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Pracovni hypothesa meé disertacni
prace byla zalozena na predpokladu,
Ze se mnozstvi a afinita GABA;-
receptoru, jakoz i trimernich G
proteinu které jsou aktivovany
temito receptory, meni béehem
ontogenetickéeho vyvoje mozku
potkana. Cilem meé disertacni prace
bylo zjistit jak.



Metody

Priprava kury predniho mozku potkana
Zamrazeni a uchovavani vzorku

Isolace plasmatickych membran z kury
predniho mozku potkana centrifugaci v
hustotnim gradientu Percolu

Stanoveni bilkovin v membranovych frakcich

Stanoveni funéni aktivity G proteinu
stimulovanych agonisty GABA;-receptoru;
vazba nehydrolyzovatelneho analoga GTP,
[35S]GTPyS



» Stanoveni mnozstvi a afinity GABA;-
receptoru; vazebné studie se
specifickym antagonistou [ 3H|CGP
54626A



Vysledky



Pocet a afinita GABA;-R v isolovanych plasmatickych
membranach kury predniho mozku potkana béhem
ontogenetického vyvoje klesa; saturacni vazebna
studie [3BH]CGP 54626A v prostredi 2.5 mM CacCl,
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Vysledky ziskané satura€éni vazebnou studii [3H]CGP54526A v
inkubaénim médiu obsahujicim 2.5 mM CaCl2 byly potvrzeny stanovenim
v médiu bez iontd (ion-free) a 5 mM MgCI2 pri ,,saturujici koncentraci
radioligandu.
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Hustota GABA;-receptoru v isolovanych
plasmatickych membranach kury
predniho mozklu potkana béehem
ontogenetickéeho vyvoje dramatickym
zpusobem klesa

Hladina v dospeélosti (zvirata stara 90
dnu, ,,young adults*) je 2.5x nizSi nez
PO narozeni



Stanoveni funkéni aktivity G proteint
stimulovanych agonisty GABA;-R; krivky
davka-odpoved pro PD2, PD14 a PD90.

632 Easssneral %ol 61

Table 1. Maximum response [ By and affinity {ECse) of baclofen- and SKFS7541-stimulated [F*S]GTPyS binding in PM isolated from 2-,
14- ard S0-days old rats.

Al-)}baclofen Z-days 14-days 20-days

B 72 =001 1.23 = 002 0.64 = 0.01

i — 1.03 =0.02 1.85=0.03 1.04 =0.01

A = B — Bbsat 031 062 0.40

100 x B e 7 Blrasar 152 %% 152 2% 166 &

ECan (udd) D00 (4.46-18.15) 1334 (7.81-22.88) 13.26 (2.96-17.65)

B(-)-SKF97541

Bt 0.83 + 0.01 1.02 = 0.01 0.66 = 0.01

B e 1.13 + 0.02 1.51 + 0.02 1.08 = 0.02

A = Buee — Bt 0.30 0.49 0.42

100 x B/ Bl 142 24 152 24 168 =%

ECss (M) 9.79 (5.30-18.10) 23.45 (14.34-38.35) 36.51 (21.87-60.95)

Brea (pmial = mg™). bindimg in the absence of agonist: B, (preal = mg™?), binding at ssturating agonist conoentration: & = B, — B, met-
increment of agonist stimulation: 100 x Bae | B %0 stimulation of the basal level by agonist. ECsg {uM), agonist concentration mdwcing
half-rmzcdmum stimulation (95 %% confidemos Bmit). Bree Braa and ECsy values were determined by analysis of the sigmoidal dose-responss
curves of badofen- (A) and SKF37541- (B) stimulated [*S]GTPyS binding presented im Figure 1 by GraphPad Prism 4 and represent the
average of thres expsriments + S.E.F. The significance of difference betwesan By, B... and EC, values in PM prepared from 2 (PD2)-,
14 (P14} amd 90 (PDO0-days-old rafts was debermined by one—way AMNCOWA followsd by Bornferroni’s oosf-foc comparison btest, A
{baclofen]). Buss (PDZ versus PD14, p<0.0001, %% pD14 wersus POS0, p<0.0001, *=%%; P02 wersus PD90, p=0.05, not significant. Bee
{(PDZ2 wersws PODL4, p<o000001, %% PDA4 wersus POS0, p<0.0001, =% PD2 wersus PD90, p=0.05, not significant. ECsy (PD2 wersus
PD14, p=0.05, NS; PO14 versus POS0, p=0.05, NS; PD2Z versus POO0, p=>0.05S, NS. B (SKF37541). B, (PD2 versws PO1E, p=0.001, *+=;
PD 14 werswes P90, p<0 0001, ¥55%; PO2 wersus PDS0, p=0.001, =¥, B, (P02 versus PD14, p<0.001, *5%; PD14 wersus PDS0, p=o000001,
==EE: PD2 wersus PDS0, p=0.05, NS, ECxy (PO2 versus PDL14, p=0.05, NS: PD14 versws P90, p=0.05, NSy PD2Z versus PD90, p-oDJ01, *%),



Stanoveni funkéni aktivity G proteint stimulovanych
agonisty GABAg-R; podrobna analyza ontogenetického
vyvoje; maximalni aktivace 14 a 15 den po narozeni.
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Ontogeneticky vyvo] GABAg-R signalni
kaskady se zasadne odlisuje od vyvoje
sodikem a draslikem aktivovane,
ouabainem-inhibované Na,K-ATPasy.

Mnozstvi Na,K-ATPasy v plasmatickych
behem behem ontogenetického vyvoje
monotone roste tak, ze v dospelosti je
hladina tohoto enzymu 2.5x vyssi nez pri
narozeni
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Zavery me disertacni prace

Kura predniho mozku potkana obsahuje
nejvyssi mnozstvi receptoru pro kyselinu
y-aminomaselnou typu B (GABAg-R) jiz pri
narozeni

GABA;-R receptory jsou aktivni jiz v dobe
tesne pred a po porodu

Mnozstvi GABA;-R béhem ontogenetickeho
vyvoje klesa tak, ze hladina receptoru v
dospelem mozku je 2.5x nizsSi nez po
narozeni



Aktivita G proteinu, které jsou GABA;-
receptory aktivovany je maximalni 14 a 15
den po narozeni.

Ontogeneticky profil GABA;-R je v ostrem
kontrastu s obecnym vyvojovym trendem
mozku, ktery byl v mé praci monitorovan
stanovenim Na,K-ATPasy; mnozstvi
tohoto enzymu behem ontogenetickeho
vyvoje systematiky roste tak, ze v
dospelosti je 3x vysSSi nez po narozeni.



Snizeni obsahu Na,K-ATPasy v
plasmatickych membranach kury predniho
mozku bylo detekovano jak technikou
imunoblot, tedy detekci alfa-podjednotky
Na,K-ATPasy s pomoci specifickych
protilatek, tak stanovenim vazby
specifickeho inhibitoru tohoto enzymu,
[3H]ouabalinu.



