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Abstrakt

L-glutamat je hlavnim excitanim neuroptfenasecem V centralni nervové soustavé (CNS)
obratlovcu, ktery muze zprostiedkovat synapticky pienos skrze ionotropni receptory nebo
jej ovliviiovat prostfednictvim aktivace metabotropnich glutamatovych receptora (mGlu
receptory). Glutamatové receptory jsou jako prenasece signalli Vv mozku nepostradatelné.

Hlavni ulohou metabotropnich glutamatovych receptort je zprostfedkovani pomalych
excita¢nich a inhibi¢nich odpovédi prostiednictvim aktivace druhych posli a regulace
vapnikovych a draslikovych kanalt. Glutamatergni nervovy pienos ma vliv na synaptickou
plasticitu, riizné typy paméti, udeni, motorickou koordinaci' a neuronalni vyvoj’. Na
druhou stranu je vsak glutamat spojen s excitotoxicitou, ktera je jednou z pticin patogenity

nékterych  chronickych neurodegenerativnich chorob jako jsou Alzheimerova,

Parkinsonova ¢i Huntingtonova nemoc. Metabotropni glutamatové receptory mohou byt
3-4

terapeutickymi cili pro 1é€bu psychiatrickych a neurologickych onemocnéni™ ™.

Cileny transport membranovych receptori do ruznych c¢asti neuronii podmifuje
neurondlni polaritu a ma tudiZz nezanedbatelny vliv na pfijiméani a pfenos extracelularnich
signali.

Tato prace se zabyva skladbou metabotropniho glutamétového receptoru 1, konkrétné
potvrzuje heterodimerizaci sestfihovych variant mGIluRla a mGIluR1lb ve funkéni
komplexy (mGluR1a+mGIuR1b), které jsou Vv potkanim mozku transportovany do synapsi
podobné jako homodimerni mGlu receptory slozené ze dvou identickych variant

(mGluRla+mGluR1a).

Kli¢ova slova: C-koncova doména, dimerizace, imunoblot, receptorovy komplex,

receptory sprazené s G-proteinem, sedimentacéni frakcionace, synaptozomy.



Abstract

L-glutamate is a major excitatory neurotransmitter in vertebrate central nervous system.
L-glutamate enables synaptic transmission through ionotropic and metabotropic glutamate
receptors. These receptors are indispensable in the brain.

The main role of metabotropic glutamate receptors is to mediate slow excitatory and
inhibitory responses by activation of intracellular messengers and to regulate cationic
channels.

Metabotropic glutamate receptors are involved in synaptic plasticity, different types of
memory, learning, motoric coordination’ and neural development’. On the other hand
excitotoxicity of glutamate is often associated with neurodegenerative processes such as
Alzheimer, Huntington and Parkinson disease.

Metabotropic glutamate receptors are promising therapeutic targets for a treatment of
psychiatric and neurological diseases>*.

Targeted trafficking of metabotropic glutamate receptors to distinct parts of neurons is
influenced by neuronal polarity and thus regulates sensing and transmission of
extracellular signals. Newly detected heterodimeric receptors might be trafficked in a
different way than homodimers and therefore our knowledge of molecular pathways of
these complexes could help us with subsequent drug targeting.

This work confirms heterodimerization of metabotropic glutamate receptor 1 into
functional complexes (MGluR1a+mGIluR1b). Furthermore it sheds more light on how both
heterodimeric and homodimeric receptors (mGIluRla+mGluR1a) are trafficked to

synapses.

Key words: C-terminal domain, dimerization, G-protein coupled receptors, gradient

centrifugation, receptor complex, synaptosomes, Western blot.



1 Uvod

1.1  Receptory sprazené s G-proteiny (GPCRsS)
Receptory sprazené¢ s G-proteiny se V literatufe vétSinou oznacuji jako GPCRs

(z anglického ,,G-protein coupled receptors®). Jsou zapojeny do rozpoznavani a pfenosu
rozlicnych signalti od neuropienasecti odvozenych od aminokyselin (mGlu receptory,
GABAg receptory) pres ionty (receptor pro vapnik), chut'ové vjemy (receptory pro sladkou
a umami chut), feromony, odoranty a fotony’. Podileji se tak na vniméani okoli,
intermediarnim metabolizmu, bunéném ristu, proliferaci a diferenciaci raznych typa
bunék. Maji vliv také na reprodukci a neuroendokrinni kontrolu fyziologické homeostazy.

Reprezentuji nejvétsi skupinu membranovych proteinti v lidském genomu, jsou
kodovany geny, které piedstavuji vice nez 1 % celkového genomu®.

Funguji jako ligandem aktivované vyménné faktory pro heterotrimerni G-proteiny
vazajici guaninovy nukleotid. G-proteiny poté prendsi signadl dale do bunky modulaci
aktivity enzymu a iontovych kanalu.

Prestoze jde o skupinu receptort skladajici se z nékolika genovych rodin, signalizace
pomoci receptort sprazenych s G-proteiny ma nékolik obecnych prvki:

1. Receptor sloZen ze sedmi domén prochdzejicich membranou;

2. Spojeni s trimernim G-proteinem, ktery slouzi jako vyse popsany mediator aktivace
receptoru na nitrobunécéné signalni kaskady;

3. Efektorovy protein lokalizovany nitrobuné¢né, nebo ukotveny v bunééné membrang;

4. Zpétnovazebnou regulaci a desenzitizaci signalni kaskady.

Signalizace receptord spfazenych s G-proteiny zahrnuji také na G-proteinu nezavislé

Zpusoby pienosu signé1u5.

1.2 Heterotrimerni G-proteiny
Heterotrimerni G-proteiny jsou skupinou GTPas se spole¢nou podjednotkovou

strukturou. Skladaji se za, B a y podjednotek. Podjednotka o méa vnitini GTPasovou
aktivitu a je v neaktivnim stavu nekovalentné spojena s heterodimerni podjednotkou Py.
Pokud je G-protein neaktivni, je na jeho o podjednotku vazan GDP. Aktivace zpusobi
vyménu GDP za GTP. Vazba GTP na a-podjednotku umoziuje jeji disociaci od
By-dimeru. Hydrolyza GTP zpét na GDP zpusobi inaktivaci G-proteinu.
a -podjednotky G-proteini 1ze rozdélit dle sekvenéni homologie do ¢tyf rodin.

Gos rodina obsahuje a-podjednotku stimulujici adenylatcyklasu.
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Ga; rodina zahrnuje a-podjednotku inhibujici adenylatcyklasu, chutovou a-podjednotku
a dalsi.

Do rodiny Gag patii dvé a-podjednotky regulujici aktivitu fosfolipasy C (PLC) a dalsi
(viz obr. 2 na stran¢ 16).

Posledni rodina, Ga, ovliviiuje regulaci sklddani cytoskeletu.

Dale je znamo 5 riiznych GP podjednotek a 12 podjednotek Gy’

1.3 Struktura a mechanizmus aktivace receptori sprazenych
s G-proteiny

Receptory sptazené s G-proteiny se skladaji z extracelularni N-koncové domény
nasledované heptahelikalni doménou (HD, viz obr. 1 na strané 14) sestavajici se ze sedmi
transmembranovych a-helixt (TMI-VII) spojenych tfemi extracelularnimi a tfemi
cytosolarnimi klickami, a intracelularni C-koncové domény. V interakci s trimernim
G-proteinem jsou zapojeny intracelularni klicky a C-koncovy segment (C4)®,

Transmembranovou doménu téchto receptort tvoii prevazné hydrofobni aminokyseliny,
jez zaujimaji a-helikalni konformace, které umoziuji ukotveni proteinu v hydrofobnim
jédru plazmatické membrényg.

Aktivace receptoru sprazenych s G-proteiny je zptisobena navazanim ligandu (agonisty)
do vazebného mista receptoru. Tato vazba vyvolava konformaéni zménu v HD receptoru®,
napfiklad v rhodopsinu se méni prostorova orientace TM-IIl a TM-VI. Tato zména
odkryva vazebné misto pro G-protein, ktery je nasledné aktivovan'®. Mista pro vazbu
agonisty se u raznych receptoru lisi. Retinal, chromofor rhodopsinu, se napiiklad vaze do
mezery mezi helixy receptoru v urovni membrany. Tuto strategii vyuzivaji i biogenni
aminy.

Jini agonisté, napt. n¢které peptidy, se vazi na extracelularni klicky receptoru. Nékteré
receptory, mezi které patii také metabotropni glutamatové receptory studované v této praci,
maji pro vazbu agonisty vytvorené specidlni vazebné misto v N-koncové doméné.

