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Abstrakt

Diplomovd prace se zabyvd analyzou membranové organizace receptoru
pro tyreoliberin (TRH-R) a 6-opioidniho receptoru (DOR) ve vztahu k membranovym
doménédm, neboli membranovym raftim. Pro tyto ucely jsou vyuzity moderni techniky
fluorescencni mikroskopie FLIM, FRAP a RICS. Jednad se o studii na zivych butikach
odvozenych od bunécné linie HEK293. K vyzkumu membranovych domén je vyuZzivana
deplece cholesterolu z plasmatické membrany pomoci B-cyklodextrinu. Prace ukazuje,
ze naprosta vétSina TRH-R je v plasmatické membrané lokalizovana mimo membranové
rafty. Prace rovnéZ porovnava rizné mody méfeni metodou FRAP a srovnava vysledky
ziskané metodou FRAP s vysledky ziskanymi metodou RICS, protoze oba pfistupy jsou
do jisté miry analogické. Jedna se o jednu z prvnich praci, ktera charakterizuje mobilitu
receptorti spfazenych s G proteiny v plasmatické membrané s pouzitim metody RICS.
Ve druhé Casti prace byl vypracovan postup pro transientni transfekci bunék HEK?293
konstrukty DOR-ECFP a DOR-EYFP a sou€asné byla ovéfovana funkénost téchto fuznich

bilkovin, tedy jejich schopnost aktivovat ptislusny G protein.

Kli¢ova slova: receptor pro tyreoliberin, 6-opioidni receptor, GFP, YFP, CFP, FRAP,
RICS, FLIM, membranové domény, transfekce



Abstract

This diploma thesis deals with the analysis of structural and dynamic organization
of thyrotropin-releasing hormone receptor (TRH-R) and &-opioid receptor (DOR) within
plasma membrane (PM) in relation to the specific sub-compartments of PM denominated
as domains or membrane rafts. Modern fluorescence microscopy techniques FLIM, FRAP
and RICS were used for this purpose. The experiments were performed on the live cells
derived from HEK293 cell line. To reach the main goal of this work, the integrity of PM
structure was altered by depletion of cholesterol which was performed by incubation of cells
with B-cyclodextrin. Results clearly support our previously suggested idea that the vast
majority of TRH-R is localized in non-raft regions of plasma membrane. This work also
compared different modes of performance of FRAP and results obtained by FRAP and RICS
because these methods are to some extent analogous. This is one of the first works that used
the RICS approach to characterize the G protein-coupled receptors. In the second part of this
work, the setup of transient transfection of the HEK293 cells with DOR-ECFP
and DOR-EYFP constructs was established. Simultaneously, the functionality of these

constructs, i.e. the ability of DOR to activate the cognate G protein was determined.

Key words:  thyrotropin-releasing hormone receptor, 6-opioid receptor, GFP, CFP, YFP,
FRAP, RICS, FLIM, membrane domains, transfection
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1. Seznam pouzitych zkratek

[*SIGTPYS  Guanosin 5'-(y-thio)trifosfat znageny radioaktivni sirou [*°S]
5-HT1aR 5-Hydroxytryptamine 1A Receptor (serotoninovy receptor typu 1A)

7T™M Seven-TransMembrane (sedmkrat prochézejici membranou)

A Angstrém (jednotka délky; 10™'% metru)

AR Adenosinovy receptor typu 1

AzaR Adenosinovy receptor typu 2A

Arg Arginin

ATaR Angiotensinovy receptor typu 1A

ATP Adenosine Triphosphate (adenosin trifosfat)

B;R Bradykinin B, Receptor (bradykininovy receptor typu 2)

BFP Blue Fluorescent Protein (modry fluorescen¢ni protein)

BRET Bioluminiscence Resonance Energy Transfer (bioluminiscenéni rezonan¢ni

energeticky pfenos)

BSA Bovine Serum Albumin (hovézi sérovy albumin)

cAMP Cyklicky 3,5 -adenosin monofosfat

CAV1 Kaveolin 1

CAV2 Kaveolin 2

CAV3 Kaveolin 3

CB Cela bunka

CDX Bunky inkubované pied pokusy s 10 mM B-CDX

CFP Cyan Fluorescent Protein (modro-zeleny fluorescenéni protein)

CLSM Confocal Laser Scanning Microscopy (konfokalni laserovd skenovaci
mikroskopie)

COS-7 Buné¢na linie odvozena od ledvinové tkané opic

c-Src Varianta Src obsahujici v kindzové doméné tyrosin

D Difuzni koeficient

DADLE Synteticky agonista DOR (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu)

DAG 1,2-diacylglycerol

DHSM Dihydrosfingomyelin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DOR 0-Opioid Receptor (8-opioidni receptor)

DOR-G; Bunécna linie HEK293 stabilné exprimujici DOR s fuzné pfipojenou
Ga; podjednotkou



dpm
DRM
D
ECFP
ECL
EDTA
EGFP
ER
ERK1/2

ETAR
EYFP
Fo

Fy

Fo
FCS

FLIM

FRAP

FRET

G protein(y)
GABAgR
GDP

GEF

GFP

Gly
GnRHR

GPCR
GPI
GRK

Disintegration per minute (pocet radioaktivnich rozpadii za minutu)
Detergent-rezistentni membranové domény

Zdanlivy difuzni koeficient

Enhanced CFP (vylepSeny CFP)

Extracellular Loop (extraceluldrni smycka)

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Enhanced GFP (vylepSeny GFP)

Endoplasmatické retikulum

Extracellular-signal-Regulated Kinase 172 (kinazy aktivované
extracelularnimi signaly typu 1 a 2)

Endotelinovy receptor typu A

Enhanced YFP (vylepSeny YFP)

Intenzita fluorescence tésné po foto-vybéleni

Intenzita fluorescence pied foto-vybélenim

Intenzita fluorescence po ustanoveni rovnovahy obnoveni fluorescence
Fluorescence = Correlation ~ Spectroscopy  (Fluorescencni  korelaéni
spektroskopie)

Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (mikroskopie zobrazujici dobu
zivota excitovaného stavu)

Fluorescence Recovery After Photobleaching (obnoveni fluorescence
po foto-vybéleni)

Fluorescence Resonance Energy Transfer (fluorescenéni rezonanéni
energeticky pfenos)

Trimerni protein(y) vazajici guaninové nukleotidy

Receptor pro kyselinu y-aminoméaselnou typu B

Guanosine Diphosphate (guanosin disfosfat)

Guanine nucleotide Exchange Factor (faktor ménici guaninové nukleotidy)
Green Fluorescent Protein (zeleny fluorescen¢ni protein)

Glycin

Gonadotropin-Releasing Hormone Receptor (receptor pro gonadotropin-
uvolilujici hormon)

G Protein-Coupled Receptor (receptor spiazeny s G proteiny)
Glykosylfosfatidylinositol

G protein-coupled Receptor Kinase (kindzy receptori spiaZzenych

s G proteiny)
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GTP
Ga
Gp
Gy
HEK

HIV
CHO

Chol
ICL
ICS
InsP;

KDELR

Kont.

KOR

LB médium
La

Leu

LHR

L,

M
m2AChR
MAP kinaza
Met

M;

MHC 1
MOR
mRFP1
mRNA

N

NA

NBD

Guanosine Triphosphate (guanosin trifosfat)

a podjednotka trimernich G proteinil

B podjednotka trimernich G proteind

v podjednotka trimernich G proteind

Human Embryonic Kidney cells (bunécnd linie odvozena od lidskych
embryondlnich ledvinnych buné¢k)

Human Immunodeficiency Virus (virus lidské imunitni nedostatecnosti)
Chinese Hamster Ovary cells (buné¢na linie odvozena z vaje¢nikovych bunék
¢inského kiecka)

Cholesterol

Intracellular Loop (intracelularni smycka)

Image Correlation Spectroscopy (obrazova korela¢ni spektroskopie)
Inositol-1,4,5-trifosfat

Boltzmannova konstanta (1,38.10% J.K™)

Lys-Asp-Glu-Leu Receptor (receptor pro rozpoznavani signalni sekvence
Lys-Asp-Glu-Leu)

Kontrolni buniky

K-Opioid receptor (k-opioidni receptor)

M¢dium Luria-Bertani (standardni médium pro kultivaci E. Coli)
Liquid-Disordered (neuspotfadana tekutd) faze

Leucin

Luteinizing Hormone Receptor (receptor pro luteinizacni hormon)
Liquid-Ordered (uspofadana tekutd) faze

Molarni (mol.dm™)

Muskarinovy cholinergni m2 receptor

Mitogen-Activated Protein kinase (mitogenem aktivovana protein kinaza)
Methionin

Mobilni frakce

Major Histocompatibility Complex I (MHC glykoprotein tfidy I)
u-Opioid receptor (p-opioidni receptor)

Monomerni ¢erveny fluorescencni protein

Mediatorova ribonukleova kyselina

Pocet prvkll v dané datové skupiné

Numerical Aperture (numericka apertura) — u¢inna svételnost objektivu

N-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)
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NCS
OFQ/N
OR

PBS
PC
PDZ
PE
pH

Phe
PIP;
PI-PE
PM
POZ
PS

RGS
RICS

RNA
ROI
RP
RS
RV
SD
SDS
SEM
Ser
SH2
SH3
SM

Src

T3

Newborn Calf Serum (novorozenecké teleci sérum)
Orphanin FQ/nociceptin

Opioid Receptor (opioidni receptor)

P-hodnota (statisticka veli¢ina)

Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)
Fosfatidylcholin

Konkrétni strukturné konzervovana proteinova doména

Fosfatidylethanolamin

Vodikovy exponent (zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych

iontil)

Fenylalanin
Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
Plasmalogen PE

Plasmaticka membrana

Pozadi

Fosfatidylserin
Hydrodynamicky polomér

Regulator of G protein Signalling (reguldtor G proteinové signalizace)

Raster Image Correlation Spectroscopy (korelacni spektroskopie rastrovych

obrazkl)

Ribonukleové kyselina

Region of Interest (oblast zajmu)

Rovina priifezu buiitkou

Rovina sklicka

Rovina vrcholu buiiky

Standard Deviation (smérodatna odchylka)

Dodecylsiran sodny

Standard Error of Mean (smérodatné chyba praméru)

Serin

Src Homology 2 domain (strukturné konzervovana proteinova doména)
Src Homology 3 domain (strukturné konzervovana proteinovd doména)
Sfingomyelin

Nereceptorova tyrosinkinaza

Termodynamicka (nebo téz absolutni) teplota

Trijodtyronin

12



T4 Tyroxin

TBE Tris-boratovy-EDTA pufr

TICS Temporal Image Correlation Spectroscopy (Casova obrazova korelacni
spektroskopie)

Tm Teplota tani

™ Transmembranovy

TRH Thyrotropin Releasing Hormone (tyreotropin uvoliiujici hormon, tyreoliberin)

TRH-R Thyrotropin Releasing Hormone Receptor (receptor pro TRH)

TSH Thyroid Stimulating Hormone (hormon stimulujici $titnou Zlazu, tyreotropin)

Tyr Tyrosin

VTGP Buiniky HEK293 stabilné exprimujici konstrukt TRH-R-EGFP

YFP Yellow Fluorescent Protein (zluty fluorescen¢ni protein)

Bi-AR Beta 1-adrenergni receptor

B:-AR Beta 2-adrenergni receptor

Bs-AR Beta 3-adrenergni receptor

B-CDX B-cyklodextrin

n Hustota prostredi

Taz Doba Zivota excitovaného stavu (/ifetime) fluorescencni sondy
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2. Uvod

Receptory sptfazené s G proteiny (GPCR) tvofi nejvétsi rodinu membranovych
receptorti v sav€ich télech. Diky nim vniméme svétlo, pachy a chuté okolniho svéta. Uvnitf
téla se ucCastni neurotransmise, fizeni Cinnosti zldz s vnitini sekreci zajiStujicich
fyziologickou homeostazu, ftizeni reprodukce, reguluji metabolismus, ovliviluji rist,
diferenciaci i smrt né€kterych bun€k a maji i mnoho dalSich uloh. Neni tedy prekvapenim,
ze jsou cilem vice nez poloviny soucasné¢ pouzivanych léciv. Proto je zdsadni témto
signaliza¢nim bilkovindm co nejvice porozumét, abychom dosahli v klinické praxi
co nejlepsich vysledki.

GPCR jsou membranové proteiny, a proto je aktualni a Zadouci zajimat se o vliv
tzv. membranovych domén (nebo téZ membranovych raftil) na jejich funkci. O samotné
existenci membranovych raftl se dlouhou dobu vedly vasnivé diskuze. V soucasné dobé je
jiz tento koncept pfijiman Sirokou védeckou vefejnosti. Jednd se o oblasti plasmatické
membrany obohacené o cholesterol a sfingomyelin, které vykazuji vlastnosti odlisné
od ,,neraftové” (n€kdy téz ,,vétSinové™) Casti membrany. Bylo dokazano, Ze tyto oblasti
soustied'uji preferenéné néckteré proteiny, zatimco jiné jsou piednostné lokalizovany
v neraftovych oblastech. Tato nesoumérna distribuce proteint pfinds$i mnoho signaliza¢nich
moznosti oproti piivodnimu konceptu membrany jakozto tekuté mozaiky, kde se proteiny
volné pohybuji v ,,mofti* lipidd.

Membranové domény byly definovany na zdkladé nerozpustnosti v roztocich
neiontovych detergenti jako je Triton X-100 pii 0 °C. A byly to pravé biochemické metody,
které velice dlouho hraly prim ve vyzkumu membranovych rafti. V soucasné dobé¢ se vSak
stale vice dostavaji do poptedi ptfistupy, které jsou vice Setrné a umoznuji citlivéjsi analyzu
nejen na bunéénych preparatech, ale rovnéz na zivych bunkach.

S objevem zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP), ktery je v soucasné dobé
k dispozici v celé fad¢ funkcnich a barevnych variant, ziskal biologicky a medicinsky
vyzkum mocny nastroj. Velkou vyhodou GFP je moZnost jeho ,,pfivéseni ke zkoumanému
proteinu na Urovni nukleové kyseliny. Vznikly fuzni protein je pak mozné produkovat
v modelovych systémech, aniz by bylo pro vizualizaci zkoumaného proteinu nutné buiky
zabijet fixaci ¢i homogenizaci. Fluorescencni metody, které mohou vyuZzivat GFP jako
fluorescen¢ni sondu, se nyni pomérné¢ bouflivé rozvijeji diky rychlému technologickému
pokroku v zobrazovacich metodikach. Velice dualezité je znat silné a slabé stranky novych
istarych piistupi a neustdle data ziskand modernimi technikami porovnavat s jiz
zavedenymi metodami, abychom tyto pfistupy mohli verifikovat a ptipadné objektivné

zavrhnout ty staré.
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3. Literarni prehled

3.1. Receptory sprazené s G proteiny (GPCR)
3.1.1. Uvod

Receptory sptazené s G proteiny (G protein-coupled receptors; GPCR) tvofi nejveétsi
receptorovou rodinu sav¢ich druht. U ¢lovéka je tato rodina zastoupena vice nez 800 geny.
Zapocitame-li alternativni sestfih, mize byt na zéklad¢ téchto genli produkovano az 2000
odliSnych receptorovych bilkovin. GPCR registruji informace z vnéjSitho prostiedi
rozpoznavanim riznych stimulli pocinaje neuroptfenaSeci, pifes peptidové hormony
¢iodoranty a konce fotony svétla. Podileji se na vnitrobunécné signalizaci, endokrinnich
funkcich, udrzovani fyziologické homeostdzy (dynamické stalosti vnitfniho prostiedi),
regulaci metabolismu, ristu a diferenciace a mnoha dalsich funkcich (Luttrell, 2008).

V soucasné dob€ jsou jiz dokazany signalizacni drahy receptord spfazenych
s G proteiny, které nevyuzivaji heterotrimerni G proteiny. Z tohoto divodu by bylo
spravnéjsi oznacovat tuto velkou skupinu receptort jako ,,7TM receptory* (dle jejich typické

struktury — viz dale), avSak oznaceni GPCR je jiz pouZivano tradi¢né (Pierce a kol., 2002).

3.1.2. Struktura

Pro receptory sptfazené s G proteiny je naprosto zasadnim jednoticim principem
jejich  struktura. VSechny obsahuji 7 o Sroubovic, které prochazeji membranou
(transmembranové helixy). Tato charakteristickd struktura byla popsana v 80. letech
20. stoleti na receptoru rhodopsinu, ktery se na dlouhd Iéta stal modelovym GPCR (Pierce
a kol., 2002).

N-konec receptoru je orientovan vné buiiky (extracelularn¢) a C-konec je orientovan
dovnitt bunky (intracelularn¢€). Pro oznaceni transmembranovych Sroubovic se pouziva
oznaceni ,,TM* spole¢né s pfisluSnou fimskou ¢islici (TMI-VII; ¢islovano od N-konce). Déle
na GPCR rozpoznavame 3 intraceluldrni smycky (ICL) a 3 extracelularni smycky (ECL)
(Hanson a Stevens, 2009). ZjednoduSené schéma struktury modelového receptoru
sptazeného s G proteiny je uvedeno na obrazku 1 na nasledujici strané.

Vazebné misto pro receptorovy stimul je obecné formovéano z N-koncové Casti
bilkoviny a extracelularnich smycek a ¢asti TM Sroubovic. Misto interakce
s vnitrobunénymi  bilkovinami (napf. G proteiny) je pak formovano C-koncem
a intracelularnimi smyckami a ¢astmi receptoru (Nygaard a kol., 2009).

Krystalizace receptorti sptazenych s G proteiny byla od pocatku velice obtiznou
zalezitosti. Velice dlouho byl jedinym uspésné krystalograficky analyzovanym receptorem

rhodopsin. OvSem s pokrokem v oblasti pfipravy preparati pro tyto studie se v dnesni dobé
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objevuji dalSi a dalsi detailni struktury GPCR, které mohou objasnit funkci konkrétnich

receptorti na molekularni urovni (Kobilka a Schertler, 2008).

VNEJSI
PROSTOR

NITROBUNECNY
PROSTCR

Obrazek 1 | Schematické znazornéni struktury receptoru sprazeného s G proteiny

Membrana je zobrazena Sedé. V levé cCasti obrazku je zachycena topologie receptoru
v membrang. V pravé Casti je schematicky zndzornén receptor ve vysledné ,sbalené*
konformaci. Transmembranové oblasti jsou pro piehlednost oznaceny pouze fimskou &islici.

Upraveno podle Flower, 1999

3.1.3. Rodiny GPCR

Jelikoz existuje mnoho zastupct této velké rodiny receptort, je praktické je néjakym
zpusobem pro vétsi prehlednost roztiidit. Stale nejpouzivangjSim systémem je tfidéni
do rodin A-F. Nejvétsi rodinou je skupina A obsahujici az 80 % lidskych GPCR. Zastupci
rodin A, B, C a F jsou nachazeni v téle savcil, zatimco receptory rodiny D jsou zastoupeny
vyluéné v houbach a receptory rodiny E se nachdzeji pouze v organismu Dictyostelium
(Davies a kol., 2008). Jednotlivé rodiny spolecné s typickymi zastupci jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tabulka 1 | Ptehled rodin GPCR s typickymi zastupci
Podle Davies a kol., 2008; Kolakowski, 1994

Rodina Priklad zastupcia
rhodopsin; dopaminové, serotoninové, adrenergni, opioidni receptory;
A receptor pro tyreoliberin; acetylcholinové receptory muskarinového typu
B receptory pro sekretin, kalcitonin, glukagon, vazoaktivni intestinalni peptid
metabotropni glutamatové receptory; receptory pro kyselinu
C . ,
y-aminomaselnou, odoranty
D receptory pro feromony
E receptory pro cAMP
F receptory ,,Frizzled/Smoothened*
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Pomérné znadmym alternativnim zptisobem klasifikace je systém GRAFS, ktery tridi
pouze GPCR nalezené v lidském téle. Je zalozen na genové analyze a rozdélovani receptorti

do skupin podle genetické ptibuznosti (Fredriksson a kol., 2003).

3.1.4. Ligandy

Terminem ligand se rozumi molekula, ktera je schopna vazby na receptor a ovlivnéni
jeho funkce. Prvotni studie chapaly receptory spfazené s G proteiny jako jakési spinace,
které se vyskytuji pravé v polohéch ,,zapnuty®, nebo ,,vypnuty“. Nyni je prakti¢téjsi nahlizet
na tyto struktury spiSe jako na ,reostaty” (zachovame-li slovnik elektronickych soucéstek),
které vykazuji mezi krajnimi ,,spinacovymi® stavy jes§té¢ celou fadu mezistavi. Tomu
odpovidaji i1 latky, které takové spektrum efektd vyvolavaji. Rozpoznavame tzv. plné
agonisty, ¢astecné agonisty, antagonisty a inverzni agonisty (Kobilka a Deupi, 2007).

Pfi popisu funkce ligandli na signalizaci pomoci GPCR je zisadni zminit pojem
konstitutivni aktivita receptoru. Jedna se o schopnost receptoru aktivovat ptisluSny G protein
1 pfes absenci vazby ligandu. Je to d¢€j zpisobeny schopnosti receptoru piechézet s uréitou
pravdépodobnosti samovoln€ mezi vS§emi moznymi konformaénimi mezistavy. Ligandy pak
v tomto nahledu vystupuji spiSe jako jakési ,katalyzatory*, které vychyluji rovnovdhu mezi
aktivovanym a deaktivovanym receptorem. Receptory zaujimaji konformace na oné Skale
»zapnuty az ,,vypnuty“ a piislusné ligandy je stabilizuji v pfislusné konformaci. Tento
fenomén se navenek projevuje bazalni aktivitou vétSiny receptort spfazenych s G proteiny
(Seifert a Wenzel-Seifert, 2002).

Efekt plného agonisty je charakterizovan maximalni biologickou odpovédi receptoru.
Castedny agonista pak receptor aktivuje jen z&asti, prestoze obsadi viechna vazebna mista
(receptory jsou jim saturovéany). Antagonista nema na biologickou funkci receptoru zadny
vliv, ale kompetuje (soutézi) o vazebné misto na receptoru s dal$imi ligandy. Inverzni
agonista stabilizuje neaktivni konformaci receptoru, a tak signalizaci ,,vypind“ (Kobilka
a Deupi, 2007).

V této Casti textu je nutné zminit je$t€ jeden zajimavy fakt. Pod pojmem ligand
(a tedy agonista, antagonista atd.) rozumime hormon, neurotransmiter nebo jejich syntetické
analogy, které se k buitkdm dostavaji po svém fyziologickém vylouceni nebo vné&j$im
dodéni. Podobné tucinky vSak mohou mit i nizkomolekularni latky, které interaguji s mistem
odliSnym od vlastniho orthosterického vazebného mista receptoru pro ligand. Takové latky
oznaCujeme jako allosterické modulatory. Napt. sodné ionty za fyziologickych podminek
funguji jako inverzni agonisté, tzn. latky, které stabilizuji neaktivni konformaci receptoru,

a pfevadi tak celkovou populaci receptorti v dané buiice do méné aktivniho stavu. Pokud je
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zkouména signalizace GPCR v médiu bez Na', je signaliza¢ni aktivita receptorti velmi
vysoka. Pti vysoké fyziologické koncentraci sodnych iontl v extraceluldrnim prostoru
(145 mM) proto receptor existuje v neaktivni ¢i malo aktivni formé (Vosahlikova a kol.,
2014). Nedavno bylo v ramci podrobné krystalografické studie charakterizovano vazebné
misto pro Na' ionty u adenosinového A, receptoru (AzaR). Ukazalo se, Ze vazba agonisty
na receptor dokonce vytésiiuje sodné ionty z vazebného mista receptoru (viz obrazek 2)

(Liu a kol., 2012).

Obrazek 2 | Detail struktury vazebného mista pro Na*

Jedna se o vazebné misto adenosinového A,s receptoru, které je znacné konzervované
vramci rodiny A receptort spfazenych s G proteiny. V ¢asti A je toto misto zobrazeno
ve stavu neaktivni konformace receptoru snavazanym Na'. V ¢asti B je pak aktivni
konformace receptoru. Je patrné, ze sodny iont byl z pozice ve vazebném misté¢ vytésnén
(zobrazeno bilym Srafovanym koleckem). Znacky pro aminokyseliny jsou pro ptehlednost
v jednopismenkovém tvaru.

Upraveno podle Liu a kol., 2012

3.1.5. Model signalizace GPCR prostiednictvim trimernich G proteinii

Klasickd cesta signalizace receptorli spfazenych s G proteiny je historicky prvni
popsanou a zdrovenn nejprozkoumanéjsi drahou téchto receptori. V principu se jedna
o systém slozeny ze 3 clent — receptoru, trimerniho G proteinu a efektorové bilkoviny
(enzymu ¢i iontového kanalu) (Luttrell, 2008).

Heterotrimerni proteiny se skladaji ze 3 podjednotek — a, B a y. Alfa podjednotka je
mistem vazby guaninového nukleotidu. Podjednotky B a y vytvareji pevny P/y komplex.
V lidském genomu bylo identifikovdano 16 gent pro o, 5 geni pro B a 14 genl

pro v podjednotky (Milligan a Kostenis, 2006). Rodinu o podjednotek délime na 4 zékladni
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podskupiny (Gos, Gai, Gog a Ga,»). Dle obsaZenych a podjednotek jsou pak klasifikovany
celé trimerni G proteiny. Rodina Gas je spojena s aktivaci adenylyl cyklazy, ale obsahuje téz
Goyir spojenou s ¢ichovymi drahami. Rodina Gao; obsahuje 4 podjednotky, které adenynyl
cyklazu inhibuji, dale retinlni o podjednotku transducin, o podjednotku gustducin hrajici
roli pfi vnimani chutovych stimull a jesté¢ 2 podjednotky, jejichz funkce zatim neni pfili$
dobfe popsana. Skupina Gog obsahuje podjednotky ovliviiujici aktivitu fosfolipazy C.
Posledni skupina — Gay, obsahuje podjednotky Gai, a Gays, jejichz efektorem jsou malé
G proteiny rodiny Rho — diky tomu se tato rodina podili na regulaci celé fady bunéénych
déji jako napt. apoptdzy, regulace funkce cytoskeletu nebo MAP kindzové dréhy
(Kurose, 2003; Luttrell, 2008).

Ovsem i B/y dimery maji své efektory (ac byla jejich role v minulosti podceiiovana).
Jedna se napft. o n¢které izoformy adenylyl cyklaz, n¢které fosfolipdzy C ¢i A2 nebo kindzy
sptazené s G proteiny.

V prvnim kroku signalizace dochazi k vazbé ligandu (agonisty) na receptor na vngjsi
stran¢ bunky (extracelularné), coz vyvola konformacni zménu v receptorové bilkoving. Diky
této zmeéné ziska receptor afinitu k pfislusSnému G proteinu na vnitini strané plasmatické
membrany (intraceluldarné), kterému slouzi jako tzv. GEF (Guanine nucleotide Exchange
Factor; faktor ménici guaninové nukleotidy) — tzn. katalyzuje vyménu GDP na alfa
podjednotce trimerniho G proteinu za GTP, coz zplsobi disociaci komplexu na volnou
a podjednotku a B/y dimer. Tyto signalizacni jednotky jsou do membrany vézany pomoci
lipidické kotvy, takZe se pak pohybuji ve dvojrozmérném prostoru membrany a ovliviiuji
dalsi bilkoviny signaliza¢ni kaskady (viz vyse), které obvykle reguluji mnozstvi tzv. druhych
poslt, ktefi dale interaguji s dalSimi c¢leny signalizacni kaskady. Signalizace pokracuje
do chvile, kdy dojde k hydrolyze GTP na GDP a volny fosfat na o podjednotce (diky jeji
vnitini GTPazové aktivité), ktera tak opét ziskd afinitu k B/y dimeru, a tak se obnovi
heterotrimerni uspotfddani G proteinu (Luttrell, 2008). Doba obnoveni neaktivni formy
G proteinu mtize byt urychlena pomoci tzv. regulatorti G proteinové signalizace (RGS), které

stimuluji GTP4zovou aktivitu a podjednotek (Pierce a kol., 2002).

3.1.6. Negativni regulace signalizace GPCR

Signalizaci pomoci receptorti spfazenych s G proteiny je tieba efektivné regulovat.
Pokud by vazba ligandu s naslednou plnou aktivaci signalizace trvala pfili§ dlouho, muselo
by nutné¢ dojit k zdsadnimu naruseni celkového bunéfného metabolismu a nésledné
k bunééné smrti. Napiiklad permanentni zvySeni hladin cAMP vede k poruse regulace

bunéénych cyklli a zhoubnému bujeni. Proto je kvantitativni mira a casova délka signalizace
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ptisné regulovana snad na vSech moznych urovnich pfislusné signalni drahy a fyziologicka
odpovéd je s trvajici vazbou ligandu zeslabovana (naptf. mohou byt specificky degradovéany
molekuly druhych poslti, G proteiny jsou regulovany RGS atd.). V nasledujicim textu bude
pozornost vénovana hlavné samotnym receptorovym molekuldm.

