubilniho
vzorku na film. Tato nizk4 hladina Giio proteinu v cytosolu byla zaznamenana pouze po
pusobeni hydroxylaminu (Obr. 7B). Fuzni protein migroval na elektroforéze jako dva
rozdilné prouzky s molekulovou védhou 105 a 120 kDa. Existence dvou rtzné¢ velkych

forem muze byt vysvétlena riznou glykozylaci tohoto proteinu.

Pro piimé stanoveni relativniho podilu thioacylace receptorii spraZenych
s G-proteiny a G-proteinii samych na informa¢nim pfenosu mezi témito proteiny byl
modifikovan fazni protein apb-adrenoreceptor-Giio za vytvoreni forem, ve kterych bud’
avb-adrenoreceptor nebo Giia nebo oba proteiny najednou byly rezistentni vici thioacylaci
(Stevens a kol., 2001; Novotny a kol., 2006). Pro piehled uvadim konstrukty pouZité v této
Casti  prace:  aup-adrenoreceptor-Giia,  Cys***Ala,Cys*®’Alaais-adrenoreceptor-Giia,
arb-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'°SerGiia, Cys**Ala,Cys**’ Alaais-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys!'%SerGii0. Diky flznimu spojeni ais-adrenoreceptoru s Giio proteinem byla
op¢t zajisténa stechiometrie u v§ech mutaci GPCR a G-proteinii v pomé&ru 1:1. Satura¢nimi
pokusy s antagonistou oi-adrenergnich receptorti [*H]prazosinem jsme ur€ili Kd a Bmax
jednotlivych fuznich proteinti ve vzorcich hrubych plazmatickych membran (Tab. 4).
Vazebna mista ve vzorcich hrubych plazmatickych membran s jednotlivymi fuznimi
proteiny jsme saturovali [*H]prazosinem v rozpéti koncentraci od 0,02 do 4,5 nM. Flzni
proteiny obsahujici nemodifikovany aib-adrenoreceptor-Giia vazaly [*H]prazosin s velkou
afinitou (Kq viz. Tab. 4). Fuzni proteiny, u kterych byla ob& mista pro thioacylaci
v aip-adrenoreceptoru, Cys>®® a Cys®®’, zménéna na alanin, nebo u kterych obé& mista pro
thioacylaci v Giia, Cys’ a Cys'’, byla zménéna na serin, nebo u kterych byly viechny ¢tyfi
zmény pfitomny, vazaly [*H]prazosin s podobné vysokou afinitou (Kd viz. Tab. 4).
Schopnost L-fenylefrinu kompetovat s [*H]prazosinem o vazbu na receptor jsme uréili
v kompeticnich vazebnych studiich. Z tohoto typu experimentu jsme ziskali Ki, zdanlivou
rovnovaznou disociacni konstantu kompetitoru L-fenylefrinu (Tab. 4). Kompetitor jsme
nafedili na koncentraci v rozmezi 107! a7 10 M. Koncentrace radioligandu [*H]prazosinu
byla v ptipad¢ kompeti¢niho uspotradani pokusu 0,8 nM. Afinita agonisty ai-adrenergnich

receptorit L-fenylefrinu se v téchto vazebnych studiich mezi jednotlivymi Ctyfmi vyse
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uvedenymi mutanty také nelisila (Tab. 4). Mutace tedy nemaji vyznamny vliv na afinitu
obou adrenergnich ligandd. Jednotlivé fizni proteiny byly do bunék vneseny s piiblizné
stejnou Ucinnosti, srovnatelné hodnoty Bmax (Tab. 4). Maximalni vazebna kapacita fiznich
proteini se v pruméru nachazela vrozmezi 12,2 - 17,0 pmol/mg proteinu. Jak
v saturacnich tak kompeticnich vazebnych pokusech jsme pouzivali 3 pg hrubych
plazmatickych membran v kazdém vzorku. Vysledky reprezentativnich saturacnich, resp.
kompeti¢nich vazebnych studii s[*H]prazosinem s pfislusnymi Bmax a K, resp. Ki jsou

zobrazeny na Obr. 8, resp. 9.

Tab. 4: Vazebna afinita agonisty a antagonisty k fiznim proteinim obsahujicim

aip-adrenoreceptor a Gria a jejich maximalni vazebna kapacita.

Konstrukt Ka [*H]prazosin [nM] Bmax [pmol/mg] Ki L-fenylefrin [uM]
anAR-Gji0 0,16 0,01 14,7+2,0 9,2+4,0
C38537 A, AR-Gy 0 0,13 +0,01 12,2+0,7 7,1£44
anAR-C*1SGia 0,14 + 0,02 15,0+2,7 9,2+3,6
C36537 A q;,AR-C*1°SG 00 0,15+ 0,02 17,0+ 1,9 10,3+5,0
a1, AR-IZA E*°AG 0 0,09 £ 0,02 16,2+2,0 9,8+3,1
a1bAR-C*!19S 15 A E2°AG 0. 0,08 £ 0,01 16,4 +22 12,1+3,0

Uvedeny jsou primery dat (= smérodatna odchylka primeru) ziskanych ze ctyr nezavislych

pokusii s imunoprecipitaty hrubych plazmatickych membran obsahujicich dané konstrukty.

Nasledujici experiment ndm pomohl urcit nejvhodnéj$i koncentraci agonisty
a1-adrenergnich receptorti L-fenylefrinu pro nasledujici vazebné studie s [*>S]GTPyS.
Hlavnim cilem vS8ak bylo zjistit vliv depalmitoylace Giia a aib-adrenoreceptoru na afinitu
[**S]GTPyS k jednotlivym mutantlim a na funkéni spraZeni receptor - G-protein. Tyto
informace jsme ziskali porovnanim ucinnosti agonisty a hodnot maximdlni stimulace
vazby [**S]GTPyS k jednotlivym fuznim proteiniim ziskanych z tohoto pokusu. Nasledujici
fazni  proteiny  adrenoreceptor-Giia,  Cys***Ala,Cys**’Alaais-adrenoreceptor-Giia,
arvb-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'°SerGiia, Cys***Ala,Cys**’ Alaais-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys!'%SerGiio jsme exprimovali v HEK-293 buiikdch. Ze sklizenych bungk jsme
opét piipravili frakce hrubych plazmatickych membran, ze kterych jsme za pouziti
specifického CQ antiséra proti C-terminalnimu dekapeptidu proteinii Gqo/Giio ziskali
imunoprecipitat. Jednotlivé imunoprecipitaty se 100 fmoly pfisluSnych konstrukti jsme

pouzili ve vazebné studii s [*>S]GTPyS pfi ménici se koncentraci L-fenylefrinu. Stimulace
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vazby [*>S]GTPyS L-fenylefrinem k nemodifikovanému typu fizniho proteinu
arb-adrenoreceptor-Giia byla koncentraéné zavisla (Obr. 10), hodnota ECso = 2 x 10 M.
Utinnost L-fenylefrinu (ECso) ihodnota maximélni stimulace vazby [**S]GTPyS byla
u mutanta Cys***Ala,Cys*®’Alaciv-adrenoreceptor-Giia shodnd s aip-adrenoreceptor-Giia
(Obr. 10). Naopak fazni protein obsahujici bud’ nemutovany ¢i mutovany receptor
Cys*®Ala,Cys**’Alaaip-adrenoreceptor v kombinaci s Cys’Ser,Cys!°SerGiio  vézal
v maximalni stimulaéni koncentraci L-fenylefrinu pouze polovinu mnozstvi [>>S]GTPyS ve
srovnani s predchozimi dvéma konstrukty s nemodifikovanym Giia (Obr. 10). Navzdory
tomu se stanovené hodnoty ECso agonisty u poslednich dvou jmenovanych konstrukti
signifikantné neliSily od hodnot ECso agonisty v pokusech s konstrukty obsahujicimi
nemodifikovany G-protein (Obr. 10). Maximalni stimulacni koncentrace L-fenylefrinu
byla 100 uM. Bazalni hodnotu vazby [*°S]GTPyS jsme méfili v absenci ligandu pro
receptor.

Mnozstvi fuznich proteinti v hrubych plazmatickych membranach pouzitych ve
vazebnych experimentech s [*°S]GTPyS popsanych v této &asti jsme uréili metodou
imunodetekce za pomoci antiséra CQ. Hrubé plazmatické membrany obsahujici 100 fmolt
vazebnych mist pro [*H]prazosin odpovidajicich vyse uvedenym konstruktim byly
podrobeny metodé SDS-PAGE. V kazdém preparatu jsme zaznamenali obdobné mnoZstvi
konstrukti (Obr. 11). Fazni protein migroval na elektroforéze jako dva rozdilné prouzky
s molekulovou vahou 105 a 120 kDa. Slepy vzorek pochazel z bunék HEK-293, které¢ jsme
transfekovali prazdnym vektorem pcDNA3.

Stanoveni relativniho podilu thioacylace receptort sptazenych s G-proteiny
a G-proteinti samych na funk¢ni interakci mezi témito proteiny jsme se pokusili urcit
pomoci nasledujiciho pokusu s hydroxylaminem. Jak jsem se jiz zminila vySe, inkubace
vzorkd s neutrdlnim hydroxylaminem odstraiiuje z proteinli thioesterové vdzané mastné
kyseliny. Pro tato pozorovani jsme si opét zvolili metodu méfeni vazby [*>S]GTPyS
k fiznim proteinim. Vzorky hrubych plazmatickych membran HEK-293 bunék
exprimujicich stejné mnoZstvi vazebnych mist pro [*H]prazosin (50 fmolti) odpovidajicich
proteinil aivb-adrenoreceptor-Giia, Cys*$Ala,Cys**’ Alaaib-adrenoreceptor-Giia,
aiv-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'’SerGiio. nebo Cys***Ala,Cys*¢’ Alaais-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys'’SerGiio.  jsme inkubovali v piitomnosti & nepfitomnosti 0,5 M

hydroxylaminu. Po promyti a nasledném stoceni membran (90 000 x g, 30 min, 4°C) jsme
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preparaty imunoprecipitovali pomoci CQ antiséra a poté v nich zméfili vazbu [*>S]GTPyS
k jednotlivym konstruktiim v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti L-fenylefrinu v jeho maximalné
efektivni koncentraci (100 puM). Jak jiz bylo feceno vysSe (Tab. 3 a Obr. 6),
imunoprecipitaty obsahujici aip-adrenoreceptor-Giia vykazovaly vlivem L-fenylefrinu
znacné zvyseni vazby [**S]GTPyS (Tab. 5 a Obr. 12). Exprese
Cys*%Ala,Cys**’ Alaaib-adrenoreceptor-Giio. proteinu vedla k obdobné stimulaci vazby
[**S]IGTPyS ke konstruktu (Tab.5 a Obr. 12). Naopak snizend schopnost L-fenylefrinu
stimulovat vazbu [**S]JGTPyS  byla pozorovana v imunoprecipitatech obsahujicich
aiv-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'’SerGiio. nebo Cys***Ala,Cys*¢’ Alaais-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys'’SerGiia, a sice o vice nez 50% (Tab. 5 a Obr. 12). Hydroxylamin redukoval
vliv L-fenylefrinu na nemodifikovany fuzni protein opét o vice nez 50% (Tab.5
a Obr. 12), obdobna data jsem uvedla jiz vySe (Tab. 3 a Obr. 6). S hrubymi
plazmatickymi membranami exprimujicimi Cys*®>Ala,Cys*¢’Alaoib-adrenoreceptor-Giia
jsme ziskali podobné vysledky (Tab. 5 a Obr. 12). Naopak u membran obsahujicich bud’
arb-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'’SerGiia. nebo Cys**°Ala,Cys*®’Alaais-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys'’SerGiia. byla hydroxylaminova inkubace totdlné bez efektu (Tab.5
a Obr. 12).

Tab. 5: Vliv depalmitoylace zpisobené hydroxylaminem ¢i mutaci prislusného
proteinu na mnoZstvi navazaného [*S]GTPyS K jednotlivym faznim proteinim

v zavislosti na stimulaci L-fenylefrinem.

