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Uvod

Bunky potiebuji pro své preziti informace o okolnim prostiedi a jeho zménach, aby na
né¢ mohly reagovat odpovidajicim zplisobem. K detekci stavu prostiedi a jeho zmén slouzi
buiice specifické proteiny — receptory. Vzhledem k tomu, Ze pro vétSinu signalnich molekul je
bunéénd membrana neprostupnd, nachdzi se vétSina téchto receptorii pravé v bunécné
membrané. Mezi nejvyznamné&jsi z téchto receptorii patii receptory charakterizované sedmi
transmembranovymi priniky a jejich podskupina — receptory spfazené s trimernimi G
proteiny (GPCR).

U téchto receptori dochazi pti vazbé signalni molekuly ke konformacni zméné
receptoru, ktera se prendsi na trimerni G protein. Ten se sklada ze tti fyzickych podjednotek —
o podjednotky, kterda vaze guanozinovy nukleotid a podle které se obvykle klasifikuji, a
dimeru B a y podjednotky. V inaktivnim stavu je navazana molekula GDP na a podjednotce.
Po aktivaci dojde k vyméné GDP za GTP, disociaci a a By podjednotek a ovlivnéni funkce
dalSich Clent signalni drahy interakei s t€émito podjednotkami. Mezi takto regulované proteiny
patti naptiklad fosfolipazy, cyklazy, protein kindzy, iontové kanaly nebo monomerni G
proteiny. Které z téchto proteinti budou ovlivnény, pak zalezi na typu podjednotek daného G
proteinu.

Ptestoze trimerni G proteiny jsou nejznaméjSim proteinem aktivovanym konformacni
zménou GPCR, existuji 1 jiné proteiny jako PB-arrestin, které jsou takto ovlivnény a mohou
dale regulovat kvalitu 1 kvantitu signdlu nebo spoustét dalsi specifické signalni drahy.

Tato signalni draha je samoziejmé na nékolika urovnich regulovdna. At uz jde o
regulaci pomoci fosforylace receptoru, kterda ovliviiuje jeho schopnost dale aktivovat G
protein, nebo fosforylaci a lipidové modifikace podjednotek G proteinu. Pii dlouhotrvajici
nebo opakované stimulaci receptoru pak dochdzi k jevu zvanému desenzitizace, pii kterém se
snizuje fyziologickd odpovéd’ bunky na podnét. Tento jev za normalnich okolnosti ptispiva k
pteziti bunky a potazmo organismu, kdy umoznuje odrusit pfirozené pozadi, které nema na
buiiku vliv. Nicméné miize predstavovat 1 zdvazny problém. Bunky totiz nerozliSuji mezi
zdrojem podnétu a tak desenzitizace piispiva ziejme 1 ke vzniku drogové zavislosti a snizuje

ucinek 1€kt pii dlouhodobém podavani.
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Proteiny, které se ucCastni této signalizace a jeji regulace, vSak nejsou nahodné
rozptyleny v membrané, ale jsou organizovany. Jednou ze struktur podilejici se na jejich
organizaci jsou detergent rezistentni membranové domény (DRMs). Jejich zékladnimi
slozkami jsou cholesterol a sfingolipidy. Kombinace téchto lipidii pak propajcuje DRMs
charakteristickou nerozpustnost v nékterych detergentech. Nékteré proteiny, které se podatilo
identifikovat jako soucast téchto domén, jsou soucasti signalnich kaskdd GPCR. Jsou mezi
nimi trimerni G proteiny, jejich efektory nebo jiné proteiny aktivované piimo GPCR. Je
otazkou nakolik je asociace téchto proteinti s DRMs nezbytna pro signalizaci pro GPCR a
jaky vliv na signalizaci by mélo jejich poruseni.

Proto je zajimavé prozkoumat vztah mezi membranovymi doménami, GPCR signalizaci
a desenzitizaci a pokusit se odvodit z dat, které nadm tato studie poskytne, informace o
strukturni a funk¢ni organizaci GPCR iniciovanych signdlnich drah v membranach bunék.
Mnoho autorl se snazi o izolaci a naslednou charakterizaci membranovych domén. My jsme
se rozhodli pouzit kromé klasickych biochemickych metod 1 metody, které ndam umoziuji

pozorovat piipadné zmény 1 v intaktnich bunkach.
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Cile disertacni prace

Cilem této disertacni prace bylo prozkoumat vliv deplece cholesterolu na signdlni drahu
iniciovanou receptorem pro thyreoliberin (TRH-R). Deplece cholesterolu byla zvolena proto,
ze vzhledem Kk literarnim udajim pii ni dochézi k destrukci membranovych domén,
specifickych ¢asti bunééné membrany které jsou resistentni vici neiontovym detergentim
(DRMs). Je zndmo, Ze mnoho signalnich a strukturnich proteinil se v téchto ¢astech bunécéné
membrany nachazi a fada dalSich membranovych 1 solubilnich proteinii s témito strukturami
interaguje. Zmény membranovych domén vyvolané depleci cholesterolu tak mohou ukézat na
strukturni uspofadani dané signalni kaskady.

Ramcovym cilem mé disertacni prace bylo vzhledem k dlouhodobému zamétfeni nasi
laboratote srovnat funk¢ni vlastnosti TRH-R indukované signalni kaskddy v membranovych
doménach v intaktnich bunikach s vlastnostmi izolovanych preparati téchto struktur — DRMs.
Pfi studiu intaktnich bun€k byla hormonalni odpovéd’ stanovena jako zména v koncentraci
nitrobundénych Ca®" iontt, které jsou druhymi posly pfi aktivaci TRH-R receptori v cilovych
buiikach. Pfi studiu biochemickych preparatii bunééné membrany a membranovych domén
jsme pro charakterizaci hormonalni odpovédi pouzili stanoveni funkéni aktivity G proteinti
ttidy G¢/Gi1, které jsou specificky aktivovany TRH. Funkéni aktivita téchto G proteinii byla
stanovena jako agonistou stimulovand vysokoafinni vazba nehydrolyzovatelného analoga
GTP - [*°S]GTPyS.

Deplece, tj. snizeni obsahu cholesterolu v bunééné membrané bylo navozeno inkubaci
intaktnich bun¢k s B-cyclodextrinem (CDX). Jedna se o makromolekulu, kterd je rozpustna ve
vodném médiu a je slozena ze sedmi podjednotek tvofenych a-D-glucopyranosou. Molekuly
a-D-glucopyranosy jsou vazany glykosidickou vazbou (tvoii a-D-glucopyranosid). Téchto
sedm podjednotek a-D-glucopyranosy obklopuje vnitini prostor, ve kterém mohou byt vazany
hydrofobni latky, jako je cholesterol. Vazba cholesterolu do tohoto prostoru umoziuje jeho
(CasteCnou) rozpustnost ve vodném médiu. Interakce CDX s bunéfnou membranou vede
k extrakci cholesterolu z bun¢k.

V této disertacni praci jsme pracovali se tfemi modelovymi bunéénymi liniemi

odvozenymi od matetské linie HEK293.
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1) Funk¢ni studie TRH-R stimulované signdlni kaskady, které byly zaméfeny na analyzu
homologni a heterologni desenzitizace uc¢inku TRH spomoci stanoveni zmén
v nitrobun&nych koncentracich Ca>" iontt, pracovaly s klonem E2M11, ktery exprimuje
velké mnozstvi TRH-R a trimerniho G proteinu Gjja. Vlastnosti hormonalni odpovédi

téchto bun€k byly srovnany klonem E2, ktery exprimuje vysoké hladiny pouze TRH-R.

2) Builky E2M11 byly rovnéz pouZity pro isolaci bunéénych membran a membranovych

domén a naslednou analyzou aktivity G proteint.

3) Dynamika pohybu a strukturni uspofddani TRH-R v buné¢né membrané byly studovany
s pomoci linie HEK293, kterd exprimuje fusni bilkovinu mezi TRH-R a eGFP (TRH-R-
eGFP). Jedna se o fluoreskujici verzi receptoru. Podrobna analyza molekuly TRH-R-eGFP

v bunééné membrang zivych bunck byla provedena:

— v podminkach dlouhodobé stimulace TRH-R ktera navozuje internalizaci

receptoru,
— v podminkach deplece cholesterolu.

Zmény v distribuci TRH-R na povrchu bun¢k a pohyb receptoru v roviné bunétné
membrany byly studovany metodou konfokalni laserové skenovaci mikroskopie (CLSM) a
technikou FRAP (Fluorescence Recovery after Photobleaching). Technika FRAP pro analyzu
pohybu TRH-R ve svétové literature nebyla dosud pouzita a ve spojeni s funkénimi studiemi

sptazeni receptor-G protein proto vytvari zcela originalni celek.
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Literarni prehled

Receptory sprazené s G proteiny

Receptory sptazené s trimernimi G proteiny (GPCR) ptedstavuji jednu z nejvétSich a
nejrozmanitéjSich skupin bunéénych receptort u savcll (Bockaert a Pin, 1999). V dne$ni dobé&
jsou znamy stovky druhtt GPCR. U c¢lové€ka jich naptiklad bylo s pomoci detailni analyzy
celého genomu nalezeno pres 800, ptficemz u ptiblizné 460 z nich se pifedpoklada, ze se jedna
o Cichové receptory (Fredriksson a Schioth, 2005). Geny, kterymi jsou GPCR kdédovany,
zabiraji témet 2 % lidského genomu (Fredriksson a kol., 2003). U vétSiny se piedpoklada, ze
jsou exprimovany pouze v malych mnozstvich. Pievazna Cast téchto receptori byla objevena
na zaklad¢€ podobnosti sekvenci a tak u mnoha z nich stile neni zndm jejich ligand. Takovéto
receptory se nazyvaji orphaned — sirotci receptory. Historicky prvnim sirot¢im receptorem, u
kterého se podatfilo objevit ligand, byl receptor G-21 nyni zndmy jako serotoninovy
receptor 1A (5-HT;4) (Fargin a kol., 1988). Vzhledem k Siroké Skale vyskytu a funkci GPCR
je velké mnozstvi nové vyvijenych l€Civ urceno prave k ovlivitovani jejich funkce a vice nez
30 % dnes prodavanych Il€ki je cileno na GPCR. Piesto se odhaduje, Ze tyto léky pokryvaji
pouze 10 % nativnich receptoril a proto je vyvijena velkd snaha najit ligandy pro zbyvajici

sirot¢i receptory (Vassilatis a kol., 2003).

Struktura GPCR

Mezi GPCR najdeme receptory pro Siroké spektrum chemickych latek, jako jsou
odoranty, chutové latky, hormony, neuropienaSeCe a neuromoduldtory a jiné biologicky
aktivni latky, ale 1 receptory slouzici k detekci fotonl. Pfes rozmanitost jejich liganda je
struktura receptortt pomérné konzervovéana. Jsou tvofeny jedinym proteinovym fetézcem,
ktery sedmkrat prochazi membranou (Dixon a kol., 1986). PfestozZe ptiblizna podoba proteinu
v membrané je zndma jiz dlouhou dobu, pfesnou krystalovou strukturu se podatilo urcit az
nedavno a to pouze u dvou receptori — rodopsinu a f2-adrenergniho receptoru (Palczewski a
kol., 2000; Cherezov a kol., 2007). GPCR jsou tedy tvofeny fetézcem se sedmi
Sroubovicovymi transmembranovymi doménami TMI-TMVII, pfi¢emz jako prvni byva

oznatovana doména blize k N konci fetézce. Tyto domény obsahuji ptiblizn¢ 25-35
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aminokyselin (Fredriksson a kol., 2003). Jednotlivé transmembranové domény pak propojuje
6 smycek, tfi na extracelularni (el—e3) a tfi na intracelularni (il-i3) stran€¢ membrany
(Obr. €. 1). Vzijemné uspotadani jednotlivych domén je pak patrné z obr. €. 2.

Na extracelularni stran€ se nachazi N konec fetézce (Baldwin, 1993; Palczewski a kol.,
2000). Velikost N koncové domény se miize pohybovat od 10 aminokyselin u receptora pro
monoamidy az po 600 aminokyselin u receptori pro glykoproteiny a vykazuje nejvyssi
variabilitu mezi jednotlivymi receptory. To souvisi pravé s Sirokou Skalou liganda, které
GPCR rozeznavaji (Kobilka, 2007). Mali organicti agonisté se vazi vétSinou do prostoru mezi
transmembranovymi segmenty, zatimco velké molekuly interaguji s N koncovou doménou,
extracelularnimi smyckami a extracelularnimi konci a Sroubovic (Obr. €. 3). Specidlnim
pfipadem jsou pak trombinové receptory, u kterych nedochdzi ptimo k vazbé externiho
ligandu, ale k proteolyze N koncové domény a vazbé vzniklého produktu do vazebného mista
(Vu a kol., 1991). C konec fetézce se nachdzi na intracelularni strané membrany a mize byt
palmitoylovan, ¢imz dochazi ke vzniku nepravé Ctvrté intracelularni smycky (i4), nebo u
nekterych GPCR obsahuje osmou Sroubovicovou doménu (Cherezov a kol., 2007). Spolu s
intracelularnimi smyckami také obsahuje regula¢ni mista pro fosforylaci receptoru a také
vazebna mista pro dalsi proteiny jako jsou G proteiny nebo [ arrestin.

Pii vazbé ligandu na receptor, dochazi k rotaci a ohybu TMVI vzhledem k TMIII.
Zaroven tim dojde k oddéaleni obou domén (Bourne, 1997). Tyto zmény se pak pfenasi na
smycky 12 a 13, které jsou piimo spojeny s TMIII a TMVI. Tyto intraceluldrni smycky hra;ji
klicovou ulohu pii interakci receptoru s trimernim G proteinem (Wess, 1997). Aktivni
konformace receptoru je také stabilizovana vazbou G proteinu. Bylo ukézéno, ze vazba G
proteinu na receptor méni afinitu receptoru k agonistim a tudiz mezi G proteinem a agonistou
funguje alosterickd modulace (Azzi a kol., 2001).

Zda se, ze casti transmembranovych domén I, II, III a IV také tvoifi u nékterych
receptorti vazebné misto pro cholesterol (Obr. €. 4.). Do tohoto mista se vazi dvé molekuly
cholesterolu a zvysuji tak stabilitu konformace receptoru, ptedevsim stabilizaci domén II a IV.
Mezi receptory, které maji toto vazebné misto, patii kromé B2-adrenergniho receptoru jesté

naptiklad TRH receptor, nebo serotoninovy receptor 1A (Hanson a kol., 2008).
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Obr. ¢. 1 Schematicka struktura TRH receptoru v plazmatické membrané

TM I-TM VII — transmembranové useky, el-e3 — extraceluldrni smycky, i1-13 intracelularni
smycky, NH; - N koncova doména, COOH — C koncova doména (upraveno podle Konvicka a
kol., 2000).
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Obr. €. 2 Trojrozmérna struktura p2-adrenergniho receptoru

[-IV — transmembranové Sroubovice 1-7, IV — Sroubovice 8, ECL2 — extracelularni smycka 2,
karazolol — modra, cholesterol — zlutd. Pro potteby krystalizace byla molekula stabilizovana
fuzi s T4-lysozymem — zelena (Cherezov a kol., 2007).
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!i-" _. — Monoaminy Aktivace proteazou
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Obr. €. 3 Vazba raznych typi agonisti na GPCR

Mali agonisté jako napiiklad monoaminy se vazi do kapsy tvofené transmembranovymi
segmenty. VEtsi  agonisté  jako naptiklad peptidy vyuzivaji k vazbé vnéj$i konce
transmembranovych useki, extracelularni smycky a N - koncovou doménu. Vazba glutamatu,
Ca’" nebo glykoproteini pak probiha témé&f vyhradn& pres N koncovou doménu. U skupiny
thrombinovych receptori (vpravo) dochazi ke Stépeni N koncové domény a tim 1 k uvolnéni
agonisty (upraveno podle Kobilka, 2007).
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Obr. ¢. 4 Vazebna mista pro cholesterol na GPCR.