Pro regulaci transportu receptorti v bunikach a pro interakce s asociovanymi proteiny je
velmi dualezitd zejména C-koncovd doména GPCRs, kterd je podrobnéji popsana

Vv nasledujici kapitole.
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1.3.1 C-koncova doména receptoru spiraZenych s G-proteiny
C-koncova sekvence GPCRs obsahuje domény vyznamné nejen pro signalizaci, ale také

pro interakce s cytoskeletarnimi a jinymi intracelularnimi proteiny.

Receptory in vivo funguji v ramci sité bilkovin, jez se nove nazyva signalozom. Tyto
proteiny se podileji na cileném transportu receptorii do specifickych bunécnych segmenti,
na shlukovani receptort s riznymi efektorovymi proteiny, jejich regulaci (desensitizace,
internalizace), a také ovliviuji funkce GPCRs ve smyslu allosterické modulace™.

Mnoho receptort sptazenych s G-proteiny ma ve svém C-konci sekvenci, ktera je
rozpoznavana PDZ doménou interagujicich proteinti. Mezi proteiny S PDZ doménou patii
naptiklad protein Shank, ktery organizuje prostorové usporadani metabotropnich a
ionotropnich glutamatovych receptort na postsynaptické membrané neuronti a
zprostedkovava spojeni mezi receptory vazanymi v membrang a cytoskeletem™.

S C-koncovou doménou receptort spiazenych s G-proteiny interaguji ale 1 dalsi
proteiny, které PDZ doménu nemaji. Tyto proteiny taktéz kontroluji lokalizaci a pozménuji
funkce GPCRs. Metabotropni glutamétovy receptor 7°° a receptor pro véapnik (CaSR)*
napiiklad interaguji s cytoskeletarnim proteinem filaminem A.

Interakce C-konci se miize uskuteénit i mezi dvéma transmembranovymi proteiny, jako
je tomu napfiiklad u heterodimerizujicich receptori GABAg; a GABABZIS.

Vyznam C-koncové domény pro komplexni signalizaci GPCRs je zna¢ny, tudiz musi
byt tato doména regulovana. Jednim z dal$ich mechanizmii regulace prostfednictvim C-
konce je alternativni sestfih, jehoz vysledkem jsou modifikované formy sekvenéné jinak
velmi homolognich variant receptora.

Rozdilné sestiihové varianty receptoru sprazenych s G-proteiny mohou interagovat
s riiznymi proteiny, ¢imZ je regulovana jejich specifita signalizace™. Proteiny, které
specificky interaguji s C-koncovou doménou GPCRs, jsou jedinym prostiedkem, jak je
mozné specificky regulovat rozdilné sestfihové varianty GPCRs liSici se pouze a praveé
svymi C-konci.

Predmétem této prace je variabilita C-konce mGlul receptoru jako disledek

alternativniho sestfihu.
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1.4 Rozdéleni receptori spirazenych s G-proteiny
Na zaklad¢ svych ligandt a podobnosti v sekvenci domény HD jsou tyto receptory déleny

do 6 rodin oznacovanych A-F*°.

Do rodiny A GPCRs patii prvni identifikovany receptor sprazeny s G-proteinem —
rhodopsin (odtud casto pouzivané oznaceni ,,rhodopsin-like GPCRs*), receptory pro
biogenni aminy (katecholamin), rtizné peptidové receptory (receptory pro chemokiny,
opioidy), glykoproteinové a Cichové receptory.

Druha rodina GPCRs (rodina B), nazyvana také rodina sekretinovych receptort, se
sestava z receptort aktivovanych velkymi peptidy, jako je naptiklad kalcitonin, sekretin,
glukagon ¢i a-latrotoxin.

Tteti, rodina C (rodina glutamatovych receptort), byla poprvé vyclenéna, kdyz byl
klonovéan metabotropni glutaméatovy receptor’’. Déle do této rodiny patii receptor pro Ca®",
GABAg receptor a n¢které feromonové a chut'ové receptory (receptor pro disacharidy, tedy
receptor pro sladké a receptor pro chut umami). Od ostatnich rodin se 1i§i velkou
extracelularni N-koncovou doménou.

Receptory rodiny D (adhezni receptory) jsou typické svou dlouhou N-koncovou
doménou, ktera obsahuje motivy ucastnici se bunééné adheze.

Rodina E obsahuje receptory nazyvané také ,,Frizzled/Taste2“. Tyto receptory jsou
zapojeny Vv embryonalnim vyvoji. Pfestoze receptory ,Frizzled” nesignalizuji asociaci
s G-proteiny, jsou na zakladé¢ fylogenetickych studii stale fazeny do superrodiny GPCRs'®.

Posledni rodinu receptorti spiazenych s G-proteiny tvofi receptory pro cyklicky
adenosinmonofosfat (cCAMP). Doposud byly nalezeny jen u druhu hlenky Dictyostelium

discoideum.

1.5 Metabotropni glutamatové receptory
Metabotropni glutamatové receptory (mGlu receptory) jsou aktivovany hlavnim

excitanim neuropienaSeem - glutamatem. Jsou asociovany s G-proteiny a jsou
zodpovédné za pomaly ptenos signalu prostfednictvim druhych posla a regulace aktivity
iontovych kanala pro K* a Ca?".

Prestoze maji nékteré spolecné znaky GPCRs, jako je sedm transmembranovych
domén, nesdili sekvenéni homologii s receptory z ostatnich rodin®.

Vyskytuji se predevs§im v mozku. Signalizace mGlu receptort je jednou z kli¢ovych

komponent modulace neuronalni excitability, synaptické plasticity a zpétnovazebné
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kontroly vyvolavané neuropfenaéeéemz. Pro jejich spravnou funkeci je dilezitd dimerizace
(viz kapitola 1.5.4.).

Funkce jednotlivych mGlu receptori se 1i$i podle toho, do jaké skupiny receptor spadé a
jak je umistén na synapsi. Nepostradatelnou roli maji mGlu receptory i mimo CNS.
Metabotropni glutamatovy receptor 5 kontroluje napiiklad proliferaci melanocyti™.
Metabotropni glutamatové receptory byly dale také nalezeny v potkanim srdci®® a
hepatocytech®.

1.5.1 Struktura metabotropnich glutamatovych receptori
Metabotropni glutamétové receptory se sestavaji z extracelularni N-koncové ,,Venus

Flytrap* domény (VFD), domény bohaté na cystein (CRD), ktera tvoii spojeni mezi VFD a

nasledujici heptahelikalni doménou (HD), a intracelularni C-koncové domény (viz obr. 1).

CRD

HD

C-konec

klidovy stav aktivni stav

Obr. 1: Struktura dimerniho metabotropniho glutamdtového receptoru. V klidovém (vievo) a aktivnim
(vpravo) stavu. Zobrazeny jsou jednotlivé domény, ,, Venus Flytrap“ doména (VFD) S vazebnym mistem pro
glutamat (Glu), doména bohata na cystein (CRD, ,,cysteine rich domain®), heptahelikdlni doména (HD) a
C-konec. Obrazek zndzornuje zménu konformace receptoru z klidové do aktivni pri navdzani glutamatu. Obr.
upraven dle®,

,»venus Flytrap® doména je extracelularni N-koncova doména, kterd ziskala sviij nazev
diky napadné podobnosti s pasti na lapeni hmyzu u mucholapky podivné (Dionaea
muscipula, anglicky Venus Flytrap). Obsahuje 19 cysteint, které jsou konzervované mezi
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viemi mGIu receptory a také CaSR?. Sdili sekvenéni homologii s bakteridlnim
periplazmatickym proteinem (PBP), ktery vaze ionty a cukry a umoziuje jim vstup do
cytoplazmy?*,

Kazda VFD se sklada ze dvou globularnich domén — lalokd, které mezi sebou tvofi
$t&rbinu pro vazbu agonisty®>. V klidovém stavu je doména v oteviené konformaci, ktera
je téz stabilizovana vazbou antagonisty. Vazba agonisty naopak stabilizuje uzavienou
(aktivni) konformaci. Krystalografické studie mGlul receptoru odhalily, Ze dvé VFD tvofi
spontann¢ dimery. Spojeni dvou mGlu receptorti kovalentni vazbou mezi N-koncovymi
doménami bylo prokézéano jiz diive u mGlu5 receptoru®.