Prvnim krokem v odpovédi buniky na déletrvajici stimulus (vazbu agonisty) je tzv.
desenzitizace, kterd nastdva v tadu desitek sekund (Ostasov a kol., 2008). Jde o fyzické
odptazeni receptoru od G proteinu. Jednou z moznosti je klasickd zpétnovazebna smycka,
kdy produkované molekuly druhych posli stimuluji proteinkinazy A ¢i C, které nasledné
fosforyluji receptory, které tak ztrati schopnost vazat G proteiny. Tento mechanismus je vSak
relativné nespecificky, takZze muze dojit k desenzitizaci i jinych neZ pravé signalizujicich
receptorti (tzv. heterologni desenzitizace). Druhym mechanismem je tzv. homologni
desenzitizace, kdy je signalizujici receptor rozpoznan specialnimi kindzami GRK (kinazy
receptori sprazenych s G proteiny; G protein-coupled Receptor Kinase), které receptor
fosforyluji, a vytvateji tak vazebné misto pro proteiny arrestiny, které vytvareji fyzickou
zabranu kontaktu s G proteiny (Luttrell, 2008). RozliSuji se 2 skupiny arrestini — arrestiny
spojené s funkci pouze rhodopsinu a B-arrestiny, které reguluji prakticky vSechny ostatni
GPCR (Ferguson, 2001).

Dalsim krokem je proces tzv. internalizace, ke kterému dochazi v fadu jednotek
az desitek minut. Receptory jsou touto cestou endocytovany z plasmatické membrany
do nitrobunécnych vackl. Internalizace probiha bud’ klatrinovou cestou (tj. endocytdézou
zprostfedkovanou klatrinovymi vacky) nebo mechanismem kaveoldrni endocytozy
(). nezavisle na klatrinu) (Pierce a kol., 2002). Prvni typ internalizace je primarné umoznén
diky navazanému B-arrestinu, ktery obsahuje sekvence mj. pro interakci s klatrinem, coz je
stavebni prvek endocytickych vackt bunc¢k v obecném slova smyslu (Goodman a kol,
1996). Nasledné¢ je receptor bud’ znovu dopraven na membranu, nebo degradovan
v lysosomech (Luttrell, 2008). Dlouhodobé aktivace GPCR vyvolava rovnéz snizeni genové
exprese dané¢ho receptoru, ¢imz se drazdivost buiiky k tomuto podnétu dlouhodobé snizi

(Pierce a kol., 2002).

3.1.7. Alternativni signaliza¢ni drahy receptoru spiraZenych s G proteiny

Soucasny vyzkum odhaluje fakt, Ze vyjma relativné dobfe popsaného klasického
modelu signalizace GPCR, podle kterého tato skupina receptorti vlastné dostala své jméno,
mohou byt tyto proteiny zapojeny i do dalSich signaliza¢nich drah. Ve svych nitrobunéénych

doménach obsahuji casto sekvence, které mohou byt vyuzity pro vazbu (bud’ pfimo nebo
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prostiednictvim adaptorovych proteini) napi. GEF bilkovin pro malé¢ G proteiny,
nereceptorovych tyrosin kindz a ¢lent nékterych MAP kinazovych drah (Luttrell, 2008).

Prvni moznosti je piima interakce receptoru s dalSimi proteiny pomoci jejich
vazebnych domén. Takto byla popsana napi. piima interakce P-AR s regulatorem Na'/H'
vyméniku pomoci adaptorové PDZ domény (Hall a kol.,, 1998). DalSim ptikladem je
moznost fosforylace f,-adrenergniho receptoru receptorem insulinovym, coz vytvoii
vazebné misto pro vazbu dalSich proteinli pomoci jejich SH2 domén (Malbon a Karoor,
1998). Ttetim piikladem je interakce Bs;-AR s nereceptorovou tyrosin kindzou c-Src pomoci
jeji SH3 domény (Cao a kol., 2000).

Druhym mechanismem je napojeni GPCR na jiné signaliza¢ni drahy prostfednictvim
vyznamn¢ posiluje jejich roli v signalizaci receptorii spfazenych s G proteiny. Touto cestou
dochézi k zapojeni do celé fady MAP kindzovych kaskdd (Miller a Lefkowitz, 2001).
V tomto ohledu bylo provedeno mnoho zajimavych experimentl. V tomto textu se omezim
pouze na kratky ptiklad. V bunéénych liniich COS-7 zplsobila nadmérnd exprese
(overexprese) P-arrestinu 2 ocekdvané snizeni odpovédi angiotensinového receptoru
(AT;aR) prostfednictvim G proteinid (hydrolyza fosfatidylinositolu), ale zéaroven byla
posilena aktivace kinazy ERK1/2 (draha nezavisla na G proteinech) (Tohgo a kol., 2002).
Zaroven deplece B-arrestinu 2 pomoci RNA interference v buiikich HEK293 inhibovala
aktivaci ERK1/2 prostiednictvim AT;aR (Ahn a kol., 2004).

3.1.8. Oligomerizace GPCR

Receptory sptazené s G proteiny byly dlouho povazovany za monomerni signaliza¢ni
jednotky. V poslednich dvou desetiletich se ov§em zacalo ukazovat, ze podobné jako cela
fada jinych receptorovych rodin (napt. receptorové tyrosin kindzy) mohou oligomerizovat.
Oligomerizace miiZe nastdvat mezi stejnymi receptory (homooligomerizace) nebo mezi
receptory riznymi (heterooligomerizace). Moznost oligomerizace oteviela cestu nejen
k lep$imu pochopeni bunécné signalizace, ale rovnéz k hleddni novych ucinngj$ich farmak
(Cottet a kol., 2012).

S objevem oligomerizace GPCR se rovnéz otevielo nemalo otazek ohledné jejich
funkci. Jednalo se o otazky specifity rozpoznavani ligandli, mechanismu aktivace
a desenzitizace receptorti i formovani a dopravy oligomernich forem do membrany nebo
ovlivnéni mobility receptorii v plasmatické membrané (Lohse, 2010).

Pti vyzkumu tohoto fenoménu byly pouzity nejriiznéjsi metody. Zpocatku se jednalo

hlavné o piistupy biochemické a farmakologické. Casto byla vyuzivana imunoprecipitace
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v kombinaci s imunobloty. Takto byla demonstrovana moZnost dimerizace 6-opioidnich
(Cvejic a Devi, 1997) nebo [,-adrenergnich receptorii (Hebert a kol., 1996). Vzhledem
k nejriiznéjSim nedostatkiim téchto technik a fadé zavért, které pfinesly a nasledné
se ukdzaly byt mylnymi, byly pro tento vyzkum upiednostnény jiné techniky — hlavné pak
techniky zaloZené na rezonan¢nim ptresunu energie (FRET, BRET atd.) (Cottet a kol., 2012).

Ukazuje se, ze ne vSechny poznatky o oligomerizaci se daji zobecnit pro vSechny
GPCR. Uz jen samotna velikost téchto struktur je rGznd pro riizné receptory a pouzité
metody. Zda se, Ze metabotropni glutamatové receptory se vyskytuji nejvySe ve formé
dimerti (Doumazane a kol., 2011), zatimco receptory GABAg formuji dimery, ale rovnéz
tetramery (Maurel a kol., 2008). Tetramerni komplexy byly demonstrovany také v piipade
dopaminovych receptori (Guo a kol., 2008). A takto by mohl vycet pokracovat
pro jednotlivé ¢leny rodiny GPCR.

Prvni jasné rozpoznani a diikaz funkéniho vyznamu oligomerizace pro ¢innost GPCR
ptinesl vyzkum metabotropniho receptoru pro kyselinu y-aminomaselnou (GABAgR). Tento
receptor se vyskytuje ve dvou zdkladnich podtypech — GABAgR1 a GABAgR2. Soucasna
existence téchto podjednotek v dimeru je nutnou podminkou pro lokalizaci GABAgR (jako
celku) v bunééné membran€ i pro jeho funkci. Zaroven se podafilo rozlisit i jednotlivé
funkce obou ,partnerit“ — GABAgRI1 je zodpovédny za vazbu ligandu a GABAgR2
za interakci s pfislusnym G proteinem (Kaupmann a kol., 1998). Dulezitost dimerizace
pro opusténi endoplasmatického retikula a pokracovani smérem k plasmatické membrané
byla pozd¢€ji pozorovana napf. i u f-adrenergnich receptorii (Salahpour a kol., 2004).

Pii vyzkumu heterooligomerizace 6- a p-opioidnich receptorti nebyla tato interakce
pouze detekovéna, ale s pomoci vazebnych studii sradioligandy bylo demonstrovano,
ze heterooligomer ma jiné vazebné a signalizacni charakteristiky neZ monomerni forma,
coz zasadnim zpusobem rozSifuje signalizacni moznosti GPCR oproti klasickému modelu
signalizace téchto receptorti (George a kol., 2000). Bylo rovnéz prokdzano, Ze k snadnéjsi
heterooligomerizaci dochézi u strukturné ptibuznych receptor (Ramsay a kol., 2002).

V soucasné dobé existuje velké mnozstvi praci, kde je popsano mnoho moznych
kvartérnich struktur GPCR. Je vSak potieba zjistit, zda vSechny tyto struktury plni n&jakou
konkrétni fyziologicky vyznamnou funkci. Déle je tfeba zkoumat, jaky je efekt daného typu

oligomerizace na signaliza¢ni vlastnosti za¢astnénych partnerti (Lohse, 2010).
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3.2. Receptory pro tyreoliberin (TRH-R)

3.2.1. Uvod

Receptory pro tyreoliberin (TRH; Thyrotropin-Releasing Hormone; tyreotropin
uvolnujici hormon) patii v klasifikaci receptorti spfazenych s G proteiny do rodiny A. Velice
dlouho se zdalo, ze do skupiny receptori pro TRH (TRH-R) bude patfit pouze jediny
zastupce. Pomoci analyzy mRNA byl u hlodavcil objeven jediny gen pro tento receptor,
ktery vSak vykazoval 2 sestfihové varianty. Tyto varianty produkovaly delsi a kratsi formu
TRH-R, které vSak byly od sebe elektrofyziologicky nerozliSitelné (de la Pefia a kol., 1992).
Postupné byla takto zjiStovana sekvence mysich, potkanich, lidskych a dalSich receptorii pro
TRH, které mezi sebou vykazovaly az 95% homologii v aminokyselinovém sloZeni. Pouze
v lidském genomu nebyl popsan alternativni sestfih genu pro TRH-R, a tedy vyskyt
2 izoforem tohoto receptoru (Sun a kol., 2003). V roce 1998 vsak byl u potkant izolovan
druhy ¢len rodiny TRH receptort, ktery s plvodné jedinym TRH-R sdili pouze 50%
homologii. Tento novy typ byl ozna¢en TRH-R2, zatimco pro piivodni typ se vzilo oznaceni
TRH-R1 (Cao a kol., 1998). TRH-R2 zatim nebyl identifikovan u lidi (Sun a kol., 2003).
Vzhledem k absenci TRH-R2 v lidském organismu je daleko vétsi zajem vénovan receptoru

pro TRH typu 1.

3.2.2. Struktura a signalizace TRH-R

Receptory pro TRH obsahuji 7 transmembranovych prinikii jako vSechny GPCR.
Stejné jako fada z nich obsahuji zfejmé na svém cytoplasmatickém konci osmy helix, ktery
neni zanofen do membrany, ale diky svému amfipatickému charakteru je s membranou
asociovany a je k ni orientovan paralelné. Navic se v této oblasti nachazi nékolik mist, kde
mize dochdzet k palmitoylaci. Pfitomnost téchto 2 strukturnich prvki je, zda se, dulezita
pro ¢innost receptorl. Zaroven je tak zformovéna 4. intracelularni smycka (viz obrazek 3
na nasledujici stran¢) (Du a kol., 2005).

Pfirozenym agonistou TRH-R je tyreoliberin (TRH). Jedna se o tripeptid, ktery
v organismu funguje jako hormon, parakrinni regulator a jako neuromodulator. Tripeptid je
slozen zkyseliny pyroglutamové, histidinu a prolinamidu (viz obrazek 3) (Gershengorn
a Osman, 1996). Je zajimavé, ze vyjma jediného syntetického analogu se nedaii najit zddné
dalsi latky podobné TRH, které by se na receptor vazaly s vyssi afinitou (Sun a kol., 2003).
Rovnéz hledani antagonist téchto receptori bylo dlouhou dobu bez tspéchu. V nedavné
dobé¢ se vsak ptrece jen podafilo nékteré takové latky identifikovat (Engel a kol., 2008). Jako
ptiklad inverzniho agonisty téchto receptort je uvadén midazolam (Wang a Gershengorn,

1999).
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Primarni signaliza¢ni kaskada TRH-R spociva v aktivaci receptoru pomoci TRH.
Aktivovany receptor interaguje s G proteiny tfidy Ggi1, které aktivuji fosfolipdzu CP. Tento
enzym katalyzuje hydrolyzu fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP,) na 1,2-diacylglycerol
(DAGQG) a inositol-1,4,5-trifostat (InsP3). Tito druzi poslové stimuluji zvySeni intracelularni
koncentrace Ca®" a aktivaci proteinkinazy C (Hsich a Martin, 1992). Aktivace TRH-R
rovnéz stimuluje Ca**/kalmodulin-zavislou protein kindzu a MAP kinazové drahy. Pomoci
proteinkinazy C nebo Ca*'/kalmodulin-zavislé protein kinizy mohou byt aktivovany rizné
transkripcni faktory. Pfi absenci ligandu se ukdzalo, Ze TRH-R2 aktivuje tyto drahy daleko
vyznamnéji nez TRH-R1, ackoli jejich bazalni aktivita v klasické odpovédi vyvolavajici
zmény v koncentraci Ca®" nebo aktivita v piftomnosti TRH je prakticky nerozligitelna

(Sun a kol., 2003).
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Obriazek 3 | ZjednoduSené schéma struktury TRH-R a strukturni vzorec TRH

V casti A je zjednodusené topologické schéma TRH-R, které mé demonstrovat pfitomnost
helixu 8 a pfilehlé palmitoylace, které vytvéieji &tvrtou intracelularni smycku. Cervené je
znazornéna palmitoylace C-konce receptoru. Extr. a intr. znaci extracelularni a intracelulérni
stranu membrany. V Casti B je zobrazena chemicka struktura TRH.

Vytvoteno podle Gershengorn a Osman, 1996

Po navazani agonisty jsou TRH receptory rychle fosforylovany (polocas déje je asi
15 sekund) (Jones a Hinkle, 2009). Jelikoz za fosforylaci aktivovanych receptori je
zodpovédna hlavné GRK2 (Jones a Hinkle, 2005), hovofime o desensitizaci homologni.
Na fosforylované receptory se vazi molekuly B-arrestinii a komplexy jsou internalizovany
z membrany pomoci klatrinovych vackl. Po odmyti agonisty je mnozstvi TRH receptorti
na membrané obnoveno s polo¢asem asi 30 minut. Polocas defosforylace receptorii po
odmyti agonisty je pomérné kratky (pod 5 minut). Je zajimavé, Ze internalizované receptory

jsou recyklovany na plasmatickou membranu az po asi 3 hodinédch, takze membrana musi
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byt do 30 minut ,,0sazena®“ TRH-R z intracelularnich bunéénych zésob téchto receptorii
(Jones a Hinkle, 2009).

Velkému zajmu o oligomerizaci GPCR neusSly ani receptory pro TRH. Bylo
demonstrovéno, Ze tyto receptory mohou vytvatet jak homooligomery, tak heterooligomery
slozené¢ z TRH-R1 i TRH-R2 podtypii (Hanyaloglu a kol., 2002). Zda se, Ze oligomerizace
(v tomto ptipadé se zfejme jedna o dimerizaci) té€chto receptorti mize urychlovat a zesilovat
fosforylaci receptori po aktivaci ligandem, a ovlivilovat tak proces desenzitizace,

internalizace a dopravy TRH-R (Song a kol., 2007).

3.2.3. Distribuce TRH receptorii v organismu

Distribuce receptort pro tyreoliberin byla zkouména pomoci histochemie, in situ
hybridizace a imunobloti. VSechny metody poskytly do zna¢né miry stejné vysledky
(samoziejm¢ s n€kterymi vyjimkami, které mohou byt dany limitacemi jednotlivych
ptistupt) (Sun a kol., 2003).

Primarnim mistem, kde byly receptory pro TRH objeveny, je ptedni lalok hypofyzy,
kam je tento tripeptid uvoliiovan z hypotalamu (viz oddil 3.2.4 Fyziologické akce TRH).
JiZ na tomto mist¢€ je patrny rozdil ve funkci obou receptort. Zatimco v hypofyze se nachazi
TRH-R1, pozdé&ji objeveny TRH-R2 v této tkani popsan nebyl, a je tudiz zfejme zapojen
do jinych akci (Cao a kol., 1998).

Distribuce téchto 2 receptort se v nékterych mistech prekryva a v nékterych vyrazné
1i81. Obecné je TRH-R1 vyrazné exprimovan v pfednim laloku hypofyzy, neuroendokrinnich
oblastech mozku, autonomnim nervovém systému a utrobnich oblastech mozkového kmene.
TRH-R2 je pak vysoce exprimovan v oblastech mozku dilezitych pro pfenos
somatosenzorickych signall a vysSich funkci centralniho nervového systému. Rovnéz se tyto
receptory vyskytuji v perifernich oblastech téla. Pfitomnost TRH-R1 byla demonstrovéna
napi. v srdci, plicich, varlatech a zaludku. Naproti tomu vyskyt TRH-R2 je na periferii
zna¢né omezen — byl popsan v sitnici, varlatech a gastrointestindlnim traktu (Sun a kol.,

2003).

3.2.4. Fyziologické akce TRH
Tyreoliberin je zapojen do mnoha fyziologickych déji. Je syntetizovan jako tzv.
preprohormon TRH, ktery c¢itd 255 aminokyselin a je nasledné St€pen za vzniku
5 tripeptidickych molekul TRH (udaje pro potkani model) (Nillni a Sevarino, 1999).
Pivodné byl TRH popsan ve fungovani osy hypotalamus-hypofyza-§titna Zlaza.

Hypotalamus v parvocelularnich neuronech paraventrikuldrniho jadra produkuje mj. TRH.
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Axony z této oblasti projikuji do cirkumventrikuldrnich orgdnt sav¢iho mozku, které lezi
vné hematoencefalické bariéry, diky ¢emuz miize byt TRH uvoliiovan do portalniho obé&hu,
kterym se dostava az k prednimu laloku hypofyzy. Zde stimuluje uvolnéni hormonu TSH
(tyreotropin), ktery nasledné stimuluje Stitnou zlazu k sekreci a syntéze tyroidnich hormont
tyroxinu (T4) a trijodtyroninu (T3). Tyroidni hormony zpétné reguluji vylev TRH na zacatku
kaskady, takze se jedna o klasickou zpétnovazebnou smycku. Tyroidni hormony maji
zasadni vliv na energeticky metabolismus — na bazélni energetickou produkci a na adaptivni
termogenezi (Lechan a Fekete, 2006). Pokud je $titnd zldza aktivovana nadmérné€, dochazi
k hubnuti, tfesu, nervozité, tachykardii a nadmérné produkci tepla. Nedostate¢na cinnost
se projevuje mentalnimi a fyzickymi poruchami, Spatnou odolnosti vi¢i chladu a u déti
1 mentalni retardaci a omezenim rastu (Ganong, 2005).

Az dvé tietiny TRH v mozku se nachdzi mimo tradini ,tyreotropickou zénu*
hypotalamu. Toto TRH se mliZe chovat jako neuromodulator, nebo dokonce neurotransmiter.
TRH muze ovliviiovat uvoliiovéani dal§ich hormont nez TSH — napft. prolaktinu, vazopresinu
a inzulinu. Taktéz miize ovliviiovat vylev noradrenalinu a adrenalinu (Nillni a Sevarino,

1999). Vycet téchto ,,nehypofyziotropickych* efektii je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2| Piehled dalSich efekti TRH mimo uvoliiovani TSH z predniho laloku

hypofyzy
Podle Lechan a Fekete, 2006

»Nehypofyziotropické” efekty TRH

analgézie zvySovani vyprazdnovani zaludku

antikonvulzivni G€inky zvySovani gastrointestinalni motility

bd¢lost

zvySovani jaterniho prokrveni

mozkova vazodilatace

zvySovani vylu€ovani inzulinu

poceni

zvySovani pohybové aktivity

usnadnéni tvorby pamét'ovych stop

zrychlené dychéani

usnadnéni vzrusSivosti motoneuronu

inhibice pfijmu potravy

vysoky krevni tlak neurotrofické efekty na mi$ni motoneurony
zlepSovani paméti periferni vazokonstrikce
zvySovani krevniho tlaku tachykardie
zvySovani télesné teploty tres

zvySovani sekrece zaludecnich kyselin
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3.3. o-opioidni receptor
3.3.1. Opioidy a opioidni receptory

Skupina opioidnich receptorti nalezi do rodiny A v klasifikaci GPCR. Jedna
se o fyziologicky a terapeuticky vysoce vyznamnou skupinu receptort, ktera je aktivovana
celou fadou endogennich i exogennich latek. Jako ptiklad takové znamé exogenni latky
jmenujme morfin, ktery je hlavni soucasti opia a ktery je v medicin€ vyuzivan jiz po staleti.
Prvni zpravy o jeho pouziti k mirnéni bolesti a ulevovani lidem trpicim napf. astmatem
a kol., 2004). Synteticky analog morfinu — heroin je zneuzivan jako droga. Obé& tyto latky
se v§ak vyznacuji rychlym vznikem tolerance a zavislosti na pravidelném podavani latky
s potfebou davku zvySovat. I pfesto je morfin jakoZto jedna z nejsilnéjSich latek pro tlumeni
bolesti v n¢kterych pripadech stale vyuzivan v sou¢asném lékatstvi (Lutz a Kieffer, 2012).

Opioidni receptory nehraji ulohu pouze pifi tlumeni bolesti, ale rovnéz napf.
v ovlivilovani afektivity, regulaci reakce na stres a regulaci dychani, gastrointestinalnich,
endokrinnich a imunitnich procesti (Chu Sin Chung a Kieffer, 2013).

Mezi klasické opiodni receptory fadime p-, 6- a k- opioidni receptory (MOR, DOR,
KOR), které interaguji s rodinou endogennich opioidnich peptidii (B-endorfin, enkefaliny,
dynorfiny). Jak receptory, tak zminéné opioidni latky jsou produkovany jak centralnim,
tak perifernim nervovym systémem (Lutz a Kieffer, 2012). VSechny 3 zminéné receptory
jsou vysoce homologni (nejvice pak v transmembranovych segmentech) (Waldhoer a kol.,
2004). Do skupiny opioidnich receptorti patii navic orphanin FQ/nociceptinovy receptor
(OFQ/N receptor), ktery je s ostatnimi tfemi receptory sekvencné homologicky z 60 % (Lutz
a Kieffer, 2012), ale vykazuje malou nebo zanedbatelnou afinitu pro vétSinu opioidnich
alkaloidi (Granier a kol., 2012).

V experimentalni casti této diplomové prace jsme se zabyvali d-opioidnim
receptorem. Proto je dale konkrétnéji charakterizovan predevSim tento c¢len rodiny

opioidnich receptorti.

3.3.2. Struktura a signalizace opioidnich receptori

Stejn¢ jako vSechny receptory sprazené s G proteiny i opioidni receptory obsahuji
7 transmembranovych Sroubovic. VSechny tyto receptory obsahuji vysoce konzervované
cysteiny v1. a 2. extracelularni smycce, které ziejmé vytvareji disulfidicky mustek
(Waldhoer a kol., 2004). Rovnéz je pfitomna 4. intracelularni smycka, ktera je formovéana

diky palmitoylovanému C-konci— podobné jako u TRH-R (Law a kol., 2000).
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Vyznamnym krokem kuptfedu ve vyzkumu opioidnich receptorli jsou aktualni
krystalografické studie, které umoznuji popis vlastnosti téchto signaliza¢nich bilkovin
na molekularni trovni (viz obrazek 4 na str. 30). Po KOR a MOR se podafilo uspeésné
krystalizovat i DOR. Zda se, Ze vazebné misto (,.kapsu®) pro ligandy vSech opioidnich
receptorti je mozné rozdélit na 2 odliSné casti. Aminokyselinové slozeni spodni Casti
vazebného mista je vramci této skupiny vysoce konzervované, zatimco svrchni cast
obsahuje rozdilné aminokyseliny, coz zfejmé urcuje vazebnou selektivitu jednotlivych
receptort (Granier a kol., 2012).

Endogenni opioidni peptidy jsou vétSinou odvozeny od 4 prekurzori -
proopiomelanokortinu, proenkefalinu, prodynorfinu a proorphanin FQ/nociceptinu.
Spolecnym rysem opioidll vazajicich se na MOR, DOR a KOR je pentapeptidova sekvence
TyrGlyGlyPheMet/Leu. Klicovou aminokyselinou v této sekvenci je tyrosin, ktery je zdsadni
pro vysokoafinni vazbu téchto ligandii k receptorim (Waldhoer a kol., 2004). Odlisné
vazebné vlastnosti OFQ/N receptoru mohou byt dany pfizplisobenim vazebného mista
orphanin FQ/nociceptinu, ve kterém je tento charakteristicky tyrosin nahrazen fenylalaninem
(Lapalu a kol., 1997).

Endogennimi agonisty DOR jsou latky ze skupiny enkefalint, jejichZ strukturnim
zékladem je pentapeptid enkefalin. Konkrétnd byly popsany 4 takové peptidy (Leu’-
enkefalin, Met’-enkefalin, Met -enkefalin-Arg®-Phe’ a Met’-enkefalin-Arg®-Gly’-Leu®)
(Noda a kol., 1982). Z peptidovych syntetickych agonistii jmenujme napi. DADLE (D-Ala’-
D-Leu’-enkefalin) a jako ptiklad vyuzivaného antagonisty naltrindol. Obsahlej§i seznam
ligandli je moZné nalézt v ptislusné literatufe (Janecka a kol., 2004; Waldhoer a kol., 2004).

Vsechny opioidni receptory jsou obecné sptazené s heterotrimernimi proteiny tiidy
Gi/G,. Po aktivaci receptoru o podjednotka i B/y dimer interaguji s nékolika efektorovymi
systémy. Vysledkem je inhibice adenylyl cykliazy a napétové zavislych Ca®" kanald
a stimulace G proteiny aktivovanych dovnitf usmériiujicich K™ kanald a fosfolipizy CP
(Waldhoer a kol., 2004).

Pti delSim vystaveni d-opioidnich receptorii plisobeni agonisty, jsou receptory rychle
desenzitizovany fosforylaci pomoci GRK a navazdnim [-arrestinu. Nasleduje rychla
internalizace. Oproti MOR jsou tyto procesy vyrazné rychlejsi (Lowe a kol., 2002). Zda se,
ze v této rychlé negativni regulaci DOR hraje vyznamnou roli kindza rodiny Src. Rovnéz
bylo demonstrovano, Ze zatimco internalizované p-opioidni receptory jsou obvykle vraceny
zpét na membranu, internalizované DOR jsou pfednostné smérovany do lysosomill

k degradaci (Archer-Lahlou a kol., 2009).
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Opioidni receptory byly jednémi z prvnich, na kterych byla zkouména moZnost
oligomerizace GPCR. Zpocatku byly vyuZzivany hlavné biochemické metody, jejich limitace
vsak prinasely fadu spornych zavéra (Cvejic a Devi, 1997; McVey a kol., 2001). Za pouziti
moderni metody BRET byla demonstrovana homooligomerizace 6-OR a x-OR a nésledné
také jejich vzajemnd heterooligomerizace (McVey a kol., 2001; Ramsay a kol., 2002).
Pomoci metody kvantitativni BRET bylo pozdé¢ji dokazéno, Zze opioidni receptory mohou
vytvaret kvartérni struktury vSech kombinaci (DOR-DOR, MOR-MOR, KOR-KOR,
DOR-MOR, DOR-KOR, MOR-KOR). Taktéz byl vyvozen zavér, Ze zakladnim asocia¢nim
stupném je dimer. Diky limitim této metody neni jasné, zda se vyssi oligomerni struktury

v buiikach nevyskytuji, nebo zda se formuji z dimernich struktur (Wang a kol., 2005).

3.3.3. Distribuce DOR v organismu

DOR je vramci lidského centralntho nervového systému produkovan
v miSe, korovych oblastech a limbickych strukturach jako je hipokampus a amygdala a dale
rovnéz v bazalnich gangliich a hypotalamu (Chu Sin Chung a Kieffer, 2013).

Mimo mozek byl vyskyt DOR popsan v plicich, ledvinach, srdci, kosternim svalu,

brzliku, tenkém stievé, slinivee bfisni a nadledvinach (Peng a kol., 2012).

3.3.4. Fyziologické uc¢inky DOR

Opioidni receptory byly velice dlouho zkoumdny s dGrazem na jejich ulohu
ve zmirfiovani bolesti. Vyzkum agonistli 6-opioidnich receptorti pfinesl mnoho slibnych
latek, které by snad jednou mohly nahradit morfin, na kterém vznika silnd zavislost
(Gavériaux-Ruff a Kieffer, 2011). S pribyvajicimi znalostmi byla ov§em objevena spousta
dal$ich oblasti, ve kterych je DOR dilezitym hracem.