Krystalova struktura fuzniho proteinu B2-adrenergniho receptoru (fialova) T4-lysozymem
(zelena) s navazanymi molekulami cholesterolu (hnédd) a timololu (tmavé fialova). Jak je
patrné, do vazebného mista se vazi dvé molekuly cholesterolu (Hanson a kol., 2008).
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Dalsi dtlezitou roli v organizaci GPCR hraje jejich spojovani do homo- nebo
heterodimert pfipadné oligomer. Mira oligomerizace miize dosahovat az 85 % jako u
B2-adrenergnich receptorti (Mercier a kol., 2002). Nicméné, takto vysoké hodnoty se netykaji
vSech receptort, protoze naptiklad u receptorti pro Y-peptid dosahuji jen 26 % a u n€kterych
receptoriit byly detekovany pouze monomery (Dinger a kol.,, 2003; Hern a kol., 2010).
Oligomerizace byla pfimo prokazana u rodopsinovych receptori v plochych membranovych
discich vnéjSich segmentii ty¢inek, kde jsou s pomoci mikroskopie atomarnich sil (Atomic
force microscopy) zjevné viditelné fady dvojic téchto receptorti (Fotiadis a kol., 2004).
Oligomerizace je v mnoha ptipadech nezbytna ke sprdvnému fungovani receptoru. Nejlépe
prozkoumanym piikladem je receptor pro kyselinu y-aminomdaselnou (GABA) — GABAg
receptor. U néj byl nejprve identifikovan protomer nyni oznacovany GABAgR1, ktery sice
vykazoval vysokou afinitu k antagonistim, ale velmi nizkou afinitu ke GABA (Kaupmann a
kol., 1997). Pozd¢ji se podatilo identifikovat druhy protomer oznacovany jako GABAgR2,
ktery ale nemd schopnost vazat GABA. Heterodimer téchto dvou proteini vSak ma vysokou
afinitu k ligandiim a je schopen efektivniho pfenosu signalu do bunky. Tento heterodimer je
také piikladem, ze v buiikdch probihd kontrola spravné oligomerizace. GABAgRI1 totiz
obsahuje lokaliza¢ni sekvenci do endoplazmatického retikula a je v ném tak zadrzovan.
Vazbou GABAp R2 je tato sekvence piekryta a receptor je transportovan do membrany
(Margeta-Mitrovic a kol., 2000).

Oligomerizace byla potvrzena krom¢ vySe uvedenych receptorti napiiklad u mnoha
opioidnich receptorti, TRH-R, serotoninovych receptort a mnoha dalSich (George a kol.,

2000; Kroeger a kol., 2001).

Klasifikace GPCR

V soucasné dob¢ se pro klasifikaci GPCR pouzivaji dva systémy. Star$i vznikl pro dnes
jiz nefunk¢ni databdzi GCRDD a rozdé€loval receptory do sedmi rodin, A-F a O, na zakladé
shody jejich primarni sekvence (Kolakowski, 1994). Tento systém byl pozd¢€ji upraven pro
potieby databaze GPCRDB a zredukovan do Sesti rodin A—F (Horn a kol., 2003).

Rodina A je nejvétsi a zahrnuje veétSinu znamych receptort. Patii mezi né napiiklad
receptory pro rodopsin, adrenergni receptory, TRH-R, ANGII-R, 5-HT;» a hlavné cela

skupina receptorti pro odoranty. VétSina receptori této ttidy pravdépodobné obsahuje, kromé
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sedmi transmembranovych domén, jesté osmou Sroubovicovou doménu na C konci fetézce,
ktera vSak neprochazi plazmatickou membranou (Katragadda a kol. 2004).

Rodina B mé asi 25 ¢lenti a vSechny aktivuji Gg protein a adenylylcyklazu. Do této
rodiny patii receptory pro rodinu hormont gastrointestinalniho peptidu, kortikotropin
uvoliujiciho hormonu, kalcitoninu a parathyroidniho hormonu.

Rodina C je také relativné mala a zahrnuje metabotropni glutamatovy receptor, oba typy
GABAg receptorii a nékteré chut'ové receptory. VSechny tyto receptory maji obzvlasté velkou
N koncovou doménu, ktera podle vSeho hraje tillohu pfi vazbé ligandu a aktivaci receptoru.

Rodina D zahrnuje feromonové receptory STE2.

Rodina E obsahuje feromonové receptory STE3.

Rodina F pak zahrnuje receptory ptibuzné cAMP receptort hlenek.

Druhy typ déleni (GRAFS) rozdéluje receptory do péti tiid. Toto déleni neni zaloZeno
jen na podobnosti primarnich sekvenci, ale pfedevSim na fylogenetickych datech. Receptory
se pak rozdé€li do nésledujicich skupin Glutamatové, Rodopsinové, Adhezni, Frizzled/Taste2 a
Sekretinové. Toto déleni ma tu nevyhodu, Ze prozatim kategorizuje predevSim lidské GPCR a

neobsahuje receptory z jinych druhti (Schiéth a Fredriksson, 2005).

Trimerni G proteiny

Trimerni G proteiny jsou proteiny s GTPazovou aktivitou tvofené tfemi podjednotkami
a, B a vy (Gilman, 1987). Tyto proteiny za klidovych podminek tvoti komplex s ptislusnym
je a podjednotka. Ta mize tvofit komplexy s rliznymi typy B a y podjednotek (Hildebrandt,
1997). a podjednotka je nejvétsi a nese GTPazovou aktivitu. Obsahuje vazebna mista pro
receptor, efektory a vysokoafinni vazebné misto pro guanozinovy nukleotid (Conklin a
Bourne, 1993; Rens-Domiano a Hamm, 1995).

Na rozdil od receptorii sprazenych s G proteiny, kterych bylo identifikovano jiz mnoho,
vlastnich G proteinti, respektive jejich a podjednotek, bylo uréeno relativné malo — v
soucastné dob¢€ je zndmo néco pres 20 proteind, které vznikaji pfepisem 17 gend. Trimerni G
proteiny se rozdéluji do ctyr tfid na zdkladé primarni struktury o podjednotky a jejich

funkénich vlastnostech (Kaziro a kol., 1988). Tyto tiidy jsou Gs, Gi/Go, G¢/G11, G12/Gis.
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Klasifikace trimernich G proteint

Nasledujici prehled byl vypracovan na zakladé téchto ¢lankt: Hepler a Gilman, 1992;
Hildebrandt, 1997; Jiang a Bajpayee, 2009; Mclntire, 2009; Mizuno a Itoh, 2009; Su a kol.,
2009; Suzuki a kol., 2009.

Trida Gso, Gexro, Goyo

Gga proteiny stimuluji aktivitu adenylylcykldzy a zvySuji tim hladinu cyklického AMP
(cAMP) v bunce. Tyto proteiny mohou byt ribosylovany plsobenim cholera toxinu
produkovaného Vibrio cholerae. Tato ribosylace brani hydrolyze GTP na GDP a G protein tak
zustava konstitutivné aktivni (Cassel a Pfeuffer, 1978). Existuji Ctyfi izoformy Gga
podjednotky: Ggi, Gg2, Gg3 @ Ggs. VSechny formy vznikaji alternativnim sesttihem z jediného
genu.

[zoformy Gg; a Gy maji molekulovou hmotnost 52 kDa a oznacuji se jako dlouhé
izoformy (GgL).

[zoformy Gg3 a Gy se nazyvaji kratké izoformy (GgS) a maji molekulovou hmotnost
45 kDa. GgL a G¢S se 1isi pritomnosti sekvence se 14 nebo 15 aminokyselinovymi zbytky.

Proteiny Ggxra jsou exprimovany v neuroendokrinnich buiikdch a jedna se o proteiny
asociované s membranou. Jejich struktura se skladd z varianty Gga domény a XL domény
(37 kDa). Tento G protein je schopen vazat GTP a aktivovat cyklazu stejné jako béznd Ggya
varianta a mize byt aktivovan stejnymi receptory. Byly detekovany jest¢ dalSi varianty
vzniklé alternativnim sestithem oznacené jako Ggxxro. Rozdil v signalizaci téchto proteint
oproti normalni varianté¢ Gga je zatim nejasny, ale je zndmo, ze mysi s poruchou v expresi
tohoto proteinu vykazuji znacné problémy v postnatalnim vyvoji a maji vysokou umrtnost.

Gofo proteiny maji 88% homologii s Ggo proteiny. Opét stimuluji adenylylcyklazu a
plusobenim cholera toxinu se mohou stat konstitutivné aktivni. Jsou ptitomny v €ichovych
buiikach a jsou aktivovany receptory pro odoranty

Existuji tf1 hlavni drahy, které mohou byt aktivovany Gga proteiny. VSechny zaCinaji

aktivaci adenylylcyklazy a produkci cAMP. To pak aktivuje proteinkindzu A (PKA), kanaly
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ovlivnéné cyklickymi nukleotidy nebo faktory pro vyménu GTP (GTP exchange factor —
GEF) pro Rap proteiny.

Trida Go ,G,0

Mezi G proteiny této tfidy se fadi kromé Gja a Goa proteind také G,0, Ggust, Gua a
Gpa. Tyto proteiny jsou citlivé k pertusis toxinu. Ten zptisobuje podobné jako cholera toxin u
Gso proteinll ribosylaci o podjednotky G proteinu na C konci odpovédném za interakci s
GPCR. Tim brani interakci a podjednotky s receptorem a brani tak aktivaci Gj,o drahy
receptorem.

Gi1, Giz a Gi3 jsou produkty samostatnych genti. Tyto proteiny jsou aktivovany toxinem
izolovanym z Pasterella multocida (Orth a kol., 2008). VSechny inhibuji adenylylcyklazu a
zd4 se, Ze jsou funkéné zaménitelné, protoZe zvirata deficientni v jednom z téchto proteinil
nevykazuji zddné zavazné problémy. Pouze v piipadé Gi, byl zjiStén problém v signalizaci B-
a T-lymfocyti. Také se zd4, Ze na rozdil od ostatnich trimernich G proteinii nedochazi pti
jejich aktivaci k disociaci a a Py podjednotek, ale pouze ke zménam v jejich vzajemné
orientaci (Frank a kol., 2005).

Go1, Goz jsou produkty jednoho genu vzniklé alternativnim sestfihem mRNA, ale G;3
vznika posttranslacni modifikaci. Jsou ve velkém mnoZstvi exprimovany v mozku, nicméné
jejich exprese neni homogenni. Jsou exprimovany predev§im v Kkortexu, cerebellu,
hippokampu, hypotalamu a v substantia nigra (Worley a kol., 1986). Inhibuji adenylylcyklazu
nebo naptiklad GTPazu aktivujici proteiny (GAP) pro G,a nebo Rap proteiny.

Gy a Gg, se nazyvaji transduciny a jsou obsazeny v ty€inkach a ¢ipcich oka obratlovct.
Oba aktivuji guanylylfosfodiesterazu. Ggus neboli gustducin se nachazi hlavné v chutovém
epitelu. Transduciny spolu s gustduciny jsou exprimovany v buikach chutovych poharka
jazyka, kde se ucastni vyvolani sladké, slané, hotké a umami chuti. Navic jsou spolu
s ptislusnymi chutovymi receptory exprimovany 1 v dalSich castech gastrointestinalniho
traktu, kde se tcastni detekce toxinl a piipadného vyvolani zvraceni.

G, mé sekvenci podobnou ostatnim clenim rodiny Gi/G,, a je schopen inhibovat
adenylylcyklazu a aktivovat n€které fosfolipazy C (PLC). Jako jediny z tfidy Gi/G, proteint je
necitlivy k pertusis toxinu. V porovndni s ostatnimi Gjo proteiny ma velmi nizkou

(200x nizsi) vlastni GTPazovou aktivitu. Nicméné bylo ukazano, Ze interaguje s celou fadou
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proteinit s funkci GAP jako napiiklad RGS10. Navic miZze byt fosforylovan pomoci
proteinkinazy C (PKC) nebo p21-aktivované kinazy, coz zpusobi sniZeni jeho afinity k Py
podjednotkam a tim i1 prodlouzeni doby jeho aktivace. Je exprimovan hlavné v trombocytech

a urcitych oblastech mozku.

Trida Gy, G0

Do této tfidy patii proteiny Gy, Gu, Gus, Gis a Gis. VSechny tyto proteiny maji
schopnost aktivovat fosfolipazu Cp (PLC-B) a s vyjimkou proteini G5 a Gjg jsou citlivé k
latce YM-254890. Latka YM-254890 byla izolovana z bakterii druhu Chromobacterium a
funguje jako specificky inhibitor vymény GDP za GTP na a podjednotce (Takasaki a kol.,
2004). G4 a Gu se prirozen¢ vyskytuji ve v8ech tkanich, zatimco pro Gis je typicky vyskyt v
jatrech, ledvinach a plicich. G;s a Gy se vyskytuji v hematopoetickych buiikach. G mize po
exogenn¢ navozené expresi pusobit jako pienasSeC mezi Sirokou Skdlou receptorti a
fosfolipazou C.

Vyménu nukleotidii po aktivaci na a podjednotce proteini této tfidy zajiStuje protein
Ric-8A (Tall a kol., 2003).

Mezi efektory téchto proteini patii jest¢ p63RhoGEF, coz je GEF urychlujici vyménu
nukleotidli u rodiny proteinii Rho. Tyto proteiny reguluji ptfestavbu cytoskeletu, stejné jako
expresi nékterych genli regulaci aktivity serum response faktoru. Mezi jejich nejlépe
charakterizované ptedstavitele patii RhoA, Racl a Cdc42.

Bylo ukézano, ze Gga a Gpa proteiny jsou casto lokalizovany do takzvanych
membranovych domén, u kterych se predpoklada vyznamna tloha v signalizaci, pfesnéji do
jednoho jejich typu nazyvanych kaveoly (Oh a Schnitzer, 2001). Pro ty je specificka

pritommnost strukturniho proteinu kaveolinu. U nckterych GPCR spiazenych s Gga bylo

prokazano, Ze potlaceni exprese kaveolinu-1 vede ke sniZzeni schopnosti vyvolavat odpovéd’
(Bhatnagar a kol., 2004). Potlaceni nckterych typt odpovédi bylo také zaznamendno pfti
potlaceni exprese strukturniho proteinu flotilin-2 (Sugawara a kol., 2007). Zda se, Ze v téchto
piipadech pomahaji tyto strukturni proteiny interakci receptoru s G proteinem.

G proteiny této tiidy interaguji s ml-acetylcholinovymi muskarinovymi receptory,
serotoninovymi receptory typu 2A, 2B, 2C, TRH-R, ANGII-R a receptory pro gastrin
uvoliujici peptid a dalsi latky.
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Trida G0 a Gizo

Proteiny této tfidy jsou exprimovany ve vSech tkanich, pfiCemZz Gjsa se ve velkém
mnozstvi vyskytuje v krevnich destickach. Bylo identifikovano nékolik interak¢nich partnert
téchto proteinti zahrnujicich nereceptorové kindzy, AKAP, Hsp60, RhoGEF a cadherin.
Signalni draha této tfidy G proteinu je Casto spojena se signalizaci pfes G a proteiny, protoze
mnoho GPCR, kter¢ aktivuji Gi2, Gi3, zarovei aktivuji G

Stejn¢ jako G.a jsou 1 tyto podjednotky substratem pro PKC a jejich fosforylace brani
jejich reasociaci s By podjednotkou.

Mezi jejich efektory patii molekuly pl15RhoGEF a LARG. Piekvapivé tyto molekuly
funguji zaroven také jako GAP pro Gi,, Gi3 proteiny.

Gi3a hraje klicovou tlohu ve vyvoji krevniho fecisté a jeho nedostatek je letalni jiz v
embryondlnim stadiu. Také ovliviiuje agregaci vyvolanou aktivatory krevnich desticek.

Oba proteiny hraji dtlezitou ulohu v chemotaxi a proto mé jejich nedostatek zasadni

vliv na imunitni systém stejné jako na vyvoj a migraci neurontl v kiife mozku a mozecku.

