ABSTRAKT

Studium bunék linie HEK293 stabiln¢ exprimujicich fuzni protein mezi opioidnim
receptorem typu delta (5-OR) a mutantou Gjla proteinu necitlivou vici pisobeni pertussis
toxinu, 8-OR-Gjla (Cys***-11e**Y), poskytlo nasledujici vysledky. SniZeni obsahu (deplece)
cholesterolu v plazmatické membrané s pomoci cyklického oligosacharidu B-cyklodextrinu
nezménila vazbu specifického agonisty 6-OR, [3H]DADLE. Ovlivnén nebyl ani celkovy
po&et vazebnych mist, ani afinita vazby [PH]DADLE na receptor. Deplece cholesterolu
vSak narus$ila schopnost 6-OR aktivovat trimerni G proteiny. Hodnota ECsy agonistou
stimulované vazby [3SS]GTPyS se zvysila o jeden fad. Tento Uc¢inek byl pozorovan jak
v piipad¢ kontrolnich bunék, tak v pfipadé bunck vystavenych ucinku pertussis toxinu. To
znamend, ze deplece cholesterolu vyznamné snizila ucinnost funkéniho sptfazeni nejen
mezi 6-OR a endogennimi G proteiny téidy Gi/G,, které jsou citlivé k ptisobeni pertussis

3L 11e*Y) proteinem.

toxinu, ale rovnéz mezi 6-OR akovalentné piipojenym Gjlo (Cys
Nezménény obsah cholesterolu v plazmatické membrané je tedy dileZitou podminkou
spravné funkce 5-OR.

Stanoveni vlivu deplece cholesterolu na funkéni aktivitu 6-OR bylo podpofeno
analyzou zmén biofyzikalnich vlastnosti plazmatické membrany s pomoci fluorescencnich
membranovych sond, hydrofobni sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH) a polarni sondy
Laurdan. Deplece cholesterolu vyvolala zvyseni celkové fluidity plazmatické membrany,
které¢ bylo zptsobeno zvySenim miry neuspotfadanosti a mobility komponent hydrofobni
zony membrany. V hydrofilni oblasti membranové dvojvrstvy zpusobila deplece
cholesterolu zvySeni polarity, které Ize ptipsat zvySeni poc¢tu molekul vody - hydrataci.

Studie bunék linie HEK293T pfechodné exprimujicich 5-OR nesouci na N-konci
antigenni epitop FLAG (FLAG-8-OR) ukéazaly, ze deplece cholesterolu sniZzuje uc¢innost
endocytozy 0-OR (internalizace), ktera nastdva vlivem stimulace receptoru vazbou
agonisty. Tato forma internalizace receptoru probiha prostfednictvim klatrinovych vacka.
Deplece cholesterolu dale zptisobila internalizaci FLAG-6-OR bez navazaného agonisty.
Mnozstvi timto zplsobem internalizovanych receptori odpovidalo ~40 % receptort
internalizovanych plisobenim agonisty. Analyza kolokalizace endocytovanych forem
receptoru s Rab proteiny (Rab4, Rab5, Rab7 a Rabl1), které¢ poslouzily jako ,,markery*
riznych typu intracelularnich vacka, ukazala, ze internalizace FLAG-6-OR vlivem deplece

cholesterolu probiha odlisSnym zpisobem neZ internalizace vyvolana vazbou agonisty.