Farmakologické a genetické experimenty odhalily, Ze aktivace DOR mirni Gzkost,
ama tedy vliv na citové odpovédi organismu (Chu Sin Chung a Kieffer, 2013). Mysi bez
genu pro DOR vykazovaly vyssi tzkost a chovani podobné depresi (Filliol a kol., 2000).
Rovnéz byla zkoumdna role DOR v procesech odmény a zavislosti, kde byla diky mnoha
studiim zachycena Uloha v pfijmu, vyhleddvani a zavislosti na drogach (morfin, alkohol,
psychostimulancia) (Chu Sin Chung a Kieffer, 2013). Byly taktéz demonstrovany
pro-epileptické ucinky nckterych agonisti DOR, ovSem tyto projevy nebyly vyvolany
zdaleka vSemi pouZzitymi latkami. Zda se tedy, ze mohou byt specifické pro konkrétni
pouzity ligand (Pradhan a kol., 2011). DOR je rovnéZ zapojen do procest motorické aktivity
— u mysi s knock-outovanym genem pro DOR byla pozorovana hyperaktivita (Filliol a kol.,

2000). Nasledujici farmakologické studie zachytily tento fenomén opét pii pouziti pouze
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nekterych latek (Chu Sin Chung a Kieffer, 2013). Velice zajimavé je rovnéz zapojeni DOR
v hypoxickém/ischemickém stresu. DOR hraje vyznamnou roli v neuroprotektivnich

procesech navozenych hypoxickym preconditioningem (Gao a kol., 2012).
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Obrazek 4 | Struktura 6-opioidniho receptoru

V ¢asti A je zobrazen DOR (oranzov€) s navazanym naltrindolem. Receptor obsahuje
7 transmembranovych helixiit (TM1-7) jako vSechny GPCR. Sekvence helixi je v rdmci
opioidnich receptorti vysoce konzervovana, jak je vidét v ¢astech B a C pii srovnani s MOR
(modie) a KOR (zelen€). V ¢€asti D je zobrazen konzervovany motiv B-listu vyskytujici se
ve druhé extracelularni smyc¢ce (ECL2). Navzdory strukturni podobnosti je v této oblasti
pln¢ konzervovdno pouze 5 aminokyselin. Hvézdicky znamenaji pozici s plné
konzervovanymi aminokyselinami, dvojtecky s aminokyselinami s podobnymi vlastnostmi
a tecky pozice s aminokyselinami s malo podobnymi vlastnostmi. V ¢asti E je zobrazen
detail tieti extracelularni smycky (ECL3). V pripadé KOR tato oblast nebyla dobte rozlisSena
z diivodu slabé elektronové hustoty vzorku.

Upraveno podle Granier a kol., 2012
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3.4. Plasmaticka membrana
3.4.1. Uvod

Membrany jsou jednim ze stavebnich kamenti vétSiny zivych systéml (ponechme
nyni stranou viry). Ohranicuji Zivé burky, a definuji je tak v jejich Zivotnim prostiedi. Nelze
je vsak chapat pouze jako bariérovou strukturu — jsou zasadni také v otazkach signalizace,
transportu, energetického metabolismu, biosyntézy, pohybu atd. Eukaryotickd builka
neobsahuje pouze membrdnu plasmatickou, ale rovnéz celou fadu nitrobunéénych
membranovych organel (endoplasmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie, lisosomy
atd.).

Zakladni strukturou bunéénych membran je dvojvrstva lipidl tvofend dvéma
protilehlymi listy, kterd vytvaii dvojrozmérnou kapalnou strukturu s nejriiznéj$imi funkcemi,
které buiiky vyzaduji pro svou existenci a spravnou funkci (Simons a Sampaio, 2011).

Cesta k soucasnému poznani bunéénych membran zapocala jiz ve 30. letech
20. stoleti, kdy bylo zjisténo, Ze membrany jsou tvofeny dvojvrstvou lipidd (Gorter
a Grendel, 1925). Nejsou vsak tvoreny vyhradné lipidickou slozkou, ale také velkym poctem
nejruznéjsich proteint. V roce 1972 byl uvetejnén model membrany jakozto tekuté mozaiky,
ktery se stal odrazovym mistkem pro vSechny nasledné prace a piedstavy. Chapal
membranu jako dvojvrstvu lipidl, kterd obsahuje periferni a integralni proteiny. Tyto
proteiny se v matrici tvorené lipidy vyskytuji ndhodné — tj. bez vys$siho uspotfadani (Singer
a Nicolson, 1972). Nasledn¢ vsak byly publikovany ¢lanky, které poukazovaly na fakt, Ze
pfedstava ndhodné distribuce proteinil a lipidii nebude Gplné spravna. Hned za 2 roky spatfila
svétlo svéta prace, kterd na zaklad€ ovlivnéni vlastnosti membran riznymi teplotami,
pfedpokladala ptitomnost ,,lipidickych klastra* (Lee a kol., 1974). V dalSich letech byl tento
termin znovu definovan jako ,rigidni tekuté krystalické klastry” (Wunderlich a kol., 1975)
a nasledné jako ,,lipidy ve vice usporddaném stavu* (Wunderlich a kol., 1978). Brzy jiz bylo
znamo, ze oproti klasickému modelu Singera a Nicolsona se proteiny v matrici lipidii
nepohybuji volnou difuzi (napt. diky vazb&é na cytoskelet). Nové byl zaveden pojem
membranové domény, ktery mél vysvétlit, pro¢ se ani lipidy nepohybuji v membrané pomoci
volné difuze (Karnovsky a kol., 1982). Koncept lipidickych domén (nebo téz ,rafti) byl
ve fyziologii poprvé pouZzit k objasnéni tvorby apikdlni membrany epitelli bohaté
na glykolipidy (Simons a van Meer, 1988) a pozdé&ji byl obohacen a zobecnén jako princip
membranové subkompartmentalizace, kterd funguje nejen v membranovém transportu,
ale rovnéz pii endocytoze, signalizaci a dalSich procesech zavislych na membranach (Simons

a Sampaio, 2011).
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Nasledujici text bude nejprve zaméten na struny popis slozek bunéénych membran
a nasledn¢ podrobnéji na velmi dynamickou oblast sou¢asné membranové biologie, tedy

membranové domény (neboli rafty).

3.4.2. Zikladni sloZky membran
3.4.2.1. Lipidy

Lipidy jsou amfipatick¢é molekuly, coz znamend, Ze maji jak hydrofobni, tak
hydrofilni ¢ast molekuly. Hydrofilni ¢asti molekuly je obvykle polarni hlavicka, zatimco
hydrofobni ¢ast tvoii dlouhé fetézce mastnych kyselin.

V eukaryotickych ~ buikdch  jsou nejdilezitéjSimi  membranovymi lipidy
glycerofosfolipidy, sfingolipidy a steroly. Steroly jsou v sav€ich buinikach obvykle
zastoupeny pouze cholesterolem, zatimco prvni dvé skupiny lipidi mohou ¢itat az n¢kolik
stovek rtiznych molekul. Ackoli jsou vymezeny ur€itym obecnym vzorcem (viz obrazek 5),
celd plejada moznych mastnych kyselin a polarnich hlavicek otevird kombinatorické

moznosti tvorby ohromného mnozstvi riiznych molekul.
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Obrizek 5| Vzorce lipidi

V ¢asti A je zobrazen obecny vzorec glycerofosfolipidi. Zakladem molekul je glycerol,
ktery je esterifikovan dvéma mastnymi kyselinami a fosfatem, na ktery se mulze vazat
alkoholova skupina (cholin, ethanolamin atd.). V ¢asti B je obecny vzorec sfingolipidi.
Zakladnim prvkem je sfingosin, na ktery je navazana jedna mastné kyselina. Pokud je jako
charakteristickd skupina pouzit néjaky sacharid, hovotime o glykosfingolipidech, pokud je to
alkohol zapojeny ptes fosfat, jedna se o sfingomyeliny. PferuSeni mastnych kyselin
symbolizuje moznost zapojeni velkého spektra riznych fetézcl. V ¢asti C je uvedena
struktura cholesterolu jakozto prakticky jediného sterolu v sav€éich membranéch.

Upraveno podle Pollard a kol., 2008
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Membranova dvojvrstva musi byt vytvofena tak, aby zistala relativné nepropustna
ive chvilich, kdy jsou sloZeni, osmolarita nebo pH Ilokdln¢ pozménény (at jiz
z fyziologickych nebo patologickych dvoda). Proto nejsou membrany tvofeny pouze
nékolika druhy lipidd, ale celym tzv. lipidomem, ktery ¢itd fadové tisicovky riznych
molekul.

Kazdy membranovy lipid vykazuje na zdkladé¢ obsazenych mastnych kyselin
a pouzité¢ hlavicky jiny geometricky tvar. Tento fakt umoziiuje ,,samousporadavani‘
lipidickych molekul ve vodném (a tedy polarnim) prostiedi do riznych struktur (micelarni,
lameléarni ¢i krychlové uspotddani) — tento fenomén je nazyvan lipidickym polymorfismem
(viz obrazek 6). Kazdy jednotlivy lipid ma tendenci zaujimat preferencné jistou vyslednou
membranovou konformaci. OvSem biologické membrany jsou obvykle lamelarni. To je
umoznéno pouzitim nejen Siroké palety riznych lipidd, ale rovnéz interakci
s membranovymi proteiny (Simons a Sampaio, 2011).

Lipidova dvojvrstva plasmatické membrany je vyrazné asymetrickd. Vnéjsi list
obsahuje hlavné fosfatidylcholiny a sfingolipidy, zatimco cytosolicky list membrany je
tvofen hlavné fosfatidylethanolaminy, fosfatidylseriny a fosfoinositidy. Cholesterol
se nachazi v obou listech rovnomérné. Tato asymetrie neni ndhodnd a je aktivné udrZzovana
pomoci ATPaz P-typu, které pro svou funkci vyZaduji pomérné velké mnoZstvi energie

ve formé ATP (Shevchenko a Simons, 2010).

A TVAR MOLEKUL
® < ® 9 @ o
valec obraceny kuzel kuzel
B ORGANIZACE MEMBRANY

lamelarni micelami
Obrazek 6 | Lipidicky polymorfismus
Kazdy lipid zaujima vysledny tvar molekuly na zdkladé poméru objemu polarni hlavicky
a nepolarnich fetézcli mastnych kyselin (viz ¢ast A). Lipidy ztohoto hlediska miizeme
rozdelit na valcové (napt. fosfatidylcholin), kuzelové (napi. fosfatidylethanolamin) a tvaru
obraceného kuZzelu (napft. lysofosfatidylcholin). Kazdy lipid pak na zadkladé tohoto tvaru
zaujima prednostné¢ urcitou konformaci membrany (lamelarni neboli dvojvrstevnou,
miceldrni ¢i krychlovou) — viz ¢ast B.
Vytvoreno na zdkladé Thomas, 2001 a Simons a Sampaio, 2011
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3.4.2.2. Membranové proteiny

Membranové proteiny zajistuji Siroké spektrum funkci zdsadnich pro fungovani
bunék. Podileji se na signalizaci, buné¢né adhezi, metabolismu, udrzovéani iontovych pomért
v burice, endocytoze atd. (Santoni a kol., 2000). Jestlize lipidy plisobi jako izola¢ni soucast
membrany, kterd ji udrzuje nepropustnou, jsou to pravé membranové proteiny, které z velké
¢asti umoznuji selektivni procesy a komunikaci buiiky s prostfedim.

Jiz v pivodnim modelu membrany jako tekuté mozaiky byly rozliSeny dvé ttidy
proteinli asociovanych s membranami — proteiny integralni a periferni (Singer a Nicolson,
1972).

Integralni membrdnové proteiny jsou né&jakou svou ¢asti piimo zanofeny
do fosfolipidové dvojvrstvy nebo ji pfimo prochazeji zjedné strany na druhou (Casto
1 n¢kolikrat). Z tohoto diivodu museji obsahovat specifické sekvence aminokyselin, které se
vyznacuji silnou hydrofobicitou, aby bylo jejich obklopeni hydrofobnimi lipidy energeticky
vyhodné. Obvykle se jedna o sekundarni strukturu a-Sroubovice (obvykle tvofené 15-25
aminokyselinami) nebo B-listu (Santoni a kol., 2000). Integralni membranové proteiny se
izoluji pomoci detergentd, zlu€ovych kyselin, latek denaturujicich proteiny nebo
organickych rozpoustédel. Velmi Casto ziistdvaji 1 po izolaci asociované s lipidy. Pokud jsou
kompletné zbaveny lipidd, obvykle jsou vysoce nerozpustné nebo se srdzeji v neutralnich
vodnych pufrech (Singer a Nicolson, 1972).

Periferni membranové proteiny jsou posttranslacné upravovany piipojenim mastné
kyseliny, slozitych glykolipidovych kotev nebo polyizoprenylaci jejich polypeptidického
fetézce. Rovnéz mohou byt tyto proteiny s membranou asociovany pouze na zakladé napft.
elektrostatické interakce s jinym proteinem nebo lipidovou molekulou (Santoni a kol., 2000).
Izolace perifernich membranovych proteinii vyZaduje oproti integralnim proteinim daleko
mirnéj$i postupy jako napiiklad zvySeni iontové sily média nebo pouziti chelata¢niho
¢inidla. Takto izolované proteiny obvykle nejsou asociovany s lipidy a jsou relativné dobie

rozpustné v neutralnich vodnych pufrech (Singer a Nicolson, 1972).

3.4.3. Membranové domény
3.4.3.1. Definice

Od samého pocatku byla otdzka podoby a zplsobu existence membranovych domén
(rafti) v Zivé buiice narocnou problematikou, kolem které se rozhoiela silna diskuze. Piesné
a souCasné¢ obecné uzndvané vyjadieni tohoto pojmu neexistuje ani v dne$ni dobé¢. Riizni
autofi tento pojem chapou rlznym zplsobem, pficemz jejich ndzor je dan charakterem

metody, ktera je pouzita pro charakterizaci téchto proménlivych struktur (elusive structures).
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Pro¢ proménlivych? Proménlivost a nestabilita membranovych domén/rafth je tak velka,
ze jejich konkrétni podoba a funkéni a chemické vlastnosti zavisi na metod¢ jejich izolace
(pro biochemickou ¢i farmakologickou charakterizaci) ¢i metodé, ktera je pouzita pro jejich
vizualizaci — detekci v Zivych bunikach ¢i podbunéénych preparatech.

Béhem prvnich patndcti let vyzkumu (1985-2000) byla stanovena norma,
Zze membranové domény jsou casti plasmatické membrany, které jsou nerozpustné
v neiontovych detergentech pii 0 °C (obvykle v Tritonu X-100) a obsahuji velké mnozstvi
cholesterolu, sfingolipidl, trimernich G proteini a kaveolinu (v buiikach, které kaveolin
exprimuji). V souladu stimto pravidlem byla pouZzivadna deplece cholesterolu pomoci
methyl-B-cyklodextrinu (¢i B-cyklodextrinu) pro jejich naruseni a degradaci. Nerozpustnost
daného proteinu po extrakci plasmatickych membran detergentem pii 0 °C byla ukazatelem
jeho lokalizace v membranovych doménach. Pokud byl néjaky biologicky proces naruSen
pomoci cyklodextrinového plsobeni, byl povazovan za spfazeny s doménami. K tomuto
souboru pravidel se ovSem v prib¢hu casu objevilo nemalo vyhrad. Hlavni pfipominky
vyvstaly k definovani soucasti raft pomoci rezistence k detergentim, protoze se ukazalo,
ze samotné podminky jejich pfipravy (typ pouZitého detergentu, jeho koncentrace, pomér
detergentu k mnozstvi membranovych bilkovin, doba izolace a pfedevSim teplota) vyrazné
ovliviiuji vysledek izolace detergent-rezistentnich membranovych domén (DRM), ptipadné
ze dokonce indukuji tvorbu raftovych struktur. Zaroven plasmatickdi membrana obsahuje
az 40 % cholesterolu, a proto neni ptekvapivé, Ze jeho odstranéni vede ke zméné procest,
které v ni probihaji, at’ uz rafty existuji nebo ne. Pokrok v oblasti pfevazné mikroskopickych
a spektroskopickych metod, které dnes vynikaji velkym rozliSenim, umoznil vyznamny
pokrok ve vyzkumu membranovych raftl s vyhnutim se zminénym kontroverznim otazkam
(Simons a Gerl, 2010). To vSak neznamena, Ze tyto kontroverzni otazky ptestaly existovat.

Aby se v oblasti definice membranovych raftii udélal pofadek a terminologie byla
sjednocena, bylo jednim zcili symposia Keystone o lipidickych raftech a bunécnych
funkcich roku 2006 vytvofit funkéni definici membranovych raft, kterd zni:

,»Membranové rafty jsou malé (10-200 nm) heterogenni vysoce dynamické domény
obohacené o steroly a sfingolipidy, které kompartmentalizuji bunécné procesy. Malé rafty
mohou byt stabilizovany protein-proteinovymi a protein-lipidovymi interakcemi, aby mohly
vytvorit vetsi uskupeni. “ Kaveoly byly v rdmci této definice pfijaty jako specializovana vyssi
struktura membranovych rafta (Pike, 2006).

Nasledujici oddily budou vénovany membranovym raftim a ndsledné¢ kaveolam

jakozto jejich specialnimu typu.
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3.4.3.2. Podstata a sloZeni membranovych rafti

Membranové rafty jsou chapany jako struktury, které jsou vramci plasmatické
membrany rigidnéjsi, tlustSi a obohacené o cholesterol a sfingolipidy (v sav¢ich buiikach
hlavné sfingomyelin). V molekulach membranovych lipidii se vyskytuji pfevazné nasycené
mastné kyseliny a vSechny volné prostory jsou vyplnény molekulami cholesterolu (Simons
a Sampaio, 2011). Pravidlo o plné nasycenosti mastnych kyselin lipidii pfitomnych v raftech
vSak bude muset byt ziejmé& podrobeno dalsi analyze, protoZe se zda, Ze nemala ¢ast lipida
obsahuje alespoii jednu jedenkrat nenasycenou mastnou kyselinu (Pike, 2009).

S membranovymi rafty je neoddiskutovatelné¢ spjat i vyskyt nékterych proteint.
Zda se, ze se prednostné jednd o proteiny ukotvené do membrany pomoci GPI kotvy, dvojité
acylované tyrosinkinazy rodiny Src, Ga podjednotky heterotrimernich G proteind, proteiny
ukotvené palmitatem ¢i cholesterolem (napt. Hedgehog protein) a n€které transmembranové

proteiny (Simons a Ehehalt, 2002). Modelovy obrazek membranového raftu je na obrazku 7.

membranovy raft |

dlycerofosfolipidy  glykosfingolipidy/ cholestera protein acylovany Lheraftovy™” Jraftovy ™
sfingomyelin s GPi kotvou protein TM protein TM protein

Obrazek 7 | Membranovy raft

Na obréazku je zobrazen modelovy membranovy raft. Je patrné, ze je obohacen o sfingolipidy
a cholesterol a celkové tlustsi nez ,neraftova® oblast membrany. Rovnéz jsou zobrazeny
typy proteint, které s rafty asociuji.

Upraveno podle Lingwood a Simons, 2010

Existence membranovych rafti je snadno patrna v modelovych membranach.
Pti nizkych teplotach fosfolipidové dvojvrstvy existuji ve ,,zmrzlé* nebo lépe uspofadané
gelové fazi. Pti prekroceni teploty tani (Ty), kterd je charakteristickd pro kazdy lipid, ptejde
dvojvrstva do ,,neuspoiadané kapalné* faze (Lq — liquid disordered). Pokud je pouzita smés
dvou riznych lipidd, lezi pak hodnota vysledné teploty tani takové modelové membrany

mezi hodnotami T, jednotlivych lipidi. Membrany eukaryotickych bunék jsou smési
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glycerolipidii (obecné¢ velmi nizkd Ty,), sfingolipidi (obecné daleko vyS$i T, nez
u glycerolipidl) a cholesterolu. Rozdil v teplotdich tani pak naznacuje, Ze muZze dojit
k fAzovému oddéleni glycerolipidy- a sfingolipidy-obohacenych domén. V modelovych
membranach byla dobfe popsana fdzova separace gelové a Ly faze. OvSem v biologickych
membranach se gelova faze, az na vzacné vyjimky, nevyskytuje. Nicméné byla pozorovana
fazova separace pii pouziti dvouslozkovych smési cholesterolu a lipidli obsahujicich
nasycené mastné kyseliny (s vysokymi Tp,). V tomto ptipadné doslo k rozdé€leni na Ly fazi
a ,tekutou usporadanou” fazi (L, — liquid ordered). Tento fenomén se objevil rovnéz
piipouziti trojslozkovych smési cholesterolu a lipida s nizkou a vysokou teplotou tani. L,
faze je svymi vlastnostmi na pomezi rigidni gelové faze a faze Ly. Je tlustsi a rigidnéjsi (jako
faze gelova), ale ma vysokou lateralni mobilitu (jako faze L4). Pozorované fazové rozdéleni
bylo zavislé na teplot¢ a obsahu cholesterolu v membrané. Dale bylo pozorovano,
ze ptitomnost L, faze je ziejmé zodpovédnd za nerozpustnost v detergentech, kterd je stale
(s vyhradami) povazovana za znak raftii (Brown a London, 1998).

Zkoumat fazové rozdeleni v komplexnich membranach zivych bunck se zpocatku
zdéalo prakticky nemozné, ovSem s ndstupem pokrocilych metod pfipravy vacki piimo
zzivych bunék se tyto moznosti oteviely. ROznymi technikami je mozné pfipravit
nebunécné vacky, které se slozenim velice podobaji zivym bunikdm. Prekvapivé i1 na téchto
preparatech bylo naméfeno podobné chovéni jako v ptfipadé¢ jednoduchych modelovych
lipidickych smési. Byla tedy prokdzéna soucasnd ptitomnost Lyq a L, fdze v zivych buiikach
(Baumgart a kol., 2007; Levental a kol., 2009).

Podivejme se nyni jeSté podrobnéji na sloZzeni membranovych raftl. Koncentrace
cholesterolu je v raftech asi dvojnasobné oproti plasmatickym membranam, ze kterych byly
izolovany. Stejné tak je zvySena koncentrace sfingomyelinu asi o 50 % (protoZe obsahuje
ve své molekule cholin, je vraftech snizeno mnozstvi fosfatidylcholinu, takze celkové
mnozstvi lipidl obsahujicich cholin je v raftech i ve zbytku membrany stejné). Koncentrace
fosfatidylserinu je oproti pivodni membrané zvySena 2-3krat. Rafty jsou rovnéz obohaceny
o plasmalogeny (etherové fosfolipidy) ethanolaminu ¢asto obsahujici kyselinu
arachidonovou (Pike, 2009). Za ptedpokladu, Ze vétsina sfingomyelinu ptitomného
v plasmatické membrané¢ je soucasti membranovych rafti, mohou pak rafty tvofit
az polovinu bunééného povrchu (Simons a Ehehalt, 2002).

Rafty i se svym specifickym sloZzenim stale podléhaji zakladnimu pravidlu asymetrie
membran. Vngjsi list obsahuje vétSinu sfingolipidl, a je tudiz velice uspofddany. OvSem
rafty jsou struktury zahrnujici oba listy membrany. Pravé interakce vnéjsiho listu s vnitinim

je stale pomérné neprobadanou oblasti. Jedna z teorii fika, Ze dlouhé fetézce mastnych
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kyselin, které se velice Casto vyskytuji ve sfingolipidech, se mohou vmezefit mezi mastné
kyseliny lipidi ve vnitinim listu membrany, a ,,vnutit™ jim tak vyss$i uspotfadanost, kterou
se rafty vyznacuji (Simons a Sampaio, 2011). Zminéna asymetrie listh membrany v ramci
membranovych raftl je zachycena na obrazku 8.

Padnym argumentem pro existenci membranovych raftii byl experiment, pii kterém
byl stanovovan lipidom membranového obalu viru HIV. Tento virus je zndm tim,
ze 7 hostitelské bunky pu¢i ven i s membranou této buiiky. Byla provedena identifikace
a kvantifikace lipidi vtomto membranovém obalu a data byla porovnana s udaji
z hostitelské buniky. SloZeni virové membrany bylo velice podobné sloZeni pfedpokladanych
raftd pfitomnych v membrané hostitelské buiiky. Tento experiment nevyuzivajici k ptipraveé
preparati detergenty, nedokazoval pouze teorii, ze virus HIV opousti bunku diky interakci
s membranovymi doménami, ale rovnéz se stal jednim z dikazii samotné existence rafti

v zivych bunkach (Briigger a kol., 2006).

PC PS PE pl-PE SM DHSM Chol

fTTT

Obrazek zachycuje asymetrii lipidického slozeni membranového raftu. Jedna se o slozeni

Obrazek 8 | Lipidické sloZeni membranového raftu

membrany kolem HIV partikule, kterd vykazuje stejné sloZeni lipida jako rafty hostitelské
bunky. PC — fosfatidylcholin; PS ... fosfatidylserin, PE ... fosfatidylethanolamin;
PI-PE ... plasmalogen PE; SM ... sfingomyelin, DHSM ... dihydrosfingomyelin;
Chol ... cholesterol.

Podle Briigger a kol., 2006

3.4.3.3. Dynamika membranovych rafti
Membranové rafty dostaly své jméno diky predstave, ze se jednd o predpfipravené
struktury v membranach, do kterych jsou posléze zapojeny specifické proteiny (Pike, 2009).
Z dnesniho pohledu jsou to ovSem struktury velikosti viadu nanometrli, které vynikaji
velkou heterogenitou (pfevazné v zastoupeni riznych lipidi) (Lingwood a Simons, 2010).
Zda se, ze tyto struktury neustale vznikaji a zanikaji a Ze jejich stanovena doba Zivota zavisi
na pouzité metodé¢ metfeni — obvykle se pohybuje v rozmezi milisekund az sekund (Simons
a Sampaio, 2011).
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Sila, ktera formuje ony heterogenni nanometrové struktury, se nazyva ,liniové
napéti“. Jednd se o energii, kterd je zapotiebi ke zformovéani hranice raftu v okolni
membrang. V praxi se jednd o rozdil v tloustce raftu a okolni membrany, coz zplsobuje
,hydrofobni nesoulad*, ktery odpovida energii, kterou je tfeba dodat, aby byl pfekonan a raft
mohl existovat jako samostatnd membranova faze (Pike, 2009). Rozhrani membranového
raftu je schematicky znazornéno na obrazku 9. Bylo demonstrovano, ze ¢im je vétsi rozdil
v tloust’ce obou fazi, tim je vyssi liniové napéti (Garcia-Saez a kol., 2007). Toto napéti mtize
byt snizovano nckolika zplisoby. Zaprvé, lipidy na okraji raftu se mohou ohybat
a deformovat (Kuzmin a kol., 2005). To by mohlo vysvétlovat pfitomnost Siroké palety
lipidGh v membranach — jejich rtizné dlouhé fetézce s riznym stupném nasyceni mohou byt
vhodné pro stabilizaci rozhrani (Pike, 2009). Dalsim zplsobem je pfitomnost jiz diive
zminénych lipidi s jednou nenasycenou kyselinou. Pokud se takovy lipid nachdzi na okraji
raftu, plsobi jako tzv. hybridni lipid (nebo obecnégji linaktant), ktery je svou nasycenou
mastnou kyselinou zanofen do raftu a nenasycenou mastnou kyselinou do okolni membrany.
Jako linaktanty v membranovych raftech rovnéz mohou piisobit i nékteré proteiny (Simons
a Sampaio, 2011). Dal$i moznosti, jak sniZit liniové napéti, je zakiiveni membrany
(Baumgart a kol., 2003). Poslednim, ovSem vysoce vyznamnym zpusobem, je fize malych

rafti do vétSich uskupeni (Pike, 2009).

A

"""""""""" ESRRTEL

Obrazek 9 | Schematické znazornéni okraje membranového raftu

Na obrazku je patrny rozdil v tloust’ce raftu a okolni membrany. Pokud by byl pfechod ostry
(jako v ptipad¢ casti A), byla by pomérn¢ velka ¢ast hydrofobnich ¢ésti lipidii vystavena
hydrofilnimu vodnému prostfedi, coz je energeticky extrémné nevyhodné. Aby byl pfechod
plynuly (¢ast B), museji byt lipidy deformovany, ptfipadné musi byt vyuzit jiny zplsob
minimalizace energie (viz text).

Podle Kuzmin a kol., 2005
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Faze nanometrovych rafti do vétSich uskupeni mulze byt stabilizoviana pomoci
lipid-lipidovych, protein-lipidovych nebo protein-proteinovych interakci. Jednou z téchto
interakci by mohla byt také oligomerizace nékterych proteinii nasledujici po pfislusném
stimulu. Tyto mechanismy by mohly buiikkdm umoZnovat sestavovat pravé potiebné sety
jednotlivych druhli ,,zakladnich® rafti do vysSich uskupeni na zéklad¢ aktudlni potieby
za spotfeby minimalniho mnoZstvi energie (Lingwood a Simons, 2010).