Sy podjednotky

V soucasné dobé¢ je zndmo asi 7 isoforem B podjednotek a 12 isoforem y podjednotek. V
piipad€ y podjednotek se jedna o produkty raznych genti. U B podjednotek jsou proteiny 1,
B2, B4 a BS produkty rlznych genl, zatimco alternativnim sestithem genu pro 3 mohou
vzniknout B3s, B3s2 nebo B3v varianty. Je také zndma B5L varianta vznikld sestfihem genu
B5S. Proteiny P14 vykazuji vysokou homologii (80-90 %) a jejich molekulova hmotnost je
kolem 36 kDa. B5 je s nimi homologni jen z 50 % a méa molekulovou hmotnost 40 kDa. vy
podjednotky jsou rozmanitéj$i a jejich vzajemnd homologie se pohybuje mezi 27-75 % a
molekulova hmotnost mezi 69 kDa.

Diive se predpokladalo, Ze aktivita trimerniho G proteinu je Cisté zélezitosti o
podjednotky a By podjednotky ji pouze vazi k membrang. Ukézalo se vSak, ze Py dimer
samostatné reaguje s efektory (Clapham a Neer, 1993). Naptiklad v ptitomnosti Ggo inhibuje
adenylylcyklazu typu I a stimuluje adenylylcyklazy typu Il a IV (Tang a Gilman, 1991; Tang a
Gilman, 1992). To, ze se podjednotky By pfimo ucastni pfenosu signalu, znamend podstatné
vetsi moznosti hormonalni regulace. G proteiny se stejnou o podjednotkou a riznymi 3 a vy

podjednotkami se budou chovat riizné. Také to znamend, Ze jeden G protein mize aktivovat
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vice efektor, jako v piipad€ Gg, ktery nejen aktivuje adenylylcyklazu, ale otevira 1 kanaly pro
vapenaté ionty.

Funkce podjednotek miize byt jesté¢ ovlivnéna raznymi posttranslaénimi modifikacemi.
B podjednotka mize byt napiiklad fosforylovana nukleosid difosfat kindzou. Zajimaveé je, ze v
ptipadé P podjednotek se nejednd o fosforylaci na klasickém aminokyselinovém zbytku
serinu, threoninu nebo tyrosinu, ale na histidinu. Dal$i moznou modifikaci je mono-ADP-
ribosylace, ktera snizuje efektivitu B podjednotky v ovliviiovani jejich efektort. U vy
podjednotek je fosforylace znama pouze u y12, kterd je fosforylovana proteinkinazou C na
serinu, ¢imz se zvysuje afinita By dimeru k a podjednotce.

VétSinou se predpoklada, Ze za fyziologickych podminek existuji podjednotky B a y
v buiice ve form¢ dimeru. Nicméné v posledni dobé se ukazuje, Ze se milZze jednat pouze o
specificky ptipad nejlépe prozkoumanych Py dimerd — Blyl a Bly2. MnoZstvi ostatnich
kombinaci podjednotek nelze izolovat jako dimery ani pfi nizkych koncentracich detergentu,
piestoze se podle studii in vivo ukazuje, ze za fyziologickych podminek tyto dimery tvofi.
Déle byly nalezeny monomery danych podjednotek za fyziologickych podminek a naptiklad
BS podjednotka tvoii stabilni monomery vysoce odolné vii¢i trypsinu a navic je schopna se

vazat na RGS proteiny z rodiny R7.

Efektory trimernich G proteini

G proteiny maji Sirokou Skdlu efektorti. Mezi hlavni skupiny efektorti regulovanych

trimernimi G proteiny patfi:

Adenylylcyklazy

Adenylylcyklazy jsou enzymy, které katalyzuji pfeménu adenozintrifosfatu (ATP) na
cyklicky adenozin monofosfait (cAMP). Existuje devét rlznych savcich isoforem
adenylylcyklaz (AC I-1X) (Hurley, 1999). VSechny sav¢i adenylylcyklazy jsou aktivovany
Ggy/golit @ cyklazy ACII a ACIV-VII jsou také aktivovany dimerem fBy. S vyjimkou AC IX
pusobi tento dimer na ostatni adenylylcyklazy inhibicné. V zavislosti na typu cyklazy pak
muize byt jejich aktivita modulovana PKCa, kalmodulinem, vapenatymi ionty nebo
proteinkindzou A (PKA). Cisté inhibiéni vliv pak maji na ndkteré cyklazy proteiny Gio a G,o.

cAMP pak dale aktivuje proteinkindzu A, coz je serin/threoninova kinaza, ktera po aktivaci
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fosforyluje celou tadu dalSich bunéénych proteinii a ovliviiuje tak jejich funkci (Sadana a
Dessauer, 2009). V pripadé Gg v olfaktorickych bunkach se cAMP produkovany
adenylylcyklazou vaze na Na' kanaly, a tim zptisobi jejich otevieni, vtok Na' ionti do buiiky
a naslednou depolarizaci cytoplazmatické membrany. Stejné jako mnoho dalSich proteint

funguji 1 adenylylcyklazy jako oligomery (Cooper, 2005).

Fosfolipazy Cp

Fosfolipazy C  jsou enzymy, které katalyzuji  hydrolyzu  fosfolipidu
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP,), ktery je pfitomen v malém mnozstvi na vnitini strané
membrany predev§im v membranovych doménach. Celkem 11 znamych savcich isoforem se
déli do ctyt skupin B, v, 6 a €. Pouze PLCPB a PLCe mohou byt aktivovany trimernimi G
proteiny. PLCP je aktivovana G proteiny tfidy G,/G,; a PLCe proteiny tfidy Gi> (Fukami,
2002). Za kontrolnich podminek je fosfolipaza Cp ptitomna v DRMs a jeji podil se jesté zvysi
po jeji aktivaci (Weerth a kol., 2007). Fosfolipaza C tedy $tépi PIP, na inositol-1,4,5-trisfosfat
(IP3) a diacylglycerol (DAG) (Williams, 1999). Zde se signalni draha rozd¢€luje. IP; je mala
rozpustna molekula, ktera rychle difunduje v cytosolu a vaze se na piislusné receptory v
endoplazmatickém retikulu. Tim zptsobuje otevieni IP;-Fizenych Ca’" kanald v jeho
membrang, &imz dojde k uniku Ca®” iontdi z endoplazmatického retikula a zvySeni jejich
koncentrace v cytosolu. DAG ziistavd vazan v membrang€, kde miZe mimo jiné slouZit jako
kofaktor pii aktivaci kli¢ové serin/threonin kindzy C (PKC). PKC je Ca*" dependentni kinaza,
vylev Ca®" zpisobi jeji piesun z cytosolu k cytoplazmatické membrang, kde je aktivovéna
vazbou na DAG a negativné nabitym fosfolipidem fosfatidyl serinem (Amadio a kol., 2006).
Vylev Ca®" také aktivuje kalmodulin, ktery funguje jako aktivator kalmodulin dependentni

proteinkinazy.

Fosfolipazy A,

Fosfolipdzy A, maji 12 zndmych Cclend, které lze rozdélit do dvou tiid —
nizkomolekularni (sekrecni) a vysokomolekularni (cytosolickd). Obé formy jsou lokalizovany
v cytoplazmé. Tato fosfolipaza odstépuje z fosfolipidlh mastnou kyselinu (obvykle kyselinu
arachidonovou) na druhém uhliku glycerolového fetézce. Vznik4 volna kyselina arachidonova
a ptislusny lysofosfolipid. (Murakami a Kudo, 2002). Jednd se o prvni krok v syntéze

prostaglandind.
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cGMP fosfodiesteraza

Tento protein je aktivovan Gy proteiny, které se nazyvaji transduciny. Vliv trimernich G
proteinit na tuto fosfodiesterazu je nejlépe prostudovan ve svétloCivném epitelu oka, ale
pravdépodobné se ucastni 1 vnimani hotké chuti (Yan a kol., 2001). Ve svétlocivném epitelu se
nachazi GPCR receptory rodopsiny. Ty se skladaji z proteinové ¢asti opsinu, na néjz je vazana
molekula retinalu. Tato molekula po absorpci fotonu zméni konformaci a tim zplsobi
konformaéni zmény rodopsinu a aktivaci transducinu. Ten aktivuje cGMPfosfodiesterazu,
kterd zacne Stépit 3'-5' cyklicky guanozin monofosfat (cGMP), takze dojde k poklesu
koncentrace cGMP v cytosolu. Tento pokles vede ke snizeni mnozstvi cGMP védzaného na
Na“ kanaly v membrané, ty se proto uzaviou a dojde k hyperpolarizaci membrany.
Aktivovany transducin také interaguje s RGS proteinem, ktery urychluje hydrolyzu GTP na a
podjednotce (Arshavsky a kol., 2002).

Pl;-Kindzy

PI3-kinazy jsou kinazy, které fosforyluji PIP, nebo fosfatidylinositol-4-monofosfat na
tfetim uhliku inositolového kruhu a jsou aktivovany By podjednotkou. Takto vzniklé produkty
nemohou byt Stépeny PLCP. Pls-kindzy se tim tucCastni regulace pienosu signdlu a
prostifednictvim interakce s mitogenem aktivovanymi protein kindzami (MAP kinazy)

ovliviiuji apoptdzu, bunécnou diferenciaci a také remodelaci cytoskeletu (Vanhaesebroeck a

kol., 1997; Verkleij a Post, 2000)

lontové kandly

K regulaci iontovych kandlti G proteiny dochazi bud’ neptimo s pomoci druhych posli
jako jsou Ca*", Na', cAMP nebo IP3, nebo piimo interakcemi s B a y podjednotkami nebo s a
podjednotkou. G proteiny hraji diilezitou roli v regulaci iontovych kanali pro vSechny hlavni
ionty. Naptiklad v bunkach srdecniho svalu se acetylcholin vdZe na m2-acetylcholinové
muskarinové receptory sprazené s G;a, Goo, které timto aktivuje, a uvolnéna Py podjednotka
otevie dovnité usmériujici K™ kandly, ¢imz dojde k hyperpolarizaci membrany a zpomaleni

frekvence srde¢ni Cinnosti (Morris a Malbon, 1999).
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Malé G proteiny

Malé G proteiny jsou skupinou monomernich signdlnich proteinit s GTPazovou
aktivitou. Hraji Glohu v celé fadé¢ signalnich drah. V drahach iniciovanych GPCR jsou pfimo
aktivovany tfidou G proteinti G1,/Gi3. Patfi mezi né naptiklad rodina proteint RhoA, ktera
reguluje formaci aktinovych vlaken, genovou transkripci a kontroluje bunéény rist (Kjoller a
Hall, 1999). Neptima regulace aktivity RhoA proteinii se pak odehravd s pomoci RhoGEF,
které ovlivituji dobu trvani aktivniho stavu ptislusného malého G proteinu (Sternweis a kol.,

2007).

Signalizace s pomoci trimernich G proteini a jeji regulace

Pti aktivaci receptoru vazbou ligandu dojde podle klasického modelu aktivace G
proteinu k vyméné¢ GDP na o podjednotce za GTP a disociaci G proteinu od receptoru.
Komplex se pak déle rozpadd na o podjednotku a Py komplex, ktery za fyziologickych
podminek nedisociuje. a a Py komplex pak dale interaguji s dalSimi konstituenty signélni
dradhy. Vzhledem k tomu, Ze aktivovand molekula receptoru pravdépodobné aktivuje nékolik
molekul G proteinu, dochazi jiz na této Grovni k zesileni signalu. a podjednotka nese vlastni
GTPazovou aktivitu a po jisté dob&, kterd zavisi na typu podjednotky, dojde k hydrolyze GTP
na GDP a fosfat. a podjednotka s navazanym GDP se stdva neaktivni a dochézi k reasociaci s
By komplexem. Hydrolyza GTP je také prvni nevratny krok v celé signalni kaskadé a zajiStuje
jednosmérnost celé reakce.

V posledni dobé se ukazuje, ze po aktivaci nedochazi vzdy k disociaci trimerniho G
proteinu, ale u trimernich G proteint tfidy G; dochazi pouze ke zméné v uspotradani
podjednotek, kdy jejich rotaci se odkryvaji mista pro interakci s efektory (Frank a kol., 2005).
Také, jak jiz bylo uvedeno diive, mize dochazet na rozdil od klasického schématu k disociaci

By komplexu.

AGS proteiny

Trimerni G proteiny nemusi byt aktivovany pouze GPCR, ale existuje 1 specialni
skupina proteinti nazyvana aktivatory G proteinové signalizace (activators of G protein
signalling — AGS), které jsou schopné aktivovat trimerni G. Tyto proteiny jsou v soucasné

dobé intenzivné studovany. Mezi Sirokou Skalu funkci, které jsou zatim zndmy, patii
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zprosttedkovani signalizace ptes NMDA receptory, déleni bunék, riist neuronii nebo regulace

nekterych kanall pro draselné ionty (Blumer a kol., 2007).

GTP-exchange faktory

Pti aktivaci receptoru dochéazi k jeho konformacnim zménam, tyto ovlivituji G protein
asociovany na intraceluldrni strané membrany a dochéazi k vyméné¢ GDP za GTP. Rychlost
aktivace G proteinu je dana rychlosti této vymény. Tu urychluji GTP-exchange faktory (GEF).
U trimernich G proteint jsou zndmy dva. Prvnim je Ric-8A neboli synembrin. Tento protein
urychluje vyménu nukleotida u G proteini tfid Gy, Gi, Go a Giz (Tall a kol, 2003).
Ptedpokédalo se, Ze protein Ric-8B také funguje jako GEF a bylo zjiSténo, Ze interaguje s
proteiny tfid G, a Gs (Von Dannecker a kol., 2005). Nicmené se zda, Ze jeho tlohou je spise

zabranit ubiquitinylaci a podjednotky a prodlouzit tak dobu, po kterou je podjednotka aktivni
(Nagai a kol., 2010).

RGS proteiny

o podjednotka trimerniho G proteinu ma sice vlastni GTPazovou aktivitu, ale ta je
relativné nizka. Existuji vSak proteiny, které funguji jako GTPazu aktivujici proteiny (GAP)
pro trimerni G proteiny. Tyto proteiny se nazyvaji regulatory funkce G proteinii (Regulators of
G protein signalling — RGS). RGS reguluji jak malé monomerni G proteiny, tak 1 trimerni G
proteiny. Regulace aktivity a podjednotek byla prokdzana u RGS2, RGS3, RGS4 a RGSIS.
Typicka je pro né doména o délce asi 120 aminokyselin oznacovana jako RGS box, ktera ma
na svédomi GAP aktivitu. Proteiny obsahujici tuto doménu jsou schopny zvysit rychlost
hydrolyzy GTP az 1000x (Posner a kol., 1999). Kromé toho mohou fungovat proteiny s RGS
boxem 1 jako inhibitory signalizace, kdy vazi aktivni a podjednotku G proteinu a brani tak
aktivaci efektort (Roy a kol., 2006). Bylo také ukazano, ze pii vysoké koncentraci receptora
muze pri jejich aktivaci dojit k vyCerpani neaktivnich Ga podjednotek. RGS proteiny vSak
svoji aktivitou pomahaji obnovovat zasobu neaktivnich podjednotek a paradoxné tak posiluji
signalizaci ptes trimerni G proteiny (Zhong a kol., 2003; Smith a kol., 2009). Dalsi novou roli
RGS proteina je funkce kinetickych scafoldi. Diky své aktivité¢ udrzuji aktivni G proteiny
pouze v malé oblasti kolem receptoru a potlacuji vliv aktivnich G proteinti ze vzdalenéjSich

oblasti membrany a pomahaji tak zvySovat specificitu signalu (Zhong a kol., 2003).
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Desenzitizace hormonalniho pisobeni

Desenzitizace GPCR muze byt popsana jako ztrata bunééné odpoveédi po dlouhodobé
nebo opakované stimulaci agonistou (Hausdorff a kol., 1990). Termin ,,dlouhodobé* vSak
muze byt ponckud zavadéjici, protoze se jim v literatuie oznacuje doba od nékolika sekund az
po dny. Hlavni ulohou desenzitizace je zabranéni poskozeni bunky v diasledku vysoké
koncentrace druhych posli a dalSich meziproduktti signalnich drah a také odruseni
piirozeného ,,pozadi®. Jednd se tedy pfedevS§im o obranny mechanizmus. Tento proces hraje
dalezitou tlohu v drogové zavislosti a je odpovédny také za problémy pii dlouhodobé 1€¢be,
kdy zptsobuje ztratu ucinku 1€kt (Drastichova a kol., 2008). Toto snizeni odpovédi probiha

jednak na arovni receptorii a jednak na tirovni G proteinti (Pierce a kol., 2002).

