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Nazev diplomové prace: Role disulfidickych vazeb u hA;4 podtypu adenosinového receptoru

Adenosinovy receptor podtyp Aza je soucasti rodiny receptorti sprazenych s G proteinem
(GPCR), ktera je nyni cilem témét 40% vSech 1é¢ivych latek. GPCRs se skladaji ze sedmi
transmembranovych domén spojenych tfemi extracelularnimi a tfemi intracelularnimi
klickami (ECL a ICL). Byla odkryta skute¢néd struktura receptoru, tedy vime, ze ECL1 a
ECL2 jsou spojeny disulfidickymi vazbami. Z toho ECL2 je pravdépodobné¢ zodpovédna za
proces rozpoznani a navazani ligandu.

Abychom Iépe pochopili, jak dilezita je Gloha téchto disulfidickych vazeb v tomto procesu,
pomoci ptimé jednobodové mutace byly vytvotfeny Ctyfi adenosinové A, mutantni receptory,
kde aminokyselina cystein byla nahrazena za serin (C146S, C159S, C166S a C146S-C159S).
Ovlivnéni receptorové exprese bylo zkoumdno pomoci metody ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay). Nasledny efekt na proces rozpoznani ligandu receptorem byl proveden
pomoci kompetice mezi radioaktivné znagenym ligandem [*H]CGS-21680 (5 nM) a n&kolika
agonisty na adenosinovych receptorech (NECA, CGS-21680, PSB-826, BAY60-6583). Pouze
mutant C146S byl testovan s ["THIMSX-2 (1 nM). Funkénost receptoru byla zjistovana
pomoci cAMP akumulac¢ni studie, za pouZiti agonistli popsanych vySe a navic byl zahrnut i
endogenni agonista adenosin.

Zjisténé vysledky v této praci potvrzuji dilezitou roli disulfidickych vazeb pii procesu
rozpoznani a navazani agonistii. Vétsina testovanych mutantnich receptort ukazala vyznamny
rozdil v porovnani s lidskym wild-type A;a adenosinovym receptorem. Disulfidické vazby

v ECL2 skute¢né maji své opodstatnéni.