Membranové rafty se zacinaji formovat jiz v priabéhu vezikuldrniho transportu
proteinl a lipidii smérem od endoplasmatického retikula k plasmatické membrang. Proteiny
adresované do plasmatické membrany maji del$i transmembranové Gseky nez proteiny, které
zlustavaji napt. v endoplasmatickém retikulu nebo Golgiho aparatu. Stejné tak se pomalu
ztlu§tuje 1 membréana. To je zfejmé dano zvySujicim se zastoupenim cholesterolu — zatimco
v endoplasmatickém retikulu se jedna o asi 5 %, v plasmatické membrané je to néco kolem
40 %. Transmembranové proteiny se tedy zfejmé postupné ,,usazuji“ v t€ch organelach, které
maji odpovidajici tloustku membran. Zaroven se ukazuje, Ze zpétn¢ transportované vacky
vramci vezikularniho transportu jsou pomérné chudé na cholesterol a sfingomyelin,
coz by poukazovalo na zvySovani obsahu téchto molekul ve vznikajicich raftech. Formovani

rafti pomoci nejriznéjsich interakci tedy nema vliv pouze na tfidéni a transport proteint,

-------

3.4.3.4. Kaveoly

Prestoze byly kaveoly objeveny uz v 50. letech minulého stoleti, stile v tomto
odvétvi membranové biologie existuje velké mnozstvi nezodpovézenych otazek.

Kaveoly jsou definovany jako 60-80 nm Siroké jamky (invaginace; viz obrazek 10
na str. 41) v plasmatické membrané, které obsahuji oligomerni protein kaveolin. Kazda
kaveola obsahuje asi 140-150 molekul kaveolinu 1 (viz dale). Tyto struktury jsou odlisitelné
od klatrinovych endocytickych vackt hned v n€kolika ohledech (naptf. nevykazuji riizna
stadia uzavirdni krcku beéhem endocytozy, hustota jejich vyskytu je riznd mezi riznymi
bunécnymi typy, ale i v ramci jedné buniky atd.) (Parton a del Pozo, 2013).

Kaveoly se ve velkém mnozstvi vyskytuji v adipocytech, endotelidlnich bunikach
a svalech (Simons a Ehehalt, 2002).

Pti vzniku kaveol jsou zasadni dvé skupiny proteinli — membranové kaveoliny
a cytoplasmatické kaviny. Kaveoliny byly uZz od svého objevu povazovany za markery
kaveol. RozliSujeme tii sav¢i kaveoliny — kaveolin 1 (CAV1), kavelion 2 (CAV2)
a kaveolin 3 (CAV3). CAVI1 a CAV2 jsou obecné spolecné exprimovany ve vSech bunikach

s vyjimkou kosternich svalti, zatimco CAV3 je pfevazné exprimovan v pfi¢né pruhovaném
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svalstvu. Kaveoliny 1 a 3 jsou zdsadni pro zformovani kaveol prostfednictvim
oligomerizace.

Nejlépe prostudovany je kaveolin 1. Jedna se o protein, jehoz C- i N-konec je
orientovan smérem do buiiky a ktery obsahuje membranovou doménu, kterd je zanotfena
do fosfolipidové dvojvrstvy. Rovnéz je palmitoylovan a obsahuje mista pro vazbu
cholesterolu a mastnych kyselin (Parton a del Pozo, 2013). Zablokovani exprese kaveolinu 1
vede ke ztraté kaveol (Drab a kol., 2001). Naopak zavedeni genu pro expresi tohoto proteinu
do bunék, které pfirozené nevytvareji kaveoly, vede k jejich formaci de novo (Fra a kol.,
1995).

Kaviny jsou relativné nedavno objevené proteiny. RozliSujeme kaviny 1-4. Kavin 1
je spolecné s kaveolinem 1 zdsadni pro formovani kaveol. Funkce ostatnich ¢lenti této rodiny
zatim neni plné zndma. Zda se, Ze kavin 2 je zapojen do zakiivovani kaveolarni membrany
a kavin 3 se podili na formovani kaveolarnich endocytickych nosicii.

Kaveoly se zdsadnim zplsobem podileji na udrzovani struktury plasmatické
membrany, na organizaci nejriznéjSich molekul a rovnéz vystupuji jako bunééné senzory
zapojené do mnoha signaliza¢nich drah. Jejich fyziologicky vyznam podtrhuje jejich spojeni
s nejrizn€j$imi onemocnénimi zahrnujicimi mj. svalové dystrofie a rakovinu (Parton

a del Pozo, 2013).

Obrazek 10 | Obrazky kaveol z elektronového mikroskopu

Na velkém obrazku dole a na hornim vlevo jsou zachyceny kaveoly ve fibroblastech.
Na hornim obrazku uprostied jsou kaveoly v kultufe adipocytii a vpravo nahote v kultute
kosternich svalti.

Podle Parton a del Pozo, 2013
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3.4.4. Modulace obsahu membranového cholesterolu pomoci cyklodextrinové deplece

Deplece (snizeni) a replece (obnoveni) obsahu cholesterolu v plasmatické membrang
pomoci B-cyklodextrinu (B-CDX) =zastava stdle hojn¢ vyuzivanou metodou studia
membranovych raft.

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy obsahujici 6 (a-cyklodextrin),
7 (B-cyklodextrin), 8 (y-cyklodextrin) nebo vice glukopyrandzovych jednotek (glukédz)
spojenych  a(1-4) glykosidickymi vazbami. Pfirozené vznikaji jako dusledek
intramolekularni  transglykosylace pifi degradaci Skrobu enzymem cyklodextrin
glukotransferdzou. Svym vyslednym tvarem pfipominaji duty komoly kuzel (viz
obrazek 11). Vnéjsek tohoto ttvaru je hydrofilni, coZ umoziiuje rozpustnost ve vodé, vnitfek
tvofi hydrofobni kapsu. Tento fakt umoznuje cyklodextriniim vytvéiet rozmanité komplexy
s riznymi hydrofobnimi molekulami, a rozpoustét je tak ve vodnych prostredich. Proto jsou
hojné vyuzivany ve farmacii, potravinafstvi, kosmetickém primyslu a mnoha dalSich
odvétvich (Del Valle, 2004).

B-cyklodextrin a methyl-B-cyklodextrin vykazuji vyssi specifitu pro cholesterol
(ajiné steroly) nez pro fosfolipidy. Jsou schopné cholesterol ,,vytdhnout z membrany,
uzaviit ho uvnitf hydrofobni ¢asti molekuly, a rozpustit ho tak ve vodném prostiedi
(Kilsdonk a kol., 1995). Stechiometrie cholesterol:cyklodextrin byla stanovena na 1:2
(Tsamaloukas a kol., 2005). Jelikoz jsou cyklodextriny navenek polarni, nevstupuji do
membrany. Diky tomu mohou byt od vzorkl odstranény jednoduchou centrifugaci. Diky své
malé velikosti (oproti napt. liposomiim) se mohou dostat do t€sné blizkosti membrany, a tak
je proces zbavovani ji cholesterolu efektivnéjsi (Pucadyil a Chattopadhyay, 2006). Tento
proces je vSak mozné také obratit a vyuZzivat cyklodextriny k dopravé cholesterolu (ptipadné

jeho analogli) do bunéénych membran (Gimpl a kol., 1997).

hydrofobni
vnitfek

B-cyklodextrin
hydrofilni

vnéjSek

Obrazek 11 | Struktura pB-cyklodextrinu
Vlevo je znazornéna chemicka struktura B-CDX. Vpravo je schematicky naznacen tvar
molekuly s vn&jsi hydrofilni ¢asti a vnitini, ktera je hydrofobni.

Upraveno podle Del Valle, 2004
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3.5. Uloha membranovych rafti v signalizaci GPCR
3.5.1. Uvod

Stale vice se ukazuje, ze membranové domény hraji velice diilezitou roli v bunécné
signalizaci. Jsou dilezité nejenom v dopravée receptorti a dalSich ¢lent signaliza¢ni kaskady
na bunéénou membranu (viz vySe), ale rovnéZz k jejich koncentraci ve specifickych
subkompartmentech. V piipadé receptorti spfazenych s G proteiny byla rovnéZ popsana
moznost receptori opoustét rafty nebo do nich vstupovat po obdrzeni specifického stimulu.
Jelikoz je vSak vztah riznych proteini k membranovym doméndm rlzny, nedd se tato
problematika pfili§ zobeciiovat a je tfeba zkoumat kazdy receptorovy systém individualng.

Uz samotny signal, ktery urCuje asociaci proteinu s membranovymi doménami,
je vramci GPCR riznorody. Mulze se jednat o interakci receptoru s lipidy nebo
proteinovymi komponentami raftu (mezi které samoziejmé patii také kaveoly). V nékterych
piipadech byla jako takovéto interakce popsana vazba cholesterolu. Dalsi okolnosti
podminujici asociaci s rafty by mohla byt posttranslacni modifikace receptoru ptidanim
mastnych kyselin (hlavné pak palmitoylace). V pfipadé GPCR ziejmé¢ hraje roli rovnéz délka
transmembranovych helixt (Chini a Parenti, 2004; Chini a Parenti, 2009).

3.5.2. Kompartmentalizace jednotlivych proteinii signaliza¢ni kaskady GPCR

Diky nejriznéjsim metodam bylo identifikovdno mnoho proteinti, které
se preferencné vyskytuji v membranovych raftech. Zarovein bylo demonstrovano, ze rafty
nejsou stejné. Vyskytuji se v fad€é populaci obsahujicich rtizné proteiny, coz pfinasi rozsireni
signaliza¢nich moznosti buniky (Pike, 2003).

Mezi proteiny asociované srafty jmenujme nékteré GPCR, heterotrimerni
G proteiny, kinazy rodiny Src, MAP kinazy, protein kindzu C ¢i rizné formy adenylyl
cyklazy (Ostrom a kol., 2002; Pike, 2003).

V membranovych doménach jsou ptednostné lokalizovany napt. P,-adrenergni
(Rybin a kol., 2000) a p-opioidni receptory (Zheng a kol., 2008), zatimco napft. receptory pro
tyreoliberin (Rudajev a kol., 2005) ¢i 6-opioidni receptory (Alves a kol., 2005) se zdaji byt
pfednostné lokalizovany v membranovych oblastech mimo rafty.

Mezi vyse jmenovanymi proteiny, které byly v membranovych doménéch objeveny,
jsou 1 podjednotky G proteint (Foster a kol., 2003). Americkd skupina se touto
problematikou zabyvala podrobnéji a dosla k velice zajimavym vysledkim. Bylo ukdzano,
ze Gq proteiny se preferencn€ koncentruji v kaveolach, zatimco G, a Gj spiSe v jinych
membranovych raftech. Déle se ukazalo, ze Gog podjednotka vkaveolach interaguje

s kaveolinem, a je proto oddélena od B/y podjednotek, zatimco Gos a Ga; podjednotky jsou
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pfednostné asociovany s fB/y dimerem (a tudiz piipraveny signalizovat). Pokud byly
pro experimenty pouzity bunky, které kaveoly nevytvareji, byla lokalizace Gag podjednotky
stejna jako v piipad¢ ostatnich skupin G proteind (Oh a Schnitzer, 2001).

3.5.3. Dynamické zmény raftové / neraftové lokalizace GPCR

Vyse zminénd lokalizace GPCR uvnitf membranovych raftl ¢i mimo né se zda byt
dynamickym procesem. Tento fenomén miizeme demonstrovat na ptikladu lidského
d-opioidniho receptoru. Bez navédzaného ligandu se DOR vyskytoval pfevazné mimo raftové
oblasti, zatimco po navazani agonisty €i antagonisty se presunul do frakce simulujici
domény (bohatd na sfingomyelin). V pifipadé¢ agonisty byl tento jev dvakrat silnéjsi
nez v ptipad¢ antagonisty. Z piedchozich zavéri vyzkumné skupiny plynulo, Ze receptor
se po navazani agonisty ,,narovnava“ v oblasti transmembranovych helixti (coz je v souladu
s klasickou pfedstavou o relativni zméné pozice helixi v aktivovaném stavu receptoru).
Jelikoz by tak byly v ten¢i neraftové ¢asti membrany vystaveny hydrofobni aminokyselinové
zbytky vodnému prostiedi, je energeticky vyhodnéjsi, aby se receptor zaclenil do tlustsi
raftové ¢asti, kde tyto zbytky ,,schovd® v hydrofobni zon€¢ membrany (Alves a kol., 2005).

Riizné receptory se vtomto ohledu chovaji rozdilng. Zatimco napf. TRH-R
nebo muskarinové cholinergni m2 receptory (m2AChR) se po pfidani agonisty pohybuji
smérem do raft, P,-adrenergni receptory, MOR nebo adenosinové A; receptory (A;R)
po pfidani agonisty rafty opoustéji (Pike, 2003; Chini a Parenti, 2004).

Dalsi zajimavou okolnosti je, Ze rizni agonisté mohou mit na stejny receptor rizné
ucinky, co se translokace z/do domén tyce. To bylo prezentovano na modelu p-opioidniho
receptoru, ktery je prednostné lokalizovan v membranovych raftech. Po pfidani etorfinu
doSlo k translokaci receptoru mimo domény, zatimco v pfipadé morfinu nikoliv (Zheng

a kol., 2008).

3.5.4. Vyznam membranovych rafti v signalizaci GPCR

Membranové rafty hraji rozhodné vyznamnou roli v signalizaci receptort sptazenych
s G proteiny. O jejich roli existuje nckolik hypotéz. Opét je tfeba zdlraznit, ze rizné
receptory (a jejich signalizacni dradhy) se v tomto ohledu mohou chovat riizné.

V nejjednodussi predstavé vystupuji membranové rafty jako signalizaéni platformy,
které koncentruji vSechny slozky signaliza¢ni kaskady (tj. receptory, G proteiny a efektorové
bilkoviny), coz by umoznovalo rychlou odpovéd na stimul bez nutnosti ,hledani*

signaliza¢niho partnera. Tento zpiisob by zaroven sniZoval nespecifickou signalizaci.
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V o néco slozité€jsim modelu raft obsahuje témet kompletni signalizaéni kaskadu,
ale néjaka kliCova soucést chybi. V tomto ptipadé by se jednalo napf. o receptor, ktery
by po navdzani agonisty zménil svou lokalizaci do specifického raftu a zapocal efektivni
signalizaci (schematicky zndzornéno na obrazku 12). Timto zplsobem by mohla byt
regulovana signalizace diky kompartmentalizaci jednotlivych slozek kaskady, c¢imz
by se zamezilo interakci proteinti, které spolu interaguji i bez pfitomnosti stimulu (Pike,
2003).

V neposledni fadé¢ nesmime zapominat také na ulohu membranovych rafti
v endocytdze, a tedy internalizaci receptorti (Le a kol., 2002). U této problematiky existuje
rovnéZ nékolik modelovych situaci. Receptor se miZze po aktivaci agonistou dostat
do domén, kde je endocytovan na klatrinu nezavislym mechanismem (prostfednictvim
kaveol). Rovnéz miZze po aktivaci vstoupit do raftu, zaktivovat své efektory a nasledné
vystoupit opét ven a byt endocytovan klatrinovym mechanismem. Dal§i moZnosti
je internalizace aktivovaného receptoru bézné pfitomného v raftech prostfednictvim kaveol.
Poslednim zvazovanym scénafem je situace, kdy normalné v raftu pfitomny receptor opousti
po aktivaci agonistou membranovou doménu a je internalizovan za pomoci klatrinu (Chini

a Parenti, 2004).

extracelularni prostor

K14

efektor
G proteinu

intracelularni prostor

Obrazek 12 | Model funkce membranovych rafti v signalizaci GPCR

Na obrazku je schematicky znazornén jeden z modelli vyznamu membranovych raftt
v signalizaci GPCR. Po vazbé agonisty (Cervené kolecko) se receptor diky zméné
konformace transmembranovych helixii ,narovna“, ¢imz vystavi ¢ast hydrofobnich
aminokyselin vodnému prostiedi builky a extracelularniho prostoru. Energeticky
je vyhodngjsi, aby v tomto stavu asocioval s tlust§i membranovou oblasti, kterou tvofi rafty
a kterd tyto aminokyseliny ,,schova“. Zaroven je zde ptedpfipraven zbytek signalizacni

kaskéady daného receptoru.
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3.6. Vybrané fluorescencni techniky zkoumajici dynamiku proteini
3.6.1. Fluorescence

Fluorescence patii do SirSitho okruhu luminiscencnich jevl. Jednd se v podstaté
o titkrokovy proces zahrnujici vybuzeni (excitaci) elektronu, dobu, po kterou zlstava
v excitovaném stavu (lifetime) a vyzafeni (emisi) fotonu pifi ndvratu do zdkladniho
energetického stavu (Daly a McGrath, 2003).

Fluorescen¢ni sondy nejsou obvykle excitovany zafenim (fotony) o jediné vinové
délce, ale spise jejich uréitym rozmezim. Z tohoto diivodu jsou fluorochromy (&asti molekul
zodpovédné za fluorescenci) charakterizovany nikoli diskrétnimi hodnotami, ale tzv.
excitanimi a emisnimi spektry. Na téchto spektrech rozpoznavame excitacni a emisni
maxima (takové hodnoty vinovych délek, pii kterych maximum fluorochromti absorbuje
nebo emituje foton) (Lakowicz, 2006). Protoze jsou obvykle pii excitaci i emisi vyuzity
stejné mechanismy energetickych piechodd, vétSina fluorochroml vykazuje emisni

spektrum, které je téméf zrcadlovym obrazem spektra excitaniho (viz obrazek 13).
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Obrazek 13 | Excita¢ni a emisni spektrum YFP (Zlutého fluorescen¢niho proteinu)

Na obrdzku je zobrazeno excitacni (teCkované) a emisni (plnou carou) spektrum zlutého
fluorescencniho proteinu. Rovnéz je schematicky zakresleno excitacni a emisni maximum
a Stokestiv posun.

Data ziskana z http://www.lifetechnologies.com
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Typickym znakem fluorescence je tzv. Stokesiv posun, ktery se projevuje emisi
fotonu o vyssi vinové délce (a tedy niz$i energii), nez je energie excitacniho zafeni
(viz obrazek 13 na prfedchozi stran¢). Tento fenomén je dén vyzéafenim Casti energie
energetické hladiny. Dalsi zdsadni charakteristikou kazdé fluorescenéni sondy v daném
prostiedi je doba zivota excitovaného stavu (lifetime), ktery se obvykle pohybuje v fadech
nanosekund (Ishikawa-Ankerhold a kol., 2012).

Velmi dllezitym fenoménem, ktery je tfeba zminit, je tzv. foto-vybéleni
(photobleaching. dale jen ,vybéleni”). Pfi vybéleni dochazi k nevratnému zniceni
fluorochromu obvykle pifi delSim ozafeni silnym zdrojem svétla nebo pii dlouhodobém
vystaveni sondy svétlu. Obvykle je tento jev nezaddouci, ale nékteré aplikace (napi. FRAP —

viz déle) ho naopak s vyhodou vyuzivaji (Daly a McGrath, 2003).

3.6.2. Zeleny fluorescenéni protein (GFP)

Objev zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP) se datuje do roku 1961, kdy ho
doktor Osamu Shimomura identifikoval jakoZto vedlejsi produkt pfi izolaci fluoreskujiciho
aequorinu z organismu Aequorea victoria (Shimomura, 2005). V nasledujicich letech byly
podobné proteiny objeveny i u dalsich lackovci — naptiklad Obelia, Phialidium a Renilla
(Tsien, 1998).

GFP je protein obsahujici 238 aminokyselin a vykazujici relativni molekulovou
hmotnost 26 888 (Prasher a kol., 1992). Jedna se o 42 A vysoky p-barel tvoteny
11 antiparalelnimi listy (viz obrdzek 14 na str. 48), kterym uprostfed prochdzi a-Sroubovice,
ktera obsahuje fluorochrom tvoifeny trojici aminokyselin Ser-Tyr-Gly v pozici 65-67 (Ormo
a kol., 1996). Tento protein vykazuje dvé absorpéni maxima (ve vinovych délkach 396 nm
a 476 nm) a rovnéz dvé emisni maxima (508 nm pro excitaci 396 nm a 503 nm pro excitaci
476 nm), kterd odpovidaji zelené ¢asti spektra (Heim a kol., 1994).

Hlavni ptednosti GFP je schopnost zaujeti funkéniho prostorového usporadani bez
potieby jakychkoli dalSich proteinovych kofaktori, coz bylo dokdzano expresi
v organismech jako Escherichia coli nebo Caenorhabditis elegans s nerozliSitelnymi
spektralnimi vlastnostmi fluorescen¢niho produktu (Chalfie a kol., 1994). Formovani
fluorochromu je tedy tzv. autokatalytické. Vyjimku tvoifi potfeba molekuldrniho kysliku,
ktery je nezbytny pro dokonceni celého procesu. Za anaerobnich podminek je mozné
detekovat produkt odpovidajici GFP, ktery vSak nevykazuje fluorescenci. Tu je mozné
indukovat zavedenim kysliku (Heim a kol., 1994). Nevyhodou je v tomto ohledu potieba

téméf celé aminokyselinové sekvence zeleného fluorescenéniho proteinu pro zformovani

47



fluoreskujiciho produktu. Tato minimalni sekvence byla stanovena na aminokyseliny 7-229

(Liakol., 1997).

Obrazek 14 | Terciarni struktura GFP

Podle http://www.tsienlab.ucsd.edu/Images.htm

Aby mohl byt zeleny fluorescencni protein pouzit jako vhodné fluorescencni znacka
mnohych proteint, bylo tfeba nékteré jeho vlastnosti vylepsit. Proto vznikla celd fada jeho
mutant.

Prvni skupinou jsou mutanty feSici jeho maturacni nedostatky. Wild-type (,,divoky*)
GFP totiz nejlépe zaujima nativni konformaci pfi teplotach okolo 22 °C, coz je vSak
nevhodné pro expresi napf. v sav€ich systémech. Variantou fesici tento problém byl napf.
tzv. cycle3 GFP, ktery byl optimalizovan pro expresi pii 37 °C (Crameri a kol., 1996).

Dale bylo tfeba vyporadat se se dvéma excitacnimi a emisnimi maximy. Toho bylo
dosazeno zaménou threoninu za serin v pozici 65. Mutace S65T vykazovala jediné excita¢ni
(490 nm) a emisni (510 nm) maximum. Navic byla touto mutaci az Sestkrat zesilena
fluorescence a Ctyiikrat zrychlena doba tvorby fluorochromu (Heim a kol, 1995).
Zavedenim dal§i mutace (zaména fenylalaninu za leucin v pozici 64; F64L) byla
fluorescence zesilena dokonce tficetkrat oproti wild-type GFP (Cormack a kol., 1996).
Tak vznikla varianta oznaCovand nékdy jako tzv. ,,vylepSeny* zeleny fluorescencni protein
(EGFP; enhanced).

V pribéhu let byly mutagenezi pfipraveny varianty pivodniho GFP, které maji
posunuté spektralni charakteristiky do jinych vlnovych délek, a tudiz emituji v jinych
castech spektra nez je pouze zelend (Tsien, 1998). Zasadni skupiny téchto proteint (které
jsou dale naslednymi Upravami optimalizovany pro nejriiznéjs$i Ucely) jsou shrnuty

v tabulce 3 na nasledujici strané.
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Tabulka 3 | Kratky prehled skupin barevnych variant zeleného fluorescen¢niho
proteinu véetné jejich zakladnich spektralnich charakteristik
Mutace jsou pro piehlednost uvadény jednopismenovymi zkratkami pro aminokyseliny.

Upraveno podle Tsien, 1998

. Klicova Excitaé¢ni maximum | Emisni maximum Emitovana
Protein

mutace (nm) (nm) barva
BFP Y66H 384 448 modra

CFP Y66 W 436 485 modro-zelena
395-397 ,
GFP - 470-475 504 zelena
EGFP S65T, F64L 488 507-509 zelena

YFP T203Y 512 522 zluta

Pro posun do cervené oblasti spektra bylo tieba vyuzit fluorescen¢ni protein jiného
zivocisného druhu — jmenovité moiského koralu rodu Discosoma (Matz a kol., 1999). U této
bilkoviny s ndzvem DsRed bylo tfeba odstranit fadu nedostatkli (mj. se jednalo o obligatni
tetramer). To se podafilo zavedenim 33 mutaci, ¢imz vznikl monomerni Cerveny
fluorescenéni protein mRFP1 (Campbell a kol., 2002).

Jakoukoli variantu GFP je mozné pomoci vhodnych technik genového inzenyrstvi
pfipojit na rtiznd mista zkoumaného proteinu. Je vSak tfeba dbat i na jiné faktory
nez je spravny Cteci ramec vzniklé fizni bilkoviny. V Givahu je tfeba brat i funkénost
takového proteinu, a proto musi byt misto vlozeni vybrano peclivé a musi byt provedeny
kontrolni experimenty, zda fluorescen¢ni protein zasadné neovlivituje vlastnosti zkoumané

bilkoviny (Daly a McGrath, 2003).

3.6.3. FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching; ,,Obnoveni fluorescence
po foto-vybéleni®)

Zakladem metody FRAP je ozafeni fluorescennich molekul v malé definované
oblasti vzorku silnym laserovym paprskem, které zptsobi nevratné poSkozeni fluorochromu.
Nasleduje sledovani difuze okolnich nevybélenych molekul do této oblasti, coz je provadéno
sledovanim vzorku pfi nizké intenzit¢ laseru. Zeleny fluorescen¢ni protein je pro tuto
techniku obzvlasté¢ vhodny, protoze vybéleni fluorochroml je obecné Casto doprovazeno
tvorbou nestabilnich ¢astic (napft. radikalt kysliku), avS§ak GFP ,,udrzi tyto reaktivni ¢astice
uvnitt své dosti kompaktni barelové struktury.

Pomoci této metody je mozné ziskat 2 kinetické parametry proteini — difuzni

koeficient (D) a mobilni frakci molekul (). Mobilni frakce je mnoZina fluorescencné
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zna¢enych molekul, které jsou schopny difundovat do vybélené oblasti. Pokud je jeji
hodnota niz8i nez 100 %, €ast zkoumanych molekul je n&jakym zplGsobem znehybnéna
(napf. vadzana na cytoskelet nebo membranové proteiny). Difuzni koeficient udava
pohyblivost znacené molekuly v daném prostiedi. Zahrnuje jak vlastnosti objektu
samotného, tak vlastnosti okolniho prostfedi. Difuzni koeficient volné Castice v urcitém
objemu je definovéan na zéklad¢ Stokes-Einsteionovy rovnice

kT

D= 3.1
6Nk S

kde D je difuzni koeficient, T je absolutni teplota, # je hustota prostiedi, & je
Boltzmannova konstanta a R je hydrodynamicky polomér c¢éstice (Lippincott-Schwartz
a kol., 2001).

A vybéleni B
R

A

kanal YFP

intenzita fluorescence

kanal CFP

»
>

Obrizek 15| Ptiklad méteni metodou FRAP

V ¢asti A je schematicky graf méfeni metodou FRAP, ktery zachycuje intenzitu fluorescence
jako funkci casu (F; — intenzita pfed vybélenim; Fy, — intenzita tésn€ po vybéleni; F. —
intenzita po ustanoveni rovnovahy obnoveni fluorescence). V ¢asti B je ukazka konkrétniho
méteni. V jedné buiice jsou ptritomny [;-adrenergni receptory (B;-AR) znacené na C-konci
pomoci CFP a 3;-AR znacené na N-konci pomoci YFP. Zaroven jsou pifidany protilatky,
které specificky znehybnuji konstrukt YFP-B;-AR. Situace je zachycena ve 3 Casovych
bodech — pied vyb&lovacim pulzem (PRED), tésné po ném (0 s) a 100 sekund po ném
(100 s). V kandlu YFP je patrné, ze diky znehybnéni receptorti nedoslo k plnému obnoveni
fluorescence ve vybéleném misté. Naproti tomu v kanalu CFP je vidét témét tplné obnoveni
fluorescence.

Upraveno podle Dorsch a kol., 2009
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3.6.4. RICS (Raster Image Correlation Spectroscopy; ,Korelani spektroskopie
rastrovych obrazki)

Metoda RICS se v souasnosti stdvd mocnym ndastrojem ve vyzkumu dynamiky,
koncentrace ¢i agregace nejriznéjSich molekul. Nebyla vSak vystavéna ,,na zelené louce®,
a proto je tfeba se pro jeji lepsi pochopeni kratce ohlédnout do minulosti.

Zaklady korelac¢nich technik byly poloZeny v 70. letech 20. stoleti, kdy se zrodil
model fluktuacnich spektroskopickych technik — vtomto ohledu je dulezita
tzv. fluorescencni korelac¢ni spektroskopie (FCS). Tato metoda byla zavedena pro méteni
koncentrace a stanoveni difuznich koeficienti (Elson a Magde, 1974). V principu vyuziva
meéteni kolisdni (fluktuace) fluorescenéni intenzity v malém definovaném objemu, ktery
jeur¢en objemem laserového paprsku prochdzejiciho vzorkem (pfesnéji kombinaci
zaostfen¢ho laserového paprsku a konfokdlni Stérbiny, kterd je umisténa v detekéni Casti
mikroskopu — pozn. autora). Tyto vykyvy mohou byt zplisobeny pohybem fluorescenéné
znaenych castic pfes sledovany objem, konforma¢nimi zménami nebo obecné zménami
v excitacné-emisnich vlastnostech béhem pozorovani. Nésledn¢ jsou data ziskana
v jednotlivych Casovych intervalech vzajemné korelovéna. Zjednodusené schéma méteni

pomoci této metody je zachyceno na obrazku 16.