Mechanizmus desenzitizace

Aktivovany GPCR s navazanym ligandem piedstavuje substrat pro kindzy asociované s
GPCR (GRK). Tyto kinazy fosforyluji receptor a snizuji tak jeho schopnost aktivovat
G protein. Fosforylace zarovenl zvySuje afinitu B-arrestinu k ptislusnému receptoru (Lohse a
kol., 1990). Tato fosforylace mize byt indukovéna aktivaci stejného typu receptoru, pak
mluvime o desenzitizaci homologni, nebo miize byt indukovéna aktivaci jiného typu GPCR a
pak mluvime o desenzitizaci heterologni. Homologni desenzitizace je vétSinou disledkem
aktivace GRK zatimco heterologni je disledkem aktivace kinadz aktivovanych druhymi posly.
Samotna fosforylace je obvykle pfi¢inou stojici za rychlym potlatenim funkce receptoru
(Ferguson, 2001; Willets a kol., 2003).

Prvnim krokem v desenzitizaci je tedy aktivace receptoru. Ta pak vede k aktivaci GRK,
které¢ se vazou na GPCR a fosforyluji ho na serinovych a threoninovych zbytcich na tteti
intracelularni smycce receptoru, nebo C konci receptoru. Dnes je zndmo sedm rodin téchto
receptorovych kinaz kodovanych samostatnymi geny. GRK 1 a GRK 7 jsou exprimovany v
sitnici oka a vyskyt GRK 4 je specificky pro varlata a mozek. Zbylé GRK jsou exprimovany
ve vetsing tkani a reguluji tedy mnoho riznych GPCR. Kindzy GRK 2 a GRK 3 se vyskytuje
volné v cytosolu zatimco GRK 5 a 6 jsou membranové vazané. GRK 2, ktera fosforyluje 2-
adrenergni receptor, se také oznacuje také jako BARK1 (B2-adrenergni receptor kinaza) a byla

objevena jako prvni (Ribas a kol., 2003).
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Vzhledem k tomu, Ze rizné GRK maji rizné preference ohledné fosforyla¢nich mist, je
ziejmé, ze ve tkéanich s riiznou expresi téchto kinaz bude stejny receptor fosforylovan rizné a
aktivace stejnych receptort v riznych buiikdch miize vést k riznym typlim bunécné odpovedi
(Torrecilla a kol., 2007). Proces fosforylace receptoru mize byt zavisly 1 na tom, zda se
receptor nachdzi ve form¢ monomeru nebo oligomeru. V piipadé TRH-R vede naptiklad
vazba agonisty ke zvySeni oligomerizace receptoru a oligomerizace receptoru zase podporuje
vazbu kinaz a fosforylaci receptoru (Kroeger a kol., 2001; Song a kol., 2007). Krom¢&
kompozice jednotlivych GRK v bunce hraje dilezitou roli ve vysledné odpovédi 1 typ
pouzitého ligandu, jak bylo ukédzdno na CCR7 receptoru, kdy rizni agonisté aktivuji
prednostné jiné kinazy a dochdzi tak k fosforylaci receptoru na riznych mistech. To opét vede
k aktivaci raznych signalnich drah v bunce (Zidar a kol., 2009). ZvlaStnim piipadem
receptorovych kinaz jsou tfidy GRK 2 a GRK 3, které jsou spojeny piedevSim s receptory

aktivujicimi tfidu Gy/Gi1 proteina (Carman a kol., 1999b). Ty jsou za normalnich okolnosti

lokalizovany v cytoplazmé a po disociaci a a By podjednotek se vazou na By podjednotky v
membrané. Tyto receptorové kindzy nemusi fungovat pouze na bazi fosforylace receptoru, ale
diky RGS homologni doméné¢, ktera vaze o podjednotku G proteinu, mohou fyzicky branit
interakci receptoru s G proteinem a reasociaci komplexu trimerniho G proteinu (Benovic a

kol., 2004). GRK2 tak tvofi komplex s By podjednotkami a aktivovanou Gga, pravdépodobné

spolu s aktivovanym receptorem (Lodowski a kol., 2003a; Tesmer a kol., 2005; Hague a kol.,
2005). Predpokladanou strukturu tohoto komplexu ukazuje obr. €. 5. Ale naptiklad v piipade
internalizace metabotropniho glutamatového receptoru 1 vSak neni aktivace receptoru
postacujici pro vazbu GRK2, ale je nezbytna aktivace i PKC a kalmodulinem aktivované
kinazy k tomu, aby doslo k vazb¢ receptorové kinazy a receptoru (Mcllhinney a kol., 2004).

Ttida GRK 2 také obsahuje doménu pro pfimou vazbu clathrinu (Ferguson, 2007).
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Obr. ¢. 5 Komplex receptorové kinazy 2

Komplex receptorové kinazy 2 (GRK2) s navazanym GPCR (hnédd), a podjednotkou G
proteinu (tmavé modra) a Py dimerem (modrd a zelend) pii pohledu od plazmatické
membrany (A) a pii pohledu ze strany (B) (upraveno podle Lodowski a kol., 2003a).
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Dalsim krokem je vazba [-arrestinu na fosforylovany GPCR a dal§i potlaceni
signalizace (Lohse a kol., 1992). Existuji ale 1 receptory, které¢ v aktivovaném stavu vazi
arrestin, aniZ by byly fosforylovany jako naptiklad receptor pro leukotrien B4 (Jala a kol.,
2005). V soucasné dobé jsou znamy 4 geny koédujici arrestiny. Arrestin 1 a arrestin 4 jsou
exprimovany pouze v sitnici oka. Zbylé arrestiny se vyskytuji v fad€ dalSich tkani. Arrestin 2
je v literatute také oznacovan také jako P arrestin 1 a arrestin 3 jako [ arrestin 2. Jednotlivé
GPCR se vzajemné odlisuji afinitou k témto zastupclim arrestinti. Zatimco B-adrenergni, p-
opioidni nebo dopaminové receptory typu 1 davaji pfednost vazbé s B arrestinem 2, receptory
pro angiotensin, vasopressin nebo thyreoliberin mezi obéma typy P arrestinii nerozliSuji
(Pierce a kol., 2002; Lefkowitz a Shenoy, 2005).

K potlaceni signalizace pfispivda 1 navdzani enzymi, které degraduji druhé posly
ptislusné signalni drahy, jako je cAMP fosfodiesterdza v piipadé B2-adrenergniho receptoru
(Perry a kol., 2002; Nelson a kol., 2007). Dal§im krokem je vazba proteinii uastnicich se
internalizace receptoru, mezi néz patii napiiklad adaptorovy protein AP2 a tézky fetézec
clathrinu. Vazba arrestinu na clathrin pak vede k presunu komplexu f arrestinu a GPCR do
clathrinem obalenych vchlipenin membrany, zatimco adaptorovy komplex AP2 podporuje
vznik clathrinem obalenych vackl. Proces endocytdozy je ukonen odStépenim vacku
dynaminem, coz je protein s GTPazovou aktivitou, ktery je povazovan za klicovy regulator
endocytozy. Utast enzymu §tépiciho makroergni vazbu je nezbytna z energetického hlediska
pro oddéleni vacku od dvojvrstvy bunéné membrany (Ferguson, 2001). Internalizovany
receptor vSak ziejm¢& neni zcela neaktivni, ale spousti dal$i signdlni kaskady, které jsou
odlisné od signalnich kaskad na plazmatické membrané (Lohse a kol., 2010).

V buiice pak dochazi k fuzi vackl za vzniku €asnych endozémi. V tomto okamziku
mohou byt receptory defosforylovany a opétovné recyklovany na povrch membrany, nebo
postupuji dale do pozdnich endozémt a jsou pak v lysozomech degradovany (Pitcher a kol.,
1995; Krueger a kol., 1997). Pokud je rychlost degradace dostate¢né¢ vysoka, dojde ke snizeni
celkového poctu prislusného receptoru v buiice. Tento proces se nazyvd downregulace. Ne
vSechny receptory, ale musi byt internalizovany, aby doslo k jejich defosforylaci. Ukazuje se,
ze napiiklad B2-adrenergni receptor a TRH-R mohou byt defosforylovany i pfimo na
membrané (Jones a Hinkle, 2005; Tran a kol., 2007).

Kromé¢ internalizace miize mit vazba 3 arrestinu na receptor celou fadu jinych efektt.

Naptiklad v ptipadé TRH-R vede vazba ke zvySeni afinity receptoru pro agonistu (Hinkle a
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Jones, 2008). Arrestiny také mohou iniciovat signalni drahy, kde funguji jako adaptorové
proteiny, coz vede napiiklad k arrestin dependentni aktivaci MAPkindz (DeWire a kol., 2007;
Ribas a kol., 2007).

Fosforylace a internalizace jsou procesy rychlé v fadu vtefin az minut. Naptiklad u
TRH-R byla pozorovéna internalizace jiz po 3-5 minutdch pisobeni agonisty a po
10-15 minutach byl pozorovan znatelny uUbytek receptoru na membrané (Drmota a kol.,
1998a). Podobna dynamika byla pozorovéana také u f2-adrenergniho receptoru (Barak a kol.,
1997). Internalizace G proteinu je naproti tomu zéalezitosti hodin, jako je tomu naptiklad u G

proteint tfidy G/Gui, které jsou spiazeny s TRH-R (Drmota a kol., 1998b; Pesanova a kol.,

1999; Svoboda a Novotny, 2002). Z uvedenych dat je zfejmé, ze pii internalizaci receptoru
dojde k odptazeni receptoru a G proteinu, ktery ziistava na membrané (Svoboda a kol., 1999;
Scarselli a Donaldson, 2009).

Ptfesun receptorii do clathrinem obalenych vackl vSak nemusi byt vzdy doprovazen
aktivaci G proteinu. S pomoci tzv. ,biased” agonisti je mozné aktivovat pouze vazbu
arrestinu a indukovat tak internalizaci bez aktivace G proteind. Na druhou stranu agonisté s
,blasem* pro aktivaci G proteinu mohou tento protein aktivovat a zdrovenl se vyhnout
internalizaci receptoru zprosttedkované arrestinem. Ptikladem mlze byt derivat
angiotensinu II — SII (Kim a kol., 2009).

Pokud stimulace agonistou ustane, at’ uz odstranénim agonisty z prostiedi, nebo
pfidanim antagonisty, vétSinou dochazi k opacnému jevu zvanému resenzitizace. U obou
procesu jak v piipad¢ desenzitizace, tak v piipad¢ resenzitizace zavisi jejich rychlost na typu
GPCR, ale 1 na stupni desenzitizace. Po endocytéze je receptor bud’ navracen zpét na
plazmatickou membrdnu nebo degradovan. Proces ndvratu [B-adrenergniho receptoru na
membranu se odehrava rychle — uz béhem 15 minut, zatimco receptor pro vasopressin typu 2
je navracen o poznani pomaleji (Morrison a kol., 1996; Innamorati a kol., 2001).

Desenzitizace muze byt také zplisobena aktivitou RGS proteintt jako v ptipadé
p-opioidnich receptorti v mozku. Tato desenzitizace mize probihat procesy zavislymi na GAP
aktivit¢ RGS proteinii jako v pfipadé RGS-R4 nebo RGS-Rz, nebo sekvestraci aktivnich a
podjednotek jejich vazbou jako v pripadé RGS-R7. Ten je pravdépodobné také odpovédny

vznik prvotni tolerance k morfinu (Garzén a kol., 2005).
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Organizace bunécné membrany

V minulosti bylo navrzeno nékolik modeld, které mély za ukol popsat strukturu
bunéénych membran a jejich funkci. Pivodnim modelem, od kterého se odviji nase soucasné
predstavy uspofadani membrény, je model tekuté mozaiky. Tento model byl navrZzen v roce
1972. Zakladni ptedstavou je lipidovd dvojvrstva, ve které jsou pfitomny periferni a
transmembranové proteiny. Podle této teorie nema tato struktura Zddnou vyss$i organizaci, ale
je pouze jakousi ,,polévkou, ve které jsou proteiny a ostatni soucasti membrany volné
rozptyleny a k jejich interakci dochazi v disledku ndhodnych srdzek (Singer a Nicolson,
1972).

Pfestoze tento model odpovidal naméfenym termodynamickym datim podstatné 1épe
nez predchozi modely, vyvstal problém. Podle Singer Nicolsonova modelu tekuté mozaiky by
byla totiz efektivita pfenosu signdlu pfes membranu a efektivita interakci membranovych
proteinii nizsi, nez ukazovaly experimenty. Uz béhem 80. let byl navrzen model lipidickych
domén, kdy v ramci plazmatické membrany existuji struktury, které se 1isi svym lipidickym
slozenim a organizaci od okolni membrany (Karnovsky a kol., 1982; Simons a van Meer,
1988).

To vedlo az k teorii takzvanych lipidickych raftl nebo detergent rezistentnich

membranovych domén (DRMs).

Membranové domény

O ptfesném slozeni a struktufe DRMs se stale vedou spory. Jeden z nazort je, ze DRMs
jsou artefakty vzniklé detergentovou extrakci, nicméné byly izolovany domény s velmi
podobnymi vlastnostmi jako DRMs s pomoci nedetergentovych metod (Luria a kol., 2002).
Hlavnim znakem DRMs je, jak nazev napovidéa, jejich nerozpustnost v neiontovych
detergentech. Bunéénd membrana se totiz miZe nachdzet v rGznych fyzikalnich stavech.
Lipidy, z kterych je sloZzena mohou na jedné strané tvofit ,krystalovou® ¢i ,.gelovitou*
strukturu (Lg) nebo tekutinu (L,) na strané¢ druhé. Tato struktura zavisi na fyzikalnich
vlastnostech lipida, které je tvoii, stejné¢ jako na okolnim prostiedi, naptiklad teploté a tlaku.
Lp faze je tvorena lipidy se zbytky nasycenych mastnych kyselin, které jsou k sob& tésné
piiloZeny a tvofi tak strukturu, kde dochazi k minimalni lateralni difzi. Na druhou stranu L,

faze je tvotfena lipidy se zbytky nenasycenych mastnych kyselin a je podstatné méné
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kompaktni. Lateralni difize v ni probiha vysokou rychlosti. Ukazuje se, ze u bunécnych
membran se uplatiiuje jeste tieti stav tzv. usporaddané tekutiny L, (Brown a London, 2000). Ta
se vyznaCuje podobné kompaktnim uspofadanim jako Lg fize a je tvofena stejnymi lipidy.
Préavé tato struktura jim proptjcuje jejich typickou nerozpustnost v neiontovych detergentech.
Lateralni difize v ni vSak probiha téméf stejnou rychlosti jako v L, fazi (Silvius a kol., 1996).

Typickd piiprava DRMs spocivala v inkubaci bunék v pufru obsahujicim
1 % Triton X-100 a nasledné homogenizaci lyzatu. DRMs pak byly izolovany na flota¢nim
kontinualnim gradientu 5 %—30 %, kde ptedstavovaly hornich n€kolik frakci (Brown a Rose,
1992). Tento postup pro zacatek definoval DRMs, ale se zacatkem pouzivani dalSich
detergentli stejné jako s tUpravami postupu bylo potieba piedstavit konkrétni definici
membranové domény. Proto byla v roce 2006 zavedena definice, kterd definuje membranové
domény jako malé (10-200 nm), heterogenni, dynamické domény, které jsou obohacené
steroly a sfingolipidy a které soustfed’uji specifické bunétné procesy. Mal¢ rafty mohou
nekdy vytvaret vEétsi platformy stabilizované protein-proteinovymi nebo protein-lipidovymi
interakcemi (Pike, 2006). Tyto domény muizeme v zasad¢ rozdé€lit do dvou skupin — na
lipidické rafty a kaveoly (Obr. €. 6).

