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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.



ABSTRACT

Study of HEK293 cells stably expressing fusion protein between delta opioid
receptor (0-OR) and pertussis toxin-insensitive mutant of Gjla protein, 6-OR-Gila
(Cys**™-11e**%), provided the following results. Decrease of plasma membrane cholesterol
content (cholesterol depletion) induced by cyclic oligosaccharide B-cyclodextrin did not
affect binding of specific 5-OR agonist, [°’H]DADLE. Neither the maximum number of
binding sites nor the affinity of [’[H]DADLE binding was changed by cholesterol depletion.
However, the ability of 6-OR to activate cognate trimeric G proteins was impaired. ECs
value of agonist-stimulated [*>S]JGTPyS binding was an order of magnitude higher. This
effect was observed in case of both control and pertussis toxin-treated cells. It means that
cholesterol depletion markedly reduced the efficiency of functional coupling of 6-OR to
endogenously expressed pertussis toxin-sensitive G proteins of G;/G, family as well as

covalently bound Gjla (Cys®-11e%*

) protein. Unchanged plasma membrane cholesterol
content is therefore important requirement for proper 6-OR function.

Detection of the effect of cholesterol depletion on the functional activity of 6-OR
was supported by the analysis of changes in biophysical state of plasma membrane using
fluorescent membrane probes, hydrophobic probe 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH)
and polar probe Laurdan. Cholesterol depletion induced an increase of the overall plasma
membrane fluidity that resulted from an increased degree of disorder and mobility of
hydrophobic membrane interior constituents. Polarity of the hydrophilic region of
membrane bilayer was increased by cholesterol depletion. This can be ascribed to an
increase in number of water molecules — hydration.

Studies of HEK293T cells transiently expressing N-terminally epitope-tagged form
of 5-OR (FLAG-6-OR) indicated that cholesterol depletion reduce the efficiency of 6-OR
endocytosis (internalization) which occurs in response to binding of an agonist. This form
of internalization occurs through the clathrin-coated vesicles. Furthermore, cholesterol
depletion induced internalization of agonist-unbound FLAG-3-OR. The portion of
receptors internalized in this way corresponded to ~40 % of agonist-induced internalized
receptors. The analysis of colocalization of endocytosed forms of receptor with
intracellular vesicle markers (Rab4, Rab5, Rab7 and Rabll proteins) demonstrated that
cholesterol depletion-induced and agonist-induced FLAG-5-OR internalization proceed in

a different manner.
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MAPK Mitogeny aktivovana protein kinaza (Mitogen-activated protein kinase)
MD Membranové domény

mGIuR Metabotropni glutamatovy receptor

MK Mastna kyselina

mMRNA Informacni (messenger) ribonukleotidové kyselina

Myc Antigenni epitop (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys)
NBD 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl
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PAR
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Pl
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PKA
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PNS
POMC
POPOP
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Neurotenzin

Opioidni receptor
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Oxytocin

Oxytocinovy receptor

Polarizace fluorescence

Protedzou aktivovany receptor (Protease-activated receptor)
Fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)
Fosfatidylcholin

Prodynorfin

Fosfatidyletanolamin

Proenkefalin

Fosfatidylinositol
Fosfatidylinositol-3-kinaza
Fosfatdylinositolbisfosfat

Protein kindza A

Protein kinaza C

Fosfolipaza A,

Fosfolipaza C

Fosfolipaza D

Plazmaticka membrana

Periferni nervovy systém
Proopiomelanokortin
1,4-bis(5-fenyloxazol-2-yl)benzen
Fosfatidylserin

Pertussis toxin

Anizotropie fluorescence

Anizotropie fluorescence v ¢ase 0 (limitni anizotropie)

Anizotropie fluorescence ve velmi dlouhém ¢ase (rezidualni anizotropie)

Rovnovazna anizotropie fluorescence DPH

Regulator G proteinové signalizace (Regulator of G protein signaling)

Rho-guanine nucleotide exchange factor
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RICS Raster Image Correlation Spectroscopy

S Parametr uspotadanosti (S-order parameter)
S1P Sfingosin-1 fosfat
Src Nereceptorova tyrosin kinaza

STE2, STE3 Feromonové receptory kvasinek

TAL Lysozym T4

TAS1, TAS2 Chutové receptory (Taste receptors)

TCSPC Time Correlated Single Photon Counting

TCZ Transient confinement zone

Tic 1,2,3,4-tetrahydroizoquinolin-3-karboxylova kyselina
TIP[y] Tyr-Ticy[CH,NH]-Phe (antagonista 5-OR)

TIPP Tyr-Tic-Phe-Phe (antagonista 5-OR)

TIPP[y] Tyr-Ticy-[CH,NH]-Phe-Phe (antagonista 5-OR)
TIPP-NH,  Tyr-Tic-Phe-Phe-NH, (agonista u-OR a antagonista 5-OR)
™ Transmembranovy usek

TMA-DPH  1-4-[(trimetylamino)fenyl]-6-fenyl-1,3,5-hexatrien

TP Prostanoidni receptor pro tromboxan A,

TRH Hormon uvoliujici thyreotropin (thyreoliberin)
TRH-R Receptor pro thyreoliberin

TSH Thyreotropin (Thyroid-stimulating hormone)
TX-100 Triton X-100

TXA, Tromboxan A,

U46619 9,11-Dideoxy-9a,11a-methanoepoxy prostaglandin F,, (agonista TP)
VIP Vazoaktivni intestinalni polypeptid

B-ARK Kinaza B-adrenergniho receptoru

0-OR d-opioidni receptor

k-OR K-opioidni receptor

u-OR p-opioidni receptor

T Doba zivota excitovaného stavu (lifetime)

() Rota¢né-korelacni Cas



1.  UVOD

Opioidni receptory jsou ¢leny rozsahlé rodiny proteini oznacovanych jako
receptory sprazené s G proteiny (GPCR). GPCR jsou jednim z nejvyznamnéjsSich cilt
pusobeni celosvétoveé predepisovanych 1ékl. Jednad se 0 integralni proteiny plazmatické
membrany, které hraji zasadni roli v ramci mezibunétné komunikace (Bockaert a Pin,
1999). Funkci GPCR je pienos informaci kdédovanych extracelularnimi signaly do nitra
bunky. Takovymi extracelularnimi signaly mohou byt naptiklad hormony nebo
neuropfenasece. Vazba hormonu na receptor spousti proces pienosu informace do nitra
bunky. Zpusobuje totiz strukturni zménu molekuly receptoru, prostfednictvim které
dochazi k aktivaci G proteinu. G proteiny, piesné&ji fe¢eno heterotrimerni G proteiny, jsou
proteiny vazajici guaninové nukleotidy, které ovliviiuji funkci fady protein signalnich
kaskad a podileji se tak na regulaci bunécéné signalizace (Wettschureck a Offermanns,
2005). Fyziologicky vyznam pienosu informaci prostfednictvim GPCR vyplyva ze
skute¢nosti, ze jsou diky interakci S G proteiny soucasti systému regulace bunééné
signalizace, ktera je podstatou fungovani organizmu jako celku.

V prubéhu vyzkumu opioidnich receptori (OR) byla postupné zjisténa existence
¢tyt odlisnych typtu OR, kterymi jsou opioidni receptor typu mi (u-OR), kappa (k-OR)
a delta (6-OR) a receptor pro nociceptin/orphanin FQ (NOP receptor). Opioidni receptory
jsou sprazeny s G proteiny tfidy Gi/G,, které jsou citlivé k plsobeni pertussis toxinu.
Aktivace G proteind této tiidy ma za nasledek inhibici enzymu adenylyl cyklazy, inhibici
napét'ové zavislych vapnikovych kanalti nebo aktivaci dovniti usmériujicich draslikovych
kanald. OR jsou aktivovany jak endogennimi opioidnimi peptidy, tak exogennimi opioidy,
Znichz nékteré maji znaény vyznam pro klinickou praxi (Waldhoer et al., 2004).
Vyznamnym ptedstavitelem je opiovy alkaloid, morfin. Morfin je velmi U¢inné a stale
pouzivané analgetikum, jehoZz podavani zpisobuje fadu nezadoucich vedlejSich ucinkd.
Dlouhodoba aplikace morfinu vede ke vzniku tolerance a zavislosti. Mezi dalsi nezadouci
ucinky patii snizeni stievni motility nebo utlum dychani (Kieffer, 1999). Morfin primarn¢
interaguje s u-OR, ale ukazalo se, ze GCinky morfinu na organizmus jsou Caste¢né
zprostiedkovany i 6-OR. Studie ,,5-OR-deficientnich® my$ich modeld ukazala, ze u téchto
jedinct nedochazi ke vzniku tolerance k morfinu (Zhu et al., 1999). Dale se zjistilo, Ze
latky selektivni vi¢i 6-OR jsou ucinnymi analgetiky, a to pfedevSim v piipadé 1écby
chronické bolesti (Gavériaux-Ruff a Kieffer, 2011). Jejich podani navic nezpisobuje

takové mnozstvi vedlejSich ucinki jako podani morfinu. Vzhledem k témto zjisténim ma



tedy studium faktord ovliviiujicich funkéni aktivitu 6-OR zcela zésadni vyznam a je
zaroven nezbytnou podminkou pro vyuziti terapeutického potencidlu tohoto typu OR
v klinické praxi.

Funk¢ni aktivita GPCR je regulovdna prostiednictvim interakci s riznymi
bunécnymi proteiny. Pozornost fady védeckych skupin, které se zabyvaji vyzkumem
GPCR, byla dlouhou dobu témét vyhradné zaméfena timto smérem. Vyznam vlivu
lipidového prostiedi plazmatické membrany, ve kterém jsou tyto receptory zanoteny, byl
vSak dlouhou dobu podceniovan, ne-li prehlizen.

Nejveétsi skupinu lipidi plazmatické membrany tvoti glycerofosfolipidy, které jsou
zakladnim strukturnim prvkem bunéénych membran savci. Mezi dal$i vyznamné lipidy
plazmatické membrany patiéi sfingolipidy a cholesterol, pficemz pravé cholesterol je
vyznamnym regulatorem struktury a funkce plazmatické membrany. Molekuly
cholesterolu jsou také dulezitou soucasti specifickych membranovych okrsku, které se
oznacuji jako membranové domény (Barenholz, 2002). Jedna se o dynamické struktury,
které se podili na regulaci distribuce a funkce fady proteinti plazmatické membrany. Mezi
takové proteiny se kromé jinych fadi i GPCR, heterotrimerni G proteiny a nékteré jejich
efektory (Oh a Schnitzer, 2001; Chini a Parenti, 2004; Ostrom a Insel, 2004). Uloha
membranovych domén, potazmo samotného cholesterolu, v signalizaci GPCR vsak stale

neni dostate¢né prozkoumana, pfi¢emz vyjimku netvoii ani 5-OR.



2. LITERARNI PREHLED
2.1. Receptory sprazené s G proteiny

Receptory sprazené s G proteiny (GPCR) tvofi nejvétsi rodinu proteind v ramci
genomu savci. Jednd se o transmembranové proteiny plazmatické membrany, které
zprostiedkovavaji ptenos extraceluldrnich signali do nitra buiiky. GPCR jsou velmi
riznorodou rodinou proteintl, coZ je patrné z rozmanitosti molekul ligandd, které se na tyto
receptory vazou. Mezi ligandy GPCR patii biogenni aminy, peptidy, proteiny,
aminokyseliny, ionty, lipidy, nukleotidy, fotony nebo odoranty.

Hlavnim strukturnim znakem vSech GPCR je transmembranova oblast tvofena
sedmi useky (TM1-TMT7), které sestavaji z 25-30 aminokyselin a prochazi membranovou
dvojvrstvou v podobé a-helixti stacejicich se v protisméru hodinovych rucicek.
Transmembranové tUseky jsou spojeny tiemi extracelularnimi (ECL1-ECL3) a tfemi
intracelularnimi (ICL1-ICL3) smyckami. N-konec se nachéazi v extraceluldrnim prostoru,
zatimco C-konec je umistén v cytosolu (Obr. 1). Transmembranova oblast GPCR je
Z hlediska strukturni podobnosti (homologie) obecné velmi konzervovanou ¢asti receptoru,
coz se vSak rozhodné neda fici o koncovych doménach. Spolecnym rysem, co se tyce
mechanizmu ptenosu signalu, jak napovida jiz samotné pojmenovani téchto receptort, je
interakce receptori s G proteiny, pfesnéji feceno s heterotrimernimi G proteiny (Bockaert
aPin, 1999). GPCR jsou vSak zapojeny i1 do signdlnich drah, které heterotrimerni
G proteiny nezahrnuji, a proto by mozna bylo vhodnéjsi pouZivat pro tyto receptory
oznaceni "receptory sedmkrat prochdzejici membranou" (7TM receptors). V literature lze

narazit na pouziti obou nazvu, ale oznaceni GPCR se jiz vzilo natolik, ze je stale

pouzivangjsi.
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Obr. 1 Schematické znazornéni struktury GPCR
(pfevzato z prace Ji et al., 1998 a upraveno)
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Za tucelem clenéni GPCR bylo navrzeno nékolik riznych klasifikanich systémii.
Zatimco podle nékterych systému byly receptory fazeny do jednotlivych skupin ¢i rodin
podle umisténi vazebného mista pro ligand, jiné¢ systémy tiidily receptory na zakladé
kombinace fyziologickych ucinki a strukturnich znaka. Podle jednoho z nejpopularnéjsich
klasifika¢nich systému byly vSechny znamé GPCR obratlovct i bezobratlych rozdéleny do
Sesti tfid oznacenych A az F (Kolakowski, 1994). Ttida A zahrnovala rhodopsinu podobné
receptory, tiida B receptory pro sekretin, glukagon, kalcitonin nebo parathyroidni hormon,
tiida C metabotropni glutamatové receptory a metabotropni receptory pro kyselinu
y-aminomaselnou (GABAg receptory), tfida D feromonové receptory kvasinek typu STE2,
tiida E feromonové receptory kvasinek typu STE3, a tfida F zahrnovala receptory pro
cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) vyskytujici se u hlenky Dictyostelium discoideum.
Z vyctu zastupct jednotlivych tfid je patrné, ze nékteré tiidy se nevyskytuji u savcu a jiné
maji jen nckolik malo Clent, které se vyskytuji pouze u jednoho druhu organizmu
(Joseffson, 1999; Perez, 2003).

V roce 2003 publikoval védecky tym ze Svédska, ktery provedl analyzu receptorii
kédovanych lidskym genomem, novy systém klasifikace GPCR. Receptory byly
analyzovany podle kompletnich aminokyselinovych sekvenci. Tento typ analyzy byl dale
podpoien fylogenetickou analyzou, kterd porovnavala aminokyselinové sekvence od prvni
aminokyseliny TMI1 po posledni aminokyselinu TM7. Receptory byly na zakladé
ziskanych vysledki rozdéleny do péti rodin: Glutamatovd (G), Rhodopsinova (R),
Adhesion (A), Frizzled/Taste2 (F) a Sekretinova (S). Tento systém klasifikace je souhrnné
oznacovan zavedenym akronymem GRAFS. Stejny védecky tym publikoval o dva roky
pozdéji také vysledky srovndvaci analyzy GPCR vyskytujicich se u riznych druht
organizmi. Vysledky této analyzy poskytly dikaz o tom, Ze systém GRAFS lze pouzit
nejen pro klasifikaci GPCR u lidi, ale i pro klasifikaci GPCR jinych druhti obratlovci
(Fredrikson a Schioth, 2005).

Glutamatova rodina zahrnuje osm metabotropnich glutamatovych receptort
(mGIuR), dva podtypy GABAg receptoru (GABAg; a GABAg,), receptor aktivovany
extracelularnimi vapenatymi ionty (CaSR) a chutové receptory oznacované jako TASI.
Tato skupina v podstaté odpovida t¥idé C klasifikacniho systému A-F. Vazebné misto pro
ligand je u glutamatovych receptorti umisténo na N-konci, jehoZz ptiblizna délka je 280-580
aminokyselin. N-konec receptoru tvoii dva ,laloky®, které jsou oddéleny prohlubni, do
které se vaze glutamat (tzv. Venus fly trap). N-konec GABAg receptort je ve srovnani

s jinymi GPCR velmi dlouhy, obsahuje vazebné misto pro ligand, ale postrada sekvence
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bohaté na cystein (Cys), které se naopak vyskytuji v ramci N-konce CaSR a TAS1
receptord.

Rhodopsinova rodina GPCR je nejobsahlejsi a odpovida tiidé A klasifika¢niho
syst¢tmu A-F. Charakteristickymi znaky této rodiny jsou motiv NSxxNPxxY v TM7
a motiv DRY/D(E)-R-Y(F) na rozhrani mezi TM3 a ICL2. Misto pro vazbu ligandu je
tvofeno prohlubni mezi transmembranovymi useky. Existuji vSak i vyjimky z tohoto
pravidla, jako jsou receptory pro glykoproteiny, které maji vazebné misto pro ligand
umisténo na N-konci. Rhodopsinovou rodinu GPCR lIze rozdélit do ¢tyi hlavnich skupin,
oznacovanych jako o, B, y, a o. Skupina a obsahuje rhodopsin, receptory pro
prostaglandiny, melatonin, katecholaminy, dopamin, serotonin (5-hydroxytryptamin,
5-HT) a acetylcholinové receptory muskarinového typu (M receptory). Do skupiny B se
fadi receptory pro peptidové ligandy, jako jsou cholecystokinin (CCK), hormon uvoliujici
thyreotropin (TRH), hormon uvolnujici gonadotropin (GnRH), gastrin uvoliyjici peptid,
ghrelin, arginin-vazopresin, oxytocin (OT), tachykininy, neuropeptid FF, neuropeptid Y,
neuromedin B a neurotenzin. Skupina y zahrnuje receptory pro galanin, somatostatin,
opioidy a chemokiny. Do skupiny & byly zatazeny receptory pro hormony glykoproteinové
povahy, jako jsou luteinizatni hormon (LH), folikuly stimulujici hormon (FSH)
a thyreotropin (TSH), dale pak receptory pro nukleotidy nebo formyl peptid.

Rodina Adhesion je pomérné novou a velmi specifickou rodinou GPCR. Nazev této
rodiny je odvozen od ptitomnosti specifickych motiva (adhesion-like motifs), které existuji
v ramci relativné dlouhého N-konce (200-2800 aminokyselin) receptoru a hraji dilezitou
ulohu pfi adhezi bunék. Neékteré receptory této rodiny byly dfive oznaCovéany jako
sekretin-like (sekretinu podobné) a byly tudiz fazeny do stejné t¥idy jako sekretinové
receptory (tfida B). Fylogeneticka analyza ale jasn¢ ukazala, Ze tento typ receptorii tvoii
samostatnou rodinu.

Rodina Frizzled/Taste2 sdruzuje takzvané frizzled receptory a chutové receptory
oznacované jako TAS2. Frizzled receptory zprostiedkovavaji signalizaci sekretovanych
glykoproteint typu Wnt, ¢imZ kontroluji proliferaci a osud jednotlivych bunék v prabéhu
vyvoje organizmu. Tyto receptory maji 200 aminokyselin dlouhy N-konec obsahujici
konzervované cysteiny, které se podili na vazbé Wnt ligandu. Oznaleni frizzled je
odvozeno od struktury Wnt ligandu a dalo by se pielozit jako stoeny nebo zkrouceny.
TAS?2 receptory nevykazuji Zadnou jasnou podobnost s TAS1 receptory, které jsou fazeny
do glutamatové rodiny. TAS2 receptory maji velmi kratky N-konec. Tato skutecnost

podporuje nazor, Ze vazebné misto pro ligand se na jejich N-konci s velkou
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pravdépodobnosti nevyskytuje. TAS2 receptory jsou kromé chutového epitelu jazyka
pfitomny jesté v epitelu Ustniho patra. O jejich funkci se toho zatim piili§ mnoho nevi, ale
ma se za to, ze se jedna o receptory, které zprostiedkuji vnimani hotké chuti.

Sekretinova rodina zahrnuje receptory, jejichz ligandy jsou relativné velké peptidy,
které vétSinou funguji v ramci parakrinniho typu sekrece. Nazev této rodiny je odvozen od
receptoru pro sekretin, ktery byl jejim prvnim klonovanym c¢lenem. Sekretinova rodina
odpovidd tfidé B klasifikacniho systému A-F. N-konec téchto receptori je dlouhy
60-80 aminokyselin. Postranni fetézce cysteinli v ramci N-konce receptoru jsou vzajemné
propojeny disulfidickymi mustky, které jsou dilezité pro vazbu ligandu. Mezi ¢leny této
rodiny patii receptory pro sekretin, kalcitonin, glukagon, kortikotropin uvoliujici faktor
(CRF), hormon uvoliujici rastovy hormon (GHRH), polypeptid inhibujici zaludek (GIP),
vazoaktivni intestinalni polypeptid (VIP) a parathormon (Fredriksson et al., 2003).

Z databaze NC-IUPHAR je zfejmé, ze historicky pivodni systém klasifikace GPCR
do tiid A, B a C je stale pln¢€ uznavany a pouzivany. Z klasifikace pouzivané pro ucely této
databaze dale vyplyva, ze novy poznatek vyplyvajici z fylogenetické analyzy, na zakladé
kterého se adhesion a sekretinové receptory déli do dvou samostatnych rodin, byl
odborniky nejen zaznamenan, ale i akceptovan (www.iuphar-db.org).

Vyse uvedeny seznam dosud znamych receptorit spfazenych s G proteiny (GPCR)
jasn¢ ukazuje, ze ligandy téchto receptorii tvoii velmi rozsahlou skupinu hormont
a neuropienasec¢tt (neurotransmiterti). Tyto receptory rovnéz zprostfedkuji pienos
svetelnych, zvukovych, chutovych, pachovych a tlakovych signali do nitra piisluSnych
specializovanych buné¢k a nasledné vnimani téchto fyzikalnich d&ji celym organizmem. Je
proto mozno fici, Ze prenos signalu prosttednictvim GPCR ma zasadni vyznam pro fizeni
aregulaci vSech fyziologickych procesi a funkci: pfenos nervovych vzrucht
a hormonalnich signalt, rist, vyvoj a funkéni specializaci riznych individualnich
bunéénych typd organizmu S naslednou koordinaci a integraci Cinnosti téchto bunck
Vv ramci organizmu jako celku. Do spektra fyziologickych uc¢inkt €1 projevi GPCR déle
patii regulace bunééného metabolizmu, diferenciace bunék, vnimani vizudlnich, ¢ichovych
a chutovych podnétl, fizeni ¢innosti srdce i vSech dalSich organti sav¢iho organizmu
vcetné jeho endokrinnich a reprodukénich funket.

Pro zasadni fyziologicky vyznam GPCR svéd¢i 1 skutecnost, ze zhruba polovina
celosvétové predepisovanych 1ékti uplatiuje svlij terapeuticky ucinek prave
prostfednictvim interakce s timto typem receptort. V této souvislosti je rovnéZ tieba fici,

ze soucasny stav l1écby vyuzivajici ligandy GPCR neni v fadé piipadii optimalni. Tato
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skutecnost je hnaci silou pro farmaceuticky primysl a tudiz i divodem vynakladani
znaénych finan¢nich prosttedkl na vyvoj a syntézu novych 1é¢ebnych ptipravkd, jejichz
struktura je navrhovana na zéklad¢ podrobné analyzy struktury vazebného mista GPCR pro
ligandy. Zvlastni pozornost je v této souvislosti v posledni dobé vénovana ptiprave
alosterickych ligandii, tj. ligandii, které jsou schopny ovliviiovat funkci receptoru nejen
ptes klasické, tj. orthosterické vazebné misto, ale i nepfimo, tj. zménou konformace
receptoru primarn¢ vyvolanou interakci ligandu s jinou ¢asti receptoru nez je orthosterické
vazebné misto.

Interakce ligandu s receptorem zavisi predevsim na struktuie receptoru, jejiz
znalost ma tedy pro syntézu novych ligandi zasadni vyznam. Znalost struktury receptort
mize dale pomoci objasnit vyznam intracelularnich oblasti receptoru pro interakci
S intracelularnimi  signalizaénimi a regulacnimi partnery. Vé&dci prednich svétovych
laboratofi zabyvajici se vyzkumem GPCR z tohoto diivodu vénuji zjisténi struktury téchto
receptort velké usili. Jedna se v§ak o obtizny tkol. Pro zji§téni struktury je nejprve nutné
mit k dispozici dostate¢né mnozstvi receptorovych proteini, které je nutno nejprve
vyjmout (izolovat) z prostiedi lipidové dvojvrstvy membrany V nativnim, plné funkénim
stavu. Nasledn¢ je mozné receptory krystalizovat a urcit jejich trojrozmérnou (3D)
strukturu metodou difrakce rentgenovych paprski. Izolace membranovych proteint a jejich
krystalizace, je v§ak na rozdil od solubilnich proteinii znacné obtiznd, nebot’ stabilita jejich
prostorového uspofadani je podminéna piitomnosti hydrofobnich lipidovych molekul
membranové dvojvrstvy. VSechna ,krystalizatni media“ proto obsahuji slozitou smés
detergent a lipidi.

Nejprozkoumanéjsimi zastupci GPCR jsou rhodopsin a f-adrenergni receptor
(B2-AR). Ligandem rhodopsinu jsou fotony svétla, tj. kvanta viditelné Gasti spektra
slune¢niho zafeni. Konforma¢ni zména rhodopsinu, ke které dochazi po absorpci kvanta
sveételného zafeni, proto pifedstavuje priméarni a zdkladni molekuldrni princip vidéni.
Ptikladn€é, mutace postihujici piislusné genové lokusy kddujici informaci pro syntézu
rhodopsinu jsou u lidi pfic¢inou nékterych typt hereditarnich chorioretinélnich dystrofii.
Zajem o studium B-AR (pozd&ji rozliSenych na Bi-AR, P2-AR a P3-AR) na pocatku
sedmdesatych let 20. stoleti byl vyvolan hned nékolika podnéty najednou (Lefkowitz,
2004). Prvnim z téchto podnéti bylo zjisténi schopnosti katecholamini aktivovat enzym
adenylyl cyklazu (AC) v srde€nim svalu. Mechanizmus aktivace adenylyl cyklazy byl
Vv tehdejs$i dobé zcela neznamy a do formulace ulohy G proteint jako bilkovin stojicich

funk¢né 1 strukturné mezi receptorem a AC bylo jesté daleko (Rodbell, 1980; Gilman,
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1987; Freissmuth et al., 1989; Birnbaumer, 1990; Kaziro et al., 1991). AC byla nové
objevenym, intenzivné studovanym, avSak malo prozkoumanym enzymem. Prvni snahou
Lefkowitze a spolupracovnikt bylo jasné prokazat existenci proteinové molekuly, ktera by
vazala ligandy s povahou B-adrenergnich agonistii, tj. noradrenalin, adrenalin a isoprenalin.
Jinymi slovy, skupina Lefkowitze se snazila jednoznac¢né prokazat existenci f-AR jako
takovych, resp. zjistit, na jakych proteinovych molekulach se nachazeji vazebna mista pro
tyto ligandy (Lefkowitz, 2004). Myslenka existence nezavislych proteinti funkéné
specializovanych pouze na vazbu ligandu, které by byly jednoznacné ve strukturnim slova
smyslu odlisné od molekuly AC, nebyla v této dobé vSeobecné pfijimana. Vazebné misto
pro ligand (katecholaminy) mohlo byt stejné dobie lokalizovano v jiné ¢asti proteinové
molekuly AC nez je jeji aktivni centrum, tj. katalyticka doména.

Druhym podnétem byl mozny piinos pro klinickou praxi, ktery byl zpiisoben
syntézou novych 1é¢iv, p-blokatori, tj. ligandi blokujicich ucinek katecholaminli na
srdeéni sval - propranolol, alprenolol, dihydroalprenolol, pindolol, cyanopindolol,
practolol, carazolol a tada dalSich. Bylo zjisténo, ze se jednd o latky s vyznamnou
ucinnosti pii 1é¢be kardiovaskularnich chorob, jako jsou srde¢ni arytmie nebo nékteré typy
hypertenze (propranolol). V neposledni fadé¢ zde byly i divody praktického razu, jako
nezbytnost zavedeni novych metod umoziujicich kvantitativni detekci receptord v dané
tkani. Dostupnost velkého mnoZstvi ligandGi [-adrenergnich receptori, agonistll
I antagonistl, soucasné skytala solidni zaklad pro syntézu radioaktivné znacenych derivati
téchto ligandu (specifickych radioligandt), které bylo mozno nasledné pouzit pro ptimé
vazebné studie receptori v izolovanych buiikach nebo membranovych frakcich.
Neradioaktivni fS-blokator alprenolol byl po imobilizaci na matrici pouzit pro izolaci
B2-AR s pomoci afinitni chromatografie. Ptiprava vysoce Cisté bilkoviny B2-AR nasledné
umoznila klonovéni tohoto receptoru (Letkowitz, 2004).

Hovézi rhodopsin se stal prvnim receptorem, jehoZ trojrozmérnéd struktura byla
zjisténa (Palczewski et al., 2000; Okada et al., 2000). Vyhodou studia rhodopsinu je jeho
snadna dostupnost. Rhodopsin se pfirozené vyskytuje ve velkém mnozstvi ve vnéjSim
segmentu tyc¢inek sitnice. Mnozstvi rhodopsinu potiebné pro ucely krystalizace bylo
ziskano preparaci sitnice ziskané z oka hovéziho dobytka, nebot dostupnost tohoto
materidlu neptfedstavovala nijak velky problém. Vytéznost izolace rhodopsinu byla vysoka
a purifikace tohoto proteinu nebyla diky vysoké trovni obsahu receptoru v pouzité tkani

témert zapotiebi (Letkowitz, 2004).
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V ptipad¢€ receptorti pro hormony a neuroptenasece byla vSak situace o poznani
tkdnich v mnozstvi dostatecném pro biofyzikalni studie, a jsou navic po izolaci detergenty
Z membrany mnohem mén¢ stabilni. Tato omezeni se samoziejmé vztahuji i na Bo-AR.
Zasadnim pocinem skytajicim mozné feSeni nedostatku materidlu bylo klonovani ,-AR
v osmdesatych letech 20. stoleti. V navaznosti na zjisténi primérni sekvence aminokyselin
B2-AR byl vytvofen funkéni protokol pro expresi a purifikaci dostatecného mnozstvi
receptorovych proteinti pro ucely biofyzikédlnich a biochemickych studii, které ptispély
k identifikaci strukturnich zmén receptoru vyvolanych vazbou agonisty. Souhrnnym
vysledkem provedenych experimentli bylo zjisténi, ze P2-AR je velmi dynamickym
proteinem, jehoZ nejvice flexibilnimi oblastmi jsou intracelularni ¢ast TMS a TM6, a ICL3,
kterd tyto dva transmembranové useky spojuje. Dynamickd povaha (konformacni
flexibilita) receptoru se vSak ukazala byt prekazkou tspésné krystalizace proteinu. Tento
problém byl nasledné vyieSen s pomoci dvou rliznych pfistupli zaméfenych na snizeni
flexibility uvedenych oblasti receptoru (Kobilka, 2013). Jednim pfistupem bylo navazani
fragmentu monoklonalni protilatky (Fab) na ICL3, druhym pak nahrazeni flexibilni oblasti
receptoru lysozymem T4 (T4L). T4L je velmi stabilni solubilni protein, ktery Ize snadno
krystalizovat, a byl zvolen proto, ze se ukazal byt vhodnym kandidatem k umisténi mezi
intracelularni konce TM5 a TM6 receptoru. Vyuziti obou téchto piistupti v kombinaci
s lipidovymi nosici (napf. smés lipidl a detergentu) nakonec v roce 2007 vyustilo v ziskani
prvnich krystal B2-AR. Lidsky P2-AR se tak stal druhym GPCR, jehoZ trojrozmérna
struktura byla odhalena (Rasmussen et al., 2007; Kobilka a Schertler, 2008).

Od té doby byla diky dalSimu neustdlému zlepSovani postupti purifikace
a krystalizace membranovych receptorti odhalena struktura fady dal§ich GPCR, jako jsou
B1-AR (Warne et al., 2008), Aa adenosinovy receptor (Jaakola et al., 2008),
D3 dopaminovy receptor (Chien et al., 2010), chemokinovy receptor CXCR4 (Wu et al.,
2010), H; histaminovy receptor (Shimamura et al., 2011), receptor pro sfingosin-1 fosfat
typu S1P; (Hanson et al., 2012), M, a M3 receptor (Haga et al., 2012; Kruse et al., 2012),
protedzou aktivovany receptor typu PAR1 (Zhang et al., 2012), chemokinovy receptor
CXCR1 (Park et al., 2012), u, 8, x i N/OFQ opioidni receptor (Manglik et al., 2012;
Granier et al., 2012; Wu et al., 2012; Thompson et al., 2012), neurotenzinovy receptor
NTS; (White et al., 2012) 5-HT1g a 5-HT,g receptor (Wang et al., 2013; Wacker et al.,
2013). Ve vétsing piipadl byly ke krystalizaci pouZity receptory s navdzanym antagonistou

nebo inverznim agonistou. V piipadé NTS; receptoru (White et al., 2012), rhodopsinu
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(Scheerer et al., 2008; Standfuss et al., 2011; Choe et al., 2011; Deupi et al., 2012), B,-
a pB1-AR (Rasmussen et al.,, 2011a,b; Rosenbaum et al., 2011; Warne et al., 2011;
Warne et al., 2012), A,a adenosinového receptoru (Lebon et al., 2011; Xu et al., 2011)
a5-HTig a 5-HT,g receptori (Wang et al., 2013; Wacker et al., 2013) jsou jiz znamy
I struktury receptoru s navazanym casteCnym (partial) nebo plnym (full) agonistou.
Zlomovym objevem v oblasti krystalizace GPCR bylo ale teprve odhaleni struktury
komplexu aktivni formy receptoru (s navazanym agonistou) s G proteinem. Jednalo se
konkrétné o komplex monomerniho 32-AR receptoru s heterotrimernim G proteinem tiidy
Gs bez navazaného nukleotidu (Rasmussen et al., 2011b).

Na rozdil od vyse uvedenych GPCR, které¢ nalezi do tfidy A, byla znalost
trojrozmérné struktury GPCR tfidy B az do neddvné doby omezena pouze na extracelularni
N-koncovou doménu. Prillom nastal az v minulém roce (2013), kdy se dvéma védeckym
tymim podafilo krystalizovat transmembranovou oblast receptort pro CRF
(CRFyreceptor) a glukagon (Hollenstein et al., 2013; Siu et al., 2013). V obou piipadech
byl zvolen postup, kdy byla nativni N-koncovd doména receptoru odstranéna, coz
vyznamn¢ zvysilo stabilitu receptorii a usnadnilo tak proces krystalizace.

V ptipadé GPCR tiidy C, je zatim zndma jen struktura extraceluldrnich domén
n¢kolika malo receptorti. Jednd se o struktury extracelularnich domén tii typi
metabotropnich glutamatovych receptort (Kunishima et al., 2000; Tsuchiya et al., 2002;
Muto et al., 2007), ke kterym se nové fadi i struktura heterodimerniho komplexu
extracelularnich domén GABAg; a GABAg; receptorti (Geng et al., 2013).

Znalost trojrozmérné struktury raznych typid GPCR odhalila rozdilna usporadani
extracelularni oblasti receptoru. Extracelularni oblasti nékterych receptori jsou uspotradany
tak, Ze zakryvaji vazebné misto pro ligand. Takové skryté vazebné misto pro ligandy maji
napiiklad rhodopsin nebo S1P; receptor. Jiné receptory, jako adenosinovy, B-adrenergni
nebo opioidni receptory, maji naopak vazebné misto relativné exponované okolnimu
prostiedi. Elementem vymezujicim piistupovou cestu ligandu do vazebného mista
receptoru je v piipade téchto receptort ECL2, jejiz sekundarni struktura mlze mit jak
podobu o-helixu, tak podobu B-listu. Vysledky simulaci molekuldrni dynamiky B,-AR
nasvédéuji tomu, ze se ECL2 ucastni rozpoznavani ligandi, a je tak jednou z oblasti
urcujicich selektivitu receptoru pro ligand (Dror et al., 2011). Specifickym rysem
extracelularni oblasti receptoru je pfitomnost disulfidickych mustkl, které pomahaji
udrZzovat stabilitu receptoru. Disulfidickych mistk se v extracelularni oblasti receptoru

obvykle vyskytuje n€kolik, ale pouze jeden z nich je spole¢ny pro naprostou vétSinu GPCR
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tiidy A. Tento disulfidicky mistek spojuje Cys**> v TM3 sECL2, ¢mz udrzuje
extracelularni ¢ast TM3 v blizkosti vazebného mista pro ligand a zdroven omezuje rozsah
konformacnich zmén této oblasti vyvolanych aktivaci receptoru (Katritch et al., 2013).

Misto pro vazbu ligandu je u vétSiny GPCR tfidy A shodné tvofeno prohlubni mezi
transmembranovymi Useky receptoru. Struktura ligandl je ovSem velmi riznoroda a proto
neni s podivem, ze se nékteré z ligandli do prohlubné vazebného mista zanotuji vice, jiné
méné. Kontaktni mista pro ligand se u vSech receptord, jejichz struktura je znama,
vyskytuji v ramci transmembranovych tseka (TM). Vyjimku tvoii pouze CXCR4 a NTS;
receptor. Vlastni kontaktni mista pro jednotlivé ¢asti ligandu tvofi témér u vSech receptori
postranni fetézce topologicky ekvivalentnich aminokyselin, které se nachazeji v TM3,
TM6 a TM7. Tato kontaktni mista jsou spole¢na pro vSechny ligandy bez rozdilu v jejich
struktute. Konkrétné se jedna o postranni fetézce aminokyselin v pozicich 3.32, 3.33, 3.36,
6.48, 6.51 a 7.39 (Venkatakrishnan et al., 2013). Dvojice ¢isel charakterizujici polohu
aminokyselin v transmembranové oblasti molekuly receptoru odpovida specifickému
¢islovacimu algoritmu, jehoz autory jsou Ballesteros a Weinstein. V literatute se lze béZzné
setkat s oznacenim ,,Ballesteros-Weinstein numbering“ (Ballesteros a Weinstein, 1995).
Cislo pfed tetkou uvadi potadové &islo TM. Cislo za tetkou vymezuje pozici dané
aminokyseliny vici nejvice konzervované aminokyseliné v ramci daného TM, jejiz pozice
je (Cisté pracovné) oznacena ¢islem 50. Aminokyseliné nachézejici se v ramci daného TM
blize N-konci receptoru nez je konzervovana aminokyselina, je pak pfifazeno ¢islo < 50.
Aminokyselin€ nachazejici se v ramci daného TM blize C-konci receptoru nez je
konzervovana aminokyselina, je naopak ptifazeno ¢islo > 50.