) K |
M. °

Q | o )
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intenzita fluorescence

t=3 t=4

Obrazek 16 | Schematické znazornéni principu metody FCS
V casti A je schematicky zakresleno snimani difuze fluorescencni sondy v roztoku.
Zelené je znazornén laserovy paprsek, modie méfeny objem, Sedivé jsou sondy, které
v aktudlni ¢as nejsou méfeny, a Cervené sondy, které jsou praveé detekovany metodou FCS.
V casti B je zachycen pohled shora ve 4 ¢asovych intervalech (tmavé Cervené je znazornéna
pozice konkrétni sondy na konci pfedchoziho Casového intervalu), které jsou nasledné

,vyneseny* v grafu v ¢asti C.

Tato metoda miiZze byt aplikovana na Zivé bunky, ale méfeni probihd pouze v pfedem
zvoleném miste, a tudiz mize byt zatizena velkou chybou uz pfi samotném vybéru mista
méfeni. DalSim problémem je pomérné rychlé vybéleni fluorochromi pii nepferuSovaném
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osvétleni vzorku. Celkové je metoda FCS vhodnd spiSe pro malé molekuly a nizké
koncentrace fluorescencnich latek (typicky ptiblizné nanomolarni). V neposledni fadé je
pro tuto techniku potfeba pomérn¢ drahé a specializované vybaveni, coz vyrazné¢ omezuje
spektrum uzivatelli (Digman a kol., 2013).

Vroce 1993 byl publikovan c¢lanek, ktery vyrazn€ rozsifil mozZnosti korelacni
spektroskopie. Autoii se rozhodli pouzit principu FCS, ale misto zavislosti fluorescencni
intenzity na Case vyuzili zavislost prostorovou. Tato technika byla pojmenovana obrazova
korelacni spektroskopie (Image Correlation Spectroscopy, 1CS). Vyuziva data ziskana
pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie (Confocal Laser Scanning Microscopy;
CLSM) — tj. obrazky celych objekt (bun€k), piipadné nekolika objektt (bunck) najednou.
To umoziuje celistvou analyzu celého systému, oproti pfedem definovanému malému
prostoru, ktery vyuziva FCS. Navic dostupnost ICS je daleko ptiznivéjsi, jelikoz vyzaduje
pouze skenovaci konfokalni mikroskop, ktery je na vétSin€ pracovist’ jiz bézné k dispozici
(Petersen a kol., 1993).

Teorie ICS byla vyvinuta za ptedpokladu, Ze se v dobé pofizovani obrazkl nic
nehybe a byla aplikovana hlavné na fixované preparaty nebo na velmi pomalu se pohybujici
transmembranové proteiny nebo na proteiny asociované s cytoskeletem. V nasledujicich
letech vSak byla nejriznéjSim zplsobem rozSifovana (Rossow a kol., 2010). Jednim
z roz$iteni byl naptiklad ptistup ¢asové obrazové korelacni spektroskopie (Temporal Image
Correlation Spectroscopy; TICS), pti které je autokorelac¢ni funkce pocitana ze série obrazk
potizenych v rtiznych ¢asech (Brown a kol., 2008).

Metoda RICS byla uvetejnéna roku 2005 a na ICS pifimo navazuje (Digman a kol.,
2005). Jejim zésadnim rozdilem je potfizovani obrazk vzorku, které je oznacovano jako
rastrovani, za pomoci rychlé skenovaci jednotky (tzv. Galvano skener — pozn. autora). Prvni
1. fadky pixell, kde se laser vypina a skenovani se vraci na prvni pixel 2. fadku, kde se celd
situace opakuje az do dosazeni pixelu uplné vpravo dole (viz obrazek 17 na str. 53).
Pro nésledné kalkulace je naprosto zasadni kontrolovat nastaveni velikosti pixelti, ¢asu, po
ktery je dany pixel snimén, a Casu, ktery je potieba pro sejmuti celé¢ jedné fadky. Na obrazku
pak rozliSujeme tzv. rychlou vodorovnou osu, kterd snimé jeden pixel za druhym, a pomalou
svislou osu, kterd poskytuje informace o zménach intenzity fluorescence mezi jednotlivymi
fadami pixelti. Pouziti tohoto uspotadani méfeni umoznuje na jediném obrazku prostorove
a ¢asove rozliSovat fluktuace v intenzité fluorescence, a to jest¢ v riznych ¢asovych skalach
— ve vodorovné ose viadu mikrosekund, v horizontalni ose v fadu milisekund (Rossow

akol.,, 2010). Pti kombinaci stechnikou TICS je pfi korelaci jednotlivych obrazkl
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potizenych v Casové sérii ziskano také casové rozliSeni v fadu sekund (¢i delSich ¢asovych

intervalech) (Brown a kol., 2008).

horizontalni skenovani (us)

v

vertikalni skenovani (ms)

v

skenovani
jednotlivych
obrazku(s)

Obriazek 17 | Jednotlivé osy ¢asového rozliSeni RICS a zpiisob rastrového snimani

Vlevo je schematicky zndzornéno, v jakych smérech se snimaji konkrétni Casové
Skaly rozliSeni. Vpravo je zobrazen princip rastrového skenovani (plnd cara — laser je

zapnuty; pferuSovana ¢ara — laser je vypnuty).

Informace o difuznich koeficientech a koncentracich latek jsou analyzou obrazki
metodou RICS ziskdvany ve dvou krocich — odstranéni pozadi a obrazovd korelace.
Pfi odstraniovani pozadi jsou potlateny vSechny nepohyblivé nebo pomalu se pohybujici
objekty (typicky napf. membranové vybézky bunck, adheze, ...) metodou klouzavého
praméru. Klouzavy primér je zvolen proto, ze zZivé buiiky obvykle nejsou zcela stacionarni
a v pribéhu méteni se pohybuji. Pfi tomto postupu je od konkrétniho obrazku série odectena
primérnd hodnota nékolika obrazkii pfed nim a za nim — napt. kdyz je pro vypocet
klouzavého priméru vyuzito 10 obrazki, pak je primérna hodnota z obrazka 1-10 odectena
od obrazku 5. Z tohoto divodu (a z divodu dosazeni lepsiho poméru signal / Sum) je pfi
meéfeni pofizovano obvykle 50-100 obrazkl, i kdyZz informace v ¢asovych skalach
mikrosekund a milisekund jsou plnohodnotné obsazeny vkazdém jednotlivém obrazku
sekvence.

Obrazovéa autokorelace je provadéna na zaklad€ rovnice rovnice 3.2.

~ <5I(x,y)51(x+§,y+‘l’)>
o) (I(x.y))"

kde G(w) je autokorelacni funkce, /(x,y) je intenzita fluorescence v jednotlivych

(3.2)

bodech (pixelech) obrazku, ¢ a w jsou prostorové posuny (viz dale)
a 5I(x, y)zl(x, y)—<] (x,y>. Lomené zavorky znamenaji pramér ze vSech x a y pozic
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(Norris a kol., 2011). Dulezita je zavislost pozice jednotlivého pixelu v obrazku na Case,

ve kterém je sniman (viz rovnice 3.3 az 3.5).

Casv pixelun=yxt, + X1, (3.3)
§=xXT, (3.4)
v = yxr, (3.5)

kde 7, je doba sniméni jednoho pixelu a 7; je doba snimani jedné fadky pixell
na obrazku (Digman a kol., 2013).

Pro piehlednost jesté jednou ucelené uved’'me, jaké jsou vyhody RICS oproti klasické
FCS. RICS analyzuje celé obrazky, nikoli pouze pfedem vybranou malou definovanou oblast
vzorku. Navic analyza probiha az po skoneni méfeni, coZ umoziuje lepsi vybér oblasti
zajmu. Pomoci metody RICS je mozné korelovat pouze ¢ast obrazku, a ziskat tak distribuci
difuznich koeficientd. Navic méfi hned v nékolika casovych Skéalach (od mikrosekund
az po minuty ¢i hodiny). Pfi FCS je casto velky problém s vybélovanim vzorku.
V neposledni fadé k provedeni méfeni postacuje skenovaci konfokalni mikroskop, zatimco
pro FCS jsou tfeba drahé specializované pfistroje.

V tabulce 4 jsou zavérem piehledné shrnuty zakladni moZnosti méteni dynamiky

proteintl a jinych ¢astic za pomoci vySe zminénych metod.

Tabulka 4 | Srovnani metod zkoumajicich dynamiku proteini

Upraveno podle Rossow a kol., 2010

Méreni
1.\/Iere§11 vazby Méreni | Primé Mv?r?m Aplikace
. difuznich na «y, . | VZivych ve
Technika R «, | vazby na | méreni . v zivych
koeficientii | dalSi scaffold? | vazby? systémech svstémech
? Lastice ; y: ? y
?
malé molekuly,
cytosolické
RICS ANO ANO ANO ANO ANO proteiny,
transmembranové
proteiny
proteinové
FRAP ANO NE NE NE ANO agregaty,
membranové
proteiny
FCS ANO ANO ANO ANO ANO malé molekuly
velké proteinové
TICS ANO | ANO | ANO | ANO | ANO agregaty,
membranoveé
proteiny
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4. Cile diplomové prace

Prvnim cilem prace je stanoveni vlivu deplece cholesterolu z plasmatické membrany
pomoci B-cyklodextrinu na mobilitu a membranové okoli TRH receptoru. Pro tuto
problematiku budou zvoleny moderni metody fluorescencni mikroskopie CLSM, FLIM,
FRAP a RICS.

DalS8im cilem je porovnat vysledky ziskané metodami FRAP a RICS, protoZe zatimco

Tretim, predev§im metodickym, cilem je vyzkouSet rGznad uspofdddni meéfeni
metodou FRAP a zhodnotit jejich piipadny vliv na vysledky pokust.

Ctvrtym cilem je zavedeni protokolu pro transfekce bunééné linie HEK293 pomoci
latky Lipofectamine® Reagent vnasi laboratofi a stanoveni funk&nosti konstrukti
DOR-ECFP a DOR-EYFP ve smyslu jejich schopnosti aktivovat pislusny G protein.

Jako pfiprava pro zavedeni a pouziti metody FRET pfi analyze oligomerizace
a konformac¢nich zmén DOR bude stanovena doba Zivota excitovan¢ho stavu

fluorescen¢nich sond obsaZenych v transfekovanych konstruktech.
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5. Material a metody

5.1. Chemikalie a specialni vybaveni

Pro ptehlednost jsou vSechny pouzité chemikalie a specidlni vybaveni uvedeny

ve formé souhrnné tabulky 5.

Tabulka 5 | Chemikalie a specialni vybaveni pouZité v této diplomové praci

Nézvy jsou uvedeny cCasto v anglickém jazyce, aby korespondovaly s polozkami katalogti

jednotlivych firem.

Chemikalie / vybaveni Vyrobee g:‘l?l"gwé
[*>S]GTPyS (spec. raioaktiv. 1250 Ci/mmol) Perkin Elmer NEGO030H
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma Aldrich A3059
cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche 11697498
CuSO4-5H,0 Lach-Ner 30182-AP0
DADLE Sigma Aldrich E7131
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma Aldrich D6429
Dulbecco’s MOfiivﬁed E.'jlgle's Medium (DMEM) Sigma Aldrich D1145

(bez fenolové Cervenc¢)
Folin & Ciocalteu’s phenol reagent Sigma Aldrich F9252
Gelatin (Type A: From porcine skin) Sigma Aldrich G2625
Geneticin Selective Antibiotic (G418) Life Technologies | 11811-031
HEPES Sigma Aldrich H3375
Kanamycin sulfate Sigma Aldrich 60615-5G
L-Ascorbic acid Sigma Aldrich A5960
LB agar powder Sigma Aldrich L2897-250G
LB medium Carl Roth X268.1
Lipofectamine” Reagent Life Technologies | 18324-012
MgCl, - 6 H,O Sigma Aldrich M?2393
Na,CO; Penta 28010-31000
NaCl Sigma Aldrich S3014
NaOH BDH 102524X
Newborn Calf Serum (NCS) Life Technologies | 26010-074
Nonidet " P 40 Substitute solution Sigma Aldrich 98379
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Nunc™ Cell Culture/Petri Dishes NUNC 150350
Voo Tk i e s
Nunc™ Lab-Tek™ Chambered Coverglass NUNC 155411
Opti-MEM® I Reduced Serum Medium Life Technologies | 31985-047
Pansorbin Sigma Aldrich 507858
Paraformaldehyde Sigma Aldrich 158127
Phosphate Buffered Saline (PBS) Sigma Aldrich P4417-100TAB
Poly-D-lysine hydrobromide Sigma Aldrich P6407-5MG
Pqtassium sodium tar,trate tetrahydrate Sigma Aldrich 217255
(vinan sodno-draselny)

Protein G Sepharose”, Fast Flow Sigma Aldrich P3296
Protilatky Goy; Mitchell a kol., 1989

QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen 12143
Rotiszint™ eco plus Carl Roth 0016.3
Sodium azide (NaNj3) Sigma Aldrich S2002
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Sigma Aldrich L3771
Trypsin-EDTA Solution Sigma Aldrich T4174
B-Cyclodextrin Sigma Aldrich C4805
Ethylenediamine tetraacetic acid-Nay-salt (EDTA) | SERVA 11280
Kyselina borita (H3BO3) Lach-Ner 10017-CPO
Trizma® base (Tris) Sigma Aldrich T6066-1KG

5.2. Kultivace bunéénych linii

5.2.1. Bunécné linie

Pro pokusy byly vyuzity bunécné linie HEK293 a VTGP.

Bunécénd linie HEK293 byla pfipravena jiz v 70. letech 20. stoleti transformaci
primarni kultury lidskych embryondlnich ledvinnych bun¢k fragmenty DNA adenoviru
(Ad)5 (Graham a kol., 1977).

Bunikky VTGP stabilné exprimuji konstrukt TRH-R-EGFP a jsou piivodné odvozeny
od bun¢k HEK?293. Jedna se konkrétné o dlouhou izoformu potkaniho TRH-R1. Tento klon
stabiln¢ exprimuje konstrukt pfiblizn¢ ve 120 000 kopiich na buniku (Drmota a kol., 1998).
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5.2.2. Podminky kultivace

Bunky byly kultivovany v Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; D6429)
obsahujicim 9% NCS (déle jen ,kultivaéni médium*). Kultivace probihala v inkubatoru
ve vlhké atmosféfe s obsahem 5 % CO, a pii teploté 37 °C v kultivacnich lahvich s plochou
dna 80 cm’.

Pro zlepSeni adhezivnich vlastnosti bunék VTGP byla dna kultivacnich lahvi
potazena 2% roztokem Zelatiny. Pro udrZeni stabilni exprese konstruktu TRH-R-EGFP
v bunikdch VTGP bylo do kultiva¢éniho média ptfidavano antibiotikum geneticin ve finalni

koncentraci 800 pg/ml (koncentrace zasobniho roztoku 80 mg/ml).

5.2.2.1. PotaZeni dna kultiva¢nich lahvi Zelatinou

K potazeni dna 20 kultivanich lahvi bylo vysterilizovano 100 ml 2% roztoku
zelatiny a 200 ml deionizované vody. Do kultiva¢nich lahvi bylo napipetovano 5 ml roztoku
zelatiny, lahve byly uzavieny a roztok byl rovnomérné rozprostten po dné lahve. Inkubace
s Zelatinou probihala jednu hodinu pfi laboratorni teploté. Nasledn¢ byl roztok zelatiny
odpipetovan a kazda lahev byla promyta 10 ml deionizované vody. Maximum vody bylo

odsato, lahve byly uzavieny a vraceny do oball az do pouZziti.

5.2.3. PasaZovani

Po dosaZzeni konfluence 70-80 % byly bunky pasdZzovany. Z lahvi bylo odséato
kultiva¢ni médium a buniky byly oplachnuty 1 ml roztoku 0,1% trypsinu a 0,5 mM EDTA
v PBS (fosfatovy pufr). Tento objem byl odpipetovan a nasledné byly buiniky inkubovéany
1-2 minuty s Cerstvym 1 ml roztoku 0,1% trypsinu a 0,5 mM EDTA v PBS, aby se buiky
oddélily vzajemné a ode dna kultivacni lahve. K bunécné suspenzi bylo pfiddno vhodné
mnozstvi kultivaéniho média a buiikky byly mechanicky resuspendovany opakovanym
pipetovanim. Suspenze byla nasledné vyuzita k pocitani buné€k, jejich nasazeni na sklicka

¢i Petriho misky nebo byla rozdélena do novych kultivacnich lahvi pro dalsi kultivaci.

5.2.4. Sklizeni bunék

Pro biochemické analyzy bunécnych preparath je tieba pomérné velké mnoZstvi
bunécéného materidlu. Proto byly buiiky pro tyto experimenty péstovany ve velkém mnoZzstvi
(large scale) a po dosazeni konfluence 70-90 % mechanicky sklizeny. Obvykle byla
polovina lahvi ¢i Petriho misek (v pfipad¢ transfekovanych buné€k) inkubovana s 10mM
roztokem B-CDX apolovina ponechana jako builky kontrolni (viz oddil 5.3. Deplece

cholesterolu).
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Nadoby s buitkami byly umistény do ledové 14zn€¢ a po pfidani 5 ml ledové
vychlazeného PBS do né byly mechanicky seSkrabnuty Skrabkou. Suspenze byly pieneseny
do 50ml koénickych zkumavek a centrifugovany 10 minut pii 4 °C a 270 x g. Supernatant byl
nasledné odlit, vznikly pelet byl pfeveden do 1,5ml mikrozkumavky, zamrazen v tekutém

dusiku a nasledné uskladnén v -80 °C az do dal$iho pouziti.

5.2.5. Priprava bunéénych preparati pro experimenty

Pro fluorescenéni méteni FRAP, FLIM a RICS byly buiiky VTGP napéstovany
na krycich skli¢kach délenych na 8 jednotlivych oddill (,.komtirek®) potaZenych roztokem
poly-D-lysinu ve vodé¢ o koncentraci 0,1 mg/ml. Do jednotlivych oddilii na téchto sklickach
bylo napipetovano 350 ul kultivaéniho média. Do tohoto objemu byl pfidan takovy objem
bunécné suspenze, aby obsahoval 70 000 bunck (stanoveno pocitanim bunck v Biirkerové
pocitaci komurce). Buiiky byly nasledné¢ kultivovany 2 dny a pak pouzity pro experimenty.

Pro transfekéni pokusy byly buiky HEK293 nasazeny na kulatd kryci sklicka
o praméru 12 mm. Tato sklicka byla pfedem odmasténa 30ti-minutovou inkubaci v ethanolu
pro UV spektroskopii a nasledné vysterilizovdna. Az do fixace byla umisténa po jednom
v jamkach 24-jamkové desticky. Do kazdé jamky se sklickem bylo pfidano 500 pl
kultivaéniho média a takové mnozstvi bunécné suspenze, aby obsahovalo 70 000 bunék
(rovnéz stanoveno pocitanim bunék v Biirkerové pocitaci komirce). Buiiky byly v desti¢ce
kultivovany v inkubatoru do druhého dne.

Pii ptipravé transfekovanych bunék pro experimenty stanovujici vazbu [*>S]GTPyS
byly buiiky nasazeny na 10cm Petriho misky. Do kazdé misky bylo pfiddno 15 ml
kultiva¢niho média. V tomto piipad¢ bylo tfeba nasadit 1 800 000 bun¢k na jednu misku
(¢islo bylo stanoveno pfepoctem poctu bunck v jamce 24-jamkové desticky na kultivacni

povrch 10cm Petriho misky).

5.2.5.1. PotaZeni délenych krycich skli¢ek poly-D-lysinem

Do kazdého oddilu délené¢ho kryciho sklicka bylo pipetovano 250 pl roztoku
poly-D-lysinu ve vodé¢ o koncentraci 0,1 mg/ml. Sklicka byla zabalena do alobalu
a inkubovana na kyvacce pfi laboratorni teploté 1 hodinu. Po skon¢eni inkubace byl roztok
poly-D-lysinu odsat a oddily byly dvakrat proplachnuty 500 pl deionizované vody. Nakonec
bylo z oddilt odsato maximum vody. Skli¢ka byla ihned pouzita k nasazeni bun¢k nebo byla

zabalena do alobalu a skladovéna v lednici az do dalSiho pouZziti.
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5.2.5.2. PotaZeni kulatych 12mm Kkrycich skli¢ek poly-D-lysinem

Do jamek 24-jamkové desticky byla sterilni pinzetou umisténa sterilni a odmasténa
kryci sklicka (odmasténi 30 minut v 98% ethanolu pro UV spektroskopii pred sterilizaci).
Do kazdé jamky se sklickem bylo pipetovano 500 pl roztoku poly-D-lysinu ve vodé
o koncentraci 0,1 mg/ml. Desticka byla zabalena do alobalu a inkubovana na kyvacce
pii laboratorni teplot€¢ 1 hodinu. Po skonceni inkubace byl roztok poly-D-lysinu odsat
a jamky byly dvakrat proplachnuty 1 ml deionizované vody. Nakonec bylo z jamek odséato
maximum vody. Desticka byla ihned vyuzita k nasazeni bun&€k nebo byla zabalena

do alobalu a skladovana v lednici az do dalSiho pouZiti.

5.2.5.3. Pocitani bunék v Biirkerové pocitaci komiirce

Pro potfebu nasazeni srovnatelného poctu bunck pro experimenty mezi jednotlivymi
méfenimi byly bunky ze suspenze piipravené pasdzovanim pocitany pomoci Biirkerovy
pocitaci komtrky. Komiirka byla ociSténa a sestavena. Ke strané kryciho sklicka byla
kapnuta kapka suspenze tak, aby se rovnomérné roztahla pod sklicko. Byly pocitany buniky
ve 4 velkych étvercich miizky (tj. 4 mm®) a nasledné byl proveden prepocet na 1 ml bunééné

suspenze.

5.2.6. Fixace bunék

V nékterych experimentech bylo tfeba bunécné preparaty narostlé na 12mm krycich
sklickach zafixovat. Ze vSech jamek se sklicky bylo odsato kultivaéni médium a bylo
nahrazeno 800 pl 4% paraformaldehydu. Inkubace se 4% paraformaldehydem probihala
v digestofi 20 minut. Nasledné byla sklicka jesté tiikrat omyta 800 pl PBS (inkubace vzdy
10 minut). V ptfipadé¢ barveni latkou Hoechst 33255 bylo toto fluorescen¢ni barvivo
ptidavano pii druhém promyti do PBS (vysledna koncentrace 1 pg/ml). Po uplynuti Casu tfeti
inkubace s PBS nebyl pufr odsat. Sklicko bylo zjamky vytazeno pomoci pinzety, bylo
oplachnuto v kadince s destilovanou vodou, osuSeno polozenim hrany sklicka na bunicitou
vatu a nakonec bylo polozeno porostlou stranou do kapky montovaciho média (90% glycerol
v PBS) na odmasténém a cistém podloznim sklicku. Prebytek montovaciho média byl
odstranén pomoci filtraniho papiru a kryci sklicko bylo na podloznim zafixovano pomoci
bezbarvého laku na nehty, kterym bylo kryci skli¢ko ,,obtazeno®. Ziskané trvalé preparaty

bun¢k byly az do pozorovani uskladnény v lednici.
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5.3. Deplece cholesterolu

Pro depleci cholesterolu z plasmatickych membran bunék byl pouzit 10mM roztok B-
cyklodextrinu v DMEM bez pfidan¢ho séra. Kultivaéni médium bylo odsato a buiiky byly
oplachnuty malym mnoZzstvim média DMEM bez séra. Nasledné byly buiiky inkubovéany
s roztokem B-CDX pii37 °C ve vlhcené atmosféie s 5 % CO; 30 minut. Ihned po uplynuti
doby inkubace byly builkky pfimo pouzity na mikroskopickd pozorovani (médium bylo
v takovém ptipadé¢ vymeénéno za DMEM bez séra a indikatoru) nebo byly mechanicky

sklizeny.

5.4. FLIM

Meg¢teni probihalo na konfokdlnim mikroskopu MicroTime 200 (PicoQuant,
Némecko). Méfenou veli¢inou byla doba Zivota excitovaného stavu (l/ifetime) EGFP, ECFP
¢i EYFP. Paraleln¢ s obrazky distribuce dob Zivota excitované¢ho stavu byly pofizovany
obrazky intenzity fluorescence. Paprsek piislusného laseru byl zaméten na vzorek zobrazeny
prislusnym objektivem. Emisni a excitacni svétlo bylo oddé€leno dichroickym zrcatkem
a fluorescencni signdl byl veden do detekéniho kandlu vybaveného piislusSnym filtrem
a SPCM-AQR-14 detektorem (Perkin Elmer, Kanada) pfipojenym na jednofotonovy pocitaci
systém Picoharp 300 (PicoQuant, Némecko). Obrazky byly pofizovany v rozliSeni 200x200
pixell (40x40 um). Konkrétni specifikace lasert, objektivii apod. pouzitych pro méteni
jednotlivych fluorescencnich sond jsou uvedeny v tabulce 6 na nésledujici strané.

Primérny lifetime (14,) kazdého pixelu bylo mozné urcit z jednotlivych zhasecich
fluorescen¢niho zhdSeni v jedné pozici skeneru a kompenzace (offsef), ktery byl urcen jako

nejstrméjsi narist zhdseni dle rovnice 5.1.

dI,
sz =
21

kde 74 znamena pramérny /lifetime pro jednotlivy pixel, /; intenzitu namétfenou v ase

- to_[fvet (5 . 1)

t; a togze Cas odpovidajici ndbézné hran€ dohasinani.

Analyza obrazu byla provedena v programu FiJi (ImageJ). Na intenzitnim obrazku
dané bunky byla vybrana pouze plasmatickd membrana a tento vybér byl ulozen do ROI
manageru. Nasledné byl tento vybér aplikovan na ,[Jifetimovy* obrazek té samé bunky.
Z tohoto vybéru byl vytvofen graf distribuce cetnosti doby Zzivota excitované¢ho stavu

(1 pixel = 1 hodnota tg4,). Nésledné byla data pfenesena z tabulkového editoru MS Excel do
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programu GraphPad Prism 4.0 a graficky a statisticky zpracovana na zakladé fitovani na
model Gaussova rozdéleni. Vysledky v distribu¢nich grafech byly normalizovany jako
procenta nejvyssich hodnot daného vybéru z divodu vyssi grafické nazornosti distribuce

hodnot 14, v jednotlivych méfenich.

Tabulka 6| Konkrétni soucastky mikroskopu pouZité pro méreni hodnot Ty,
jednotlivych fluorescencnich sond

V tabulce jsou uvedeny konkrétni typy a specifikace laserti, objektivii a filtrh
pouzitych pro detekci jednotlivych sond pii méfeni metodou FLIM. NA znamena

numerickou aperturu objektivu (tj. jeho svételnou ucinnost).

EGFP ECFP EYFP
LDH-P-C-470, LDH-P-C-440, .
Laser 470 nm 440 nm Picota, 535 nm
. 1.2 NA, 60x; 1,35 NA, 60x, 1,35 NA, 60x,
Objektiv - C. S
VOdnl 1merze olejova 1merze olejova 1merze
Filtr v detekcnim 515+ 25 nm 480 + 20 nm 585 + 40 nm
kanalu
5.5. FRAP

5.5.1. Sniméani obrazki

Preparaty bunék VTGP byly méfeny na konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP2
(Leica Microsystems). Obrazky byly snimany objektivem PL APO 100x/1.40-0.70 Oil
s olejovou imerzi vyhfivanym na 37 °C rychlosti 800 Hz vrozliSeni 512x512 pixeli
pii elektronickém zoomu 3,00 (tedy 49,99 x 49,99 pum) a barevné hloubce 12-bit. Pti snimani
bunék byl pouzit laser 488 nm nastaveny na 12 % maximalniho vykonu. Béhem
fotovybélovacich (dale jen ,,vybélovacich®) pulzii byly nastaveny lasery 458, 476 a 488 nm
na maximalni vykon. Velikost $térbiny byla nastavena na 1,6 Airy pro dosazeni lepSiho
poméru signal/pozadi. Emise EGFP byla sniména vrozmezi 500-600 nm. Pii vSech
méfenich bylo pofizeno 15 obrazkl pied vybélenim. Na samotné vybé€lovani bylo pouZzito
5 opakovani laserovych pulzli v rezimu ,,zoom-in* (tj. pfistroj pracuje pouze v oblasti zajmu,
¢imz se vyrazn€ zrychli a zintenzivni cely proces). Po téchto pulzech bylo sniméno
120 obrazki. Cas potiebny pro sejmuti jednoho obrazku byl 0,823 sekund. Oblasti zajmu
(ROI) byl kruh o priméru 3 pm nebo 5 um. Sniméni probihalo v roviné prifezu butikou
(RP) nebo v roviné sklicka (RS). Tyto roviny jsou schematicky zndzornény na obrazku 18
na str. 63. Bunky byly méfeny v komirce vyhfivané na 37 °C a obsahujici 5% CO;
atmosféru.
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Obrazek 18 | Schematické znazornéni Fezii buiikou
Jednotlivé roviny fezil jsou znadzornény kolmou plochou. RV je rovina vrcholu bunky
(byla vyuzita u pokusit méteni metodou RICS — viz dale), RP je rovina prafezu buitkou

a RS je rovina pfichyceni buné¢k ke sklicku.