Konstrukt Kontrola [dpm] Hydroxylamin [dpm]
- L-fenylefrin + L-fenylefrin - L-fenylefrin + L-fenylefrin
aibAR-Gia 133,6 £3,6 1403,0 £ 166,2 79,3 +6,3 649,4 + 74,1
(9,5+£0,3[%] | (100,0+ 11,8 [%]) (5,704 [%]) | (46,3 +5,3[%)
Cys337 A, AR-Gy 0 85,5+14,8 1643,0 = 73,3 68,7+1,1 704,4 + 34,2
6,1+ 1L1[%]) | (17,1+52[%]) (49+0,1[%]D | (50,2+24[%])
a1bAR-C*19SGyja 75,7+79 610,5+29,4 50,8 +5,6 598,4+ 32,4
(5,4+0,6 [%]) (43,5+£2,1 [%]) (3,6 04 [%]) | (42,7+23[%)])
C365397 A, AR-C*19SGyy00 | 60,7 = 18,6 662,1 +34,3 46,3 £5,1 732,3£22,7
4,3+ 1,3 [%]) (47,2 £2,4 [%]) (3,3+£0,4[%]) | (52,2+1,6 [%])

Uvedeny jsou pruméry ze Ctyr nezavislych pokusu (£ smérodatna odchylka primeéru).
V zavorce je procentudlni vyjadreni cisla uvedeného nad zavorkou. Hodnotu 100% jsme
priradili  nemodifikovanému  hydroxylaminem  neoSetFenému  fuznimu  proteinu

aip-adrenoreceptor-Giio. po stimulaci L-fenylefrinem.
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Vyse uvedené vysledky jsme rozsifili o studii zabyvajici se vlivem vzajemného
vztahu mezi vazbou Py dimeru na Gua podjednotku a palmitoylaci Go na funkéni
interakce G-proteinu s receptorem. Jiz diive byl v laboratofi G. Milligana vyroben mutant
Giia proteinu Ile**Ala,Glu?*AlaGiio. Zména aminokyselin Ile?> a Glu®® na alanin sniZuje
afinitu tohoto proteinu k Py komplexu (Liu akol., 2002). Pro urceni podilu vlivu
thioacylace a Py interakci na funkénim vztahu receptor - G-protein byl také jiz diive
pripraven Cys’Ser,Cys!'’Ser,lle?*Ala,Glu*®AlaGiio. mutant. V HEK-293 buiikich jsme
koexprimovali aib-adrenoreceptor avzdy jednu zvyse uvedenych modifikovanych
a podjednotek. V imunoprecipitatech hrubych plazmatickych membran obsahujicich tyto
konstrukty ~ jsme  zaznamenali v porovndni s koexpresi  aib-adrenoreceptoru
a nemodifikovaného Giia proteinu snizenou schopnost L-fenylefrinu stimulovat vazbu
[**S]GTPYS k modifikovanym proteinim o vice nez 80% (Tab. 6 a Obr. 13). Tento
vysledek se shoduje s jiz vySe uvedenym vysledkem ziskanym s Cys’Ser,Cys!'’SerGiia
mutantem v jiném uspotadani pokusu (Tab. 2 a Obr. 4). V Tab. 6 a na Obr. 13 jsou pro
piehlednost a snadnou porovnatelnost prezentovana i data s nemodifikovanym Giia
proteinem a s Cys’Ser,Cys'’SerGiio. VSechny vzorky hrubych plazmatickych membran

s uvedenymi konstrukty exprimovaly stejné mnozstvi vazebnych mist pro [*H]prazosin.

Tab. 6: Vliv mutace vazebného mista pro Py podjednotku a pro thioacylaci
na mnoZstvi navazaného [3S]GTPyS Kk jednotlivym modifikovanym G-proteinim

v zavislosti na stimulaci L-fenylefrinem.

Konstrukt - L-fenylefrin [dpm] + L-fenylefrin [dpm] + L-fenylefrin [%]
abAR + G0 81,3+4,3 2174,5 £24,1 100,0 + 1,1
anAR + C*19SGja 79,5+ 14,9 349,8 £ 14,0 16,1 £0,6
apAR + 12A E*AG 0 76,0+ 153 4184 +8,2 19204
apAR + C2198 12A E*AGy 0 99,4+ 16,4 331,6 £ 9,6 152+0,4

Uvedeny jsou priméry ze tri nezavislych pokusii (£ smérodatna odchylka priimeéru).
Hodnotu 100% jsme priradili vzorku s kotransfekovanym oip-adrenoreceptorem

a nemodifikovanym Giia. proteinem po stimulaci L-fenylefrinem.

Vzhledem ktomu, ze Guia byl pfi jednotlivych transfekcich exprimovan
v pon€kud proménlivém mnozstvi, byly za ucelem zkoumdani uUc¢innosti jeho aktivace
oib-adrenoreceptorem jesté pripraveny fuzni konstrukty proteind Ile*>Ala,Glu**AlaGiia

a Cys’Ser,Cys!’Ser,Ile** Ala,Glu?®AlaGi1a s ab-adrenoreceptorem. Oba dva mutanti vazali
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[*H]prazosin s vysokou afinitou (Tab. 4) avkompeti¢nich vazebnych studiich
s [*H]prazosinem vykazovali podobnou afinitu pro agonistu oi-adrenergnich receptort
L-fenylefrin jako ostatni fizni proteiny (Tab.4). Stimulace vazby [*S]GTPyS
L-fenylefrinem  k fuznimu  proteinu  obsahujicimu modifikovany typ  Gna
(ab-adrenoreceptor-1le*Ala,Glu?®AlaGi1a) byla znatelné niz$i nez k fuznim proteintim
obsahujicim nemodifikovany typ Giia nebo Cys’Ser,Cys'’Ser Giio (Tab. 7 a Obr. 14),
asice o vice nez 80% oproti kontrolnimu fuznimu proteinu (aib-adrenoreceptor-Giia).
Nicméné mutace proteinu Giia zabranujicich thioacylaci a zaroven sniZujicich interakci
s By neovlivnily jesté vice negativné L-fenylefrinem stimulovanou vazbu [*S]GTPyS
k fiznim proteiniim. Tedy vazba [**S]GTPyS k proteinu
arb-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!%Ser,Ile?’ Ala,Glu*AlaGiia. nebyla niz$i nez k proteinu

aivb-adrenoreceptor-1le’’ Ala,Glu?*AlaGiio. (Tab. 7 a Obr. 14).

Tab. 7: Vliv mutace vazebného mista pro Py podjednotku a pro thioacylaci
na mnoZstvi navazaného [*S]JGTPyS k jednotlivym faznim proteinim v zavislosti na

stimulaci L-fenylefrinem.

Konstrukt - L-fenylefrin [dpm] + L-fenylefrin [dpm] + L-fenylefrin [%]
aibAR-G0 82,5+234 1716,9 £219,2 100,0 + 12,8
anAR-C*1SG 0 76,6 £17,2 759,2 £ 141,5 442 + 8,2
a1AR-IPA E*°AG 10 72,0+ 17,0 334,6 £ 53,5 19,5+3,1
a1bAR-C*!19S 15 A E2°AG 0, 75,8 £22.4 294,3 +£ 235 17,114

Uvedeny jsou prumeéry ze tri nezavislych pokusii (= smérodatnd odchylka priimeéru).

Hodnotu 100%  jsme priradili nemodifikovanému  fuznimu proteinu

aip-adrenoreceptor-Giio. po stimulaci L-fenylefrinem.

Abychom zjistili, zda bylo v hrubych plazmatickych membranéach stejné mnozstvi
faznich proteind, nanesli jsme na gel vzdy takové mnozstvi vzorku membran, které
odpovidalo 100 fmolim vazebnych mist pro [*H]prazosin piisluinych konstruktd
(aib-adrenoreceptor-Giia, aib-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!°SerGiia, ais-adrenoreceptor-
Ile*Ala,Glu*°AlaGiic  a

Provedli jsme elektroforézu a za pomoci CQ antiséra proti Gqo/Giia detekovali mutanty

aivb-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys'%Ser,Ile?’ Ala,Glu*AlaGi1a).
metodou Western blot. Zaznamenali jsme podobnou uroven exprese konstrukti v kazdém

preparatu (Obr. 15). Fazni protein migroval na elektroforéze jako dva rozdilné prouzky

s molekulovou vahou 105 a 120 kDa. Slepy vzorek pochazel z bunék HEK-293, které¢ jsme
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transfekovali prazdnym vektorem pcDNA3.

V nasledujicim pokusu jsme se zaméfili na zkoumani vlivu hydroxylaminu na
prenos informace mezi aip-adrenoreceptorem a Giio proteinem v souvislosti s vazebnym
mistem Go podjednotky pro Py komplex. Inkubovali jsme tedy v pritomnosti ¢i
nepfitomnosti 0,5 M hydroxylaminu hrubé plazmatické membrany obsahujici 100 fmolta
vazebnych mist pro [*H]prazosin odpovidajicich nasledujicim fiznim proteinim:
aiv-adrenoreceptor-Giia, aib-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys'°SerGiia, —aip-adrenoreceptor-
Ile*>Ala,Glu*’AlaGiia a aiv-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'%Ser,Ile?’ Ala,Glu*’AlaGiia. Tyto
preparaty jsme promyli a stocili na ultracentrifuze (90 000 x g, 30 min, 4°C), nacez
nasledovala imunoprecipitace pomoci CQ antiséra. Jednotlivé imunoprecipitaty
s prislusnymi konstrukty jsme podrobili vazebné studii s [**S]GTPyS v piitomnosti &i
nepfitomnosti L-fenylefrinu v jeho maximalné efektivni koncentraci (100 uM). Jak jiz bylo
feCeno vyse (Tab. 3 a Obr. 6, Tab.S5 a Obr. 12), uimunoprecipitatli obsahujicich
avb-adrenoreceptor-Giia doslo vlivem inkubace s hydroxylaminem ke sniZeni schopnosti
L-fenylefrinu stimulovat vazbu [*>*S]JGTPYS o vice nez 50% (Tab. 8 a Obr. 16). Naopak
pusobeni hydroxylaminu na vzorek hrubych plazmatickych membran odvozenych z bun¢k
exprimujicich aip-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!°SerGiio. konstrukt nemélo zadny velky
vliv (Tab. 5 a Obr. 12, Tab. 8 a Obr. 16). Nebylo piekvapivé, Ze inkubace
s hydroxylaminem  zptisobila pokles vazby [*S]GTPyS k fuznimu proteinu
aip-adrenoreceptor-lle> Ala,Glu*AlaGiia, a sice 0 42%. G-protein v ném obsaZeny nema
mutaci v palmitoylaénim misté a tudiz byl depalmitoylovan plisobenim hydroxylaminu.
Pridatny  efekt  vykazoval hydroxylamin také u  vzorku  exprimujiciho
aib-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'%Ser, Ile?’Ala,Glu*’AlaGiiac protein  a tedy jsme
zaznamenali je$té dalsi signifikantni pokles vazby [*>S]GTPyS k tomuto konstruktu, téméf

0 50% (Tab. 8 a Obr. 16).
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Tab. 8: Vliv hydroxylaminu na mnoZstvi navazaného [*S]GTPyS Kk jednotlivym

fuznim proteiniim v zavislosti na stimulaci L-fenylefrinem.

(3,7+03 [%])

(16,2 + 0,3 [%])

(2,6 £0.2 [%])

Konstrukt Kontrola [dpm] Hydroxylamin [dpm]
- L-fenylefrin + L-fenylefrin - L-fenylefrin + L-fenylefrin
aibAR-Gia 60,2 +£53 1660,8 + 140,7 42,7+44 697,0 + 14,0
3,6£0,3[%] | (100,0+8,5[%] | (2,6+0,3[%]) | (42,0+0,8 [%])
a1bAR-C*19SGy 64,6 £ 14,7 581,7+3.,9 32,5+42 643,6 57,6
(3.9+09[%]D | (35,0+£02[%]) ]| 2,0£0,3[%]) | (38,8+3,5[%)
anAR- IPAE*AG) 542+23 313,4+9,6 443 +3,6 181,1 +17,9
(3,3+0,1[%]) | (189+0,6[%]D | 2,7+0,2[%] | (10,9« 1,1 [%])
apbAR-C*19S I5A E*AGi00 | 61,9+4,9 268,3+4.9 42,8+4,0 139,4+ 5,9

(8,4 + 0,4 [%])

Uvedeny jsou priméry ze tri nezavislych pokusu (£ smérodatna odchylka priiméru).
V zavorce je procentudlni vyjadreni cisla uvedeného nad zavorkou. Hodnotu 100% jsme
hydroxylaminem  neoSetfenému  fuznimu  proteinu

priradili  nemodifikovanému

aiv-adrenoreceptor-Giio. po stimulaci L-fenylefrinem.

Vliv nadbytku podjednotek By na funkéni aktivitu fznich proteinti jsme stanovili
méfenim specifické vazby [*S]GTPyS k piislusnému G-proteinu. V tomto pokusu jsme
pouzili Guia,

s Ile*’Ala,Glu**AlaGiia a s Cys’Ser,Cys!'%Ser,Ile?’ Ala,Glu*’AlaGiia. V HEK-293 buiikich

fazni protein aib-adrenoreceptoru S nemodifikovanym

jsme exprimovali jak samotny fuzni protein aib-adrenoreceptor-Giia (at  uz
nemodifikovany nebo s pfislusnou zménou), tak soucasné s podjednotkami Bi1 a y2. Ze
vzork{l membran obsahujicich stejné mnozstvi vazebnych mist pro [*H]prazosin
odpovidajicich proteinti jsme pfipravili imunoprecipitdit za pouziti CQ antiséra proti
C-termindlnimu dekapeptidu proteint Gqo/Giia. V téchto imunoprecipitdtech jsme
zaznamenali vlivem ou-adrenergniho agonisty L-fenylefrinu vyrazné zvySeni vazby
[**S]IGTPyS u vsech konstruktii koexprimovanych s By podjednotkami. Vazba [*>S]GTPyS
k fiznimu proteinu aiv-adrenoreceptor-Giio. se v pfitomnosti Biy2 zvySila 3,6x oproti
kontrole (stejny fuzni protein za nepfitomnosti Piy2) (Tab. 9 a Obr. 17). Vice nez
Styinasobné zvysenou stimulaci vazby [°S]JGTPyS  za soudasné exprimace Piy2
podjednotek jsme naméfili v imunoprecipitatu s ais-adrenoreceptor-Ile*>Ala,Glu?®AlaGiia.
Podobny

Cys’Ser,Cys'®Ser,lle**Ala,Glu*°AlaGiia,  kde

zaznamenali u avb-adrenoreceptor-

k2,5

vysledek jsme

doslo nasobnému  narustu

v piitomnosti Biy2 oproti kontrole. Je zajimavé, Ze vazba [*>S]GTPyS v imunoprecipitatech
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obsahujicich fizni protein s mutaci ve vazebném misté¢ pro Py dimer se svoji velikosti
v piitomnosti  Piy2 dimeru vyrovnala vazbé [**S]GTPyS k fuznimu proteinu
s nemodifikovanym G-proteinem za nepfitomnosti Pi1y2 dimeru. Zaroven vazba
[**S]IGTPyS v imunoprecipitatech obsahujicich fiizni protein s obéma typy mutace svoji
velikosti v ptitomnosti Piy2 dimeru doséhla 50% vazby [*S]GTPyS k fuznimu proteinu

s nemodifikovanym G-proteinem za neptitomnosti B1y2 dimeru.