Soucéasti extracelularni domény je CRD, ktera spojuje VFD sprvnim
transmembranovym helixem heptahelikdlni domény. Konzervovany disulfidicky mistek
spojujici VFD s CRD je nezbytny pro intramolekularni pfenos signélu27. Doména bohata
na cystein ¢ita cca 70 AMK, obsahuje devét konzervovanych cysteint, pti¢emz osm z nich
je spojeno disulfidickymi méstky?. Tato konzervace je patrna u celé skupiny C receptori
spiazenych s G-proteiny s vyjimkou GABAg receptort, které CRD vilbec nemaji.

Heptahelikalni doména, jak uz ndzev vypovida, je sloZena ze sedmi transmembranovych
Sroubovic, které prochazeji cytoplazmatickou membranou a jsou navzajem propojeny tiemi
extracelularnimi a tfemi cytoplazmatickymi klickami. Tato doména je spole¢nym znakem
vSech receptorti spifazenych s G-proteiny. Za interakci s G-proteiny specifickymi pro
aktivaci fosfolipasy C (PLC) je ziejmé zodpovédna C2 klicka mGlu receptort, ktera je
nejdelsi a nejvice variabilni, a intracelularni C-konec®. Pteuspotradani podjednotek
heptahelikélni domény je klicovym jevem pii aktivaci mGlu receptorﬁ30.

Heptahelikalni doména piechazi do intracelularni C-koncové domény. Tato ¢ast
glutamatového receptoru se Gcastni reakce s G-proteinem. Pro nékteré z mGlu receptort je
tato oblasti pro alternativni sestfih (,,alternative splicing), ktery dale zvySuje rozmanitost

jednotlivych skupin.

Osm ruznych gent kéduje mGlu receptory (MGIuR1-8), které jsou déleny do tii skupin

dle sekvenéni homologie, G-proteinu se kterym asociuji, a ligandové selektivity®".
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1.5.2 Skupina | mGlu receptoru

Do této skupiny patii metabotropni glutamatové receptory 1 a 5 a jejich sestfihové
varianty®’. Tyto receptory se typicky nachézeji postsynapticky a jejich aktivace obvykle
vede k bunécné depolarizaci a zvySeni neuronalni vzrusivosti.

Interaguji pfednostné s proteiny Gg11. Tak jsou pozitivné spjaty s fosfolipasou c%,
ktera po aktivaci S$tépi fosfatidylinositoly na inositol-1,4,5-trifosfat a 1,2-diacylglycerol
(viz obr. 2). Inositol-1,4,5-trifosfat nasledné¢ indukuje uvolnéni vapniku z intracelularnich
zasob®*. V heterolognich systémech byl prokazan také stimulaéni vliv receptord skupiny I

na adenylatcyklasu prostiednictvim Gs proteinﬁ35.

mGluRiskupina 1)

kationtovy kanal

Obr. 2: Pitenos signdlu do buiiky prostitednictvim mGlu receptoru skupiny I. Metabotropni glutamdtové
receptory skupiny | se spojuji prednostné s proteiny Gyu1. Toto spojeni vede k aktivaci fosfolipasy C (PLC) a
nasledujici mobilizaci Ca®* iontii pfes inositol-1,4,5-trifosfar (1P3) a aktivaci proteinkinasy C (PKC) pres
diacylglycerol (DAG). PKC je zapojena v aktivaci fosfolipasy D (PLD), fosfolipasy A, (PLA,), ziejmé i
mitogeny-aktivované proteinkinasy (MAPK) a VvV modulaci mnozstvi iontovych kandli. Sestiihovd varianta
mGlu receptoru /a se vaze na Gip-proteiny s naslednou inhibici adenylatcyklasy (AC), modulaci MAPK a
iontovych kanalii, a také moznou negativni regulaci aktivity PLC. Ovlivnéna miize byt i proteinkinasa A
(PAK). Také bylo zaznamendno mozné spojeni s Gs-proteiny. (E.R. = endoplazmatické retikulum). Obr.
upraven dle®.

Orthosterickymi ligandy této skupiny jsou kromé hlavniho agonisty L-glutamatu také
kyselina kviskalova®’, kyselina ibotenova® a 3,5-dihydroxyfenylglycin®.
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Ovlivnéni téchto receptort se uplatiiuje ve vyvoji cilenych farmakoterapii. Prokazana
byla ucinnost kompetitivnich antagonisti skupiny I mGlu receptori V piipadé zachvati
v modelech epilepsie’. Na poli farmakologie neustile roste vyznam allosterickych
modulatori mGlu receptoru. Tyto latky se vazi mimo orthosteriské vazebné misto
v N-koncové ¢asti receptoru — do tzv. allosterického mista v HD. Plsobi tak, ze ovliviiuji
afinitu a ucinnost orthosterickych ligandid jako pozitivni ¢i negativni allosterické
modulatory (PAMs, NAMs). Nékteré jsou oproti orthosterickym modulatorim méné
polarni a Iépe pronikaji hematoencefalickou bariérou, coz je vyznamné

7 farmakokinetického hlediska®.

1.5.3 Skupiny Il a Il mGlu receptoru
Skupina Il zahrnuje receptory mGlu2 a mGlu3, ¢leny tfeti rodiny jsou receptory mGlu4,

mGIlu6, mGlu7 a mGIu8. Receptory téchto skupin se vyskytuji jak presynapticky, tak
postsynapticky a jsou spojeny s inhibici adenylatcykasy®® prostfednictvim Gaj-proteinil.
Inhibice adenylatcyklasy zplsobuje snizeni produkce CAM P2,

Receptory II. a III. skupiny se Casto ucastni inhibice presynaptického uvoliiovani
neuropfenasect*’. Obé& skupiny maji kli¢ovou roli v indukci LTD*.

Skupina II je selektivné aktivovana 2R,4R-aminopiperidindikarboxylovou kyselinou,
skupina 111 2-amino-4-fosfonobutyratem®,

Agonist¢ mGlu receptor Skupiny II mohou byt potencialnimi léky na tzkostné
poruchy a schizofrenii**. Agonisté skupiny III jsou Uinni pii testovani na modelech

Parkinsonovy choroby na hlodavcich.

1.5.4 Dimerizace metabotropnich glutamatovych receptori
Metabotropni glutamatové receptory tvofi konstitutivni dimery (viz obr. 3 na strané

18)%.

Prokazano bylo spojeni intermolekularnim disulfidovym mustkem mezi cysteinem
v pozici 140 (Cys'*) v oblasti VFD?®. Toto kovalentni spojeni viak neni jedinym faktorem
pii tvorbé dimeru®®. Metabotropni glutaméatovy receptor 1 s bodovou mutaci, pii které je

Cysl40

zaménén za alanin, si zachova dimeriza¢ni schopnost a uchova si svou vazebnou
kapacitu k ligandam®,
Skutec¢nost, Ze mGlu receptory tvoii homodimery je obecné pfijimanym faktem,

u n&kterych receptorti byla prokazana také heterodimerizace®.
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Proces dimerizace receptord se odehrava v endoplazmatickém retikulu a nevyzaduje
glykosylaci proteinu®.

Vyznam heterodimerizace spoc¢iva v umoznéni transportu nékterych sestiihovych
variant na povrch bunék, coz se bezprostfedné tyka této prace, a 0 tomto jevu je vice

pojednano dale.

Homodimer Heterodimer

Obr. 3: Dimerni GPCRs rodiny C. Vievo homodimerni receptor sloZen ze dvou stejnych protomer (napr-.
receptor pro vapnik - CaSR), vpravo heterodimerni receptor slozen ze dvou riiznych protomer (GABAg
receptor, mGlu receptor). Schematicky jsou vyznaceny ,, Venus Flytrap “ doména (VFD), doména bohatd na
cystein (CRD), heptahelikdlni doména (HD) a C-koncovd doména. Obr. upraven dle®.

1.5.5 Metabotoropni glutamatovy receptor 1

Je prvnim identifikovanym receptorem z rodiny mGlu receptort. V lidském mozku je
nejvice mRNA kodujici mGlul receptor zastoupeno v mozecku, mozkové kiife, thalamu,
subthalamickych jadrech a amygdale®’.

Mezi jeho allosterické modulatory patii antagonisté ethyl-(7E)-7-hydroxyimino-1,7a-
dihydrocyklopropa[b]chromen-la-karboxylat (CPCCOELt) a
N-Fenyl-7-(hydroxyimino)cyklopropa[b]chromen-1a-karboxamid (PHCCC)® a pozitivni
modulatory (PAMS) jako napiiklad (S)-2-(4-fluorfenyl)-1-(toluen-4-sulfonyl)-pyrrolidin®.