5.5.2. Analyza dat

Pomoci programu Leica LCS Lite byly znamétfenych obrazka ziskany hodnoty
intenzity fluorescence ve tfech oblastech z4jmu — v oblasti, kde bylo vybélovano (ROI),
v oblasti obsahujici celou buiiku (CB) a v oblasti zachycujici signal pozadi (POZ). Primérné
intenzity v téchto oblastech pro kazdy Casovy interval byly pfevedeny do MS Excel a déle
zpracovavany. Pti snimani v RP byla provedena jesté¢ modifikované analyza, kdy byl v rdmci
kruhového ROI vytvofen ROI tvaru obdélniku pokryvajici pouze oblast se signdlem
(). plasmatickou membranu). Rovnéz oblast zajmu CB byla v tomto ptipadé zizena pouze
na fluorescencni periferii buniky (tj. pouze plasmatickou membranu). Pro ndzorné schéma
vSech variant oblasti z4jmu viz obrazek 22 na str. 76.

Az po vypocet mobilni frakce byla data zpracovana dle Day a kol., 2012.

Dle dohodnuté konvence byl jako ¢as ,,0 oznacen 1. obrazek po vybélovani. Nejprve
bylo tfeba data korigovat na signal pozadi, vybélovani béhem snimani obrazka a na ztratu
fluorescencniho signdlu zptisobenou vybélovacimi pulzy. Tyto korekce byly provedeny
na zékladé rovnice 5.2.

F(O gortpom = F©O o
E () s posey = £ () poz

kde F(Yroiposy Jje Intenzita fluorescence ve vybélované oblasti v case ¢

F@®),r = (5.2)

po vybélovacich pulzech, F(#)cpposy je intenzita fluorescence v ramci celé bunky v Case ¢

po vybélovacich pulzech a F(z)poz je intenzita fluorescencniho signélu pozadi v Case ¢.
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Pro vypocet mobilni frakce bylo tfeba data znormalizovat na hodnotu fluorescence

pfed vybélenim dle vztahu 5.3.

Frp oo
F(£),0m = F(1) 5, x =229 (5.3)
FROI(pre)

fo_15

Z(F(t)CB _F(t)POZ)

oy
FCB(pre) = 15 (54)

o5

Y (F@por = F ) o)
Fror(prey = — T (5.5)

kde Fcppre je primérnd hodnota intenzity fluorescence pied vyb€lovacimi pulzy
v ramci celé buniky (viz rovnice 5.4) a Froipre je prumérnd hodnota intenzity fluorescence
pted vybélovacimi pulzy uvnitt ROI (viz rovnice 5.5), #.; oznacuje posledni obrazek pred
vybé&lovacimi pulzy a #y.;5 15. obrazek pfed vybélovacimi pulzy (tedy prvni obrazek celkové
série).

Samotna mobilni frakce byla vypocitdna dle rovnice 5.6.

_E=F) o0 (5.6)

M. =
T (F-F,)

kde F., Fy a F; jsou normalizované intenzity fluorescence uvniti ROI po dosazeni
rovnovahy (viz rovnici 5.7), ihned po vybélovacich pulzech (tj. vcase t = 0) a pred
samotnym vybélovanim (viz rovnici 5.8).

4119

,Z F () o

FOO - WT (57)
tfiF(r)Wm

F, = T (5.8)

to+99 @ tg+ 119 0znacuji 100. a 120. obrazek po vybéleni.

Pro vypocet relaxacniho c¢asu a nasledné difuzniho koeficientu bylo tieba
normalizovand data jeS$t¢ jednou znormalizovat dle vztahu 5.9 (tentokrdt na maximalni
intenzitu fluorescence dosazenou po obnoveni fluorescence).

F(t) norm - F
F(t)annrm = O

59
o (59)
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Takto dvojit€¢ normalizovana data byla fitovana pomoci programu MATLAB 7.10

na model uvazujici dvojrozmérnou difuzi (viz rovnici 5.10) (Soumpasis, 1983).

-2t
[2><n0rm =e ! |:10(27T]+[1(27T]j| (510)

kde 7 je relaxacni ¢as a Iy a I; jsou modifikované Besselovy funkce nultého a prvniho

fadu. Ziskané hodnoty 7 byly nasledn¢ dosazeny do rovnice 5.11.

(1)2

= (5.11)

Dzd

kde w je pramér vybélovaného kruhu a D., je zdanlivy difuzni koeficient.

Ziskané hodnoty mobilnich frakci (My) a zdanlivych difuznich koeficientti (D,q) byly
nakonec statisticky zpracovany v programu GraphPad Prism 4.0 pomoci Studentova
oboustranného t-testu s intervalem spolehlivosti 95 %.

Aby mohlo byt u¢inéno rozhodnuti, zda zvolit modifikovanou (obdélnikové ROI)
nebo nemodifikovanou (kruhové ROI) analyzu bunék snimanych v roviné prufezu bunkou,
byl pfi téchto méfenich stanovovan pomér signdl/pozadi. Ten byl vypocitdn jako pomér
intenzit fluorescenéniho signalu uvnitt ROI (kruhové nebo obdélnikové) a uvniti oblasti
zachycujici signal pozadi pro poslednich 20 snimkl kazdé série (z kterych byl vypocitan
primér). Ziskané hodnoty byly statisticky zpracovany pomoci programu GraphPad

Prism 4.0 pomoci Studentova oboustranného t-testu s intervalem spolehlivosti 95 %.

5.6. RICS
Ptipravené preparaty zivych bunék (transfekovanych HEK293 nebo VTGP) byly

pozorovany na konfokalnim mikroskopu Olympus Fluoview 1000 (Olympus, Japonsko)
vybavenym objektivem s vodni imerzi (1,2 NA, 60x). Stolek mikroskopu byl umistén
v komiirce vyhtivané na 37 °C. Kexcitaci EGFP byl vyuzit diodovy laser 470 nm
LDH-P-C-470 (PicoQuant, Némecko) v kontinudlnim vinovém mddu a pted detektorem byl
umistén ,,Jong-pass* filtr QSO0LP propoustéjici svétlo o vinové délce delsi nez 500 nm. Pro
excitaci EYFP byl pouzit Helium-neonovy laser 543 nm a v detekénim kandlu byl umistén
filtr BP filter 585/50. Béhem RICS méteni bylo pii kazdém sniméni potfizeno 100 obrazki
v rozliSeni 256x256 pixeli. Rychlost skeneru podél rychlé a pomalé osy byla 10 ps/pixel
a 3,68 ms/fadek. Vzdélenost mezi kroky skeneru byla 50 nm. Bunky byly v piredpokusu
snimany v RS, RP i RV. V ,ostrych pokusech® pak jiz pouze v roving sklicka (RS). Pied
kazdym experimentem byla ovéfena funkcénost méfeni stanovenim difuzniho koeficientu

vodného roztoku sondy Alexa 488.
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Naméfena data byla zpracovana pomoci programu SimFCS 2.0. Vybéleni a pomalé
pohyby vzorku byly vylouceny odectenim klouzavého priméru 4 obrazki. Autokorelacni

funkce je definovéna dle rovnice 5.12.

(B0, y)Sl(x+ &,y +y)
G(éa‘l’) = <I(x, y)>2

kde G(w) je autokorelacni funkce, /(x,y) je intenzita fluorescence v jednotlivych

(5.12)

bodech (pixelech) obrazku, ¢ a w jsou prostorové posuny (viz str. 54)
a ol (X, y) =1 (x, y) - <1 (x, y> . Lomené zavorky znamenaji primér ze vsech x a y pozic.

Ziskana autokorela¢ni funkce y byla nésledné fitovana na model odvozeny od difuze
v dvojrozmérnych systémech (viz rovnice 5.13).

4D(rp§ +T,l//)Jl

5 (5.13)
@,

G(é,w)=%(l+

kde y ptedstavuje nerovhomérné osvétleni excitovaného objemu a je rovno 0,5
pro Gaussovu funkci distribuce bodli, N je primérné mnozstvi molekul v ohniskovém
objemu, D je difuzni koeficient, 7, je doba snimani 1 pixelu a 7; je doba snimani jedné fadky
pixell obrazku a @, primér laserového paprsku v misté zaostieni.

Jako dal8i parametr je k hodnotdm difuzniho koeficientu udavan pomér GoV/GoH.
Tento pomér udava, zda se v mobilité zkoumané molekuly odrazi rovnéz ptechodné vazba.
Blizi-1i se tato hodnota jedné, molekuly voln¢ difunduji.

Naméfend data byla statisticky zpracovana v programu GraphPad Prism 4.0
a hodnoty mezi experimentalnimi skupinami byly porovnany pomoci Studentova

oboustranného t-testu s intervalem spolehlivosti 95 %.

5.7. Pozorovani fixovanych bunék na konfokalnim mikroskopu

Fixované bunécné preparaty byly pozorovany pomoci konfokalniho mikroskopu
Leica SPE. Pfitéchto pokusech byly pozorovany o-opioidni receptory fuzn€ znacené
na C-konci pomoci EYFP ¢i ECFP, ptipadné konstrukt TRH-R-EGFP. Mikroskop bylo
mozné nastavit na libovolné mnozstvi kanali. Spole¢né s kandaly pro fluorescenéni sondy byl
vyuzit rovnéz kandl sniméani v prochdzejicim svétle pro lepsi orientaci pti hledani vhodnych
bunék. Velikost Stérbiny byla nastavena na 1 Airy. Obrazky byly sniméany objektivem ACS
APO 40,0 x 1,15 OIL s olejovou imerzi rychlosti 600 Hz pftirozliSeni 1024x1024 pixelt
(183,33 x 183,33 um). Vysledné obrazky byly vysledkem primérovéani 4-6 jednotlivych
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obrazkl (kvili eliminaci signalu pozadi). Excitacni a emisni podminky pro jednotlivé sondy
jsou uvedeny v tabulce 7.

Ziskané obrazky byly zpracovany pomoci programu Leica LAS AF Lite 2.6.3.
Hodnoceni GspéSnosti transfekce bylo provedeno v programu FilJi za vyuziti pluginu ,,Cell
Counter jako pomér transfekovanych bunc¢k zcelkového poctu bun€k na obrazku
a statisticky zpracovano v programu GraphPad Prism 4.0 s vyuzitim jednocestné ANOVA

metody s intervalem spolehlivosti 95 %.

Tabulka 7 | Nastaveni mikroskopu pouziti pro snimani jednotlivych fluorescen¢nich

sond
Sonda Excitacni laser Vykonu laseru (%) Snimana emise
ECFP 405 nm 12 % 460-505 nm
Hoechst 33255 405 nm 10-15 % 410-435 nm
EGFP 488 nm 25% 495-555 nm
EYFP 488 nm 20 % 540-590 nm

5.8. Transfekce bunécnych linii
5.8.1. Plasmidy

Vektory pouzité pro transfekce byly pfipraveny a laskavé poskytnuty laboratofi
prof. Marca Parentiho (Univerzita Mildno-Bicocca, Itdlie) vramci spoluprace s nasi
laboratofi. Inzertem je sekvence pro dlouhou verzi potkaniho DOR. Tento inzert byl vloZzen
do plasmidii pECFP-N1 a pEYFP-N1 pomoci restriktdiz EcoR I a BamH I. Diky této
manipulaci plasmidy produkuji d-opioidni receptor, ktery je na C-konci oznafen pomoci
ECFP ¢i EYFP (vysledné konstrukty jsou déle zjednoduSené oznacovany jako ,,DOR-ECFP*
a ,,DOR-EYFP®).

5.8.2. PomnoZeni a izolace plasmidu
5.8.2.1. Transformace bakterii

Pro pomnoZeni plasmidli byly pouZzity kompetentni bakterie Topl0. Ke 100 pl
bakterialni suspenze byl pfidan 1 pl plasmidu (koncentrace 500 pg/ml) a ziskanad suspenze
byla lehce promichana pipetou. Mikrozkumavky byly inkubovany na ledu 30 minut.
Nasledné byl aplikovan tepelny Sok (37 °C; 45 sekund). Mikrozkumavky byly ihned
po tepelném Soku umistény na led a nasledné¢ bylo pfidino 400 pl LB média

vytemperované¢ho na 37 °C. Mikrozkumavky byly umistény na 1 hodinu do tfepaci lazné
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vyhiivané na 37 °C. Pro kazdy plasmid byly vytvofeny 2 kultivaéni misky s pevnym
LB médiem obsahujicim kanamycin (koncentrace 50 pul/ml). Misky byly kultivovany pii
37 °C pres noc. Pomoci sterilni Zluté pipetovaci Spicky bylo do pfipravenych zkumavek
s S ml sterilniho tekutého LB média a kanamycinem (koncentrace 50 pl/ml) pro kazdy
plasmid pfeneseno malé mnoZzstvi biomasy bakterii a zkumavky byly kultivovany pifes noc
ve tiepaci 14zni pti 37 °C.

Z téchto zkumavek byl ptfipraven ,.glycerol-stock* bakterii obsahujicich dany plasmid
pfidanim 880 pl narostlé bakteridlni suspenze ke 120 pl sterilniho glycerolu. Obsah

mikrozkumavek byl promichan a mikrozkumavky byly umistény do -80°C mrazéaku.

5.8.2.2. Kultivace bakterii, izolace plasmidi, ovéfeni jejich Cistoty a stanoveni
koncentrace

Z ptipravenych ,.glycerol-stocku‘ pro jednotlivé plasmidy bylo pomoci seskrabnuti
pfeneseno malé mnoZstvi biomasy do pfisluSnych zkumavek stekutym LB médiem
a kanamycinem. Zkumavky byly uzavieny (ale tak, aby propoustély vzduch) a inkubovéany
ve vodni tfepaci lazni 11 hodin pfi 37 °C. Nasledn¢ bylo ptfidano 150 pl z narostlych
bakterialnich kultur do pfislusnych 500ml Erlenmayerovych ban€k se 100 ml sterilniho LB
média, do kterého byl té€sné pied pridanim bunck pfidan kanamycin (vyslednd koncentrace
50 ul/ml). Banky byly kultivovany ve tiepaci 1dzni 16 hodin pii 37 °C.

Narostlé kultury byly rozdéleny po 25 ml do 50ml koénickych zkumavek. Izolace
plasmidové DNA byla provedena pomoci QIAGEN Plasmid Midi Kitu.

Ovéfeni Cistoty izolovanych plasmidii bylo provedeno pomoci horizontdlni
agarozové elektroforézy (1% agardzovy gel v TBE pufru — 100 mM Tris, 90 mM H3;BOs,
2mM EDTA, pH = 8,0; napéti 7V/cm gelu; trvani 1 hodina; barveni pomoci
ethydiumbromidu) a piistroje  NanoDrop” Spectrophotometer ND-1000, kdy byly
stanovovany standardizované poméry absorbanci Azsp/Azg0 @ Aze0/Az3. Pomoci

zminovaného pfistroje byla rovnéz uréena koncentrace izolovanych plasmidu.

5.8.3. Transfekce

K transfekci bun€k HEK293 byla zvolena lipofekéni metoda vyuZzivajici
Lipofectamine® Reagent (déle jen ,,lipofectamin‘) jakoZto transfekéni latku.

Transfekce byla provadéna ve dvou uspofdddnich — pro tucely konfokalni
mikroskopie v jamkach 24-jamkové desticky obsahujicich 12mm skli¢ko a pro biochemické
analyzy konstruktd v 10cm Petriho miskdch. MnoZstvi chemikalii bylo analogické v obou

ptipadech, pouze bylo dle instrukci vyrobce prepocitavano na vétsi kultivacni plochu Petriho
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misek. Nasazeni bun¢k pro experimenty je popsano v samostatném oddilu (5.2.5 Ptiprava
bunéénych preparati pro experimenty). Nasledujici postup je popsan obecné, konkrétni
objemy jednotlivych latek jsou shrnuty v tabulce 8.

Pro vSechny reakce byl pomé&r DNA : lipofectamin 1:3. DNA a lipofectamin byly
nafedény v samostatnych zkumavkach v médiu OPTI-MEM. Roztok DNA v OPTI-MEM
byl pfenesen do zkumavky s nafedénym lipofectaminem. Vznikly komplexacni roztok byl
lehce promichan nasatim a vypusténim z pipety a byl inkubovan pii laboratorni teploté
30 minut. Nasledné byl komplexacni roztok nafedén médiem OPTI-MEM. Z jednotlivych
nadob s narostlymi buiikami bylo odsato kultivaéni médium a bylo nahrazeno kultivaénim
médiem bez séra. Do jednotlivych nadob byl pipetovan roztok ,,nafedénych komplexii*.
Nadoby byly lehce promichany pohybem doptedu/dozadu a doleva/doprava a byly
inkubovany pii 37 °C a v 5% CO, atmosféie 5 hodin. Po skon¢eni inkubace bylo k buitkdm
pfidano kultivacni médium s dvojnasobnym mnoZstvim séra nez obvykle. Petriho misky
byly nasledné kultivovany v inkubatoru 48 hodin a pak sklizeny. Desticky se sklicky byly
kultivovany v inkubatoru 24, 48 ¢i 72 hodin a pak byly buiiky na sklickach zafixovany.

Tabulka 8 | Konkrétni mnozZstvi latek v lipofekénim postupu

Udaje pro 1 jednotku 24(;1::?;;‘;‘73 10cnnllils’le(;rlho

Objem kultivaéniho média 500 pl 15 ml
Pocet nasazenych bunék 70 000 1 800 000
Pomér DNA:lipofectamin 1:3

Mnozstvi DNA 0,2 pg 10 pg
Mnozstvi lipofectaminu 0,6 ul 30 ul
Objem roztoku DNA v OPTI-MEM 25 ul 0,8 ml
Objem roztoku lipofectaminu v OPTI-MEM 25 ul 0,8 ml
Vysledny objem komplexa¢niho roztoku 25+25=50ul | 0,8+0,8=1,6ml
Objem OPTI-MEM Kk naredéni komplexii 150 pl 1,6 ml
Vysledny objem nafedénych komplexii 50+150=200pul | 1,6+ 1,6=3,2ml
Objem kultiva¢niho média bez séra 200 pl 3,2 ml
Vysledny objem ,,transfekéniho média* 200 +200=400pul | 32+32=64ml
Objem kultivaéniho média s 2xNCS 400 pl 6,4 ml
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5.9. Vazba [35 S|GTPyS a imunoprecipitace
5.9.1. Pouzité pufry

Solubilizaéni pufr Inkubacni pufr (10x) Adsorp¢ni pufr
100 mM Tris 200 mM HEPES 2% BSA
200 mM NaCl 30 mM MgCl, 0,1% NaNj3
I mM EDTA 1 M NaCl sm¢s inhibitorii proteaz
1,25% NP 40 pH=17,4 (cOmplete)
pH=74 H,O
pH=74

5.9.2. Homogenizace sklizenych bunék
Sklizené buiiky byly ruéné¢ homogenizovany v 0,5 — 1,0 ml ledového solubiliza¢niho
pufru s pfidanymi nespecifickymi inhibitory protedz pomoci sklo-teflonového

homogenizatoru asi 3 minuty.

5.9.3. Stanoveni koncentrace proteinii

Koncentrace proteinit v preparatech homogenizovanych bunék byla stanovovana
modifikovanou metodou dle Lowryho (Lowry a kol., 1951). Jako standard pro stanoveni
kalibra¢ni kiivky (pro odecteni koncentrace ve vzorcich) byl pouzit hovézi sérovy albumin
(BSA). Do zkumavek bylo pipetovano 3 — 10 ul vzorki a objem byl v kazdé zkumavce
doplnén vodou na 500 pl. Byly smichény roztoky A (2% Na,CO; + 0,1 M NaOH),
B (2% vinan sodno-draselny) a C (1% CuSQO4-5H,0) v poméru 50:1:1 a 1,5 ml tohoto
roztoku bylo pfiddno do kazdé zkumavky. Zkumavky byly inkubovany pii laboratorni
teploté¢ 15 minut. Po skonceni inkubace bylo do kazdé¢ zkumavky ptidano 150 pl Folinova
¢inidla cerstvé nafedéného vodou (v poméru 1:1), obsah zkumavek byl promichan
a inkubovan piesné¢ 30 minut pii laboratorni teploté. Absorbance vzorkli byla méfena
(v triplikdtech) pomoci pftistroje Eppendorf BioPhotometer plus pfi vlnové délce 595 nm.
Ziskanad data byla hodnocena programem GraphPad Prism 4.0. Kalibra¢ni kfivka byla

stanovena pomoci polynomické regrese dle rovnice y = ax*+ bx + c.

5.9.4. Vazba [°S]GTPYS a imunoprecipitace

Schopnost receptoru stimulovat proteiny vazajici GTP byla méfena pomoci agonistou
stimulované vazby [*>S]GTPYS, coZ je G proteiny nehydrolyzovatelny analog GTP. 30 pl
vzorklt homogenizovanych bunék (tj. asi 200 pg bilkoviny) bylo inkubovano
v 1,5ml mikrozkumavkach s [**S]JGTPyS (4.10° dpm/vzorek) ve finalnim objemu 100 pl

70



reakéni smési (20 mM HEPES, pH = 7.4; 3 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 2 uM GDP,
0,2 mM kyselina askorbovd) s agonistou &-opioidniho receptoru DADLE (koncentrace
10° M), nebo bez n&j (stanoveni bazalni aktivity) po dobu 15 minut pii 30 °C (veskera
ptiprava az do umisténi zkumavek do vyhtivané 1azné probihala v 1azni ledové). Reakce byla
zastavena pfidanim 500 pl ledové vychlazeného inkubacniho pufru. Zkumavky byly
centrifugovany 15 minut pfi 20 000 x g a 4 °C. Supernatant byl odpipetovan a k peletu bylo
pridano 50 pl ledového solubiliza¢niho pufru s ptidanym 0,2% SDS a inhibitory proteéz.
Zkumavky byly intenzivné promichédny a vzorky byly pfeciStény inkubaci s adsorpénim
pufrem s pansorbinem (40 pl adsorpéniho pufru + 20 pl pansorbinu) 1 hodinu pii 4 °C
na pomalu se otacejicim kotouci. Mikrozkumavky byly centrifugovany (20 000 x g, 4 °C,
2 minuty) a supernatanty byly pfeneseny do novych 1,5ml mikrozkumavek obsahujicich
40 pl protein G sefardzy (nafedéné v poméru 1:5 v adsorpéniho pufru) a 3 pl protilatek proti
Gai;. Mikrozkumavky byly inkubovany na rotujicim kotou¢i pii 4 °C pies noc.
Mikrozkumavky byly nésledné centrifugovany (20 000 x g, 4 °C, 2 minuty) a pelety byly
dvakrat promyty solubilizaénim pufrem. Po promyti byly supernatanty odstranény
a do mikrozkumavek byl pfidan 1 ml scintilaéniho pufru. Obsah mikrozkumavek byl
promichan, kazdd mikrozkumavka byla umisténa do scintilaéni lahvi¢ky a byla zmétena
radioaktivita [*°S] ve vzorcich metodou kapalné scintigrafie. Kazdy vzorek byl piipravovan
a méfen v triplikdtu. Vysledné hodnoty byly vztazeny na hmotnostni jednotku proteinu
stanovenou Lowryho metodou.

Naméfend data byla statisticky zpracovana v programu GraphPad Prism 4.0
a hodnoty mezi experimentalnimi skupinami byly porovnany pomoci Studentova

oboustranného t-testu s intervalem spolehlivosti 95 %.
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6. Vysledky

6.1. VTGP bunky
6.1.1. VTGP buiiky v konfokalnim mikroskopu

Buiikky VTGP byly zobrazeny pomoci konfokalniho mikroskopu a z obrazku 19 je
patrné, Ze fluorescencni signal konstruktu TRH-R-EGFP je soustfedén na plasmatické
membrané. Dikazem stability linie VTGP je fakt, ze se v ¢asti B nevyskytuji zddna bunécna

jédra, ktera by nebyla obklopena signdlem EGFP na plasmatické membrané.

A

Obrizek 19 | Buiiky VTGP

Na obrazku jsou zobrazeny fixované prepardty bunck VTGP. V ¢asti A jsou bunky
s nebarvenymi bunécnymi jadry, v casti B jsou pak bunéénd jadra obarvena latkou
Hoechst 33255. Zelené je znazornén signal EGFP, modfe signal fluorescenéniho barviva

Hoechst 33255.

6.1.2. Vliv deplece cholesterolu na dobu Zivota (lifetime) EGFP fizné pripojeného
k TRH-R
Stanoveni doby zivota excitovaného stavu (/ifetime, t4,) bylo vyuzito jako test vlivu
inkubace bun€k s f-CDX na fluorescencni vlastnosti EGFP a zdroven jako nepiimy test
vlivu této inkubace na flexibilitu C-konce TRH-R, ktera by se mohla projevit v hodnot€ tg4s.

Meéteni bylo provedeno na zivych VTGP bunkach.
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Na obrazku 20 jsou uvedeny distribuce Cetnosti naméfenych hodnot dob Zivota
excitovaného stavu pro buiky kontrolni (Kont) a bunky inkubované s B-CDX (CDX).
Vysledek stanoveni byl naprosto jednoznacny — nebyla pozorovana Zzadnd statisticky
vyznamna zména ve stanovené hodnoté t4, mezi zkoumanymi skupinami bunck. Vysledné
hodnoty primérné doby Zivota jsou uvedeny v tabulce 9.

Namétena data byla statisticky zpracovana na zdklad¢ fitovani na model Gaussova
rozdéleni. V obou skupinach bylo hodnoceno 12 bunék. Stanovené priimérné hodnoty g4,

byly porovnany pomoci Studentova oboustranného t-testu s intervalem spolehlivosti 95 %.
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Obrazek 20|Distribuce cetnosti jednotlivych hodnot T4, EGFP na plasmatické
membrané jako procento nejvyssi hodnoty v daném vybéru.

Na obrazku jsou znazornény stanovené Cetnosti dob Zivota excitovaného stavu EGFP
na plasmatické membrané pro buiiky kontrolni (Kont) a buiiky inkubované s B-CDX (CDX).
Hodnoty jsou vyjadfeny jako procento nejvys$s§i hodnoty v daném vybéru. Body jsou
prolozeny kiivkou Gaussova rozdéleni (Kont — plnd ¢ara; CDX — pferuSovana cara).
Primérné t4, kontrolnich bun¢k a bunék ovlivnénych B-CDX se statisticky vyznamné nelisi.

Chybov¢ tsecky nejsou pro piehlednost uvedeny.

Tabulka 9 | Primérné hodnoty T4, pro kontrolni buiiky (Kont) a buiiky inkubované
s B-CDX (CDX)

N je pocet bun€k analyzovanych v daném datovém souboru.

Vzorek T4, (ns) £ SEM N
Kont 2,5+0,1 12
CDX 2,5+0,1 12
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6.1.3. Vliv deplece cholesterolu na mobilitu TRH-R-EGFP v plasmatické membrané

Pro stanoveni vlivu deplece cholesterolu z plasmatické membrany na mobilitu
TRH-R-EGFP byly vyuzity 2 rizné metody — FRAP a RICS. M¢éfeni bylo provedeno
na zivych VTGP bunkéch.

Me¢teni metodou FRAP bylo provedeno v n¢kolika uspotadanich — v roviné sklicka
(RS) a rovin¢ prifezu bunikou (RP), a to jesté pfi soucasném pouziti riiznych praméri
foto-vybelovaného (déle jen ,,vybélovaného*) kruhu — 3 pm a 5 pm. Pro ndzornost jsou tyto
zpusoby meéfeni zndzornény na obrdzku 21 (str. 75). Pfi samotné analyze snimani RP byla
provadéna dvoji kvantifikace naméfenych dat — v plvodné vybélovaném kruhu nebo
v obdélniku v ramci tohoto kruhu, ktery byl zaméfen pouze na plasmatickou membranu
vykazujici fluorescencni signdl. Pro vybér nejvhodnéjsiho zplisobu méteni / sbéru dat byl
stanoven pomér signal/pozadi, ktery byl ve vSech méfenich statisticky vyznamné vyssi
v pfipad¢ analyzy dat z,,obdélniku® (viz obrdzek 22 na str. 76). Proto byl tento zplsob
zvolen pfi zpracovani vSech dat namétenych v RP.

Z dat ziskanych metodou FRAP byly vypocitany hodnoty mobilnich frakci (My)
a zdanlivych difuznich koeficientd (D,q). V Zadném uspofaddni méfeni nebyl prokazan
signifikantni rozdil v M¢ ¢i D,4 mezi kontrolnimi bunikami (Kont) a bunikami inkubovanymi
pfed métenim s B-CDX (CDX), jak je zndzornéno na obrazcich 23 a 24 (str. 77 a 78).

Zdanlivé difuzni koeficienty pro stejné experimentalni skupiny byly stanovovany
rovnéZ metodou RICS. Opét nebyl pozorovan Zzadny signifikantni rozdil v mobilité
TRH-R-EGFP mezi zkoumanymi skupinami (viz obrazek 26 na str. 79). Stejn¢ tak nebyl
depleci cholesterolu z plasmatické membrany ovlivnén ani pomér GoV/GoH. Jako pfedpokus
k méfeni RICS bylo proméfeno 6 rtiznych bunck ve tfech konfokalnich rovinach, coz
je zachyceno na obrazku 25 (str. 79). V grafu v ¢asti B jsou zadsadni velikosti chybovych
usecek, které by napt. v pfipadé RV byly ve formatu primér + SD prakticky stejné veliké
jako sloupecek samotny. Na zakladé tohoto predpokusu (a definice metody jako takové) byla
jako nejvhodnéjsi rovina pro méteni metodou RICS zvolena rovina sklicka (RS).