Velmi dilezitym vysledkem studia trojrozmérné struktury GPCR s pomoci krystalt
s vysokym rozlisenim (1.8-2.4 A) bylo zji§téni, Ze kromé postrannich fetézcti aminokyselin
se na kontaktu ligandu s receptorem podileji vyznamnym zpisobem i molekuly vody. Lze
proto fici, ze pii interakci ligandd s receptorem lze jednoznacné rozlisit dva typy molekul
vody: bulk water, tedy molekuly ve vodném okoli membrany obsahujici GPCR a molekuly
vody pevné vazané na bilkovinu receptoru. Kromé téchto ,,vod* je tieba se zminit jesté
0 molekulach vody, které jsou vazany na polarni, povrchovou ¢ast lipidové matrice
membrany, tvofenou polarnimi hlavickami fosfolipidi (Liu et al., 2012; Fenalti et al.,
2014).

Systematicka analyza znamych struktur GPCR odhalila pfitomnost soustavy
24 nekovalentnich interakci vzajemné propojujicich transmembranové useky receptoru,

kterd je totoznd pro (témef) vSechny GPCR tfidy A. Tyto nekovalentni interakce jsou
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tvofeny postrannimi fetézci celkem 36 aminokyselin v topologicky ekvivalentnich pozicich
v ramci jednotlivych TM receptoru. Strukturni lokalizaci téchto nekovalentnich interakci
uvadi nasledujici sestava Cisel. Pozice aminokyselin je opét oznacena algoritmem podle
Ballestera a Weinsteina, jehoz princip je vysvétlen vySe. Dvojtecka oddéluje jednotlivé
aminokyseliny, jejichZ postranni fetézce tvofi zminéné nekovalentni interakce. Pfikladné,
postranni fetézec aminokyseliny v TM1 (1.46) interaguje S postrannim fetézcem
aminokyseliny v TM7 (7.47).

1.46:7.47 1.49:7.50 1.50:2.47 1.50:2.50 1.50:7.46 1.53:2.47

1.57:2.44 2.42:3.46 2.43:7.53 2.50:7.46 3.34:4.53 3.34:4.57

3.36:6.48 3.38:4.50 3.38:4.53 3.40:6.44 3.44:5.54 3.47:5.57
3.51:5.57 3.51:5.60 5.54:6.41 6.47:7.45 6.51:7.38 6.51:7.39

Uvedené nekovalentni interakce tvofi shluky na rozhrani TM1-TM2, TM3-TM4,
TM3-TM5 a TM3-TM6-TM7. Oblasti jejich vyskytu je prevazné centralni oblast
a cytoplazmaticka strana transmembranovych usekt receptoru. Dulezitost téchto kontaktl
mezi TM pro zachovani optimalni konformace receptoru byla experimentalné ovétena.
Mutace 14 z 36 aminokyselin méla za nasledek sniZeni nebo zvySeni aktivity receptoru.
Mezi uvedenych 36 topologicky ekvivalentnich aminokyselin patii i vysoce konzervované
aminokyseliny jako Asn**°, Asp®*°, Trp**® a Pro”*°.

Intracelularni Cast receptoru je oblasti, ktera zprostfedkuje interakci S proteiny
signalnich kaskad (heterotrimerni G proteiny a jejich efektory) a regulacnimi proteiny
(kinazy a arrestiny). Tato oblast také obsahuje n€kolik konzervovanych aminokyselin. Jsou
jimi napiiklad Arg v ICL2 opioidnich a muskarinovych receptort nebo Tyr v ICL2
nekterych aminergnich receptord, které tvoti solny, respektive vodikovy miistek, S ASpS'49
DRY motivu v TM3. Tato interakce pomaha udrzovat stabilni konformaci receptoru. ICL2

a DRY motiv (tentokrat Arg?"S0

) hraji také vyznamnou roli v ramci aktivni konformace
receptoru, jelikoz tvoti dulezitd kontaktni mista pro interakci s G proteinem
(Venkatakrishnan et al., 2013).

Intracelularni oblast receptoru je rovnéz cilem posttranslaénich modifikaci,
jmenovité palmitoylace a fosforylace. Palmitoylace, tedy kovalentni pfipojeni palmitatu,
byla poprvé zaznamenana v ptipad¢ rhodopsinu a to jiz v roce 1984 (O’Brien a Zatz,
1984). O n¢kolik let pozdéji byla uréena mista, kam se palmitat piipojuje (Ovchinikov et

32%) piitomnych na C-konci

al., 1988). Jedna se o postranni fetézce cysteinil (Cys322 a Cys
receptoru, priemz Cys322 se nachazi v pozici vzdalené¢ 14 aminokyselin od rozhrani

membrany s cytosolem. Zjisténi této relativn€ dlouhé vzdalenosti mist palmitoylace od
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konce posledniho transmembranového useku vedlo autory k domnénce, ze zanofenim
palmitatu do membrany by mohla v rdmci intracelularni oblasti receptoru vzniknout ¢tvrta
intracelularni smycka (Ganter et al., 1992). Tato domnénka byla pozdéji potvrzena
prostiednictvim biochemickych i1 biofyzikalnich metod. S pomoci struktury krystalu
hovéziho rhodopsinu se zjistilo, ze tato Ctvrtd intracelularni smycka ma podobu
amfipatického helixu, ktery je oznacovan jako HS, a ktery mé na svém C-konci misto pro
pripojeni palmitatu (Palczewski et al., 2000). Krystalizace a rozlusténi struktury dalSich
receptorti poskytlo dikazy o tom, ze ptitomnost H8 je relativné béznym strukturnim rysem
GPCR tfidy A. Vyjimku tvoii CXCR4, NTS; receptor a PAR1 receptor, u nichz tento usek
C-koncové oblasti nenabyva podoby helixu (Venkatakrishnan et al., 2013). Mistem pro
fosforylaci receptoru jsou postranni fetézce nékolika aminokyselin vyskytujicich se
vramci C-konce a ICL3. Fosforylace receptoru je soucasti systému regulacnich
mechanizmi, ovliviiyjicich aktivitu receptoru, o kterych bude pojednano v kapitole 2.5

(Desenzitizace a endocytoza).

2.2. Heterotrimerni G proteiny

Rodina heterotrimernich G proteinii neni zdaleka tak pocetnd a rtiznoroda jako
rodina GPCR, zato je skupinou evolu¢né velmi starou a konzervovanou. Heterotrimerni
G proteiny jsou tvofeny tfemi riznymi podjednotkami ozna¢ovanymi jako Go, GB a Gy.
V soucasné dobé je znamo 16 gend kodujicich Go podjednotku, 5 genti kddujicich
GPB podjednotku a 12 geni koédujicich Gy podjednotku (Downes a Gautam, 1999).
Ga podjednotka je mistem vazby guaninovych nukleotidii, guanosindifosfatu (GDP) nebo
guanosintrifosfatu (GTP). GB podjednotka se za fyziologickych podminek vyskytuje
Vv bunice ve forme stabilniho dimeru s Gy podjednotkou, k jehoz rozpadu dochazi pouze za
siln¢ denaturujicich podminek. Vyjimku tvofi dimery obsahujici Gfs, k jejichz rozpadu
dochazi i za fyziologickych podminek, nebot’ GBs podjednotka se na Gy nevaze tak pevné
jako ostatni GB podjednotky (Wettschureck a Offermanns, 2005). Teoretickych variant
spojeni G a Gy podjednotek jsou desitky. VétSina téchto variant ale nema funkéni vyznam
nebo ani nevznika. Piikladné¢ Gf3 podjednotka se nikdy nespojuje s Gy; ani s Gy
podjednotkou (Cabrera-Vera et al., 2003).

G proteiny se déli podle typu Ga podjednotek do Etyf tiid nesoucich oznaceni: Ges,
GilGo, Gy¢/G11a G12/G13. Soucasti kazdé tiidy je nekolik zastupct, ktefi interaguji s riznymi
typy efektorti.
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T¥ida G

G proteiny nalezici do této skupiny obsahuji v rdmci svého heterotrimerniho
komplexu podjednotky Gsa nebo Ggra. Podjednotky Gso se vyskytuji v riznych tkanich
aexistuji ve trech riznych variantach, které se 1iSi délkou fetézce aminokyselin. Tyto
varianty vznikaji alternativnim sestfihem transkriptu (mRNA) téhoz genu a oznacuji se
Jjako Ggs)a, Gsya a Gyxpya. Vyskyt podjednotky Goiror je naproti tomu tkafiove specificky,
nebot’ tento typ Ga podjednotky se nachazi pouze v ¢ichovém epitelu.

Gs proteiny aktivuji vSechny membranové vazané izoformy enzymu adenylyl
cyklazy (ACI-IX). AC katalyzuje tvorbu cAMP, ktery slouzi v bunkéch jako takzvany
druhy posel. Charakteristickym rysem G proteint této téidy je jejich citlivost k cholera
toxinu, coz je exotoxin produkovany bakterii Vibrio cholerae. Tento toxin funguje jako
ribosyl-trasferaza, ktera ireverzibilnim pfipojenim adenosindifosfatu (ADP) modifikuje

201 Takto modifikovanad Ga

aktivni formu a podjednotky G proteinu v poloze Arg
podjednotka nemuiize byt inaktivovana a zpusobuje tak permanentni stimulaci aktivity
adenylyl cyklazy. Dal§imi proteiny, jejichz aktivitu zastupci této tfidy G proteinii stimuluji,

jsou GTPaza tubulinu nebo tyrosin kinazy typu Src (c-Src, Hck).

Tiida GilG,

Tato tfida zahrnuje nejvice zastupct. Patfi sem proteiny obsahujici podjednotky
Gia, Goo, Gra, Ggustar @ Gza.. G proteiny, jejichz soucasti jsou podjednotky Gia a Ggystal, se
obvykle oznacuji jako transducin, respektive gustducin.

Podjednotky Gja existuji ve tfech variantach oznacovanych jako Gjia, Gia a Gisa,
které jsou kddovany tfremi nezavislymi geny. V ptipadé€ podjednotky Goa jsou znadmy dvé
varianty, Gei0 a Go0, které, podobné jako varianty Gso, vznikaji alternativnim sestfihem
transkriptu téhoz genu. Gja a Giza 1ze nalézt v hojném mnozstvi v fadé riznych typt tkani,
zatimco vyskyt Gjia a variant Goo je specificky pro tkané neuroendokrinni povahy. Gia se
v organizmu rovnéz vyskytuje ve dvou variantach, které jsou ptitomny v odlisSnych typech
svétlocivych bunék sitnice oka. Gua se nachazi v ty€inkdch, zatimco Gpo v Eipcich.
Mistem vyskytu gustducinu jsou chutové poharky jazyka a chemoreceptory dychacich
cest. Podjednotka G.a se nachazi v krevnich destickdch a neurosekrecnich buikach
(Wettschureck a Offermanns, 2005).

G proteiny této tfidy inhibuji aktivitu AC a napétové zavislych vapnikovych
kanalt, ale plsobi také aktivaéné, napiiklad na fosfodiesterdzu cyklického

guanosinmonofosfatu (cGMP), dovnitt usmériujici draslikovy kanal (GIRK) nebo
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mitogeny aktivované protein kinazy (MAPK). Typickym znakem proteini této tiidy je
citlivost k pertussis toxinu (PTX), coz je exotoxin produkovany bakterii Bordetella
pertussis. PTX také funguje jako ADP-ribosyl-trasferaza, jako je tomu v piipadé cholera
toxinu, ale v tomto pfipad¢ je cilem ireverzibilniho pfipojeni ADP inaktivni forma Gja
podjednotky. Tato modifikace ma tedy za nasledek inhibici signalizace prostfednictvim
Gi/G, proteinti, nebot’ blokuje aktivaci Gja podjednotky. Cilovym mistem ADP-ribosylace
je Cys v poloze -4 od C-konce Gja podjednotky. Vyjimku v ramci této tfidy G proteini
tvoti G;a , kterd je viici ptisobeni PTX necitliva (Milligan a Kostenis, 2006).

Trida Gy/Gy1

Zastupci této t¥idy jsou proteiny obsahujici Ga podjednotky Gga, Giia, Giaa, Gisa
a Gieo. Podjednotky Gqo a Giio jsou takika vSudypfitomné, zatimco vyskyt ostatnich
zastupcu této tiidy je tkanove specificky. Gisa a Gigo se kuprikladu vyskytuji prevazné
v hematopoetickych bunkach. Zvlastnosti G proteinu obsahujiciho Gigo, ktera je lidskou
izoformou mysi Gisa, je jeho promiskuitni chovani, nebot' jeho aktivaci lze docilit
prosttednictvim Siroké skaly GPCR.

Gy/G1 proteiny aktivuji fosfolipazu CP (PLCP) a nejsou citlivé k pisobeni cholera
toxinu ani pertussis toxinu. Ggo podjednotka je vSak citlivd k plsobeni toxinu
produkovaného bakterii Pasteurella multocida (Zywietz et al., 2001). Tento toxin
209

zpusobuje deamidaci postranniho fetézce specifického Gln (GIn“™), ¢imz brani inaktivaci

Gqo podjednotky. Gqo podjednotka tak zistava permanentné aktivni (Orth et al., 2009).

Tiida G12/G13

Tato tfida G proteinli zahrnuje pouze 2 zastupce, kterymi jsou G proteiny
obsahujici podjednotku Gioa a Giza. Gioa a Gasa jsou vSudypiitomné a v fadé piipadt jsou
aktivovany prostiednictvim GPCR, které jsou rovnéz sptfazeny s proteiny tiidy Gg/Gi1
(Wettschureck a Offermanns, 2005). G proteiny G12/G13 aktivuji napiiklad fosfolipazu D
(PLD), PLCe, Na'/H" vyménik (NHE-1) nebo inducibilni formu NO syntazy (iNOS)
(Cabrera-Vera et al., 2003). Obecné nejvyznamnéjsi funkci G12/Gi3 proteint je regulace
bunééné proliferace, pohybu a morfologie, pficemz defekty jejich aktivity zplsobuji
zhoubné bujeni (kancerogenesi) a srde¢ni nedostatecnost (Worzfeld et al., 2008). V ramci
téchto aktivit jsou Gi2/Gis proteiny funkéné propojeny s aktivitou tzv. malych, neboli
monomernich G proteini (pfikladné Rho). Monomerni G proteiny (Ras superfamily)

s relativni molekulovou hmotnosti ~ 20-25 kDa, 1ze rozdélit do 5 zakladnich tiid (Ras,
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Ran, Rho, Rab a Arf), které celkové obsahuji zhruba 200 riznych bilkovin podilejicich se
na regulaci Siroké Skdly nitrobunéénych d&ji vcetné nitrobunééného transportu

membranovych vezikult (Wennerberg et al., 2005)

2.3. Lipidové modifikace heterotrimernich G proteint

Heterotrimerni G proteiny jsou periferni membranové proteiny, jejichz ptritomnost
na intracelularni strané plazmatické membrany (PM) je zakladnim piedpokladem pro
receptorem zprostiedkovany prenos extracelularniho signalu do nitra bunky (Marrari et al.,
2007). Interakci G proteinu s membranou zajist'uji molekuly lipidi, mastné kyseliny nebo
isoprenoidy, kovalentné ptipojené na Ga a Gy podjednotky. Tyto molekuly lipidd slouzi
jako hydrofobni membranové kotvy, nebot’ se zanotuji pfimo mezi lipidy intraceluldrniho
listu PM. K pfipojeni molekul lipidi, lipidové modifikaci, dochazi bud’ jest¢ v pribéhu
proteosyntézy Ga a Gy podjednotek, neboli kotranslacné, nebo tésné po ukonceni
translace, tedy posttransla¢né (Escriba et al., 2007).

Ga podjednotky jsou modifikovany pfipojenim kyseliny palmitové (palmitatu)
nebo kyseliny myristové (myristatu), ptipadné obou téchto nasycenych mastnych kyselin.
Ga podjednotky proteint téidy Gi/G, jsou modifikovany prostfednictvim myristoylace,
tedy kovalentniho pfipojeni myristatu. Tento typ modifikace probihd kotranslaéné a je
zprostfedkovan enzymem N-myristoyl transferazou. N-myristoyl transferaza katalyzuje
ireverzibilni pfipojeni myristatu amidovou vazbou na Gly nachazejici se ve druhé pozici na
N-konci téchto Ga podjednotek. V ptipadé¢ podjednotek Gio a Gyt je myristoylace
jedinym typem lipidové modifikace. Podjednotky Gia, Goo a G0 naproti tomu podléhaji
dvéma riznym typim lipidovych modifikaci, nebot” jsou, kromé& pfipojeni myristatu,
rovnéz modifikovany palmitoylaci, tedy kovalentnim pfipojenim palmitatu. Pro ostatni
typy Ga podjednotek, tedy Gsa, Gqa, Giio, Giza, G0, Gisa a Gieo je palmitoylace
jedinym typem lipidové modifikace.

Palmitat mtze byt k Go podjednotce pfipojen dvéma zplsoby. Obvyklym
zpusobem je pfipojeni prostiednictvim thioesterové vazby na jeden nebo vice Cys v ramci
prvnich dvaceti aminokyselin N-konce proteinu. Druhym moznym zpiisobem je pfipojeni
palmitatu prostfednictvim amidové vazby na Gly na N-konci Go podjednotky. Nositeli
palmitatu pfipojeného prostiednictvim amidové vazby jsou podjednotky Gsa, které
podléhaji dvojnasobné palmitoylaci. Prvni molekula palmitatu je ptipojena amidovou

vazbou na Gly2. Druha molekula palmitatu je pfipojena prostfednictvim thiosterové vazby
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na Cys3. Ga podjednotky tfidy G¢/Gi1 jsou modifikovany palmitidtem na Cys9 a Cys10.
Z funk¢niho hlediska je dulezité, Ze palmitoylace je modifikaci reverzibilni, zatimco
myristoylace je modifikaci nevratnou (Escriba et al., 2007; Oldham a Hamm, 2008).

Gy podjednotky podléhaji lipidové modifikaci oznacované jako isoprenylace, ke
které dochazi posttranslacné. Tato modifikace spociva v ireverzibilnim pfipojeni
geranylgeranylu nebo farnesylu na Cys pfitomny v motivu CaaX nachézejicim se v ramci
C-konce podjednotky. V sekvenci tohoto motivu se krom¢ Cys vyskytuji dvé alifatické (a)
aminokyseliny (Ala/Val a Ile) a aminokyselina X (Leu/Ser), ktera je specifickym mistem
rozpoznadvanym geranylgeranyl nebo farnesyl transferdzou. VSechny Gy podjednotky,
kromé& Gy;, Gyg a Gyi1, jsou modifikovany pfipojenim geranylgeranylu. Podjednotky Gy;,
Gys a Gyy1 jsou modifikovany pfipojenim farnesylu. Po isoprenylaci Gy podjednotky
obvykle dochazi k proteolytickému odstépeni sekvence aaX, a nésledné¢ k metylaci
isoprenylovaného cysteinu. Metylace je vyznamnd v pfipad¢ Gy podjednotek
modifikovanych farnesylem, nebot farnesyl je mén¢ hydrofobni nez geranylgeranyl.
Metylace farnesylovanych Gy podjednotek pfispiva ke zvySeni hydrofobicity, ¢imz zvySuje
stabilitu interakce Gy podjednotek s PM (Escriba et al., 2007; Oldham a Hamm, 2008).

Lipidové modifikace jsou dulezité nejen pro samotnou asociaci heterotrimernich
G proteinli s membranou, ale rovné€z pro pfesun nov¢ syntetizovanych podjednotek na
plazmatickou membranu (plasma membrane targeting), a tim padem i pro vznik
heterotrimerniho komplexu Gofly. Jednotlivé podjednotky totiz nejsou do PM
transportovany samostatng, ale praveé v podob¢ heterotrimeru.

Prvnim krokem v ramci formovani heterotrimeru je tvorba GBy dimeru. Vysledky
vétSiny studii podporuji model, kdy ke vzniku GBy dimeru dochazi v cytoplazmé, tedy
jesté pred isoprenylaci Gy podjednotky. Vznik GBy dimeru hraje zdsadni roli pfedevsim
v piipadé¢ GP podjednotky, ktera jako jedina nepodléha lipidové modifikaci a jeji interakce
s membranou je tak zajiStovana pravé prostiednictvim asociace s isoprenylovanou Gy
podjednotkou. Po isoprenylaci Gy podjednotky dochazi k ukotveni Gy dimeru na
cytoplazmatické stran€ membrany endoplazmatického retikula (ER). Nasledné dochazi ke
spojeni GPBy dimeru s Ga podjednotkou, ¢imz vznika heterotrimerni komplex. Vyznam
vzniku heterotrimerniho komplexu jesté¢ pfed pfesunem G proteinu na PM je v zasadé
dvoji. Interakce Go podjednotky s GBy dimerem je potfebnd pro uskute¢néni lipidové
modifikace (palmitoylace) Ga podjednotky. Palmitoylovana Go podjednotka naopak
poskytuje heterotrimeru dilezity lokaliza¢ni signél, nebot” isoprenylace neni dostate¢nym

signalem pro translokaci na PM (Marrari et al., 2007; Escriba et al., 2007).
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2.4. Mechanizmus prenosu signalu G proteiny (G proteinovy cyklus)

Trimerni G proteiny plni roli prostfednika a zaroven 1 regulatort pienosu informace
mezi ligandem aktivovanymi GPCR a nitrobunécnymi efektorovymi proteiny (efektory).
V klidovém (bazalnim) stavu je GBy dimer asociovan s Ga podjednotkou obsahujici pevné
vazané GDP, a tvoii tak heterotrimerni komplex Gofly. Tento komplex je neaktivni a je
vazan na nitrobunécnou ¢ast plazmatické membrany prostfednictvim vySe uvedenych
lipidovych modifikaci. Zasadnim a rychlost urcujicim stupném aktivace neaktivniho
komplexu Gofy je uvolnéni pevné vazaného GDP z Ga podjednotky. Uvolnéni GDP je
vyvolano interakci G proteinu s receptorem.

Vazba ligandu do vazebného mista receptoru (na vnéj$im povrchu PM) navozuje
konformacni zménu, ktera se pienasi z extracelularni do intracelularni casti receptoru
a aktivuje G protein. Dochéazi ke zvySenému segmentdlnimu pohybu nitrobunécnych
smycek receptoru a zpfistupnéni téchto oblasti pro interakci s G proteinem. Tato interakce
spousti rychlou vyménu GDP na Go podjednotce za GTP, ¢imz dochazi k vlastni aktivaci
G proteinu. Nezbytnou podminkou rychlé vymény GDP za GTP je pfitomnost hofe¢natych
iont. Vazba GTP na Ga zptsobuje rozpad heterotrimerniho komplexu na volnou Ga-GTP
podjednotku a volny GPy dimer. Nasledné a nezavisle na sobé, Ga-GTP i GBy dimer
stimuluji nebo inhibuji aktivitu raznych efektori (piikladné adenylyl cyklazy), jejichz
prostfednictvim dochazi ke zméné funkce fady rGznych signalnich kaskadd a vyvolani
kone¢né bunééné odpovedi (viz Obr. 2) (Wettschureck a Offermanns, 2005).

Vyzkum role heterotrimernich G proteinil v ramci bunééné signalizace byl zpocatku
zaméfen pouze na interakce efektori s Ga podjednotkou. Piedpokladalo se totiz, zZe
regulace signalnich drah je zprostfedkovana pouze interakci efektori s volnou Ga-GTP,
ktera vznika po aktivaci G proteinu receptorem. V pribéhu let se zjistilo, Ze interakce
Ga podjednotek s efektorem je relativné specificka. Povahu této interakce uréuje bunéény
typ, ve kterém se interakce odehrava, izoforma efektoru specifického pro danou tiidu
G proteini nebo funkéni vlastnosti konkrétniho typu nebo varianty Go podjednotky.
Vétsina Ga podjednotek interaguje s vice riznymi efektory. Vyjimku tvofi transducin,
ktery interaguje pouze s jednim efektorem, kterym je fosfodiesteraza cGMP. Nejvice
prozkoumanymi a jasné definovanymi efektory Ga podjednotek jsou rtizné izoformy AC
a fosfolipaza C (PLC). Aktivitu PLC stimuluji Ga podjednotky G proteini tfidy Gg/Gi1.
Aktivita AC je regulovana Ga podjednotkami G proteinu tfidy Gs (stimulace) a Gi/G,

(inhibice). Zatimco Gso podjednotky stimuluji aktivitu vSech izoforem AC,
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Ga podjednotky G proteint tiidy Gi/G, (Gia, Goa, Gza) jsou schopné inhibovat aktivitu
pouze nékterych izoforem AC (Sadana a Dessauer, 2009).
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Obr.2 Schematické znazornéni tii zakladnich typd interakce aktivovanych
G proteinii s efektory

AuaR, adenosinovy receptor, AR, adrenergni receptor, ATP, adenosintrifosfat, cAMP,
cyklicky adenosinmonofostat, CCR, chemokinovy receptor, D1.sR, dopaminové receptory,
DAG, diacylglycerol, GIRK, dovnitf usmérnujici draslikovy kanal, 5-HT1 2R, serotoninové
receptory, IP3, fosfatidylinositoltrisfosfat, IPR, prostacyklinovy receptor, MjisR,
acetylcholinové receptory muskarinového typu, mGluR1-7R, metabotropni glutamatoveé
receptory, OR, opioidni receptor, PI-3-K, fosfatidylinositol-3-kinaza, PIP,,
fosfatidylinositolbisfosfat, PKC, protein kindza C, PLC-B, fosfolipaza CP, Rho-GEF,
Rho-guanine nucleotide exchange factor, TP, prostanoidni receptor pro tromboxan Ao.
(ptevzato z prace Wettschureck a Offermanns, 2005 a upraveno)

GPy dimeru byla v ramci bun&né signalizace dlouhou dobu pfisuzovana role
pasivniho hrace, nebot’ se predpokladalo, Ze jeho hlavni ulohou je zamezit spontdnni
aktivaci Go podjednotky v neptitomnosti receptorového stimulu. Tato domnénka se vSak

v okamziku, kdy byla v kardiomyocytech srdecni sin¢ prokdzana aktivace selektivniho
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kanalu pro K* (Ixacn) prostfednictvim Gy dimeru, ukazala jako mylna (Logothetis et al.,
1987). V soucasné dobé je znamo, ze GPy dimer interaguje s celou fadou efektori, mezi
néz se fadi PLCB2, PLCB3 (Katz et al., 1992; Sternweis, 1994), rizné izoformy AC (Tang
a Gilman, 1991), kinaza GPCR typu 2 (GRKZ2; Pitcher et al., 1992), fosfatidylinositol-3-
kinaza (PI3 kinaza; Stephens et al., 1994; Tang a Downes, 1997), komponenty MAPK
kaskady (Inglese et al., 1995) a kanaly pro K* nebo Ca®* ionty (Reuveny et al., 1994;
Ikeda, 1996; Herlitze et al., 1996). Pfedpoklada se, Ze volné Gy dimery, které reguluji
aktivitu vySe uvedenych efektorti, jsou uvoliiovany piedevsim aktivaci G proteint tiidy
Gi/G,. Tato tfida G proteind se V savéim organizmu, a to jak v nervové tkani (mozku), tak
I v jinych organech, vyskytuje v nejvétsim mnozstvi (Wettschureck a Offermanns, 2005).

Jednim z fyziologicky vyznamnych ucinka GPy dimeri uvolnénych aktivaci
G proteint tiidy Gi/G, je regulace vylevu neurotransmiterti. Aktivace Gi/G, proteint
nervové soustavy (NS) je zprostiedkovana GPCR, jako jsou 0p-AR, p- a o- opioidni
receptory, GABAg receptory, A; adenosinovy receptor nebo kanabinoidni receptor typu
CB;. Podstatou ucinku volnych GPy dimert je Vvtomto ptipadé inhibice napétoveé
zavislych vapnikovych kanald typu N a P/Q. Tyto kanaly jsou koncentrovany v nervovych
zakondenich, kde zajistuji akénim potencialem navozeny vstup extracelularnich Ca?* jontd
do presynaptické ¢asti nervového zakonceni (synapse), ktery je nezbytnou podminkou pro
nasledny vylev neuropfenasece do synaptické stérbiny (Dolphin, 2003).

Z vyse uvedeného vyctu efektorti, na které pusobi volné Gy dimery, je ziejmé, ze
nékteré efektory jsou pro Go-GTP i GPy podjednotky spole¢né. Interakce Ga-GTP
podjednotky a GBy dimeru s riznymi efektory mohou byt z funkéniho hlediska vzajemné
nezavislé, synergistické nebo antagonistické. Volny Gy dimer naptiklad aktivuje ACII,
ale inhibuje aktivitu ACI.

Pro tplnost je tieba zminit, ze G€innost interakce GPy dimeru s efektorem muze
zaviset 1 na zastoupeni individualnich podjednotek v tomto dimeru. Z vysledkt studii
porovnavajicich vliv pasobeni GB1y, a GBsyz dimert na aktivitu ACI a ACII je patrné, ze
oba typy dimerd shodné¢ inhibovaly aktivitu ACI, ale jejich vliv na ACII byl odlisny.
Zatimco Gpiy2 dimer aktivitu ACII stimuloval, GPsy, dimer aktivitu tohoto enzymu
naopak inhiboval (Bayewitch et al., 1998).

Aktivni stav G proteinu trva jen do té doby, nez je GTP navazané na Ga
podjednotku hydrolyzovano vnitini GTPazovou aktivitou této podjednotky na GDP
a anorganicky fosfat (Ga-GTP — Ga-GDP + P;). Hydrolyza GTP ma za nasledek ukonceni

signaliza¢niho procesu a obnoveni heterotrimerniho Gofy komplexu, ktery mize byt opét
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aktivovan. Rychlost urcujicim stupném G proteinového cyklu je GTPazova aktivita
Ga podjednotky, ktera je za fyziologickych podminek stimulovana fadou bunécnych
proteinti. GTPazova aktivita Go podjednotky je v fad¢ piipada stimulovana efektory, které
byly danou podjednotkou aktivovany a pasobi tak jako negativni zpétnovazebné regulatory
dané signalizatni kaskady. Jako priklady lze uvést stimulaci GTPazové aktivity
transducinu fosfodiesterdzou cGMP (Arshavsky a Bownds, 1992) nebo stimulaci
GTPazové aktivity G¢/Gria fosfolipazou CB1 (Berstein et al., 1992). Kromé efektorti se na
regulaci GTPazové aktivity Go podjednotky podileji také proteiny oznaCované jako
regulatory signalizace G proteint (regulators of G protein signaling, RGS proteiny), které
tuto aktivitu rovnéz stimuluji, ¢imz napomahaji inaktivaci G proteinu. V soucasné dob¢ je
znamych zhruba 30 RGS proteinti, které selektivné interaguji s Ga podjednotkami
heterotrimernich G proteinti (Ross a Wilkie, 2000; Hollinger a Hepler, 2002). Celkova
aktivita G proteinu (rychlost G proteinového cyklu) je tedy dana pomérem mezi rychlosti,
s jakou aktivovany receptor uvolfiuje GDP z Ga podjednotky (rychlosti tvorby Ga-GTP),
a GTPazovou aktivitou (rychlosti tvorby Ga-GDP) Goa podjednotky. Neaktivni forma
Ga podjednotky (Ga-GDP) ma vysokou afinitu k volnému Gy dimeru, takze okamzité po

jejim vytvoreni opét vznika neaktivni komplex Gofy.

2.5. Desenzitizace a endocytoza

Bunécna signalizace je za fyziologickych podminek regulovéana sloZitym systémem
zpétnovazebnych regula¢nich mechanizmi, obecné oznaCovanych jako desenzitizace.
Desenzitizace je definovéana jako utlum fyziologické odpovédi vyvolané dlouhodobym
nebo opakovanym plsobenim extracelularniho stimulu. Z fyziologického hlediska je
desenzitizace zivotné diilezitym procesem, protoze chrani bunky pfed nadmérnou stimulaci
abrani vzniku nezadoucich patologickych stavii (Svoboda a Novotny, 2002).
Desenzitizace zajistuje snizeni nebo ztratu schopnosti GPCR vyvolat buné¢nou odpovéd
pii opakované nebo nadmérné stimulaci. Naruseni mechanizmi tohoto typu regulace
bunécné signalizace GPCR je nezadoucim stavem nejen na urovni buiiky, ale i na trovni
celého organizmu, nebot’ mize vést ke vzniku fady onemocnéni. Mezi onemocnéni s touto
pfi¢inou patii napiiklad vysoky krevni tlak, nddorovd onemocnéni nebo hormondlni
poruchy.

Zasadnim mechanizmem desenzitizace GPCR je fosforylace intracelularni oblasti

receptoru. Az do poloviny osmdesatych let 20. stoleti se predpokladalo, ze fosforylaci
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receptortl zajistuji pouze protein kinaza A (PKA) a protein kinaza C (PKC). K aktivaci
téchto protein kindz dochazi v disledku zvyseni intracelularni koncentrace druhych posli,
jako jsou cAMP, Ca®* nebo diacylglycerol (DAG) (Benovic et al., 1985). Platnost tohoto
predpokladu vsak byla zpochybnéna pozorovanim agonistou navozené fosforylace ,-AR
Vv buiikdch postradajicich PKA (Strasser et al., 1986). Tento vysledek naznacoval existenci
jinych typt kindz schopnych fosforylovat agonistou obsazeny receptor. Nasledna
identifikace protein kinazy, ktera neni zavisla na koncentraci druhych poslu, se proto stala
dalezitym meznikem pii vyzkumu GPCR (Benovic et al., 1986). Identifikovana kinaza
byla nejprve pojmenovana jako kinaza B-AR (B-ARK). Posléze se vSak zjistilo, Ze neni
jedinou svého druhu, ale pouze jednim z ¢lent celé rodiny takovych kindz, které byly
podle své funkce oznaCeny za kindzy GPCR (GRK). B-ARK ziskala na zaklad¢ této
terminologie ozna¢eni GRK2. Dal§im zasadnim okamzikem v ramci vyzkumu GPCR bylo
zjisténi, ze samotna fosforylace neni dostacujici podminkou desenzitizace. Podporou
tohoto zjisténi se stala identifikace dalsi rodiny regula¢nich proteind, arrestint.. Arrestiny
jsou proteiny, které se s vysokou afinitou vdzou na fosforylované, agonistou okupované
receptory. Vazba arrestinu na receptor brani interakci receptoru s G proteinem, coz ma za
nasledek desenzitizaci receptorem vyvolané bunééné odpovédi (Lohse et al., 1990b).

V soucasné dobé je znamych 7 gent kodujicich GRK a 4 geny kodujici arrestiny.
GRK1, GRK7, arrestin 1 a arrestin 4 jsou exprimovany pouze V sitnici oka. Ostatni GRK
a arrestiny jsou exprimovany v fad¢ dalSich tkani. GRK3 se vyskytuje volné v cytosolu.
GRKS5 a GRK6 jsou naproti tomu membranové vazané. Vyskyt GRK4 je specificky pro
varlata a mozek. Arrestin 2 a arrestin 3 jsou vSudypiitomné (Pitcher et al., 1998; Lefkowitz
a Shenoy, 2005)

Na zakladé objevu téchto regulacnich proteinii byl postulovan klasicky model
agonistou navozené desenzitizace GPCR, ktera je vysledkem fosforylace receptort
prostiednictvim GRK a nasledné vazby arrestini. Tento model se povazuje za obecné
platny pro vétSinu GPCR. Desenzitizace GPCR s navdazanym agonistou, tedy aktivnich
forem receptort, navozena fosforylaci prostfednictvim GRK a vazby arrestinti, se oznacuje
jako homologni desenzitizace, nebot' zpisobuje snizeni citlivosti bunky pouze vici
pisobeni agonisty, ktery ji (primarn¢) vyvolal.

PKA a PKC jsou, na rozdil od GRK, schopné fosforylovat i neaktivni formy
receptorll. Desenzitizace neaktivnich forem receptort, ktera byla navozena fosforylaci
témito protein kinadzami, jejichz aktivaci vyvolalo zvyseni intracelularni koncentrace

druhych posli zplisobené stimulaci jiného typu receptoru, se oznacuje jako heterologni
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desenzitizace. Nasledkem heterologni desenzitizace proto muze byt snizeni bunétné
odpovédi na stimulaci agonisty vice nez jednoho typu receptoru (Kelly et al., 2008; Delom
a Fessart, 2011).

Dalsim mechanizmem piispivajicim k desenzitizaci je endocytdza, tedy piesun
receptort z PM do cytoplazmy, ktera se v kontextu GPCR oznacuje jako internalizace
(Obr. 3). Internalizace slouzi nejen k ukonceni procesu signalizace, ale piedstavuje také
moznost resenzitizace receptori. K resenzitizaci dochazi prostfednictvim defosforylace
endocytovanych receptori a jejich néslednym transportem zpét na PM. V nékterych
pfipadech vSak naopak dochazi k transportu endocytovanych receptorti do lyzozomi
a nasledné proteolytické degradaci, kterda ma za nésledek snizeni poctu receptori neboli
»down regulaci“. ,,Down regulaci“ lze tak povazovat za dal§i proces piispivajici

k desenzitizaci bunééné odpovédi iniciované aktivaci GPCR.