Jak bylo fe¢eno, DRMs maji typické lipidové sloZeni a obsahuji vysoké koncentrace
gangliosidli, sfingomyelinu, ceramidu a cholesterolu (Brown a Rose, 1992; Prinetti a kol.,
2000). Fosfolipidové slozeni lipidové dvouvrstvy je samoziejmé 1 v doménach asymetrické.
Ve vnéjSim listu membrany se nachazi predevsim sfingomyelin a glykosfingolipidy, zatimco
v listu vnitfnim predev§im glycerolipidy jako fosfatidylserin a fosfatidylethanolamin.
Predpoklada se, ze hlavni slozkou dodavajici DRMs rigiditu je pravé -cholesterol
(5-cholesten-33-0l). S vyuzitim fluorescenénich sterold bylo zjisténo, Ze steroly nejsou v
membrané distribuovany rovnomérné, ale tvoti shluky, coz odpovida piedstave, Ze cholesterol
je sousttedén prevazné do membranovych domén (Zhang a kol., 2005). Cholesterol obsahuje
tetracyklickou kostru sjednou hydroxylovou skupinou a navazanym flexibilnim
uhlovodikovym fetézcem isooktylu. Tato skupina zajiStuje cholesterolu jeho amfifilni
charakter a spravnou orientaci jeho molekuly v membrané. VSechna cyklicka jadra se
nachazeji v konformaci trans, coz zptisobuje, ze molekula cholesterolu ma planarni strukturu.
Bylo ukazano, Ze ptidani planarnich molekul cholesterolu do umélé lipidové dvojvrstvy snizi

pohyblivost molekul ostatnich lipid az o 50 % (Ladha a kol., 1996).
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Lipidicky raft

o F 1 E s 1

Kawveolin

s, ; . :' 'f: ; '-"-:: '-::' g Fosfolipid
5

Sfingolipid

Cholesteral

Obr. ¢. 6 Model struktury lipidickych rafta a kaveol
V ramcei plasmatické membrany lze rozliSit minimalné¢ dva typy membranovych domén —

kaveoly a lipidické rafty.
(upraveno podle Galbiati a kol., 2001)
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Cholesterol vypliuje prostor mezi jednotlivymi fetézci a diky své planarni struktufe brani
pohybu do stran. Na druhou stranu bylo prokdzdno, ze smés lipidl obsahujici nasycené a
nenasycené mastné kyseliny bez ptitomnosti cholesterolu vytvoti dvé faze a dojde ke vzniku
makroskopickych domén. Pokud se ovSem ke smési ptfidd cholesterol, tyto makrodomény
postupné zanikaji se zvySujici se koncentraci cholesterolu za vzniku nanoskopickych domén
(Feigenson a Buboltz, 2001). Také se ukazuje, ze v pfipadé membran s velmi vysokou
koncentraci sfingolipidli nema koncentrace cholesterolu velky vliv a tyto membrany nejsou
pIn€ rozpustné Tritonem X-100 (Schroeder a kol., 1994). Podobné vysledky byly ziskany 1 na
membranach izolovanych z bun¢k hovéziho hippokampu (Pucadyil a Chattopadhyay, 2004).
Zda, zZe existuji rozdily ve struktuie v rdmci jednotlivych DRMs — cholesterol neni vazan v
doméné vSude stejnou silou a nejslab&ji je vazan ve zranitelnéjSich hrani¢nich zdénach
(Schwille a kol., 2004). Nicméné¢ je jisté, ze deplece cholesterolu z plazmatické membrany
zpusobi ztratu nékterych proteini z DRMs. Cholesterol je mozno odstranit napifiklad pomoci
cyklodextrinti, filipinu nebo cholesterol oxiddzy (Christian a kol., 1997; Gimpl a Gehrig-
Burger, 2007).

Dalsim lipidem, ktery se nachazi prevazné v DRMs, je PIP,, ktery hraje daleZitou ulohu
v signalizaci s pomoci Gya a G proteini a také pfi regulaci cytoskeletu (Pike a Casey,

1996; Liu a kol., 1998; Sheetz, 2001).

DRMs se od vétSinové ¢asti membrany 1i8i také typy proteint, které se v nich nachazeji
nebo jsou s nimi asociovany. Proteiny, které se zde vyskytuji, jsou predev§im proteiny
s glykosylfosfatidylinositolovou (GPI) kotvou, tyrosinové kinazy predev§im z rodiny Src,
kaveolin, flotilin, acylované proteiny, RGS, endothelidlni NO syntdza a podjednotky G
proteinii (Lisanti a kol., 1994b; Insel a kol., 2005). Membranové domény obsahuji také velké
mnozstvi cytoskeletalnich proteinti jako jsou aktin, tubulin, supervilin, myosin a actinin,
stejné jako proteiny regulujici prestavbu cytoskeletu, naptfiklad Cdc42 a Wiskott-Aldrich
syndrome protein (Chichili a Rodgers, 2009; Sheetz, 2001). V mnoha ptipadech obsahuji
lipidické rafty i GPCR receptory jako GABAgp receptor, nebo receptory pro endothelin,
bradykinin a gonadotropin uvoliujici hormon. Nékteré GPCR receptory se zase nachazeji
exkluzivné mimo membranové domény (receptor pro TRH nebo Bradykinin B1) a u jinych se
1i8i jejich lokalizace v zavislosti na jejich aktivaci (Chini a Parenti, 2003; Rudajev a kol.,

2005).
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Bylo prokazano, ze alesponi u nékterych receptorti hraji fyzikalni vlastnosti membrany
podstatnou ulohu pfi jejich aktivaci. Pti pokusech s rhodopsinovym receptorem bylo zjisténo,
ze pti jeho aktivaci v rekonstituovanych membranach, které obsahuji vyluéné lipidy se zbytky
nasycenych mastnych kyselin, je jeho aktivace vyrazné nizsi, neZ kdyz membrana obsahovala
1 lipidy tvofici hexagondlni fazi. Tyto zmény nebyly zavislé na konkrétnich lipidech, ale
pouze na jejich fyzikdlnich vlastnostech. Tato skute¢nost pravdépodobné piimo souvisi se
zménami konformace receptoru béhem aktivace a jejich stabilizaci s pomoci ptilehlych lipidi
(Brown, 2010).

Rozdily v aktivité urcitych proteinli jsou 1 mezi jednotlivymi typy membranovych
domén, naptiklad NO syntaza je soucasti DRMs, ale jeji lokalizace do kaveol zptisobuje jeji
inhibici (Sowa a kol., 2001).

Vznik DRMs neni zatim zcela objasnén. PrestoZze se pomoci pokusii na umélych
membranach podafilo zjistit, Ze oblasti s podobnou charakteristikou, jako maji membrany,
vznikaji ve smési fosfolipidi spontanné, podle dalSich studii se jejich vzniku Ucastni i
proteiny, které jsou v nich pozdé€ji obsazené (Dietrich a kol., 2001; Epand, 2004). Také neni
jasné, zda DRMs vznikaji az v plazmatické membran¢, nebo jiz ve vnittnich organelach.
Prestoze jiz byly identifikovany detergent rezistentni struktury obsahujici markery DRMs v
Golgiho aparatu, ukazalo se, ze maji unikatni sloZeni, které se 1i8i od DRMs v plazmatické

membrané (Gkantiragas a kol., 2001).

Teorie stésnani makromolekul (Macromolecular crowding)

Kromé teorie DRMs existuje jeste dalsi teorie vysvétlujici vysokou efektivitu interakci
— tzv. "macromoecular crowding". Jednim z opomijenych aspekti bunééného prostredi je
skutecnost, Ze obsahuje obrovské mnozstvi makromolekul. Pfi velmi vysokych koncentracich
makromolekul v roztoku, jako napft. proteiny v bufice, se méni jejich vlastnosti. Pfitomnost
velkého mnozstvi makromolekul sniZzuje dostupnost rozpoustédla pro jiné makromolekuly,
¢imz efektivné dochazi ke snizovani objemu, ve kterém reakce probihaji a zvySovani
efektivnich koncentraci a chemické aktivity danych molekul. Diky tomu pak dochézi ke
zménam v fadech a rovnovaznych konstantach reakci a dochazi k preferenci asociace

makromolekul. Tato teorie se s teorii DRMs vzajemné nevylucuji, ale doplnuji (Ellis, 2001).
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Kaveoly

Pfestoze termin “membranové domény” je pomérné recentni, byly prvni membranové
domény pozorovnay uz v 50. letech s pomoci elektronového mikroskopu v endotelidlnich
buinikach. Jevi se jako malé invaginace lahvovitého tvaru v membrané, o priméru asi
50-100 nm v nejs$irSim bodé, které jsou spojené s membréanou, popiipadé tvoii malé méchyrky
nachazejici se tésn¢ pod membranou. Podle svého tvaru dostaly jméno kaveoly (Yamada,
1955). Nachazeji se v mnoha typech bun€k, nicméné jsou ve znaéném nadbytku pfitomny v
adipocytech, endotelidlnich bunikach, epitelidlnich bunkach a buiikach hladkého a piicné
pruhovaného svalstva. Slouzi také jako prostfedek pro transcytdzu, potocytdézu a transport
cholesterolu, ale také jako brana pro vstup nekterych virti do buné¢k (Anderson, 1998).

Zakladni slozkou kaveol je protein kaveolin (Rothberg a kol., 1992). Jednd se
o integralni membranovy protein, ktery ma v monomerni podob& hmotnost 17-24 kDa. Dosud
byly identifikovany ¢tyfi izoformy kaveolinu la (24 kDa), 1b (21 kDa), 2 (20 kDa)
a 3 (17,2 kDa). Kaveoliny 1 a 2 jsou obsazeny hlavné v adipocytech a endotelidlnich bunkéach,
zatimco kaveolin 3 se nachazi pouze ve svalové tkani (Fielding a Fielding, 2000). Nejlépe
charakterizovany je kaveolin 1. Je to monomerni integralni palmitoylovany protein, ktery ma
pievazné strukturu a helixu a jak C-konec, tak 1 N-konec jsou orientovany do cytoplazmy. Ve
sttedni Casti se nachazi 33 hydrofobnich aminokyselin tvoficich vlasenku, ktera prochazi
membranou (Fernandez a kol., 2002). C-konec kaveolinu je palmitoylovan a N-konec je
zodpovédny za vazbu bilkovin, v€etné¢ G proteinli, Src-kinaz a PKCa (Dietzen a kol., 1995;
Lisanti a kol., 1997a; Okamoto a kol., 1998).

Samotny kaveolin interaguje s nékterymi proteiny signalnich drah, jako je NOsyntaza,
PKCp, PKCa a adenylylcyklaza a ovliviiuje jejich aktivitu (Stubbs a kol., 2005; Allen a kol.,
2009). Kaveolin také negativné ovlivituje aktivitu serin/threoninovych a tyrosinovych kinaz
(Lisanti a kol., 1997a). Také je schopen vazat voln¢ a podjednotky Gy, Giz a Gi, proteind, a
tak snizovat jejich aktivitu, ¢imz mtize pfispivat k procesu desenzitizcace (Lisanti a kol.,
1997b; Murthy a Makhlouf, 2000). Na druhou stranu kaveolin 1 také muze posilovat
signalizaci ptes GPCR. V pfipad€¢ serotoninovych recetori 2A kaveolin interaguje s
receptorem a podporuje tak interakci recetoru s G proteinem (Bhatnagar a kol., 2004).
Kaveolin 1 se skladd do heptamert, které pak slouzi jako zdkladni stavebni jednotka

kaveolinovych filament (Obr. €. 7).
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Membrana
Obr. €. 7 Struktura kaveolinu a kaveolinovych Fetézci v plasmatické membriné

Kaveoly jsou v plazmatické membrané obaleny fetézci (A) sloZzenymi z heptametrti kaveolinu
(B) (upraveno podle Fernandez a kol., 2002).
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Nezda se, ze by kaveolin hrél roli v udrzovani tvaru kaveol, nicméné je mozné, ze k
udrzeni tvaru a pozice kaveol navic pomahd interakce kaveolinu s cytoskeletem (Fernandez a
kol., 2002). Kaveolin 1 totiz specificky vaze protein filamin, ktery je zodpovédny za vazbu a
stabilizaci aktinovych filament (Stahlhut a van Deurs, 2000). Diky tomu jsou kaveoly pevné
piivazany k cytoskeletu. Filamin také reguluje internalizaci a transport kaveol (Sverdlov a
kol., 2009). Typicky maji kaveoly tvar feck€ého pismene omega, ale jsou zndmy i typy kaveol,
které jsou ploché nebo tvoii uzké trubice (Smart a kol., 1999; Gumbleton a kol., 2003).

Dalsi diilezitou ulohu hraji kaveoly pfi regulaci hladiny cholesterolu v buiice. Kaveoly
stejné jako mnohé dal§i membranové domény, obsahuji vysoké mnozstvi cholesterolu a
pienaseji ho mezi plazmatickou membranou a endoplazmatickym retikulem. Bylo prokazano,
ze k formaci kaveol dochazi jiz v Golgiho aparatu. Nicméné mnozZstvi cholesterolu ptimo
reguluje transport kaveol, protoze pti nizkych hladindch cholesterolu v bufice nedochazi k
expozici kaveol do plazmatické membrany (Pol a kol., 2005; Le Lay a kol., 2006). Piesto se
ukazuje, Ze kaveolin s cholesterolem interaguje jen velmi slabé a jeho sekvestrace do kaveol
je pravdépodobné fizena jinymi proteiny s nimi asociovanymi (Epand a kol., 2005).

Kaveoly hraji velkou roli pfi modulaci aktivity G proteinii a pii prenosu signalu do
buiiky, protoze shromazd'uji mnozstvi signalnich molekul. V kaveolach jsou obsazeny k, 6 a p
opioidni receptory, B2-adrenergni receptory, receptory pro endothelin a dalsi (Chun a kol.,
1994; Navratil a kol., 2003; Head a kol., 2005; Patel a kol., 2006; Zhao a kol., 2006; Xu a
kol., 2006). Krom¢ toho obsahuji proteiny, jako jsou Src kinazy, endotelialni NO syntadzu a
proteiny MAPkinazove drahy (Lisanti a kol., 1994b). Také zde byly prokazany G,a proteiny
zatimco Gjo a Gga jsou sice pritomny v DRMs, ale nikoliv v kaveolach (Oh a Schnitzer,
2001). Jiné studie, ale ukazuji ze kaveoly hraji ulohu pii desenzitizaci G proteinii a jsou
nezbytné pro internalizaci G proteinti (Li a kol., 1995; Allen a kol., 2009). Neni zcela jasné,
jakym mechanizmem je toto smérovani zajiSténo, ale zdd se, Ze hlavni roli hraji lipidové
modifikace, nebo protein-proteinové interakce, jako vazba kaveolinu a Ga podjednotky. V
piipadé, ze v membrané nejsou kaveoly ptfitomné, jsou vSechny trimerni G proteiny
lokalizovany v jinych typech membranovych domén. Hlavnim rozdilem pfi lokalizaci G/G1
do kaveol nebo jinych membranovych domén je, ze v kaveolach jsou a podjednotka a [y

komplex disociovany. V ostatnich membranovych doménach se trimerni G proteiny nachdzi v

asociovaném stavu (Oh a Schnitzer, 2001).
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Cytoskelet

S problematikou DRMs je uzce spojena problematika cytoskeletu. Jak jiz bylo uvedeno,
lipidické rafty 1 kaveoly obsahuji jak proteiny ucastnici se regulace cytoskeletu, tak 1 pfimo
strukturni proteiny (Stahlhut a van Deurs, 2000; Sheetz, 2001). Zda se, Ze cytoskeletalni
proteiny zvysuji stabilitu DRMs. Naptiklad v intaktnich MDCK bunikach nevedla ani 70%
deplece k uvolnéni markert membranovych domén. V homogenatu téch samych bun¢k vSak
postacuje k uvolnéni jiz 50% deplece cholesterolu, coz poukazuje na stabilizaci DRMs
strukturou, kterd je pfi homogenizaci porusena, coZz by mohl byt pravé cytoskelet (Schuck a
kol., 2003).

Je také mozné, Ze cytoskelet je pfimo zodpovédny za vznik DRMs. Pii interakci
aktinovych filament s membréanou obohacenou o PIP, dojde k separaci membranovych lipidi
do rozdilnych fazi. Pi1 interakci s lipidovou dvojvrstvou dochéazi ke zvySeni organizace lipidi
v misté interakce a to mizZe teoreticky vést az ke vzniku L, faze, kterd je jednim ze zdkladnich
znakit DRMs (Liu a Fletcher, 2006).