Jsou zndmy nejméné Ctyfi sestiithové varianty mGlul receptoru lisici se svymi C-konci®®
(viz obr. 4 na stran& 19). Tyto izoformy se li§i svymi signalizaénimi vlastnostmi® a
nitrobunéénou lokalizaci®®, coz naznacuje, ze hraji rozdilné role Vv regulaci nervového
pienosu. Izoformy se oznacuji a-d, pficemz varianta a, sestavajici z 1199 AMK u potkana a
1194 AMK u clovéka, je ze vSech nejdel§i43. V této praci budou detailngji studovany pouze

delsi varianta la a kratsi 1b.
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1
mGluR1a NH :'{

mGluR1b NH:—1

mGluRl1c NHQ'{

mGluR1d N”f{

~ — —
~"

Extraceluldrni doména Transmembrinové Intraceluldrni doména

domény

Obr. 4: Sestiihové varianty metabotropniho glutamdtového receptoru 1. Sestiihové varianty
metabotropniho glutamdtového receptoru (mGluRlIa-d) se v sekvenci nelisi az do pozice 886 vietne. V
izoformé la je tato aminokyselina nasledovdana 313 dalsimi aminokyselinami, v 1b 20, v 1c jednou a 26 v 1d.
Obr. upraven dle®.

Metabotropni glutamatové receptory 1 tvoii homodimery (mGluR1a+mGluR1a,
mGIuR1b+mGIluR1b) a heterodimery (mGluR1a+mGIluR1b) slozené z dlouhych
(mGluR1a) a kratkych (mGluR 1b) sestiihovych variant (viz obr. 5).

mGluR1a+mGluR1a mGluR1b+mGluR1b mGluR1a+mGluR1b

VFD
CRD
CcM HD
C-konec

Obr. 5: Dimerizace sestiihovych variant mGlul receptoru. Vievo je homodimer tvoren dvéma mGlula
receptory (mGluR1a+mGIluR1a) s vyznacenou ,, Venus Flytrap “ doménou (VFD), doménou bohatou na
cystein (CRD), heptahelikalni doménou (HD) prochdzejici cytoplazmatickou membranou (CM) a C-koncem.
Uprostied je homodimer mGluR1b+mGIluR1b s cervené vyznacenymi C-konci upravenymi alternativnim
sestiihem. Vpravo je heterodimer mGlu receptoru slozen z jedné protomery mGluR1a a druhé mGIluR1b
(mGluRla+mGluR1b).

Studie na potkanim mozku ukazaly, ze sestfihova varianta mGIuRla je nejvice
zastoupena v mozecku, zejména v Purkyného buiikach®. Sestiihova varianta mGIuR1b je
prevladajici v hipokampu33’49.

Rozdilna exprese sestfihovych variant muze byt spojena s interakcemi s odlisnymi
intracelularnimi proteiny.

Identifikovany byly proteiny interagujici s C-koncovou doménou sestfihové varianty
mGlula receptoru®. Tyto proteiny se podileji napiiklad na cileném transportu (viz kapitola
1.5.5.1) a shlukovani receptori®’. Nové byly také objeveny proteiny interagujici s kratsi

sestfthovou variantou 1b, které pravdépodobné napoméhaji endocytoze a recyklaci téchto

receptorﬁsz.
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1.5.5.1 Intracelularni distribuce mGlul receptoru

Sesttihové varianty mGlul receptoru se svou nitrobunécnou distribuci ligi®,

V C-koncové doméné mGlul receptoru byl nalezen motiv. RRKK® 780 ¢

V.
endoplazmaticky retenéni signal®®, ktery je zodpovédny za inhibici transportu receptoru na
cytoplazmatickou membranu®. Pro uvolnéni z endoplazmatického retikula a nasledny
transport na membranu musi byt tato sekvence neutralizovana interakei s dal$imi proteiny
& se sekvenci na vlastnim C-konci. Maskovani RRKK® "% ylastnim polypeptidovym
fetézcem bylo objeveno u mGlula receptoru.

Teorii o regulaéni funkci RRKK® "% sekvence potvrzuje vyskyt mGlulb receptoru
predevsim v endoplazmatickém retikulu a lokalizace mGlula receptoru na povrchu bunék
HEK293%,

Dlouha C-koncova doména mGlula receptoru neutralizuje zatim neznamym
mechanizmem vliv bazického motivu RRKK®'"#8 sekvenci nejen v ramei svého vlastniho
monomeru, ale je zfejm¢ schopna maskovat tento signal i u asociovaného mGlulb
receptoru®. Heterodimer mGluR1a+mGIuR1b je poté transportovan na povrch bundk
HEK293 stejné jako homodimer mGluR1a+mGluR1a.

Motiv kladné nabitych aminokyselin je zodpovédny i za transport receptord v ramci

neurond. Peptid RRK®787

v C-koncové doméné mGlulb receptoru zabranuje vstupu
homodimeru mGluR1b+mGIluR1b do dendritd®®. Tento signal je konzervovdn mezi
rozliénymi sestiihovymi variantami mGlul receptoru, ale u varianty mGlula receptoru se
neprojevuje, je maskovan dominantnim somatodendritickym signalem C-konce a ptislusna
sestithovad varianta je transportovana do somatodendritické casti neuronli a do axont
transportovana neni>*’,

Delece C-koncového signalu mGlula receptoru maskujiciho sekvenci RRK®"7 tento
motiv odkryva a umoznuje transport axonalni, nikoliv dendriticky, ktery by se projevil u
nepozménéného receptoru56.

Za lokalizaci receptortl v neuronech je zfejmé zodpovédna i interakce s dalsimi proteiny
jako jsou proteiny rodiny Homer, u kterych byl prokazan vliv na distribuci mGlu5
receptoru®® a mGlula receptoru’.

Proteiny rodiny Homer interaguji pouze s dlouhou sestfihovou variantou mGlula
receptoru, v jejiz C-koncové doméné se nachazi aminokyselinovy motiv potiebny pro tuto
interakci®™ ™. Vazi se specificky na sekvenci bohatou na prolin, kterou mimo mGlu

receptrort skupiny I obsahuji i ryanodinové receptory, IP5 receptory a protein Shank®.
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Protein Homer-la zvySuje mnozstvi mGlula receptoru na povrchu bun¢k HEK293
transfekovanych mGlula a Homer-1a spole¢n&®. Interakce s proteiny rodiny Homer se ale
muze liSit i podle mista vyskytu v mozku. Podle imunohistochemickych studii na
potkanich mozcich jsou mGlula receptor a Homer-1c¢ siln¢ kolokalizovany na synapsich
v mozedku, V hipokampu jsou viak lokalizovany oddé&lend®. V neuronech potkani
mozkové kury je Homer-1c zodpovédny za zvySeny vyskyt mGlula receptoru
v dendritech®.

Z vyse uvedenych poznatki je jasné, Ze C-konce sestiithovych variant mGlul receptoru
hraji roli pfi transportu receptorovych komplexti na synaptické membrany a pfi interakcich
s dalsimi proteiny, a tak ovliviuji signalizaci.