Tab. 9: Vliv nadbytku podjednotek Biy2 na vazbu [3S]GTPyS k fiiznim proteinim
s mutaci ve vazebném misté pro Py podjednotku a pro thioacylaci v zavislosti na

stimulaci L-fenylefrinem.

Konstrukt - L-fenylefrin [dpm] | + L-fenylefrin [dpm] | + L-fenylefrin [%o]
aibAR-Gi0 68,3+1,1 1240,1 + 39,7 27,8+ 0,9
aibAR-Gio+ B +v2 1134 +£24 4461,1 £100,8 100,0 £2.3
abAR- 1A E*AG 0 56,6 £ 8,9 2974+ 6,7 6,7+0,1
apbAR-IZA E°AGi0. + B1 + 72 105,1+7.,5 1229,7+ 41,1 27,6 £0,9
a1bAR-C*19S 15 A E*AG 0 56,2+37 234, 7+ 164 53+04
a1,AR-C*19S 12 A E*°AGj04 B1 + 12 109,4 +29,9 581,2+8,2 13,0+£0,2

Uvedeny jsou priméry ze tri nezavislych pokusii (£ smérodatna odchylka priiméru).
Hodnotu 100% jsme priradili nemodifikovanému fuznimu proteinu ais-adrenoreceptor-

G110 soucasné exprimovanému s B1y2 podjednotkami po stimulaci L-fenylefrinem.

Dale néas zajimal vyznam palmitoylaci Gno a interakci Py dimeru s Gua
podjednotkou v souvislosti s lokalizaci této podjednotky v membrané. Abychom na
imunoblotu odlisili overexprimovany Giia protein od endogenniho Giia ¢i Gqa, byl do
konstruktl Giia, Cys’Ser,Cys!'’SerGiia, [le* Ala,Glu*°AlaGiia
a Cys’Ser,Cys!Ser,lle*’Ala,Glu*®AlaGiia.  zainkorporovan modifikovany HA  epitop
(Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala) na pozici mezi aminokyselinami 125 az 130. Uvedené
konstrukty jsme exprimovali v HEK-293 buikach., které jsme nasledn¢ sklidili
a zhomogenizovali. Jader zbaveny homogenat jsme oznacili jako bunécny lyzat, ktery jsme
nadale stocili v ultracentrifuze (90 000 x g, 30 min, 4°C) za Gfelem pfipravy membranové
a cytosolarni frakce. Stejné mnozstvi proteini od kazdé ze tfi frakci jsme poté aplikovali
na gel aprovedli elektroforézu. Na imunoblotu jsme detekovali Giia pomoci anti-HA
protilatek. Kazda forma Giia proteinu s HA epitopem se v podstatném mnozstvi

vyskytovala ve frakci hrubych plazmatickych membran stejné tak jako v bunééném lyzatu
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a cytosolu (Obr. 18). Jako kontrolu jsme pouzili slepy vzorek, ktery pochéazel z bunck
HEK-293 transfekovanych prazdnym vektorem pcDNA3.

5.2. Vliv extrakce cholesterolu na bunécnou lokalizaci Gq0/Gnia

a caveolinu-2

Ve frakcich ziskanych z flota¢niho sachar6zového detergentového gradientu
(24 hod pii 200 000 x g a 4°C), na ktery jsme nanaSeli detergentovy extrakt (1% Triton
X-100) kontrolnich a p-cyklodextrinem ovlivnénych (10 mM, 40 min) hrubych
plazmatickych membran odvozenych od E2MI11 buné€k, jsme detekovali Gqo/Giio
a caveolin-2. Dvanact frakci flota¢niho sachar6zového detergentového gradientu jsme
nanaSeli na 10% gel standardni elektroforézy. Pro detekci elektroforeticky rozdélenych
proteinil jsme pouzivali metodu chemiluminiscence indukované kienovou peroxidazou.

Distribuce G-proteinti Gqo/Giio a caveolinu-2 je na zaklad¢ jejich chovani pfi
flotaci v hustotnim sachar6zovém gradientu odlisSna. Velka cast Gqo/Giio proteini za
kontrolnich podminek flotuje do vysokodenznich oblasti gradientu. Pomér mnoZzstvi téchto
G-proteinti ve frakcich s nizkou a vysokou hustotou sachardzy je 1:5,3. U caveolinu-2 je
pomér obraceny, 3,5:1.

Utinek B-cyklodextrinu na distribuci Gqo/Giio a caveolinu-2 podél sachardézového
gradientu lze souhrnné popsat tak, ze B-cyklodextrin snizuje obsah téchto signalnich
molekul v detergent-rezistentnich membranovych doménach (Obr. 19 a 20). Tento
vysledek 1ze dokumentovat jako snizeni hladin téchto bilkovin ve flotujicich frakcich 4 - 7,
kter¢ detergent-rezistentni domény obsahuji.

Degradace detergent-rezistentnich membranovych domén vlivem B-cyklodextrinu
azni vyplyvajici snizeni v obsahu signalnich molekul ve flotujicich frakcich s nizkou
hustotou (frakce ¢. 4 - 7) by se teoreticky méla projevit jako zvySeni obsahu téchto
bilkovin v neflotujici ¢asti gradientu (frakce ¢. 8 - 12). Tato cast gradientu obsahuje
solubilni bilkoviny, které neflotuji do hornich ¢asti gradientu jako DRMs. V nasem piipadé
by se jednalo o B-cyklodextrinem solubilizované Ga podjednotky a caveolin-2. V této
souvislosti je vSak tfeba fici, ze solubilni, vysokodenzni frakce (¢. 8 - 12) obsahuji vysoky
signal pfislusSnych G-proteinii jiz za kontrolnich podminek. Relativné¢ malou zménu

(zvyseni), kterd je navozena podanim B-cyklodextrinu, je proto velmi obtizné detekovat.

79



Vyse uvedené poznamky vysvétluji nase pozorovani, resp. vysledky znazornéné v Tab. 10
ana Obr. 19.

Vlivem inkubace s B-cyklodextrinem doslo ke snizeni v obsahu proteind Gqo/Giia
ve vSech frakcich sachar6zového gradientu s nizkou hustotou z 15,8% na 2,9% (soucet
frakci 4 - 7). Naopak v neflotujici ¢asti gradientu jsme po inkubaci s B-cyklodextrinem
zaznamenali narast v obsahu tohoto G-proteinu, a sice z 84,2% na 107,0% (soucet frakci

8 - 12) (Tab. 10 a Obr. 19).

Tab. 10: Zmény vobsahu Gq0/Gnioe (%) v jednotlivych frakcich flota¢niho

sacharozového detergentového gradientu.

frakce 1 2 3 4 5 6
kontrola [%] 0,0 0,0 0,0 20+14 | 58+1,6 | 6,4+1,3
B-CD [%] 0,0 0,0 0,0 0,1+0,1 | 2,8+1,0 0,0
frakce 7 8 9 10 11 12 soucet frakei 1 - 12 [%)]
kontrola [%] 1,604 |17,0+1,4|21,5+29|17,1+1,5|15,1+£0,6|13,5+2.2 100,0
B-CD [%l] 0,0 204+3,6|27,1+28|263+£25|18,6+14|147+£29 110,0

Obsah Gga/G1io. proteinu v jednotlivych frakcich sachardozového gradientu je vyjadien
jako % z celkového signalu detekovaného ve vsech frakcich dohromady. Hodnotu 100%
jsme priradili celkovéemu signalu ve vsech frakcich hustotniho gradientu v kontrolnim
vzorku. Celkové mnozstvi bilkovin aplikovanych na gradient bylo 14,5 mg/ml (15 x 80 cm?

kultivacnich lahvi). Do jedné jamky u elektroforézy jsme aplikovali 20 ul sachardzoveé

frakce. Uvedeny jsou priméry dat ziskanych ze tri nezavislych pokusii (+ smérodatna

odchylka pruméru).

ZvySeni v obsahu caveolinu-2 ve vysokohustotnich frakcich v B-cyklodextrinem
oSetfenych vzorcich bylo zcela jednoznacné. Tento vysledek je logickym diisledkem
zjisténi, ze DRMs obsahuji za kontrolnich podminek vysoky obsah této markerové
bilkoviny. Jednalo se o 77,6% (soucet frakci 4 - 7) (Tab. 11 a Obr. 20). Obsah caveolinu-2
v DRMs klesnul po podani B-cyklodextrinu na 38,1%. Neni proto ptekvapenim, Ze vzestup
B-cyklodextrinem solubilizované formy této bilkoviny, ktera byla detekovana ve
vysokodenznich frakcich, se podafilo celkem ptesvédcivé prokazat. Konkrétné jsme

zaznamenali narist z 22,4% na 36,4% (soucet frakci 8 - 12).
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Tab. 11: Zmény v obsahu caveolinu-2 (%) v jednotlivych frakcich flota¢niho

sacharo6zového detergentového gradientu.

frakce 1 2 3 4 5 6
kontrola [%] 0,0 0,0 0,0 23+£1,7 | 40,5+6,5 | 13,1 +£0,8
B-CD [%] 0,0 0,0 0,0 1,8+1,8 | 31,7+3,6 | 3,8+£2,5
frakce 7 8 9 10 11 12 soucet frakei 1 - 12 [%)]
kontrola [%] | 1,1 £1,1 | 81+£10| 74+0,6 | 57+1,1 | 1,2+0,3 0,0 100,0
B-CD [%] |0,7+0,7]|8,5+2,7|122+0,7]103+1,1]| 3,8£23 | 1,6+1,6 74,4

Obsah caveolinu-2 v jednotlivych frakcich sacharozového gradientu je vyjadien jako %
z celkového signalu detekovaného ve vsech frakcich dohromady. Hodnotu 100% jsme
priradili celkovému signalu ve vsech frakcich hustotniho gradientu v kontrolnim vzorku.
Celkové mnozstvi bilkovin aplikovanych na gradient bylo 14,5 mg/ml (15 x 80 cm’

kultivacnich lahvi). Do jedné jamky u elektroforézy jsme aplikovali 20 ul sacharozove

frakce. Uvedeny jsou primery dat ziskanych ze tri nezavislych pokusii (+ smerodatna

odchylka pruméru).

Vysledky této Casti mé experimentalni prace je mozné jednoznacné uzaviit tak, ze
B-cyklodextrin nici strukturu membranovych domén. Tyto struktury pak nejsou schopny
flotovat na sachar6zovém gradientu do oblasti s nizkou hustotou. Nasledné dochdzi v této
oblasti hustotniho gradientu i1 k poklesu v obsahu signalnich molekul (Gqo/Giia,
caveolin-2), které jsou zde za normalnich okolnosti, tedy za neptitomnosti B-cyklodextrinu,

lokalizovany.

5.3. Casovy priibéh solubilizace G-proteini tfidy G,a/Gnia

HEK-293 bunky exogenné exprimujici ve vysokém mnozstvi TRH receptor a mysi
Gna (klon E2M11) jsme inkubovali s 10 uM TRH po riizné dlouhou dobu, a sice 0 min,
10 min, 30 min, 1 hod, 2 hod, 4 hod a 16 hod. Kontrolni a ovlivnéné bunky E2M11 jsme
sklidili postupem uvedenym v ¢asti Material a metody. Bunécny pelet jsme dikladné
zhomogenizovali a po jeho lehkém stoceni jsem vysledny postnukledrni supernatant
podrobili vysokorychlostni ultracentrifugaci (250 000 x g, 2 h, 4°C). Ziskany supernatant

odpovidal cytosolarni (rozpustné) bunécné fazi. Proteiny v ném obsazené byly vysrazeny
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a zakoncetrovany pomoci TCA kyseliny a nasledné rozd€leny podle svého izoelektrického
bodu (1. dimenze) a relativni molekulové vahy (2. dimenze 2D elektroforézy). Pro detekci
elektroforeticky rozdélenych proteini Gqo/Grio jsme pouzili metody western blot
a chemiluminiscence indukované kifenovou peroxidazou se specifickou anti-Gqa/Giia
protilatkou orientovanou proti C-termindlnimu dekapeptidu proteintt Gqo a Giia. Signal
proteinii na imunoblotech jednotlivych geld (intenzita zC€ernani) jsme denzitometricky
nasnimali a nasledné analyzovali a kvantifikovali softwarem PDQuest. Program PDQuest
urcil hodnoty intenzit jednotlivych skvrn analyzou vSech blotl ze ¢tyf nezavislych pokust.
Nejdiive byly na blotu rozliSeny jednotlivé skvrny. Ty byly ndsledné¢ porovnany mezi
pokusy a vramci jednoho Casového intervalu hormondlni inkubace k sobé navzijem
ptifazeny. Nakonec byly stanoveny konkrétni hodnoty intenzit signalu kazdé jednotlivé
skvrny. Software hodnoti dané bloty podle jednoho nami zvoleného parametru, takze je
zaru¢ena porovnatelnost vzorki jak v rdmci jednoho pokusu tak mezi jednotlivymi pokusy.