Cytoskelet se také ptimo podili na cileni proteintt do DRMs nebo vét§inové membrany,
coz bylo prokéazano naptiklad u Src kinaz nebo komponent adenylylcyklazové signalni drahy
(Head a kol., 2006; Chichili a Rodgers, 2007). Déle také piimo ovlivituje i€innost signalizace
iniciované GPCR. NaruSeni aktinovych filament a mikrotubulli vede ke zméné organizace
signalni drahy B2-adrenergniho receptoru, jeji reorganizaci a prekvapiveé k posileni produkce
cAMP indukované ligandem, stejné jako v ptipadé¢ SHT-1A receptoru vede k posileni aktivace

G4a proteinu (Head a kol., 2006; Ganguly a kol., 2008).

Dlouhou dobu bylo otazkou, pro¢ jsou difizni koeficienty molekul lipidi naméfené v
bunéénych membranach 10-100% niz$i nez koeficienty naméfené v rekonstituovanych
membranach. Dalsi otdzkou bylo, pro¢ v ptipadé oligomerizace molekul dojde k podstatné
vét§imu propadu jejich mobility nez by bylo mozné o¢ekavat v dvourozmérné kapaliné nebo
dokonce k jejich imobilizaci (Nelson a kol., 1999; Hegener a kol., 2004). S rozvojem
technologii se stalo moznym sledovat pohyb jednotlivych molekul ve velmi kratkych Casech.
Tato pozorovani ukézala, ze molekuly v bunéné membrané¢ se na del§i vzdalenosti
nepohybuji obycejnym Brownovym pohybem, ale jejich pohyb je rozdélen do dvou fazi. V
jedné tazi se molekula po urcitou dobu pohybuje v malé ohrani¢ené oblasti a ve druhé dojde k

jejimu pteskoku do jiné oblasti, kde se opét po ur¢itou dobu zdrzuje. V ramci téchto oblasti se
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pak molekula pohybuje klasickym Brownovym pohybem. Celd membrana je tak vlastné
rozdélena na mald policka, ve kterych je mozna difuze a mezi kterymi je prechod relativné
energeticky naro¢ny (Fujiwara a kol., 2002; Kusumi a kol., 2004). Jednou z moznych pticin
tohoto déleni mohou byt praveé vldkna cytoskeletu. S membrénou asociovana vlédkna tvofi na
intracelularni strané¢ membrany hustou sit. Takovato sit’ se samoziejmé projevi na pohybu
molekul v plazmatické membrané a mohla by vysvétlit nékteré pozorované jevy ohledné
pohybu molekul. Interakce membranového proteinu s jinym proteinem na cytoplazmatické
stran¢ pak muize vést k imobilizaci nebo zpomaleni difize dané¢ho proteinu jednoduchou
mechanickou cestou, kdy cytoskelet zacne piedstavovat vétsi prekazku. Stejné tak by v
piipad€ oligomerizace fungoval cytoskelet jako brzda pohybu. Z méfeni vyplyva, Ze primér
poli, do kterych je rozd€élena membrana, zavisi kromé typu pozorované¢ molekuly také na typu
buiiky a pohybuje se v tadech desitek az stovek nanometri. Pfi pokusech s depleci
cholesterolu z buné¢nych membran bylo zjisténo, ze po depleci dochazi ke zmenSeni téchto
poli a ke snizeni rychlosti difize molekul v membrané (Kusumi a kol., 2004). Tato zjiSténi
jsou v souladu s efektem deplece cholesterolu na aktinovéa filamenta. Deplece cholesterolu
totiz vede k aktivaci malych G proteinli z rodiny Rho s pomoci specifickych Src kinidz a
fosforylaci kaveolinu. Tyto dva d€je pak spolecné spousti tvorbu stresovych aktinovych
vlaken (Qi a kol., 2009).

Je tedy zifejmé, ze deplece cholesterolu neovliviiuje signalizaci pies GPCR pouze

zménami ve struktufe DRMs, ale 1 s pomoci zmén ve struktufe cytoskeletu.
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Materialy a metody

Chemikalie

Fura 2-AM, Amplex Red Cholesterol kit a ProLong Gold médium byly ziskdny od
firmy Molecular Probes. Percoll byl zakoupen od GE Healthcare Bio-Sciences AB. Protilatky
byly ziskdny od firmy Sata Cruz Biorechnology. Radioaktivné znacené ligandy byly
zakoupeny od Amersham-Pharmacia Biotech, ["H]TRH byl ptipraven Dr. Cernym z Ustavu
organické chemie a rostlinné fyziologie AVCR. Vsechny ostatni chemikalie byly dodany

firmou Sigma-Aldrich nebo Invitrogen-Gibco v nejvyssi dostupné Cistote.

Kultivace bunék

VSechny klony HEK 293 buné€k — linie stabilné exprimujici TRH-R spojeny s
vylepSenou formou zelené¢ho fluorescenéniho proteinu (VITGP) a buiky exprimujici TRH-R
(E2) — byly péstovany v Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM) doplnéném o 8 %
Newborn Calf Serum (NCS) a geneticin (800 pg/ml) pii 37 °C ve vlhké atmosfére s 5 % CO,.
Ke kultivaci byly pouzity kultivaéni lahve Nunc s plochou dna 80 cm’. Po dosazeni 80%
pokryti dna bunikami bylo médium odsato a buiky proplachnuty PBS (136,89 mM NaCl,
2,68 mM KCl, 1,47 mM KH,PO,, 8,1 mM Na,HPO,, pH 7,2y Poté byly bud’ rozdéleny do
vice inkubacnich lahvi nebo mechanicky sklizeny.

Linie bun¢k exprimujicich TRH-R a Gjo (E2M11) byla péstovana stejné jako v
predchazejicim ptipad€, pouze bylo médium doplnéno o hygromycin B (200 pg/mL). Pti
pasazovani byly bunky po promyti s PBS inkubovany pét minut s roztokem 0,1 % trypsinu a
0,5 mM EDTA v PBS, aby doslo k jejich oddé€leni od podkladu a mezi sebou. Suspenze pak
byla pfenesena do konické zkumavky o objemu 15 ml a centrifugovana po dobu 3 minut pfi
1800xg. Supernatant byl pak odsat a buniky resuspendovany v DMEM a rozdéleny do novych
kultivacnich lahvi nebo nasazeny na kryci sklicka.

P11 sklizeni byly buiiky po proplachnuti PBS mechanicky sklizeny do ledového PBS a
centrifugovany po dobu 10 minut pii 1800%g v 50 ml kénické zkumavce. Supernatant byl pak

odsat a bunky ihned zamrazeny v tekutém dusiku a uchovavany pfti -80 °C.
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Pro fluorescenéni méteni byly buiikky napéstovany na krycich sklickach potazenych
roztokem poly-L-lysinu o koncentraci 0,1 pg/ml ve vod¢. PotaZzena sklicka byla vloZena do
Petriho misek o priméru 92 mm a piekryta stejnym médiem jako v ptipad¢ kultivacnich lahvi.
Pak byla na kazdé sklicko nanesena suspenze bun¢k tak, aby v dob& experimentu dosahly

buiiky spravné hustoty pokryti.

Stanoveni koncentrace bilkovin

Bilkoviny byly stanoveny modifikovanou metodou podle Lowryho (Lowry a kol. 1951).
Do zkumavek bylo napipetovano 10 pl postnukledarniho supernatantu nebo percollovych
membran a doplnéno do objemu 500 pl deionizovanou vodou. Poté byl ke vSem vzorkiim
pfidan roztok slozeny z roztokit A (2 % Na,COs v 0,1 N NaOH), B (2 % Na, K-Tartrate) a C
(1 % CuS04.5H;0) v poméru 50:1:1. Po 15 minutové inkubaci pak bylo piidano 150 pl
Folinova ¢inidla natedéného v poméru 1:1 s deionizovanou vodou, vzorek protiepan a
inkubovan dalSich 30 minut. BEhem inkubace byl vzorek prenesen do spektroskopické kyvety
a presn¢ po 30 minutach inkubace zméfena jeho absorbance na spektrometru Perkin-Elmer

MBA 2000 pii vlnové délce 700 nm.

Deplece cholesterolu

Pro depleci cholesterolu z bunc¢k jsme pouZili roztok 10mM B-cyclodextrinu (CDX)
rozpustéeného v DMEM bez ptidaného séra. Buniky byly inkubovany s timto roztokem po
dobu 30 minut pfi 37 °C v atmosféfe s 5% CO,. Poté bylo médium odsato a bunky
proplachnuty vyhiatym PBS. Dale bylo PBS bud’ ihned nahrazeno DMEM bez ptfidaného séra
a buiiky byly okamzité pouZzity pro experiment, nebo byla provedena fixace bunck. V piipadé
méfeni Ca®” odpovédi bylo DMEM nahrazeno pufrem A (160 mM NaCl, 2,5 mM KCL, 1 mM
CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM glukéza, 10 mM HEPES, pH 7.2). Obsah cholesterolu byl urc¢en

pomoci enzymatické reakce za pouziti Amplex Red Cholesterol kit.

Stanoveni obsahu fosfolipidi v plazmatickych membranach
Ke stanoveni hladiny fosfolipidi v plazmatické membrané byla pouzita kolorimetricka
metoda zaloZena na thiokyanatanu Zeleznatém (Yoshida a kol., 1980). Ke vzorku izolovanych

membran o objemu 50 pl bylo pfidano s 50 pl absolutniho etanolu a smés byla zahfata na
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60 °C na dobu 5 minut. Pak bylo ptidano 125 pl reagens s thiocyanatanem zeleznatym (0,97 g
Fe(NOs)s, 15,2 g NH4SCN, doplnéno H,O do 100 ml) a 75 ul 0,17M HCI a tento roztok byl
inkubovan po dobu 5 minut pii 37 °C. Pak bylo ke smési ptidano 750 ul 1,2-dichlorethanu a
smé&s 2 minuty tfepan. Poté vzorek centrifugovan 5 minut pi1 200xg a odebrdna spodni frakce
a zméfena jeji absorbance pii 470 nm ve sklenéné kyveté na spektrometru MBA 2000 od
firmy Perkin Elmer. Koncentrace fosfolipidii pak byla stanovena na zéklad¢ srovnani se

standardy.

r 14 . 14 2+ W .
Sledovani hormonem indukované Ca” odpovédi

Bunky narostlé na krycich skli¢kdch byly pti dosazeni 80 % konfluence vyjmuty z
Petriho misky s kultivaénim sérem a promyty pufrem A. Poté byly pfemistény do Petriho
misek s pufrem A o teplot¢ 37 °C s ptfidanou ImM Fura 2-AM a inkubovany po dobu
60 minut pi1 pokojové teploté. Poté byla sklicka opét promyta pufrem A a umisténa v
komtirce invertované¢ho epifluorescencniho mikroskopu (Olympus IX 50 s 40x objektivem s
olejovou imerzi) na platformé umoziujici regulaci teploty. Teplota byla snimana pifimo z
komurky. Experimentdlni méfeni bylo provadéno pii celkem tiech riznych teplotach 15 °C,
25 °C a 37 °C. Fluorescenéni obrazky zmén [Ca®']; byly ziskany z emise 505 nm pfi sttidavé
excitaci Fura 2-AM svétlem o vinovych délkach 340 nm a 380 nm. Zména osvétleni byla
kontrolovéna pocitacem (Polychrome II a Micromax hardware a software Metafluor) a data
uloZena pro pozdéjsi analyzu. Jeden par obrazkl byl pofizen kazdé 2 vtefiny. Po odecteni
pozadi byl spocitin pomér mezi intenzitou fluorescence pii 340 nm a 380 nm. Testované
hormony byly aplikovany pii uvedenych koncentracich pfimo na experimentalni skupinu
bunék ze spolecného vyusténi osmi hadicek napojenych na zasobniky s testovacimi roztoky.

Ty byly aplikovany otevienim elektronickych ventild.

Konfokalni fluorescencni mikroskopie (CLSM)

Buiiky E2M11 byly v nizké hustoté nasazeny na kryci sklicka potazené poly-L-lysinem
48 hodin pfed pokusem. V den pokusu bylo odstranéno kultivaéni médium a bunky
proplachnuty PBS o teploté 37 °C. Poté byly buiiky ovlivnény B-cyclodextrinem. Poté byly
buiiky opét proplachnuty PBS a zafixovany ve 4 % paraformaldehydu v PBS po dobu

15 minut pfi 37 °C. Po fixaci byl paraformaldehyd odsan a vzorky ponofeny na dobu
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15 minut do roztoku 0,05 % Nonidet P-40 v PBS doplnéném o 5 % kozi sérum a 1 % bovinni
sérovy albumin (NGB), aby doSlo k permeabilizaci bunééné membrany. Nasledné byly buinky
ttikrat promyty PBS s 10mM glycinem. Poté byly k bunkam pfidany primarni protilatky proti
G,/Gi10 nafedéne v NGB v poméru 300:1. Vzorky pak byly inkubovany po dobu 1,5 hodiny
pi1 37 °C v inkubdtoru. Po ukonceni inkubace byly opét tiikrat promyty v PBS s 10 mM
glycinem. Poté byl ke vzorkim pfidan roztok sekundéarnich protilatek (kozi proti kralici
protilatky spojené s FITC) v NGB natfedénych v poméru 1:3000 pro vizualizaci proteinu.
Vzorky pak byly inkubovany 1 hodinu opét pfi 37 °C. Po ukonceni inkubace nasledovaly
dalsi tfi promyti v PBS s 10mM glycinem. Vzorky pak byly zality ProLong Gold médiem,
piekryty krycimi skli¢ky a analyzovany s konfokalnim mikroskopem Leica (TCS SP2 AOBS)
s pouzitim argon-kryptonového laseru s excitacni vinovou délkou 488 nm pii nastavené emisi
518 nm.

V piipadé pozorovani zZivych bunék, byly tyto bunky po inkubaci s B-cyclodextrinem
promyty v PBS o teploté¢ 37 °C a vloZzeny do komirky a ta doplnéna DMEM bez séra.
Komirka byla umisténa na vyhtivanou platformu (37 °C) invertovaného konfokalniho
mikroskopu Leica TCS SP2 AOBS. Pro excitaci eGFP byla pouzita vinova délka 488 nm a
pro detekci opét 518 nm. Velikost §té€rbiny byla nastavena na 1 Airy pro zobrazovaci pokusy,
ale pro pokusy FRAP byla jeji velikost nastavena na 1,6 Airy pro dosaZeni lepSiho poméru
signal/Sum. Jako objektiv byl pouzit Plan-Apochromat 100x (1,4NA) objektiv s olejovou
imerzi vyhfivany na 37 °C, nebo apochromat 63x s vodni imerzi. Pro snimani sérii obrazli
pokryvajicich celou bunku v Z-ose byly fezy vzdaleny 0,5 pum od sebe. Celd série byla

nasnimana kazdych 5 minut.

Metoda FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)

Pro experimenty s FRAP byly pouZzity bunky pé&stované na krycich sklickach pokrytych
poly-L-lysinem. K experimentim byl pouZit konfokalni mikroskop Leica TCS2 AOBS
zaloZeny na invertovaném mikroskopu Leica. Sklicko s buiikami bylo umisténo do vyhiivané
komirky o teploté 37 °C a s atmosférou s 5 % CO,. Z kazdého experimentu byly pofizeny
zaznamy Casovych sérii. Kazdd série se skladala z 50 snimkd, nasledovanych 5
vysvécovacimy pulzy, kdy nedochizelo k zaznamu obrazu, a dale 250 snimki

zaznamenavajicich navrat fluorescence. VSechny snimky a pulzy byly od sebe vzdéaleny
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870 ms. Snimky byly potfizovany v 12bit hloubce Sedi s rozliSenim 512x512 pixeli rychlosti
800 Hz. Vysvécovaci pulzy byly provedeny laserovymi paprsky o vinovych délkach 458 nm,
476 nm a 488 nm o maximalni intenzit¢ (5 mW, 5 mW a 20 mW). Vlastni experiment byl
proveden na fluorescencni periferii buniky reprezentujicim plazmatickou membranu. Na ni
byla vybrana oblast z4jmu (region of interest — ROI). Z praktickych divodi méla oblast tvar
¢tverce. Ta byla béhem vysvécovacich pulzii vybélena. S vyjimkou vysvécovacich pulzl byl
po celou dobu zaznamendvan obraz cel¢ buiky, na které byl provadén experiment, dalsi
buniky, ktera slouzila jako kontrola pro urceni vysvécovani fluoroforu béhem snimani, a jejich
okoli. Data pak byla extrahovdna z obrazkt s ,light* verzi Leica confocal software. K
vyhodnoceni navratu fluorescence pak byly pouzity hodnoty intenzity pixelli nachéazejicich se
v ROL

Pro umoZnéni pfesnéjsi analyzy dé&ji byly zvoleny tfi rizné velikosti ROI o plose 4, 9 a
36 unr’. Z technickych diivodi nemohly byt pouzity mensi oblasti.