Detekce hetorodimernich receptort in vivo otevira dal$i mozné cesty k ovlivnéni

signalizace metabotropnich glutamatovych receptort.
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2 Cil prace

Tato prace je soucasti projektu zabyvajiciho se podjednotkovym slozenim dimerniho
metabotropniho glutamatového receptoru 1 (MGIUR1) z hlediska vztahu sestiihovych
variant. Cilem této prace je porovnani nitrobunééné distribuce homodimernich
(mGluR1a+mGluR1a) a heterodimernich (mGluR 1a+mGluR1b) receptorovych komplexti

v mozku potkana pomoci sedimentac¢ni frakcionace.
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3 Material

3.1 Chemikalie
Akrylamid 99%
Azid sodny 99,5%
Bradfordovo ¢inidlo
Bromfenolova modf
Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva Blue R)
Dithiothreitol (DTT) 99%
DMEM
DMEM GlutaMAX™
Dodecylsiran sodny (SDS) 99,0%
FBS
Glycerol (bezvody) 98%
Glycin 98%
Chlorid véapenaty 99%
Inhibitory proteas (IP) Complete Mini
Kyselina chlorovodikova 35%
Kyselina octova 99%
Methanol
N,N’-methylenbiskarylamid 98%
N-butanol
Peroxodisiran amonny (APS) 98%
Poly-L-ornitin (0,01%, 10x koncentrovany)
Sacharosa 99,5%
Standard Spectra Multicolor High Range Ladder
Susené odtuénéné mléko Laktino (tuk 1,3 %)
TEMED

Trizma® base (Tris)

Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Serva, Némecko
Sigma, USA
Sigma, USA
Gibco, USA
Sigma, USA
Gibco, USA
Duchefa Biochemie, Nizozemi
Sigma, USA
Sigma, USA
Roche, Svycarsko
Penta, CR
Lachner, CR
Penta, CR

Sigma, USA
Penta, CR

Serva, Némecko
Sigma, USA
Sigma, USA
ThermoScientific, USA
ProMil, CR
Sigma, USA
Sigma, USA
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Trypsin (2,5%, 10x koncentrovany) Gibco, USA
Tween® 20 Sigma, USA

3.2 Pufry, média a roztoky

Akrylamidovy roztok (akrylamid 2,1 mol/l, N,N"-methylenbiskarylamid 52 mmol/l)
Barvici roztok (0,025% Coomassie Brilliant blue R250, 40%0bj. methanol, 7%0bj. octova
kyselina)

Elektroforeticky pufr (Tris 25 mmol/l, glycin 192 mmol/l, 0,1% SDS, pH 8,3)

Médium DMEM +/+ (DMEM + 1% penicilin a streptomycin, 10%o0bj. FBS)

Médium DMEM +/- (DMEM GlutaMAX™ + 10%o0bj. FBS)

Odbarvovaci roztok (40%0bj. methanol, 7%o0bj. octova kyselina)

PBS (NaCl 136,9 mmol/l, KCI 2,68 mmol/l, KH,PO,4 1,47 mmol/l, Na,HPO,4 8,1 mmol/l)
PBST (PBS + 0,1% Tween®20)

Pienosovy pufr (Tris 25 mmol/l, glycin 192 mmol/l, 0,1% SDS, 20%obj. methanol)

Pufr pro separacéni gel (Tris-Cl 1,5 mol/l, pH 8,8)

Pufr pro transfekce (NaCl 273,8 mmol/l, Na;HPO,.7H,0 1,5 mmol/l, HEPES 54,6 mmol/I,
pH7)

Pufr pro zaosttovaci gel (Tris-Cl 0,5 mol/l, pH 6,8)

Pufr Tris 50 mmol/l, pH 7,5

Pufr Tris-NaCl (Tris 200 mmol/l, NaCl 100 mmol/Il)

Sacharosa (0,32 mol/l, 0,8 mol/l, 1 mol/l, 1,3 mol/l, 2 mol/l; fedéno v Tris 50 mmol/l)
10% SDS

Vzorkovy pufr (TB) (Tris-Cl 250 mmol/l, 8% SDS, 20%o0bj. glycerol,

0,02% bromfenolova modi pH 6,8, DTT 40 mmol/l)
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3.3 Gely pro SDS-PAGE

Tab. 1: Slofeni separaénich gradientovych gelii a zaostiovaciho gelu. Gradientové gely byly pripravovdany
4-10% nebo 4-20%. Vice koncentrovany gel (10% nebo 20%) obsahoval vZdy jesté 4 g sacharosy.

Slozeni 4%  Slozeni 10%  Slozeni 20% Slozeni

gelu [ml] gelu [ml] gelu [ml] zaostfovaciho
gelu [ml]

Akrylamidovy 3,33 8,34 16,67 2,53
roztok
Pufr pro separacni 6,25 6,25 6,25 -
gel
Pufr pro - - - 1,88
zaostfovaci gel
10% SDS 0,25 0,25 0,25 0,15
dH,0 15,17 10,07 0 10,2
10% APS 0,085 0,085 0,085 0,15
TEMED 0,0085 0,0085 0,0085 0,015

3.4 Buné¢né linie
Bunééna linie HEK293T/17 (dale uvadény jen jako HEK293, bunécna linie odvozena

od lidskych embryonalnich ledvinovych bunék s insertovanym SV40 T-antigenem,
klon 17; ATTC, Rockefeller University)

3.5 DNA

pRK5 HA-mGIuR1a
pRK5 Myc-mGIluR1b

pRKS5 GFP
Prazdny vektor pRK6

Pouzitd DNA byla poskytnuta ¢leny nasi laboratofe™.
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3.6 Protilatky

Tab. 2: Primdrni a sekunddrni protilatky pouZité pii Western blotu. Uveden je ndzev, piivod a fedéni
pouzitych protilatek. Primdrni protildtka proti mGluR1a+mGIUR1b byla ziskana od clenii nasi laboratore.

Protilitka Piivod Redéni
Primarni
Purifikovana mysi proti BD Trandsuction 1:10 000 v PBST +

mGIuR1a (Purified Mouse
Anti-mGIluR1)

Purifikovana mysi proti
mMmGIluRla+mGIluR1b
(PAN-19)

Laboratories™

vyprodukovana v
nasi laboratofi

0,01% NaNj3

1 pg/ml v PBST +
0,01% NaN;

Sekundarni

Kozi proti myS$im IgG
(Goat anti-mouse 1gG-HRP:
sc-2005)

Santa Cruz

Biotechnology, INC.

1:5000 v 0,5% mléku
v PBST

3.7 Biologicky material

Potkani mozky (WISTAR), dospélé samice

3.8 Pristroje

Centrifuga L-70 Ultracentrifuge, rotor SW40
Centrifuga Mikro 120

Centrifuga Z 383 K

Elektroforeticka aparatura Hoefer Mighty small 11

for 8x9cm gels
Fluorescen¢ni mikroskop DMI 4000B

Gradientovy mixer Hoefer Mighty Small SE 245
Dual Gel Caster

Inkubator 4000 series

Laminarni box Bio-II-A
Magnetick4 michacka Big Squid
Michacka OS™ basic

Peristaltickd pumpa PCD 32.2

Beckman, USA
Hettich Zentrifugen, Némecko
Hermle, Némecko

Amersham Biosciences, USA

Leica, Némecko

Amersham Biosciences, USA

Contherm Scientific, Novy

Z¢éland

Telstar, Spanélsko

IKA Labortechnik, Némecko
Schoeller Instruments, CR

Ilabo, CR
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Predvazky

Pienosova aparatura Hoefer Mighty small
transphor TE22

Ptistroj na vyvolavani X-OMAT 1000
Sonikator Ikasonic U 50 control
Spektrofotometr Biowave 11

Vodni lazen TW12

Zdroj napéti E143

3.9  Ostatni material a vybaveni

Filmy Medical X-ray Film 13x18 cm (General
Purpose Blue)

Homogenizator Dounce, 1 ml
Homogenizator Potter-Elvehjem, 17 ml
Kultivaéni nadobi pro bunécné linie

. , , . ™
Nitrocelulosova membrana BioTrace' ™ NT

Boeco, Némecko

Amersham Biosciences, USA

Kodak, USA

IKA Labortechnik, Némecko
Biochrom, Velka Britanie
Julabo, USA

Consort, Belgie

Kodak, USA

Wheaton, USA
P-Lab, CR
TPP, Svycarsko
Pall, USA
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4 Metody

Pokud neni uvedeno jinak, vychazeji pouzité metody z protokol uvedenych v piirucce

<63

,Current Protocols in Molecular Biology*“™. Dale jsou proto uvedeny jen stru¢né postupy

a ptipadné zmény v nich.
4.1 Udrzovani bunécnych linii a manipulace s nimi

4.1.1 Pasaz bunék HEK?293

Z misky s buiikami o p¥iblizn& 90% konfluenci (tzn. 25.10° bunék na kultivadni misce o
priméru 15 cm) bylo odsano medium. Buiiky byly 1x promyty PBS a vystaveny ptisobeni
0,25% roztoku trypsinu v PBS po dobu 2 minut. Po uvolnéni bun¢k do suspenze bylo k
trypsinu pfiddno medium DMEM +/+ (vytemperovano na 37°C) v objemovém pomeéru
1:1., buiiky byly resuspendovany pipetou a nasledné€ centrifugovany 5 minut pti 1000 x g.

Supernatant byl odsan a bunééna peleta resuspendovana v mediu DMEM +/+. Bunky
byly standardné pasazovany 2x tydné v fedéni 1:5. Pro experimenty byly vyuzivany do
pasaze ¢. 20. Udrzovany byly v inkubatoru s atmosférou 5% CO; a pfesnou termoregulaci

(37°C).