Maly signal dvou solubilnich Gqo/Giia proteind jsme pozorovali jiz v kontrolnich,
hormonem neovlivnénych buiikach (skvrny 7 a 8) (Obr. 21A). S postupné se prodluzujici
dobou hormonalni inkubace jsme v rozpustné (cytosolarni) frakci ziskané¢ z E2M11 bunék
byli schopni zaznamenat zvysujici se intenzitu jednotlivych imunoreaktivnich skvrn spolu
se zvySujicim se poctem detekovanych proteini (Obr. 21). Hormonalni stimulace po dobu
10 a 30 min vedla ke zvySeni intenzit skvrn 7 a 8 a zaroven k vyskytu nové, tieti skvrny
(skvrna 3) (Obr. 21B a 21C). Po 2 hod jsme na imunoblotu identifikovali dvé velké
(skvrny 7 a 8) a tfi mensi proteiny Gqo/Giia (skvrny 3, 5 a 6) (Obr. 21E). Pti delSich
casovych intervalech s TRH (vice nez 2 hod) jsme zaznamenali vyrazny narist
imunoreaktivniho signilu odpovidajicimu proteinim Gqo/Giia (Obr. 21E, 21F a 21G).
Porovnanim dat ziskanych z pokusii s rtiznou délkou inkubace s TRH jsme zjistili, Ze
k maximalnimu nartistu mnozstvi Gqo/G1ia v solubilni frakci doslo po 16 hod hormondlni
stimulace (Obr. 21G). Vtomto c¢asovém bod¢ jsme mohli rozliSit osm zietelnych
imunoreaktivnich proteinii, 2 velké (skvrny 7 a 8) a 6 menSich (skvrny 1 - 6), které
odpovidaly exogenné i endogenné exprimovanému mysSimu proteinu Giio a endogennimu
lidskému Giia a Gga. Celkova intenzita téchto skvrn byla 15x vyS$i nez intenzita

celkového imunoreaktivniho signalu u kontrolnich bun¢k (Tab. 12 a Obr. 22).
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Tab. 12: Kvantitativni analyza solubilizace proteini Gq0/G110 v zavislosti na délce

hormonalni inkubace.

Cas [hod] 0 0,12 0,5 1 2 4 16

Skvrna 1 [a.u.] ND ND ND ND ND 43349 25902
Skvrna 2 [a.u.] ND ND ND ND ND ND 10009
Skvrna 3 [a.u.] ND ND 8004 1284 4693 30034 37508
Skvrna 4 [a.u.] ND ND ND ND ND ND 35439
Skvrna 5 [a.u.] ND ND ND 813 4920 40712 57748
Skvrna 6 [a.u.] ND ND ND ND 1797 951 51661
Skvrna 7 [a.u.] 1096 6489 76636 50915 64409 136745 215707
Skvrna 8 [a.u.] 2368 9884 27987 17678 28849 29987 79901
Suma [a.u.] 3463 16373 112626 70689 104668 281778 513876
Suma [%] 100 473 3252 2041 3022 8136 14837

Data ukazuji priimérné hodnoty imunoreaktivnich signalii az osmi detekovanych skvrn ze
Ctyr nezavislych pokusii v kazdém casovém bodé hormondlni stimulace. Celkovy signal
v kontrolnich, hormonem neovlivnénych bunkach (100%) je srovnadn s celkovym signdlem
v§ech skvrn detekovanych po 0,12 hod, 0,5 hod, 1 hod, 2 hod, 4 hod a 16 hod TRH.
Intenzity skvrn 1- 8 vTab. 12 odpovidaji intenzitim skvin 1 - 8 na Obr. 22. ND,

nedetekovatelny, a.u., arbitrarni jednotky.

vvvvvv

velmi nizka (Kim a kol., 1994; Matousek akol., 2004, 2005). Skvrny s nejsiln¢j$im

signdlem (7 a8) tedy snejvétsi pravdépodobnosti odpovidaji  exogenné
overexprimovanému mysSimu G, piipadné lidskému endogennimu Giia ¢ Gqo.
Relativni molekulova vaha vSech nami detekovanych proteinti je stejnd a pohybuje se
okolo 40 kDa. Naopak jejich hodnota pl, kterou jsme urcili z elektrofokusacnich dat, se
lisi. pI dvou hlavnich skvrn 7 a 8 se nachazi v rozmezi 5,7 az 5,9. pl ostatnich skvrn se
priblizuje hodnotam 5,6 az 5,8. Proteiny tak vytvareji na 2D gelu charakteristicky vzorec
fetézce (tzv. train pattern), kde jsou skvrny na gelu uspotfadany v jedné vodorovné linii
atudiz maji shodnou relativni molekulovou vahu ale rozdilné pl. Tyto skvrny pak
predstavuji takové bilkoviny, ukterych je jejich primdrni struktura posttranslacné
kovalentné modifikovana riznymi funkénimi skupinami. Mtizeme tedy predpokladat, ze
skvrny na imunoblotu pfedstavuji proteiny Gqa a Giia a jejich izoformy, které jsou riiznym
stupném nebo na rtznych mistech glykozylované, fosforylované a/nebo vybaveny

mastnymi kyselinami jako je napft. kyselina palmitova.
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Obr. 4. Vliv mutace vazebného mista pro thioacylaci na mnoZstvi [*>S|GTPyS
navazaného  kproteinu  Cys’Ser,Cys'’SerGria v zavislosti na  stimulaci
L-fenylefrinem. Buiikky HEK-293 jsme transfekovali bud’ prazdnym vektorem pcDNA3
(slepy vzorek neboli mock) nebo vektorem pcDNA3 kodujicim samotny
av-adrenoreceptor (aivAR) nebo je kotransfekovali vektory pcDNA3  kodujicimi
am-adrenoreceptor a  Gua (abAR  +  Gua) nebo  Cys’Ser,Cys'%SerGiia
(a1bAR + C*1°SGi1a). Membrany ztéchto bunék jsme podrobili vazebnému pokusu
s [**S]GTPyS v absenci (bilé) &i piitomnosti (¢erné sloupce) 100 pM L-fenylefrinu. Vzorky
jsme poté imunoprecipitovali pomoci CQ antiséra a vazbu [*>S]GTPYS jsme zméfili
kapalnou scintila¢ni spektrometrii. Uvedeny jsou praméry ze tii nezavislych pokusi
(£ smérodatna odchylka priméru). Signifikantni rozdil hodnot urceny parovym

Studentovym t-testem je znacen *, ** nebo ***.
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Obr. 5: Detekce Cys’Ser,Cys!’SerGiia proteinu na imunoblotu. Jader zbaveny bunéény
lyzat odpovidajici vzorkim z Obr. 4 [konkrétné mock, aib-adrenoreceptor + Giia
(aibAR + Giia) a Cys’Ser,Cys!°SerGiio. (aibAR + C>'°SGiia)] jsme rozdélili na
cytosolarni a membranovou frakci vysokorychlostni centrifugaci. Stejné mnozstvi proteint
od kazdé frakce jsme podrobili elektroforéze a imunodetekci za pouziti antiséra CQ.

Endogenné exprimované proteiny Giia 1 Gqo byly timto sérem také detekovany.
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Obr. 6: Vliv depalmitoylace zpiisobené hydroxylaminem na mnoZstvi navazaného
[*>*SIGTPyS k flznimu proteinu ajn,-adrenoreceptor-Gi10. v zavislosti na stimulaci
L-fenylefrinem. Bunky HEK-293 byly transfekovany fuznim  proteinem
avadrenoreceptor-Giio. Membrany z téchto bunék inkubované s hydroxylaminem (tmavé)
a membrany kontrolni (svétlé sloupce) jsme podrobili vazebnému pokusu s [*>S]GTPyS
v absenci (hladké) ¢i pfitomnosti (teCkované sloupce) 100 uM L-fenylefrinu. Vzorky
membran obsahovaly 100 fmol vazebnych mist pro [*H]prazosin odpovidajiciho proteinu.
Preparaty jsme imunoprecipitovali pomoci CQ antiséra a vazbu [**S]GTPyS jsme zméfili
kapalnou scintilacni spektrometrii. Uvedeny jsou priméry ze tfi nezavislych pokust
(+ smérodatnd odchylka priméru). Signifikantni rozdil hodnot uréeny parovym

Studentovym t-testem je znaCen *, ** nebo ***,
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Obr. 7: Vliv inkubace shydroxylaminem na lokalizaci fuzniho proteinu
aipadrenoreceptor-Grio  (01bAR-G110) v bunice. Jader zbaveny bunécny lyzat
odpovidajici vzorku z Obr. 6 jsme rozdélili na cytosolarni a membranovou frakci
vysokorychlostni centrifugaci. Stejné mnozstvi proteini od kazdé frakce jsem podrobili
elektroforéze a imunodetekci za pouziti antiséra CQ. Endogenné exprimované proteiny
Giia 1Gqo byly timto sérem také detekovany. (B) Aplikace delSi doby expozice

solubilniho vzorku na film.
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Obr. 8: Afinita antagonisty oi-adrenergnich receptori [*H]prazosinu

k aip-adrenergnimu receptoru v saturaénich vazebnych studiich. HEK-293 buiiky jsme
za ulelem exprese fuzniho proteinu aiv-adrenoreceptor-Giio (A),
(B),
Cys’Ser,Cys!'’SerGiia (C), Cys**3Ala,Cys**’Alaoib-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'’SerGiia
(D), (E)
aivb-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!%Ser,Ile?’ Ala,Glu*AlaGiia (F). Radioaktivitu jsme poté

transfekovali
Cys*®Ala,Cys**’ Alaoib-adrenoreceptor-Giia arv-adrenoreceptor-

aiv-adrenoreceptor-1le** Ala,Glu?*AlaGi 1o nebo

zm¢éfili kapalnou scintilacni spektrometrii. Uvedeny jsou prameéry triplikat (+ smérodatna
odchylka primeéru) z jednoho reprezentativniho eseje s pfisluSnymi Bmax a Ka. Dalsi tii

nezavislé pokusy vykazovaly podobna data.
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Obr. 9: Afinita agonisty ai-adrenergnich receptori L-fenylefrinu k ap-adrenergnimu
receptoru v kompeti¢nich vazebnych studiich s [*H]prazosinem. HEK-293 buiky jsme
transfekovali za ucelem exprese fuzniho proteinu oaiv-adrenoreceptor-Giio (A),
Cys**Ala,Cys**’Alaaip-adrenoreceptor-Giio (B), aib-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys!’SerGiia (C), Cys**>Ala,Cys**’Alaais-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!°SerGiia
(D), arv-adrenoreceptor-Ile?> Ala,Glu*AlaGiio (E) nebo ab-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys'’Ser,Ile*’Ala,Glu*®AlaGiia. (F). Radioaktivitu jsme poté zmé&fili kapalnou
scintilacni spektrometrii. Uvedeny jsou praméry triplikati (= smérodatnd odchylka
pruméru) z jednoho reprezentativniho eseje s prislusnou Ki. Dalsi tii nezavislé pokusy

vykazovaly podobné data.
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Obr. 10: Vliv mutaci vazebnych mist pro thioacylaci u Giia a u ap-adrenoreceptoru
na mnoZstvi [*S|GTPyS navazaného k jednotlivym fliznim proteiniim v zavislosti na
stimulaci L-fenylefrinem o rizné koncentraci. HEK-293 bunky jsme transfekovali za
ucelem exprese fuzniho proteinu aib-adrenoreceptor-Giioo  (prazdna kolecka) nebo
Cys*®Ala,Cys**’ Alaaib-adrenoreceptor-Giio.  (plnd  koleka) nebo aiv-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys!'’SerGiia (prazdné ¢&tverce) nebo Cys*®*Ala,Cys**’Alacib-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys'%SerGiio. (plné &tverce). 100 fmolti konstruktu jsme pouzili pro zméfeni
vazby [*S]GTPyS v pfitomnosti rtizné koncentrace L-fenylefrinu. Vzorky jsme poté
imunoprecipitovali pomoci CQ antiséra a vazbu [**S]GTPyS jsme zméiili kapalnou
scintilaéni spektrometrii. Uvedeny jsou pruméry triplikdti (+ smérodatnd odchylka
priméru) zjednoho pokusu. Dalsi tfi nezavislé pokusy vykazovaly podobna data. B,