Receptor

Degradation
.
TelOWwih=%Y L &
GRK GIT ARF ARNO  Src Barr AP-2  Dynamin  NSF Clathrin PI

Obr. 3 Internalizace receptoru spirazenych s G proteiny

Krok 1: vazba ligandu na receptor. Krok 2: pfesun GRK k plazmatické membrané
a fosforylace Ser a Thr aminokyselinovych zbytki C-konce receptoru - zahajeni
desenzitizace a endocytozy receptoru. Krok 3: vazba B-arrestinti na fosforylovany receptor,
interakce s dal§imi proteiny (Src). Krok 4: vazba AP2 a klatrinu na komplex receptoru
S B-arrestinem. Krok 5: od$tépeni klatrinového vacku dynaminem. Krok 6: odpojeni
molekul klatrinu. Krok 7: odpojeni B-arrestinti od receptoru. Kroky 8 a 9: degradace nebo
navrat receptoru na membranu. (pievzato z prace Claing et al., 2002)
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Prvotni informace o internalizaci GPCR poskytly studie endogennich [,-AR
Vv zabich erytrocytech a lidskych astrocytomovych bunkach. Inkubace zabich erytrocyti
s isoproterenolem méla za nasledek zvySeni mnozstvi solubilni formy B2-AR detekovanych
Vv cytosolarni frakci (Chuang a Costa, 1979). V piipad¢ lidskych astrocytomovych bunék
méla inkubace s agonistou za nasledek ptesun ur¢itého mnozstvi Bo-AR z frakce tézkych
vackl, reprezentujicich PM, do frakce lehkych vacka. Tato cast populace P2-AR
predstavovala desenzitizované receptory, coZz bylo potvrzeno ztraitou schopnosti
vysokoafinni vazby ligandu (Harden et al., 1980). Pozd¢jsi studie prokazaly internalizaci
prosttednictvim mikroskopie a rovnéz potvrdily, Ze se odehrdva presunem
desenzitizovaného receptoru do klatrinem obalenych (klatrinovych) vacklt (von Zastrow
a Kobilka, 1992, 1994). Pravé endocytoza prostfednictvim klatrinovych vacki je v piipade
GPCR nejprozkoumangjs$im zptisobem internalizace. Obecné se ptfedpoklada, ze timto
zpusobem dochézi predevSim k internalizaci receptorti aktivovanych vazbou agonisty
a desenzitizovanych vlivem GRK a arrestinu.

Klatrinovymi vacky zprosttedkovana endocytéza je obecnym mechanizmem
internalizace vétSiny receptorll pfitomnych na bunééném povrchu, stejné tak jako dalSich
integralnich membranovych proteint. Klatrinové vacky jsou obaleny jakousi podptrnou
konstrukei skladajici se z riznych druhtt molekul proteint. Zakladnim strukturnim prvkem
této konstrukce je proteinovy komplex oznaCovany jako triskelion, slozeny ze tii tézkych
a tif lehkych fetézch klatrinu, ktery interaguje s fadou regulacnich a adaptorovych proteinti
(adaptorti). Odskrceni klatrinového vacku zPM zprostfedkovava protein dynamin.
Dynamin je protein s GTPazovou aktivitou, jehoz tucast je z energetického hlediska
nezbytna k oddéleni membranové dvojvrstvy endocytického vacku od membranoveé
dvojvrstvy PM (Claing et al., 2002).

Klatrin, adaptory a dalsi regula¢ni proteiny jsou v ramci PM smérovany do oblasti
obohacenych fosfatidylinositolbisfosfatem (PIP,), kde se spolecné podileji na regulaci
procesu formovani a invaginace klatrinovych vackl. Funkci adaptorovych proteint je
smérovani vybranych proteint urenych k endocytéze do vznikajicich vacki. Nejhojnéjsim
adaptorovym proteinem vyskytujicim se v klatrinovych vaccich je adaptorovy proteinovy
komplex 2 (AP2). AP2 interaguje s proteiny ur¢enymi k endocytdéze bud’ piimo, tedy
prostiednictvim vazby na specifické sekvence téchto protein, nebo neptfimo, tedy
prostfednictvim dalSiho adaptorového proteinu. Pro internalizaci agonistou aktivovanych
GPCR je platny druhy pfipad interakce, nebot AP2 interaguje s receptorem

prostfednictvim navazaného arrestinu. Arrestiny navic interaguji také piimo s klatrinem.
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Arrestiny se tak podileji na regulaci signalizace GPCR nejen tim, ze brani interakci
receptoru s G proteinem, ale také tim, Ze zprostfedkuji internalizaci receptoru (Wolfe
a Trejo, 2007).

Agonistou navozena endocytdza byla prokazana i v ptipad¢ nékterych podjednotek
G proteind. Pfikladem takovych podjednotek jsou Gso a Gqo/Gyia. V piipad€é Gsa se
zjistilo, ze agonistou (isoproterenolem) vyvolany pifesun podjednotky do cytoplazmy
nastava jinym zpusobem nez piesun receptoru (B2-AR). Specifickd inhibice endocytozy
zprostiedkované klatrinovymi vacky totiz zabranila pouze internalizaci receptoru, ale
nikoliv internalizaci Gsa (Wedegaertner et al., 1996). V pfipadé¢ Gqa/Gii0 byla prokdzana
internalizace navozena stimulaci receptoru pro angiotenzin II a receptoru pro TRH
(TRH-R), ktera opét probihala jinym zptisobem nez internalizace receptoru (Drmota et al.,
1998a, 1999; Miserey-Lenkei et al., 2001).

2.6. Opioidni receptory

Opioidni receptory (OR) a jejich endogenni ligandy dohromady tvoii fyziologicky
vyznamny neuromodulacni systém, ktery se oznacuje pojmem endogenni opioidni systéem
(EOS). Tento neuromodulac¢ni systém je v ramci organizmu zapojen do fizeni vzorcl
chovani dulezitych pro pieziti, jako jsou reakce na bolestivé podnéty a stres, motivace
nebo aktivace takzvaného systému odmény. EOS se déle podili na kontrole autonomnich
funkei, jako jsou dychani, termoregulace a gastrointestinalni motilita nebo na regulaci
imunitnich odpovédi. Opioidni receptory jsou také cilem pusobeni exogennich ligandi,
siroké skaly latek vyskytujicich se ptirozené jako sekunddrni metabolity rostlin. Neblaze
proslulé opium (Obr. 4), ¢astecné vysuSena $tava ziskavana z nezralych tobolek maku
set¢ho (Papaver somniferum), obsahuje pfedev§im alkaloidy morfin a kodein, dale pak
nékolik desitek dalSich, chemicky piibuznych latek, jejichz koncentrace v opiu jsou
relativné nizké, avSak vazebné charakteristiky téchto latek 1ze jednoznaéné interpretovat

v terminech interakce s OR. Totéz plati pro jejich biologickou G¢innost.
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Obr. 4 Sbér opia z nezralych tobolek maku setého — rytina ze 17. stoleti
(pfevzato z prace Zackon, F. (1988) Heroin, The Street Narcotic, a upraveno)

Exogenni ligandy OR lze z funkéniho hlediska rozdélit do dvou zakladnich skupin.
Prvni skupinu tvofi agonisté, coz jsou ligandy vyvolavajici aktivaci receptorti. Druhou
skupinou jsou antagonisté, které naopak aktivitu OR snizuji, resp. udrzuji receptory
v inaktivnim stavu. Je ziejmé, Ze latky s povahou c¢asteénych agonistt (partial agonists)
mohou snizovat u¢innost plnych agonisti (full agonists) za takovych okolnosti, kdy
kompetuji s receptorem o vazebné misto. Casteéni agonisté maji totiz vysokou afinitu
k vazebnému mistu receptoru. Jejich schopnost vyvolat fyziologickou odpovéd je vSak
nizka. Existence exogennich ligandi OR byla prvnim skuteéné dulezitym nastrojem
vyzkumu opioidnich receptord, jelikoZ umoZnila provadét kompeti¢ni vazebné studie mezi
radioaktivné znacenym morfinem a endogennimi opioidnimi peptidy, které se pfirozené
vyskytuji v centralnim nervovém systému (CNS) i perifernich tkanich. Rada téchto latek,
I jejich uméle pripravené derivaty, jako je heroin, nasla v ramci lidské populace vyrazné
uplatnéni nejen v klinické praxi (morfin, kodein), ale i jako vysoce G¢inné navykové drogy
s dramatickym euforickym G¢inkem na organizmus. V této souvislosti je mozné fici, Ze

opakované podavani téchto drog, at’ uz v podobé kouteni opia nebo pii nitrozilni aplikaci
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(morfin, heroin), vede k zdsadnim zménam v objektivnim vnimani vnéjsiho svéta. Rovnéz
dochazi ke zménam zakladnich fyziologickych funkci, vytvoreni fyzické a psychické
zavislosti na droze, a nasledné¢ ke zméné (mentalni) podstaty dané¢ho ¢lovéka. Muzeme

tedy fici, Ze drogy na bazi opioidt rychle a nevratné méni osobnost ¢lovéka (Obr. 5).

Obr. 5 Portrét Thomase de Quincey

Thomas de Quincey je autorem knihy Confessions of an English Opium-Eater (1822), ve
které se doznava k uzivani opia a vypravi o mukach, kterd zakusil pfi snaze ukoncit svou
zavislost. (pfevzato z prace Zackon, F. (1988) Heroin, The Street Narcotic, a upraveno)

Existence specifickych vazebnych mist pro opioidy byla navrzena jiz v poloviné
Sedesatych let 20. stoleti (Portoghese, 1965). K jejich charakterizaci vsak doslo az po roce
1973, kdy nejprve tii, a pozdéji fada dalSich nezavislych vyzkumnych skupin prokazala
pfitomnost receptorii pro opioidy v mozkové tkani savct (Simon et al., 1973; Terenius,
1973; Pert a Snyder, 1974; Klee a Nirenberg, 1974; Sharma et al., 1975a,b). Tyto receptory
byly o tii roky pozdéji, podle toho, ze preferencné vazaly bud’ morfin nebo ketocyklazocin,
rozliSeny na receptory typu p a k (u-OR, x-OR) (Martin et al., 1976). O rok pozdéji byl pii
experimentech na vas deferens mysi prokazan farmakologicky odlisny, tieti typ OR, ktery
byl podle mista svého vyskytu oznafen za opioidni receptor typu 6 (6-OR) (Lord et al.,
1977). u-OR, 6-OR a k-OR lze vzhledem Kk historii a vyvoji poznani souhrnn¢ oznadit jako
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klasické opioidni receptory, které aktivuji G proteiny tiidy Gi/G, (viz Obr. 2), pfi¢emz
mira této aktivace zavisi nejen na mnozstvi OR, ale i G proteind (Roth et al., 1981; Koski
a Klee, 1981; Maurer, 1982; Pfeiffer et al., 1982; Spain et al., 1985; Mansour et al., 1987;
Tempel a Zukin, 1987; Sharif a Hughes, 1989; Remmers et al., 2000).

DalSim nezbytnym krokem k ziskdni novych poznatkli o opioidnich receptorech
bylo klonovani a izolace gent kodujicich tyto receptory. Prvnim klonovanym opioidnim
receptorem byl mysi 6-OR, ktery byl v roce 1992 ziskan z knihovny komplementarni DNA
(cDNA) hybridni bunééné linie NG108-15 (mouse neuroblastoma x rat glioma cells)
(Evans et al., 1992; Kieffer et al., 1992). Klonovéani dalSich ¢lenti rodiny opioidnich
receptortt velmi rychle nasledovalo. V roce 1993 byly klonovany p-OR a k-OR (Chen
et al., 1993a,b; Minami et al., 1993). Poslednim klonovanym zastupcem rodiny opioidnich
receptoru byl receptor pro nociceptin, NOP receptor (Mollereau et al., 1994; Wang et al.,
1994). Farmakologické studie tohoto receptoru odhalily velmi nizkou troven vazby vSech
Vv tehdejsi dobé znamych opioidnich ligandi. NOP receptor byl nejprve povazovan za tzv.
sirot¢i (orphan) receptor a proto byl pojmenovan jako receptor pro orphanin FQ nebo také
opioidnimu receptoru podobny receptor (opioid receptor-like 1, ORL1). Vzapéti se vSak
dvéma védeckym skupinam podatilo v mozkové tkani savct identifikovat endogenni
peptidovy ligand pro tento receptor. Objeveny ligand byl pojmenovan
nociceptin/orphanin FQ (Meunier et al., 1995; Reinscheid et al., 1995).

Identifikace (pouhych) 4 geni kodujicich opioidni receptory nekoresponduje
s mnozstvim jednotlivych podtypi opioidnich receptort (ul, p2, 81, 62, k1, k2, k3)
stanovenych farmakologicky (Pasternak, 1993). Vysvétlenim této skuteCnosti, ktera byla
jiz dfive pozorovana u fady jinych receptor, muze byt odlisné tkanové zastoupeni
jednotlivych genli, vznik rGznych variant receptorli alternativnim sestithem mRNA
(Pasternak, 2001), rozdilné posttranslaéni modifikace v jednotlivych tkanich nebo zmény
vlastnosti receptorti vlivem jinych, regulac¢nich proteini ménicich jejich vazebné i funkéni
parametry. Nejcastéji byla vsak vySe uvedena ,farmakologicka heterogenita® OR
vysvétlovana s pomoci homo- ¢i hetero-oligomerizace OR (Jordan a Devi, 1999; McVey et
al., 2001; Ramsay et al., 2002; Javitch et al., 2004). Existence funk¢nich hetero-oligomert
mezi p-OR a 3-OR v plazmatické membrané byla presvédéivym zplisobem prokazana pri
heterologni expresi téchto receptorii v buikach EcR293 (Law et al., 2005). Dikazy,
respektive pifima experimentalni podpora pro existenci konkrétniho, kauzalniho vztahu
mezi farmakologickou specifitou riznych ligandi OR a urCitym typem homo- C¢i

hetero-oligomerd OR vSak pfineseny nebyly. Obecné lze fici, ze existence oligomerizace
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byla jednozna¢né prokazana u fady GPCR tiidy A (pfikladné aip-adrenergni receptor;
Carrillo et al., 2003, 2004). Vyraznou podporu pro existenci homo-dimertt a homo-
tetrameria OR poskytla podrobna krystalograficka analyza jejich 3D-struktury (Filizola
a Devi, 2012; Manglik et al., 2012; Granier et al., 2012; Wu et al., 2012). Informace
ziskané s pomoci této metody je vSak nutné brat s rezervou. Purifikované molekuly
receptort se totiz v umélém lipidovém prostiedi krystaliza¢niho média vyskytuji ve forme
monomerd. Ke vzniku pozorovanych oligomernich komplext tak dochazi az v pribéhu
krystaliza¢niho procesu. Je tedy nutné si uvédomit, ze uspotradani jednotlivych molekul
receptort v takto vzniklych oligomernich komplexech se miize zasadné lisit od uspotradani
molekul receptortt v oligomernich komplexech, které vznikaji V pfirozeném prostiedi
biologickych membran.

Opioidni receptory jsou zastoupeny piedevSim v CNS, ale vyskytuji se
I v perifernim nervovém systému (PNS) a rovnéz viadé jinych perifernich tkani.
Jednotlivé typy opioidnich receptori maji odliSnou distribuci v ramci CNS. p-OR se
nachdzi v Sirokém spektru oblasti pfedniho, stfedniho i zadniho mozku. p-OR se v nejvétsi
hustoté¢ vyskytuje v mozkové kife, bazalnich gangliich (caudate-putamen, nucleus
accumbens), thalamu, hipokampu, amygdale a prodlouzené mise (nucleus tractus
solitarius). Oblastmi s nejvyssi koncentraci k-OR jsou caudate-putamen, nucleus
accumbens, hypothalamus, amygdala a neurohypofyza. 3-OR se kromé caudate-putamen,
nucleus accumbens a amygdaly, vyskytuje ve vysoké mife v mozkové kiife nebo oblastech
zapojenych ve zprostiedkovani informace ¢ichovych vjema (Kapitzke et al., 2005).

Pfitomnost u-OR, 6-OR a k-OR byla rovnéZz zjisténa Vramci vzestupnych
asestupnych drah vnimani bolesti (nocicepce), coz je v souladu s mechanizmem
analgetického (antinocicepcniho) uc€inku navozeného aktivaci opioidnich receptort.
Aktivace opioidnich receptortt v nucleus locus coeruleus a periakveduktalni $edé hmote
zpusobuje sniZzeni Cetnosti vylevu inhibi¢niho neurotransmiteru GABA. Tim dochézi
Kk potlaceni inhibi¢niho u¢inku GABA na neurony, které jsou soucasti sestupnych drah
zprostiedkujicich antinocicepci (Vaughan et al., 1997; Pan et al., 2004). Dale se ukazalo,
ze u-OR, k-OR 1 8-OR jsou pfitomny v neuronech enterického nervového systému, a to jak
V neuronech submukoézniho plexu, tak v neuronech myenterického plexu (Poole et al.,
2011; Sobczak et al., 2014). Opioidni receptory se vyskytuji i v jinych tkanich nez je tkan
nervova, piikladné v epitelu srdce a cév, v bunkach hladkého svalstva, nebo keratinocytech
a fibroblastech kiize. Mnozstvi OR v perifernich tkanich je mnohem niz8i nez ve tkani

nervove. Pfitomnost opioidnich receptorti byla prokazana i v buiikach imunitniho systému,
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konkrétn¢ v lymfocytech a makrofazich. Aktivace opioidnich receptorti ptitomnych
Vv téchto buiikach ovliviiuje proces oxidativniho vzplanuti a produkci cytokini (Biddlack,
2000).

2.7. Ligandy opioidnich receptori

Endogenni ligandy

Endogennimi ligandy opioidnich receptorti jsou Vsavéim mozku piirozené se
vyskytujici opioidni peptidy (Hughes et al., 1975), oznaCované rovnéz jako endogenni
opioidy. Mezi endogenni opioidy se fadi endorfiny, enkefaliny a dynorfiny, které jsou
odvozeny od tii prekurzorovych molekul, proopiomelanokortinu (POMC), proenkefalinu
(PENK) a prodynorfinu (PDYN). VSechny tii prekurzorové molekuly jsou exprimovany
v CNS, ale jejich pfitomnost byla potvrzena i v perifernich tkénich. VSechny peptidy
odvozené od téchto prekurzorti maji na svém N-konci spolecnou tetrapeptidovou sekvenci
Tyr-Gly-Gly-Phe. Jednotlivé peptidy se od sebe odlisuji afinitou k pu-OR, 6-OR a x-OR.
Vsechny vSak maji zanedbatelnou afinitu k NOP receptoru. B-endorfin ma nejvyssi afinitu
k u-OR, ale vykazuje rovnéz jistou afinitu k 6-OR i x-OR. Met- a Leu-enkefaliny maji
vysokou afinitu k 6-OR, desetinasobné nizsi afinitu k u-OR a zanedbatelnou afinitu ke
k-OR. Dynorfin A a dynorfin B maji vysokou afinitu ke k-OR, ale maji také jistou afinitu
kK u-OR a 6-OR (Janecka et al., 2004). K typickym endogennim opioidim je fazen také
nociceptin/orphanin FQ (nociceptin), jehoz prekurzorem je pronociceptin. Nociceptin je
endogennim ligandem NOP receptoru (Meunier et al., 1995). Tetrapeptid N-konce
nociceptinu ale na rozdil od ostatnich peptidli, obsahuje v prvni pozici Phe namisto Tyr.
Dalsimi identifikovanymi endogennimi opioidy jsou endomorfiny, endomorfin 1
a endomorfin 2 (Zadina et al., 1997). Tyto amidované tetrapeptidy jsou prvnimi popsanymi
endogennimi peptidy, které se selektivné a s vysokou afinitou vazou na p-OR. Jejich

prekurzory vSak dosud nebyly identifikovany.

Exogenni ligandy

Exogenni ligandy opioidnich receptori neboli exogenni opioidy tvofi rozsédhlou
skupinu latek rizné chemické povahy, z nichZ n€které maji zna¢ny vyznam pro klinickou
nebo veterinarni praxi. Piikladem takovych exogennich opioidii jsou morfin, naloxon,

naltrexon, etorfin nebo diprenorfin.
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Morfin je viibec nejzndméjSim a nejpouzivanéj§im exogennim opioidem. Morfin
pusobi jako agonista opioidnich receptord, ktery ma nejvyssi afinitu k u-OR. Morfin vSak
neni dostatecné selektivni, nebot’ se s nizkou afinitou vaze i na ostatni typy opioidnich
receptort. Existuje tedy jistd pravdépodobnost, Zze G¢inek morfinu v podminkach in vivo
muze byt do ur€ité miry i vysledkem interakce s 6-OR nebo k-OR (Kieffer, 1999).

Morfin, jak uz bylo feceno vyse, je jednou z latek obsazenych v opiu. Analgetické
ucinky opia jsou zndmy jiz po staleti. Aktivni sloZkou opia jsou alkaloidy. Prvnim
izolovanym a zaroven nejucinn€j$Sim opiovym alkaloidem byl pravé morfin. Morfin pro
své uspavaci u¢inky dostal jméno po Morfeovi, feckém bohovi snii. Morfin byl izolovan na
zacatku 19. stoleti némeckych chemikem Sertlirnerem. Chemické struktura morfinu byla
vSak objasnéna az o 120 let pozdéji. Kompletni systematicky ndzev morfinu je (5a,6a)-7,8-
didehydro-4,5-epoxy-17-methylmorfinan-3,6-diol (Janecka et al., 2004). Morfin je velmi
ucinné a stale pouzivané analgetikum, jehoz podani s sebou vsak piinasi i fadu komplikaci.
Dlouhodobé aplikace morfinu vede ke vzniku tolerance a zavislosti. Morfin krom¢ toho
ovliviiyje 1 fadu autonomnich funkei, jako jsou dychani nebo stievni motilita. Morfin ma
na organizmus kromé& analgetickych také siln€é euforizujici Uc€inky, pro které je cCasto
zneuZzivan.

Mezi dalsi vyznamné exogenni ligandy opioidnich receptorti patii syntetické
alkaloidy, naloxon a naltrexon. Jedna se o neselektivni antagonisty, kterych se vyuziva
Vv klinické praxi. Naloxon je pouZivan k zachrané Zivota pii predavkovani heroinem.
Heroin (diacetylmorfin) je velmi rychle metabolizovan na 6-monoacetylmorfin, ktery je
nasledné pfeménén na morfin. Diky této metabolické pieméné tedy podani heroinu
zpiisobuje aktivaci opioidnich receptorii, coZ méd na organizmus podobné ucinky jako
podani morfinu samotného. Pfi¢inou smrti pii pfedavkovani heroinem je totalni Gtlum
dychani, zplisobeny inhibici neuronti dychaciho centra v prodlouzené mise. Tento Zivot
ohroZujici vedlejsi efekt 1ze zvratit pravé podanim antagonisty naloxonu, ktery ma rychly
nastup ucinku (White a Irvine, 1999; Dixon, 2007). Naltrexon se v soucasnosti pouziva
k 1é¢bé zavislosti na alkoholu u lidi. Podavani naltrexonu snizuje potfebu konzumace
alkoholu.

Etorfin a diprenorfin naSly uplatnéni ptedevS§im ve veterinarni praxi. Etorfin je
neselektivni agonista opioidnich receptorti. Podéani etorfinu je u€innym zpisobem rychlého
uspani (anestezie) velkych zvifat, jako jsou koné, sloni nebo nosorozci. K jejich probuzeni
se pouziva neselektivni antagonista diprenorfin, pficemz se vyuziva stejného fenoménu

jako pii zachrané Zivota predavkovanych osob, kterym je snadna dostupnost vazebného
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mista OR pro ligandy pfichazejici z vodného, extracelularniho prostfedi (Manglik et al.,
2012; Filizola a Devi, 2012). Diprenorfin muze proto rychle a G¢inné¢ kompetovat
S navazanym etorfinem a tim zpusobit zvraceni jeho analgetického ucinku (Alford et al.,
1974).

Mezi exogenni ligandy opioidnich receptort patii také fada syntetickych latek,
které se vyuzivaji predevSim ve vyzkumu. Hlavnimi divody pro piipravu syntetickych
ligandt byly nejen nizka selektivita endogennich peptida pro jednotlivé typy receptoru, ale
také nizkd odolnost téchto peptidii vici enzymatické degradaci. Prvotnim zvolenym
ptistupem syntézy novych ligandl byla modifikace enkefalinti. Vysledkem tohoto piistupu
byly u-OR selektivni agonista DAMGO (Tyr-D-Ala-Gly-MePhe-Gly-ol) a agonisté s vyssi
selektivitou pro 6-OR, jako jsou DADLE (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu), DSLET
(Tyr-D-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr) a DTLET (Tyr-D-Thr-Gly-Phe-Leu-Thr). Dalsi agonisté
8-OR vznikly vlozenim sekvence penicilaminu (Pen, B,B-dimethylcystein) do struktury
enkefalini. Takovymi ligandy jsou DPDPE (Tyr-c(D-Pen-Gly-Phe-D-Pen)) a DPLPE
(Tyr-c(D-Pen-Gly-Phe-Pen)).

Analog enkefalinu, ICI 174864 ((CH,=CH-CHy,),-Tyr-Aib-Phe-Leu), byl prvnim
antagonistou se znaCnou selektivitou a afinitou vici 6-OR. Dal§imi syntetickymi
antagonisty 0-OR jsou tetrapeptidy, které obsahuji v druhé pozici peptidové sekvence
kyselinu 1,2,3,4-tetrahydroizoquinolin-3-karboxylovou (Tic). Typickymi zastupci této
skupiny jsou tetrapeptidy TIPP (Tyr-Tic-Phe-Phe) a TIPP-NH, (Tyr-Tic-Phe-Phe-NHy).
TIPP ma vysokou afinitu a mimotadnou selektivitu pro 6-OR, kdezto TIPP-NH; byl v dobé¢
svého objevu prvnim znamym ligandem, ktery byl agonistou pu-OR a zaroven antagonistou
8-OR. Antagonisty s jesté vyssi afinitou a selektivitou pro 6-OR jsou pseudopeptidové
analogy TIPP[y] (Tyr-Ticy-[CH2NH]-Phe-Phe) a TIP[y] (Tyr-Ticy[CH,NH]-Phe)
(Janecka et al., 2004).

Peptidicti antagonisté s vysokou selektivitou pro u-OR byly ziskany modifikaci
somatostatinu, ktery v rdmci CNS vykazuje jistou afinitu k opioidnim receptoriim. Na
zaklad¢ tohoto objevu se Hruby a jeho kolektiv zaméfili na moznost vytvoreni analogl
somatostatinu, které by preferencné asociovaly s opioidnimi receptory. Prvnim takto
syntetizovanym selektivnim antagonistou u-OR byl oktapeptid CTP (Pelton et al., 1985),
ktery byl velmi odolny vi¢i enzymatické degradaci a nebyl schopen projit pres
hematoencefalickou bariéru. Modifikacemi CTP bylo dosazeno syntézy dalSich

antagonistl u-OR, kterymi jsou CTAP a CTOP.
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Snaha o pfipravu analogii Dyn A, které by fungovaly jako selektivni antagonisté
K-OR, se bohuzel setkala jen s nepatrnym uspéchem. Podatilo se vSak pfipravit nékolik
nepeptidickych antagonisti k-OR, Zznichz nejvice selektivni jsou norbinaltorfimin

(norBNI) a GNTI (Janecka et al., 2004).

2.8. Receptor pro thyreoliberin, TRH-R

Receptor pro thyreoliberin (TRH-R) (Gershengorn, 1986; Gershengorn a Osman,
1996) je tazen do podskupiny B rhodopsinové rodiny GPCR (tfida A), ktera kromé tohoto
receptoru obsahuje receptory pro dalsi peptidové ligandy, jako jsou CCK, GnRH, gastrin
uvolnujici peptid, ghrelin, arginin-vazopresin, oxytocin, tachykininy, neuropeptid FF,
neuropeptid Y, neuromedin B a neurotenzin. V nasi laboratoti byl TRH-R v minulosti
intenzivné studovan nejprve z hlediska rtiznych mechanizma desenzitizace hormonalni
akce, pozd¢ji z hlediska ulohy membranovych domén v téchto dé&jich. Pfi tomto studiu
byly pouzivany stabilni linie bunék HEK293, které exprimovaly TRH-R (klon E2), TRH-R
spolu s velkym mnozstvim Gyja proteinu (klon E2M11) nebo fluorescenéni verzi TRH-R,
fazni bilkovinu TRH-R-eGFP (klon VTGP) (Svoboda et al., 1996; Drmota et al., 1998b,
1999; Novotny et al., 1999; Rudajev et al., 2005; Ostasov et al., 2007, 2008).

Dlouhodoba stimulace TRH-R (4-16 hodin) zpusobila specifickou internalizaci,
solubilizaci a ,,down-regulaci heterotrimernich G proteint tiidy Go/G11 (Svoboda et al.,
1996). Prvni internalizace G proteint byla prokazana az po 60 minutach stimulace TRH,
zatimco internalizace receptori probihala velmi rychle s polo¢asem nékolika minut
(Drmota et al., 1998a). Tento vysledek byl nasledné ovéien v podminkach in vivo pfi
studiu HEK293 buné¢k exprimujicich fluoreskujici verzi TRH-R, fuzni bilkovinu TRH-R-
eGFP (klon VTGP) (Drmota et al., 1999). VTGP buniky byly rovnéz pouzity pro prokazani
vyznamu integrity bunééné membrany a membranovych domén pro optimalni funkci
signalni kaskady stimulované TRH-R (OstasSov et al., 2007). Piekvapivé, mnozstvi TRH-R
VvV membranovych doméndch bylo velmi malé ve srovnani s mnoZstvim G proteini
(Rudajev et al., 2005). Buiikky VTGP byly nasledné pouzity pro stanoveni mobility TRH-R
v zivych buiikach spomoci modernich metod fluorescen¢ni konfokalni mikroskopie

CLSM, FRAP, FLIM a RICS (kapitola 5.7; ptiloha 3 — manuskript Brejchova et al., 2014).
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2.9. Struktura a funkce bunéénych membran

Bunééné membrany jsou hydrofobni struktury, které vymezuji bunku jako celek
vzhledem Kk jejimu vnéjsimu okoli (plazmaticka membrana), dale pak vymezuji jednotlivé
nitrobunééné organely vzajemné mezi sebou a vi¢i cytosolu. Samotnad existence
a neporusenost (,,intaktnost) povrchové, plazmatické membrany je zakladni podminkou
zivotaschopnosti kazdé bunky. Plazmatickd membrana (PM) se rozhodujicim zpiisobem
podili na udrzovani stalosti vnitiniho prostiedi bunky (homeostaze), na komunikaci buiky
s okolnim prostfedim a rovnéz vytvaii primarni obrannou bariéru pii napadeni bunky
patogennimi organizmy, jako jsou viry a bakterie, nebo pii kontaktu s toxickymi latkami.
Nitrobunééné membrany plni zdsadni ulohu pii tvorbé ATP a regulaci energetického
metabolizmu (mitochondrie), transportu GPCR do nitra buiky a jejich hydrolytické
degradaci v lyzozomech, transportu nové syntetizovanych bilkovin z ER do Golgiho
aparatu (GA) a jejich posttransla¢ni modifikaci v ramci GA, a kone¢né, pfi transportu
z GA do PM nebo vystupu ,,exportnich* bilkovin mimo bunku.

Nazory na strukturni organizaci (uspofadani) plazmatické membrany se ménily tak,
jak se postupné vyvijely znalosti o této struktufe: ,,musi tam byt lipidy* (Overton, 1899),
»musi tam byt proteiny” (Danieli, 1935), pfimy dikaz pfitomnosti lipidl i proteint
(1945-1960), ,lipidy a proteiny jsou ve vrstvach“ (Robertson, 1959), , membrana je
mozaikou proteinu a lipida a tato mosaika je tekuta“ (Singer a Nicholson, 1972).
Historicky pifehled vyvoje poznani struktury a funkce plazmatické membrany,
a biologickych membran obecné, lze ziskat Cetbou fady monografii, které¢ byly na toto
téma sepsany (Rothfield (1971) Structure and Function of Biological Membranes; Wallach
a Schmidt-Ullrich (1975) Membrane Molecular Biology of Neoplastic Cells; Poste
a Nicholson (1977) Dynamic Aspects of Cell Surface Organization; Kates a Kuksis (1980)
Membrane Fluidity, Biophysical Techniques and Cellular Regulation; Shinitzky (1984)
Physiology of Membrane Fluidity, Vol I and 1I; Benga et al. (1984) Membrane Processes,
Molecular Biology and Medical Applications; Nicolau a Chapman (1990) Horizons in
Membrane Biotechnology) i piivodnich ¢lanki Singera a Nicholsona (1972), Bretschera
a Raffa (1975) a Chapmana (1983). Ctenaie se zajmem o podrobnéjsi informace, piikladné
membranové zavislou regulaci prototypického enzymu plazmatické membrany,
Na'-K*-ATPazy, a mitochondrialnich enzymi, odkazuji na souborny ¢lanek Kimelberga
(1977).
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2.10. Lipidové sloZeni bunéénych membran

Bunécné membrany jsou ze strukturniho hlediska dvojvrstvy tvofené molekulami
amfipatickych lipida, které jsou k sobé pfilozeny svymi hydrofobnimi ¢astmi a jejich
hydrofilni ¢asti jsou orientovany do okolniho, vodného prostiedi. Celkovy charakter
lipidové dvojvrstvy je tedy rovnéz amfipaticky. Hlavnimi strukturnimi lipidy bunécnych
membran savcl jsou glycerofosfolipidy, jejichz hydrofilni ¢ast je tvofena polarnimi
hlavickami obsahujicimi cholin, serin, etanolamin nebo inositol pfipojeny k fosfatové
skupin¢ piitomné v sn-3 pozici glycerolu. Hydrofobni cast glycerofosfolipidii sestava
Z fetézcli mastnych kyselin (MK) pfipojenych esterovou vazbou v pozicich sn-1 a sn-2
glycerolu. Pfipojené MK jsou bud’ nasycené, nebo nenasycené, pfi¢emz nenasycené¢ MK se
obvykle nachazeji v pozici sn-2. Molekuly glycerofosfolipidii jsou pojmenovany podle
svych  polarnich  hlavicek jako fosfatidylcholin  (PC), fosfatidylserin  (PS),
fosfatidyletanolamin (PE) a fosfatidylinositol (PI). Mezi dal$i vyznamné lipidy bunécnych
membran savel patii sfingolipidy a cholesterol (Ohvo-Rekild et al., 2002). Jelikoz se
cholesterol v organizmu vyskytuje ve dvou formach, volné a esterifikované, je tieba
zduraznit, ze v membranové dvojvrstvé je piitomen cholesterol volny, ktery bude
V nasledujicim textu oznacovan jako membranovy cholesterol nebo jen cholesterol. Kromé
lipidu, jak jiz bylo feceno vyse v historickém piehledu, jsou soucasti bunéénych membran
také proteiny. Membranové proteiny sice piedstavuji pouze malé procento vSech
membranovych komponent, ale jejich pfitomnost je podstatou vSech zasadnich funkci
bunéénych membran, jakymi jsou transport latek pfes membranu nebo pienos informaci
kodovanych extracelularnimi signaly (Barenholz, 2002).

Membranové proteiny lze rozdélit do dvou zékladnich skupin: integralni a periferni.
Typickym piikladem integralnich membranovych proteind jsou GPCR, jejichz solubilizace
Ize docilit pouze za podminek upIné degradace plazmatické membrany detergenty.
Molekula GPCR, jak jiz bylo fe¢eno na samém zacatku literarniho piehledu (kapitola 2.1),
obsahuje 7 transmembranovych usekil (segmentl), podle kterych se GPCR nékdy oznacuji
také jako 7TM receptors. Heterotrimerni G proteiny jsou naopak ptikladem perifernich
membranovych proteinti, které neobsahuji zadny transmembranovy segment a jejichz
vazba do membrany se uskute¢fiuje nepiimo, pomoci hydrofobnich alifatickych fetézct
mastnych kyselin, nebo pomoci isoprenoidt (Barenholz, 2002). O lipidovych modifikacich

heterotrimernich G proteinti je podrobné pojednano v kapitole 2.3.
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Zivotaschopnost bunék je podminéna jejich schopnosti piizptisobit se ménicim se
podminkdm okolniho prostfedi. V tomto ohledu je dulezitou vlastnosti builky schopnost
regulovat skladbu lipidovych molekul membranové dvojvrstvy. Zéasadni vyznam ma
predevsim regulace lipidového sloZeni plazmatické membrany, ktera plni nejen funkci
ochranné bariéry, ale uplatiiuje se také vramci mezibunéné komunikace. Hlavnim
zpusobem, jakym tento ukol sav¢i bunky plni, je zména obsahu membranového
cholesterolu. Pravé cholesterol je totiz klicovym lipidem ovliviiujicim fyzikalné-chemické
vlastnosti membranové dvojvrstvy. Molekula cholesterolu sestdva ze tii strukturné
odliSnych ¢asti. Zaklad tvofi sterolové jadro, ke kterému je pfipojen flexibilni
uhlovodikovy fetézec isooktylu a hydroxylova skupina v pozici 3B. Vyznamna je prave
ptitomnost hydroxylové skupiny, kterd proptjcuje jinak pievazné hydrofobni molekule
cholesterolu amfipaticky charakter, ¢imz podminuje jeji spravnou orientaci vzhledem
k zékladni roviné membrany (na interfazi mezi vnéjSim listem membrany a vodnym
prostiedim extracelularniho prostoru). Molekula cholesterolu je orientovana kolmo na tuto
rovinu, pti¢emz hydroxylova skupina se nachazi v oblasti polarnich hlavicek fosfolipida
a sterolové jadro s fetézcem isooktylu jsou umistény mezi alifatickymi fetézci MK
fosfolipidii. Cholesterol zde wuplatiiuje predevSim sviij organiza¢ni ucinek, nebot
pritomnost sterolového jadra mezi fetézci MK snizuje jejich pohyblivost, a prostiedi
membranové dvojvrstvy se tak stava vice usporadané. Pritomnost cholesterolu ma dale za
nasledek zvyseni tloustky membranové dvojvrstvy, zvySeni jeji mechanické odolnosti
asniZzeni jeji propustnosti. Snizeni propustnosti membrany je dano tim, Ze molekuly
cholesterolu svou pfitomnosti vypliiuji mezery vznikajici diky strukturnim defektim,
jejichZz pivodci jsou prevazné fetézce nenasycenych MK fosfolipidi. Co se tyce fetézci
MK fosfolipidi, cholesterol upfednostiiuje interakci sftetézci nasycenych MK.
Nejpravdépodobnéjsim diivodem je moznost vzniku tésnéjsi interakce mezi plandrnim
sterolovym jadrem a linedrnim fetézcem nasycené MK. Na ziklad¢ této skuteCnosti 1ze
vysvétlit preferenci interakce cholesterolu se sfingolipidy, jejichz hydrofobni ¢ast je téméf
vyluéné tvorena fetézci nasycenych MK (Barenholz, 2002). Vzhledem k vyse uvedenym,
vyjimeénym (!) vlastnostem, ma molekula cholesterolu zasadni vliv na fyzikalné-chemické
vlastnosti plazmatické membrany jako celku (Yeagle, 1985, 1992) a je tedy vysoce
pravdépodobné, Ze se jejich zména projevi 1 na trovni funkce membranovych proteinti
(Burger et al., 2000; Pucadyil a Chattopadhyay, 2006).