4.1.2 Transfekce bunék HEK293 chloridem vapenatym

Buiiky tazené v médiu DMEM +/+ v kultivaéni misce o praméru 15 cm byly
pasazovany (viz kapitola 4.1.1), vysety v poméru 1:5 do média DMEM +/- na kultiva¢ni
misky o priméru 10 cm, minimalné 24 hodin pied transfekci. Kultivacni nddobi pro
experimenty bylo oSetieno inkubaci s roztokem poly-L-ornithinu (0,001% v PBS) po dobu
30 minut v 37°C. Poté co byl roztok poly-L-ornithinu odsan, se misky 3x oplachly tkH,O a
nechaly uschnout.

Smés plazmidové DNA (celkem 10 pg/ml, viz tab. 3 na stran¢ 29) a CaCl, (0,26 mol/l)
doplnéna do 1ml tkH,O byla ptepipetovana do 1 ml pufru pro transfekci (celkova
koncentrace DNA 5 pg/ml) a ihned nakapana na misku s bunkami.

Transfekované buiiky se inkubovaly 24 hodin v 37°C a 5% CO,.
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Tab. 3: DNA pouiitd pro transfekci bunék. Na jednu misku bylo pouZito vidy celkem 10 ug DNA. V pripadé
transfekce jednim typem DNA byla pouzito 5 ug daného vektoru a 5 ug prazdného vektoru. DNA pro GFP
slouzi jako kontrola uspésnosti transfekce.

Produkovany protein pouzitd DNA

mGluR1la pRK5 HA-mGIuR1la  + prazdny vektor pRK6
mGIluR1b pRK5 Myc-mGIuR1b  + prazdny vektor pRK6
mGIluR1la+mGIuR1b pRK5HA-mGIuRla + pRK5 myc-mGIluR1b
GFP pRK5 GFP + prazdny vektor pRK6

4.2 Sedimenta¢ni frakcionace bunéénych ¢asti potkaniho mozku
Pouzita metoda je upravena podle Gurdova postupu®.

Po celou dobu experimentu byly vzorky udrzovany pii 4°C (na ledu) a vS§echny pouzité
roztoky byly na tuto teplotu pfedem vychlazeny. Béhem celého postupu byl vzdy z kazdé
frakce odebran vzorek, ktery byl zamrazen a uchovavan v -80°C.

Hluboce zmrazené potkani mozky (-80°C) byly ponechany na ledu v 10 ml sacharosy
(0,32 mol/l v Tris (50 mmol/l)+inhibitory proteas (IP), pH 7,5), aby roztaly. Dva
rozmrazené mozky byly homogenizovany ve vychlazeném sklenéném homogenizatoru
(4°C) s roztoky, ve kterych rozmrzaly.

Homogenat byl centrifugovan v predchlazené centrifuze 15 minut pii 1000 X g a 4°C
(peleta P1, supernatant S1).

Supernatant (S1) byl dale centrifugovan 20 minut pfi 10000 X g a 4°C. Vznikly
supernatant (S2) byl pteveden do kyvety, peleta (P2) byla 3x promyta 0,5 ml roztoku
sacharosy (0,32 mol/l) a vzdy centrifugovana 20 minut pii 10000 x g a 4°C.

Promyta peleta (P2) byla rozpusténa v 1 ml Tris (50 mmol/I+IP (hypotonicky pufr) ve
kterém byla béhem 30 minut prib&ézné homogenizovana.

Homogenat pelety (P2) byl nafedén sachardzou o koncentraci 2 mol/l tak, aby vysledna
koncentrace sacharosy v roztoku byla 1,3 mol/I.

V centrifugacni kyveté byl navrstven gradient sacharosy. Nejprve byl do kyvety
pteveden roztok sachardzy o koncentraci 0,32 mol/l a v nasledujicim kroku byl podvrstven
postupné roztokem sacharosy o koncentraci 0,8 mol/l a roztokem pelety (P2), v némz byla
koncentrace sacharosy 1,3 mol/l. Vznikly gradient byl centrifugovan 20 minut pfi
60000 x g a 4°C. Pomoci plastového kapatka byly z jednotlivych rozhrani odebrany frakce

[1], [2].
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Sesbirané supernatanty (S2) se centrifugovaly 30 minut pii 12000 X g a 4°C — peleta P3,
supernatant S3. Supernatant byl dale centrifugovan 120 minut pti 140000 X g a 4°C —

peleta P4, supernatant S4.
Peleta P4 byla resuspendovana v sacharose (0,32 mol/l) a postupné podvrstvena roztoky

sacharosy o koncentracich 0,8 mol/l, 1 mol/l, 1,3 mol/l a 2 mol/l. Vznikly gradient byl
centrifugovan 16 hod pti 97000 x g a 4°C. Z jednotlivych rozhrani byly plastovym
kapatkem sesbirany mikrozomalni frakce ([3], [4], [5], [6]).

Schéma postupu je vyznaceno na obr. 6.

Koncentrace proteini v jednotlivych frakcich byla uréena metodou dle Bradfordové®.

P4

140000 x g, | 0,8 97 000 x g, (3]
i 16 hod
120min__  Is4 1 » M (4]
+ 0,32M sacharosa |, m (5]
>
P3 (P4, mm (6]
4 .
12 000 x g,
30 min
10 000 x g,
T 1000 x g, 15 min s1 20 min <3
>
3x
P1 (+ 0,32M sacharosa) P2
homogenizace, 32 60000xg,
, 2 omi (1]
+ hypotonicky 30 min min
pufr > los >
. P2+2M sacharosa | [2]

P2 --> 1,3M sacharosa|p3

Obr. 6: Schéma sedimentacni frakcionace homogendtu potkaniho mozku. Vyznaceny jsou podminky, za
Jakych centrifugace probihaly a jednotlivé frakce, ze kterych se odebiraly vzorky. Pri vSech centrifugacnich
krocich byla dodrzovina teplota 4°C, mezi nimi byly vzorky drzeny na ledu.(T - homogendt mozku, P - peleta,
S - supernatant).
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4.3 Barveni proteini pomoci Coomassie Brilliant blue R250

Po ukoncéeni elektroforetického déleni proteint byly akrylamidové gely barveny
V barvicim roztoku po dobu 30 minut na michacce. Po obarveni byly gely promyvany v
odbarvovacim roztoku az do ipIlného odmyti nenavazaného barviva a vyniknuti prouzki
obarvenych proteinti.

Takto odbarvené gely byly uchovavany zalité do celofanu ve smési glycerolu a vody
(1:1)%.

4.4  Prenos a imunochemicka detekce proteini po SDS-PAGE (Western
blot)

4.4.1 Priprava proteinovych vzorki pro Western blot

Pro pfipravu proteinovych vzorkd pro charakterizaci protilatek byly pouzity
transfekované buiky HEK293 (viz kapitola 4.1.2). 24h po transfekci byly bunky ulozené
na ledu 2x oplachnuty vychlazenym PBS (4°C) a poté stazeny pomoci $pachtle do PBS+IP
(asi 8.10° bungk/ml) a prevedeny do Eppendorfovych zkumavek.

Suspenze byla centrifugovana 10 min pii 4°C a 12100 x g, supernatant byl odsan a
peleta resuspendovana Vv Tris-NaCl+IP. Roztok byl sonikovan 15 x (0,5 s interval,
amplituda 80%) a poté smichan v poméru 1:1 se vzorkovym pufrem (TB) s Cerstvé
pfidanym DTT.

Proteinové vzorky z mozku byly pfipraveny fedénim frakci ze sedimentacni frakcionace
TB pufrem tak, aby vysledna koncentrace proteinu ve vzorcich byla 1 mg/ml (Pokud byla
koncentrace proteinu nizsi, bylo pouzito fedéni 1:1 s 2x koncentrovanym TB pufrem).

Vzorky byly 5 minut zahiaty ve vodni lazni (60°C). Nasledné byly vzorky
centrifugovany 10 minut pii 18 600 x g. Uchovavany byly v -20°C.

442 SDS-PAGE

Metody SDS-PAGE a imunoblot byly upraveny dle laboratroniho manualu firmy
Hoefer®.