bazélni vazba v nepfitomnosti  L-fenylefrinu.
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Obr. 11: Detekce proteinu Giio v membranovych frakcich na imunoblotu. Jader
zbaveny  bunéfny  lyzadt  obsahujici  aib-adrenoreceptor-Giia  (abAR-Giia),
Cys*®Ala,Cys**’ Alaoib-adrenoreceptor-Giio (C***¢’AaibAR-Grial), aub-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys'’SerGiia (aibAR-C*1°SGiia) nebo Cys***Ala,Cys®*$’Alacib-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys'®SerGiia.  (C**37AaibAR-C*'°SGri0)  jsme rozdélili na cytosolarni
a membranovou frakci vysokorychlostni centrifugaci. Hrubé plazmatické membrany
obsahujici 100 fmold vazebnych mist pro [*H]prazosin odpovidajicich vyse uvedenym
konstruktiim jsme podrobili elektroforéze a Western blotu za pouziti antiséra CQ. Slepy
vzorek (mock) pochézel z bunck HEK-293, které jsme transfekovali prazdnym vektorem

pcDNA3.
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Obr. 12: Vliv depalmitoylace zpiisobené hydroxylaminem ¢i mutaci prisluSného
proteinu na mnoZstvi navazaného [*S|GTPyS K jednotlivym faznim proteinim
v zavislosti na stimulaci L-fenylefrinem. HEK-293 buiiky jsme transfekovali za uc¢elem
exprese  fuznitho  proteinu  aiv-adrenoreceptor-Giia (uibAR-G110)  nebo
Cys*®Ala,Cys**’Alaoib-adrenoreceptor-Gria. — (C**2¢’AaibAR-G11ia)  nebo Ol1b-
adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys'’SerGiia (aibAR-C*1°SGi1a) nebo Cys**>Ala,Cys**’Alaauib-
adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'’SerGiia (C395367 Aaib AR-C*1SGr101). Plazmatické
membrany z té€chto bunék jsme inkubovali v pfitomnosti (tmavé) ¢i nepiitomnosti (svétlé
sloupce) hydroxylaminu. Membrany s vySe uvedenymi konstrukty obsahujici 50 fmoll
vazebnych mist pro [*H]prazosin jsme podrobili vazebnému pokusu s [*S]GTPyS
v absenci (hladké) ¢i pfitomnosti (teCkované sloupce) 100 pM L-fenylefrinu. Vzorky jsme
poté imunoprecipitovali pomoci CQ antiséra a vazbu [*>S]GTPyS jsme zméfili kapalnou
scintilaéni spektrometrii. Uvedeny jsou praméry triplikdt (+ smérodatnd odchylka
praméru) zjednoho eseje. Dalsi tii nezavislé pokusy vykazovaly podobnd data.
Signifikantni rozdil hodnot ur¢eny parovym Studentovym t-testem je znacen *, ** nebo

*#% NS, nesignifikantni.

92



3000

skksk
kkock
‘T 2500 - | |
_§-‘ | kkosk |
w2000 -
~
=
o 1500 -
7
-y 1000 -
)
N
§ 500 -
0 —/ ™ . . i ._
L-fenylefrin -+ -+ -t - *
N7 N N Nz
O“\ 00 00 O“\
* ,S% «?V '\?V

g & o %

N K A@V @V

N & I\ \.\

X * &
é&e Q Q’
Q‘\
ol
&

Obr. 13. Vliv mutace vazebného mista pro Py podjednotku a pro thioacylaci
na mnoZstvi navazaného [3S]GTPyS Kk jednotlivym modifikovanym G-proteinim
v zavislosti na stimulaci L-fenylefrinem. Buitky HEK-293 jsme kotransfekovali vektory
pcDNA3  kodujicimi  aiv-adrenoreceptor a  Giia (abAR  +  Gria)  nebo
Cys’Ser,Cys'%SerGiio.~ (wbAR  +  C*!9SGiia) nebo  Ile*Ala,Glu*’AlaGiia
(a1bAR + 1A, E*AG110) nebo Cys’Ser,Cys!’Ser,Ile*> Ala,Glu?®AlaGi1 10
(a1bAR + C*19S 1A E°AG110)). Membrany z téchto bungk, exprimujici stejné mnoZzstvi
vazebnych mist pro [*H]prazosin, jsme podrobili vazebnému pokusu s [>>S]GTPyS
v absenci (bil¢) ¢i pfitomnosti (Cerné sloupce) 100 uM L-fenylefrinu. Vzorky jsme poté
imunoprecipitovali pomoci CQ antiséra a vazbu [**S]JGTPyS jsme zméiili kapalnou
scintila¢ni spektrometrii. Uvedeny jsou priameéry ze tii nezavislych pokust (+ smérodatna
odchylka priméru). Signifikantni rozdil hodnot uréeny parovym Studentovym t-testem je

znacen *, ** nebo ***,
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Obr. 14: Vliv mutace vazebného mista pro Py podjednotku a pro thioacylaci
na mnoZstvi navazaného [*S]GTPyS k jednotlivym faznim proteinim v zavislosti na
stimulaci L-fenylefrinem (A) V HEK-293 buikach jsme exprimovali fizni protein
aivb-adrenoreceptoru a vzdy jednoho z nasledujicich G-protein: nemodifikovany Giia
(a1bAR-G11a),  Cys’Ser,Cys'°SerGiio.  (abAR-C*1°SGiia),  Ile*Ala,Glu*®AlaGiio
(a1bAR-I®A E*AG11a1) nebo Cys’Ser,Cys!’Ser,Ile*> Ala,Glu?®AlaGi 1o (aibAR-
C>19S 1A E*AG110). Membrany s vyse uvedenymi konstrukty obsahujici 100 fmol{
vazebnych mist pro [*H]prazosin jsme pouzili k méfeni bazilni (bilé) nebo 100 uM
L-fenylefrinem stimulované (Serné sloupce) vazby [*>S]GTPyS k flznimu proteinu.
Uvedeny jsou praméry ze tii nezavislych pokust (+ smérodatnd odchylka priméru).
Signifikantni rozdil hodnot uréeny parovym Studentovym t-testem je znacen *, ** nebo

**% NS, nesignifikantni.
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Obr. 15: Detekce proteinu Guio v membranovych frakcich na imunoblotu. Jader
zbaveny  bunéfny  lyzadt  obsahujici  aib-adrenoreceptor-Giia  (avAR-Gria),
ab-adrenoreceptor-Cys’Ser,Cys!'SerGiia (abAR-C*1°SGi101), aiv-adrenoreceptor-
Ile*’Ala,Glu*°AlaGiio (a1bAR-I® A E*AG110) nebo atb-adrenoreceptor-
Cys’Ser,Cys!’Ser,Ile* Ala,Glu*®AlaGiio. (aibAR-C*!19S,12°A E*AG110) jsme rozdélili na
cytosolarni a membranovou frakci vysokorychlostni centrifugaci. Hrubé plazmatické
membrany obsahujici 100 fmoli vazebnych mist pro [*H]prazosin odpovidajicich vyse
uvedenym konstruktim jsme podrobili elektroforéze a Western blotu za pouziti antiséra
CQ. Slepy vzorek (mock) pochézel z bun¢k HEK-293, které jsme transfekovali prazdnym
vektorem pcDNA3.
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Obr. 16: Vliv hydroxylaminu na mnoZstvi navazaného [*S]JGTPyS Kk jednotlivym
fuznim proteiniim v zavislosti na stimulaci L-fenylefrinem. HEK-293 buiiky jsme
transfekovali za ucelem exprese flzniho proteinu aiv-adrenoreceptor-Giio (aibAR-Giia),
Cys’Ser,Cys'’SerGiia (aibAR-C*1°SGiia), 1le**Ala,Glu**AlaGiia (b AR-I1PAE°AG11a)
nebo Cys’Ser,Cys!Ser,Ile?*’ Ala,Glu**AlaGiia (a1bAR-C*1°S 1A, E*AG110). Plazmatické
membrany z téchto bunék jsme inkubovali v pfitomnosti (tmavé) ¢i nepifitomnosti (svétlé
sloupce) hydroxylaminu. Membrany s vysSe uvedenymi konstrukty obsahujici 100 fmoll
vazebnych mist pro [*H]prazosin jsme podrobili vazebnému pokusu s [*>S]GTPyS
v absenci (hladké) ¢i pfitomnosti (teCkované sloupce) 100 pM L-fenylefrinu. Vzorky jsme
poté imunoprecipitovali pomoci CQ antiséra a vazbu [*>S]GTPyS jsme zméfili kapalnou
scintilacni spektrometrii. Uvedeny jsou priméry ze tii nezavislych pokust (= smérodatna
odchylka priméru). Signifikantni rozdil hodnot uréeny parovym Studentovym t-testem je

znacen *, ** nebo ***. NS, nesignifikantni.
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Obr. 17: Vliv nadbytku podjednotek Biy2 na vazbu [3S]GTPyS k faznim proteinim
s mutaci ve vazebném misté pro Py podjednotku a pro thioacylaci v zavislosti na
stimulaci L-fenylefrinem. V HEK-293 bunkéich jsme exprimovali fuzni protein
aivb-adrenoreceptoru a vzdy jednoho z nasledujicich G-proteinti: nemodifikovany Giia
(a1bAR-G1100), lle*Ala,Glu*’AlaGiio (a1bAR-I? A E*AG110)
nebo Cys’Ser,Cys!®Ser,lle”’Ala,Glu*AlaGiia.~ (01bAR-C*19S,12°AE*AG1ia).  Tyto
mutanty jsme exprimovali jak samotné tak v kombinaci s podjednotkami Bi ay2. Hrubé
plazmatické membrany s vySe uvedenymi konstrukty obsahujici 100 fmold vazebnych mist
pro [*H]prazosin byly pouzity k méfeni bazilni (bilé) nebo 100 uM L-fenylefrinem
stimulované (Serné sloupce) vazby [*S]GTPyS k fuznimu proteinu. Vzorky jsme poté
imunoprecipitovali pomoci CQ antiséra a vazbu [**S]JGTPyS jsme zméiili kapalnou
scintila¢ni spektrometrii. Uvedeny jsou pruméry ze tii nezavislych pokusi (= smérodatna
odchylka priméru). Signifikantni rozdil hodnot uréeny parovym Studentovym t-testem je

znacen *, ** nebo ***,
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Obr. 18: Detekce fuznich konstruktii s inkorporovanym HA epitopem v jednotlivych
bunéénych frakcich na imunoblotu. Nemodifikovany Giia (1), Cys’Ser,Cys!°SerGiia
(2), lle®Ala,Glu*AlaGiio. (3) a Cys’Ser,Cys!’Ser,lle*’Ala,Glu?®AlaGiia. (4) byly
modifikovany zavedenim HA epitopu. Modifikované konstrukty jsme exprimovali
v HEK-293 bunkach. Frakce 5 piedstavuje slepy vzorek (mock) pochazejici z bunék
HEK-293, které jsme transfekovali prazdnym vektorem pcDNA3. Jader zbaveny bunécny
lyzat (A) ztéchto bunék jsme centrifugaci rozdélili na membranovou (B) a cytosolarni
frakci (C). Stejné mnozstvi proteini od kazdé frakce jsem podrobili elektroforéze

a imunodetekci za pouziti protilatky pro HA epitop.
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Obr. 19: Detekce Gq0/Gria ve frakcich flotaéniho sacharézového detergentového
gradientu u E2M11 bunék a jeho zmény v distribuci po piisobeni B-cyklodextrinu.
Kontrola (A), B-cyklodextrin (10 mM, 40 min) (B), grafické zndzornéni dat z imunoblotu
A a B (C). Uvedeny jsou pruméry dat (= smérodatnd odchylka priméru) ziskanych ze tii
nezavislych pokusii. Signifikantni rozdil hodnot ur€eny neparovym Studentovym t-testem
je znacen *, ** nebo *** 1 - 12, frakce flotacniho sachar6zového detergentového

gradientu (20 pl vzorku).
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Obr. 20: Detekce caveolinu-2 ve frakcich flotaCniho sacharézového detergentového
gradientu u E2M11 bunék a jeho zmény v distribuci po piisobeni B-cyklodextrinu.
Kontrola (A), B-cyklodextrin (10 mM, 40 min) (B), grafické zndzornéni dat z imunoblotu
A a B (C). Uvedeny jsou priméry dat (+ smérodatna odchylka priméru) ziskanych ze tti
nezavislych pokust. Signifikantni rozdil hodnot ur¢eny neparovym Studentovym t-testem
je znacen *, ** nebo *** 1 - 12, frakce flotatniho sachar6zového detergentového

gradientu (20 pl vzorku).
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Obr. 21: PDQuest obrazky znazornujici na 2D gelu rozliSené solubilni formy
Gq0/Grio proteinii v prubéhu ¢asu inkubace s TRH. Kontrolni (A) a hormonem
[10 uM TRH; 0,12 hod (B), 0,5 hod (C), 1 hod (D), 2 hod (E), 4 hod (F) a 16 hod (G)]
ovlivnéné bunky HEK-293 buiky (klon E2M11) jsme sklidili a zhomogenizovali
zpusobem uvedenym v ¢asti Material a metody. Solubilni (cytosolarni) bunécnou frakei
jsme pfipravili centrifugaci postnukledrniho supernatantu po dobu 2 hod pii 250 000 x g
a 4°C. Rozpustné cytosoldrni proteiny jsme rozliSili na 2D elektroforéze a proteiny
Gqo/G11a jsme detekovali metodou imunoblot za pouziti CQ protilatky. Tyto obrazky byly
umeéle vytvoreny programem PDQuest podle naskenovanych reprezentativnich imunoblot