Ziskané hodnoty byly statisticky hodnoceny pomoci Studentova oboustranného
t-testu s intervalem spolehlivosti 95 %. Hodnoty namétené metodou FRAP i RICS jsou
prehledné shrnuty v tabulce 10 na strané 80, ktera rovnéz uvadi pocet bunék, které byly
analyzovéany v dané experimentalni skupin€. Pouze data zobrazena v ¢asti B na obrazku 25
byla hodnocena pomoci metody jednocestna ANOVA s intervalem spolehlivosti 95 %.

Hodnoty ve vSech grafech jsou uvedeny ve formatu primér daného méteni + SEM.
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VYBELENI ROVNOVAHA

Obrazek 21 | Usporadani méfeni fluorescen¢né znacenych bunék metodou FRAP

Na obrazku jsou ukazkové zaznamy méteni bunék VTGP pomoci metody FRAP. V ¢asti A
jsou buiiky métené v roviné sklicka za pouziti vybélovaného kruhu o priméru 3 pm, v ¢asti
B pak v roviné prifezu builkou pti pouziti vybélovaného kruhu rovnéz o priméru 3 pm.
V castech C a D jsou zachycena stejna uspofadani jako v ¢astech A a B (tedy RS a RP),
ovSem pfi pouziti kruhu o priméru 5 um. Ve vSech ¢astech je vzdy v sérii prvni obrazek

pfed vybélenim, druhy ihned po vybélovani a posledni po dosaZeni rovnovazného stavu.
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Obrazek 22 | Analyza VTGP bunék metodou FRAP

Na obrazcich A az C je schematicky naznacena analyza obrazkl ziskanych metodou FRAP.
Cervena oblast odpovida ROI, fialové oblasti CB a Zluta oblasti POZ (viz metody). Cast A
znazoriuje analyzu bunék v prifezu buiikou (RP), v ¢asti B jsou oblasti zajmu oproti situaci
A modifikovany (zaméfeny pouze na oblast plasmatické membrany, kterd vykazuje
fluorescen¢ni signal), aby bylo dosazeno lepsitho poméru signal/pozadi. O vhodnosti
modifikované analyzy vypovida graf v ¢asti D, kde jsou jednotlivé postupy porovnany
a je patrny signifikantni rozdil v pomé&ru signdl/pozadi (* ... P < 0,05; *=* ... P <0,001).

V ¢asti C je pak naznacen zplisob analyzy obrazkl ziskanych v roviné sklicka (RS).
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Obrazek 23 | Mobilni frakce TRH-R-EGFP stanovené metodou FRAP

V castech A a B jsou grafy zachycujici primérnou kiivku, ze které byly stanovovany
mobilni frakce TRH-R-EGFP na buinkidch méfenych v RS (tedy data normalizovana
na hodnotu intenzity fluorescence ptred vybélovanim Fy, v ROI). V ¢astech C a D jsou kiivky
pro stanoveni mobilni frakce TRH-R-EGFP ovSem pro buiikky métené v RP. V grafech E a F
jsou vyneseny vypoé&itané hodnoty mobilnich frakci pro piislusna méfeni. Casti A, C a E
zachycuji méfeni pii pouziti vybélovaného kruhu o priiméru 3 um, ¢asti B, D a F pak méfeni
pii pouziti kruhu o priméru 5 pm. Chybové usecky nejsou v ¢astech A-D pro prehlednost

uvedeny.
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Obrazek 24 | Zdanlivé difuzni koeficienty TRH-R-EGFP stanovené metodou FRAP

V castech A a B jsou grafy zachycujici primérnou kiivku, ze které byly stanovovany

zdéanlivé difuzni koeficienty TRH-R-EGFP na buinikdch méfenych v RS (tedy data

normalizovand na hodnotu rovnovazné intenzity fluorescence F., v ROI). V ¢astech C a D

jsou kiivky pro stanoveni zdanlivych difuznich koeficienti TRH-R-EGFP ovSem pro buiky

meéfené v RP. V grafech E a F jsou pak graficky vyneseny vypocitané zdanlivé difuzni

koeficienty pro piislusnd méteni. Casti A, C a E zachycuji méteni pii pouZiti vyb&lovaného

kruhu o priméru 3 pum, ¢asti B, D a F pak méfeni pfi pouziti kruhu o priméru 5 pm.

Chybové tisecky nejsou v ¢astech A-D pro piehlednost uvedeny.
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Obrazek 25|Zdz’mlivé difuzni koeficienty TRH-R-EGFP stanovené metodou RICS

v riznych konfokalnich rovinach mérenych bunék

V ¢asti A jsou zobrazeny hodnoty naméfené pro 6 bunék v danych rovinach. V ¢asti B jsou

pak vyneseny hodnoty primérnych zdanlivych difuznich koeficientd konstruktu

TRH-R-EGFP stanovené metodou RICS v riznych rovinach. RS je rovina sklicka, RP je

rovina prafezu bunikou a RV je rovina vrcholu buiiky (pro schéma viz obr. 18 na stran¢ 63)
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Obrazek 26|Zdénlivé difuzni koeficienty TRH-R-EGFP stanovené metodou RICS

v kontrolnich buiikach a buiikach ovlivnénych p-CDX

V ¢asti A jsou vyneseny prumérné hodnoty zdanlivych difuznich koeficientii kontrolnich

bun¢k a bunék ovlivnénych B-CDX. V ¢asti B jsou pak zobrazeny primérné hodnoty

poméru funkci GoV/GoH pro tato méfeni.
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Tabulka 10 | Souhrnny prehled diileZitych hodnot ziskanych metodami FRAP a RICS

pri méfeni mobility konstruktu TRH-R-EGFP v Zivych buiikkich VTGP

D,q je zdéanlivy difuzni koeficient, Mr je mobilni frakce molekul a N je pocet bunck

analyzovanych v konkrétnich datovych souborech.

. Primér D, (nm*.s™) M; (%)
Metoda | Rovina kruhu Vzorek + SEM + SEM N
. Kont | 0,76+0.10 | 90.5+166 | 15
o M epx | 0.68+0.10 90.9+195 | 15
. Kont | 1,10+£007 | 91.8+185 | 13
m
H CDX | 098+0,12 88.5+227 | 13
FRAP
. Kont | 0.58 0,09 85.0+38% | 11
m
- " CDX | 048+006 | 8524400 | 11
. Kont | 097+0,12 84.6+292 | 13
W epx | 0744007 8124264 | 13
Kont | 0,79 +0,09 _ 32
RICS | RS ]
CDX | 0.85+0.10 _ 21

6.1.4. Metodické aspekty méreni mobility konstruktu TRH-R-EGFP metodami FRAP

a RICS

Z metodického hlediska byla data naméfend metodou FRAP zptedchozi sekce
porovnavana z pohledu zavislosti naméfenych hodnot na velikosti vybélovaného kruhu. Tato
analyza je zndzornéna na obrazku 27 (str. 81). Zatimco hodnoty mobilni frakce
se piiriznych primérech vybélovaného kruhu statisticky vyznamné neliSily, zdéanlivé
difuzni koeficienty vykazovaly s rostoucim primérem kruhu statisticky vyznamny rostouci
trend (s vyjimkou bun¢k ovlivnénych B-CDX pii méfeni v RS, kdy byl rozdil patrny,
ale nesignifikantni). Hodnoty zdénlivého difuzniho koeficientu byly podrobeny dalsi
analyze, kdy byly porovnavany v zavislosti na roviné snimani buiiky (tedy RS nebo RP).
Ackoli je z obrazku 28 (str. 82) patrny jisty trend (niz§i hodnoty D,q v roviné RP nez RS),
u zadné dvojice porovnavanych hodnot nebylo dosazeno statistické signifikance.

Nésledné byly porovnany hodnoty zdanlivych difuznich koeficientli ziskanych
méfenim metodou RICS a FRAP v RS (aby byla uspofddani srovnatelnd). Nebyl
zaznamenan zadny statisticky vyznamny rozdil v hodnotdch zdéanlivych difuznich

koeficientli namétenych témito dvéma metodami (viz obrazek 29 na str. 82).
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Zkoumané veli¢iny byly statisticky hodnoceny pomoci Studentova oboustranného
t-testu s intervalem spolehlivosti 95 %. Pouze data zobrazena na obrazku 29 byla hodnocena
pomoci metody jednocestnd ANOVA s intervalem spolehlivosti 95 %. Velikost
experimentalnich skupin odpovida idajim v tabulce 10 na stran€ 80. Hodnoty jsou ve vSech

grafech uvedeny ve formatu primér daného méfeni + SEM.

A RS 5 RP
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_ WS m R .5
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C D
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N: 1.0 N: 1.0- = |
3 0.8- 2 08-
X 0.6 X 0.6
0.4 0.4
0.2 0.2
0.0 T T 0.0 T T
Kont CDX Kont CDX

Obrazek 27 | Porovnani hodnot mobilnich frakei (My) a zdanlivych difuznich
koeficientii (D) ziskanych metodou FRAP v zavislosti na priméru vybélovaného
kruhu

V castech A a B jsou grafy zachycujici primérné mobilni frakce TRH-R-EGFP. V ¢astech
Ca D jsou pak grafy zachycujici primérné zdanlivé difuzni koeficienty tohoto konstruktu.
Skupiny kontrolnich bun¢k (Kont) a bunék ovlivnénych B-CDX (CDX) jsou v tomto
vyneseni oddéleny a proménnou hodnotou je velikost vybélovaného kruhu (3 pm nebo
5 um). Casti A a C znazoriuji hodnoty pro méfeni v RS, &asti B a D pak pro méfeni v RP.

* ... P <0,05; %+ ... P<0,0l.
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Obrazek 28 | Zdanlivé difuzni koeficienty (D.q) ziskané metodou FRAP v zavislosti na
zvolené roviné snimani bunék

V grafech jsou porovnany hodnoty zdéanlivych difuznich koeficientl v zavislosti na roving,
ve které bylo provedeno méfeni vramci stejnych skupin bun€k (tj. kontrolnich — Kont
a inkubovanych ptfed pokusem sp-CDX — CDX). V¢asti A jsou tato vyneseni
pro vybélovany kruh o priméru 3 pum, v ¢asti B pak pro vybélovany kruh o priméru 5 um.

——IRICS
= FRAP_3um
~ 1.0 B FRAP_5pum

0.0 T T
Kont CDX

Obrazek 29 | Zdanlivé difuzni koeficienty (D,q) ziskané metodou FRAP a RICS
méfenim Zivych VTGP bunék v RS
V grafu jsou vyneseny zdanlivé difuzni koeficienty naméfené metodami RICS a FRAP

v roviné sklicka.
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6.2. Transientné transfekované bunky HEK293

6.2.1. Stanoveni vhodné délky kultivace po transientni transfekci

Kazdy transfekovany konstrukt se chova trochu odlisné. Buiiky potiebuji dostate¢ny
¢as k expresi zkoumanych proteinti v dostate¢ném (tedy detekovatelném) mnozstvi.

Pro stanoveni idedlni doby kultivace transfekovanych bun€k po transfekci pied
pokusy byly bunky fixovany 24, 48 a 72 hodin po transfekci. Nasledn¢ byl stanoven pomér
transfekovanych bun¢k ke vSem buiikkdm v zabéru. Jak je patrné z obrazku 30, jako nejlepsi

se ukazala kultivace 48 hodin po transfekeci.

24 hodin 48 hodin 72 hodin

*k *

A.
B.
C

transfekované bunky
(%z celkového poétu)

|
20-
10
1
0

24 hodin 48 hodin 72 hodin

Obrazek 30 | Stanoveni vhodné doby kultivace bunék po transientni transfekci

V casti A jsou bunky transientné transfekované konstruktem DOR-EYFP zafixované 24,
48 a 72 hodin po transfekci. V ¢asti B jsou buniky kontrolni (tj. netransfekované). Modfe je
zobrazeno fluorescencni barvivo Hoechst 33255, ¢ervené pak EYFP. V ¢asti C je vysledny
graf vyjadiujici procento transfekovanych bunek z celkového poctu bunék na obrazku po 24,
48 ¢1 72 hodinéch od transfekce. Data byla hodnocena pomoci metody jednocestna ANOVA
s intervalem spolehlivosti 95 % V kazdé skupiné bylo hodnoceno 15 obrazkt. Hodnoty jsou

ve formatu praimér mereni £ SEM. * ... P <0,05; =* ... P <0,01.
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6.2.2. Transientni kotransfekce bunék HEK293 konstrukty DOR-ECFP a DOR-EYFP
Z divodu planovanych pokusti na zivych bunkach kotransfekovanych soucasné
konstrukty DOR-ECFP a DOR-EYFP byl tento postup pro zacatek vyzkousen na buikach,
které byly zafixovany 48 hodin po transfekci.
Reprezentativni vysledek je zobrazen na obrdzku 31. Z tohoto obrazku je patrné,
ze v ziskanych vzorcich se vyskytuji jak bunky transfekované pouze 1 konstruktem, tak

buniky kotransfekované obéma soucasné.

Obrazek 31 | Transientni kotransfekce bunék HEK293 konstrukty DOR-ECFP
a DOR-EYFP

Zelend je znazornéna fluorescence ECFP, Eervené fluorescence EYFP. Zluta barva je dana
soucasnou piitomnosti ¢ervené i zelené a vyjadiuje UspéSnou kotransfekci builkky obéma
konstrukty. V ¢asti A je znidzornén detekéni kandl ECFP a v ¢asti B je detekéni kandl
pro EYFP. V ¢asti C je pak obrdzek vznikly kombinaci obou kanalii. V ¢astech D-F jsou
vyiezy z obrazku C, které zobrazuji buiiku Uspésné transfekovanou pouze konstruktem
DOR-ECFP (D), pouze konstruktem DOR-EYFP (E) a buiiku kotransfekovanou obéma
konstrukty (F).
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6.2.3. Ovéreni funkénosti konstruktii DOR-ECFP a DOR-EYFP

Pro stanoveni funkc¢nosti transfekovanych konstruktl (tedy schopnosti faznich
bilkovin DOR-ECFP a DOR-EYFP aktivovat pfislusny G; protein byla vyuZzita metoda
méfeni vazby [*’S]GTPyS v kombinaci s imunoprecipitaci. Imunoprecipitace byla zvolena
proto, ze Ga; podjednotky se v buitkaich HEK293 vyskytuji v relativné malém mnozstvi.
Z celkové populace G proteint je nutno zachytit specificky stimulaci ptes Go,; podjednotku,
kterou by jinak nebylo mozné rozlisit od souhrnné vazby vsech ptitomnych G proteint. Data
byla méfena na vzorcich homogenatii ptipravenych z transfekovanych bunék.

V prvotnim experimentu, jehoZ vysledky jsou zachyceny na obrdzku 32 (str. 86),
bylo sice patrné zvyseni vazby [*>S]GTPyS pii stimulaci DOR agonistou DADLE, oviem
kromé kotransfekovanych bun€k byl tento vzestup statisticky nevyznamny. V tomto pokusu
byla oproti postupu uvedenému v metoddch pouzita celkovd radioaktivita pouze
2.10° dpm/vzorek a 90 pg bilkoviny/vzorek. Ziskané hodnoty specifické vazby byly tak
malé, Ze jejich vypovédni hodnota byla pfinejmensim pochybna (oproti jasnym
a pfesvéd¢ivym hodnotdm naméfenym na vzorku pozitivni kontroly, coz byly preparaty
plasmatickych membran bunék DOR-G;j). Ze zminéného ditvodu byl nasledné postup této
metody upraven do stavu, ktery je popsan v metodické ¢asti predkladané diplomové préce.

ProtoZe pro tyto vazebné pokusy bylo potfeba pomérné velké mnozstvi biologického
materialu, byla dale zkoumana pouze vazba ve vzorcich s konstruktem DOR-EYFP. V téchto
experimentech byl rovnéZ zkouman vliv deplece cholesterolu pomoci B-CDX (skupina
DOR-EYFP+CDX) na schopnost receptoru aktivovat ptislusny G protein. V tomto ohledu je
kontrolni skupinou k bunikdm ,,DOR-EYFP+CDX* skupina ,,DOR-EYFP*. Z obrazku 33
nastr. 87 je jasné patrnd az vice nez 2,5-krat zvy3ena specificka vazba [*°S]GTPyS
v transfekovanych bunkach po stimulaci receptoru agonistou DADLE. Oproti tomu buriky,
které transfekované nebyly (HEK293), nevykazovaly zadné zvySeni specifické vazby
po piidani agonisty. Relativné napadny rozdil ve velikosti stimulace vazby [*°S]GTPyS
po pfiddni DADLE v bunkach, které byly pfed sklizenim inkubovény s B-CDX, oproti
bunkam, které s f-CDX inkubovany nebyly, byl rovnéz podroben statistickému hodnoceni
a ukazal se byt statisticky nesignifikantni.

Na zaklad¢ ziskanych dat je moZzné jednozna¢né fici, Ze transfekovany konstrukt
DOR-EYFP je funkéni. To znamend, Ze pfitomnost objemnych fluoreskujicich molekul
ECFP a EYFP na C-konci receptoru neodstranila schopnost DOR aktivovat pfislusny
G; protein.

Hodnoty mezi experimentdlnimi skupinami byly porovnany pomoci Studentova

oboustranného t-testu s intervalem spolehlivosti 95 %. Vysledky uvedené na obrazku 32 jsou
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primérem ze tii hodnot. Vysledky uvedené na obrazku 33 jsou primérem ze tii nezavislych
experimentl (v kazdém experimentu byly navic vzorky méteny v triplikdtech) provedenych
na vzorcich homogenati z transfekovanych bun¢k ziskanych 2 nezdvislymi transientnimi

transfekcemi. VSechny hodnoty jsou ve formatu primér daného méfeni + SEM.
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Obrazek 32 | Stanoveni vazby [*>S]GTPyS v homogenatech p¥ipravenych zbunék
transientné transfekovanych konstrukty DOR-EYFP a DOR-ECFP

V grafu je znazornéna vazba [S]GTPyS bez piidani agonisty 8-opioidniho receptoru
(Bazélni aktivita) a v piftomnosti agonisty DADLE v koncentraci 10°> M (DADLE).
Jako pozitivni kontrola byl stanoven vzorek plasmatickych membran ziskanych z bunck
DOR-G;, které stabiln¢ exprimuji 6-opioidni receptor s fuzné piipojenou Gao; podjednotkou.
Jako negativni kontrola poslouzily netransfekované bunky HEK293. Naméfené hodnoty

radioaktivity jsou vztaZzeny na mg proteinu ve vzorku. ** ... P <0,01; *** ... P <0,001.
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Obrazek 33 | Stanoveni vazby [*>S]GTPyS v homogenatech pFipravenych zbunék
transientné transfekovanych konstruktem DOR-EYFP a vliv deplece cholesterolu
pomoci B-CDX na tuto vazbu

V grafu je zachycena vazba [*>S]GTPyS vzdy bez ptidani agonisty 3-opioidniho receptoru
DADLE (Bazalni aktivita) a v jeho pfitomnosti v koncentraci 10° M (DADLE). V &sti A
jsou hodnoty vyneseny v absolutnich hodnotdch (vztaZenych na mg proteinu ve vzorku),

v ¢asti B pak jako procento bazalni aktivity. **= ... P <0,001.
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6.2.4. Doba Zivota excitovaného stavu ECFP a EYFP ve fuznich bilkovinach

DOR-ECFP a DOR-EYFP

Z divodu mozného budouciho vyuziti metody FLIM-FRET pti analyze funkce
d-opioidniho receptoru byly orientaéné stanoveny hodnoty doby Zivota excitovaného stavu
sond ECFP a EYFP ptipojenych k C-konci DOR. Priimérné hodnoty 14, se vzajemné lisily,
ovSem diky malému poctu vzorkil v datovém souboru byla chyba relativné velka, a proto
nebylo dosazeno statistické signifikance. Méteni bylo provedeno na fixovanych preparatech
transientn¢ transfekovanych bunék.

Na obrazku 34 jsou uvedeny distribuce namétenych hodnot dob zivota excitovaného
stavu ECFP a EYFP. Vypocitané primérné hodnoty 14, jsou uvedeny v tabulce 11.

Naméfend data byla statisticky zpracovana na zdklad¢ fitovani na model Gaussova
rozdéleni. V obou skupinach bylo hodnoceno 5 bunék. Stanovené primérné hodnoty t,4 byly

porovnany pomoci Studentova oboustranného t-testu s intervalem spolehlivosti 95 %.

100- ECFP
80
60
40+

20+

¢etnost jednotlivych hodnot
(% primérné maximalni hodnoty)

0 1 2 3 4 5 6 7
lifetime (ns)
Obrazek 34 | Distribuce cetnosti jednotlivych T4, ECFP a EYFP na plasmatické
membrané jako procento nejvyssi hodnoty v daném vybéru.
Na obrazku jsou znazornény namétené Cetnosti vyskytu hodnot doby Zivota excitovaného
stavu na plasmatické membrané pro bunky transfekované konstruktem DOR-ECFP
a DOR-EYFP. Body jsou prolozeny kiivkou Gaussova rozdéleni (ECFP — plna ¢ara; EYFP —

preruSovana ¢ara). Chybové tisecky nejsou pro piehlednost uvedeny.

Tabulka 11 | Primérné hodnoty t4, ECFP a EYFP

N je pocet bun€k analyzovanych v daném datovém souboru.

Vzorek T4, (ns) £ SEM N
ECFP 2,57+0,19
EYFP 2,95+0,19 5
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6.2.5. Stanoveni mobility DOR-EYFP v plasmatické membrané pomoci metody RICS

Metoda RICS byla aplikovdna rovnéZz na zivé builky HEK293 transientné
transfekované konstruktem DOR-EYFP. Vypocitany primérny difuzni koeficient byl
porovnan se zdanlivym difuznim koeficientem TRH-R-EGFP (kontrolnich bunék)
stanovenym v pfedchozich oddilech prace. Jak je patrné z obrazku 35, hodnoty D,q ani
GoV/GoH se pfiporovnani téchto dvou fuznich bilkovin statisticky vyznamné neliSily.
Konkrétni hodnoty D,4 jsou uvedeny v tabulce 12.

Hodnoty mezi experimentdlnimi skupinami byly porovnany pomoci Studentova
oboustranného t-testu s intervalem spolehlivosti 95 %. Velikost datovych souboril

je zachycena v tabulce 12. Hodnoty jsou ve formatu pramér daného méteni + SEM.

A B
1.0
107 T
T 081
0.8
:"* T 0.6
£ 0.6 0]
2 >
-s | (V) 0.4
0.4
0.2 0.2
0.0 0.0

T T
DOR-EYFP TRH-R-EGFP DOR-EYFP TRH-R-EGFP

Obrazek 35|Zdénlivé difuzni Kkoeficienty konstrukti DOR-EYFP a TRH-R-EGFP
stanovené metodou RICS

V grafu v casti A jsou vyneseny prumérné hodnoty zdanlivych difuznich koeficient
DOR-EYFP  exprimovaného v transientné¢ transfekovanych  bunkach  HEK?293
a TRH-R-EGFP exprimovaného ve stabilni bunécné linii VTGP. V ¢asti B jsou pak

zobrazeny prumérné hodnoty poméru funkci GoV/GoH pro tato méteni.

Tabulka 12|Pr1°1mérné hodnoty zdanlivého difuzniho Kkoeficientu konstrukti
DOR-EYFP a TRH-R-EGFP

N je pocet bun€k analyzovanych v daném datovém souboru.

Vzorek D.a (umz.s'l) + SEM N
DOR-EYFP 0,81 +£0,10 12
TRH-R-EGFP 0,79 + 0,09 32
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7. Diskuze

Receptory spfazené s G proteiny hraji kli¢ovou ulohu v signalizaci sav¢ich bunék.
O tom svédci 1 fakt, Ze zhruba polovina nové zavadénych 1é¢iv byla vyvinuta na zékladé
studia struktury a funkce nejriznéjsich GPCR (Luttrell, 2008). GPCR jsou membranové
receptory, jejichz funkce zavisi na vlastnostech plasmatické membrany. Proto v jejich funkci
hraji vyznamnou ulohu tzv. membranové domény (neboli rafty), jejichz samotné existence
byla dlouhou dobu siln¢ diskutovanou otdzkou. Nyni je vSak tento koncept jiz obecné
pfijiman a objevuji se stile nové a nové poznatky o jejich vyznamné uloze

piiregulaci bunéénych funkci (Simons a Sampaio, 2011).

7.1. Vysledky ziskané na VTGP bunkach

Je znamo, ze deplece cholesterolu narusuje strukturu membranovych rafti a vede
k jejich degradaci (Brown a London, 2000). V nasi laboratofi bylo jiz dfive ukazano,
ze inkubace preparatii s 10 mM roztokem B-CDX po dobu 30 minut ma za nasledek pokles
obsahu cholesterolu v membranach na 50 % pivodni hodnoty. Soucasné bylo prokazéno,
ze tento zpiisob expozice bunc¢k B-CDX nevede k naruseni bunécné integrity v zékladnim
slova smyslu (Ostasov a kol., 2007). Predkladand diplomova prace se v prvni Casti zabyva
vlivem deplece cholesterolu z plasmatické membrany pomoci B-cyklodextrinu na mobilitu
TRH-R-EGFP. Tato problematika byla doposud zkoumana pouze metodami biochemickymi,
které ukézaly, ze naprosta vétSina TRH-R je v nepfitomnosti agonisty lokalizovana mimo
membranové rafty — v membranovych raftech se nachézela pouze 1-3 % téchto receptort
(Rudajev a kol., 2005). Vysledky ziskané¢ biochemickymi pfistupy, tj. izolaci
detergent-rezistentnich membranovych domén (DRM), které¢ charakterizovaly vlastnosti
membranovych rafti az po degradaci intaktni bunécné struktury, byly ter€em kritiky
(Simons a Gerl, 2010). Rozhodli jsme se proto ovéfit naSe vysledky rovnéz metodami
fluorescen¢ni mikroskopie, které umoznuji zkoumat zivé buniky. Nasim ptfedpokladem bylo,
ze pokud by byl TRH-R soucasti membranovych rafti, deplece cholesterolu pomoci B-CDX
by méla ovlivnit jeho mobilitu v plasmatické membrang, jelikozZ membranové domény jsou
rigidné€jsi nez neraftové oblasti. Pro ucely vyzkumu této problematiky byly zvoleny metody
FRAP a RICS.

Jako modelovy systém byla vybrana bunécna linie VTGP, ktera stabiln¢ produkuje
konstrukt TRH-R-EGFP (Drmota a kol., 1998). Pomoci konfokalni laserové skenovaci
mikroskopie bylo ovéfeno, Ze produkovany konstrukt je lokalizovan v plasmatické
membrané a ze kazdd bunka tento konstrukt obsahuje. V dal§im pokusu bylo za pomoci

metody FLIM zji§téno, ze inkubace bunck s f-CDX nema vliv na fluorescenéni vlastnosti
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sondy EGFP. Fluorescencni vlastnosti této sondy byly charakterizovany stanovenim doby
zivota EGFP v buiikdch kontrolnich a v bunkdch vystavenych ucinku B-CDX. Tento
vysledek je rovnéz mozné interpretovat tak, Ze palmitoylace C-koncové Casti receptoru
(Du a kol., 2005), ke které je EGFP pfipojen, nebyla narusena inkubaci bunck s B-CDX.
Doba zivota excitované¢ho stavu totiz miize odrazet zménu v rota¢nich pohybech EGFP,
protoZze anisotropie pohybu sondy méa vliv na casov€ rozliSené dohasinéni.
Této problematiky jsme si vS§imali proto, Ze jsme jiz dfive zjistili, ze deplece cholesterolu
narusuje signalizacni drahu TRH-R (Ostasov a kol., 2008).

Pii méfeni FRAP byla pouzita riizna experimentalni uspotadani. V kazdém souboru
dat byly pouzity buiiky kontrolni a buniky opisobené 10 mM roztokem B-CDX. Navic byly
pro foto-vybélovani (dale jen ,,vybélovani®) pouzity dvé velikosti vybélovanych kruhii
(3 ym a 5 pm) a dvé roviny snimani (RS — rovina sklicka a RP — rovina prafezu buiikou).
V Zadném experimentalnim uspofadani nebyl pozorovan rozdil v hodnoté mobilni frakce
(Ms) nebo zdéanlivého difuzniho koeficientu (D,q) konstruktu TRH-R-EGFP po inkubaci
bunék sp-CDX, coz naznaCuje, Ze vétSina populace receptoru neni pfitomna
v membranovych doménach. To je v dobré shodé s biochemickymi vysledky nasi laboratote
(Rudajev a kol., 2005). Jestlize se vice jak 97 % TRH-R nachdzi mimo rafty, po jejich
rozruSeni pomoci B-cyklodextrinu se uvolnénd 1-3 % neprojevi na mobilité celé populace
znaCenych receptorti pro tyreoliberin. Prezentované zdanlivé difuzni koeficienty byly
ve finale stanovovany vypoctem podle Soumpasise (1983). Soubézné byl vypocet proveden
pomoci pivodniho matematického modelu metody FRAP (Axelrod a kol., 1976), ktery
rovnéZ neodhalil Zadné signifikantni zmény v mobilnich frakcich nebo zdanlivych difuznich
koeficientech zkoumanych molekul. Indi¢ti védci zkoumali podobnym zplsobem
serotoninovy;a receptor (5-HT aR) a po depleci cholesterolu z membrany uvadéji vzestup
D4 a zaroven pokles My (Pucadyil a Chattopadhyay, 2007). Rozdil oproti nasim vysledkiim
se da jednoduse vysvétlit tak, ze oproti 1-3 % TRH-R ptitomného v raftech (Rudajev a kol.,
2005) je dle udajii biochemickych analyz v raftech pfitomno bez ptidani ligandu asi 33 %
5-HT;aR (Renner a kol, 2007). Diky tomu se jiz deplece cholesterolu z plasmatické
membrany ma Sanci projevit v mobilité celé populace zkoumaného receptoru.