Elektroforeticka aparatura s gradientovymi gely byla naplnéna elektroforetickym
pufrem. Do jamek zaostfovacich gelt byly naneseny piipravené proteinové vzorky (2,5 pug
proteinu pro protilatku PAN-19, 1,25 ug pro protilatku proti-mGluR1a), které byly po

rozmrazeni zahtaty ve vodni lazni (60°C) a centrifugovany pii 18600 x g 10 minut. Pro
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moznost uréeni pfiblizné velikosti d€lenych proteint byl na kazdy gel nanesen také
komer¢ni proteinovy standard.

Rozdé€leni proteinti probihalo za konstatniho napéti 90 mV po dobu 6 hodin (v ptipadé
4-20% geltl) nebo 5 hodin pii 80 mV (v ptipadé 4-10% geltr). Po ukonceni
elektroforetického déleni byly gely ihned déle zpracovavany bud’ barvenim proteint
pomoci Coomassie Brilliant Blue R250, anebo jejich pfenosem na nitrocelulosovou

membranu (viz kapitoly 4.3 a4.4.3)

4.4.3 Imunoblot

Ptenos proteini rozdélenych na SDS-PAGE na nitrocelulosovou membranu probihal v
pfenosové aparatuie v prostiedi pienosového pufru pii proudu 400 mA po dobu 2 hodin.

Membrana byla poté pies noc blokovana v 5% roztoku suseného mléka v PBST ve 4°C.
Po inkubaci byla membrana 3x oplachovana v 10 minutovych intervalech v PBST.

Dale byla membrana inkubovana v primarni mysi protilatce (dle potieby, viz tab. 2 na
stran€ 26) po dobu 2 hodin pii 4°C, nasledné byla 3x oplachovana v 10 minutovych
intervalech v PBST, nakonec byla inkubovana v sekundarni kozi protilatce proti mys$im
IgG konjugované s kienovou peroxidasou 2 hodiny ve 4°C.

Membrana byla od sekundarni protilatky oplachnuta 1x 10 minut PBST a 2x 15 minut
PBST. Nasledné byla pfevrstvena vyvolavacim roztokem SuperSignal West Femto,
inkubovana 5 minut pfi pokojové teploté a vizualizovana na film pomoci vyvolavaciho

stroje.
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5  Vysledky
5.1 Charakterizace protilatek

Pouzité protilatky rozpoznavaji specificky monomery i dimery obou sestfihovych
variant (a, b) mGlul receptoru (obr. 7). Porovnani bylo provedeno na vzorku celkového
proteinu z potkaniho mozku (T). Jako kontroly byly pouzity proteiny produkované

buiikami HEK293 a to pro kazdou sestfihovou variantu zvlast (a, b) a také pro ob¢

varianty produkované spolecné (ab).

T a b ab

- mGluRla+mGluR1a
kDa
300- - mGluR1a+mGluR1b
250-
180- - mGluR1b+mGluR 1b
-mGluR1a
130-
100- - mGluR1b

Obr. 7: Charakterizace protilatky PAN-19. Vzorek homogendtu mozku (T), a vzorky z bunék produkujicih
mGluRla (a), mGluR1b (b) a obé mGluR1a+mGIuR1b (ab). Ve vzorku a jsou zietelné prouzky odpovidajici
monomeru mGluR1a (asi 150 kDa) a jeho homodimerni formé (nejpomaleji putujici), podobné je tomu i ve
vzorku b (asi 100 kDa a 200 kDa). Ve vzorku ab a T jsou zastoupeny monomery, homodimery a heterodimer
(nad 300 kDa) techto sestrihovych variant. 4-10% gel.

Na obrazcich je ztetelna i heterodimerni forma mGlul receptoru (nad 300 kDa).

Ackoliv byly proteinové vzorky oSetieny redukénim ¢inidlem DTT, dimerni receptory

nebyly rozruseny, coz potvrzuje dimerizaci na zaklad¢ nejen kovalentnich interakci.
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kDa -mGluR1la+mGluR1a

- mGluR1a+mGluR1b
300- |
250-

180-

-mGluR1a
130-

100-

Obr. 8: Charakterizace protildtky proti mGluR1a. Analyzovan byl vzorek homogendtu mozku (T), a vzorky
Z bunék produkujicih mGluRlIa (a), mGIluR1b (b) a obé varianty spolecné (MGluRla+mGIuR1b, vzorek ab).
Ve vzorku a jsou zietelné prouzky odpovidajici monomeru mGluRla (asi 150 kDa) a homodimerni formé
(nejpomaleji  putujici). Ve vzorku ab a T jsou zastoupeny monomery mGluRla, homodimery
mGIluRla+mGluR1la a heterodimery mGluR1la+mGIluR1b (had 300 kDa). Ve vzorku b protildtka neznaci nic.
4-20% gel.

5.2 Distribuce heterodimernich a homodimernich receptoru v
jednotlivych bunéénych segmentech mozku

Na obrazcich z imunoblotu v této praci znaci protilatky proteiny odpovidajici
heterodimerni formé mGlu receptoru (MGluR1a+mGIuR1b). Pii vysoké specifité protilatek
je nepravdépodobné, Ze jde 0 jiné agregaty.

Izolaci bunéénych segmentll pomoci sedimentacni frakcionace byly ziskany rtizné
proteinové frakce, ve kterych bylo stanoveno mnozstvi celkového proteinu metodou dle
Bradfordové®, aby bylo moZné na gel nanést porovnavatelnd mnozZstvi proteind.

Po piedbé&zné analyze pomoci SDS-PAGE a barveni Coomassie Brilliant Blue R250
(obr. 9 na stran¢ 35), byly jednotlivé frakce buné¢nych ¢asti potkaniho mozku analyzovany

metodou imunoblotu.
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Obr. 9: Proteiny obarvené Coomassie Brilliant Blue R250. Mnozstvi celkového proteinu Z riiznych frakci
sedimentacni frakcionace je priblizné stejné — asi 10ug na jamku. (T — homogendt mozku, [2] — synaptozomy,
[4], [5], [6] — mikrozomalni frakce, P — peleta, S — supernatant)

Dulezitym vysledkem je potvrzeni heterodimerizace mGlu receptort. Na obrazcich
proteinti Z mozku rozdélenych pomoci SDS-PAGE (obr. 10, 11 na stran¢ 36) znaci
protilatky proteiny odpovidajici homodimernim formam (nejpomaleji putujici
mGIluR1la+mGluR1a a mGluR1b+mGIluR1b putujici kolem 200 kDa), ale taktéZ i prouzky
odpovidajici heterodimernimu komplexu receptort mGluR1la+mGIluR1b (nad 300 kDa).
Na obrazku znac¢eném protilatkou proti-mGluR1a jsou patrné monomery mGlula
receptoru, homodimery mGlula receptoru (mGluR1a+mGluR1a) a o néco rychleji putujici
heterodimery mGluR1a+mGIluR1b.

Vybrané frakce proteinii ze sedimentaéni frakcionace (obr. 10, 11 na strané 36)
reprezentuji zastoupeni proteinti v mozku (T — homogenat nebo S1 — homogenat zbaveny
bunécnych jader.), mikrozomalni frakce [4], [5], [6], které vznikaji z ¢asti

endoplazmatického retikula, a synaptozomy (frakce [2]).
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D ‘ ~ . - mGluRla+mGluR1a
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- -- .-mGluR1a+mGluRlb
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250-
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130-
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Obr. 10: Vybrané frakce z mozku potkana znacené protilatkou PAN-19. Frakce S, je homogendt zbaveny
bunécnych jader. Vidét jsou zde monomery mGlu receptoru (mGluR1b asi 100 kDa, mGluR1la 150 kDa),
homodimery (mGluRI1a+mGluR1a nejpomaleji putujici, mGluR1b+mGIuR1b asi 200 kDa) a heterodimer
(mGluR1a+mGIuR1b nad 300 kDa). U mikrozomdlnich frakci[4], [5] a [6] je patrny ndriist vyskytu proteinii
se zvySujici se hustotou frakce. 'V synaptozomdlni frakci [2] jiZ neni pozorovatelny dimer
mMGIuR1b+mGIluR1b, pomalu putujici dimerni receptory jsou zde vsak relativné zakoncentrovany. 4-20% gel.