se signaly jednotlivych proteind.
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Obr. 22: Solubilizace proteini Gq0/G110. v zavislosti na délce hormonalni inkubace.
Kontrolni a hormonem (10 uM TRH; 0,12 hod, 0,5 hod, 1 hod, 2 hod, 4 hod a 16 hod)
ovlivnéné bunky HEK-293 buiky (klon E2M11) jsme sklidili a zhomogenizovali
zptisobenym uvedenym v ¢asti Material a metody. Solubilni (cytosolarni) buné¢nou frakci
jsme pfipravili centrifugaci postnukledrniho supernatantu po dobu 2 hod pii 250 000 x g
a4°C. Rozpustné cytosolarni proteiny jsme rozliSili na 2D elektroforéze a proteiny
Gqo/Giioe jsme detekovali metodou imunoblot za pouziti CQ protilatky. Vysledky
znazoriiuji pramérnou intenzitu imunoreaktivnich skvrn (vyjadienou v arbitrarnich
jednotkéach) ziskanou ze Ctyf nezavislych experimentli v kazdém casovém intervalu

inkubace s TRH.
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6. DISKUZE

6.1. Vyznam palmitoylace a interakci a podjednotky s fy dimerem pro

funk¢ni sprazeni mezi aip-adrenoreceptorem a Gio proteinem

Palmitoylace neboli thioacylace je bézna posttransla¢ni modifikace (Wedegaertner,
1998; Chen a Manning, 2001; Qanbar a Bouvier, 2003). Vzhledem k jeji dynamicnosti
aregulovatelnosti poskytuje prosttedky k modulaci protein-proteinovych interakci
a k asociaci jinak v podstaté solubilnich polypeptidii s membranou. a podjednotka vSech
heterotrimernich G-proteini obsahuje nejméné jeden cysteinovy zbytek blizko svého
N-konce, ktery je mistem pro posttransla¢ni palmitoylaci. Zda je dany cystein acylovan ¢i
ne, je Casto dynamicky regulovano aktivaci (Svoboda a kol., 1996; Drmota a kol., 1998b;
Wedegaertner, 1998; Chen a Manning, 2001). Navic dvojitd palmitoylace, vyskytujici se
u ptibuznych G-proteini Gqoo a Giia, je Casto spojovana s ukotvenim polypeptidd do
oblasti membrany bohatych na sfingolipidy a cholesterol nazvanych lipidické rafty ¢i
detergent-rezistentni membranové domény (DRMs) (Wedegaertner, 1998; Chen
a Manning, 2001). Pfevazné vétSina receptorti sprazenych s G-proteiny ze skupiny A také
obsahuje jedno nebo vice mist pro thioacylaci. Obecné tyto mista miizeme najit v sekvenci
10 az 15 aminokyselin distaln¢ od konce VII. transmembrdnové oblasti receptoru.
Palmitoylaci téchto aminokyselinovych zbytkii dochazi k pfipojeni tohoto useku
k plazmatické membrané, ¢imz vznika Ctvrta intracelularni smycka (Palczewski a kol.,
2000; Qanbar a Bouvier, 2003). Mutace aminokyselinovych zbytki v rdmci osmého helixu
vede k naruseni G-proteinem zprostfedkované signalizace (Hayashi a Haga, 1997; Tetsuka
a kol., 2004) a dalsi polypeptidy, které interaguji s touto oblasti, kompetuji o vazbu
s G-proteinem (Feng a kol., 2003). Proto moZna neni piekvapujici, Ze v disledku mutaci
palmitoylacnich mist v této oblasti GPCRs byl ¢asto zpozorovan jejich vliv na modulaci
funkce. Tento palmitoylovany tsek receptoru se s nejvetsi pravdépodobnosti ucastni ptimé
interakce s G-proteinem. Déle se pomoci mutaci receptorovych vazebnych mist pro
kyselinou palmitovou ukazalo, Ze tento typ lipidové modifikace muize ovlivilovat
fosforylaci receptoru sprazené¢ho s G-proteinem a jeho interakce s arrestinem a dalSimi
proteiny, které se uCastni internalizace/desenzitizace receptoru v zavislosti na vazbé

agonisty (Moffett a kol., 2001; Munshi a kol., 2001; Charest a Bouvier, 2003).
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K objasnéni ulohy palmitoylace a interakci Ga podjednotky s GPy dimerem
v signalizaci trimernich G-proteinii a receptorli s nimi spfaZzenych jsme pouzili linii
lidskych embryondlnich ledvinnych bunék HEK-293 (human embryonic kidney cells).
Tyto bunky jsme transfekovali aiv-adrenoreceptorem a Giia proteinem a jeho rdznymi
mutovanymi formami. Protoze jednotlivé mutace G-proteinu mély za nésledek zménénou
absolutni uroven exprese, byl vytvofen fuzni protein aiv-adrenoreceptor-Giia, jehoZz
vyhoda spocivala v zaruCeni vzdy stejného stechiometrického poméru GPCR ku
G-proteinu v kazdém experimentu bez ohledu na typu mutace. Fzni proteiny, ve kterych
je N-konec Ga podjednotky spojen ve ¢tecim ramci s C-koncem GPCR, se staly velmi
oblibenym a rozSifenym nastrojem pro studium mnoha aspektli interakci mezi témito
polypeptidy (Milligan, 2002; Milligan a kol., 2004a). Tato strategie umoznuje analyzovat
vliv mutaci jak receptoru tak G-proteinu na pienos informaci mezi nimi, aniz by teoreticky
byla zménéna proximita obou proteinti €i jejich relativni uroven exprese. Muzeme
namitnout, Zze expresi fizniho proteinu v bunikach vytvafime znacné umélou situaci, ktera
ovlivituje celou signélni transdukci mezi GPCR a G-proteinem. Nicméné vysledky z prace
Novotny a kol. (2006) ziskané zpozorovani téchto fuznich proteint ndm dovoluji
povazovat je za spolehlivé a bez ptipadnych artefaktl s tim spojenych. Byly provedeny
pokusy, ve kterych Giia protein soucasné exprimovany s aiv-adrenoreceptorem vykazoval
v disledku aktivace agonistou ai-adrenergnich receptori L-fenylefrinem stejné zvySenou
stimulaci vazby [**S]GTPYS jako flizni protein aip-adrenoreceptor-Giio. Radou vazebnych
studii jsme urcili maximalni vazebnou kapacitu daného vzorku plazmatickych membran
exprimujicich pozadovany konstrukt. Tento faktor nam zarucil, Ze v kazdém experimentu
s fuznimi 1 jednotlivymi proteiny bylo pouZito vzdy stejné mnoZstvi vazebnych mist pro
antagonistu ai-adrenergnich receptorti [*H]prazosin. Stejné mnoZstvi vazebnych mist pro
[*H]prazosin v kazdém pokusu bylo zp&tné potvrzeno metodou Western blot. Vazebna
afinita agonistickych a antagonistickych ligandi k fiznim proteinim obsahujicim
aivb-adrenoreceptor a Giio protein byla vlivem mutaci nezménéna.

Jiz dfive bylo zjisténo, Ze fuzni protein aib-adrenoreceptor-Giia je cilem pro
thioacylaci (Stevens a kol., 2001), kterd modifikuje oba elementy fuzniho proteinu, a ze
vazba agonisty na konstrukt vede ke koordinované regulaci palmitoylace obou clent. Je
tedy zajimavé, ze flzni protein s mutaci palmitoyla¢nich mist v receptoru vykazoval miru
schopnosti aktivovat nemodifikovany Giia jako fuzni protein obsahujici nemodifikovany
tedy snejvétsi pravdépodobnosti palmitoylovany receptor. Mira schopnosti receptoru

aktivovat G-protein byla sledovdna jako mira schopnosti dané¢ho G-proteinu potazmo
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konstruktu vazat [*>S]GTPyS. Naopak fize palmitoylované & depalmitoylované formy
aipb-adrenoreceptoru k depalmitoylovanému Giia proteinu vyustila ve znacnou a stejnou
redukci aktivace G-proteinu, sledované také jako mira schopnosti daného G-proteinu
potazmo konstruktu vazat [*>S]GTPyS. Ackoliv mutace cysteinu v jinou aminokyselinu
s malym postrannim fetézcem je standardni pfistup v zamezeni thioacylace daného
proteinu a také vybornd moznost jak ji studovat, pfinejmensim v ptipadé¢ G-proteinu Gqo
byly pozorované efekty disledkem mutace samé nez disledkem soucasné probihajici
inhibice thioacylace (Hepler a kol., 1996). Z tohoto diivodu jsme v naSich experimentech
studovali depalmitoylované mutanty zarovenn v kombinaci schemicky navozenou
depalmitoylaci zplsobenou oSetfenim plazmatickych membran obsahujicich piislusné
konstrukty neutrdlnim hydroxylaminem. Hydroxylaminov4 inkubace plazmatickych
membran exprimujicich fuzni protein s nemodifikovanym Giioe v kombinaci
s nemodifikovanym  aip-adrenoreceptorem  ¢i s aup-adrenoreceptorem s mutaci
palmitoylacnich mist také vedla k masivnimu poklesu agonistou zprostiedkované vazby
[**S]GTPyS. Efekt hydroxylaminu zietelnd odrdZel deacylaci G-proteinu ve fiznim
proteinu, jelikoZ inkubace membran obsahujicich thioacylaci odolnou formu Giia proteinu
s hydroxylaminem nemé¢la vibec zadny efekt na agonistou zprostiedkovanou vazbu
[**S]IGTPyS. Ackoliv tedy mohou byt ob& bilkoviny GPCR i G-protein palmitoylovany,
pouze palmitoylovany stav G-proteinu je dlileZity pro pienos informaci mezi nimi.
Nedavné prace studovaly vliv mutace jediného vazebného mista pro palmitoylaci
v Gsa proteinu na pienos informaci z receptoru na G-protein za pouziti fuzniho proteinu
B2-adrenoreceptor-Gsa. (Ugur a kol., 2003). Fazni protein obsahujici P2-adrenoreceptor
a nemodifikovany Gsa vykazoval vice mist s vysokou afinitou pro vazbu agonisty nez
varianta fuzniho proteinu obsahujici Go s mutaci v misté pro vazbu kyseliny palmitové
a zaroven efektivnéji stimuloval aktivitu adenylcyklazy (Ugur a kol., 2003). V této praci
jsme nebyli schopni rozliSit vysoce afinni a nizko afinni vazebna mista pro agonistu,
protoze stejné jako u vétSiny receptori spfaZzenych s G-proteiny tiidy Gqo/Giia
1 u amvb-adrenoreceptoru je vliv guaninovych nukleotidi na afinitu agonisty velmi maly.
Také v praci Ugur a kol., (2003) vedla ptfitomnost hydroxylaminové inkubace membran
exprimujicich nemodifikovany konstrukt k analogickym vysledkiim jako nepfitomnost této
inkubace u membran obsahujicich fuzni protein s modifikovanym Gsa proteinem. Zaroven
nem¢la inkubace s hydroxylaminem zadny vliv na signal ziskany z membran exprimujicich
fazni protein s Gsoo mutantem v porovnani s kontrolnimi neinkubovanymi membranami se

stejnym fuznim proteinem. Tedy fhzni protein s nemodifikovanym Gso po inkubaci
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s hydroxylaminem vykazoval sniZenou schopnost aktivace adenylcykldzy. Fazni protein
s mutaci palmitoylacniho mista v Gsa vykazoval stejnou miru schopnosti sptfazeni
receptoru s efektorem jako fizni protein s nemutovanym ale hydroxylaminovou inkubaci
depalmitoylovanym Gsa. A fuzni protein s Gsa mutantem vykazoval po hydroxylaminové
inkubaci stejnou schopnost aktivace adenylcyklazy jako kontrolni (hydroxylaminem
neoSetfené) membrany exprimujici stejny fuzni protein.