Meéteni preparati VTGP bunc¢k pomoci metody RICS rovnéZz neprokazalo Zadnou
zménu v celkové mobilit¢ populace TRH-R-EGFP po snizeni obsahu cholesterolu
v plasmatické membrané. Pomér GoV/GoH udava, zda se v mobilit€¢ zkoumané molekuly
odrazi rovnéz prechodnéd vazba. Blizi-li se tato hodnota jedné, molekuly volné difunduji.
Anina tento parametr nemda inkubace bunék sp-CDX vliv. Oproti ,,FRAPovym*

experimentim byly builky pfi analyze metodou RICS meétfeny pouze v roviné sklicka.
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Tomuto rozhodnuti ptfedchazel pokus, kdy bylo 6 jednotlivych bunék méteno v RS, RP i RV
(rovina vrcholu buriky). Nejmensi chyba méfeni byla zaznamenana u hodnot stanovenych
v RS, stanoveni v RP rovnéz nevykazovalo napadné vysokou chybu, coZ se vSak neda fici
o RV, kdy byla chyba méfeni prakticky stejné velkd jako stanovend primérna hodnota.
Dlvodem je vysokd flexibilita buniky v této Casti, protoZze se jednd o oblast nejvice
vzdalenou pfichyceni adhezivnich bun¢k ke sklicku. Proto je velice tézké udrzet buitku v RV
po dobu sejmuti 100 snimki ve stejné konfokalni roviné. Matematicky model pro analyzu
RICS je navic navrZzen pro pohyb znafenych molekul v plandrnim systému. Tomu tedy
z definice metody nejlépe odpovida RS (pro RP by bylo nutné odvodit modifikovany
matematicky model).

V tomto bod¢ je diilezité poznamenat, Ze se v nasem piipad¢é jedna o druhou praci
zaméfenou na studium GPCR, kterd pouziva tuto relativn€ novou metodu. Prvenstvi drzi
prace zroku 2013 (De La Torre a kol.,, 2013). Autofi prezentuji vysledky naméiené
na endotelinovém receptoru ET, (ETaR) znaeném pomoci EGFP. Pochybuji vsak
o spravné, tedy membranové, lokalizaci této fluoreskujici verze receptoru. Spise se priklanéji
k ndzoru, ze receptor byl za danych podminek transfekce arteficielné¢ exprimovan pouze
v cytoplasmé a nedoSlo k jeho spravné inzerci do plasmatické membrany. Vysoka hodnota
stanoveného difuzniho koeficientu (D = 11 pm®.s™) podporuje toto sebekritické hodnoceni.

V budoucnu by bylo zajimavé provést jesté dalsi sérii méfeni metodou FRAP a RICS
na buikdich VTGP (= B-CDX) stim, Ze by byly srovnavany buiiky kontrolni s buiikami
stimulovanymi TRH. Pokud by, pfi optimalnim uspofddani sbéru dat metodou FRAP
a RICS, doslo k poklesu mobility TRH-R-EGFP, bylo by mozné takovy vysledek
interpretovat jako vstup receptoru do membranovych domén/raftd, jejichz velikost lezi
pod detekénim limitem fluorescenéniho mikroskopu. Tento model je teoreticky popsan
v kapitole 3.5 Uloha membranovych rafti v signalizaci GPCR. O proveditelnosti takového
experimentu svédci jiz pred lety publikovand prace zkoumajici receptor pro luteinizacni
hormon (LHR), kterd spomoci metody FRAP ukazuje snizeni difuzniho koeficientu
1 mobilni frakce sledovaného receptoru po ptidani agonisty LHR (Horvat a kol., 1999).

Mobilita receptorli je v této praci vyjadfovana pomoci tzv. zdanlivého difuzniho
koeficientu (D,q) namisto difuzniho koeficientu (D). Veli¢ina D, je pouzita proto,
ze se jednad o méfeni v Zivych systémech a absolutni hodnota D,y mtlize byt ovlivnéna fadou
faktorti. Pro stanoveni D by bylo nutné konstrukt vystavit kontrolovanym biofyzikalnim
experimentim, kde by bylo pfesné definované slozeni prostfedi zkoumané molekuly. Proto

na nasledujici stran¢ jsou uvedeny piiklady proteinti lokalizovanych v riiznych prostfedich
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a ¢astech bunky a jejich difuznich koeficientl stanovenych metodou FRAP pfi teploté 37 °C.
D,q namé&fené v této praci se pohybuji v rozmezi 0,5-1,1 pm’.s™, coZ jsou hodnoty o néco
vys$si, nez jaké by byly u GPCR na zakladé literarnich udajii oekavany. OvSsem fadove
hodnoty odpovidaji transmembranovym proteinim. Cytoplasmatické proteiny dosahuji
hodnot viadu az desitek pm’.s’. Pro piedstavu uvedme jestd difuzni koeficient
membranového lipidu fosfatidylethanolaminu, pfesnéji jeho znaceného analogu NBD-PE.
Tento lipid dosahuje difuzniho koeficientu asi 6-8 um”.s™ v riiznych lipidickych prostiedich

pii teploté 35-40 °C (Vaz a kol., 1985).

Tabulka 13 | Priklady difuznich Kkoeficienti faznich proteinii o rizné bunécné
lokalizaci stanovené metodou FRAP

V tabulce jsou uvedeny difuzni koeficienty v buiice rizné lokalizovanych proteint. VSechny
bilkoviny byly zkoumany za pomoci fizniho zna¢eni GFP nebo jeho variantou. D znamena
difuzni koeficient, ER endoplasmatické retikulum, Ku70 je podjednotka Ku proteinu, ktery
se ucastni oprav DNA, MHC I je glykoprotein zapojeny v imunitnich procesech, KDELR je
receptor rozpoznavajici signalni sekvenci Lys-Asp-Glu-Leu, ktera je dilezitd pro zadrzeni
proteinlt v ER. VSechny uvedené proteiny lokalizované v plasmatické membrané jsou
GPCR. LHR je receptor pro luteinizatni hormon, GnRHR je receptor pro
gonadotropin-uvoliiyjici hormon, B,R je bradykininovy receptor typu 2 a 5-HT;aR

je serotoninovy receptor typu 1A.

Protein Prostredi D (um*s™) Publikace
EGFP vodny roztok 87 Swaminathan a kol., 1997
EGFP cytoplasma 25 Swaminathan a kol., 1997
EGFP lumen ER 5-10 Dayel a kol., 1999
Ku70-EGFP jadro 0,35 Rodgers a kol., 2002
MHC I-EGFP membrana ER 0,46 Marguet a kol., 1999
KDELR-GFP membrana Golgi 0,46 Cole a kol., 1996
LHR-EGFP plasmaticka membrana 0,16 Horvat a kol., 1999
GnRHR-EGFP plasmatickd membréna | 0,12-0,16 Nelson a kol., 1999
B,R-EYFP plasmatickd membrana | 0,25-0,35 Philip a kol., 2007
5-HTAR-EYFP plasmatickd membrana 0,18 Pucadyil a 2C gl()a;topadhyay,

Jednim z faktoridi, ktery muze hrat roli ve zkresleni skute¢né hodnoty D v naSich
experimentech, je i zvolena bunécnaé linie. Pfi sniméni v roviné sklicka (RS) totiz hraje roli

rovnéZ ,pplochost“ membrany, kterou dané buiky tvofi ve styku se sklickem. Bunky
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HEK293 jsou ¢asto ptichyceny pomoci membranovych vybézkl, a proto je v této roving
pomérné slozité najit buitku vhodnou k méfeni. Navic mlze byt membrana rGzné
zprohyband, coz pak muze vytvaret odchylku v chovani molekul, pokud pfedpoklddame,
Ze je membrana rovnd. Z tohoto hlu pohledu jsou pro experimenty vhodnéjsi napt. buiiky
COS-7, o kterych je zndmo, ze vytvareji na rozhrani bunka-skli¢ko pékné rovné membrany
(Day a kol., 2012). MozZna i z tohoto diivodu nékteré skupiny radéji voli méfeni v roviné
prafezu buiikou (RP) (Pucadyil a Chattopadhyay, 2007; Dorsch a kol., 2009), kdy mohou
analyzovat 1 buiky, které nejsou pro méfeni metodou FRAP z tohoto pohledu idealni.
Za predpokladu, ze jde pouze o zijem o relativni zménu mobility zkoumanych molekul
po n¢jakém experimentalnim zdsahu, je toto usporddani korektni, ovSem namétené difuzni
koeficienty je pak tieba brat pouze jako orienta¢ni (neni-li zvolen jiny matematicky model
pro hodnoceni ziskanych dat — zdkladni model totiz pocitd s dvojrozmérnym pohybem

zkoumanych molekul).

7.2. Metodické aspekty méreni metodami FRAP a RICS

Dulezitou a Casové naroc¢nou ¢ast vysledkl této diplomové prace tvoii podrobna
analyza metody FRAP, kritické hodnoceni sbéru dat a hodnoceni vysledkii za rtiznych
experimentalnich uspofadani. Nasledné bylo rovnéz provedeno srovnani vysledki ziskanych
metodou FRAP s vysledky ziskanymi pomoci metody RICS

Hned zpocatku byla feSena otazka, jakym nejvhodnéj$im zplisobem analyzovat data
naméiend v roving prufezu buiikou (RP). Pokud by v tomto uspotadani byl jako oblast zajmu
(ROI) uvazovan cely vybélovany kruh, tvofil by zhruba 2/3 této hodnoty signal
z intracelularni a extracelularni strany membrany, ktery se blizi nule. Pouzivany program
totiz udava pro kazdé ROI v daném casovém intervalu konkrétni série obrazka primérnou
hodnotu intenzit v konkrétni oblasti. Proto byla, vzhledem k vysledkiim Pucadyila
a Chattopadhyaye (2007), provéfovana vhodnost ,,modifikované* analyzy, kdy byla v ramci
vybélovaného kruhu pii nasledném hodnoceni dat uvazovana pouze plasmatickd membrana
(,,obdélnik*), kterd vykazovala fluorescencni signal. Abychom vhodnost této modifikace
potvrdili rovnéZ statisticky, byl stanoven pomér signal/pozadi pro jednotliva méfeni, ktery
ukdzal vyrazné zlepSeni kvality analyzovaného fluorescencniho signdlu. Analogicky byla
upravena i oblast zajmu ,,celd bunika“ (CB), ktera byla pouzita pro korekci naméfenych dat.

Dal§im parametrem naseho zajmu byl primér vybélovaného kruhu. V tomto ohledu
byla pozorovdna zajimava zavislost — s vy§§im primérem ROI byl rovnéz vyS$$i indmi
stanoveny zdanlivy difuzni koeficient, a to jak v buitkdach kontrolnich, tak v bunkach

inkubovanych s B-CDX. Hodnoty mobilnich frakci vSak na priméru vybélované oblasti
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zavislé nebyly. Podobnd méfeni FRAP byla provadéna indickou skupinou (Pucadyil
a Chattopadhyay, 2007) pfi analyze mobility 5-HT;aR, které vSak byly exprimovany
v bunétné linii CHO. Deplece cholesterolu z plasmatické membrany byla provedena
obdobnym zpisobem — inkubaci bun€k s methyl-B-cyklodextrinem. Zatimco v ptipadé
kontrolnich bunék nedoslo ke zméné ani jednoho parametru (My ani D,q), v pfipadé bunék
inkubovanych pfed pokusy s methyl-B-cyklodextrinem byla situace jind. Se zvySujicim
se primérem vybélovaného kruhu se snizovala hodnota mobilni frakce a zvySovala
se hodnota zdanlivého difuzniho koeficientu. Je vSak tfeba poznamenat, ze autofi vyuZzivali
vybé&lované oblasti o priiméru v rozmezi 1,5-3,0 um, zatimco v této praci jsou pouZity oblasti
o pruméru 3 a 5 um. Autofi zminéného ¢lanku ziskané vysledky vysvétluji s pomoci modelu
,membranovych okrsk“, které definuji odliSnym zpisobem ve srovnani s obecnou
pfedstavou membranovych rafti bohatych na cholesterol a sfingomyelin, které timto
modelem pomoci metody FRAP rozliSit nelze. Tyto okrsky jsou Casto oznacovany jako
jakési ,,ohradky“. Jejich velikost se odhaduje na zhruba 0,4-0,7 pm v primeéru.
Pravdépodobné se jedna o oddily tvofené proteiny bunécného cytoskeletu, které mohou byt
pfimo zanofeny v plasmatické membrané nebo se mohou vazat na jiné membranové
bilkoviny. Pohyb proteinid v ramci téchto oblasti se nelisi od volné difuze v membrané,
ovsem pieskok do ,vedlejsi ohradky*“ je proces nepomérné pomalejsi a je ziejmé¢ dan
termodynamickymi fluktuacemi membranovych a cytosleketalnich soucasti (Salomé a kol.,
1998). Pokud se tedy pti vyb&lovani ,trefime* dovnitf takové ,,ohradky*, nejsou namétené
parametry nijak ovlivnéné. Pokud je vSak vyb&lovand oblast natolik velkd, ze pokryva vice
takovych struktur, snizi se vyznamné mobilni frakce zkoumanych molekul, protoZe centralni
,ohradky“ budou vybélené zcela a difuze znaCenych proteinti do téchto oblasti bude
omezena. Tim je urychleno dosazeni platd intenzity fluorescence v oblasti zajmu, a proto je
zkracen rovnéz relaxaéni Cas, a tudiz zvySen difuzni koeficient dané latky (viz rovnici 5.11
na str. 65). Naobrazku 36 (str. 96) je schematicky zachycen tento model a porovnani
o¢ekavanych vysledkil za pfedpokladu, Ze membrana je stejnoroda, nebo ,,doménizovana“.
Autofi studie ptedpokladaji, Ze deplece cholesterolu z plasmatické membrany muze
indukovat tvorbu jakychsi uspofadangjSich oblasti v rdimci membrény, a tudiz je nésledné
sniZena mobilni frakce zkoumanych receptorti (Pucadyil a Chattopadhyay, 2007). Pti absenci
poklesu mobilni frakce nemiizeme jednoduse vysvétlit nase vysledky pomoci tohoto modelu.
rovinu bunky, fluorescenéni signal se nachazi rovnéZz nad a pod rovinou naseho zajmu.
Znacené proteiny z téchto rovin rovnéz difunduji do ROI. V ptipadé vétsiho vybélovaného

kruhu je pak tento prispévek vétsi diky relativné vétSi ploSe méfené oblasti membrany.
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Avsak timto zplisobem neni mozné vysvétlit chovani molekul v roviné skli¢ka, protoze
nad a pod touto rovinou se nachézi intracelularni a extracelularni prostor, které¢ nevykazuji
fluorescencni signal. Popsand zavislost by si jist¢ zaslouzila hlub$i prozkoumani. Bylo
by vhodné vyuzit rizné velikosti priméru vybélované oblasti (po¢inaje napt. 1,5 pm a konce
napf. 8,0 um). Aby bylo mozné zjistit, zda je tato zavislost doménou pouze Zivych systémtl,

bylo by vhodné provést pro srovnani rovnéz meteni ve volnych modelovych membranach.
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Obrazek 36 | Schematické znazornéni ocekiavanych vysledki méfeni FRAP
pro stejnorodou a ,doménizovanou“ membrianu pfi pouZiti riznych velikosti
vybélovanych oblasti

Pokud by se membrana chovala jako stejnorodd (casti A a B), neméla by mit velikost
vybélovaného kruhu vliv na vysledny difuzni koeficient. Relaxacni Cas (t) by sice byl
u vétsiho kruhu vyssi, ovSem pfti vypoctu difuzniho koeficientu je druhd mocnina priméru
vybélovaného kruhu dé€lena ctyfnasobkem této hodnoty (viz rovnici 5.11 na str. 65).
Za ptedpokladu, Ze je membrana doménizovana (v tomto ptipad€ jsou uvazovany ,,ohradky*
tvofené proteiny cytosleketu), jsou vysledky odlisné (¢ast C a D). Pfi pouziti malého
vybélovaného kruhu je Sance ,trefit se* dovnitf ,ohrddky*, vrdmci niz se zkoumané
molekuly chovaji jako ve stejnorodé membrané. Pii pouziti vétsiho kruhu je pravdépodobné,
ze ncktera doména bude vybélena zcela, coz za predpokladu pomalych ,,pfeskoki mezi
»ohrddkami® vyznamné snizi mobilni frakci molekul, a tim se logicky zvysi difuzni
koeficient.

Upraveno podle Pucadyil a Chattopadhyay, 2007
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Pti porovnani vysledkil ziskanych métenim v riiznych rovinach buiiky se hodnoty D4
statisticky vyznamné neliSily. Byl ovSem patry jisty trend, kdy primérné hodnoty
zdanlivych difuznich koeficientli naméfenych v RS mély o néco (i kdyZ nesignifikantn¢)
vys$i hodnotu. Tento jev muize byt dan vypoctem D,4, ve kterém bylo pro zjednoduseni
ipii analyze RP uvaZzovdno snimani z celého vybélovaného kruhu (vypocet byl tedy
proveden pro kruhové ROI), i kdyz signal zahrnoval pouze obdélnikové ROI obsahujici
signal plasmatické membrany uvnitf tohoto kruhu. I pfes toto zjednoduSeni vSak nebyly
ziskané hodnoty D4 v riznych rovinach signifikantné rozdilné. Z tohoto thlu pohledu tedy
muzeme konstatovat, Ze ob¢€ roviny jsou vhodné pro analyzu metodou FRAP, i kdyz RS 1épe
vyhovuje klasickému matematickému modelu FRAP metody (Soumpasis, 1983).

Dale byly porovnany vysledné hodnoty D,s naméfené metodou FRAP a RICS
v rovin¢ sklicka. Opét nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v ziskanych hodnotéch.
Studie skupiny prof. Hofa z roku 2011 se detailné zabyvala srovnanim téchto dvou pfistupii
pii studiu interakce makromolekul s ,,leSenimi* (scaffolds) tvofenymi nanovldkny. V zévéru
autofi konstatuji, Zze FRAP nema takovou rozliSovaci schopnost jako RICS (nanomolarni
koncentrace latek, odliSeni difuze od pfechodné vazby na leSeni atd.). RICS vSak naproti
tomu vyZaduje dobrou znalost zkoumaného systému, aby bylo mozné vytvofit komplexni
modely vhodné pro analyzu obrazu. Zavérem této studie tedy je, Ze nejlepSim zplsobem
je kombinace obou piistupti (Norris a kol., 2011). K tomuto zaveéru se ptiklanime rovnéz
imy, protoze ob¢ metody jsou z hlediska ziskanych vysledkli analogické, ovSem jejich
princip je rozdilny. Je-li pak néjaky fenomén (napi. absence relativni zmény mobility
zkoumaného konstruktu TRH-R-EGFP) detekovan obéma metodami soucasné, je vypovédni

hodnota takového zavéru o to vetsi.

7.3. Experimenty na transientné transfekovanych bunkach HEK293

Druhé velka ¢ast této diplomové prace byla zamétena na zavedeni postupu transientni
(ptfechodné) transfekce bunééné linie HEK293 konstrukty DOR-ECFP a DOR-EYFP, jejichz
funkénost bylo rovnéz nutné oveétit. Bunky HEK293 jsou v biologickém vyzkumu Siroce
vyuzivanou linii, protoZe jejich kultivace je relativné levnd a nendrocnd. Déle se k jejich
transfekci daji vyuzit témet vSechny bézné metody s relativné vysokou ucinnosti. Rovnéz
disponuji biochemickymi drdhami, které jsou schopné produkovat (ptepis a preklad mRNA)
a finadln¢ upravovat (posttranslacni modifikace a,sbalovani® proteinu) vétSinu savc¢ich
a velké mnozstvi ,,nesavéich® bilkovin (Thomas a Smart, 2005). Pro lepsi pochopeni nejen
této modelové bunécné linie byl skupinou americkych védcii proveden ploSny prizkum

endogenni exprese GPCR a s nimi spojenych proteinii pomoci analyzy izolované mRNA.
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Ukézalo se, Zze buiikky HEK293 endogenné produkuji mj. G; trimerni G proteiny a dalsi
podiizené Cleny drahy opioidnich receptorti. Z opioidnich receptort produkuji endogenné
pouze DOR, ovSem v relativné nizkém mnozstvi (Atwood a kol., 2011).

Jelikoz jsou oba plasmidy pouzité k pfipravé konstruktl komeréné dostupné
a prakticky totozné (vyjma pouzité varianty GFP) a k jejich piipravé byl vyuZit stejny inzert
a restrikéni enzymy, byl hloubéji analyzovan pouze reprezentativni konstrukt DOR-EYFP.
S timto konstruktem bylo mozné snadnéji pracovat i diky fluorescencnim charakteristikdm
zlutého fluorescen¢niho proteinu (pii pouziti DOR-ECFP nebylo mozné oddélit fluorescenci
ECFP od fluorescence barviva Hoechst 33255 pouzité k barveni bunéénych jader).

Pro transfekci byla vyuzita lipofekéni metoda za pouziti latky Lipofectamine®
Reagent. V experimentech se ukazalo, ze nejvhodnéjsi je transfekované bunky pred pokusy
kultivovat 48 hodin. V pfipad¢ 24 hodin jesté neni exprese konstruktu dostatecné vysoka
a v piipadé 72 hodin je sice pocet transfekovanych bun€k v absolutni hodnoté viceméné
podobny jako pii 48 hodinach, ovSem v poméru ke vSem buiikdm v daném zabéru je tento
pocet vyznamné niz$i. Proto pfedpokladame, ze k dalsi expresi uz nedochazi. Dochazi pouze
k déleni bun¢k, a tedy k postupnému ,,vyfed'ovani“ signdlu. Podafilo se ndm dosdhnout
ucinnosti transfekce kolem 20 %. V literatufe se objevuji ¢lanky uvadéjici ucinnost
transfekce pomoci Lipofectamine 2000 nebo Lipofectamine Plus az 82-98 % pfii soucasné
nizké toxicité téchto latek (viabilita bun¢k 67-80 %) (Maurisse a kol., 2010). Jedna se vSak
o novéjsi verze lipofekeni latky, které jsme neméli k dispozici.

Z obrazkli bunck transfekovanych obéma konstrukty najednou (tedy bunék
kotransfekovanych) je patrné, Zze né€které bunky neobsahuji zadny fluorescencni signal,
nékteré pouze signél jedné sondy a nékteré jsou uspésné kotransfekované obéma konstrukty
najednou. V budoucnu chceme méfit FRAP ¢i RICS na bunkach s fluorescenéné znacenym
DOR a rovnéZ analyzovat oligomerizaci DOR v zZivych buikéach. Pro takové pokusy
je potieba aby byly bunky kotransfekované. Proto by bylo nejlepSim feSenim vytvofit
stabilni buné¢nou linii. Tato linie by obsahovala pouze jeden z konstrukti a druhy by mohl
byt v pfipadé potfeby do bunck transietné transfekovan. Oba konstrukty totiz obsahuji
stejnou rezistenci k antibiotikiim (geneticinovou), takze neni mozné je v této forme stabilné
selektovat oba ve stejné bufice. Zarovenn samotné builky HEK293 nejsou odolné vici
geneticinu, takze by nemél byt problém ony zakladni stabilni bunééné linie vytvofit.

Pro ovéfeni funk¢nosti konstruktl, tedy schopnosti DOR aktivovat G; proteiny, byla
vyuzita metoda vazby [*>S]GTPyS v kombinaci s imunoprecipitaci. Principem je ,,uvéznéni*
radioaktivné znaceného analogu GTP v aktivovaném G proteinu (diky vysokoafinni vazbg),

protoZe tento protein neni schopen GTPyS S$tépit. Tato metoda je v oblasti GPCR casto
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vyuzivana k vyzkumu latek, které by mohly funkéni vlastnosti daného receptoru n&jakym
zpisobem ovliviiovat (Brejchova a kol., 2011). V prvotnim experimentu byly vSechny
naméiené hodnoty velice malé, a tudiz zatizené velkou chybou. To bylo jasné patrné
1z vysledkli ziskanych v tom samém pokusu, ovS§em na vzorku plasmatickych membran
bunééné linie DOR-G;, ktery poslouzil jako pozitivni kontrola. Tyto buiiky exprimuji DOR
s fizné ptipojenou Ga; podjednotkou (Moon a kol., 2001). Na zékladé tohoto pokusu byl
protokol upraven abylo pouzito vice bunécného materidlu transientné transfekovanych
bun¢k. Po Upravé experimentilniho protokolu jiz bylo pozorovano zhruba 2,5-ndsobné
zvySeni vazby [’S]GTPyS po ptidani TRH oproti bazilni hodnoté (odpovidajici
konstitutivni aktivité¢ receptoru — tedy bez TRH). Z divodu potieby vétstho mnoZzstvi
materidlu se opét piiklanime k tvorbé stabilni bunécné linie, protoZe transientni transfekce
v takovém rozsahu je finanén€ velmi ndro¢nd. Podpora vysledki namétenych
mikroskopickymi technikami metodami biochemickymi je vSak vysoce zadouci.

Na transfekovanych bunikach byly rovnéZ stanovovany doby Zivota excitovaného
stavu DOR-ECFP a DOR-EYFP. Vysledky sice nejsou statisticky vyznamné rozdilné
z ditvodu nizkého poctu pozorovani v datovych souborech, ovSem z grafu distribuci ¢etnosti
hodnot doby Zivota excitovaného stavu je patrny rozdil v primérnych hodnotach. Ziskané
udaje jsou pro nas dillezité, protoze se v budoucnu chceme zabyvat oligomerizaci DOR, jak
jiz bylo zminéno vySe. VSechny mozné varianty homooligomerizace a heterooligomerizace
opioidnich receptori byly popsdny pied vice jak 10 lety (Wang a kol., 2005). OvSem
s vyzkumem vlivu deplece cholesterolu z plasmatické membrany na stabilitu a funkci téchto
komplexti se zatim v literatue nesetkame. K tomuto ucelu planujeme vyuzit metodu FRET
v kombinaci s méfenim FLIM. Toto uspofddani minimalizuje komplikace pouziti klasického
»intenzitniho* provedeni (Piston a Kremers, 2007).

V zavéru prace byla porovndna mobilita konstruktt DOR-EYFP a TRH-R-EGFP
stanovena metodou RICS. Srovnani neodhalilo Zadny statisticky vyznamny rozdil v mobilité
téchto dvou znacenych konstruktd v buitkdch HEK293 ani v poméru GoV/GoH, jehoz

vyznam je popsan vyse.
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8. Zavér
Deplece cholesterolu z plasmatické membrany pomoci B-cyklodextrinu neméla vliv

na lifetime EGFP fuzné ptipojeného k TRH-R.

Deplece cholesterolu z plasmatické membrany neméla vliv na mobilitu
TRH R-EGFP v zivych buiikich odvozenych od bunécéné linie HEK293. Tento vysledek

byl podloZen méfenim dvéma nezavislymi metodami FRAP a RICS.

Vysledky FRAP a RICS, které byly ziskany pfi analyze zivych bunék, jsou v souladu
s vysledky ziskanymi pfi studiu biochemickych preparati (detergent-rezistentnich
membranovych domén) — pfevazna vétSina TRH-R je iv nativni plasmatické membrané

lokalizovdna mimo membranové domény / rafty.

Pii méfeni metodou FRAP byly ziskané hodnoty zdanlivého difuzniho koeficientu
zavislé na velikosti (priméru) vybélované oblasti, zatimco hodnoty mobilni frakce timto
parametrem ovlivnény nebyly. Snimani bunék vroviné sklicka a v prifezu bunikou

poskytovalo srovnatelné hodnoty zdanlivych difuznich koeficientd.

Numerické hodnoty zdanlivého difuzniho koeficientu stanovené metodou FRAP byly

blizké hodnotdm stanovenym metodou RICS.

V zavérecné Casti diplomové prace, ktera byla vénovana vypracovani metody
pro transfekci bunécné linie HEK293 konstrukty DOR-ECFP a DOR-EYFP lipofekéni
metodou, bylo zjisténo, Ze optimalnim postupem je kultivovat transfekované bunky
(pted fluorescenénimi pokusy) 48 hodin. Usp&snost transfekce doséhla za téchto podminek

priblizng 20 %.

Stanovenim agonistou-stimulované vysokoafinni vazby nehydrolyzovatelného
analogu GTP, [*°’S]GTPyS, byla prokazana funkénost konstruktt DOR-ECFP a DOR-EYFP
po jejich expresi v buiikdich HEK293. Fuzni bilkoviny aktivovaly pfislusny G protein.
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