Pritomnost cholesterolu je sice nezbytné nutnou podminkou Zivotaschopnosti

savCich bungk, ale jeho obsah musi byt velmi striktné regulovan, nebot’ v nadbytku ptisobi
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naopak toxicky a pfispiva tak ke vzniku patologickych stavili, z nichz stoji za zminku
predevsim ateroskler6za (Soccio a Breslow, 2004). Regulace obsahu bunééného
cholesterolu je uskute¢iovana fadou velmi komplexnich a slozitych mechanizmu, které se
odehravaji jak na Urovni buné€k, tak na urovni celého organizmu. Jiz samotné fizeni
distribuce cholesterolu v ramci bunky je aktivnim, dynamickym procesem, jehoz ucelem je
udrzeni optimalni struktury jednotlivych bunéénych membran. Nékteré bunééné membrany
pro svou funkci vyzaduji znacné, zatimco jiné naopak velmi malé mnozstvi
membranového cholesterolu (Maxfield a van Meer, 2010). Piikladem bunééné membrany,
ktera pro svou optimalni funkci vyzaduje velké mnozstvi cholesterolu, je plazmaticka
membrana, ve které mize byt podle dosavadnich poznatkii soustiedéno 65-90% celkového
bunééného cholesterolu. Nejméné cholesterolu je naopak obsazeno VvV membranach

endoplazmatického retikula (Maxfield a Wiistner, 2002).

2.11. Membranové domény

V pribéhu studia uspofaddni bunécnych membran se postupné zjistilo, Ze
usporddani membranovych lipidii napti¢ dvojvrstvou je asymetrické. To znamend, Ze
jednotlivé druhy molekul lipidii se vyskytuji pfevazné ve vnéjSim nebo vnitinim listu
membranové dvojvrstvy. V piipadé PM se v extracelularnim listu dvojvrstvy nachazi PC
a sfingomyelin, jehoz polarni hlavicka také obsahuje cholin. V intracelularnim listu
dvojvrstvy PM jsou pak soustfedény PS, PE a PI. Cholesterol je ptitomen v obou listech
neni rovnomérné. Podstatou heterogenni lateralni organizace membranovych lipidi PM je
pravdépodobné vySe zminénd preferencni interakce cholesterolu se sfingolipidy, jejimz
vysledkem jsou membranové domény (Simons a Ikonen, 1997; Xu a London, 2000).

Membranové domény (MD) obohacené o cholesterol a sfingolipidy se také oznacuji
jako lipidové nebo membranové rafty. Spravnéjsi je spiSe pouziti pfidavného jména
membranové, nebot’ neobsahuji pouze lipidy ale také proteiny. V literatufe se lze rovnéz
setkat s oznacenim ,detergent rezistentni membranové domény (detergent-resistant
membrane domains, DRM). Prvotni, fyzikalné-chemicky piistup studia membranovych
domén byl totiz zaloZzen na zjisténi, ze nékteré lipidy jsou pii nizké teploté (0-4 °C)
nerozpustné V neiontovych detergentech. Triton X-100 (TX-100) byl prvnim detergentem
pouzivanym k tomuto ucelu (Skibbens et al., 1989; Brown a Rose, 1992). Na zaklad¢

tohoto pfistupu byly jako membranové domény oznaceny ty ¢asti bunéénych membran,
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které byly pfi 0-4 °C odolné vici rozpusténi v neiontovych detergentech a které bylo
mozné nasledné izolovat flotaci v hustotnim sachar6zovém gradientu jako frakci s nizkou
hustotou (Harder a Simons, 1997; Brown a London, 1997; Ahmed et al., 1997; London
a Brown, 2000).

Koncept membranovych rafti, ve smyslu obecné platné predstavy o organizaci
plazmatické membrany (v prostoru a ¢ase), byl poprvé navrzen Simonsem a van Meerem
(Simons a van Meer, 1988). Rafty jsou velmi dynamické, tedy v ¢ase se rychle ménici,
membranové okrsky, které jsou zapojeny do mnoha dilezitych bunéénych déjt, jakymi
jsou polarizované tfidéni apikalnich membranovych proteinii epitelovych buné¢k nebo
signalizace (Burger et al., 2000). Modernéjsi definice formulovana na zaklad¢ spolecné
dohody tady odborniki je nasledujici: ,,Membrdanové rafty jsou malé (10-200 nm),
heterogenni a velmi dynamické domény obohacené cholesterolem a sfingolipidy, které se
podili na regulaci bunécnych deju. Malé rafty se mohou za urcitych podminek sdruzovat do
vetsich domeén, které jsou stabilizovany vzdjemnou interakci proteinii nebo interakci
proteinu s lipidy* (Pike, 2006).

Podle soucasného stavu poznani se membranové domény rozdéluji do dvou skupin.
Zasadni je v tomto kontextu pfitomnost membranového proteinu kaveolinu. Domény, které
tento protein obsahuji, se oznacuji jako kaveoly. Membranové domény, ve kterych se
kaveolin nevyskytuje, se oznacuji jako planarni lipidové rafty. Spoleénym rysem obou
skupin je jejich specifické lipidové sloZeni. Jak kaveoly, tak rafty jsou obohaceny
cholesterolem, sfingolipidy a fosfolipidy obsahujicimi nasycené MK. Typickym znakem
membranovych domén je rovnéz pfitomnost proteini piipojenych prostiednictvim
glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kotvy.

Zajem o studium membranovych domén vzrostl predev§im na zakladé zjisténi, Ze
tyto specifické membranové okrsky se podili na regulaci mnoha dilezitych bunéénych
déja. Postupem Casu byla v biochemickych preparatech membranovych domén prokazana
existence fady signdlnich molekul. Mezi tyto se krom¢ jinych zatadily také GPCR,
heterotrimerni G proteiny a nekteré z jejich efektorovych proteini. Paralelné s kvalitativni
charakterizaci proteinového slozeni MD byly popsany zmény v obsahu celé fady GPCR
a G proteini vlivem hormonalni stimulace GPCR (Feron et al., 1997; de Weerd
a Leeb-Lundberg, 1997; De Lucca et al., 2000; Dessy et al., 2000; Lasley et al., 2000;
Lasley a Smart, 2001; Moffett et al., 2000; Ostrom et al., 2000, 2001; Ostrom a Insel,
2004; Galbiati et al., 2001; Oh a Schnitzer, 2001; Becher et al., 2001, 2004; Guzzi et al.,
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2002; Sabourin et al., 2002; Donati a Rasenick, 2003, 2005; Quinton et al., 2005; Pike,
2004, 2006; Chini a Parenti, 2004, 2009; Monastyrskaya et al., 2005; Allen et al., 2007).

Vysledky ziskané pii studiu biochemickych preparati membranovych domén
ozna¢ovanych jako DRM (detergent-resistant membrane domains), DIM (detergent-
insensitive  membrane domains) nebo DIG (detergent-insoluble glycolipid-enriched
complexes) byly ale v fad¢ piipadi nejednotné, a to predevsim z hlediska obsahu GPCR,
poméru mezi GPCR a G proteiny a vlivu hormonalni stimulace na zastoupeni GPCR
VvV membranovych doménach. Rozdilné ndzory na ptitomnost ¢i neptitomnost GPCR v MD,
byly vyjadfeny v ptimé diskuzi mezi Muntzem a Lisantim, jejimz pfedmétem byly tak
vyznamné receptory, jako jsou B-AR, a ktera se v SirSim slova smyslu dotykala také
vyznamu ,,kaveolinové cesty* pfi internalizaci GPCR obecné a specialné B-AR (Muntz,
1994; Lisanti, 1994; Raposo a Benedetti, 1994; Lamaze a Schmid, 1995; Schwencke et al.,
1999). Argumenty prezentované v této diskuzi maji vyznam az do dne$ni doby, protoze ani
dnes neni znamo, jaky je kvantitativni pomér mezi internalizaci f-AR zprostfedkovanou
,klatrinovou® versus ,,kaveolinovou“ cestou. Totéz plati pro vyznam lokalizace GPCR
v MD co se vlastniho mechanizmu aktivace G proteinu tyce, tedy pro objasnéni, jak zavisi
agonistou indukovana konformacéni zména GPCR (ktera zptsobuje aktivaci G proteinu) na
bezprostfednim lipidovém okoli receptoru.

Ke vzniku zasadné odlisnych nazori na zastoupeni GPCR v MD prispéla
I skuteCnost, ze ruzni autofi pouzivali pro izolaci, a naslednou analyzu MD, odlisné
metodické pristupy. V souvislosti se studiem vlivu hormonalni stimulace na zastoupeni
GPCR a G proteini v MD je tfeba rovnéZ zvazit skutecnost, Ze vysoké koncentrace
detergenttl (0,5-1 % TX-100), které se po desetileti pouzivaly pro jejich izolaci, pisobi
degradaci funk&niho sptazeni mezi receptorem a G proteinem (Bourova et al., 2003). Totéz
plati pti aplikaci izola¢niho postupu pouzivajiciho alkalicky uhli¢itan sodny (pH 9)
a sonikaci (Song et al., 1996a,b; Rybin et al., 2000, 2003). Za pln¢ uspokojivou metodu pro
izolaci membranovych domén lze povazovat metodu popsanou Smartem (Smart et al.,
1995), ktera neni zaloZena na pouziti detergentu. Kromé¢ metodického piistupu pouzitého
pro izolaci MD zélezi rovnéz na bunééném typu a podtypu studovaného proteinu (Chini
a Parenti, 2004; Allen et al., 2007), pfi¢emz vyznam MD pfi signalizaci f,-AR v srde¢nim
svalu lze povazovat za prokazany (Rybin et al., 2000, 2003; Steinberg a Brunton, 2001).

Membranové domény se na regulaci bunéénych procestt mohou podilet v principu
dvéma riznymi zpiisoby, pozitivné ¢i negativné. Pfitomnost danych signalnich molekul

Vv ramci urcitého typu membranovych domén mize zvysit jejich mistni koncentraci a tudiz
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1 pravdépodobnost jejich vzdjemné interakce, coz v kone¢ném diisledku zplisobi zrychleni
prenosu signalu z extracelularniho prostfedi do nitra buiky. Na druhé stran¢ mohou
membranové domény slouzit také jako platforma pro regulaci v negativnim slova smyslu,
tedy ve smyslu snizeni ucinnosti pienosu signalu (Epand et al., 2005, 2006). V tomto
ohledu byla jednoznatné prokézana predeviim uloha kaveol. Rada signalnich molekul
fyzicky interaguje s kaveolinem a tato interakce zabranuje jejich aktivaci. Prikladem
takovych proteinli jsou zastupci nékterych tfid heterotrimernich G proteint, které jsou

vazbou na kaveolin inaktivovany (Li et al., 1995; Oh a Schnitzer, 2001).

2.12. Kaveoly

Kaveoly jsou morfologicky jasné definované utvary, které lze pozorovat
elektronovym mikroskopem. Jedna se o vchlipeniny plazmatické membrany, jejichz tvar
pfipomina fecké pismeno omega (£-shaped invaginations of plasma membrane)
(Anderson, 1998; Smart et al., 1999).

Kaveola

— GPl-ukotveny cholesterol

glykosfingolipid protein fosfolipid

- misto fosforylace
(src)

src kinaza .
Kaveolin-1 PKCa

Obr. 6 Struktura kaveol a lipidové dvojvrstvy obsahujici kaveolin
(pfevzato z prace Bender et al., 2002 a upraveno)
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Hlavni nelipidovou slozkou kaveol je cholesterol vazajici protein kaveolin.
V soucasné dob¢ jsou znamy tii izoformy kaveolinu, které se oznacuji jako kaveolin-1,
kaveolin-2 a kaveolin-3. Kaveolin-1 a kaveolin-2 jsou exprimovany v burkach
nejruznéjSich tkani, ne v8ak v neuronech. Kaveolin-3 se naopak specificky nachazi pouze
ve svalové tkani (Okamoto et al., 1998). Kaveoliny jsou integralni membranové proteiny
nachdzejici se v rdmci intracelularni ¢asti membranové dvojvrstvy PM. Kaveoliny se do
membrany zanotuji prostfednictvim 33 AMK dlouhé hydrofobni domény. Obé koncové
domény kaveolinli jsou umistény v cytoplazmé. Mistem syntézy kaveolint je drsné ER.
Kaveoliny jsou jiz v priab¢hu syntézy zabudovavany do membrany ER, odkud jsou poté
transportovany do GA. V membrané GA dochazi k oligomerizaci kaveolinli a rovnéz
k vazb¢ cholesterolu. Preformované kaveoly jsou do plazmatické membrany dopravovany
prostfednictvim sit€¢ vysoce pohyblivych vackl trans-GA (Parton et al., 2006). Diive se
myslelo, ze pritomnost kaveolinu-1 je podminkou postacujici pro tvorbu kaveol.
V nedavné dobé¢ se vsak zjistilo, Ze pro formovani kaveol je nezbytna pfitomnost kavind.
Kaviny jsou rodinou ¢tyf ptibuznych proteint, které se oznacuji jako kavin-1, kavin-2,
kavin-3 a kavin-4. Kaviny jsou periferni membranové proteiny, které se vazou na PS
pritomny V kaveolach. Kaviny a kaveoliny se vramci kaveol vyskytuji ve
stechiometrickém poméru 1:1. Ma se za to, ze pravé pritomnost kavini propijcuje
kaveolam jejich specificky tvar (Hansen a Nichols, 2010; Head et al., 2014).

Kaveoly se ve zna¢né mife vyskytuji v terminaln€ diferencovanych perifernich
bunikach, jako jsou adipocyty, endotelové buiiky, fibroblasty a bunky pfi¢né pruhované
svaloviny. Tkanémi s nejvétsim obsahem kaveol jsou stfevo, tukova tkan a plice.
V organizmu se vSak nachazeji i bunky, které kaveoly postradaji. Patii mezi né lymfocyty
a neurony (Fielding a Fielding, 2004). Kaveoly jsou zapojeny do ftady dulezitych
bunécnych procest, jako jsou signalizace, transport proteinli nebo transport bunééného
cholesterolu. Ukazalo se, Ze kaveoly slouzi jako mista vstupu virG a bakterii do bunéck

(Pelkmans a Helenius, 2002; Williams a Lisanti, 2004).
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2.13. Planarni lipidové rafty

Planarni lipidové rafty (rafty) jako takové nelze pozorovat s pomoci elektronové
mikroskopie, nebot’ nevytvareji v ramci PM zadnou morfologicky specifickou strukturu.
Jedna se o dynamické okrsky PM bohaté na sfingolipidy a cholesterol, jejichz pfesna
velikost dosud neni znama. Predpoklada se spiSe, ze velikost jednotlivych rafti mize byt
znacn¢ promeénliva. Podle teorie totiz existuji spiSe jako mensi membranové okrsky, které
se za ur€itych podminek spojuji do vétsich komplext. EXistence téchto vétsich raftovych
komplexti ale pravdépodobné neni pfili§ dlouha. V posledni dobé se mnozi dikazy
podporujici domnénku, ze pohyb rafti vPM je fizen prostfednictvim interakce
s cytoskeletem (Head et al., 2014).

Rafty vznikaji uZ v membranach GA. Prostfedi lumen GA totiZ usnadnuje interakce
mezi molekulami sfingolipidd, které tak mohou vytvaret separatni membranové domény
(Simons a van Meer, 1988). Preformované rafty jsou nasledné transportovany do PM. Tim
ale jejich pohyb v rdmci bunky nekon¢i. Rafty jsou kromé asociace v rdmci PM
pfesouvany endocytézou zpét do nitra bunky, odkud jsou pak znovu navraceny zpét na
membranu (Fielding a Fielding, 2003). Jejich distribuce v PM nezavisi pouze na ptichozich
signalech, ale také na bunécném typu. V ptipad¢ rafth se predpoklada, ze se vyskytuji ve
vSech typech bunék. Rafty totiz existuji i v neuronech a lymfocytech, které neobsahuji
kaveoly. V ramci PM neuront se rafty nalézaji spiSe v membranach somatu a axonu.
Nalezeny byly také v postsynaptickych oblastech neuronii. Rafty se t¢astni procest, jako
jsou bunééna signalizace, adheze nebo "molekularni tfidéni" (molecular sorting) a slouzi
v membrané také jako misto pro kontakt s extracelularnimi ligandy (Chauhan, 2003).
Vizualni predstavy 0 transverzalnim nebo planarnim prostorovém uspofadani

membranovych rafti jsou znazornény na Obr. 7 a 8.

49



lipidovy raft

n A 3
l & A i
s 2
B -~
b
)

cholesterol

proteiny

Obr. 7 Struktura lipidového raftu - vertikalni fez membranou

Molekuly cholesterolu (zelena barva) jsou koncentrovany v lipidovém raftu, kde ptichdzeji
do blizkého kontaktu s molekulami bilkovin (riZzova barva), které jsou v této membranové
struktufe pfitomny ve vys$si koncentraci nez v jinych ¢astech membrany (modra a fialova
barva). (ptevzato z prace Davis, 2005 a upraveno)

faveeln GPl-kotva Fluidni lipid
Transient .
confinement Nanedoména
zone (20-30 nrm)
Kaveola {100-300 nm)
(55 nm)

Current Opinion in Cell Biology

Obr. 8 Lipidové rafty maji riiznou velikost — usporadani v roviné membrany

Podle tohoto modelu je plazmatickd membrana mozaikou vice typu soucasné se
vyskytujicich mikrodomén: kaveoly, nanodomény obohacené glykosfingolipidy a proteiny
pripojenymi GPI-kotvou, oblasti obohacené fluidnimi lipidy nebo oblasti ozna¢ované jako
transient confinement zones (TCZ). Lateralni difuze proteini a lipidi v membrané mize
byt pifechodnou (transient) dobu omezena (confined) pouze na urcity okrsek PM (zone),
jehoz velikost se odhaduje na 100-300 nm. (pfevzato z prace Maxfield, 2002 a upraveno)
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2.14. SniZeni obsahu cholesterolu v plazmatické membrané

Z vySe uveden¢ho textu je ziejmé, Ze nutnou podminkou optimalni funkce
signalnich kaskad GPCR je pfesné nastavena a mnoha regulacnimi mechanizmy
kontrolovana, eptimdlni struktura (stav) plazmatické membrany. Lze tudiz pfedpokladat,
ze naruSeni této optimalni struktury vyvold zmény vlastnosti plazmatické membrany jako
celku i funkénich vlastnosti proteinti signalnich kaskad, které v ni existuji. Pfedchozi ¢asti
literarniho uvodu (kapitoly 2.10 a 2.11) jasné dokladaji, ze cholesterol je jednou ze
zakladnich lipidovych molekul tvoficich hydrofobni zonu plazmatické membrany
a soucasn¢ i zdkladni, konstitutivni slozkou specifickych okrskii plazmatické membrany,
které se nazyvaji membrdnové domény. Z obsahu uvedenych kapitol dale jasné vyplyva,
ze membranové domény hraji velmi dilezitou a v soucasné dobé nedostatecné
prozkoumanou tlohu v receptorové signalizaci.

Experimentalné navozené snizeni obsahu cholesterolu v plazmatické membrané
proto muzeme povazovat za vyhodny ndstroj jak (specificky) testovat ulohu této molekuly
a membranovych domén v receptorové signalizaci. V nasi laboratofi se k tomuto ucelu
pouziva metoda extrakce pomoci cyklického oligosacharidu, B-cyklodextrinu (B-CDX),
kterd umoziuje snizeni obsahu cholesterolu v plazmatické membrané zivych bunék za
podminek, kdy nedochazi k naruseni zakladnich buné¢nych funkci (Ostasov et al., 2007).
V nasi laboratoti byly nejprve pouzivany buinky HEK293, které stabilné exprimovaly
receptor pro thyreoliberin (TRH-R, klon E2) a TRH-R spole¢né s vysokym mnozstvim
G0 proteinu (TRH-R a Giia, klon E2M11) (Svoboda et al., 1996). Tyto bunééné linie
byly studovany z hlediska zmén v subcelularni lokalizaci G proteint po aktivaci TRH-R
(Svoboda et al., 1996; Drmota et al., 1998a), desenzitizace hormonalni akce (Novotny et
al., 1999; Ostasov et al., 2008) i zastoupeni Gq0/G110 proteinii v membranovych doménach
(Pesanova et al., 1999). Deplece cholesterolu zptisobila snizeni citlivosti bunééné odpoveédi
na stimulaci TRH o dva tady (OstaSov et al., 2007).

Metodu deplece cholesterolu pomoci -CDX jsme aplikovali i pii analyze zmény
hydrofobni zony PM a mobility TRH-R v zivych buinkach (kapitola5.7; piiloha3 —
manuskript Brejchova et al., 2014). Pro tento el byly pouzity buiky HEK293, které
stabiln¢ exprimuji fluoreskujici formu TRH-R, fazni protein TRH-R-eGFP (klon VTGP;
Drmota et al., 1998Db).

Nasledn¢ jsme vypracovali metodu pro zpétnou inkorporaci cholesterolu do bunék,

tj. repleci cholesterolu, a obé metody aplikovali pfi studiu vyznamu hydrofobni zony
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membrany v regulaci funkéniho sprazeni mezi 6-OR a G proteiny (Brejchova et al., 2011).
Pro tento ucel jsme pouzili stabilné transfekovanou buné¢nou linii HEK293, ktera stabilné
exprimuje fazni protein mezi 5-OR a Gilo proteinem, §-OR-G;la (Cys®*-11e®%). §-OR je
vV tomto hybridnim proteinu spojen kovalentni vazbou s definovanym typem G proteinu

(Gila), coz zajiStuje pfesnou a soucasné¢ znamou stechiometrii 1:1 mezi receptorem

351 351
-lle

a G proteinem. Dalsi vyhodou téchto bunék je, ze mutanta Gila (Cys ) neni citliva

k pertussis toxinu (PTX), protoZe tento inhibitor ptsobi selektivné na cystein v poloze 351.

351 351

Zaména Cys™" za lle™" vyvolava necitlivost Gijla vici PTX a soucasné i vysokou aktivitu

G proteinu po stimulaci agonistou OR. Vysoka aktivita G proteinu je zpusobena

pritomnosti vysoce hydrofobni™?

vyplyvé, Ze preinkubace bungk 5-OR-Gjla (Cys®*-11e**!)-HEK293 s PTX blokuje aktivitu

aminokyseliny (lle) v této poloze. Z této skutecnosti

vSech endogennich G proteinu ttidy Gi/G,, které jsou pfitomny v bunééné linii HEK293
a jedinym G proteinem, ktery bude aktivovan, zistava Gila (Cys*>*-11e*h).

Bun&ena linie 8-OR-Gila (Cys>'-11e®*")-HEK293 byla rovn&Z pouzita pro studii
detailniho upofadani fluorescen¢nich analogi cholesterolu, 22- a 25-NBD-cholesterolu
Vv plazmatické membrané¢ (OstaSov et al., 2013).

' kvantitativni mirou hydrofobnosti chemickych sloucenin je rozdélovaci koeficient voda -
n-oktanol, Q. Isoleucin vykazuje nejvyssi hodnotu Q pri srovndni s ostatnimi
aminokyselinami.

2 Ucinnost sprazeni mezi GPCR a G proteinem je primo umeérnd hydrofobnosti
aminokyseliny v poloze 351 (Bahia et al., 1988; Moon et al., 2001a,b).

Pro vysvétleni zptisobu, jakym B-CDX odstraiuje cholesterol z buné¢né membrany,

je na nasledujicim obrazku (Obr. 9) uvedena struktura této latky.

hydrofobni
vnitiek ™

B-cyklodextrin

hydrofilni
povrch

Obr. 9 Struktura g-cyklodextrinu

B-CDX je tvofen Sesti jednotkami a-D-glukopyranosy spojenymi prostfednictvim o-(1,4)
glykosidické vazby. Prostorova struktura B-CDX pfipomind tvarem duty kornout, jehoz
povrch je velmi hydrofilni, zatimco jeho vnitfek je hydrofobni (pievzato z prace Del Valle,
2004 a upraveno)
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Cyklodextriny se obecné vyznacuji schopnosti tvorby stabilnich komplexi
S hydrofobnimi latkami, které se zanofuji do hydrofobni dutiny molekuly cyklodextrinu
(Del Valle, 2004). Ptikladem takové latky je pravé cholesterol. B-CDX pii interakci
s povrchem bunky ,,nasavd“ molekuly cholesterolu z PM do svého hydrofobniho nitra,
¢imz dochazi k jejich fyzickému odstranéni (depleci) z PM. B-CDX lze pouzit iza
opacnym ucelem, tedy k dopraveni cholesterolu zpét do PM s cilem obnovit ptivodni
hladinu cholesterolu i funkci PM. K tomuto Géelu je pouzivan strukturné analogicky
methyl-B-CDX v komplexu s cholesterolem. Tato latka je komeréné dostupna pod nazvem
,rozpustny cholesterol” (Cholesterol-methyl-p-CDX, Sigma-Aldrich, C4951).

2.15. Charakterizace membranové dvojvrstvy pomoci fluorescencnich

sond

Molekuly schopné absorpce fotonu a jeho néasledné emise se obecné oznacuji jako
fluorofory. Existuji dvé skupiny fluoroforti, fluorofory ptirozené a fluorofory umélé (uméle
syntetizované). Mezi pfirozené, tedy v pfirod¢ se bézné vyskytujici, patii polyaromatické
uhlovodiky, heterocykly, porfyriny nebo zeleny fluorescenéni protein (GFP). Mezi umélé
fluorofory se fadi modifikované ptirozené fluorofory a fluorofory plné syntetické. Um¢lé
fluorofory mohou byt navrzeny tak, aby reagovaly na urcité druhy podnéti (napt. pH nebo
koncentrace Ca’") nebo byly schopny v ramci biologickych preparati specificky oznagit
pouze urcité struktury, napiiklad bunééné membrany.

Uméle syntetizované membranové specifické fluorofory se oznacuji jako
membranové fluorescencni sondy (déle jen membranové sondy nebo sondy). Membranové
sondy jsou navrhovany tak, aby se zanofovaly pouze do urcité oblasti membranové
dvojvrstvy a jejich emisni parametry byly citlivé na dynamické a strukturni zmény
membranového prostiedi.

Membranové sondy lze podle tvaru a rozméri obecné rozdélit na linearni
a nelinearni. Tvar a velikost linearnich sond zhruba odpovida prostorové struktute fetézct
nasycenych MK pfipojenych k molekulam fosfolipidi. Mezi zastupce této skupiny patii
1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH) a jeho derivaty 1-4-[(trimetylamino)fenyl]-6-fenyl-
1,3,5-hexatrien (TMA-DPH) a (2-karboxyetyl)-1,6-difenyl-I,3,5-hexatrien (CE-DPH), nebo
cis- a trans-parinarova kyselina (parinaric acid). Do skupiny nelinearnich membranovych

sond se fadi naptiklad pyren nebo antracen.
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Linearni membranové sondy se diky své struktufe a orientaci v rdmci membranové
dvojvrstvy vyborné hodi pro sledovani membranové dynamiky (fluidity), potazmo
struktury. K tomuto ucelu se bézné¢ pouziva metody stanoveni polarizace fluorescence

sondy v membranovych suspenzich (Lentz, 1993).

2.16. Polarizace fluorescence

Pro ucel vysvétleni podstaty jevu zvaného polarizace, je nutné chapat svétlo jako
elektromagnetické vInéni, které je charakterizovano kmitdnim vektorti intenzity
elektrického pole a magnetické indukce. Tyto vektory kmitaji v navzijem kolmych
smérech a navzdjem budi jeden druhy. Elektromagnetické vinéni se prostfedim Siii ve
sméru kolmém ke sméru kmitdni obou téchto vektorti. Podstatou polarizace svétla je
izolace urcitého sméru kmitani vektoru intenzity elektrického pole. Smér kmitani tohoto
vektoru v ramci prirozeného svétla totiz neni neménny, nybrz nahodny. Ptirozené svétlo je
tedy svétlem nepolarizovanym. Urc¢ity smér kmitani elektrického vektoru lze izolovat
pomoci opticky aktivniho zafizeni, které se oznacuje jako polarizator nebo polarizaéni filtr.

V ramci metod fluorescenéni spektroskopie se polarizatorti vyuziva ke stanoveni
miry polarizace fluorescence daného fluoroforu, kterd poskytuje informaci o usporadani
studovaného systému. M¢éfeni polarizace fluorescence se provadi na spektrofluorometru,
jehoz konstrukce umoziuje bud’ stanoveni hodnot rovnovazné (steady-state) nebo casové
rozliSené (time-resolved) polarizace fluorescence.

V piipad€ métfeni rovnovazné polarizace fluorescence je vzorek v kyveté obsahujici
molekuly fluoroforu ozafovan konstantnim zdrojem svétla urcité vinové délky, které se po
prichodu polarizatorem stava vertikalné polarizované. Timto zpisobem dochazi k excitaci
pouze téch molekul, jejichz orientace, respektive orientace jejich excitacniho dipdlového
momentu, je rovnob&zna s orientaci vektoru elektrického pole polarizovaného excita¢niho
svétla. Emitované zafeni je detekovano ve sméru kolmém ke sméru excitaéniho zéafeni.
V dréze mezi vzorkem v kyveté a detektorem je umistén druhy polarizator, jehoz orientace
je nejprve vertikalni (V), a pak horizontalni (H). Detekovany jsou tedy dvé hodnoty
polarizované intenzity fluorescence, lyyv a lyy. Polarizace fluorescence je funkci téchto
dvou intenzit. Hodnotu rovnovazné polarizace fluorescence (P) lze vypocitat podle

nasledujiciho vztahu:

P— Ivv _IVH

54



Z namétenych hodnot polarizované intenzity fluorescence, vy a lyn, 1ze vypocitat

rovnéz hodnotu rovnovazné anizotropie fluorescence (r):

_ Ivv _IVH

Vztah mezi polarizaci a anizotropii fluorescence je nasledujici:

Mira polarizace fluorescence zavisi na pohyblivosti molekul fluoroforu v daném
systému. Nejsou-li pohyblivost ani uspotadani molekul fluoroforu v méfeném systému
ni¢im omezené, da se predpokladat, ze mira polarizace fluorescence fluoroforu bude
v takovém piipadé nizkd. Je-li pohyb molekul fluoroforu néfim omezen, at uz
uspotradanosti prostiedi, ve kterém se fluorofor nachazi (sonda v membran¢) nebo
pfipojenim k néjaké makromolekule, mira polarizace emitované¢ho zafeni takového
fluoroforu bude obecné vyssi.

Informace, kterou poskytuje hodnota polarizace (P) nebo hodnota anizotropie (r) je
v zasad¢ stejna. Pouziti hodnot P nebo r pro charakterizaci daného systému je dano
predevsim zvyklostmi daného experimentatora nebo oblasti vyzkumu. V klinické chemii se
k charakterizaci daného systému pouziva téméf vyhradné hodnot P, kdezto v biofyzice
a biochemii se pouzivaji spiSe hodnoty r (Jameson a Ross, 2010).

Anizotropie fluorescence je bezrozmérna veliCina, jejiz maximalni hodnota pro
jednofotonovou excitaci je 0,4. V piipadé membranovych sond vypovidaji hodnoty
rovnovazné anizotropie fluorescence prevazné o fluidit€¢ membranové dvojvrstvy, ktera je
urCovana uspofddanim, respektive pohyblivosti jednotlivych komponent membrany.
Podrobngjsi informace o mife pohyblivosti a uspofadani membranovych komponent lze
ziskat prostfednictvim hodnot Casové rozliSené anizotropie fluorescence, kterd slouzi
k detailnéj$imu popisu dynamiky membranovych sond.

Obecné schéma meéfeni Casoveé rozliSené anizotropie fluorescence je v zdsadé
shodné s vySe popsanym schématem méfeni rovnovazné anizotropie fluorescence.

Hlavnim rozdilem je zdroj svétla pouZzivany k excitaci molekul fluoroforu. V ptipadé
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meéteni ¢asove rozliSené anizotropie fluorescence se totiz, na rozdil od méfeni rovnovazné
anizotropie fluorescence, k excitaci molekul fluoroforu pouziva pulzniho (time-domain
method, TD) nebo fazové modulovaného zdroje zafeni (frequency-domain method, FD).
V nasledujici Casti této kapitoly bude pojednano pouze o piistupu méteni Casoveé rozliSené
anizotropie fluorescence vyuzivajicim pulzniho zdroje zafeni, nebot tento byl pouzit
k ziskani vysledkt uvedenych v této dizertacni praci.

Z naméienych slozek polarizované intenzity fluorescence, Iy a lyn, se pocitaji
hned dvé hodnoty anizotropie, limitni a rezidualni anizotropie. Limitni anizotropie (o)
odpovida hodnoté anizotropie fluorescence na pocatku méfeni, tj. v Case blizkém nule.
Rezidudlni anizotropie (r») odpovida ,,zbytkové™ hodnoté anizotropie fluorescence ve
velmi dlouhém case (Van Blitterswijk et al., 1981; Kinosita a lkegami, 1988). Hodnoty
rovnovazné anizotropie (rs, steady-state anisotropy) v biologickych membranach lezi mezi
hodnotami ry a r,, (Obr. 10).

m —|
E o4
£ o
[¥]
(]
a
=
=]
=
=
2 bunéina
o -
o / membrana
L5
° 02}
H
= g
R [}
Toa h———:'i ———————
., mineralni olej
. j
..
e [
o L I 1
1] 5 T 0
tas (ns)

Obr. 10 Pokles anizotropie fluorescence DPH v ¢ase

Srovnani poklesu anizotropie fluorescence DPH v ¢ase ve dvou raznych prostiedich, tedy
v bunééné membrané a izotropnim referenénim mediu (mineralni olej). rs, hodnota
rovnovazné anizotropie fluorescence, rp, hodnota limitni anizotropie, ktera odpovida
hodnoté€ anizotropie na po¢atku méfeni, tj. v Case blizkém nule, r., rezidudlni anizotropie,
ktera odpovida ,,zbytkové* hodnoté anizotropie ve velmi dlouhém case. (pfevzato z prace
Van Blitterswijk et al., 1981 a upraveno)
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V piipadé meéfeni Casov€ rozliSené anizotropie fluorescence linedrnich
membranovych sond lze prostfednictvim analyzy vypocitanych hodnot ro a r, ziskat
parametry, které poskytuji informace o pohyblivosti téchto sond v rdmci membranové
dvojvrstvy. Hodnoty ro a r, se Vtomto piipadé analyzuji spomoci modelu
wobbling-in-cone, ktery slouzi k popisu rota¢niho pohybu linearnich membranovych sond
(Kawato et al., 1977; Kinosita et al., 1982). Tento model chépe linedrni sondu jako
ty¢kovity objekt (rod-like object), jehoZ rotace v ramci membrany probiha pouze s takovou
rychlosti (rate) a rozsahem (range), jaké mu umoznuje okolni lipidové prostiedi (Obr. 11).
Zminénymi parametry, které charakterizuji rotaéni pohyb sondy v membrang, jsou
difuzné-rotani konstanta (D,,) a parametr uspotfadanosti S (S-order parameter). Dy
popisuje rychlost rotace sondy, zatimco S vypovida o rozsahu tohoto pohybu. Matematické
vztahy pro vypocet parametrii Casové rozliSené anizotropie fluorescence jsou uvedeny

v kapitole 4.9.

Obr. 11 Schematické znazornéni rotace linearni membranové sondy dle modelu
wobbling-in-cone

Omax, Uhel maximalniho vykyvu od osy (z) pfi rotanim pohybu linearni sondy
v membrané. (pfevzato z prace Lentz, 1993)

Linearni membranovou sondou, ktera je v nasi laboratofi mnoho let pouzivana pro
charakterizaci vlastnosti hydrofobni zony riznych biologickych membran, je DPH. Tato
sonda patii mezi hojné vyuzivanou ptedevSim proto, Ze jeji pouziti ma fadu vyhod. Prvni
vyhodnou vlastnosti této hydrofobni fluorescencni sondy je skutecnost, ze tato ve vodném
roztoku tvofi agregaty, které téméf nefluoreskuji. Dalsi vyhodnou vlastnosti je snadna

inkorporace sondy do hydrofobniho prostfedi membranové dvojvrstvy. Po ptidani roztoku
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DPH v organickém rozpoustédle, jako je aceton nebo tetrahydrofuran, k michané suspenzi
membran ve vodném roztoku lze rychle detekovat velmi silny fluorescencni signal, jehoz
intenzita je =~1000x vétsi nez fluorescence DPH ve vodé¢. Fluorescence DPH, které je
inkorporovano v membrané, neni ovlivnéna fluorescenci DPH, kter¢ je pfitomno ve vodg.
Metoda vyuzivajici DPH pro charakterizaci strukturnich a dynamickych parametrt
membrany je proto velmi spolehliva a reprodukovatelna. Hodnoty anizotropie fluorescence
DPH (rppn) navic piedstavuji velmi citlivy parametr, ktery je ménén Sirokou Skalou
fyziologickych déju (Shinitzky (1984) Physiology of Membrane Fluidity, Vol. I and II).