Soucasna literatura zabyvajici se G-proteiny oplyva mnozstvim 0dajii o vzajemném
vztahu mezi thioacylaci G-proteinovych a podjednotek a vazbou By komplexu (Iiri a kol.,
1996; Evanko a kol., 2000; Evanko a kol., 2001; Evanko a kol., 2005). Jiz dfive bylo na
HEK-293 bunkach ukazano, ze mutace vazebnych mist pro By dimer v podjednotkach Gsa
a Gqo vede k redukei jejich vazby k By dimeru, nasledkem ¢ehoz dochazi k preruSeni
interakci o podjednotky s plazmatickou membrédnou a podjednotka o jiz také neni
palmitoylovana. Naopak overexprese Py podjednotek v HEK-293 bunkach obnovuje
membranovou lokalizaci a palmitoylaci vySe uvedenych mutanti Gsa a Gqoo (Evanko
a kol., 2000; Evanko a kol., 2001). Skupina G. Milligana ukézala podobné vysledky s Giia
podjednotkou (Liu a kol., 2002). Giio podjednotka s mutaci ve vazebném misté pro
By komplex v odpovéd na agonistu fenylefrin jen velmi slab& vézala [**S]GTPyS.
Soucasna exprese tohoto mutantu Giia s dimerem Pi1y2 vedla pfinejmensim k ¢astecnému
obnoveni agonistou stimulované vazby [**S]GTPyS k fiznimu proteinu. Tyto vysledky
podporuji takové modelové komplexy, ve kterych By dimer stejné jako o podjednotka
interaguji s receptorem sptazenym s G-proteinem piimo (Liu a kol., 2002). V této praci
jsme také pouzili fizni protein s Giia proteinem majicim mutaci ve vazebném misté pro Py
a zaroven ve vazebném misté pro kyselinu palmitovou, a ackoliv jsou palmitoylace Ga
a interakce s By komplexem ve vzajemném vztahu (Evanko a kol., 2000; Evanko a kol.,
2001; Iiri a kol., 1996), tak kombinaci vyse uvedenych mutaci nedochézi k jeste¢ vétSimu
ovlivnéni  receptorem  zprostiedkované  aktivace  G-proteinu.  Naproti  tomu
hydroxylaminové inkubace vzorku hrubych plazmatickych membran s fiznim proteinem
sobéma typy mutaci mé¢la pfidatny negativni vliv na receptorem zprostiedkovanou
signalizaci. Vysvétleni tohoto jevu vSak vyzaduje dalsi studium.

JiZz jsem se zminila, Ze overexprese By v HEK-293 bunkach zplisobuje obnoveni
membranové asociace a palmitoylace Gsa a Gqo podjednotek majicich mutaci ve vazebném
misté pro By dimer (Evanko a kol., 2000; Evanko a kol., 2001). Podobn¢ vysledky na EF88
bunkach s Giio podjednotkou zaznamenal Liu a kol. (2002). Embryonalni fibroblasty

EF88 jsou odvozené¢ od mysi s knokautovanymi geny kodujicimi Gqo/Giioo proteiny.
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Vjeho praci souCasna exprese dimeru Piy2 a a-adrenoreceptor-Giio  proteinu
majicitho mutaci taktéz ve vazebném mist¢ Goa podjednotky pro Py komplex vedla
piinejmensim k ¢astecnému obnoveni agonistou stimulované vazby [*S]GTPyS, ale
velikost této obnovené vazby nepiekrodila vazbu [**S]JGTPyS k samotnému
nemodifikovanému fiznimu proteinu. Koimunoprecipitaci Pi1y2 dimeru s mutovanym
fznim proteinem bylo také zjiSténo, ze mutovany fizni protein vykazuje slabou afinitu
k Biy2. Podjednotky Py hraji klicovou roli v agonistou zprosttedkované vyméné
guaninovych nukleotidli (Rondard a kol., 2001). Tento jev jsme kvantitativné zkoumali
s pouzitim stejného fuzniho proteinu aip-adrenoreceptor-Giia majiciho v Ga podjednotce
mutaci ve vazebném misté pro By komplex. Kromé¢ toho jsme studovali 1 fizni protein,
ktery obsahoval mimo vySe uvedenou mutaci i mutaci palmitoylacnich mist. Tyto
modifikované fazni proteiny vykazovaly vzhledem k fuznimu proteinu s nemutovanym
Giio proteinem snizenou L-fenylefrinem stimulovanou vazbu [*°S]GTPyS ke G-proteinu.
Pti koexprimaci daného fuzniho proteinu a B1y2 dimeru jsme zaznamenali nékolikandsobné
zvyseni agonistou stimulované vazby [*S]GTPyS k fuznimu proteinu v porovnani
s kontrolou (dany mutant bez soucasné exprimace Piy2 dimeru). Je zajimavé, vazba
[**S]GTPyS v imunoprecipitatech obsahujicich Piy2 dimer a fiizni protein s Giia proteinem
s mutaci ve vazebném misté pro By dimer se svoji velikosti vyrovnala vazbé [*>S]GTPyS
k fiznimu proteinu s nemodifikovanym G-proteinem za nepfitomnosti Bi1y2 dimeru. Tedy
pfi soucasné expresi Biy2 dimeru a daného modifikovaného flizniho proteinu nebyl signalni
prenos mezi receptorem a G-proteinem viibec ovlivnén mutaci G-proteinu. Zaroven vazba
[**S]IGTPyS v imunoprecipitatech obsahujicich Biy2 dimer a fizni protein s ob&ma typy
mutace svoji velikosti dosdhla 50% vazby [*°S]GTPyS k fznimu proteinu
s nemodifikovanym G-proteinem za nepfitomnosti Pi1y2 dimeru. Tedy fuzni protein
s depalmitoylovanym G-proteinem vykazujicim 1 mutaci ve vazebném misté pro By dimer
se v pfitomnosti nadmérného mnozstvi Py dimeru choval podobné jako fuzni konstrukt
s Guia proteinem vykazujicim mutaci pouze palmitoylacniho mista v nepfitomnosti Biy2
dimeru. I pfes mutaci vazebného mista a podjednotky pro By dimer, kterd snizuje afinitu
GBy ke Ga, ziejmeé mohlo diky pfitomnosti velkého mnozstvi By podjednotek dojit k jejich
navazani na o podjednotku, tedy ke zvySeni afinity a podjednotky k By dimeru.
a podjednotka se tak mohla stat znovu aktivovatelnou, v diisledku ¢ehoz jsme naméftili
zvysenou a plné obnovenou vazbu [*>S]GTPyS. Pokusy jsme navic provadéli na buiikach,

které obsahuji na rozdil od vyse uvedené studie i endogenni Giia a Gqo proteiny.
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Dalsi zajimavy a spiSe piekvapivy moment v této praci nastal, kdyz Giio protein
postradajici vazebnd mista pro palmitat se svoji bunéénou lokalizaci neliSil od
nemutované¢ho Giio. Mnoho autori se domniva, ze v ptipadé nékterych G-proteinti po
stimulaci bun¢k agonistou dojde k uvolnéni Ga. z membrany do cytosolu (Wedegaertner
a Bourne, 1994; Wedegaertner a kol., 1995; Svoboda a kol., 1996; Drmota a kol., 1998b),
coz je provazeno odstépenim palmitatu z této podjednotky. Je proto piekvapujici, Ze
v naSem piipad¢ depalmitoylovany Giia se ¢aste€né nachazel také v membranové frakci.
Podle jinych autort aktivovana o podjednotka po depalmitoylaci membranu neopousti
a dochézi pouze k jejimu presunu v ramci plazmatické membrany (Mumby, 1997; Huang
a kol., 1999). HEK-293 bunky, ve kterych jsme exprimovali vSechny v této praci uvedené
konstrukty, obsahuji mimoto 1 endogenni Gqa a Giia proteiny. Nase vysledky vSak mohly
pouze znamenat to, Ze G-proteinovy mutant byl slabé overexprimovan a data tudiz mohla
byt ovlivnéna pfitomnosti endogennich G-proteinli Gqao a Giia. Abychom toto vyvratili,
byly skupinou G. Milligana pfipraveny obdobné mutanty se zainkorporovanym
HA epitopem v Giia proteinu v kazdém konstruktu, coZ umozZnilo na imunoblotu odliSit
overexprimovany G-protein od endogennich Giia ¢i Gqo proteint. Také pro uréeni vlivu
vzajemného vztahu mezi Py vazbou s o podjednotkou a palmitoylaci Go na lokalizaci
této podjednotky v membrané byl HA epitop zaveden 1 do Ga proteinu s mutaci vazebného
mista pro By komplex i do Ga proteinu vykazujiciho kombinaci obou dvou typli mutaci.
Néslednym imunoblotingem jsme potvrdili podobny distribuéni pomér Giio proteinu
v membranové icytosolarni frakci. Obdobné vysledky byly ziskdny porovnanim
nemodifikované a thioacylaci odolné varianté Gsa proteinu (Ugur a kol., 2003). Z toho je
mozné  usuzovat, ze mutovany G-protein sice velmi slab&  asociuje
s plazmatickou membranou nicméné inadale miize byt ve spojeni s dal$imi bunécnymi
membranami (Ugur a kol., 2003).

Vysledky této ¢asti dizertacni prace naznacuji, Ze spiSe N-termindlni palmitoylace
Gno proteinu hraje klicovou roli v informaénim pienosu zreceptoru sprazenym
s G-proteinem na G-protein nez pfimo aminokyselinové zbytky cysteinu, které jsou cilem
pro modifikaci. Fakt, Ze deacylace téchto aminokyselinovych zbytkd se ukazala byt
vpiimé souvislosti s odpovédi na vazbu agonisty kfuznimu proteinu
avb-adrenoreceptor-Giia (Stevens a kol., 2001), ndm napovida, ze toto miiZze byt klicovy

pocatecni krok v urceni rozsahu a délky trvani signélni transdukce.
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6.2. Vliv extrakce cholesterolu na bunécnou lokalizaci Gq0/Guia

a caveolinu-2

Dalsim cilem mé prace bylo zjistit, jakou roli hraji v internalizaci receptoru
a G-proteinti membranové domény. Membranové domény neboli membranové rafty jsou
okrsky plazmatické membrany o specifickém lipidovém 1 bilkovinném sloZeni (Schroeder
akol.,, 1994; Brown aLondon, 1998; Simons a Toomre, 2000). Vné&jsi list lipidové
dvouvrstvy obsahuje velké mnozstvi glykolipidd a sfingolipidd s témét vyluénym
zastoupenim nasycenych mastnych kyselin. Vnitini list membrany v oblasti
membranovych domén obsahuje také fosfolipidy fosfatidylethanolamin, fosfatidylserin
a fosfatidylinositol, které se vSak od svych ,majoritnich analogli ve vétSinové fazi
bunééné membrany (nedoménova cast) odliSuji tim, ze obsahuji predev§im nasycené
mastné kyseliny. VétSina bunécné membrany je tvoiena fosfatidylcholinem,
fosfatidylserinem a fosfatidylethanolaminem, které v poloze 2 na glycerolu obsahuji
nenasycené mastné kyseliny, piikladné kyselinu arachidonovou. Retézce mastnych kyselin
integritu membranovych domén velky vyznam. Odstranéni cholesterolu z plazmatické
membrany B-cyklodextrinem ¢i filipinem vede k rozruseni membranovych domén a ke
ztrate jejich funkce (Wolf a kol., 2002; Dreja a kol., 2002; Matveev a Smart, 2002). Pouziti
uvedenych latek se tedy stalo dilezitym nastrojem studia tlohy membranovych domén ve
sledovaném bunécném procesu.

My jsme nyni zaméfili na to, jak odstranéni cholesterolu B-cyklodextrinem ovlivni
membranovou distribuci G-proteinti Gqo/G11a a caveolinu-2 (markerového proteinu domén
typu kaveol). Pro tento soubor experimentl jsme opét zvolili HEK-293 buriky, tentokrate
vsak exprimujici ve vysokém mnozstvi dlouhou formu krysiho receptoru pro TRH
(TRHR-1) a my$i Gnoa (klon E2M11) (Svoboda akol., 1996). Pfi urCovani vhodné
koncentrace a délky puasobeni B-cyklodextrinu jsme vychéazeli z dostupnych literdrnich
udaji. NaSim cilem bylo pouzit takovou koncentraci B-cyklodextrinu, kterd bude
dostate¢na k rozruseni membranovych domén, soucasn¢ vSak nebude pro bunky toxicka.
Na zaklad¢ studii Ilangumarana a Hoessliho (1998) a Ohkubo akol. (2002) jsme se
rozhodli pro inkubaci bun¢k s 10 mM B-cyklodextrinem po dobu 40 min. Pro izolaci
membranovych domén jsme pouzili extrakci v neiontovém detergentu Triton X-100 (1%,

60 min, 0 az 4°C) snaslednou izolaci detergent-rezistentnich membranovych domén
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s pomoci flotace na hustotnim sachar6zovém gradientu (Pesanova a kol., 1999). Pii vlozeni
kyvety se vzorkem do pole vysokého odstfedivého zrychleni dochéazi k postupné flotaci
(vznaseni) DRMs az do takové zony (oblasti gradientu), jejiz hustota je stejnd jako DRMs.
Touto metodou lze oddélit membranové domény/rafty, jez diky své nizké vznasivé hustote
flotuji do oblasti gradientu s nizkou koncentraci sacharozy, od vétSinové membranové
faze.

Z naSich vysledkl vyplyva, ze inkubace Zivych HEK-293 bun&k péstovanych ve
tkanové kultufe s B-cyklodextrinem vedla k podstatnému snizeni signalu Gqa/G110 proteinil
detekovanych na imunoblotu v detergent-rezistentnich membranovych doménach.
Podobny vysledek byly zjistén pro markerovou bilkovinu domén typu kaveol - caveolin.
Inkubace bun€k s B-cyklodextrinem tedy vyznamné naruSila integritu membranovych
domén. Znacna ¢ast Gqo/Gi10 a caveolinu-2 se piesunula do neflotujici oblasti gradientu,
kde jsou lokalizovany solubilni a detergentem rozpustné bilkoviny. Pro vysvétleni musim

fici, ze rozpustné latky nemaji schopnost flotovat v hustotnich sachar6zovych gradientech.