Ziskana data byla nejprve korigovdna na vysvécovani na zdklad¢ udaji ziskanych z
druh¢ bunky ve snimaném poli, ktera ale nebyla podrobena experimentu. Od namétenych
hodnot bylo také odecteno pozadi, které bylo ziskano z tychz snimkd.

Nejprve byla z naméfenych hodnot vypocitdna mobilni frakce podle rovnice:

Mf (g-1y)

a-1,)

kde Ig je konecna hodnota navracené intenzity fluorescence, Iy je intenzita fluorescence
tésné po vybéleni a I; plivodni intenzita. Mobilni frakce udava procento pliivodni intenzity
fluorescence na, kterou se vratila po vysvéceni v Case, kdy navratova kiivka doséhla svého
plato.

Pro ucCely prezentace byla data normalizovdna bud’ jako procenta z intenzity pied

vysvécovanim nebo podle rovnice:

1

b frap(t) / frap(bleach)
@) frap(norm) b

frap(pre) / frap(bleach)
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kde 54, ) je intenzita v Case t, Ljqp pieacn) J€ Intenzita pii prvnim snimani po vybéleni a
Liap (ore) j€ plivodni intenzita pred snimanim.

Poté byla normalizovana data prolozena funkci:

2

[:[max 1_ "

3) o’ +4nD,,, !

Kde 7I,..¢ je intenzita po navratu fluorescence, o je Sitka vybélené oblasti a ¢ je Cas. S
pomoci této rovnice tak dostaneme D,y kterd vypovida o zjevné rychlosti difize v daném
ROI. Vysledné hodnoty byly zpriimérovany a pro kazdou variantu bylo provedeno celkem 30

méteni rozdélenych do 3 nezavislych pokusi.

Internalizace receptoru

Buriky narostlé na krycich skli¢kach byly zbaveny cholesterolu, jak bylo popsano diive,
nebo ponechany 30 minut v DMEM bez séra. Pak bylo do média ptiddno TRH, aby jeho
finalni koncentrace byla 1uM. Buiiky byly poté inkubovany s TRH po dobu 1, 5, 10, 15, 30
nebo 60 minut tak, ze celkovy Cas jejich expozice DMEM bez séra byl stejny. Po inkubaci
bylo médium okamzit¢ odsato, bunky proplachnuty PBS a okamzit¢ zafixovany s
4% paraformaldehydem pti 37 °C po dobu 15 minut. Poté byly opét promyty PBS a zality
ProLong Gold médiem.

Priprava lehkych vezikulii a plazmatickych membran

PIn€ narostlé bunky z 9 lahvi byly mechanicky sklizeny, centrifugovany a odebran
supernatant. Bunky pak byly resuspendovany do ledové chladného TME pufiu s blokdtorem
proteaz (Complete Cocktail, Roche) a homogenizovany v tésném sklo-teflonovém
homognizéatoru Braun pod dobu 5 minut. Vznikly homogenat byl centrifugovan pti 350xg po
dobu 3 minut. Mezi tim byl pfipraven zjednoduSeny sachardzovy gradient skladajici se z 9 ml
40% sacharozy ptevrstvené 18 ml 25% sachardézy. Na ten pak bylo navrstveno 5 ml
supernatantu ziskaného z homogenatu. Tento gradient pak byl centrifugovan 1 hodinu pfi
100000%g v rotoru SW28. Po centrifugaci doslo k vytvofeni dvou opaleskujicich vrstev, kdy

horni vrstva predstavuje lehké vezikuly a spodni vrstva plazmatické membrany. Ob¢ vrstvy
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byly odebrany a opét resuspendovany v TME pufru. Poté byly zcentrifugovany 1 hodinu pfi
110000%g na rotoru SW41. Pak byl z kyvet odebran supernatant a pelet resuspendovan v
piiméfeném mnozstvi homogeniza¢niho pufru. Pak bylo v ziskanych vzorcich stanoveno

mnozstvi proteinu a cholesterolu.

Izolace plazmatickych membran

Bunky byly homogenizovany v tésném sklo-teflonovém homogenizatoru po dobu
7 minut na ledu. Bunéénd drt’ a jadra byla odstranéna centrifugaci po dobu 10 minut pii
1000xg a 3 ml vzniklého postnukledrniho supernatantu bylo naneseno na 20 ml Percollového
roztoku (30 % w/v) v STME pufru (250mM sachar6za, 20mM TRIS, 3mM MgCl,, ImM
EDTA, pH 7,5) umisténého v polykarbonatové kyveté. Po 20 minutové centrifugaci pii
65,000xg v Beckman Ti 70.1 rotoru byla odebrana vrchni vrstva obsahujici plazmatické
membrany a nafedéna v poméru 1:3 s TNEM pufrem (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 3 mM MgCl,, pH 7,5). Nasledovna centrifugace pii 150000xg po dobu 90 min v
Beckman Ti 70.1 rotoru umoznila pohodIné¢ oddéleni membran od kompaktniho gelovitého
sedimentu Percollu. Takto ziskané membrany pak byly ru¢né rehomogenizovany v malém

mnozstvi TNEM pufru a okamzité¢ zmrazeny v tekutém dusiku a uchovavany pii —80 °C.

Izolace detergent rezistentnich membranovych domén

Pro izolaci membranovych domén jsme pouZili neiontovy detergent 1 % Triton X-100.
Kontrolni nebo CDX ovlivnéné buiiky ze Sesti 80 cm” kultiva¢nich flasek byly mechanicky
sklizeny a sedimentovany centrifugaci pti 600xg po dobu 10min. Pelet pak byl resuspendovan
v ledové chladném TME pufru (50 mM Tris-HCIL, 3 mM MgCl,, a 1 mM EDTA; pH 7,5)
obsahujicim inhibitor proteaz Complete Cocktail a 2 mM PMSF do vysledného objemu
1,1 ml. Poté byl ptidan stejny objem ledové chladného TME pufru s 2% Triton X-100 a bunky
byly resuspendovany pipetou. Nésledné byla smés inkubovana po dobu 60 minut na ledu.
Bunéény lyzat byl smichan v poméru 1:1 s 80% (w/v) vychlazenou sachar6zou a pfevrstven
vrstvami sachardzy o snizujici se koncentraci 35 %, 30 %, 25 %, 20 % a 15 % — kazda o
objemu 1,5 ml. Poté byly gradienty centrifugovany po dobu 24 hodin pti 188000xg (4 °C) v
SW41 rotoru (Beckman Coulter, Palo Alto, CA). Po ukonceni centrifugace, byl vysledny

gradient rozebran od shora dolti po 1ml frakcich. Tyto frakce pak byly zamrazeny v tekutém
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dusiku a uchovavany pfi teploté -80 °C. Pfi pouziti tohoto typu gradientu se membranové
domény nachazeji na rozhrani 20%/25% sachardézy, coz jsou frakce 4-6, zatimco

solubilizovany materidl se nachazi ve frakcich 8—12.

Elektroforéza a immunobloting

Vzorky byly solubilizovany (1:1) v Laemli pufru a naneseny na standardni 10% gely

ptipravené podle nasledujici tabulky:

Voda 8,0 ml
Pufr 1 5,0 ml
30 % Ac-Bis 6,7 ml
10 % SDS 200 pl
10 % APS 90 pl
TEMED 8 ul

Tento gel byl ptevrstven 300 ml nasycené¢ho roztoku butanolu v H,O. Po polymeraci
gelu, ktera trvala zhruba jednu hodinu, byl gel oplachnut vodou a prevrstven zaostiovacim

gelem nasledujiciho sloZeni:

Voda 6,0 ml
Pufr 2 2,5ml
30 %Ac-Bis 1,3 ml
10 % SDS 100 pl
10 % APS 90 pl
TEMED 8 ul

Po naliti gelu byl ihned vlozZen hiebinek a gel polymeroval asi 30 minut. Poté byl gel
opét proplachnut vodou umistén to elektroforetické aparatury a ponoien do elektroforetického
pufru (25 mM Tris, 188 mM glycin 0,1 % SDS). Vzorky inkubované po dobu 5 minut pfi
90 °C s SLB pufrem (0,25M Tris-HCI, pH 6,8, 8% SDS, 40 % glycerol, 0,04 %
bromfenolova modi, 0,4 M dithiotreitol) byly naneseny do jednotlivych jamek v gelu a do
jedné jamky byla nanesena smés standardii molekulovych vah. Elektroforéza probihala po
dobu 45 minut pti konstantnim napéti 200 V, ptipadné az do doby, kdy celni zona dosahla
spodniho okraje gelu. Pro experimenty byla pouzita aparatura ,,mini protean od firmy Bio-
Rad. Po rozdéleni proteinii jsme pouzili Western blotting pro jejich pfenos na

nitrocelulézovou membranu, na které pak probihala jejich detekce. Byla pouzita tzv. ,,mokra
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varianta® této metody. Pfenos probihal po pfi konstantnim napéti 30 V pies noc v zatizeni od
firmy Bio-Rad. Blotovaci pufr obsahoval 25 mM Tris, 192 mM glycin a 20 % metanol. Po
pfenosu byla membrana blokovana po dobu 1 hodiny v 5% roztoku nizkotu¢né¢ho mléka v
TBS (10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8,0). Poté byla pienesena do roztoku 1%
nizkotuéného mléka v promyvacim pufru s rozpusténou primarni protilatkou a inkubovana po
dobu dvou hodin. V nasem piipadé se jednalo o specifické anti-kaveolin 2 protilatky, anti-
GyGuio kralici protilatky proti C-terminalnimu dekapeptidu spole¢nému Ggo a Giio nebo
protilatky proti proteinu flotilin. Redéni téchto protilatek se pohybovalo v rozmezi
300-1000:1. Poté byly membrany dikladné¢ promyty 3x10 minut v promyvacim pufru a
inkubovany dalsi hodinu v 1% nizkotu¢ném mléce s nafedénymi sekundarnimi protilatkami
zna¢enymi kienovou peroxiddzou. Membrany byly opét dikladné promyty v promyvacim
pufru, osuSeny a proteiny byly vizualizovany pomoci metody indukované chemiluminiscence
(ECL). Chemiluminiscence byla zaznamenana na filmy firmy Kodak. Tyto vyvolané bloty
byly naskenovany s pomoci scanneru (Astra 610P, UMAX) a kvantitativné analyzovany s

programem ImageQuant.

Vazebné studie s TRH receptorem

TRH receptory byly charakterizovany pomoci kompetitivniho  vytésiiovani
["HJTRH/TRH. Vazebni reakce byla spuiténa pridanim membran (20 ug proteinu na
zkumavku), inkubaé¢ni médium (50 mM Tris/HCIl, 5 mM MgCl,, pH7,4) obsahovalo 10nM
[*H]TRH spolu se zvysujicimi se koncentracemi TRH (10 '°~10°M) v celkovém objemu
0,2 ml. Nespecifickd vazba byla urena v pritomnosti 10 *M TRH. Po 90 minutach pti 4 °C
byla vdzand a volna radioaktivita oddé€lena filtraci pfes Whatman GF/B filtry na pfistroji
Brandell Cell harvestoru. Filtry byly tfikrat promyty 3 ml ledové chladného 0,9% NaCl a
radioaktivita zachycend na filtrech byla kvantifikovdna pomoci kapalinové scintilacni
spektrometrie. Vyslednd data byla analyzovana programem Prism 4 za pouziti formalismu

DeBlasiho a kol. (1989).

Vazba GTPyS

[*S]GTPyS vazebna studie byla provedena podle Bourova a kol. (2003). Membrany
(10 pg) byly inkubovany pti 30 °C po dobu 30 minut v HNM pufru (20 mM HEPES, 100 mM
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NaCl, 3 mM MgCl,, 0.2 mM askorbat; pH 7,4) v celkovém objemu 100 pl obsahujicim
0,50M [*’S]GTPyS (piiblizné 1,5%10° dpm) s 2uM GDP a riizné koncentrace TRH. Vazebna
reakce byla ukoncena filtraci pfes Whatman GF/C filtry namocené¢ HM pufrem (20 mM
HEPES, 3 mM MgCl,; pH 7,4). Filtry byly dvakrat promyty s 4 ml ledové chladného HM
pufru a radioaktivita zachycend na filtrech byla urcena jako v pfedchozim ptipadé.
Nespecifickd vazba byla urcena v piitomnosti 10uM neznacené¢ho GTPyS. V ptipadé méteni
vlivu deplece cholesterolu na asociaci GTPyS indukovanou TRH byla zahdjena reakce ve
velkém objemu pii 30 °C opét v HNM pufru. Z néj pak byly ve stanovenych casech odebirany
vzorky o stejném objemu a nanaSeny na Whatman GF/C filtry umisténé na filtracnim zatizeni
pfipojeném na vyvévu. Po naneseni vzorku na filtr a prvni filtraci byl filtr dale dvakrat
proplachnut proplachnut ledovym HM pufrem. Po skonceni pokusu byla zachycena
radioaktivita opét stanovena pomoci scintilace. Statistické zpracovani pak bylo provedeno za
pomoci programu Prism 4. Ke zjiSténi signifikance rozdili mezi jednotlivymi vzorky byl

standardné pouzit Studentiiv neparovy t-test.
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Vysledky

Deplece cholesterolu

Pro urceni optimalni doby ptisobeni CDX na bunééné membrany HEK293 bun¢k, jsme
nejprve stanovili Casovou zéavislost poklesu v obsahu cholesterolu pii koncentraci
10mM CDX. Vysledky ukazaly, ze 30 minutova inkubace s CDX zptsobila pokles v obsahu
cholesterolu o 50 %. Delsi doba inkubace uz neméla vliv na celkovou koncentraci
cholesterolu. Proto byly pro dalsi experimenty pouzivany inkubace s dobou trvani 30 nebo 60
minut. Jak ukazaly pokusy se separaci membran na sachar6zovém gradientu, dochazi nejprve
k depleci cholesterolu v plazmatické membrané a az posléze k poklesu mnoZstvi cholesterolu
ve frakci tzv. lehkych vezikuli (Obr. &. 8). Tento vysledek je konzistentni s faktem, ze
kaveoly nachézejici se v Golgiho komplexu, ktery by mél byt soucasti lehkych vezikuli,
obsahuji vysoké mnozstvi cholesterolu a uc¢astni se udrzovani jeho rovnovahy (Pol a kol.,

2005; Le Lay a kol., 2006).

Vliv inkubace s CDX na hladiny fosfolipidii v membrané

Vzhledem k tomu, ze se v literatuie vyskytuji idaje o schopnosti CDX extrahovat z
bunééné membrany lipidy, rozhodli jsme se zjistit, zda ndmi provadénd inkubace ovliviiuje
pomér fosfolipidi a proteinli v plazmatické membrang. Proto byly z kontrolnich a CDX
ovlivnénych bunck piipraveny plazmatické membrany. Po nafedéni vzorkii membrédn na
stejnou koncentraci proteini byl zméfen obsah fosfolipidi. Mezi kontrolnimi a CDX
ovlivnénymi vzorky nebyl zaznamenan Zadny signifikantni rozdil, v obou ptipadech bylo
naméteno 60 nmol fosfolipidii na 1 mg proteind (Obr. €. 9). Zajimavé je zjiSténi, ze nebyl

zaznamenan rozdil mezi frakci plazmatickych membran a lehkych vezikuli.
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Obr. ¢. 8 Vliv inkubace s CDX na obsah cholesterolu v plazmatickych membranach a
lehkych vezikulech

Koncentrace cholesterolu byla urcena s pomoci Amplex Red Cholesterol kit ve vzorcich
piipravenych z bun¢k inkubovanych s 10 uM CDX po urc¢enou dobu. Data predstavuji pramér
ze tfi méteni = standardni chyba.
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Obr. €. 9 Vliv deplece cholesterolu na obsah fosfolipidi v plazmatické membrané a
lehkych vezikulech

Fosfilipidy byly zméteny ve vzorcich ptipravenych z kontrolnich bunék (prédzdné sloupce) a
bunék inkubovanych s 10 uM CDX (plné sloupce) po dobu 30 minut. Data ptfedstavuji

prumér ze tii méteni + standardni chyba.
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Bunécéna morfologie

Dalsim cilem bylo zjistit, zda deplece cholesterolu vyvolavda u bunck &sadni
fyziologické zmény. Po 30 minutach plsobeni CDX jsme zaznamenali mensi zmény v
celkovém vzhledu VTGP bunék. DoSlo k malym zménam v pozici a orientaci bunék. Tyto
zmény vSak nebyly odliSitelné od zmén zaznamenanych za stejnych podminek u CDX

neovlivnénych bunék po 30 minutach sniméni v komirce konfokalniho mikroskopu

(Obr. & 10).