Z chemického hlediska je DPH vysoce hydrofobni molekula, kterd se zabudovava
hluboko do hydrofobni zony membranové dvojvrstvy, ktera je tvofena fetézci mastnych
kyselin molekul fosfolipidi. Anizotropie fluorescence DPH tedy odrazi stav této oblasti
membranové dvojvrstvy, a poskytuje tak informaci o jeji struktufe (uspotfadanosti)
a pohyblivosti (tekutosti, fluiditeé). Vztah mezi hodnotami anizotropie fluorescence DPH
a fluiditou membrany je nasledujici. Zvysuje-li se fluidita membrany, hodnota rppy klesa.
Snizuje-li se fluidita membrany, hodnota rppy roste. Ptikladem citlivosti, S jakou
anizotropie fluorescence DPH (rppy) monitoruje zvySeni fluidity bunéénych membran je
vliv kyseliny olejové na membrany neuroblastomovych bunék (Obr. 12). Inkorporace

kyseliny olejové do membran zptisobuje vyrazné snizeni hodnoty rppp.
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Obr. 12 Stanoveni vlivu Kkyseliny olejové na fluiditu membrany neuroblastomovych
bunék s pomoci rovnovazné anizotropie fluorescence DPH

Buiiky (klon Neuro-2A™) byly po dobu 24 hodin kultivovany v mediu bez séra (o) nebo
v mediu se sérem (®) obsahujicim kyselinu olejovou (40 pg/ml). Médium bylo poté
nahrazeno mediem, které jiz kyselinu olejovou neobsahovalo. PferuSovana ¢ara znazoriiuje
pocatecni hodnotu anizotropie, tedy hodnotu pfed pfiddnim kyseliny olejové. (pfevzato
zZ prace Shinitzky, 1984 a upraveno)
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Podobny efekt na membrany maji 1 neiontové detergenty a vzestup teploty

(Obr. 13) nebo vysoké koncentrace hydrofobniho antagonisty B-AR, propranololu

(Obr. 14). Opac¢ny efekt, tj. snizeni fluidity neboli zvySeni mikroviskozity membran

zpusobuje fosfolipaza A, (PLA,, Obr. 15) nebo chlorpromazin (Obr. 16).
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Obr. 13 Vliv neiontovych detergenti Brij58 (A), Triton X-100 (B), Digitonin (C)
a teploty (D) na rovnovaznou anizotropii fluorescence DPH: izolované plazmatické
membrdany 7 mozku potkana (prevzato z prace Sykora et al., 2009 a upraveno)
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Obr. 14 Vliv propranololu na rovnovaznou anizotropii fluorescence DPH: izolované
plazmatické membrdany piedniho mozku potkana (Vosahlikova, nepublikovano)
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Obr. 15 VIliv PLA; na rovnovaznou anizotropii fluorescence DPH: izolované
plazmatické membrany piedniho mozku potkana (Roubalova, nepublikovano)
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Obr.16 Vliv chlorpromazinu na rovnovaZnou anizotropii fluorescence DPH:
izolované plazmatické membrdany piedniho mozku potkana (Vosahlikova, nepublikovéano)

2.17. Metoda generalizované polarizace fluorescence (GP) a vyuZiti

sondy Laurdan

Jak jiz bylo uvedeno vySe, membranové sondy lze navrhnout tak, aby se zanotovaly
pouze do urcité oblasti membranové dvojvrstvy. Ptikladem takové sondy je Laurdan
(6-lauroyl-2-dimetylaminonaftalen), ktery se v ramci membranové dvojvrstvy zabudovava
do hydrofilni oblasti tvofené polarnimi hlavickami molekul fosfolipidii. Fluorescencni
parametry této sondy tedy odrazi stav této oblasti membranoveé dvojvrstvy.

Specifickou vlastnosti této sondy je citlivost jejich spektralnich parametri vaci
polarit¢ prostiedi (rozpoustédla), ve kterém se sonda nachazi. Emisni maximum sondy
Laurdan v polarnich rozpoustédlech je oproti emisnimu maximu v nepoldrnich
rozpoustédlech posunuto smérem k Cervené oblasti spektra viditelného zafeni (red shift),
tedy kdelsim vlnovym délkam. Pro kvantifikaci pfispévkl intenzity fluorescence
jednotlivych emisnich maxim byl zaveden parametr oznaCovany jako generalizovana

polarizace, ktery je analogii definice klasické polarizace fluorescence (viz vyse).
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Generalizovana polarizace (GP) je obecné definovana nasledujicim vztahem:

kde Ig je intenzita fluorescence emisniho maxima modré oblasti (blue, B) spektra
viditelného zafeni a Ir je intenzita fluorescence emisniho maxima posunutého smérem
k Cervené oblasti (red, R) spektra viditelného zateni.

Dtivod pro definici a pouziti parametru GP pro analyzu spektralnich vlastnosti
sondy Laurdan (po jeho inkorporaci do membran) vyplyva z vlastnosti klasické polarizace
fluorescence, ktera je kvantitou poskytujici informace o dynamice interkonverze mezi
riaznymi stavy fluoroforu. V ramci klasické definice polarizace fluorescence jsou tyto dva
stavy reprezentovany vertikalni a horizontalni orientaci emisniho polarizatoru a odpovidaji
rozdilné orientaci emisniho dip6élového momentu studované sondy vzhledem k laboratorni
ose. V piipadé¢ sondy Laurdan odpovidaji tyto dva stavy dvéma rozdilnym maximim
emisniho spektra této sondy (Parasassi et al., 1990).

M¢teni fluorescence sondy Laurdan vumélych membranovych systémech
potvrdila, ze spektralni vlastnosti této sondy jsou schopny informovat o fazovém stavu
lipidového prostiedi. Emisni maximum sondy Laurdan, je-1i inkorporovan v membranové
dvojvrstve, jejiz lipidy se nachazeji v tekuté krystalické fazi, je vzhledem k emisnimu
maximu Vv membranové dvojvrstvé, jejiz lipidy se nachazeji v gelové fazi, posunuto
smérem k Cervené oblasti spektra viditelného zafeni. Emisni maxima sondy Laurdan
Vv jednotlivych lipidovych fazich jsou od sebe vzdalena pfiblizn€ 50 nm. Tento rozdil je
zpusoben ,reorientaci (relaxaci) molekul rozpoustédla v okoli molekuly fluoroforu
nachdzejici se v excitovaném stavu, kterd se odehrava v tekuté krystalické fazi, zatimco

v gelové fazi nenastava (Velazquez a Fernandez, 2006).
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3.  CILE DIZERTACNI PRACE

1) Prvnim cilem této dizertacni prace byla analyza vlivu snizeni obsahu (deplece)
cholesterolu v plazmatické membrané na opioidni receptor typu delta (3-OR)
a mechanizmus funk¢niho spfazeni mezi timto receptorem a trimernimi G proteiny.
K tomuto ucelu poslouzily modelové buitkky HEK293, které stabiln¢ exprimuji hybridni
molekulu §-OR-Gjla (Cys®!-11e*®h), ktera je necitliva k pertussis toxinu a vykazuje
351 )1g%5%).

vysokou aktivitu G proteinu po stimulaci agonistou 6-OR (linie 3-OR-G;la (Cys
HEK293).

2) Druhym cilem bylo stanovit vliv deplece cholesterolu na biofyzikalni vlastnosti
plazmatickych membran téchto bun€k s pomoci fluorescenénich membranovych sond
1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH) a Laurdan. Fluorescen¢ni parametry téchto
membranovych sond odrazeji stav hydrofobni zény (DPH), respektive hydrofilni oblasti

(Laurdan) membranové dvojvrstvy.

3) Ttetim cilem bylo ziskat bezprostfedni informace o zméndch v uspotfddani molekul
cholesterolu v plazmatické membrang Zivich bunék 3-OR-Gjla (Cys®™*-11e*')-HEK?293,
které zpuasobi deplece cholesterolu. Pro tento ucel byly zvoleny fluorescencni analogy
cholesterolu, 22- a 25-NBD-cholesterol.

4) Vyzkum tlohy membranového cholesterolu Vv mechanizmu uc¢inku 6-OR
pokracoval v ramci spoluprace se zahrani¢nim pracovistém (Prof. M. Parenti, University of
Milano-Bicocca, Italy), kde byla provedena studie vlivu deplece cholesterolu, resp.
degradace membranovych domén, na internalizaci tohoto receptoru. Pro tento ucel byly
pouzity bunky HEK293T piechodné transfekované FLAG-3-OR a pribéh internalizace

8-OR byl porovnan s internalizaci receptoru pro oxytocin (OTR).

5) Paralelné s programem orientovanym na vyzkum 06-OR, jsem se podilela na
zavedeni metody FRAP a RICS pro analyzu mobility receptoru pro thyreoliberin (TRH-R).
Pro tento ucel byly pouzity buiky linie HEK293 stabiln¢ exprimujici fluoreskujici verzi
TRH-R, TRH-R-eGFP (linie VTGP). Prvni ¢asti tohoto programu byla standardizace
metody kultivace téchto bunék a nasledny shér velkého mnozstvi bung¢k, které slouzilo pro
ptipravu plazmatickych membran na hustotnim gradientu Percollu. Tento biochemicky
preparat PM byl nasledné pouzit pro stanoveni funkcnich parametri aktivace

TRH-R-eGFP.
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4. MATERIALY A METODY
4.1. Kultivace bunék

Buiiky linie HEK293 stabiln¢ exprimujici fizni protein mezi 3-OR a mutantou Gjla
proteinu necitlivé vii&i ptsobeni pertussis toxinu (8-OR-Gila (Cys>*-11e*), Moon et al.,
2001) i bunky HEK293 stabiln¢ exprimujici fluoreskujici verzi TRH-R, fuzni bilkovinu
TRH-R-eGFP (VTGP; Drmota et al., 1998b) byly kultivovany v Dulbecco’s modified
Eagle’s médiu (DMEM, Sigma-Aldrich, D6429) obsahujicim 9% tepelné inaktivované
Newborn Calf Serum (NCS, GIBCO, 26010-074). Pro udrzeni stabilni exprese jak proteinu
8-OR-Gila (Cys®™-11e*"), tak proteinu TRH-R-eGFP bylo do média pravideln& piidavano
antibiotikum geneticin (Gibco, 11811-031) tak, aby jeho vysledna koncentrace v médiu
byla 0,8 mg/ml. Kultivace probihala pfi teploté 37°C v humifikované atmosféfe s obsahem
5% CO,. Ke kultivaci byly pouzity lahve s kultivacni plochou 80 cm? (NUNC, 153732).
Pii dosazeni 70-90% pokryti kultivacni plochy lahvi byly bunky trypsinizovany,
resuspendovany v cerstvém médiu a rozsazeny do novych kultivaénich lahvi.

Bunky linie HEK293T pouzité pro prechodnou transfekci byly kultivovany
v DMEM (Sigma-Aldrich, D5671) obsahujicim 10% tepelné inaktivované Fetal Bovine
Serum (FBS, Sigma-Aldrich, 26010-074), 2 mM glutamin, penicilin o koncentraci
100 I.U./ml a streptomycin o koncentraci 100 pg/ml. Kultivace probihala pfi teploté 37 °C
V humifikované atmosféfe s obsahem 5% CO,. Ke kultivaci byly pouzity Petriho misky
o priméru 10 cm. Bunky byly trypsinizovany pii dosazeni 70-90% pokryti kultivaéni
plochy Petriho misky, resuspendovany v Cerstvém médiu a nasazeny do nové Petriho

misky a pro ucely transfekce rovnéz na kryci sklicka.

4.2. Inkubace bunék s pertussis toxinem

Inkubace bundk §-OR-Gjla (Cys®-11e®))-HEK293 s pertussis toxinem (PTX,
Sigma-Aldrich, P2980) byla provedena za ucelem inaktivace endogenné exprimovanych
G proteint tiidy Gi/G,. Buniky byly inkubovany s PTX po dobu 24 hodin pii teploté 37 °C
v humifikované atmosféfe s obsahem 5% CO, a nasledné bud’ rovnou sklizeny, nebo jeste
pted sklizenim podrobeny depleci cholesterolu. PTX byl pfidan do kultivaéniho média tak,
aby jeho finalni koncentrace byla 25 ng/ml.
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4.3. Manipulace obsahu membranového cholesterolu

Deplece membranového cholesterolu bungk §-OR-Gila (Cys> -11e*!)-HEK293
byla navozena inkubaci sroztokem 10 mM B-cyklodextrinu (B-CDX, Sigma-Aldrich,
C4805) v DMEM bez séra (DMEM). Buiky byly po odsati kultivaéniho média oplachnuty
5 ml DMEM, které bylo nasledn¢ nahrazeno 5 ml roztoku 10 mM B-CDX nebo 5 ml
DMEM (kontroly). Inkubace trvala 1 hodinu a probihala pifi teploté¢ 37 °C
v humifikované atmosféfe s obsahem 5% CO,.

V piipad¢ replece cholesterolu byly buiiky po inkubaci s 10 mM B-CDX dale
inkubovany s ,,rozpustnym cholesterolem® (Cholesterol-methyl-p-CDX, Sigma-Aldrich,
C4951) v DMEM. Finalni koncentrace cholesterolu v médiu byla 0,25 mM. Buiiky byly po
odsati inkuba¢niho média (10 mM B-CDX nebo DMEM) opléchnuty 5 ml ¢ist¢tho DMEM,
které bylo nasledné nahrazeno 5 ml DMEM obsahujicim cholesterol-methyl-B-CDX nebo
5ml DMEM (kontroly). Inkubace trvala 2 hodiny a probihala pii teplot¢ 37 °C
Vv humifikované atmosféfe s obsahem 5% CO,.

Poslednim pfipadem manipulace obsahu membranového cholesterolu bylo
obohaceni plazmatickych membran cholesterolem, které bylo provedeno inkubaci bunék
S ,,rozpustnym cholesterolem®. Buiiky byly po odsati kultivacniho média oplachnuty 5 ml
DMEM, které bylo nasledné nahrazeno 5 ml DMEM obsahujicim cholesterol-methyl-
B-CDX. Finalni koncentrace cholesterolu v médiu byla opét 0,25 mM jako pfi repleci.
Kontrolni bunky byly inkubovany v samotném DMEM. Inkubace trvala 2 hodiny
a probihala pfi teploté 37 °C v humifikované atmosféte s obsahem 5% CO..

Bunky byly po ukonéeni vSech typt inkubace mechanicky sklizeny v roztoku
ledové vychlazeného PBS pufru (Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich, P4417), jehoz
slozeni bylo nasledujici: 10 mM fosfatovy pufr (KH,PO4/ K;HPO,), 2,7 mM KCI, 137 mM
NaCl, pH 7,4. Kultiva¢ni lahve byly po odsati inkuba¢niho média umistény na led,
oplachnuty vychlazenym PBS, a mechanicky sklizeny v PBS pii 0 °C. Suspenze bun&k
v PBS byla nasledné centrifugovana po dobu 10 minut pii 300 x g a teploté 4 °C (Hettich
Universal 320 R). Po odliti supernatantu byl bunéény sediment zmrazen v tekutém dusiku
a nasledné uskladnén pfi teplot¢ -80 °C do té doby, nez byl pouzit kizolaci frakci

plazmatickych membréan (PM).
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4.4. Izolace frakci plazmatickych membran

Bunécny sediment byl po rozmrazeni homogenizovan v ledové vychlazeném
STEM pufru (250 mM sacharéza, 20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 3 mM MgCl,, pH 7,6)
obsahujicim 1 mM fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF, SERVA, 32395) a 1xkoncentrovany
roztok inhibitort proteaz (Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche, 11 697 498 001).
Homogenizace byla provedena ve sklo-teflonovém homogenizatoru po dobu 7 minut pfi
1800 rpm a teploté¢ 4 °C. Homogenat byl nasledné centrifugovan po dobu 7 minut pii
1160 x g a teplot¢ 4°C (Hettich Universal 320 R). Centrifugace homogenatu byla
provedena za ucCelem sedimentace bunéénych jader. Poté byl odebran postnuklearni
supernatant, ktery byl dale pouzit pro izolaci frakci plazmatickych membran (PM).

Izolace frakci PM probihala na gradientu Percollu (GE Healthcare, 17-0891-01),
jehoz 30% roztok v STEM pufru byl pfipraven tésné pred pouzitim. Pfipraveny roztok
30% Percollu byl pfeveden do silnosténnych polykarbonatovych centrifugacnich kyvet
typu Beckman (objem 26,3 ml) a opatrné prevrstven 3 ml postnuklearniho supernatantu
tak, aby nedoslo k promichéni s roztokem Percollu. Kyvety byly po vyvaZeni umistény do
ledové vychlazeného uhlového rotoru Beckman Ti 70.1. a centrifugovany po dobu
30 minut pti 61 000 x g a teploté 4 °C na ultracentrifuze Beckman Optima XL-100K. Tato
centrifugace méla za néasledek oddéleni frakce PM (horni) od frakce mitochondrii (dolni).
Frakce PM byly opatrné¢ odebrany, natedény STEM pufrem v poméru 1:3 a znovu
centrifugovany na ultracentrifuze Beckman Optima XL-100K, tentokrat po dobu 2 hodin
pii 170 000 x g a teploté 4 °C. Udelem této centrifugace bylo precisténi PM od zbytki
roztoku Percollu. Pelet frakce PM byl po centrifugaci ru¢né zhomogenizovan v malém
objemu TEM pufru (50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 3 mM MgCl,, pH 7,6). Vysledna
suspenze byla rozdélena do mikrozkumavek, které byly poté zmraZzeny v tekutém dusiku

a ulozeny do -80 °C.

4.5. Stanoveni koncentrace proteini

Pro stanoveni koncentrace proteini byla pouzita modifikovana metoda podle
Lowryho (Lowry et al., 1951). Koncentrace proteinii ve frakcich PM byla stanovena
Vv triplikatu o vysledném objemu 500 pl, pfipraveném piidanim 5 pl suspenze PM do
495 ul destilované vody. Kalibra¢ni fada byla pfipravena pifiddnim roztoku hovéziho
sérového albuminu (BSA, Sigma-Aldrich, A-2153) o koncentraci 1 mg/ml do destilované
vody tak, aby jednotlivé zkumavky obsahovaly 0, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150 a 200 pg
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proteinu a jejich vysledny objem byl 500 pl. Ke vSem vzorkiim bylo nasledné ptidano
1,5 ml roztoku A+B+C, vzniklého smichanim 50 ml roztoku A (2% Na,CO3; a 0,1 M
NaOH), 1 ml roztoku B (2% vinan sodno-draselny) a 1 ml roztoku C (1% CuSO4 x 5 H,0).
Vzorky byly ihned po pfidani roztoku promichany a inkubovany po dobu 15 minut pfi
laboratorni teploté. V mezi¢ase byl pfipraven cerstvy roztok Folinova reagens
(Sigma-Aldrich, F-9252). Zasobni roztok byl nafedén destilovanou vodou v poméru 1:1.
Po ukonceni inkubace vzorku s roztokem A+B+C bylo s ¢asovym rozestupem 30 sekund
ke vzorkiim postupné piidano 150 ul ziedéného Folinova reagens, vzorky byly ihned
promichany a opét inkubovany pii laboratorni teploté, tentokrat po dobu 30 minut.
Absorbance jednotlivych vzorkt byla pfesné po 30 minutach od piidani Folinova reagens
zmétena pfi vlnové délce 595 nm na spektrofotometru BioPhotometer plus znacky
Eppendorf. Namétena data byla vyhodnocena programem GraphPad Prism4 pomoci

rovnice polynomu druhého ¥adu (y = ax? + bx + ).

4.6. Vazba agonisty [P[H]DADLE - saturaéni vazebné kiivky

Frakce plazmatickych membran (10 ug proteinu) byly inkubovany v pfitomnosti
zvySujici se koncentrace (0,15-20 nM) radioligandu [°’H]DADLE ve vysledném objemu
100 ul reakéni smési obsahujici 75 mM Tris-HCI (pH 7,4), 12,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA
po dobu 1 hodiny pii 30 °C. Vazebna reakce byla ukoncena ptfidanim 3 ml ledové
vychlazeného 10 x zfedéného inkuba¢niho pufru nasledovanym filtraci pfes filtry ze
skelnych vlaken (Whatman GF/B) a promytim (2 %< 3 ml) na Brandel cell harvestoru. Filtry
byly nésledné umistény do scintila¢nich lahvi¢ek obsahujicich 4 ml scintilaéniho roztoku
(CytoScint, ICN) a ponechany 16 hodin pfi laboratorni teploté. Radioaktivita zachycena na
filtrech byla zméfena pfistrojem pro kapalnou scintigrafii. Nespecifickd vazba byla
stanovena v ptitomnosti 10 uM neradioaktivniho DADLE. Hodnoty rovnovazné disociacni
konstanty (Ky) a maximalniho poétu vazebnych mist (Bmax) byly ziskany nelinearni regresi
v programu GraphPad Prism4 za pouziti rovnice rektanguldrni hyperboly (saturacni

vazebna kiivka).
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4.7. Agonistou stimulovani vysokoafinni vazba [*°S]GTPyS - k¥ivky
davka odpovéd’

Frakce plazmatickych membran byly inkubovany v pfitomnosti (celkovd vazba)
nebo nepfitomnosti (bazadlni vazba) zvysSujici se koncentrace agonisty DADLE
(0,1-20 nM) ve vysledném objemu 100 pl reakéni smési obsahujici 20 mM HEPES
(pH 7,4), 3 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 2 uM GDP, 0,2 mM askorbat a [*°S]GTPyS
(100-200 000 dpm) po dobu 30 minut pii 30 °C. Vazebna reakce byla ukoncena piidanim
3 ml ledové vychlazené¢ho pufru (20 mM HEPES, 3 mM MgCl,, pH 7,4) nasledovanym
filtraci ptes filtry ze skelnych vlaken (Whatman GF/C) a promytim (2 x 3 ml) na Brandel
cell harvestoru. Filtry byly nasledné umistény do scintilaénich lahvi¢ek obsahujicich 4 ml
scintilacniho roztoku (CytoScint, ICN) a ponechany 16 hodin pii laboratorni teploté.
Radioaktivita zachycen4 na filtrech byla zmétena pfistrojem pro kapalnou scintigrafii.
Nespecifickd vazba byla stanovena v pfitomnosti 10 pM neradioaktivniho GTPyS.
Hodnoty koncentrace agonisty, pii které je obsazena polovina vazebnych mist (ECsp),
a maximalniho poctu vazebnych mist (Bnax) byly ziskany nelinedrni regresi v programu

GraphPad Prism4.

4.8. Méreni rovnovazné anizotropie fluorescence DPH

Zasobni suspenze frakci PM byly nafedény v TE pufru (50 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 7,5) na vyslednou koncentraci proteinu 0,1 mg/ml a za stdlého michani
oznaceny pridanim 1 mM zasobniho roztoku DPH v acetonu (Invitrogen, D-202) tak, aby
vysledna koncentrace sondy v membranové suspenzi byla 1 pM. Znaceni probihalo
Vtemnu po dobu 30 minut pii 25 °C. Anizotropie byla nasledné zmeétena v kyvetach
z kiemenného skla (I x 1 cm) s pomoci spektrofluorimetru PC1 od firmy ISS. Vinova
delka excitace a emise byla nastavena na 365 nm, respektive 425 nm.

Méfeni suspenzi frakci PM izolovanych z bunék podrobenych manipulaci obsahu
membranového cholesterolu v podminkach in vivo, které nebyly vystaveny ptisobeni PTX,
probihalo pfi 20 °C, respektive 40 °C. V piipad¢ stanoveni vlivu deplece cholesterolu
v podminkach in vitro byly pouzity frakce PM izolované z kontrolnich bun¢k a bunék,
které byly pted sklizenim inkubovany s PTX. Méfeni probihalo pii teploté 25 °C. Zasobni
suspenze frakci PM izolovanych z téchto bunék byly nafedény v roztocich 0, 2,5, 5

a1l0 mM B-CDX v TE pufru, inkubovany za stdlého michani po dobu 1 hodiny pfi
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laboratorni teploté a teprve poté oznaceny fluorescencni sondou podle vyse uvedeného
postupu.

Rovnovaznou anizotropii DPH (rpp) 1ze vypoditat podle rovnice:

Ivv - IVH

r =

vw - Intenzita fluorescence meéfena pii vertikdlni orientaci excita¢niho 1 emisniho
I intenzita fl éfena pii vertikalni orientaci excitatniho 1 emisnih
polarizatoru; lyy - intenzita fluorescence méfena pii vertikalni orientaci excitaéniho

a horizontalni orientaci emisniho polarizatoru.

4.9. Méreni casové rozliSené fluorescence a anizotropie fluorescence

DPH

Mg¢teni probihalo na pfistroji TCSPC (Time Correlated Single Photon Counting)
IBH 5000 U, ktery je vybaven pulznim diodovym laserem s frekvenci 1 MHz. VInova
délka excitace a emise byla nastavena na 375 nm, respektive 450 nm. Casové rozlisené
parametry fluorescence a anizotropie fluorescence byly vypocitany podle nasledujicich
rovnic.

Casova zavislost intenzity fluorescence je definovana vztahem:

1(t) =1,y () +2G x 1, (1)

lyw - intenzita fluorescence méfena pii vertikalni orientaci excita¢niho i1 emisniho
polarizatoru

lvy - intenzita fluorescence méfend pii vertikdlni orientaci excitacniho a horizontélni
orientaci emisniho polarizatoru

- Cas

G - G faktor, ktery byl stanoven s pomoci standardu POPOP.

(1 (),

(1 ),

Inv - intenzita fluorescence méfend pii horizontdlni orientaci excitacniho a vertikdlni

orientaci emisniho polarizatoru
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Iny - intenzita fluorescence méfend pii horizontalni orientaci excitaéniho i emisniho
polarizatoru.
Doba zivota excitovaného stavu (lifetime) byla ziskana fitovanim naméfenych

hodnot intenzity podle funkce:
I(t) =B, xexp(—t/z,) + B, xexp(—t/z,)

B — amplituda
t - Cas

T — doba zivota excitovaného stavu (lifetime)

Casové rozliSend anizotropie fluorescence DPH je definovdna nésledujicim

vztahem:

r(t) = (I (©) = Ly ©) /(1 () + 21, (1))

Jednotlivé parametry casové rozliSené anizotropie fluorescence byly ziskany

fitovanim vypocitanych hodnot anizotropie podle uvedené funkce:

r(t) = (r(0) —r(e)) xexp(-t/¢) +r(x)

r (0) — limitni anizotropie
r (o) — rezidudlni anizotropie

¢ - rotacné-korelacni Cas

Analyzou hodnot limitni a rezidudlni anizotropie fluorescence podle modelu
wobbling-in-cone (Kawato et al., 1977) byly ziskany nasledujici dva parametry, které
popisuji rotaéni pohyb DPH v membrané. Parametr uspoiadanosti S (S-order parameter)

vypovida o rozsahu rota¢niho pohybu sondy a je definovan nasledujicim vztahem:

%

1)

r(0)

70



Difuzné-rotacni konstanta (Dyw) popisuje rychlost rotace sondy a je definovédna

vztahem:

¢ - rotacné-korelacni Cas; os — relaxacni Cas, jehoz hodnota byla uréena vypoctem podle

prace Kinosita et al., 1982.

4.10. Méreni generalizované polarizace (GP) sondy Laurdan

Zasobni suspenze frakci PM izolovanych z kontrolnich bun¢k byly nafedény
v roztocich 0, 2,5, 5 a 10 mM B-CDX v TE pufru na vyslednou koncentraci proteinu
0,1 mg/ml, inkubovany za stdlého michani po dobu 1 hodiny pfti laboratorni teploté a poté
oznaceny piidanim roztoku 0,4 mM Laurdan v metanolu (Invitrogen, D-250) tak, aby
vysledna koncentrace sondy v membranové suspenzi byla 10 uM. Znaceni probihalo za
stdlého michani, v temnu po dobu 30 minut pii 40 °C. Meéfeni probihalo na
spektrofluorimetru PC1 od firmy ISS pii teplotach 25 °C a 40 °C. Emisni spektra byla
méftena pii fixnich vinovych délkach excitace 340 nm, 370 nm a 410 nm. Excitacni spektra
byla méfena pfi fixnich vinovych délkach emise. Generalizovanéd polarizace (GP) byla
vypocitana z namétenych hodnot intenzity fluorescence podle prace Parasassi et al., 1991.
GP excitacnich a emisnich spekter byla vypocitana podle nasledujicich vztaht.

Excitaéni GP spektra byla vypocitana podle rovnice:

.=
A T440 490
GPexc -

I440 +1 490

la40 — intenzita fluorescence pii excitacni vinové délce A (320-420 nm) namétend pii fixni
emisni vinové délce 440 nm
l1g0 — intenzita fluorescence pii excitacni vinové délce A (320-420 nm) namétend pii fixni

emisni vlnové délce 490 nm
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Emisni GP spektra byla vypocitana podle rovnice:

l,.,—
A _ V410 7 T340
GP, =———

I410 + |340

l410 — intenzita fluorescence pii emisni vinové délce A (425-550 nm) naméfend pfi fixni

excitacni vlnové délce 410 nm

I3 — intenzita fluorescence pii emisni vilnové délce A (425-550 nm) naméfena pii fixni

excitacni vilnové délce 340 nm

Zjisténim smérnice jednotlivych GP spekter (GPS) lze ziskat dal$i informace

0 chovani sondy v méfeném systému (Velazquez a Fernandez, 2006). Smérnice

excita¢nich GP spekter (GPeyS) byla vypocitana podle rovnice:

410 340
G Pexc S — G Pexc G I:)exc
410-340

GP.%° — hodnota excitaéni GP pfi excitatni vinové délce 410 nm

GP2¥ — hodnota excitaéni GP pii excitaéni vinové délce 340 nm

Smérnice emisnich GP spekter (GPemS) byla vypocitana podle rovnice:

490 440
cp, s - CPar ~CPa
490440

GP.* — hodnota emisni GP pti emisni vinové délce 490 nm

GP.° —hodnota emisni GP pii emisni vinové délce 440 nm

4.11. Stanoveni obsahu membranového cholesterolu

Stanoveni mnozstvi cholesterolu v homogenatu a frakcich PM, které byly

piipraveny z kontrolnich bungk 8-OR-G;la (Cys***-11e**1)-HEK293 a z bun&k podrobenych

depleci cholesterolu, bylo provedeno s pomoci kitu - Amplex® Red Cholesterol Assay Kit

(Invitrogen, A12216). Stanoveni mnozstvi cholesterolu prostfednictvim tohoto kitu je

zalozeno na detekci molekul H,O, produkovanych oxidaci molekul volného cholesterolu
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enzymem cholesterol oxidazou (CHO) prostfednictvim 10-acetyl-3,7-dihydroxazinu
(Amplex Red reagens). Interakci Amplex Red reagens sH,O, (stechiometrie 1:1)
Vv pfitomnosti kifenové peroxiddzy (HRP) dochéazi ke vzniku vysoce fluorescencni latky
zvané resorufin, ktery slouzi ke kvantifikaci obsahu cholesterolu v analyzovaném vzorku.
Prostfednictvim tohoto kitu 1ze detekovat také esterifikovanou formu molekul cholesterolu,
nebot’ kit obsahuje také enzym cholesterol esterdzu (CHE), jejimz plsobenim dochazi
k hydrolytickému $tépeni estert cholesterolu na volny cholesterol a MK.

Obsah cholesterolu byl stanoven v tetraplikatu. Analyzované vzorky byly natedény
1 x koncentrovanym reakénim pufrem tak, aby vysledna koncentrace proteinu byla
0,25 mg/ml. Kalibra¢ni fada obsahujici 0-8 pg cholesterolu/ml byla pfipravena nafedénim
referenéniho standardu cholesterolu ve stejném pufru. Takto pfipravené roztoky
analyzovanych preparatii i vzorka kalibracni fady byly nasledné po 50 pl rozdéleny do
jednotlivych jamek ¢erné 96-jamkové desticky (NUNC, 137101). Reakce byla spusténa
pfidanim 50 pl reakéni smési ke vSem vzorkiim. Reakéni smés vznikla smichdnim HRP,
CHO, CHE a Amplex Red reagens v 1 x koncentrovaném reakénim pufru. Inkubace vzorka
s reakéni smési probihala v temnu po dobu 30 minut a pii 37 °C. Fluorescence resorufinu
byla poté detekovana s pomoci Ctecky desticek Victor Wallac. Vinova délka excitace
a emise byla nastavena na 544 nm, respektive 590 nm. Nameéfend data byla nésledné

analyzovana linearni regresi v programu GraphPad Prism4.

4.12. Inkorporace 22- a 25-NBD-cholesterolu do bunék 6-OR-Gjla
(Cys*™!-11e*")-HEK 293

Bunky byly pro tento tcel kultivovany v komirkéch, jejichz kultiva¢ni povrch tvoii
kryci sklicko (LAB-TEK Chambered coverglass, NUNC 155411), ktery byl pro zvySeni
adheze bunék potazen poly-D-lysinem. Potazeni bylo provedeno inkubaci s roztokem
poly-D-lysinu o koncentraci 0,1 mg/ml a probihalo v temnu po dobu 60 min pii 37 °C. Po
odsati roztoku poly-D-lysinu a pied aplikaci kultivatniho média byla sklicka dvakrat
promyta deionizovanou H,O. Pted znacenim bylo bunikam odsato kultivacni médium
a nahrazeno barvicim roztokem obsahujicim 100 nM 22-NBD-cholesterol (Invitrogen,
N-1148) nebo 25-NBD-cholesterol (Avanti Polar Lipids, 810250P), ktery byl pfipraven
pfidanim z&sobniho roztoku sondy v etanolu do DMEM (Ostasov et al., 2013). Inkubace
probihala po dobu 30 minut pii 37 °C v humifikované atmosféie s obsahem 5% CO,. Po

odsati barviciho roztoku byly bunky tfikrat oplachnuty DMEM a poté podrobeny depleci
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cholesterolu (viz podkapitolu Manipulace obsahu membranového cholesterolu). Kontrolni
buniky byly inkubovany s DMEM. Buiiky byly poté opldchnuty bezbarvym DMEM.

V bezbarvém DMEM byly rovnéz uchovavany v prabéhu mikroskopie.

4.13. Konfokalni mikroskopie - pozorovani Zivych bunék

Zhotoveni mikroskopickych snimkd bungk 8-OR-Gila (Cys> -11e*!)-HEK293
znaCenych 22- nebo 25-NBD-cholesterolem za 1uelem stanoveni distribuce
fluorescen¢niho signalu bylo provedeno s pomoci konfokélniho skenovaciho mikroskopu
Leica TCS SP2 AOBS. Pro pozorovani byl pouzit objektiv pro vodni imerzi S numerickou
aperturou 1,2 a 63-nasobnym zvétSenim (HCX PL APO 63x/1.20 Imm Corr). Pro excitaci
byl pouzit Ar-Kr laser o vinové délce 488 nm a emise byla sniména v rozsahu vinovych
délek 500-600 nm. RozliSeni snimkt bylo nastaveno na 512x512 pixelti a hloubka odstinu
Sedi na 8 bitl. Méfeni probihalo pti 37 °C a v atmosféte s 5% CO,. Zhotovené snimky byly

analyzovany s pomoci programu Imagel.

4.14. Fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM) - pozorovani

Zivych bunék

Zhotoveni mikroskopickych snimki bundk 8-OR-Gila (Cys*!-1le*")-HEK?293
znacenych 22- nebo 25-NBD-cholesterolem za tGc¢elem stanoveni distribuce hodnot doby
Zivota excitovaného stavu (lifetime) bylo provedeno s pomoci konfokalniho skenovaciho
mikroskopu MicroTime 200 (PicoQuant, Germany). M¢éfeni probihalo pii 37 °C
a v atmosféie s 5% CO,. Pro pozorovani byl pouzit objektiv pro vodni imerzi s numerickou
aperturou 1,2 a 60-ndsobnym zvétSenim. Pro excitaci byl pouzit pulzni diodovy laser
(LDH-P-C-470, 470 nm) s frekvenci 20 MHz a vykonem niz$im nez 5uW. Excita¢ni
a emisni zafeni bylo oddéleno dichroickym zrcatkem 505DRLP (Omega Optical, USA)
a fluorescence byla poté smérovana do detekéniho kanalu vybaveného band-pass filtrem
HQ 515/50 (Omega Optical, USA) a SPCM-AQR-14 detektorem (Perkin Elmer, Canada)
spojenym se single photon counting system Picoharp 300 (PicoQuant, Germany). Poté
byly pro kazdy pixel zrekonstruovany kiivky dohasinani fluorescence, na jejichz zakladé
byla pro kazdy pixel snimku podle nasledujiciho vztahu vypocitana priimérna hodnota ¢asu

dohasinani z,y. Ta byla urcena jako intenzitn¢ vazeny prumeér podle nasledujiciho vztahu:
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Y

Tay - prumérna hodnota lifetime v daném pixelu

2 offset

I, — intenzita fluorescence v &ase t;

toftset - Cas odpovidajici nabé€zné hrané dohasinani

4.15. Izolace plazmidové DNA

Plazmidovda DNA byla namnozena v bakteriich DHS5a, coz je jeden z kment
bakterie Escherichia coli. Transformace bakterii plazmidovou DNA byla provedena
metodou tepelného Soku (heat shock). Izolace namnozené DNA byla provedena s pomoci
kitu QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN, 12143). Kvalita izolované¢ DNA byla ovéfena
prostfednictvim horizontalni agar6zové elektroforézy, které predchazelo Stépeni
plazmidové DNA s pomoci specifickych restrikénich enzymi. Koncentrace izolované

DNA byla stanovena spektrofotometricky.