6.3. Casovy priibéh solubilizace G-proteini tfidy G,a/Gia

Posttranslacni modifikace Py podjednotek je pokladana za dilezitou pfiCinu
membranové  lokalizace  trimerniho  G-proteinového  komplexu v hormonalné
nestimulovanych bunkach. Gy podjednotka je prenylovdna (Lai a kol., 1990; Mumby
a kol., 1990a). Také lipidové modifikace Ga podjednotek se podstatnou mérou podili na
jejich asociaci s membranou. Mezi nejcastéjSi lipidové modifikace G-proteinové
a-podjednotky patii palmitoylace a myristoylace. Mezi myristoylované Ga patii napiiklad
transducin, Ggusto, Gia, Goow (Mumby a kol., 1990b; Kokame a kol., 1992; Hoon a kol.,
1995; Wedegaertner, 1998). Kromé& Gt a Ggusta jsou vSechny ostatni o podjednotky
palmitoylovéany, a sice na cysteinovych zbytcich na N-konci molekuly. Ga podjednotky
mohou byt palmitoylovany jedenkrat, dvakrat 1 vicekrat. Proteiny tfidy Gqo/Giia obsahuji
dvé modifikace kyselinou palmitovou (McCallum akol., 1995; Wedegaertner, 1998).
Interakce Gy je zapotiebi nejen pro pripojeni Gsa a Gqa podjednotek k membrané ale také
pro palmitoylaci Ga podjednotek (Evanko a kol., 2000). Overexprese GPy izoforem
selektivné obnovuje membranovou lokalizaci a také palmitoylaci Gso a Gqoo podjednotek

majicich mutaci ve vazebném misté pro By dimer (Evanko a kol., 2001). Ackoliv je ve
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vSeobecném podvédomi, ze aktivace G-proteinii ma za nasledek zvySeny obrat kyseliny
palmitové na o podjednotce, ndzor na topologicky osud téchto proteind jesté stale neni
ustdlen. Wedegaertner a Bourne se domnivaji, ze aktivaci a depalmitoylaci Ga
podjednotky dochazi k jejimu uvolnéni z membrany (Wedegaertner a Bourne, 1994;
Wedegaertner a kol., 1995; Drmota a kol., 1998b). Pro tento fakt svéd¢i 1 prace Wise a kol.
(1997), kde byly ptipraveny konstrukty Giio proteinu majici mutaci ve vazebnych mistech
pro palmitat. Mutanty Cys’SerGiio a Cys'°SerGiia. byly na rozdil od kontrolniho
palmitoylovaného Giia proteinu cCéastecné solubilizovany, zatimco dvojity mutant
Cys>!'%SerGiia byl piitomen v solubilni frakci v jesté vétsim mnozstvi. Navic Ga proteiny
majici mutaci v misté zodpovédném za vazbu Ga s Py dimerem se také nachazi spise
v solubilni neZ membranové frakei, coz je v disledku jiz vySe zminéné depalmitoylace
(Evanko a kol., 2005). Na druhou stranu, data skupiny Huang a kol., (1997, 1999)
podporuji presné opacnou teorii. Membranova asociace Go podjednotek pietrvava bez
ohledu na to, zda je protein aktivovan a/nebo depalmitoylovan.

Hormonalni ¢i neurotransmiterova stimulace usti v odpfazeni Ga podjednotky od
GPy dimeru. TtebaZe tato disociace byla dokazéna hlavné z funkéniho hlediska (Gilman,
1987), je rozumné piedpokladat, Ze v hormonalné stimulovanych bufikach je membranové
piipojeni Ga podjednotky v porovnani s nestimulovanymi buiikami oslabeno. Alifatické
fetézce mastnych kyselin jako je kyselina palmitova ¢i myristova reprezentuji jedind mista,
ktera v pfitomnosti hormonu spiahuji Go podjednotku s membranou a chrani tak tento
protein od oddé¢leni od membrany a od nasledné solubilizace (Iiri a kol., 1996; Evanko
a kol., 2000; Evanko a kol., 2001). MoZnost odptazeni Ga podjednotky od membrany a jeji
solubilizace je dale zvySena, je-li vystavena souvislé, pfipadné¢ dlouhodobé stimulaci
agonistou a/nebo je-li exprimovana soucasné s velkym mnozstvim ptislusného receptoru.
Muzeme se pak domnivat, ze za takovych podminek je rovnovédha mezi Ga s navazanym
GTP a Ga snavazanym GDP posunuta smérem k volné podjednotce Ga-GTP. Tato
podjednotka pak sndze podléha odpojeni z membrany.

Ukolem této &asti prace bylo detailng zobrazit situaci ohledné agonistou
zprostfedkovaného uvolnéni G-proteinu z membrany. V buitkich HEK-293 stabilné
exprimujicich krysi TRH receptor a mysi Guia (klon E2M11) jsme zkoumali solubilizaci
proteinit z Gqo/G1ia rodiny v zavislosti na délce stimulace hormonem TRH. Solubilni
(cytosolické; 250 000 x g supernatant) formy proteinlt Gqo/G11a jsme rozlisili podle jejich
izoelektrického bodu a relativni molekulové véhy pomoci dvoudimenzionalni gelové

elektroforézy anasledn¢ detekovali metodou imunoblotingu za pouziti specifickych
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protilatek proti C-terminalnimu dekapeptidu shodného u obou forem Gqo/Giia proteini.
Endogenné exprimované proteiny Giia i Gqoo byly timto sérem také detekovany. Prestoze
stalou pfitomnosti hormonu bylo aktivovano velké mnozstvi receptoru TRHR, Gqo/Giia
proteiny byly v solubilni frakci do 10 min agonistické stimulace téméi nedetekovatelné.
Signifikantni nartist signdlu na imunoblotu jsme zaznamenali mezi 0,5 hodinou
a 2 hodinami stimulace. Prodlouzena hormondlni stimulace az na 16 hod vedla k dal§imu
nartistu Gqo/Giio imunoreaktivity v solubilni frakci. Membranova asociace proteint tiidy
Gqo/Giio tudiz pretrvavd 1 za drastickych podminek stimulace hormonem. Neni
pravdépodobné, ze by uvolnéni téchto Ga podjednotek z membrany bylo disledkem spise
rychlé palmitoylace/depalmitoylace a/nebo interakci s fy komplexem. Také Hughes a kol.
(2001) predpokladaji dalsi faktory ur€ujici membranovou asociaci Ga podjednotky. Ve
svych studiich zjistili, Ze mutace palmitoyla¢nich mist Gqo brani proteinu v pfipojeni
k membrané, avSak receptorova stimulace neovliviiuje membranovou asociaci Ggqa.,
piestoze podporuje obrat palmitatu. Palmitoylace Ga podjednotky je mozné zapotiebi pro
jeji ukotveni v membrang, ale pravdépodobné jiz neni nezbytnd pro udrzeni proteinu
v membrané po dobu stimulace receptoru.

Jiz dfive jsme studovali rozliSeni Gqo/Giioe proteini 2D elektroforézou
v membranovych frakcich odvozenych od E2M11 bunék (Matousek a kol., 2004). Bylo
detekovano pét zietelnych imunoreaktivnich signalii odpovidajicich proteinim Gqa a Giia
nebo posttranslaéné modifikovanym dominantnim proteinim zrodiny Gqo/Giio. Po
dlouhodobé hormonalni inkubaci s 10 uM TRH (16 hod) doSlo v membranové frakci
k redukci dvou velkych skvrn odpovidajicich exogenné exprimovanému Giia
a endogennimu Gqo.. Tfi mensi skvrny zmizely uplné. Obé linie pokusi se tedy navzajem
dopliuji a sbihaji a naznacuji, Ze prodlouzend stimulace TRHR v buiikach exprimujicich
tento protein ve velkém mnozstvi vede k dramatickému ale pomalému poklesu
membranoveé vazaného souboru Gqo/Giia proteind. Tento pokles je sou¢asné doprovazen
zvySenim mnozstvi téchto proteinl v solubilni, cytosolarni frakci. Tento proces je opét

velmi pomaly.
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7. ZAVERECNE SHRNUTI

Tato prace se zabyvala tlohou palmitoylaci a vazebnych interakci G-proteinové
a podjednotky s By dimerem v signalizaci zprostiedkované G-proteiny tfidy Giio/Gqa

a vlivem na jejich lokalizaci v membrang.

Pro objasnéni vyznamu palmitoylace v mechanismu hormondlniho U¢inku
zprostiedkovaného trimernimi G-proteiny a receptory s nimi spfazenymi byl vytvoien
fuzni protein oub-adrenoreceptor-Giioe a jeho palmitoylaci odolné varianty. Pomoci
vazebnych studii bylo zjisténo, Ze funkéni interakce mezi aib-adrenoreceptorem a Giia
proteinem je ovlivnéna pouze palmitoylaci G-proteinu. Thioacylace receptoru sprazeného
s G-proteinem na pfenos informaci mezi nim a G-proteinem vliv nema. Zaroven mutacemi
palmitoylacnich mist receptoru ¢i G-proteinu nebyla zménéna afinita antagonisty
o1-adrenergnich receptort [*H]prazosinu ani agonisty ai-adrenergnich receptort
L-fenylefrinu. A&koliv schopnost L-fenylefrinu stimulovat vazbu [>*S]GTPyS k fuznimu
proteinu aub-adrenoreceptor-Giiae byla nezménéna palmitoylaénim potencidlem obou
elementli, maximélni vazba [**S]GTPyS byla redukovana o 50% u G-proteinu s mutaci
vazebnych mist pro palmitat. Obdobna situace nastala pii vazebnych pokusech
s hydroxylaminem, kde vzorky s fuznimi proteiny obsahujicimi nemutovany G-protein,
které¢ byly oSetfeny hydroxylaminem, vykazovaly 50% redukci agonistou stimulované
vazby [*>S]GTPyS, zatimco hydroxylaminova inkubace vzorkd s fuznim proteinem s Giia
vykazujicim mutaci thioacyla¢nich mist neméla zadny efekt na signdlni pfenos mezi
elementy dané¢ho konstruktu. Tyto data naznacuji, ze spiSe N-terminalni palmitoylace Giia
proteinu hraje klicovou roli v informa¢nim pfenosu z receptoru spiazenym s G-proteinem
na G-protein nez piimo aminokyselinové zbytky cysteinu, které jsou cilem pro lipidovou
modifikaci. Také mutace vazebnych mist pro GBy dimer v G-proteinové o podjednotce
vyrazné snizila L-fenylefrinem stimulovanou vazbu [*°S]GTPyS. Avsak kombinace obou
typt mutace o podjednotky (mutace palmitoylac¢nich a vazebnych mist pro By komplex) jiz
vazbu [**S]GTPyS v porovnéni s pfedchozim mutantem nezménila.

Tyto vysledky ukazuji, Ze palmitoylacni stav oaub-adrenoreceptoru nereguluje
aktivaci G-proteinu, zatimco palmitoylace Giio proteinu hraje kromé role ve

své membranové asociaci 1 klicovou roli pfi své aktivaci receptorem.
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Vysledky druhé ¢asti mé experimentalni prace je mozné jednoznacné uzavtit tak, ze
B-cyklodextrin ni¢i strukturu membranovych domén. B-cyklodextrin vychytava cholesterol,
ktery je pro doménu zasadni. Domény se tak rozpadaji a jiz nejsou schopny flotovat na
sachar6ozovém gradientu do oblasti s nizkou hustotou. Nasledné dochazi v této oblasti
hustotniho gradientu 1 k poklesu v obsahu signdlnich molekul (trimerni G-proteiny tfidy
Gqo/G110, markerovy protein kaveol - caveolin-2), které jsou zde za normalnich okolnosti,

tedy za neptitomnosti B-cyklodextrinu, lokalizovény.

Cilem tfeti casti dizertacni prace bylo pomoci 2D elektroforézy rozlisit solubilni
frakci Gqo/Giia proteind a stanovit casovy pribch jejich solubilizace. Malé mnoZstvi
Gqo/Giia proteini jsme detekovali jiz v kontrolnich hormonem neovlivnénych buikéch.
Stimulace hormonem TRH vedla k pomalému ale kontinudlnimu zvySeni intenzity i poctu
imunoreaktivnich signalti/skvrn téchto G-proteind. Pti delsi agonistické expozici (vice nez
2 hod) jsme v solubilni frakci zaznamenali vyrazny narGst Gqo/Giio proteint.
Maximalniho stupné solubilizace G-proteini jsme dosahli po 16 hodinach hormonalni
stimulace. Jelikoz solubilizace této tfidy G-proteint probéhla az za dlouhodobé stimulace
hormonem, pfi vysoké koncentraci hormonu a v bunkach exprimujicich vysoké mnozstvi
piislusného receptoru, je mozné fict, ze Gqa/G1ia proteiny vykazuji spi§ pevnou vazbu na
membranu. Mym ukolem rovnéz bylo zvysit reprodukovatelnost a kvalitu déleni bilkovin
pomoci metody 2D elektroforézy. Toho bylo docileno kromé drobnych modifikaci metody
hlavné pouzitim vysoce kvalitnich a Cistych chemikalii a specidlnich jiz manufakturné

pfipravenych immobilinovych stript.
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