T [4] [5] [6] [2]

- mGluRla+mGluR1a
- mGluR1la+mGluR1b

- mGluR1a
130-

100-

Obr. 11: Vybrané frakce z mozku potkana znacené protildtkou a-la. Ve frakci T (homogendt mozku) je
zretelny prouzek odpovidajici monodimernimu mGlula receptoru (asi 150 kDa), a ddle jsou zde prouzky
odpovidajici homodimerni formé mGluRla+mGluRla, kterd putuje nejpomaleji a o néco rychleji putujici
heterodimerni receptor mGluRla+mGIluR1b. V mikrozomdinich frakcich ([4], [5], [6]) je vidét postupny
nartist mnozstvi proteinu. N synaptozomalni frakci [2] dochdzi k relativnimu zakoncentrovani dimernich
receptorii. 4-20% gel.
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Na obr. 10 (strana 36), na kterém jsou proteiny znaceny protilatkou PAN-19 specifickou
pro obé sestfihové varianty mGlu receptoru, se zda, Ze v potkanim mozku by mohla byt
celkové vice zastoupena heterodimerni varianta mGlul receptoru. Tato skutecnost musi
byt ale jesté dikladnéji prostudovana.

Pfi porovnani mikrozomalni frakce [6] a Synaptozomalni [2] je vidét, ze homodimerni
receptor mGluR1b+mGIuR1b do synapsi téméf neputuje, zistava spise
v endoplazmatickém retikulu.

Ve frakci synaptozomi dochazi K relativnimu zakoncentrovani dimernich receptorti
mGIluR1la+mGluR1la a mGluR1la+mGIluR1b (obr. 10, 11 na strané 36).

Posouzeni rozdilného zastoupeni homodimerni a heterodimerni formy receptoru je pfi
pouziti této metody subjektivni. Na obr. 12 jsou porovnané rizn¢ dlouhé expozice
Z vyvolavani stejné membrany. Porovnavéna byla frakce synaptozomu [2]. Pti kratké
expozici (10 s) nejsou viubec patrné homodimery mGIuR1b+mGIuR1b (asi 200 kDa), pii
delsi expozici (60 s) jiz ale vidét jsou.

10s 30s 1min

kba % B -mGluRIa+mGluR 1a
. . _mGluR1a+mGIuR1b
300-
250-
-mGluR1b+mGIluR1b
180-
e .;. -mGluR1a
130-
-mGIluR1b
100. [ e

Obr. 12: Porovnani rizné dlouhych expozic u synaptozomdlni frakce [2]. Pri vys$si intenzité prouzkii je
heterodimernim mGIUR1la+mGIuR1b (nad 300 kDa). Pri niZsi expozici je vidét maly rozdil v zastoupeni
heterodimerniho receptoru a dimerniho mGluRla+mGluR la. Ddle pak je pri nejdelsi expozici vidét prouzek
odpovidajici dimeru mGIUR1b+mGIuR1b (asi 200 kDa), ktery pii nizZsich expozicich patrny neni. Znaceno
protilatkou PAN-19. 4-20% gel.
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6 Diskuze

V této praci jsem pomoci biochemickych metod ovéfovala pfitomnost dimert
sestiihovych variant metabotropniho glutamatového receptoru 1 (mGluR1a a mGIluR1b)

Vv riznych sedimentacnich frakcich homogenatu mozku potkana. Tato problematika nas
zajimala predevsim proto, ze v pfedchozich pokusech byla jednak identifikovana tvorba
heterodimert slozenych z mGluR 1a a mGluR1b variant v heterolognim expresnim systému
savéich bunék HEK293%, jednak proto, Ze homodimery sloZené pouze z podjednotky
mGluR 1b nejsou dopravovany na bun&ény povrch®, ani do dendriti neuront® a dale
proto, ze heterodimer mGluR 1a+mGluR 1b vykazoval vlastnosti podobné jako homodimer
mGIluR1la+mGluR1a.

V souladu s nasi teorii jsme detekovali v nitrobunééné synaptozomalni frakci dimery
receptorovych komplext odpovidajicich jak homodimeru mGluR1a+mGIluR1a, tak i
heterodimeru mGluR 1a+mGluR 1b. To odpovida spravnému dopravovani obou forem
dimert mGlul receptoru do mista urceni, jelikoz pravé synapse je misto, kde tyto
komplexy pusobi. Shodna distribuce populaci mGlul receptorti v ramci synapse bude
pfedmétem dalsiho zkoumani.

V této praci je heterodimerizace potvrzena metodou Western blotu na proteinech
izolovanych z potkaniho mozku. Nase vysledky jasné neguji n€ktera ptedchozi pozorovani.
Napfiklad skupina Robbinsové heterodimerizaci nedetekovala, avSak tato laboratof

pouzivala jiné metodiky, a také protilatky, které nyni potvrzuji heterodimerizaci
sestithovych variant mGlul receptoru jsou nové a unikétni.

Doposud neni piesné znamo, jakym mechanizmem funguje motiv RRKK®#% e viak
ziejmé, Ze je zodpovédny za retenci mGlulb receptoru v endoplazmatickém retikulu®,
Spojeni dimernich receptorii kovalentné disulfidovou vazbou bylo prokdzano na tirovni
domény VFD?. Toto spojeni viak neni nezbytné pro tvorbu dimeru®®, svou roli hraje
ziejme hydrofobni interakce, ktera by mohla byt situovana do HD, jelikoz zde se nachazi
mnoho hydrofobnich aminokyselin. Interakce mezi C-konci, ktera by tomuto spojeni
brénila se zda byt nepravdépodobna.

Z vysledku je také patrné, Ze homodimery mGlulb receptoru zistavaji spise
v endoplazmatickém retikulu a nepokracuji do synapsi. Odpovida to pfedeslému vyzkumu
endoplazmatického retenéniho signalu®. Tento signal by mé&l byt dale zodpovédny za

internalizaci homodimeru mGIuR1b+mGIuR1b z distalnich neuronti®.
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Izoforma mGlulb receptoru se na membrany tedy dostava ziejmé asociaci s delsi
izoformou 1la, zde tvori funkéni heterodimerni receptory vedle homodimernich receptort
(mGluRla+mGluR1a).

Princip cileného transportu receptorovych komplext jesté neni zcela objasnén,
pravdépodobné je zde zapojena interakce s dal$imi proteiny naptiklad z rodiny
Homer>***#1%2 " Interakce mGlulb receptoru exprimovaného bez varianty 1a s COPI
(obdobn¢ jako interakce GABAg receptoru s COPI 67) se ziejme podili na tom, Ze receptor
zustava v endoplazmatickém retikulu. Této interakci by mohla zabranit tvorba
heterodimeru mGluR1a+mGIluR1b.

Vzhledem k tomu, Ze nékolik vyvojovych farmaceutickych programu je zaméfeno na
vyvoj 1ékt, které by modulovaly funkénost mGlul receptord, je kazdy relevantni poznatek
o téchto receptorech dillezity jak pro pfedvidani u€inki takovych 1ékd, tak i pro maximalni
mozné vylouceni jejich nezddoucich G¢inki. Metabotropni glutamatové receptory ovliviuji
velké mnozstvi funkei v CNS a nejen tam. Pro vyvoj 1é¢iv, vyuzivajicich mGlu receptory
jako cile zasahu, je tedy nezbytné prostudovat detailné veSkeré interakce téchto receptort
S riznymi proteiny, ale i mezi sebou. Pro navrh 1é¢iv je podstatna také riiznoroda distribuce
sestfihovych variant mGlu receptort. Izoforma mGlula receptoru je spiSe zastoupena
v mozeku™ a méla by mit vliv spise na motorické funkce, varianta 1b dominuje

v hipokampu®**°

a jeji fyziologické funkce jsou zfejm& mnohem komplikovangjsi.
Do budoucna by bylo vhodné zaméfit se na funkéni rozdily mezi jednotlivymi

sestfihovymi variantami mGlul receptoru naptiklad pomoci ,,knock-out* organizmii.
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7 Zavér

Vysledkem této prace je potvrzeni heterodimerizace sestiithovych variant mGlu
receptoru (mGIluR1a a mGIluR1b) v potkanim mozku.

Dale bylo zjisténo, Ze ze vSech nitrobunécnych segmentt jsou dimerni mGlul
receptorové komplexy mGIluR1a+mGIluR1a a mGluR1a+mGIuR1b relativné vice
zastoupeny v synaptozomalni frakci oproti homodimeru mGluR1b+mGIuR1b, jenz byl
detekovan ve frakci obsahujici membrany endoplazmatického retikula a v synaptické
frakci byl detekovan jen minimaln¢. Tento poznatek koresponduje s nasi vychozi teorii, ze
homodimer mGluR1b+mGIuR1b je zadrzovan v endoplazmatickém retikulu a neni

dopravovan do synapsi, vétSinou zastava v buné¢ném téle neurond.
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