4.16. Prechodna transfekce

Pro ptechodnou transfekci bunc¢k linie HEK293T byly pouzity nésledujici
plazmidy, které byly pfipraveny a poskytnuty laboratoti Prof. M. Parentiho (University of
Milano-Bicocca, Italy).
pcDNA3
pcDNA3 vektor kodujici FLAG-6-OR cDNA
pcB6 vektor kodujici Myc-OTR cDNA
pGW1 vektor kodujici HA-TPP cDNA
pGW1 vektor kddujici Myc-TPB cDNA
pGW1 vektor kodujici Myc-TPa cDNA
PEGFP vektor kodujici Rab4/Rab5/Rab7/Rabl1 cDNA

Bunky linie HEK293T byly pro ucely pfechodné transfekce nasazeny na kryci
sklicka o priméru 19 mm umisténd ve 12-jamkové desticce, jejichZ povrch byl za ucelem
zvySeni adheze bunék potazen poly-D-lysinem. Potazeni bylo provedeno inkubaci
s roztokem poly-D-lysinu o koncentraci 0,1 mg/ml po dobu 20 min pfi laboratorni teploté.

Po odsati roztoku poly-D-lysinu a pfed aplikaci kultivaéniho média byla sklicka dvakrat
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promyta deionizovanou H;O. Nasazeni bun¢k probihalo 24 hodin pfed provedenim
transfekce za pouziti takového mnozstvi bunck, aby bylo v den transfekce dosazeno
50-60% pokryti kultivaéniho povrchu krycich skli¢ek. Transfekce bunék byla provedena za
pomoci transfekéniho reagens od firmy Roche (FUGENE 6 Transfection Reagent, 11 814
443 001) podle nasledujiciho postupu. Vytvoreni komplexi transfekéniho reagens s DNA
bylo dosazeno smichanim transfekéniho reagens s DNA Vv optimalizovaném poméru 3:1
(1,5 pl:0,5 png DNA, Tab. 1) v DMEM a naslednou inkubaci po dobu 30 minut pfi
laboratorni teploté. Vzniklé komplexy byly poté bez vymény média ptidany k buiikam
narostlym na krycich sklickdch. Kultivace transfekovanych bunék probihala po dobu
48 hodin za standardnich podminek a bez vymény média. Builky byly pouzity

k pozorovani vlivu deplece cholesterolu na internalizaci receptoru.

Tab. 1 MnozZstvi reagencii pouZitych pro transfekci 1 ks 19 mm skli¢ka

DNA
Jednoduchd | ey UGENE | receptor | 122 | peDNA3
transfekce protein
FLAG-3-OR 100 pl 1,5 ul 100 ng - 400 ng
Myc-OTR 100 pl 1,5ul 100 ng - 400 ng
kotransfekce
FLAG-3-OR 100 pl 1,5ul | 200ng 100 ng 200 ng
Myc-TPpB 100 pl 1,5 pl 200 ng 100 ng 200 ng
Myc-TPa 200 ng
+ 100 pl 1,5 pl + 100 ng -
HA-TPpB 200 ng

4.17. Vliv deplece cholesterolu na internalizaci receptoru — nepiima

imunofluorescence

Transfekované bunky byly na pocatku kazdého experimentu po dobu 1 hodiny
inkubovany s médiem obsahujicim primarni protilatky (mysi monoklondlni protilatky,
fedéni 200krat) proti epitopu FLAG (Sigma, F3165) nebo Myc (Santa Cruz, sc-40).
Inkubace probihala pfi teplot¢ 37 °C v humifikované atmosféte s obsahem 5% CO,.
Médium obsahujici protilatky bylo k buitkam ptidano ihned po odsati kultivaéniho média.

Takto byly oznaCeny pouze ty receptory, které¢ byly v daném okamziku ptitomny v PM.
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Nasledovala inkubace bun¢k s f-CDX a agonistou (DADLE pro -OR, oxytocin pro OTR,
U46619 pro TP). Médium obsahujici primarni protilatky bylo po uplynuti inkubace
nahrazeno roztokem 10 mM B-CDX v DMEM, nebo roztokem agonisty (100 nM DADLE,
100 nM oxytocin, 1 uM U46619) v DMEM, nebo DMEM obsahujicim 10 mM B-CDX
spolu s agonistou, nebo samotnym DMEM (kontroly). Buiiky byly s témito roztoky
inkubovany po dobu 30 minut pii 37 °C v humifikované atmosféfe s obsahem 5% CO,. Po
ukonceni inkubace byly buiky zafixovany.

Fixace byla provedena roztokem obsahujicim 4% paraformaldehyd a 4% sachar6zu,
se kterym byly bunky inkubovany po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté. Vzniklé
preparaty byly po odsati fixa¢niho roztoku promyty roztokem PBS pufru, 2 x 10 min pfi
pokojové teploté a 1 x ptes noc pii teploté 4 °C.

Naésledujici den bylo provedeno barveni s fluorescencné znacenymi sekundarnimi
protilatkami. V ptipad¢ jednoduché transfekce byly pouzity protilatky konjugované
s fluoroforem Alexa Fluor® 488 (donkey anti-mouse, Invitrogen, A21202). V piipadé
kotransfekce byly K vizualizaci receptorti pouzity protilatky konjugované s fluoroforem
Alexa Fluor® 568 (goat anti-mouse, Invitrogen, A11004). Fixované preparaty byly pied
inkubaci se sekundarnimi protilatkami nejprve promyty roztokem pufru o vysoké
koncentraci soli (HS (high-salt) pufr, 500 mM NaCl, 20 mM Na;HPO4/NaH,PQ4, pH 7,2),
3 x5 min pii pokojové teploté. Preparaty byly nasledné inkubovany s roztokem 100 x
natfedénych sekundarnich protilatek v pufru obsahujicim 450 mM NacCl, 0,2% (w/v) hovézi
gelatinu, 0,3% (v/v) Triton X-100, 20 mM Na,HPO4/NaH,PQ,4, pH 7.2 v prostiedi vlhké
komirky po dobu 1 hodiny pfii laboratorni teploté. Preparaty byly poté postupné promyty
roztokem HS pufru, 3 x 5 min pii pokojové teploté, a roztokem pufru o nizké koncentraci
soli (LS (low-salt) pufr, 150 mM NaCl, 10 mM Na,HPO./NaH,PO,, pH 7,2), 1 x 5 min.
Preparaty byly dale inkubovany s roztokem 1 uM DAPI (barveni DNA) v PBS (10 min,
V temnu), promyty roztokem LS pufru (1 x 5 min), oplachnuty rychlym ponofenim do
destilované vody a na zavér jednotlivé umistény na kapku 90% glycerolu v PBS na
podloznim skle. Na zavér byla pozice krycich sklicek na podloznich sklech zafixovana

bezbarvym lakem na nehty.

77



4.18. Konfokalni mikroskopie — pozorovani fixovanych preparatu
Fixované preparaty byly pozorovany na skenovacim konfokalnim mikroskopu
Zeiss LSM 710. Pro pozorovani byl pouzit objektiv pro olejovou imerzi s numerickou
aperturou 1,4 a 63-nasobnym zvétsenim (Plan-Apochromat 63x/1.40 Qil DIC M27). Pro
excitaci EGFP a Alexa Fluor 488 byl pouzit Ar laser o vinové délce 488 nm, zatimco pro
excitaci Alexa Fluor 568 byl pouzit DPSS laser o vlnové délce 561 nm. Svételnym
zdrojem pouzitym pro excitaci DAPI byl diodovy laser o vinové délce 405 nm. RozliSeni
pofizovanych snimkl bylo vzdy 512 x 512 pixelQ, pficemz hloubka odstinu Sedi byla
nastavena na 8 bitl. V pfipad¢ preparatli zhotovenych z kotransfekovanych bunck byly
pofizovany pouze snimky bun¢k exprimujicich oba studované proteiny (receptor a Rab
protein). V ramci kazdé transfekce bylo pro kazdou skupinu ovlivnénych bunék potizeno
v priméru 10 snimkd, které zobrazovaly optické fezy odpovidajici prostfednimu prifezu

buitkou. Zhotovené snimky byly analyzovany s pomoci programu Imagel.

4.19. Analyza mikroskopickych snimki v programu ImageJ
4.19.1. Jednoducha transfekce - analyza lokalizace receptoru

Za ucelem odstranéni nespecifického signalu bylo pted kvantifikaci vybranych
buncék manualné nastaveno rozmezi intenzity stupiii Sedi 10-255, které mél program pouZit
pro stanoveni pozadovanych parametri. Poté nasledoval vybér oblasti analyzovaného
snimku urceny ke kvantifikaci. Pro analyzu kazdé bunky byly vybrany vzdy dvé oblasti,
oblast celé buiiky a oblast cytoplazmy. Vybér byl proveden manudlnim obkreslenim dané
oblasti s pouzitim Polygon Selection Tool. Kvantifikace signalu zvolené oblasti byla
provedena stanovenim parametru integrated density. Populace internalizovanych
receptort, tedy receptort, které se vlivem inkubace bunék s f-CDX nebo agonistou
ptesunuly zPM do cytoplazmy, byla vypocitana jako podil hodnot integrated density
oblasti cytoplazmy a oblasti celé buniky. Vypocitané hodnoty byly normalizovany podle
hodnoty stanovené v piipadé receptort, jejichz internalizaci vyvolala inkubace s agonistou.
Timto zpisobem bylo vkazdé skupiné¢ preparati zhotovenych v ramci jednoho

experimentu (B-CDX, agonista, f-CDX + agonista, kontroly) hodnoceno vzdy 8 bunék.
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4.19.2. Kotransfekce - analyza kolokalizace receptoru s Rab proteinem

V tomto piipadé byla v ramci kazdé bunky pro analyzu zvolena pouze oblast
cytoplazmy, kde se nachazely internalizované receptory. Vybér této oblasti byl proveden
s pomoci Rectangular Selection Tool. Poté bylo nastaveno rozmezi intenzity stupiiti Sedi
s pomoci funkce autothreshold. Mira ptekryvu signalu odpovidajiciho internalizovanému
receptoru (Cerveny kanal) se signalem odpovidajicim Rab proteinu (zeleny kanal) byla
zjiSténa stanovenim hodnoty Mandersova koeficientu kolokalizace (Manders’ coefficient)
s pomoci JACoP (Just Another Co-localization Plugin) podle prace Bolte a Cordeliéres,
2006. Timto zpusobem bylo v kazdé skupiné preparatl zhotovenych v ramci jednoho

experimentu (B-CDX, agonista) hodnoceno vzdy 10 bunék.
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5. VYSLEDKY
5.1. Optimalizace metody pro stanoveni rovnovazné anizotropie

fluorescence DPH

Standardizace metody pro stanoveni rovnovazné anizotropie fluorescence DPH
(ropn) byla provedena na plazmatickych membranach (PM) izolovanych z bun¢k VTGP.
Na zacatku kazdého meéteni s fluorescencni sondou je nutné ovéfit intenzitu fluorescence,
coz se v praxi provadi zméfenim excitatniho a emisniho spektra (Obr. 17A). Emisni
spektrum DPH bylo métfeno pii excitani vinové délce 365 nm. Excita¢ni spektrum DPH
bylo méfeno pti emisni vinové délce 425 nm. Pro porovnani, byla rovnéz zmétena spektra
polarngjsiho derivatu TMA-DPH (Obr. 17B). Spektra obou uvedenych membranovych
sond byla méfena pii shodnych excitaénich a emisnich vlnovych délkach a stejném
nastaveni piistroje. Prib&h spekter byl téméf totozny, intenzita fluorescence vSak byla
odlisna. Pfi¢inou rozdilu intenzit fluorescence byl zfejmé rozdil v pouzitych
rozpoustédlech, aceton (DPH) a dimetylformamid (TMA-DPH). V dalsich pokusech byl

proto pouzivan zakladni roztok 1 mM DPH v Cerstvé destilovaném acetonu.
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Obr. 17 Spektra DPH (A) a TMA-DPH (B) v plazmatickych membranach
izolovanych z kontrolnich VTGP bunék

Inkubace membranové suspenze se sondou (DPH nebo TMA-DPH) probihala za stalého
michani po dobu 1 hodiny, v temnu a pii teploté 25 °C. Finalni koncentrace sondy (DPH
nebo TMA-DPH) v membranové suspenzi byla 1 pM. Emisni spektra byla métfena pii
excitani vinové délce 365 nm. Excitacni spektra byla méfena ptfi emisni vinové délce
425 nm. Méfeni probihalo pfi teploté 25 °C.
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Nasledn¢ byla zméfena ¢asova zavislost intenzity fluorescence DPH po piidani této
sondy k michané suspenzi membran (Obr. 18A). Po uplynuti 30 minut bylo dosazeno
maximalni hodnoty intenzity, kterd se s postupujicim casem jiz dale nezvySovala.
V paralelnim pokuse byla ve stejné membranové suspenzi stanovena cCasova zavislost
anizotropie fluorescence (rppn). Zvyseni hodnot rppy bylo rychlejsi nez v ptipadé intenzity
fluorescence, nicmén¢, ustaleni hodnot rppy na konstantni Grovni vyzadovalo podobny
Casovy interval jako dosaZzeni maximalnich hodnot intenzity fluorescence - 30 minut
(Obr. 18B).
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Obr. 18 Zavislost intenzity fluorescence (A) a anizotropie fluorescence (B) DPH na
dobé inkubace s preparatem PM izolovanych z kontrolnich VTGP bunék

Stanoveni jednotlivych hodnot intenzity a anizotropie fluorescence DPH probihalo
v Casovych rozestupech 2 minuty od okamziku pifidani zasobniho roztoku DPH
Kk membranové suspenzi. Finalni koncentrace DPH v membranové suspenzi byla 1 uM.
M¢éfteni probihalo pfi teploté 25 °C.

5.2.  Vliv deplece cholesterolu na rovnovaznou anizotropii fluorescence
DPH (rppy) V membranach VTGP bunék

SniZzeni (deplece) membranového cholesterolu bylo nejprve provedeno inkubaci
membran, které byly izolovany z kontrolnich bungk, s rostouci koncentraci B-CDX, tedy
vV podminkach in vitro. Z vysledki znazornénych v Tab. 2 a na Obr. 19 je ziejmé, ze
hodnoty anizotropie DPH citlivé odpovidaly na snizeni obsahu cholesterolu
vV membranach, coz se projevilo vyraznym poklesem hodnot rppy. Pro srovnani jsou
uvedeny hodnoty rppy pro membrany pfipravené z mozku potkana (frontalni kortex)
a matetské linie HEK293 bun¢k.
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Tab. 2 Vliv deplece cholesterolu na anizotropii fluorescence DPH v raznych typech
biologickych membran

Mozek, ktira pfedniho mozku potkana; VTGP, bunécna linie HEK293 stabilné exprimujici
fazni protein VSV-TRH-R-eGFP; HEK293, matetskd bunééna linie VTGP bun¢k.
Uvedené hodnoty rppy predstavuji primérnou hodnotu + SEM ze tii nezavislych méteni.

mozek VTGP HEK?293
B-CDX (m M) ropH = SEM opn = SEM rorH £ SEM
0 0,254 + 0,002 0,231 + 0,005 0,208 + 0,005
2,5 0,249 + 0,002 0,212 + 0,008 0,189 + 0,005
5 0,242 £ 0,002 0,194 + 0,006 0,174 £ 0,005
10 0,223 + 0,003 0,189 + 0,007 0,172 + 0,005
15 0,218 £0,002 0,201 £ 0,006 0,188 + 0,004
0.28+ —V— mozek
1 --®-- VTGP
0.26 -0~ HEK293
E .
) 0.24+
2 ]
g— 0.224
= .
N 0.20-
c
< i
0.18+
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Obr. 19 Vliv deplece cholesterolu na rovnovaznou anizotropii fluorescence DPH
Vv riiznych typech biologickych membran

Jednotlivé typy membranovych preparatti byly nejprve inkubovany s B-CDX (30 minut)
nebo se samotnym pufrem (0 mM B-CDX) a nasledné ozna¢eny DPH (30 minut). Finalni
koncentrace DPH v membranové suspenzi byla 1 uM. Inkubace s B-CDX a DPH, stejné
jako samotné méfeni, probihala pfi teploté¢ 25 °C. Hodnoty uvedené v grafu predstavuji
pramérnou hodnotu rppy = SEM ze tii nezavislych méfeni.

Mozek, kiira ptedniho mozku potkana; VTGP, bunécné linie HEK293 stabiln¢ exprimujici
fazni protein VSV-TRH-R-eGFP; HEK293, matetskd bunécna linie VTGP bunék.
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Vysledky ziskané v podminkach in vitro, byly ovéfeny Vv podminkach in vivo:
v plazmatickych membranach (PM) izolovanych z VTGP bunék, které byly vystaveny
ucinku 10 mM B-CDX piimo b&hem kultivace v zivném médiu (70-80% konfluence).
Z vysledku znazornénych v Tab. 3 a na Obr. 20 je ziejmé, Ze hodnoty rppy V PM, které
byly pfipraveny z bun¢k vystavenych ucinku 10 mM B-CDX, byly signifikantné nizsi nez
v PM izolovanych z kontrolnich bun¢k. Rozdil mezi obéma typy PM byl patrny pii teploté
méfeni 25 °C 1 40 °C.

Tab. 3 Hodnoty rovnovazné anizotropie fluorescence DPH v PM izolovanych z in vivo
ovlivhénych VTGP bunék - stanoveni pii riiznych teplotich
Uvedené hodnoty rppy predstavuji primérnou hodnotu + SEM ze tii nezdvislych méteni.

25°C 40 °C

B-CDX (MM) FopH + SEM Fopn + SEM
0 0,216 + 0,002 0,174 + 0,002
10 0,203 + 0,003 0,149 + 0,003

0.30

1 0 mM B-CDX

- -
0.25. 10 mM B-CDX

0.20+

0.15+

0.10+

Anizotropie DPH

0.05+

0.00
25°C 40°C

Obr. 20 Hodnoty rovnovazné anizotropie fluorescence DPH v PM izolovanych
z in vivo ovlivnénych VTGP bunék: stanoveni p¥i riiznych teplotich

Inkubace bunék s DMEM obsahujicim 10 mM B-CDX nebo se samotnym DMEM
(30 minut) probihala pti teploté 37 °C a v humifikované atmosféie s obsahem 5% CO..
Znaceni izolovanych PM s DPH (30 minut) probihalo pii teploté¢ 25 °C. Finalni
koncentrace DPH v membranové suspenzi byla 1 uM. Uvedené hodnoty rppy ptedstavuji
prumérnou hodnotu + SEM ze tfi nezavislych méteni.

83



5.3. Vliv deplece cholesterolu na casové dynamické parametry

fluorescence DPH v plazmatickych membranach VTGP bunék

Vychozi velic¢inou pro vypocet ¢asové dynamickych parametri DPH je intenzita
fluorescence. Pokles intenzity fluorescence v ¢ase pro rtzné koncentrace [B-CDX
znazornuji grafy na Obr. 21A-C. Jejich srovnani dokumentuje Obr.21D. Pokles
anizotropie fluorescence v ¢ase pro rizné koncentrace B-CDX znazornuji Obr. 22A-C.

Jejich srovnani ilustruje Obr. 22D. Souborné hodnoceni vSech téchto vysledk uvadi
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Obr. 21 Casova zavislost intenzity fluorescence DPH — vliv koncentrace f-CDX

A) 0 mM B-CDX (kontrola), B) 2,5 mM B-CDX, C) 10 mM B-CDX, D) srovnani ¢asové
zavislosti intenzity fluorescence DPH pro vSechny pouzité koncentrace B-CDX. PM
izolované z kontrolnich VTGP bun¢k byly nejprve po dobu 30 minut inkubovéany s f-CDX
(2,5 mM, 10 mM) nebo se samotnym pufrem (0 mM B-CDX) a nasledné oznaceny DPH
(30 minut). Findlni koncentrace DPH v membranové suspenzi byla 1 pM. Inkubace
s B-CDX a DPH, stejné jako samotné méfeni, probihala pii teploté 25 °C. Sipka vyznaduje
prumérnou dobu zivota excitovaného stavu (lifetime): = 0,37 x Io.
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Obr. 22 Casova zavislost anizotropie fluorescence DPH — vliv koncentrace p-CDX

A) 0 mM B-CDX (kontrola), B) 2,5 mM B-CDX, C) 10 mM B-CDX, D) srovnani ¢asové
zavislosti anizotropie fluorescence DPH pro vSechny pouzité koncentrace B-CDX. PM
izolované z kontrolnich VTGP bun¢k byly nejprve po dobu 30 minut inkubovéany s f-CDX
(2,5 mM, 10 mM) nebo se samotnym pufrem (0 mM B-CDX) a nasledné oznaceny DPH
(30 minut). Finalni koncentrace DPH v membrdnové suspenzi byla 1 uM. Inkubace

s B-CDX a DPH, stejné jako samotné méteni, probihala pfi teploté 25 °C.
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Tab. 4 Casové dynamické parametry DPH v plazmatickych membranach VTGP
bunék

7, doba zivota excitovaného stavu (lifetime); ro, anizotropie fluorescence v ¢ase 0 (limitni
anizotropie); r., anizotropie fluorescence ve velmi dlouhém Case (rezidualni anizotropie);

¢, rotacné-korelacni Cas; S, parametr uspotfadanosti (S-order parameter);
D, difuzné-rota¢ni konstanta

B-CDX (mMM) 1, (ns) 12 (ns) ro re o(s) S  Dy(nsh
0 2,87 10,41 0,324 0,186 4,6 0,73 0,022
2,5 2,49 10,08 0,306 0,145 4,6 0,64 0,029
10 1,96 9,42 0,312 0,099 49 0,53 0,035

Vysledky znazornéné na Obr. 18A (Casova zavislost intenzity fluorescence DPH)
a Obr. 18B (Casova zavislost anizotropie fluorescence DPH) umoznily provést rozklad
hodnoty primérné doby Zivota excitovaného stavu (1) DPH na dvé komponenty, které
vykazovaly kratsi (t1) a delsi (t2) dobu Zivota. Matematicka analyza provedena v ramci
spoluprace s Ustavem fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR, umoznila rovnéZ stanovit
anizotropii fluorescence v ¢ase 0 (rp), anizotropii fluorescence ve velmi dlouhém case (r.),
rota¢né-korelacni Cas (), parametr usporadanosti S (S-order parameter) a difuzné-rota¢ni
konstantu Dy.

Vysledky znazornéné v Tab. 4 ukazuji, ze fluidizace membrany zpusobena depleci
cholesterolu se projevila jako zména mikrookoli DPH, kterou lze detekovat jako pokles
kratké (t1) i dlouhé (t2) komponenty doby Zivota excitovaného stavu DPH. Pokles obsahu
cholesterolu v membrané se dale projevil jako pokles hodnoty anizotropie v ¢ase 0 (rp)
i hodnoty anizotropie ve velmi dlouhém cCase (r.,). Rotacné-korelacni ¢as (¢) se vyznamné
nezménil. Snizeni hodnoty parametru uspoifadanosti S spojené se zvySenim hodnoty
konstanty Dy, lze povazovat za dusledek obecné chaotizace hydrofobni ¢asti membrany
a zvySeni mobility jejich komponent. Analyza parametri dynamické depolarizace byla

v souladu s vysledky ziskanymi méfenim rovnovazné anizotropie fluorescence DPH, rppy.
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5.4. Vliv deplece cholesterolu na signalni kaskadu 6-OR

Ke stanoveni vlivu B-cyklodextrinem (B-CDX) navozené deplece cholesterolu na
funk¢ni sprazeni mezi 6-OR a G proteiny tiidy Gi/G, byly pouzity bunky linie HEK293,
které stabilné exprimuji fizni protein mezi 5-OR a mutantou G;jla proteinu rezistentni viici

piisobeni pertussis toxinu, 8-OR-Gila (Cys>*-11e**Y) (Moon et al., 2001).

5.4.1. Vliv deplece cholesterolu na vazbu agonisty 6-OR

Vliv deplece cholesterolu na vazebné parametry 6-OR byl hodnocen s pomoci
saturaéni vazebné kiivky radioaktivng znadeného agonisty [CH]JDADLE. Vazebné
parametry byly stanoveny ve frakcich plazmatickych membran (PM) izolovanych z bun¢k
8-OR-Gjila (Cys*!-11e**')-HEK?293 podrobenych depleci cholesterolu v podminkéch in
vivo, které piedtim nebyly (Obr. 23A) nebo byly (Obr. 23B) vystaveny ptsobeni PTX.
Jak je patrné z kiivek a hodnot vazebnych parametri Bmax @ Ky uvedenych na Obr. 23,
deplece cholesterolu vyznamné neovlivnila ani celkovy pocet vazebnych mist pro
[*H]DADLE (Bma), ani afinitu vazby [PH]DADLE na receptor, kter4 je nepiimo umérna
hodnotam disocia¢ni konstanty (Kg). Ky je rovna koncentraci radioligandu, pii niZz je
obsazena polovina celkového mnozstvi vazebnych mist (Bmax). Tento vysledek byl obdrzen
jak pro kontrolni buiky (Obr. 23A), tak pro buriky vystavené pisobeni PTX (Obr. 23B).

O 0mM B-CDX A 20- O 0mM B-CDX PTX B

2.0
® 10 mM B-CDX I ® |0 mM B-CDX

o o
S S
= =
) )
£ €
o o
0.5 B-CDX Ka Bmax 0.5 B-CDX Kq Bmax
(mM) (nM) (pmol/mg) (mM) (nM) (pmol/mg)
0 1.2+0.2 1.8+0.1 0 1.0+£0.2 1.5+£0.1
10 1.3+0.2 1.9+0.1 10 1.2+0.2 1.5+0.1
00+——7T—T7 7 1 T T T T 00+——T——T T T T T T T
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 0O 2 4 6 8 10 12 14 16
[3H]DADLE (nM) [®H]DADLE (nM)

Obr. 23 Vazba agonisty [*H]DADLE - saturaéni vazebné k¥ivky

Vliv deplece cholesterolu na vazbu [*H]DADLE byl stanoven v PM izolovanych z bun¢k
linie 3-OR-Gjla (Cys®*-11e*))-HEK293, které nebyly (A) nebo byly (B) vystaveny
pusobeni PTX. Deplece cholesterolu byla provedena inkubaci zivych bun¢k s 10 mM
B-CDX po dobu 1 hodiny. Grafy pfedstavuji primér vazebnych kiivek ze téi nezavislych
méfeni. Uvedené hodnoty celkového poctu vazebnych mist (Bmax = SEM) a rovnovazné
disocia¢ni konstanty (K4 = SEM) byly vypocitany s pomoci programu GraphPad Prism4.
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5.4.2. Vliv deplece cholesterolu na schopnost 6-OR aktivovat G proteiny

Vliv deplece cholesterolu na schopnost 6-OR aktivovat G proteiny byl studovan
s pomoci vazby radioaktivné znac¢ené¢ho nehydrolyzovatelného analoga GTP, [3SS]GTPyS.
Podstatou této metody je stanoveni vysokoafinni vazby [3SS]GTPVS na Ga podjednotku
G proteinu, ktera je stimulovana vazbou agonisty na receptor. Bazalni a agonistou
(DADLE) stimulovana vazba [®S]GTPyS byla stanovena, podobn& jako v piipadé piimé
vazebné studie receptoru, v PM izolovanych z 8-OR-Gjla (Cys>>*-11e**!)-HEK293 bungk,
které nebyly (Obr.24A) nebo byly (Obr.24B) vystaveny pusobeni PTX. Deplece
cholesterolu byla provedena inkubaci obou typti bun¢k s 10 mM B-CDX po dobu 1 hodiny.
Inkubace s PTX byla provedena za ti¢elem inaktivace endogennich G proteint tiidy Gi/Go.

V piipad¢ PM izolovanych z kontrolnich bunék, tedy bunék, které nebyly
vystaveny ucinku PTX (Obr. 24A), mé¢la deplece cholesterolu za nasledek sniZeni bazalni
hodnoty vazby [*°S]GTPyS. Maximalni p¥irtstek agonistou stimulované vazby [*°S]GTPyS
viak vyznamné ovlivnén nebyl. SniZeni bazalni hodnoty vazby [**S]GTPyS nebylo
pozorovano v PM izolovanych z bunék, které byly vystaveny pusobeni PTX (Obr. 24B).
V tomto typu bunck rovnéZ nedoSlo ke snizeni maximalniho pfiristku agonistou
stimulované vazby [*°S]GTPyS.

Matematicka analyza kiivek ,,davka-odpoveéd™ (dose-response curves), ukazala, ze
deplece cholesterolu zptsobila zvyseni hodnot 50% efektivni koncentrace agonisty (ECsp)
o fad. Ke zvyseni hodnoty ECsq doslo jak v ptipadé PM izolovanych z kontrolnich bun&k
(Obr. 24A), tak v ptipadé buncék vystavenych piasobeni PTX (Obr. 24B). Deplece
cholesterolu tedy vyrazné snizila schopnost 3-OR aktivovat nejen endogenni G proteiny
tiidy GilGo, ale také kovalentng pripojeny Gila (Cys>-11e®*) protein. Z uvedenych
vysledki je zfejmé, ze optimalni spfazeni 3-OR s G proteinem nezavisi pouze na fyzické
interakci jednotlivych proteinti, ale rovnéZ na vlastnostech prostiedi, ve kterém se tato
interakce uskute¢nuje, Vv tomto piipadé tedy na struktufe membranové dvojvrstvy. Na

zéklad® téchto vysledkil byly vazebné studie 8-OR a Gjla (Cys*>*-11e**

) v membranach
izolovanych z bungk 8-OR-G;la (Cys*'-11e%")-HEK293 doplnény analyzou vlivu deplece
cholesterolu na biofyzikalni vlastnosti PM, kterd byla provedena s vyuzitim metod

fluorescenéni spektroskopie (kapitola 5.5).
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Obr. 24 Vazba [**S|GTPyS - kiivky divka-odpovéd’

Vliv deplece cholesterolu na schopnost 8-OR aktivovat G proteiny byl stanoven ve
frakcich PM izolovanych z bungk linie 8-OR-Gila (Cys>>!-lle®)-HEK?293, které nebyly
(A) nebo byly (B) vystaveny ptisobeni PTX. Deplece cholesterolu byla navozena inkubaci
zivych bunék s10 mM B-CDX po dobu 1hodiny. Grafy ptedstavuji pramér kiivek
davka-odpoveéd’ ze tii nezavislych méfeni. Uvedené hodnoty 50% efektivni koncentrace
agonisty (ECso = SEM) byly vypocitany s pomoci programu GraphPad Prism4.

5.5. VIliv deplece cholesterolu na biofyzikalni vlastnosti PM bunék

3-OR-Gjla (Cys®!-11e®)-HEK?293

Analyza vlivu deplece cholesterolu na biofyzikalni vlastnosti izolovanych PM byla
provedena spomoci fluorescen¢nich membranovych sond 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien
(DPH) aLaurdan, jejichz fluorescen¢ni parametry vypovidaji o stavu hydrofobni,
respektive hydrofilni oblasti PM (podrobné viz kapitoly 2.16 a 2.17). Stanoveni vlivu
deplece cholesterolu provedené v izolovanych plazmatickych membranach pomoci sond
DPH a Laurdan bylo dale rozsiteno o mikroskopickou analyzu plazmatické membrany v
zivych bunkach spomoci fluorescencnich analogii cholesterolu, 22- a 25-NBD-

cholesterolu.

5.5.1. Stanoveni vlivu deplece cholesterolu na biofyzikalni vlastnosti PM izolovanych
zbundk  8-OR-Gila (Cys*™-11e*')-HEK293 -  rovnoviind  anizotropie
fluorescence DPH
Stanoveni hodnot rovnovazné anizotropie fluorescence DPH (anizotropie, rppn)

bylo nejprve provedeno ve frakcich PM izolovanych z bunék podrobenych depleci
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cholesterolu v podminkach in vivo a PM izolovanych z kontrolnich bunék, které nebyly
vystaveny pusobeni PTX. Deplece cholesterolu byla v tomto pfipadé navozena inkubaci
bun¢k s 10 mM B-CDX. M¢ieni probihalo pii dvou rtznych teplotach, 20 °C a 40 °C
(Obr. 25A). Zatimco hodnoty anizotropie namétfené pii 20 °C se vzajemné téméf nelisily,
hodnoty naméfené v jednotlivych typech PM pii 40 °C odlisné byly. Hodnota anizotropie
naméfend v PM z bun¢k podrobenych depleci cholesterolu (rppy = 0,114 + 0,007) byla
vyrazné nizsi nez hodnota anizotropie v PM kontrolnich bunék (rppy = 0,151 £ 0,005).
Jelikoz je anizotropie fluorescence DPH nepiimo umérné fluidit¢ membrany,
z naméfenych hodnot rppy tedy vyplyva, ze deplece cholesterolu zptsobila vyrazné
zvySeni membranové fluidity. Vliv deplece cholesterolu na fluiditu membrany byl plné
reverzibilni, nebot hodnoty anizotropie DPH naméfené ve frakcich PM izolovanych
z bunék podrobenych repleci cholesterolu (rppy = 0,156 £ 0,005) se shodovaly s hodnotami
anizotropie ve frakcich PM izolovanych z kontrolnich bunék. Obohaceni bunék
cholesterolem naopak zplsobilo vyznamné zvySeni hodnoty anizotropie DPH

(ropn = 0,184 £ 0,014), coz pro zménu vypovida o snizeni membranové fluidity.

C—Jkontrola A 1 —O— kontrola B
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Obr. 25 Rovnovazna anizotropie fluorescence DPH - vliv deplece cholesterolu

(A) Stanoveni rovnovazné anizotropie DPH bylo provedeno ve frakcich PM izolovanych
zbundk  8-OR-Gila (Cys™-11e*')-HEK293  podrobenych  manipulaci  obsahu
membranového cholesterolu: B-CDX (deplece), f-CDX+chol (replece), chol (obohaceni
cholesterolem). Hodnoty uvedené v grafu piedstavuji primérnou rppy = SEM ze tii
nezéavislych méfeni. Statistickd analyza byla provedena s pomoci neparového Studentova
t-testu (*, p<0,05; **, p<0,01). (B) Zavislost rppy Na depleci cholesterolu v podminkach in
vitro byla stanovena ve frakcich PM izolovanych z kontrolnich bun¢k a bun¢k vystavenych
pusobeni PTX. Méfeni probihalo pii 25 °C. Hodnoty uvedené v grafu predstavuji
prumérnou rppy = SEM ze tii nezavislych méfeni.
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Vysvétlenim absence rozdilu mezi hodnotami anizotropie DPH naméfenymi pfi
20 °C by mohla byt skutecnost, Ze tato teplota je zna¢né vzdalena kultivacni teploté bunck
(37 °C), pii které byly v tomto piipadé rovnéz provedeny zmény v obsahu membranového
cholesterolu. Teplota méteni 40 °C je naproti tomu kultivacni teploté velmi blizka.
Hodnoty anizotropie namétené pfi této teploté tedy 1épe vypovidaji o fluidité PM zivych
bun¢k. Obsah membranového cholesterolu je na druhou stranu pouze jednim z nékolika
faktorti ovliviiujicich fluiditu membrany. Fluiditu membrany vyznamné ovliviiuje i teplota
prostiedi, jejiz vliv je z naméfenych hodnot anizotropie také patrny. Hodnoty anizotropie
naméiené pii 20 °C byly totiz obecné vyssi nez hodnoty anizotropie namétené pii 40 °C.
Ackoliv je fluidita membrany vyslednici kombinace plsobeni vice faktoril, za urcitych
podminek muize mit né€ktery z nich vétsi vliv nez ostatni. Absenci rozdilu mezi hodnotami
anizotropie DPH namétenymi pii 20 °C by za tohoto piedpokladu bylo mozné vysvétlit
tak, ze vliv teploty prostiedi na membranovou fluiditu v tomto piipadé prevazuje nad
vlivem obsahu membranového cholesterolu. Vysledky biochemického stanoveni
cholesterolu v izolovanych PM totiz prokazaly, Ze deplece cholesterolu (10 mM B-CDX,
1 hodina) zptisobila pokles obsahu membranového cholesterolu o 30 %.

Stanoveni hodnot rovnovdzné anizotropie DPH bylo nasledné¢ provedeno ve
frakcich PM izolovanych z bungk, které pied sklizenim nebyly (kontroly) nebo byly
inkubovany s PTX. V téchto preparatech bylo provedeno stanoveni zavislosti Ippy Na
depleci cholesterolu v podminkach in vitro (Obr.25B). Deplece cholesterolu byla
navozena inkubaci frakci PM se zvysujici se koncentraci B-CDX (0, 2,5, 5 a 10 mM) pfii
teplot¢ 25°C. Meéfeni anizotropie probihalo rovnéz pii teploté¢ 25 °C (Obr. 25B).
Naméfené hodnoty rppy potvrdily fluidizacni ucinek snizeni obsahu membranového
cholesterolu stanoveny ve frakcich PM izolovanych zbungk, které byly depleci
cholesterolu podrobeny v podminkach in vivo. Deplece cholesterolu navozena inkubaci
PM s 10 mM B-CDX zpusobila v obou typech membran srovnatelny pokles hodnot rppp.
Ve frakcich PM izolovanych z kontrolnich bun€k klesla hodnota rppy z 0,214 £+ 0,001
(O mM B-CDX) na 0,190 £ 0,002 (10 mM B-CDX). Hodnota rppy Ve frakcich PM
izolovanych z bungk, které byly inkubovany s PTX klesla z 0,184 + 0,002 (0 mM B-CDX)
na 0,158 £+ 0,003 (10 mM B-CDX).

Celkové nizsi hodnoty rppn namétené ve frakcich PM izolovanych z bunék, které
byly vystaveny ptisobeni PTX naznacuji, ze tento toxin ma kromé svého specifického vlivu

(ADP-ribosylaci navozena inaktivace G proteini tiidy Gi/G, proteini) jesté efekt
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nespecificky - ptisobi nepfiznivé na celkovy bunéény metabolizmus. Dokladem toho byla
030 % niz8i koncentrace proteinii v builkkdch vystavenych plisobeni PTX stanovena
vV mnozstvi bunék shodném s kontrolnimi buiitkami. Vzhledem k této skutecnosti byly pro
nasledujici experimenty pouzity jiz pouze frakce PM izolované z kontrolnich bunék.

Pro podrobnou dokumentaci rozdilu mezi PM izolovanymi z kontrolnich bunék
a bun¢k vystavenych ucinku PTX je uvedena zavislost rppy na rostouci teploté méteni
(Obr. 26). ZvySeni teploty snizuje hodnoty rovnovazné anizotropic fluorescence DPH.

Rozdil mezi obéma typy preparatii vsak ziistava zachovan v celé teplotni Skale mezi 15 °C

a b5 °C.
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Obr. 26 ZvySeni teploty sniZuje hodnotu rovnovazné anizotropie DPH - rozdil £+ PTX
Vliv teploty méfeni na rppy byl stanoven ve frakcich PM izolovanych z kontrolnich
8-OR-Gila (Cys*!-11e**))-HEK?293 bun&k a z bun&k vystavenych ptsobeni PTX. Grafy
znazoriuji zavislost hodnoty rppy na teploté méteni (A) a zavislost pfirozeného logaritmu
l'opy na prevracené hodnoté absolutni teploty, tzv. Arrheniovo vyneseni (B). Uvedené
hodnoty ptedstavuji primérnou rppy = SEM ze tii nezavislych métenti.
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5.5.2. Stanoveni vlivu deplece cholesterolu na biofyzikalni vlastnosti PM izolovanych

z bunék 8-OR-Gila (Cys®¥-11e*Y)-HEK?293 - asové rozliSend fluorescence

a anizotropie fluorescence DPH

Méfeni rovnovazné anizotropie fluorescence DPH bylo rozsifeno 0 Stanoveni
Casove rozliSenych parametra fluorescence a anizotropie fluorescence DPH, které poskytlo
mnohem detailnéj$i informace o vlivu deplece cholesterolu na membranovou fluiditu
a strukturni usporadani hydrofobni oblasti PM. Deplece cholesterolu byla v tomto piipadé
navozena Vv podminkach in vitro, tedy inkubaci PM izolovanych z kontrolnich bun¢k se
zvysujici se koncentraci B-CDX (0, 2,5, 5 a 10 mM). M¢feni anizotropie probihalo pii
teplotd 25 °C. Casové rozlisené parametry byly ziskany analyzou naméfenych dat s pomoci
matematickych vypoéta uvedenych v metodach (kapitola 4.9).

Vlivem deplece cholesterolu doslo ke zkraceni primérné doby Zivota excitované¢ho
stavu DPH (1, lifetime). Hodnota T DPH zavisi na polarité prostiedi, pficemz se zvySujici
se polaritou prostiedi dochazi k jejimu zkraceni. Jelikoz deplece cholesterolu méla na
T DPH pfesné tento ucinek, lze ptedpokladat, Ze hydrofobni oblast membrany se tim
padem stala ptistupnéj$i pro polarni molekuly vody. Toto zjisténi je v naprostém souladu
se skutecnosti, ze pfitomnost cholesterolu v membrané snizuje propustnost membrany pro
polarni molekuly azvySuje tak hydrofobnost membranové dvojvrstvy. Deplece
cholesterolu dale zpusobila pokles hodnot anizotropie v €ase 0 (ro, limitni anizotropie)
a anizotropie ve velmi dlouhém ¢ase (r., rezidualni anizotropie), a rovnéz pokles hodnoty
parametru uspofadanosti S (S-order parameter). Hodnota difuzné-rotaéni konstanty (Dy)
naopak vzrostla. Posledni dva zminéné parametry slouZi k popisu rota¢niho pohybu DPH
Vv membrané, pticemz D,, popisuje rychlost rotace sondy a S vypovida o rozsahu tohoto

pohybu. Hodnoty jednotlivych parametri jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab.5 Parametry ¢asové rozliSené fluorescence a anizotropie fluorescence DPH
vV buiikdch 3-OR-Gila (Cys>-11e**!)-HEK?293

T, prumérna doba Zivota excitovaného stavu (lifetime); ro, limitni anizotropie; r.., rezidualni
anizotropie; ¢, rotacné korelacni cas; S, S-order parameter; D,,, difuzné-rota¢ni konstanta

B-CDX (mM) 1 (ns) ro re o(s) S  Dy(ns?
0 961 0295 0,121 44 068 0,028
2,5 937 0282 0,05 47 064 0,030
5 899 0280 009 44 061 0,032
10 841 0279 009 43 058 0,037
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5.5.3. Stanoveni vlivu deplece cholesterolu na biofyzikalni vlastnosti PM izolovanych
z bunék 8-OR-Gjla (Cys*!-11e®")-HEK?293 - generalizovand polarizace sondy
Laurdan
Vliv deplece cholesterolu navozené inkubaci izolovanych PM se zvySujici se

koncentraci B-CDX (0, 2,5, 5 a 10 mM) na hydrofilni oblast membranové dvojvrstvy

tvotené polarnimi hlavickami molekul fosfolipidii byl analyzovan s pomoci generalizované
polarizace (GP) sondy Laurdan. Inkubace membran s B-CDX probihala pii teploté 25 °C.

Meéieni probihalo pii dvou riiznych teplotach, 25 °C a 40 °C.

Deplece cholesterolu zptsobila zménu tvaru emisniho spektra sondy Laurdan
meéfeného pii excitacni vinové délce 370 nm, kterd se projevila jako pokles intenzity
fluorescence pii vlnové délce 440 nm anarist intenzity fluorescence pii vinové délce
490 nm (Obr. 27A). Hodnota excita¢ni GP, ktera byla vypocitana z intenzit fluorescence
pii 440 a 490 nm pro excitaéni vlnovou délku 370 nm (excGP*"
cholesterolu z 0,29 na 0,09 (méfeno pii 25 °C) a z 0,12 na -0,02 (méteno pti 40 °C). Vliv

) klesla vlivem deplece

deplece cholesterolu na excGP®"°

znazoriuje Obr. 27B.

Dalsi informace byly ziskany pomoci vypoctu smérnice jednotlivych excitacnich
(GPexcS) 1 emisnich GP spekter (GPemS), jejichz zavislost na koncentraci B-CDX
znazornuje Obr. 27C. Vysledek tohoto typu analyzy ukazuje, Zze deplece cholesterolu
nezpusobila zadny jasné detekovatelny fazovy piechod. GPemS se zvySujicimi se
koncentracemi [B-CDX pozvolna stoupala a GPeyS paralelné klesala. Tento typ
symetrickych, recipro¢nich zavislosti GPenS a GPexcS na koncentraci B-CDX, které byly
stanoveny pii obou teplotach méfeni, naznacuje, ze deplece cholesterolu méla za ndsledek
zvySeni polarity hydrofilni oblasti membranové dvojvrstvy doprovazené zvySenou
pohyblivosti lipidovych molekul membrdany. Zménu polarity lze vtomto pfipadé
pfisuzovat navySeni poc¢tu molekul vody v hydrofilni oblasti membranové dvojvrstvy,
které mohou diky sniZeni obsahu membranového cholesterolu snaze pronikat do

membrany. Z tohoto diivodu se uroven polarity hydrofilni oblasti membranové dvojvrstvy

zjisténa prostiednictvim GP sondy Laurdan popisuje v terminech hydratace.
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Obr. 27 Generalizovana polarizace sondy Laurdan - vliv rostouci koncentrace
B-CDX

Stanoveni generalizované polarizace (GP) sondy Laurdan bylo provedeno ve frakcich PM
izolovanych z kontrolnich bungk §-OR-G;la (Cys®*-11e®*!)-HEK?293. Deplece cholesterolu
byla provedena v podminkach in vitro, tedy inkubaci izolovanych PM s B-CDX (0, 2,5, 5
a 10 mM), ktera probihala po dobu 1 hodiny pii teploté 25 °C.

A) Zavislost tvaru emisniho spektra sondy Laurdan na koncentraci p-CDX. Emisni spektra
byla méfena pfi fixni excitacni vinové délce 370 nm a teploté 25 °C.
B) Zavislost excitaéni GP pro vlnovou délku excitace 370 nm (excG
B-CDX. Méfeni probihalo pfi 25 °C (m) a 40 °C (0).

C) Zavislost smérnice excitaénich (GPexcS, leva osa y) a emisnich GP (GPemS, prava
osay) spekter sondy Laurdan na koncentraci p-CDX. Uvedené hodnoty excGP*"® (B),
GPexcS a GPenS (C) piedstavuji primérné hodnoty + SEM ze tii nezavislych méfeni.

P*") na koncentraci
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5.5.4. Stanoveni vlivu deplece cholesterolu na biofyzikilni vlastnosti PM Zivych
bunék 8-OR-Gila (Cys®!-11e*')-HEK?293 - detekce intenzity fluorescence
a polarizace fluorescencnich sond 22- a 25-NBD-cholesterolu s pomoci
konfokalni fluorescencéni mikroskopie
Analyza vlivu deplece cholesterolu na biofyzikalni vlastnosti izolovanych

plazmatickych membran bungk 3-OR-Gila (Cys®'-1le**!

)-HEK293 s pomoci rovnovazné
a dynamické depolarizace fluorescence DPH (kapitoly 5.5.1 a 5.5.2) a metody
generalizované polarizace sondy Laurdan (kapitola 5.5.3) prokazala, ze deplece
cholesterolu zasadnim zpiisobem ovlivnila organizaci membranové dvojvrstvy PM. Tato
analyza vSak byla provedena na izolovanych preparatech plazmatickych membran, tedy
V podbunééném systému po homogenizaci, zaniku intaktni struktury bunék.

Dalsim cilem nasi prace proto bylo charakterizovat depleci cholesterolu navozené
zmény v distribuci a organizaci molekul cholesterolu v membranach zivych bunék.
K tomuto ucéelu byly pouzity fluorescen¢ni analogy cholesterolu, fluorescenéni sondy
22- a 25-NBD-cholesterol. Distribuce a fluorescen¢ni parametry téchto sond Vv ramci
membréanovych struktur Zivych 8-OR-Gila (Cys*>!-11e%')-HEK293 bunsgk byly stanoveny
prostiednictvim konfokalni laserové skenovaci mikroskopie (Confocal Laser Scanning
Microscopy, CLSM), detekce doby Zivota excitovaného stavu (Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy, FLIM) a dynamické depolarizace téchto sond.

Fluorescencnich analogli cholesterolu existuje celd fada (Gimpl a Gehrig-Burger,
2011; Wiistner, 2007). Mistem pfipojeni fluoroforu je bud hydroxylova skupina
v pozici 3B, nebo postranni alkylovy fetézec nachazejici se na opaéném konci sterolového
jaddra molekuly cholesterolu. Hydroxylova skupina mé naprosto zasadni vyznam pro
spravnou funkci cholesterolu (viz kapitolu 2.10). Ztohoto davodu byly ke studiu

membréanovych struktur Zivych 8-OR-Gila (Cys>>-11e®*

)-HEK?293 bungk zvoleny analogy
22- a 25-NBD-cholesterol, které maji fluorofor (NBD) pfipojeny k postrannimu
alkylovému fetézci. Struktura molekul 22-a25-NBD-cholesterolu je uvedena na

nasledujicim obrazku (Obr. 28).
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Obr. 28 Struktura fluorescen¢nich analogi cholesterolu

A) 22-NBD-cholesterol, B) 25-NBD-cholesterol
(ptevzato z prace Loura a Ramalho, 2011 a upraveno)

Buiiky 8-OR-Gijlo (Cys>!-11e%*Y)-HEK293 byly za tgelem stanoveni vlivu deplece
cholesterolu na distribuci a organizaci molekul cholesterolu nejprve oznaceny
fluorescenénich analogem, tj. 22- nebo 25-NBD-cholesterolem, a teprve poté inkubovany
s 10 mM B-CDX. Distribuce intenzity fluorescen¢niho signalu v zivych bunikach byla
pozorovana s pomoci CLSM.

Fluorescencni signal 22-NBD-cholesterolu byl pfitomen v plazmatické membrané
I V nitrobunécnych membranovych strukturach, a to jak v ptipadé kontrolnich bunék, tak
v ptipadé¢ bunck podrobenych depleci cholesterolu. Jak je patrné z mikroskopickych
snimki  (Obr.29A,B) i zvysledki kvantifikace celkové intenzity fluorescence
(Obr. 29C), deplece cholesterolu zpusobila vyrazny pokles intenzity fluorescence
22-NBD-cholesterolu. Srovnatelny pokles celkového fluorescenéniho signalu po depleci
cholesterolu byl zaznamenan iV ptipadé bun€k znacenych 25-NBD-cholesterolem. To
znamena, ze molekuly 22- i 25-NBD-cholesterolu byly ucinné odstranény
B-cyklodextrinem. Mira poklesu intenzity fluorescence byla srovnatelna s mirou poklesu
obsahu cholesterolu v bunééném homogenatu, ktery byl stanoven biochemicky
(Obr. 29D). Kvantifikace fluorescen¢niho signalu 22-NBD-cholesterolu piitomného

Vv plazmatické membrané a cytoplazmé ukazala, Ze vétSina celkového bunécného signélu
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(65 + 3 %) pochazela z nitrobunéénych membranovych struktur a ze deplece cholesterolu

tento pomér rozlozeni signalu neovlivnila (Obr. 29E).
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Obr. 29 Konfokalni mikroskopie Zivych bunék 8-OR-Gjla (Cys®*-1le*)-HEK293
znacenych 22-NBD-cholesterolem — vliv deplece cholesterolu

Uvedené snimky predstavuji typické mikroskopické snimky kontrolnich bunék (A) a bunék
inkubovanych s 10 mM B-CDX (B). Grafy znazoruji vysledky kvantitativni analyzy
celkového signalu 22-NBD-cholesterolu (C) a jeho zastoupeni v PM a cytoplazmé (E).
Hodnoceno bylo 20 kontrolnich a 16 ovlivnénych bunék. Biochemické stanoveni obsahu
bunééného cholesterolu bylo provedeno v homogenatu z kontrolnich a ovlivnénych bunék
(D). Hodnoty piedstavuji primér + SEM ze tii nezavislych méteni. Statisticka analyza byla
provedena s pomoci neparového Studentova t-testu (**, p<0,01; ***, p<0,001).
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Vliv deplece cholesterolu na fluorescencni parametry 22- a 25-NBD-cholesterolu
inkorporovanych v Zivych buiikach 8-OR-Gjla (Cys®!-1le**!)-HEK?293 byl dale studovan
metodou FLIM, ktera umozfiuje urCeni hodnoty doby zivota excitovaného stavu (t)
fluoroforu v kazdém bod¢ (pixelu) mikroskopického snimku. Doba Zivota excitovaného
stavu fluoroforu je obecné citliva ke zménam prostiedi, ve kterém se fluorofor nachazi.
Snizeni doby zivota nastava v podminkéach zvyseni polarity okolniho prostiedi a naopak.

Primémé hodnoty T vramci celé bunky (Twi), plazmatické membrany (Tpm)
a cytoplazmy (ti) byly stanoveny matematickou analyzou mikroskopickych snimku
pofizenych metodou FLIM, prostiednictvim které byly pro kazdy pixel hodnoceného
snimku zrekonstruovany kiivky dohasinani fluorescence, ze kterych byly nasledné
vypoéitany hodnoty t. Zhodnot uvedenych v Tab.6, je ziejmé ze ani jedna ze
stanovenych hodnot T 22-NBD-cholesterolu nebyla depleci cholesterolu vyznamné
ovlivnéna (Obr. 30). Naproti tomu, zména hodnot T 25-NBD-cholesterolu byla vysoce
signifikantni (Obr. 31). SniZeni obsahu cholesterolu v buiikich 3-OR-Gilo (Cys**!-11e**Y)
-HEK?293 zptsobilo vysoce signifikantni pokles pramérné doby Zivota excitovaného stavu
V celém bunééném objemu (Twt) 25,1 = 0,1 ns (kontroly) na 4,4 + 0,1 ns, **, p < 0.01
(Tab. 6). K podobné vyznamnému poklesu doslo také v piipadé hodnot t prislusejicich

plazmatické membrané (Tpm) & nitrobunéénému prostoru (Tin).
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Obr. 30 Vliv deplece cholesterolu na distribuci jednotlivych hodnot doby Zivota
excitovaného stavu (tr) 22-NBD-cholesterolu v Zivych 8-OR-Gila (Cys®-11e*)-
HEK293 buiikach — studie FLIM

Grafické znazornéni distribuce cetnosti hodnot T 22-NBD-cholesterolu v oblasti celé
buiiky. Z cetnosti jednotlivych hodnot T shromdzdénych ze 17 kontrolnich (o) a 17
ovlivnénych bunék (e) byly nejprve vypocitany primérné hodnoty, které byly nasledné
normalizovany a jsou v grafu vyneseny jako % maximalni primérné hodnoty.
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Obr. 31 Vliv deplece cholesterolu na distribuci jednotlivych hodnot doby Zivota
excitovaného stavu (1) 25-NBD-cholesterolu v Zivych 8-OR-Gila (Cys®*-11e*%)-
HEK?293 buiikach - studie FLIM

Grafické znazornéni distribuce Cetnosti hodnot T 25-NBD-cholesterolu v oblasti celé
buiiky. Z cetnosti jednotlivych hodnot T shromdzdénych ze 17 kontrolnich (o) a 17
ovlivnénych bunék (e) byly nejprve vypocitdny prumérné hodnoty, které¢ byly nésledné
normalizovany a jsou v grafu vyneseny jako % maximalni primérné hodnoty.

Tab. 6 Doba Zivota excitovaného stavu (t) fluorescencnich analogii cholesterolu

Z Cetnosti jednotlivych hodnot T 22- a 25-NBD-cholesterolu pro oblast celé bunky, které
byly shromazdény ze 17 kontrolnich a 17 ovlivnénych bunék (+ B-CDX), byly nejprve
vypoditany primérné hodnoty. Timto zpisobem byly stanoveny pramérné hodnoty T
22- a 25-NBD-cholesterolu, jejichz ¢etnost byla nejvyssi v ramci oblasti celé buiiky (Tior).
Stejnym zptisobem byly nasledné stanoveny pramérné hodnoty T pro oblast plazmatické
membrany (Tpm) a pro oblast cytoplazmy (tin).

Tiot £ SEM (nS)  Tin £ SEM (nS)  tpm = SEM (ns)
22-NBD-cholesterol

kontrola 49+0,1 52+0,1 5,4+0,1

+ B-CDX 48+0,1 5,1+0,1 5,2+0,1
25-NBD-cholesterol

kontrola 5,1+0,1 5,4+0,1 5,5+0,1

+ B-CDX 44+0,1 44+0,1 45+0,1
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Piekvapivé, pokles hodnot doby zivota 25-NBD-cholesterolu byl provazen
vzestupem anizotropie fluorescence této sondy, zatim co anizotropie 22-NBD-cholesterolu

se nezménila (Tab. 7).

Tab.7 Anizotropie fluorescence 22- a 25-NBD-cholesterolu v Zivych buiikach
8-OR-Gila (Cys>™-11e*!)-HEK293

Hodnota anizotropie fluorescence 22- a 25-NBD-cholesterolu byla nejprve stanovena pro
kazdy pixel snimku dané bunky. Nésledn¢ byla z hodnot anizotropie shromazdénych
pro jednotlivé soubory analyzovanych bunék (kontrola, + B-CDX) vypocitana pramérna
hodnota anizotropie (ryt). Hodnoty rezidualni anizotropie (rinf) a rotaéné korelacniho
Casu (¢ror) byly stanoveny fitovanim a naslednym primérovanim hodnot téchto parametra
ziskanych pii dekonvolu¢ni analyze kiivek vyjadiujicich pokles anizotropie v case
(dynamicka depolarizace).

ot £ SEM linf £ SEM Ot £ SEM (ns)
22-NBD-cholesterol
kontrola 0,099 + 0,002 0,083 + 0,012 1,31+0,31
+ B-CDX 0,100 +0,002 0,093 + 0,011 1,14 +0,39
25-NBD-cholesterol
kontrola 0,076 = 0,002 0,061 £0,010 1,52+ 0,29
+ B-CDX 0,085+0,003 0,073 +0,009 1,65 + 0,24

Vysvétleni tohoto piekvapivého nalezu jsme ziskali na zdklad€é nésledujici tvahy.
Vzestup anizotropie fluorescence 25-NBD-cholesterolu (vlivem deplece cholesterolu) je
zpusoben snizenim hodnoty Tit, nebot” anizotropie je zavisla na poméru mezi dobou zivota
excitovaného stavu (t) a rotacné korelacnim ¢asem (¢) dané sondy. Tuto zavislost

vyjadfuje vztah:
r=_o
1+7/¢

Jelikoz se vlivem deplece cholesterolu hodnota ¢ pro 25-NBD-cholesterol

vyznamné nezménila (Tab. 7), pokles primérmé hodnoty doby zivota excitovaného stavu

25-NBD-cholesterolu v celé buiice (Tt) zpusobil vzestup hodnoty anizotropie ri .
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Schopnost 25-NBD-cholesterolu odrazet depleci cholesterolu navozené zmény
Vv organizaci komponent bunénych membran je dana jeho strukturou. Fluorofor (NBD
skupina) molekuly 25-NBD-cholesterolu je totiz ke sterolovému jadru pfipojen del§im
uhlovodikovym fetézcem nez v piipadé 22-NBD-cholesterolu (Obr. 28). NBD skupina
molekuly 25-NBD-cholesterolu je =zfejmé zanofena hloubé&ji v hydrofobni z6né
membranové dvojvrstvy, tedy v méné polarnim prosttedni, nez NBD skupina molekuly
22-NBD-cholesterolu. Hodnoty Ty stanovené v kontrolnich buikach, tedy 5,1 +0,1 ns
(25-NBD-cholesterol) a 4,9 +0,1 ns (22-NBD-cholesterol), tuto teorii potvrdily. Jak jiz
bylo feceno vyse, doba zivota excitovaného stavu (t) fluoroforu je citlivd k podminkdm
prostiedi, ve kterém se fluorofor nachdzi. Pro zménu polarity bezprostiedniho okoli
fluoroforu plati, ze se zvysujici se polaritou prostfedi hodnota T fluoroforu klesa. Pokles
hodnot Tiwt, Tpm 1| Tin zpUsobeny depleci cholesterolu z bunék 3-OR-Gila (Cys351-lle351)
-HEK293 znacenych 25-NBD-cholesterolem (Tab. 6) Ize tedy interpretovat jako zvyseni
polarity hydrofobni zény membrdanové dvojvrstvy. Toto zjisteni je v souladu s vysledky
ziskanymi  analyzou izolovanych plazmatickych ~membran s pomoci  hydrofobni
membranové sondy DPH. Hodnota doby Zivota excitovaného stavu DPH byla depleci
cholesterolu rovnéz snizena.

Vliv strukturni organizace membranové dvojvrstvy na fluorescencni parametry
22- a 25-NBD-cholesterolu byl v posledni c¢asti nasi prace stanoven Vv modelovych
membranovych systémech. Zvolenym typem modelovych membran byly velké
unilamelarni vacky (Large unilamelar vesicles, LUV) tvoifené bud samotnym
dimyristoylfosfatidylcholinem (DMPC), nebo smési DMPC (65 mol%) s cholesterolem
(35 mol%). LUV o tomto lipidovém slozeni byly zvoleny zdmérné, aby bylo mozné
provést meéfeni modelovych membran pfi stejné teploté, jako méteni zivych bungk, tedy pii
37 °C (Obr. 32). Lipidy v umélych membranovych vaccich 0 uvedeném slozeni totiz pii
této teploté mohou existovat ve dvou riznych fazich. LUV obsahujici samotny DMPC
existuji ve fazi Ly (liquid disordered), zatimco LUV obsahujici smés DMPC a cholesterolu
existuji ve fazi L, (liquid ordered). Oznaceni téchto fazi odrazi organizaéni vliv (ordering

effect) molekul cholesterolu na molekuly fosfolipida.
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Slozky: 1) DMPC, 2) cholesterol, 3) H20
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Obr. 32 Fazovy diagram smési DMPC/cholesterol
(pfevzato z prace Almeida et al., 1992 a upraveno)

Vysledky analyzy LUV znacenych 22- nebo 25-NBD-cholesterolem s pomoci
rovnovazné a Casové rozliSené fluorescenéni spektroskopie jsou uvedeny v Tab.8a?9.
Excita¢ni i emisni maximum, stejné jako hodnota primémé doby Zivota excitovaného
stavu (tn), 22-NBD-cholesterolu byly k fazovému stavu lipid LUV necitlivé. V ptipadé
25-NBD-cholesterolu byly vSak tyto parametry fazovym stavem lipidd LUV ovlivnény
vyznamng. VInova délka emisniho i excitaéniho maxima 25-NBD-cholesterolu pfitomného
v lipidovych vaccich ve fazi Ly byla vyrazné delsi nez v lipidovych vaccich ve fazi L,.
Hodnota pramérné doby zivota excitovaného stavu (tg) 25-NBD-cholesterolu ptitomného
v LUV ve fazi Ly byla mnohem nizsi nez hodnota v LUV ve fazi L,. Fazovy stav LUV m¢l
vliv i na hodnoty anizotropie fluorescence 25-NBD-cholesterolu (Tab. 8 a 9). Hodnoty
rovnovazné (rg) i ¢asove rozliSené anizotropie fluorescence (I a r.) 25-NBD-cholesterolu
v LUV ve fazi Lg byly vyssi nezZ hodnoty naméfené v LUV ve fazi L,. Rotacné korelacni
Cas (¢) fazovym stavem LUV ovlivnén nebyl. Vysledky méfeni na modelovych
membranovych systémech proto byly v souladu s chovanim 22- a 25-NBD-cholesterolu
v membréanach Zivych 8-OR-Gjla (Cys>-11e**!)-HEK293 bunek (Tab. 6 a 7).
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Tab. 8 Rovnovazné parametry fluorescence a anizotropie fluorescence 22- a 25-NBD-
cholesterolu v umélych lipidovych vaccich (LUV)

Stanoveni rovnovaznych parametri fluorescence a anizotropie fluorescence sond
22- a 25-NBD-cholesterolu v LUV, které byly pfipraveny bud’ ze samotného DMPC
(Lyfaze), nebo ze smési DMPC/cholesterol v poméru 65:35 mol% (L, faze), bylo
provedeno pii 37 °C. ke, excitatni maximum; Aem, emisni maximum; relativni intenzita,
intenzita fluorescence normalizovana podle celkové intenzity 22-NBD-cholesterolu
stanovené v LUV ve fazi Ly; r's;, rovnovazna anizotropie

relativni

doc (M) Ren (M) 4 07ita Fs
22-NBD-cholesterol
Ly faze 472 540 1,00 0,138
L, faze 473 539 0,04 0,206
25-NBD-cholesterol
Ly faze 475 530 0,59 0,174
L, faze 460 520 0,43 0,112

Tab. 9 Casové rozliSené parametry fluorescence a anizotropie fluorescence 22- a 25-
NBD-cholesterolu v umélych lipidovych vaécich (LUV)

Me¢teni Casoveé dynamickych parametri fluorescence a anizotropie fluorescence sond
22- a 25-NBD-cholesterolu v LUV, které byly pfipraveny bud’ ze samotného DMPC
(Ly faze), nebo ze smési DMPC/cholesterol v poméru 65:35 mol% (L, faze), bylo
provedeno pii 37 °C. tg, primérna doba zivota excitovaného stavu (lifetime); ro, limitni
anizotropie; r., rezidualni anizotropie; ¢corr, prumérny rota¢né korelaéni cas

7 (NS) o o dcorr (NS)
22-NBD-cholesterol
Lq faze 6,19 0,281 0,065 7,61
L, faze 6,66 0,264 0,119 8,10
25-NBD-cholesterol
Lq faze 2,02 0,273 0,080 6,02
L, faze 4,47 0,262 0,062 6,11
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5.6. Vliv deplece cholesterolu na internalizaci 6-OR

Tato Cast experimentalniho programu byla uskutecnéna v ramci zahrani¢ni staze
Vv laboratofi Prof. M. Parentiho (University of Milano-Bicocca, Italy). Stanoveni vlivu
B-cyklodextrinem navozené deplece cholesterolu na internalizaci 6-OR bylo provedeno ve
fixovanych preparatech bun¢k linie HEK293T ptfechodné exprimujicich variantu 6-OR
nesouci na svém extracelularné¢ umisténém N-konci antigenni epitop FLAG (FLAG-6-OR).
Pro srovnani byl stanoven vliv deplece cholesterolu na internalizaci oxytocinového
receptoru (OTR). Ktomuto ucelu byly pouzity bunky linie HEK293T piechodné

exprimujici variantu OTR nesouci na N-konci antigenni epitop Myc (Myc-OTR).

5.6.1. Srovnani vlivu deplece cholesterolu na internalizaci opioidniho receptoru typu
delta (FLAG-6-OR) a receptoru pro oxytocin (Myc-OTR)

Inkubace bun¢k se samotnym [B-CDX vyvolala internalizaci FLAG-56-OR
(Obr. 33A). Mnozstvi receptoru internalizovaného timto zptsobem odpovidalo ptiblizné
40 % receptoril internalizovanych plsobenim samotného agonisty (DADLE). V pfipadé
bun¢k inkubovanych sroztokem obsahujicim DADLE i1 B-CDX bylo mnoZzstvi
internalizovanych receptori vyznamné niz$i neZ mnozstvi receptor internalizovanych
pusobenim samotného DADLE. Deplece cholesterolu tedy negativné ovlivnila agonistou
navozenou internalizaci FLAG-5-OR. Vysvétleni by mohlo byt nasledujici. Internalizace
agonistou okupovanych 8-OR se odehrava prostiednictvim klatrinovych vacku, jejichz
formovani a odStépovani od PM se ukédzalo byt naruseno depleci cholesterolu
z plazmatické membrany (Subtil et al., 1999; Rodal et al., 1999). Zpusob, jakym doslo
k internalizaci FLAG-3-OR vyvolané pusobenim samotného B-CDX, je tak s nejvétsi
pravdépodobnosti odlisny a podporuje predstavu, ze samotné naruSeni integrity bunécné
membrany navozuje samovolnou internalizaci 3-OR.

V piipadé Myc-OTR byla situace odlisnd. Deplece cholesterolu nevyvolala
internalizaci Myc-OTR a navic zcela potlacila oxytocinem (OT) navozenou internalizaci
receptoru (Obr. 33B). Tento vysledek je v souladu se skute¢nosti, Zze funkce OTR zavisi na
obsahu membranového cholesterolu. Pfitomnost ur¢itého mnozstvi cholesterolu v PM je
nezbytnou podminkou pro vysokoafinni vazbu ligandu na OTR (Klein a Fahrenholz, 1994;
Klein et al., 1995; Gimpl et al., 1997). Cholesterol navic chrani receptor pied tepelnou

denaturaci (Gimpl et al., 2000). Deplece cholesterolu ma tedy na funkci OTR jednoznacné
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negativni vliv a proto neni s podivem, Ze zapfiCinila neschopnost oxytocinu vyvolat

internalizaci Myc-OTR.
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Obr. 33 Vliv deplece cholesterolu na internalizaci 6-OR a OTR

Bunky ptechodné exprimujici FLAG-3-OR (A) nebo Myc-OTR (B) byly nejprve
inkubovany s primarnimi protilatkami proti epitopu (1 hod). Nasledovala inkubace
s DMEM obsahujicim 10 mM B-CDX, nebo agonistu (100 nM DADLE/oxytocin), nebo
B-CDX v kombinaci s agonistou, nebo se samotnym DMEM (kontrola), ktera probihala po
dobu 30 minut. Buiiky byly poté zafixovany a obarveny Alexa Fluor® 488 znaenymi
sekundarnimi protilatkami. Preparaty byly pozorovany s pomoci konfokalni mikroskopie
a kvantifikovany programem ImageJ]. Data uvedend v grafech predstavuji pramér hodnot
stanovenych v 8 bufikach v rdmci tfi nezéavislych transfekci + SEM. Statisticka analyza
byla provedena s pomoci jednocestné ANOVY s Bonferroni post hoc testem (*, p<0,05;
** p<0,01; ***, p<0,001).
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5.6.2. Kolokalizace internalizovanych 6-OR s Rab proteiny

Lokalizaci internalizovanych receptorii V nitrobunééném prostoru lze zjistit
prostiednictvim stanoveni kolokalizace s Rab proteiny. Rab proteiny jsou ¢leny rodiny
monomernich G proteinti, které se podileji na regulaci transportu endocytickych vacki.
Vyskyt jednotlivych Rab proteint je viceméné specificky pro membranu urcitého typu
intracelularnich vackia (Somsel Rodman a Wandinger-Ness, 2000; Stenmark a Olkkonen,
2001). Pro tucely stanoveni lokalizace internalizovanych FLAG-3-OR byly zvoleny
proteiny Rab4, Rab5, Rab7 a Rabl1. Rab4 se vyskytuje v ¢asnych endozomech. Rab5 je
ptitomen v klatrinovych vacécich a ¢asnych endozomech. Rab7 se naopak vyskytuje
V pozdnich endozomech, pfipadné¢ v lyzozomech. Rabll je pifitomen v membrané
trans-GA a Vv recyklujicich endozomech, prostfednictvim kterych dochédzi k nédvratu
endocytovanych proteinli zpét na PM.

Zjisténi miry kolokalizace FLAG-6-OR s Rab proteiny poslouzilo k porovnani
lokalizace receptori internalizovanych pasobenim samotného B-CDX a samotného
agonisty (DADLE). Stanoveni kolokalizace internalizovanych FLAG-3-OR s Rab proteiny
bylo provedeno v bunkdch linie HEK293T ptechodné koexprimujicich FLAG-3-OR
a fluorescencné znaceny Rab protein (EGFP-Rab).

Mira kolokalizace internalizovaného FLAG-3-OR s Rab proteinem byla hodnocena
prostfednictvim Mandersova koeficientu kolokalizace (Bolte a Cordelieres, 2006).
Manderstv koeficient v tomto piipadé vyjadiuje podil z celkového signalu v cerveném
kanalu (receptor) pfitomném v analyzované oblasti mikroskopického snimku, ktery
kolokalizuje se signalem v zeleném kanalu (EGFP-Rab). Hodnoty Mandersova koeficientu
kolokalizace znazornuje graf uvedeny na Obr.34. Srovnani hodnot Mandersova
koeficientu pro jednotlivé Rab proteiny ukazalo, Ze mira kolokalizace receptort, které se
internalizovaly vlivem inkubace bun¢k s B-CDX, s proteiny Rab4, Rab5 a Rab7 byla

vyrazné nizsi nez v piipade receptort internalizovanych ptisobenim agonisty.
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Obr. 34 Kolokalizace internalizovanych 6-OR s Rab proteiny

Bunky ptechodné koexprimujici FLAG-3-OR a EGFP-Rab4/5/7/11 protein byly nejprve po
dobu 1 hodiny inkubovany s primarnimi protilatkami proti epitopu FLAG. Nasledné byly
po dobu 30 minut vystaveny pusobeni agonisty (100 nM DADLE) nebo 10 mM B-CDX
a zafixovany. Fixované bunky byly obarveny Alexa Fluor® 568 znacenymi sekundarnimi
protilatkami. Preparaty byly pozorovany s pomoci konfokalni mikroskopie. Cervena barva
na mikroskopickych snimcich odpovida receptoru, zelend Rab proteinu. Graf znazoriuje
primérmné hodnoty Mandersova koeficientu + SEM stanoveného v 10 riznych buiikach
vramci jedné transfekce. Statisticka analyza byla provedena s pomoci neparového
Studentova t-testu (**, p<0,01).
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5.6.3. Vliv deplece cholesterolu na internalizaci prostanoidniho receptoru pro
tromboxan A, (TP)

Vyse uvedeny experimentalni postup byl rovnéz aplikovan pii studii internalizace
prostanoidniho receptoru pro tromboxan A, (TP). Divodem pro studii tohoto typu
receptoru, ktera byla rovnéz uskute¢néna vramci mé zahrani¢ni staze v Italii, byla
spoluprace Prof. Parentiho a Prof. Rovattiho zalozena na vyzkumu tohoto receptoru.

TP existuje ve dvou variantdch, TPa a TPf, které vznikaji alternativnim sestifihem
t¢hoz genu. TPa je kratsi (343 AMK) nez TPB (407 AMK). Ob¢ varianty se shoduji
Vv prvnich 328 AMK. TP, ale ne TPa, podstupuje agonistou navozenou internalizaci, ktera
se odehrava prostfednictvim klatrinovych vacka (Parent et al., 1999). TPa podstupuje
internalizaci pouze tehdy, je-li koexprimovan s TPB. Z toho je ziejmé, ze TPo a TP tvoii
hetero-oligomery, diky kterym mulze byt internalizovan i TPa, ktery sdm o sobé&
internalizaci nepodstupuje (Laroche et al., 2005).

Stanoveni kolokalizace internalizovanych TPB s Rab proteiny bylo provedeno
v burikach linie HEK293T piechodné koexprimujicich variantu TPB nesouci na N-konci
antigenni epitop Myc (Myc-TPB) a EGFP-Rab protein. Stanoveni kolokalizace
internalizovanych TPa s Rab proteiny bylo provedeno v buiikach linie HEK293T
prechodné koexprimujicich variantu TPa nesouci na N-konci antigenni epitop Myc
(Myc-TPa), variantu TP nesouci na N-konci antigenni epitop HA (HA-TPB) a EGFP-Rab
protein. V piipad¢ téchto bunék byl vizualizovan pouze TPa.

Internalizace Myc-TPp i Myc-TPa nastala jak vlivem ptisobeni samotného agonisty
(1 uM U46619), tak vlivem inkubace bunék se samotnym [-CDX. Kolokalizace
internalizovanych receptort s jednotlivymi Rab proteiny byla opét hodnocena s pomoci
Mandersova koeficientu, jehoz hodnoty jsou uvedeny v grafech na Obr. 35 a 36.
V ptipadé¢ Myc-TPB byla mira kolokalizace receptort internalizovanych vlivem inkubace
bunék s B-CDX sproteiny Rab4, Rab5 vyrazné niz§i nez v piipadé receptort
internalizovanych pusobenim agonisty (Obr. 35). Mira kolokalizace internalizovanych
Myc-TPa s Rab proteiny v buiikach inkubovanych se samotnym B-CDX se neliSila od miry

kolokalizace stanovené v bunkach inkubovanych se samotnym agonistou (Obr. 36).
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Obr. 35 Kolokalizace internalizovanych TPf s Rab proteiny

Burky ptechodné koexprimujici Myc-TPB a EGFP-Rab4/5/7/11 protein byly nejprve po
dobu 1 hodiny inkubovany s primarnimi protilatkami proti epitopu Myc. Nasledné byly po
dobu 30 minut vystaveny pisobeni agonisty (1 pM U46619) nebo 10 mM B-CDX
a zafixovany. Fixované bunky byly obarveny Alexa Fluor® 568 znacenymi sekundarnimi
protilatkami. Preparaty byly pozorovany s pomoci konfokalni mikroskopie. Cervena barva
na mikroskopickych snimcich odpovida receptoru, zelend Rab proteinu. Graf znazoriuje
primérmné hodnoty Mandersova koeficientu + SEM stanoveného v 10 riznych buiikach
vramci jedné transfekce. Statisticka analyza byla provedena s pomoci neparového
Studentova t-testu (*, p<0,05; ***, p<0,001).

110



Rab4 Rab5 Rab7 Rab11

agonista agonista agonista agonista

[ agonista
0.8 C—1B-CDX
whd
c
K
L o 74
T &
o N
>
5 X T
p 2 061
3= T T
c
S
= 0.5 T
| ’l‘
0.4
I \) Y N
o o ® o

Obr. 36 Kolokalizace internalizovanych TPa s Rab proteiny

Burniky piechodné koexprimujici Myc-TPa, HA-TPB a EGFP-Rab4/5/7/11 protein byly
nejprve po dobu 1 hodiny inkubovany s primarnimi protilatkami proti epitopu Myc.
Nasledné byly po dobu 30 minut vystaveny plsobeni agonisty (1 pM U46619) nebo
10 mM B-CDX a zafixovany. Fixované buinky byly obarveny Alexa Fluor® 568
znaCenymi sekundarnimi protilatkami. Preparaty byly pozorovany s pomoci konfokalni
mikroskopie. Cervena barva na mikroskopickych snimcich odpovida receptoru, zelena Rab
proteinu. Graf znazorfiuje pramérné hodnoty Mandersova koeficientu = SEM stanoveného
v 10 rtznych bunkach v rdmci jedné transfekce.
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5.7.  Vliv deplece cholesterolu na mobilitu TRH-R-eGFP v plazmatické
membrané zZivych bunék

V posledni ¢asti dizertacni prace uvadim ve struéné podobé vysledky, které tvoii
zaklad manuskriptu, ktery byl navrzen do ¢asopisu BBA Biomembranes a v soucasné dobé
ptipravujeme jeho revidovanou verzi (Pfiloha 3). Cilem této prace bylo studium mobility
GPCR v zivych bunkach za kontrolnich podminek a po depleci cholesterolu. Jako vhodny
modelovy systém jsme zvolili jiz dfive zminéné bunky VTGP (Obr. 17-22, Tab. 2-4),
které stabilné exprimuji plné funkcni fluoreskujici verzi receptoru pro thyreoliberin,
TRH-R-eGFP (Ostasov et al., 2007, 2008). Pro studium mobility TRH-R-eGFP jsme
pouzili moderni a experimentalné i technicky obtizné metody konfokalni fluorescencni
mikroskopie FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) a RICS (Raster image
correlation spectroscopy). Rovnéz jsme pouzili techniku FLIM s cilem charakterizovat
pfipadné zmény v mikrookoli eGFP na vnitini strané plazmatické membrany téchto bunék
vzhledem k tomu, ze eGFP je v téchto bunkach piipojeno na C-konci TRH-R.

Metoda FRAP je zaloZzena na vybéleni malého mista (,,Spotu®) plazmatické
membrany intenzivnim pulzem laserového paprsku a néslednym méfenim recovery,
znovuobjeveni fluorescenéniho signalu v tomto misté. Molekuly TRH-R-eGFP migruji
Vv ramci svého pfirozeného lateralniho pohybu v plazmatické membrané do vybéleného
mista, pfi¢emz rychlost této migrace by méla byt identicka s rychlosti jejich pohybu
V nevybélené ¢asti membrany. Vysledky znazornéné v priloze 3 na Fig. 1 a Fig. 2 ukazaly,
ze deplece cholesterolu (Fig. 1) ani expozice intenzivnimu laserovému paprsku (Fig. 2)
nezpusobily zménu morfologie VTGP bunck nebo struktury jejich plazmatické membrany
(konfokalni mikroskop Leica TCS SP2 AOBS).
byl sbér primarnich dat i jejich normalizace proveden ve trech rtizné velikych ,,spotech*
tvaru kruhu, jejichZ primér €inil 2, 3 a 6 um. Analyza rychlosti vzestupu fluorescen¢niho
signalu molekuly TRH-R-eGFP ve ,spotech* vsech téchto velikosti ukazala, ze deplece
cholesterolu neméla statisticky vyznamny vliv na mobilitu receptoru (Fig. 3 a Fig. 4).
Mobilita receptoru v plazmatické membrané, kterou jsme kvantitativné vyjadiili jako
»zdanlivy difuzni koeficient (Dapp?), proto nebyla rozdilnd v buiikdch kontrolnich
(0.24-0.26 pm?s™) a buiikach vystavenych uginku B-CDX (0.26-0.28 um?s™?, p > 0.05,
NS) (Table 1). Arteficialn¢ vysoké hodnoty Dapp ve spotu velikosti 6 pm lze vysvétlit

jako migraci receptortt z roviny nad a pod konfokalni rovinou do vybélené oblasti
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plazmatické membrany, ktera je v daném okamziku snimana (ROI, region of interest).
Stejny vysledek byl ziskan i analyzou mobility TRH-R-eGFP s pomoci metody RICS,
ktera charakterizuje mobilitu receptoru ve vybraném objemovém elementu buiky (Fig. 5
a Table 2). Prekvapivé, numericka hodnota Dapp stanovend metodou RICS byla velmi
blizk4 hodnot& Dapp stanovené metodou FRAP (0.28 um®s™). Srovnani nami stanovenych
hodnot Dapp s literarnimi Udaji ukazalo dobrou shodu s vysledky ziskanymi pii studiu
jinych bunéénych linii (Table 5).

L Pri vpoctu numerickych hodnot Dapp byl pouzit matematicky model dvojrozmérné,
plosné difuze formulovany Soumpasisem (Soumpasis, 1983).

Zanik membranovych domén v zivych bunkach neméni mobilitu TRH-R-eGFP
zifejmé& proto, Ze jen velmi mala ¢ast molekul tohoto proteinu je v zivych buikach
lokalizovana v membranovych doménéch. Uvolnéni malého mnozstvi receptori vazanych
v membranovych doménach do vétsinové frakce receptori se tak vramci celkového
mnozstvi receptorti v plazmatické membrané neprojevi jako statisticky vyznamna zmeéna.
domén (DRM), ktera ukazala, Ze DRM obsahuji méné nez 5 % z celkového mnozstvi
TRH-R-eGFP pfiitomnych Vv plazmatické membrané¢ (Rudajev et al., 2005). Detergent
rezistentni domény vSak obsahuji velké mnozstvi G proteinti, které jsou po degradaci
domén uvolnény do vétSinové faze plazmatickych membran (bulk of plasma membranes,
BPM). Uvolnéni G proteint tiidy G¢/G11 do BPM zpusobuje snizeni schopnosti TRH-R
aktivovat tyto proteiny (Ostasov et al., 2007). Podobny vysledek jsme ziskali pii studiu
buné¢k VTGP. Deplece cholesterolu zptisobila naruseni funkéni aktivity TRH-R-eGFP.
Toto naruSeni bylo prokdzano s pomoci metody agonistou stimulované vazby [SSS]GTPyS.
Thyreoliberinem (TRH) stimulované vazba [*S]GTPyS na G proteiny t¥idy Go/G1a, ktera
byla vyjadfena jako % bazalni hodnoty vazby [*°S]GTPyS Vv nepfitomnosti agonisty, byla
depleci cholesterolu snizena z 360 % (kontrolni bunky) na 185 % (Fig. 7). Pro ziskani
tohoto vysledku musely byt Ga podjednotky G proteind tfidy Gq/Gi1, které jsou specificky
aktivovany TRH-R, oddéleny od ostatnich G proteinii imunoprecipitaci se specifickymi
protilatkami. Vysledky této Casti nasi prace je mozné uzavtit tak, Ze naruseni integrity
bunécné membrany vilivem deplece cholesterolu zpusobuje naruSeni funkce signalni
kaskady iniciované TRH-R.

Pohyb TRH-R-eGFP se uskuteciiuje vramci lipidové matrice (dvojvrstvy)
membrany, jejiZ pfevaznou ¢ast zaujima hydrofobni zona tvotfend fetézci mastnych kyselin

molekul fosfolipidli a sfingolipidii. Z tohoto divodu jsme rovnéZ zkoumali, jakym
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zpusobem je tato hydrofobni zéna ovlivnéna snizenim obsahu membranového cholesterolu.
Pro charakterizaci zmén hydrofobni zény jsme nejprve pouzili stanoveni hodnot
rovnovazné anizotropie fluorescence sondy DPH, rppn. ZvySeni koncentrace B-CDX
vyraznym zpusobem snizilo mikroviskozitu plazmatickych membran (Table 3A). Nase
vysledky dale ukazaly (Table 3B), ze fragmenty PM, které byly pfipraveny z bunék se
snizenym obsahem cholesterolu (10 mM B-CDX), maji niz8$i ,,mikroviskozitu® nez
membrany pfipravené z kontrolnich buné¢k. Stanoveni dynamické depolarizace DPH
ukazalo, Ze deplece Ccholesterolu zpiusobuje zménu mikrookoli sondy, kterou Ize
interpretovat jako snizeni urovné strukturni organizace membrany (Table 4). Pokles
obsahu cholesterolu v membrané se projevil jako pokles doby zivota excitovaného stavu
DPH (t; a 12) a hodnot anizotropie v ¢ase 0 (ro, limitni anizotropie) i anizotropie ve velmi
dlouhém case (I, rezidualni anizotropie). Rotacné korelacni ¢as (¢) se nezménil. Snizeni
parametru uspotadanosti (S) spojené se zvySenim difuzné-rotaéni konstanty (Dy) lze
povazovat za dusledek obecné chaotizace hydrofobni z6ny membrany.

vysledky nasi skupiny (Rudajev et al., 2005; OstaSov et al., 2007) lze fici, Ze vyrazné
snizeni mikroviskozity, neboli zvySeni fluidity plazmatické membrany negativnim
zpusobem ovliviiuje funkei signalni kaskady TRH-R. Novym a origindlnim zjiSténim je, Ze
mobilita molekul TRH-R v plazmatické membrané Zivych bunék, kterou jsme detekovali
metodami FRAP a RICS, nebyla ovlivnéna degradaci membranovych domén. Tento zavér
je téZzko zpochybnitelny vzhledem k tomu, Ze nejen FRAP, ale i RICS poskytly stejny
vysledek.

Pro podrobnou diskuzi vhodnosti a vypoveédni hodnoty pouzitych biofyzikalnich
metod pro analyzu membranovych domén v Zivych bunkéch, odkazuji Ctenafe na praci
Lagerholma (Lagerholm et al., 2005). Makroskopicky pohyb TRH-R, ktery v roviné
plazmatické membrany probiha v ¢asovém horizontu minut, je ziejmé vyslednici mnoha
rychlych pienosti mezi riznymi membranovymi doménami (Maxfield, 2002), které se lisi
nejen velikosti, ale 1 dobou své existence. Mirné naruseni integrity plazmatické membrany
vlivem 10 mM B-CDX, které se neprojevilo jako detekovatelnd zména morfologie VTGP
bunék (Fig. 1), nezptisobuje dostatecné vyznamnou zménu ve vysledné sumé / integralu

vSech téchto pohybi.
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6. DISKUZE

Rozhodujici vliv na strukturni a dynamické parametry plazmatické membrany ma
cholesterol, ktery podle dosavadnich poznatkt tvoii 30-40 % vSech lipidovych molekul
této bunééné membrany (Maxfield a Wiistner, 2002). Hlavni roli cholesterolu je regulace
stavu hydrofobni zony PM, kterd se odehrava prostfednictvim interakce s alifatickymi
fetézci mastnych kyselin fosfolipidi a sfingolipida. Integrita hydrofobni zony PM je
nezbytnou podminkou pro udrzeni optimalni funkce PM, ktera je zakladnim ptedpokladem
zivotaschopnosti kazdé sav¢i bunky (Barenholz, 2002). Dalsi vyznam cholesterolu pro
funkci plazmatické membrany vyplyva z jeho nerovnomérné lateralni distribuce. Znacné
mnozstvi cholesterolu je totiz spolu se sfingolipidy soustiedéno ve specifickych
membranovych okrscich souhrnné ozna¢ovanych jako membranové domény. Membranové
domény (MD) jsou dynamické struktury, které ovliviiuji distribuci a funkci fady
membranovych proteind, mezi néz se kromé jinych ftadi také receptory spiazené
s G proteiny (GPCR), heterotrimerni G proteiny i nékteré jejich efektory (Oh a Schnitzer,
2001; Chini a Parenti, 2004; Ostrom a Insel, 2004). Uloha MD v signalizaci GPCR vS$ak
stale neni dostatecné prozkoumana, pficemz vyjimku netvoii ani opioidni receptor typu

delta (3-OR).

6.1. Vliv deplece cholesterolu na signalni kaskiadu 0-OR

Podnétem pro stanoveni vlivu deplece cholesterolu na signalizaci 6-OR byly
predchozi vysledky ziskané v nasi laboratofi pfi studiu tohoto receptoru. Tato studie byla
provedena v membranovych frakcich izolovanych s pomoci hustotniho sacharézového
gradientu z bunék linie HEK293, které stabiln¢ exprimuji fuzni protein mezi 3-OR

%L 11e%h). Zaména Cys®' za 11e®* propijcuje

a mutantou Gjla proteinu, 6-OR-Gjla (Cys
Gila proteinu necitlivost viii pertussis toxinu a soucasné zajiStuje vysokou uroven
aktivity G proteinu po stimulaci agonistou 3-OR (viz kapitolu 2.14).

V zivocisnych tkanich dany receptor aktivuje vice G proteini s nezndmou
stechiometrii, pfiCemz vyslednd zména aktivity zavisi nejen na mnozstvi receptort,
G proteinti a rychlosti G proteinového cyklu kazdé z aktivovanych Go podjednotek, ale
I na aktivit¢ Siroké skaly RGS proteind, které urychluji G proteinovy cyklus. Za téchto
podminek je proto velmi obtizné postavit primarni experimentalni otdzky tak, aby bylo
mozné piedpokladat jednozna¢nou odpoveéd’. Z téchto davodi byly pro studium signalni

kaskady iniciované §-OR pouZity pravé buiiky 8-OR-G;la (Cys>*-11e**1)-HEK293.
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Schopnost 6-OR aktivovat kovalentné pfipojeny Gjla protein iendogenni
G proteiny tfidy Gi/G, byla mnohem vyssi v membranovych frakcich o nizké hustoté, které
predstavovaly membranové domény, nez ve vétSinové fazi plazmatickych membran (bulk
of plasma membranes) ve frakcich o vysoké hustoté (Bourova et al., 2003). Dal§im krokem
ve studiu signalizace 6-OR Vramci uvedené modelové bunééné linie, 6-OR-Gjla
(Cys**!-11e**))-HEK 293, byl tedy logicky vliv destabilizace & degradace MD na signalizaci
tohoto receptoru.

Jelikoz jsou membranové domény obohaceny cholesterolem, deplece cholesterolu
tak predstavuje vyhodny experimentdlni piistup, jak studovat roli téchto domén
I samotného cholesterolu v receptorové signalizaci. V nasi laboratofi se pro depleci
cholesterolu pouziva metoda extrakce pomoci cyklického oligosacharidu, B-cyklodextrinu
(B-CDX). Molekuly B-CDX pfi kontaktu s povrchem bunky specificky odstraiuji
cholesterol z plazmatické membrany (Obr. 9). Nejen vysledky ziskané v nasi laboratofi
(OstasSov et al., 2007), ale i vysledky né€kolika dalSich vyzkumnych skupin (Kabouridis et
al., 2000; Dreja et al., 2002; Prendergast et al., 2010) ukdzaly, Zze deplece cholesterolu
pomoci B-CDX ma skutecné za nésledek degradaci MD.

Analyza vlivu deplece cholesterolu na vazebné parametry a funkéni aktivitu 6-OR
ve frakcich PM, které byly izolovany z bungk linie 8-OR-Gjla (Cys>*-1le®")-HEK293,
poskytla nasledujici vysledky. Zatimco celkovy pocet vazebnych mist pro agonistu
[PH]DADLE ani afinita vazby tohoto agonisty na receptor nebyly depleci cholesterolu
ovlivnény (Obr. 23), mira schopnosti 3-OR aktivovat G proteiny byla vyznamné
snizena (Obr. 24). Deplece cholesterolu narusila jak funk¢ni spfazeni mezi receptorem
a endogennimi G proteiny tiidy Gi/G,, tak spfazeni receptoru s kovalentné pfipojenym
Gila (Cys®!-11e%") proteinem (Brejchova et al., 2011). Z toho vyplyvé, e spravna funkce
8-OR nezavisi pouze na fyzické interakci receptoru s G proteinem, ale i na podminkach
prostiedi, kde se tato interakce odehrava, tedy na sloZeni a struktufe lipidové dvojvrstvy
plazmatické membrany.

Nase vysledky jsou v souladu s vysledky studia signalizace 6-OR v membranach
izolovanych z caudate-putamen mozku potkana ahybridni bunécné linie NG108-15
(mouse neuroblastoma x rat glioma cells), ktera endogenné exprimuje 6-OR. Deplece
cholesterolu méla totiz v obou typech preparati na signalizaci 6-OR negativni vliv (Huang
et al., 2007). Negativni t¢inek deplece cholesterolu na signalni kaskadu iniciovanou 8-OR
byl zaznamenan také v pfipadé myocytl izolovanych ze srdce potkana, které jsou za

kontrolnich podminek prostifednictvim stimulace agonistou 8-OR chranény pted bunéénou
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smrti vlivem ischemie (Patel et al., 2006). Autofi obou uvedenych praci pfipisuji negativni
ucinek deplece cholesterolu na funkéni aktivitu 6-OR naruseni optimalni organizace PM
vlivem degradace membranovych domén.

Zajimavy vysledek ve smyslu vyznamu struktury membrany pro funkéni aktivitu
GPCR poskytly studie 8-OR V prostiedi uméle pfipravené planarni lipidové dvojvrstvy
(solid-supported lipid bilayer), které byly provedeny s pomoci metody plasmon-waveguide
resonance spectroscopy (Alves et al., 2005). Pro ucely této studie byla uméla lipidova
dvojvrstva pfipravena ze smési obsahujici palmitoyloleoylfosfatidylcholin (POPC)
a sfingomyelin (SM). Autofii zjistili, Zze agonistou okupovany 6-OR, tedy aktivni forma
receptoru, byl koncentrovan v oblasti lipidové dvojvrstvy tvofené SM, pro kterou je
charakteristicka vétsi tloustka nez pro oblast tvofenou POPC. Neaktivni forma 3-OR, tedy
receptor bez navdzaného agonisty, naopak preferovala oblast tvofenou POPC. Preferencni
lokalizaci aktivni formy receptoru v oblasti membrany vyznacujici se vétsi tloustkou
lipidové dvojvrstvy lze vysvétlit zménou konformace transmembranové oblasti receptoru
po vazbé agonisty, kterd se projevuje ,,prodlouZzenim* molekuly receptoru ve vertikalnim
sméru, tj. ve sméru kolmém na rovinu membrany (Salamon et al., 2000). Zaclenéni
»prodlouzené* formy receptoru do tlustsi oblasti membrany je tedy pro molekulu receptoru
energeticky vyhodnym stavem, pii kterém ztistanou hydrofobni AMK transmembranovych
usekt zanofeny v prostiedi lipidové dvojvrstvy. Vezmeme-li v Givahu vysledky této studie
v kontextu mechanizmu stimulace G proteinu receptorem, jehoz podstatou je prave
konformaéni zména receptoru vyvolana vazbou agonisty, predstavuje vyse uvedené zjisténi
zfetelnou podporu pro vyznam membranovych domén v receptorové signalizaci. Pravé
membranové domény, které jsou obohaceny sfingolipidy a cholesterolem, se totiz

vyznacuji vétsi tloustkou lipidové dvojvrstvy nez ostatni oblasti PM.

6.2. Vliv deplece cholesterolu na biofyzikalni vlastnosti PM bunék
8-OR-Gila (Cys®!-11e*!)-HEK?293
Stanoveni vlivu deplece cholesterolu na biofyzikalni vlastnosti izolovanych PM
bylo provedeno s pomoci fluorescenénich membranovych sond 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien
(DPH) a Laurdan (viz kapitoly 2.16 a 2.17). Fluorescen¢ni parametry DPH vypovidaji
o stavu hydrofobni zoény, zatimco fluorescenéni parametry sondy Laurdan slouzi
k charakterizaci hydrofilni oblasti membranové dvojvrstvy (Sykora et al., 2009; Brejchova

et al.,, 2011). Hydrofobni z6na je tvofena fetézci mastnych kyselin molekul fosfolipidd.
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Hydrofilni oblasti se rozumi oblast polarnich hlavicek fosfolipidl, kterd piredstavuje
rozhrani mezi membranou a okolnim vodnym prostiedim.

Analyza hydrofobni zdény izolovanych PM s pomoci rovnovazné anizotropie
fluorescence DPH (rppn) poskytla nasledujici informace. Deplece cholesterolu navozena
jak v podminkach in vivo (Obr. 25A), tak v podminkach in vitro (Obr. 25B) méla za
nasledek vyrazné snizeni hodnoty rppn, coz lze interpretovat jako zvyseni celkové fluidity
membrany. Podrobnéjsi informace o stavu hydrofobni zony PM byly ziskany stanovenim
Casové rozliSenych parametrii fluorescence a anizotropie fluorescence DPH. Hodnoty
stanovenych parametrQ, které jsou uvedeny v Tab. 5, ukazuji, ze deplece cholesterolu se
projevila jako zména mikrookoli DPH. Deplece cholesterolu zpiisobila pokles hodnoty
doby Zivota excitovaného stavu (t) DPH. Doba zivota excitovaného stavu DPH je citliva
k polarité okolniho prostiedi, pfi¢emz v piipadé zvySeni polarity prostiedi dochazi k jejimu
zkréaceni (Fiorini et al., 1987, 1989). Vliv deplece cholesterolu na hodnotu 7 je tedy mozné
pfisuzovat zvyseni polarity hydrofobni zony PM, které Ize vysvétlit zvySenim propustnosti
membranové dvojvrstvy pro molekuly vody. Deplece cholesterolu dale zptsobila pokles
hodnot limitni (ro) i rezidualni anizotropie (r.,) DPH a rovnéZ sniZzeni hodnoty parametru
uspotadanosti S (S-order parameter). Hodnota difuzné-rotacni konstanty (D,,) naopak
vzrostla. Zmény poslednich dvou uvedenych parametrti, tedy pokles hodnoty
S doprovazeny zvySenim hodnoty Dy, lze povaZovat za disledek obecné chaotizace
hydrofobni oblasti membrany, které se projevilo zvySenim mobility jejich komponent.

Vliv deplece cholesterolu na hydrofilni oblast PM izolovanych z bunék 3-OR-Gjla
(Cys**!-11e**))-HEK293 byl studovan s pomoci generalizované polarizace (GP) sondy
Laurdan (Parasassi et al., 1990, 1991). Deplece cholesterolu zptlisobila zménu tvaru
emisniho spektra této sondy (Obr. 27A) a sniZeni hodnot excita¢ni GP (Obr. 27B). Pokles
byl zaznamenan i v piipadé hodnoty smérnice excitaéniho GP spektra (GPeS). Hodnota
smérnice emisniho GP spektra (GP,mS) naopak vzrostla (Obr. 27C). Vysledky ziskané
s pomoci sondy Laurdan lze shrnout nasledovné. Vlivem deplece cholesterolu doslo ke
zvySeni polarity hydrofilni oblasti membranové dvojvrstvy, které bylo doprovazeno
zvySenou pohyblivosti lipidovych molekul membrany. Zménu polarity 1ze v tomto piipadé
ptisuzovat narustu po¢tu molekul vody v hydrofilni oblasti membranové dvojvrstvy.

Studium vlivu deplece cholesterolu provedené v izolovanych PM bylo dale
rozsifeno o mikroskopickou analyzu PM Zivych bunék J-OR-Gila (Cys>*-11e%Y)-
HEK293. Pro tento ucel byly pouzity fluorescen¢ni analogy cholesterolu, 22- a 25-NBD-

cholesterol, které maji fluorofor (NBD) pfipojeny k postrannimu alkylovému fetézci
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(Ostasov et al., 2013). Deplece cholesterolu zpusobila vyrazny pokles intenzity
fluorescence obou fluorescencnich analogti cholesterolu (Obr. 29A-C), ktery byl
srovnatelny se sniZzenim obsahu cholesterolu stanovenym biochemicky (Obr. 29D). To
znamena, ze v prub¢hu inkubace bun¢k s B-CDX doslo nejen ke snizeni obsahu molekul
ptirozen¢ho cholesterolu, ale i k a¢innému odstranéni molekul fluorescen¢nich analogt,
22- a 25-NBD-cholesterolu. Stanoveni vlivu deplece cholesterolu na dobu zivota
excitovaného stavu (t) 22- a 25-NBD-cholesterolu, které bylo provedeno metodou FLIM,
poskytlo nasledujici vysledky (Tab. 6). Hodnota T 22-NBD-cholesterolu nebyla depleci
cholesterolu vyznamné ovlivnéna (Obr. 30). V piipad¢ 25-NBD-cholesterolu naopak doslo
vlivem snizeni obsahu membranového cholesterolu k vysoce signifikantnimu poklesu
hodnoty t (Obr. 31). Pokles hodnoty t 25-NBD-cholesterolu lze i vtomto piipadé
vysvétlit zvySenim polarity hydrofobni zény membranové dvojvrstvy, nebot’ deplece
cholesterolu €ini tuto oblast membrany pfistupnéjsi pro polarni molekuly vody.

Vysledky nasi prace ukazaly, ze 25-NBD-cholesterol je na rozdil od 22-NBD-
cholesterolu schopen zaznamenat depleci cholesterolu navozené zmény ve struktufe
membrany zivych bunék. Podstatou této schopnosti 25-NBD-cholesterolu je jeho
molekularni struktura. Fluorofor 25-NBD-cholesterolu, NBD skupina, je totiz ke
sterolovému jadru pfipojen del§im uhlovodikovym fetézcem, nez je tomu v piipadé
22-NBD-cholesterolu (Obr. 28). NBD skupina molekuly 25-NBD-cholesterolu je diky
tomu zanofena hluboko v hydrofobni zéné¢ membrany (Chattopadhyay a London, 1987,
1988) a muze tak sndze odraZzet zmény, ke kterym v této oblasti vlivem deplece
cholesterolu prokazatelné¢ dochazi. Nami zjisténa necitlivost 22-NBD-cholesterolu ke
zménam ve struktufe PM zivych bunék je v souladu s predchozimi vysledky, které byly
ziskany pfi studiu chovani 22-NBD-cholesterolu v prostiedi modelové membranové
dvojvrstvy (Loura et al., 2001). Autofi této prace zjistili, ze 22-NBD-cholesterol se
prednostné vyskytuje v oblastech, které nejsou obohaceny cholesterolem, coz je patrné

vysvétlenim jeho necitlivosti viici zménam zptisobenym depleci cholesterolu.
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6.3. VIiv deplece cholesterolu na internalizaci 6-OR

Jelikoz je internalizace dulezitym regulatnim mechanizmem pfenosu
extracelularnich signalii prostfednictvim GPCR, rozhodli jsme se v ramci studia ulohy
membranového cholesterolu na signalizaci 8-OR stanovit i vliv deplece cholesterolu na
internalizaci tohoto receptoru. Stanoveni bylo provedeno ve fixovanych preparatech bun¢k
HEK293T piechodné exprimujicich variantu 6-OR nesouci na extracelularné situovaném
N-konci antigenni epitop FLAG (FLAG-6-OR). Varianta receptoru nesouci epitop pravé na
N-konci byla zvolena zdmérné. Pfitomnost epitopu v extraceluldrni oblasti receptoru totiz
predstavuje elegantni moznost, jak s pomoci protilatek proti danému epitopu specificky
oznalit pouze ty receptory, které byly na pocatku experimentu lokalizovany v PM. Je-li
pak ve zhotovenych preparatech po obarveni pozorovan nitrobunécny signal, je jisté, Ze se
jedna o internalizované receptory.

Analyza vlivu deplece cholesterolu na internalizaci FLAG-3-OR poskytla
nasledujici vysledky. Deplece cholesterolu narusila pritbéh agonistou (DADLE) navozené
internalizace FLAG-3-OR (Obr. 33A). Uroven internalizace pozorovana v buikach, které
byly soucasné¢ vystaveny pusobeni agonisty a B-CDX, byla vyznamné niz$i nez v ptipadé
bunék inkubovanych se samotnym agonistou. Piekvapivé, inkubace bunék se samotnym
B-CDX vyvolala internalizaci FLAG-3-OR. Mnozstvi receptort internalizovanych timto
zpiisobem odpovidalo ~40 % receptort internalizovanych plisobenim samotného agonisty.
Zpusob internalizace FLAG-3-OR vyvolané pusobenim samotného pB-CDX je
pravdépodobné odlisny od zpusobu, kterym dochazi k internalizaci agonistou okupovaného
receptoru. Agonistou navozend internalizace 6-OR se totiz odehrdva prostfednictvim
klatrinovych vacku (Trapaidze et al., 1996; Keith et al., 1996; Ko et al., 1999), ale
formovani a odStépovani téchto vackt od PM se ukazalo byt depleci cholesterolu naruSeno
(Subtil et al., 1999; Rodal et al., 1999).

Za ucelem prozkoumdni této hypotézy bylo provedeno stanoveni kolokalizace
internalizovanych FLAG-3-OR s Rab proteiny, konkrétné Rab4, Rab5, Rab7 a Rabll.
Tyto proteiny se podili na regulaci transportu endocytickych vackt a jejich vyskyt je do
zna¢né miry specificky pro membranu ur€itého typu intracelularnich vacki (Somsel
Rodman a Wandinger-Ness, 2000; Stenmark a Olkkonen, 2001). Rab4 se vyskytuje
v ¢asnych endozomech. Rab5 je pfitomen v klatrinovych vaccich a ¢asnych endozomech.

Rab7 se naopak vyskytuje v pozdnich endozomech, piipadné v lyzozomech. Rabll je
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pfitomen v trans-GA avV tzv. recyklujicich endozomech, jejichz prostiednictvim se
endocytované receptory navraceji zpét na PM.

Vysledky analyzy miry kolokalizace FLAG-6-OR se zvolenymi typy Rab proteinii
znazornuje Obr. 33. Z grafi uvedenych na tomto obrazku vyplyva, Ze mira kolokalizace
receptort internalizovanych vlivem samotného B-CDX s proteiny Rab4, Rab5 a Rab7 byla
vyrazné niz8i nez v piipadé receptort internalizovanych piisobenim agonisty. Toto zjisténi
lze tak povazovat za podporu vyse uvedené hypotézy, podle které probiha internalizace
FLAG-6-OR vlivem B-CDX odlisnym zpusobem nez internalizace navozena agonistou.
Pfesny mechanizmus tohoto procesu ovSem na zaklad€ ziskanych vysledkl definovat

nelze.

6.4. Vliv deplece cholesterolu na mobilitu TRH-R-eGFP v plazmatické

membrané zZivych bunék

Pro studium vlivu deplece cholesterolu na mobilitu TRH-R v plazmatické
membrané zivych bun¢k byly pouzity buiky linie HEK293, které stabilné exprimuji plné
funkéni fluoreskujici verzi TRH-R, fazni bilkovinu TRH-R-eGFP (linie VTGP). Mobilita
TRH-R byla stanovena spomoci dvou nezavislych metod konfokalni fluorescen¢ni
mikroskopie, FRAP a RICS. Analyza mobility TRH-R-eGFP metodou FRAP ukazala, ze
deplece cholesterolu nezpiisobila statisticky vyznamnou zménu mobility TRH-R-eGFP
V plazmatické membrané. Stejny vysledek byl ziskan i s pomoci metody RICS. Vzhledem
Kk tomu, Ze deplece cholesterolu zvysuje fluiditu plazmatické membrany, je tento vysledek
ponékud piekvapivy. Snizeni obsahu cholesterolu v plazmatické membrané mé rovnéz za
nasledek degradaci membranovych domén (Kabouridis et al., 2000; Dreja et al., 2002;
OstaSov et al., 2007; Prendergast et al., 2010). Zanik membranovych domén v Zivych
bunikdch neméni mobilitu TRH-R-eGFP ziejmé proto, ze jen velmi mald ¢ast (<5 %)
z celkového mnozstvi receptorti pfitomnych v plazmatické membrané je soustiedéna
vV membranovych doménach (Rudajev et al., 2005). Uvolnéni malého mnozstvi receptor
vazanych v membranovych doménach do vétSinové frakce receptorti se tak v ramci
celkové mobility vSech receptorti pfitomnych v plazmatické membrané neprojevi jako
statisticky vyznamna zména. Funkéni aktivita TRH-R-eGFP je vSak, podobné jako

Vv piipad¢ 6-OR, depleci cholesterolu narusena.
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7.  ZAVER

1)  Vysledky ziskané pfi studiu bundk modelové linie 8-OR-Gjla (Cys®*-11e®*h)-
HEK293 ukazaly, Ze snizeni obsahu cholesterolu v plazmatické membrané (PM) neméni
vazbu specifického agonisty [°H]DADLE na opioidni receptor typu delta (3-OR). Deplece
cholesterolu vyznamné neovlivnila ani celkovy polet vazebnych mist pro [*H]DADLE

(Bmax), ani afinitu vazby agonisty na receptor.

2) Deplece cholesterolu vsak snizuje ucinnost funkéniho spfazeni mezi 6-OR
a trimernimi G proteiny. Velikost maximalni odpovédi na stimulaci DADLE se neméni,
dochazi vsak k vyraznému snizeni afinity této odpovédi. Hodnoty ECsy se zvysuji o jeden

fad.

3) Vyse uvedené vysledky byly ziskdny pfi studiu kontrolnich bunék i1 bunék
vystavenych Géinku pertussis toxinu. Plati proto jak pro stimulaci endogennich G proteint
tiidy Gi/G,, tak pro stimulaci Gijla (Cys™*-1le®*

5-OR-Gila (Cys>-11e*Y),

) proteinu obsazeného v hybridni molekule

4) Analyza vlivu deplece cholesterolu na biofyzikdlni vlastnosti PM s vyuzitim
hydrofobni fluorescenéni sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH) a polarni sondy
Laurdan ukazala, Ze snizeni obsahu cholesterolu zvySuje celkovou fluiditu plazmatické
membrany. Pfiinou je zvySeni miry neuspotadanosti a zvySeni mobility komponent
hydrofobni zény membranové dvojvrstvy. V hydrofilni oblasti membranové dvojvrstvy

dochazi ke zvyseni polarity, které 1ze ptipsat zvyseni poctu molekul vody - hydrataci.

5) Vysledky stanoveni doby Zivota excitovaného stavu fluorescen¢nich sond
22- a 25-NBD-cholesterolu inkorporovanych v membrané Zivych bunék linie 5-OR-Gila
(Cys**!-11e*))-HEK?293, které byly ziskany metodou FLIM lze shrnout nasledovng.
25-NBD-cholesterol, na rozdil od 22-NBD-cholesterolu, pfedstavuje vhodny fluorescencni
analog cholesterolu, jehoz vlastnosti jsSou schopny zaznamenat kvalitativni zmény ve
struktufe membran Zivych bunék zpusobené depleci cholesterolu. 25-NBD-cholesterol
proto piredstavuje membrdnovou sondu, kterou je mozno pouzit nejen pro stanoveni
obecnych kvalitativnich zmén hydrofobni zény bunééné membrany, podobné jako DPH,
ale 1 jako fluorescen¢ni sondu, jejiz vlastnosti jsou blizké vlastnostem samotného

cholesterolu.
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6) Studie bunék HEK293T ptechodné exprimujicich 6-OR nesouci na N-konci
antigenni epitop FLAG (FLAG-6-OR) ukazala, Ze deplece cholesterolu snizuje ucinnost
endocytozy 6-OR (internalizace), ktera nastava jako piimy disledek stimulace receptoru
agonistou. Tato forma internalizace probiha prostfednictvim klatrinovych vacka.

Deplece cholesterolu dale zpasobuje samovolnou internalizaci 9-OR, tedy
internalizaci receptoru bez navazaného agonisty. Na zakladé podrobné analyzy
kolokalizace nitrobuné¢nych forem 6-OR s Rab proteiny (Rab4, Rab5, Rab7 a Rabll),
které¢ byly pouzity jako ,,markery” raznych typi intracelularnich vackd, lze fici, Ze tato
forma internalizace 6-OR je odlisnd od internalizace vyvolané agonistou. NaruSeni
integrity membrany ¢i degradace membranovych domén tedy labilizuje vazbu 6-OR

V plazmatické membrané.
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