Vliv deplece cholesterolu na charakteristiku vazby ligandu na TRH-R

Nejprve jsme zkoumali, zda deplece cholesterolu ovlivituje vazbu ligandu na receptor.
Po zméfeni vazby ["H]TRH na TRH-R v Percollovych membranach byla provedena analyza
["H]TRH/TRH vyt&siovacich vazebnych kiivek podle DeBlasiho. Membrany isolované z
kontrolnich bun¢k nevykazovaly signifikantni rozdil ve srovnani s membranami isolovanymi
z bunck vystavenych CDX (Tab. 1). Pocet vazebnych mist (Bnax) a afinita (Kp) TRH-R se

mezi obéma typy membran vyznamnym zptisobem neliSila.

Vliv deplece cholesterolu na Ca®" odpovéd’ indukovanou TRH

Vzhledem k tomu, ze jsme nezjistili signifikantni rozdil v charakteristikdch vazby
ligandu na receptor, které by byly zplisobeny depleci cholesterolu, rozhodli jsme se
prozkoumat, jaky vliv bude mit deplece cholesterolu na Ca*" odpovédi indukované vazbou
ligandu. Nejprve jsme stanovili s pomoci fluorescenéni sondy Fura2-AM kiivky davka-
odpovéd’. Koncentrace TRH se pii m&fenich pohybovaly v rozmezi 10"°-10°M (Obr. & 11).
Piestoze jsou ziskana data ovlivnéna také afinitou fluorescenéni sondy k Ca®’, vysledky zcela
jasn& ukazuji, Ze deplece cholesterolu zptsobuje posun citlivosti Ca®" odpovédi na stimulaci
hormonem o dva fady smérem k vy$§im hodnotam koncentraci TRH. Hodnoty ECsy vzrostly
z 10"°M na 3x107°M. Hodnota maximalni odpovédi se nezménila. Vysledky jasn& ukazaly,
ze pii depleci cholesterolu doSlo k vyznamné ztraté efektivity signalni drahy, protoze za

A

odpovéd’ 10"°M, zatimco u bunék ovlivnénych CDX to bylo az pti koncentraci 10" 'M.
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Obr. €. 10 Zmény ve tvaru bunék po 30 minutach pisobeni CDX

Bunky VTGP umisténé na konfokalnim mikroskopu, byly inkubovany s 10 uM CDX. Zelena
barva oznacuje tvar bun¢k pfed inkubaci a Cervena barva po 30 minutach ptisobeni CDX.

Tab. ¢. 1 Vliv deplece cholesterolu na vazbu TRH

Bmax (pmol/mg protein) KD (nM)

Kontrola 5,7£1,0 9,6 £1,4

CDX 4,7+0,7 12,7+4,5
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Obr. & 11 Vliv deplece cholesterolu na hodnoty maximalnich Ca®* odpovédi
indukovanych TRH

V kontrolnich (prazdné¢ symboly) a CDX ovlivnénych (plné symboly) bunkach byly
stanoveny maximalni hodnoty Ca”*" odpovédi indukovanych TRH. Primérné hodnoty ECsg
pro ob¢ kiivky typu davka-odpovéd’ jsou vyznaCeny v grafu. Data predstavuji primér
+ standardni odchylka z 20 bun€k méfenych ve tfech nezavislych experimentech (Ostasov a
kol., 2007).
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Dale jsme podrobné prozkoumali dvé koncentrace TRH — nizkou (10°M) a vysokou
(10°M). Pii obou téchto koncentracich jsme podrobné zkoumali vliv deplece cholesterolu na
Ca’" odpovéd’ (Obr. & 12). Za kontrolnich podminek je doba nutna k dosaZeni maximalni
odpovédi rozdilna u raznych koncentraci ligandu. U vysokych koncentraci je ¢as kratsi (6 s)
nez u nizsich (8 s), prestoze odpoved je vyssi. Po depleci cholesterolu se ukézalo, ze kromé
vlivu na velikost hormonalni odpoveédi dochdzi k prohloubeni rozdil v jejich rychlostech. U
vysoké koncentrace TRH byl nastup odpoveédi po CDX 10 s a u nizs$i dokonce 20 s, coz je
vice nez 2x del$si doba nez u kontrolnich bunck. Obecné se da shrnout, Ze deplece
cholesterolu sniZuje efektivitu stimulace a prodluZuje dobu ndstupu hormonadlniho efektu a

tento jev je zretelnéjsi u nizkych koncentraci ligandu

o e 2+ w ye
Desenzitizace Ca™ odpovédi

V této sérii experimentd jsme prozkoumali a porovnali Ca’" odpovédi na riizné
koncentrace TRH a desenzitizaci ve dvou riznych typech bunécnych linii odvozenych od
HEK293 bunék. PouZity byly linie E2 a E2M11. Linie E2 exprimuje vysoké mnozstvi pouze
TRH-R. Linie E2M11 exprimuje jesté¢ navic vysoké hladiny Gj;a proteinu. Aplikace TRH v
rozmezi 10"°-10™M nevedla k pozorovatelné desenzitizaci odpovédi na 1uM TRH u bungk
E2. Vyssi koncentrace TRH, ale zptsobily velmi zietelnou desenzitizaci odpovédi na druhou
davku (Obr. €. 13).

U bun¢k E2M11 byla pozorovana vysoka citlivost odpovédi na stimulaci TRH. Uz
koncentrace TRH 10"°M byla schopna vyvolat téme&f maximalni méfitelnou odpovéd Ca*".
Na druhou stranu, stimulace bunék E2M11 rGznymi koncentracemi TRH nevedla k potlaceni

zietelné druhé odpovédi (Obr. €. 13).

Vliv teploty a deplece cholesterolu na Ca*" odpovéd’ stimulovanou
TRH

Ca’" odpovédi na TRH byly studovany v kontrolnich a CDX ovlivnénych buiikach a
vlastnosti t&chto odpovédi se ukézaly jako silng teplotné zavislé. Obecné lze fici, ze Ca®’

odpovédi stimulované TRH byly nizs§i a doba nutna k dosazeni maximdlni odpovédi byla

vvvvv
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Obr. &. 12 Vliv deplece cholesterolu na Ca*" odpovéd’ vyvolanou TRH

Bunky kontrolni 1 buniky inkubované s 10 uM CDX po dobu 30 minut byly proplachnuty a
stimulovany TRH po dobu 20s. Jak u bunék kontrolnich (horni panel), tak u bunck
ovlivnénych CDX (spodni panel) byly monitorovany Ca®" odpovédi na nizké (107 M,
prerusovana ¢ara) a vysoké (10°M, plna &ara) koncentrace hormonu. Primérné hodnoty
zpozdéni jsou zobrazeny jako malé sloupce ve spodnich Castech grafli. Grafy ptredstavuji
pruméry z minimalné¢ 20 bun¢k méfenych ve tfech nezédvislych experimentech (Ostasov a
kol., 2007).
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Obr. & 13 Efekt zvySujicich se koncentraci TRH na Ca®" odpovédi a desenzitizaci v E2
(horni panel) a E2M11 (spodni panel) bunikach.

Bunkky obarvené s pomoci Fura-2AM byly nejprve inkubovany s riiznymi koncentracemi
TRH (10™"° = 10° M) po dobu 20s. Po odmyti prvni davky bylo buitkim ponechéno 5 minut
na regeneraci a poté byly inkubovany s druhou davkou TRH o koncentraci 10° M po dobu
20s. Primérné hodnoty zpozdéni jsou zobrazeny jako malé sloupce ve spodnich ¢astech grafi.
Grafy pfedstavuji priméry z minimaln€ 15-20 buné€k méfenych pii 25 °C (Ostasov a kol.,
2008).
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Navic byla desezitizace Ca®" odpovédi na 1uM TRH pozorovana u E2 bungk zfeteln&jsi
pii 15 °C nez pti 37 °C a ptekvapivé byla odpovéd E2M11 také desenzitizovana pii 15 °C
(Obr. &. 15).

Deplece cholesterolu u E2 bundk zcela zrugila Ca** odpovéd’ na 1nM TRH, ale odpovad’
na 1uM TRH zstala zachovdna. Neocekavané vSak deplece cholesterolu umoznila u bunck
E2 castecnou resenzitizaci po davce 1uM TRH a umoznila odpovéd’ na druhou davku
hormonu, prfedevSsim pii vysSSich teplotach (Obr. ¢. 14). Na druhou stranu, deplece
cholesterolu v E2M11 butikach snizila Ca®" odpovéd na TRH pti 37 °C, ale nezpisobila
74dné podstatné zmény v Ca>" odpovédich na rtizné koncentrace TRH pfi nizsich teplotach
(Obr. ¢ 15). Také se ukazalo, ze u bunék E2MI11 dochdzelo k navratu hladiny
intracelularniho Ca®" rychleji, nez u bundk E2. U E2 bunék se viak tato rychlost zvysila po

depleci cholesterolu (Obr. €. 14 a 15).

Vliv deplece cholesterolu na homologni a heterologni desenzitizaci
Ca2+ odpovédi stimulované ANGII

Protoze buniky HEK 293 ptfirozené obsahuji receptory pro angiotensin II, ktery takeé
iniciuje signalni drahu ptes proteiny G,/Gii, rozhodli jsme se prozkoumat i heterologni
desenzitizaci. Stimulace E2 bun¢k s 1uM ANGII vedla piekvapivé ke kompletni homologni
desenzitizaci Ca*" odpovédi na dalii davku tohoto hormonu, nicméné odpovéd na 1pM TRH
zustala zachovana. Tato desenzitizace nebyla pozorovana u bunék E2M11 a u téchto bunék
také zastala plné¢ zachovana schopnost odpovidat na TRH (Obr. €. 16). Na druhou stranu u
obou typt bungk zpisobila stimulace 1uM TRH kompletni desenzitizaci Ca>* odpovédi na
ANGII. Také jsme chtéli prozkoumat vliv deplece cholesterolu na tyto odpovédi, nicméné se
ukazalo, Ze inkubace bunék s CDX vede ke ztrat¢ odpovédi bunék obou linii na ANGII (Obr.

& 17), ale stejné jako v ostatnich experimentech, schopnost 1uM TRH vyvolavat Ca*’

odpovéd’ ziistala u obou bunéénych linii zachovana.
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Obr. ¢. 14 Vliv deplece cholesterolu na homologni desenzitizaci u bunék E2

Neovlivnéné buiikky E2 (plna ¢ara) a buiiky inkubované 30 minut s 10 uM CDX (pferusovana
&ara) byly stimulovany dvéma davkami TRH o koncentraci 10® M (horni panel) nebo 10° M
(spodni panel), kazda po dobu 20 s. Mezi obéma davkami byl ponechan interval 5 minut.
V obou piipadech byly méteny odpovédi pii 15 °C (A), 25 °C (B) a 37 °C (C). Primérné
hodnoty zpozdéni jsou zobrazeny jako malé sloupce ve spodnich Castech grafu. Grafy
pfedstavuji priméry z 15 bunék méfenych ve tfech nezavislych experimentech (Ostasov a
kol., 2008).
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Obr. €. 15 Vliv deplece cholesterolu na homologni desenzitizaci u bunék E2M11

Neovlivnéné¢ bunky E2MI11 (plnd c¢ara) a buiiky inkubované 30 minut s 10 uM CDX
(pferuSovana &ara) byly stimulovany dvéma davkami TRH o koncentraci 10° M (horni panel)
nebo 10° M (spodni panel), kazda po 20 s. Mezi obéma davkami byl ponechan interval 5
minut. V obou ptipadech byly méfeny odpovédi pii 15 °C (A), 25°C (B) a 37°C (C).
Priimérné hodnoty zpozdéni jsou zobrazeny jako malé sloupce ve spodnich ¢astech grafi.
Grafy predstavuji priméry z 15 bunék méfenych ve tfech nezavislych experimentech
(Ostasov a kol., 2008).
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Obr. & 16 Homologni a heterologni desenzitizace Ca** odpovédi indukovana ANG II u
bunék E2 a E2M11

(A) Buiiky byly simulovany po dobu 20 s s TRH o koncentraci 10° M nasledované po 5
minutovém promyti stimulaci s ANG Il o téze koncentraci. (B) Buiky byly stimulovany
dvéma naslednymi davkami ANG II o koncentraci 10°® M, které byly od sebe odd&leny 5
minutovym promytim médiem bez hormonu. Poté nasledovala 20 s stimulace s TRH o
koncentraci 10° M. Grafy piedstavuji reprezentativni zdznamy potizené pii 25 °C (Ostasov a
kol., 2008).
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Obr. & 17 Vliv deplece cholesterolu na Ca®* odpovéd’ indukovanou ANG II u bunék E2 a
E2M11

Buikky byly nejprve inkubovany 30 minut s 10 puM CDX. Po proplachnuti pak byly
inkubovany se dvéma naslednymi davkami ANG II o koncentraci 10° M nasledovanymi
jednou davkou TRH o téze koncentraci. Data piedstavuji priméry z minimalné 15 bunék
meétfenych ve tfech nezavislych experimentech (Ostasov a kol., 2008).
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Subcelurarni distribuce G4/Gy0 proteinu

Pro ziskéani bliz§iho pohledu do zmé&n TRH-indukované signdlni drahy jsme se pokusili
detekovat, zda nedochdzi ke zméndm v distribuci trimerniho G proteinu vlivem deplece
cholesterolu. Jak je znamo z literatury, proteiny G,/Gy; se vyskytuji v lipidickych raftech nebo
kaveolach, u kterych se predpoklada, ze jsou depleci cholesterolu ovlivnény. Proto jsme si
kladli otdzku, zda nedochazi ke zménam v lokalizaci téchto proteinli. Tyto zmény jsme
detekovali dvéma immunohistochemickymi metodami.

Prvni metodou byla frakcionace bunck na sachar6zovém gradientu a ndsledna detekce G
proteinu s pomoci elektroforézy a metody Western blot. Krom& G proteinu byl detekovan i
protein kaveolin. Bylo zjiSténo, Ze zatimco v bunkach E2 bylo pouze 10 % celkového
mnoZzstvi G,Gyia proteinu v bufice pfitomno v membranovych doménach, v buiikach E2M11
to byla vice nez jedna tietina (Obr. €. 18). Z téhoz obrazku je patrné, ze frakce gradientu 4—6
které jsou bohaté na DRMs, obsahuji také vyznamné mnoZzstvi kaveolinu 2.

Deplece cholesterolu pomoci inkubace s CDX zcela jasné vedla k destabilizaci struktury
DRMs, protoze bylo ptitomno podstatné mensi mnozstvi immunohistochemického signalu ve
frakcich gradientu 4-6. Podle pfedpokladu bylo po depleci cholesterolu také podstatné snizeno
mnoZzstvi G,/Gya v téchto frakeich.

Ve druhém piipadé¢ byly zmény distribuce detekovany s pomoci fluorescencni
mikroskopie. Buiiky byly napéstovany na podloznich sklickach a ovlivnény CDX. Poté byly
zafixovany a lokalizace G proteinu byla detekovana s pomoci ptislusnych protilatek. V obou
piipadech byl fluorescen¢ni signdl oznacujici G protein lokalizovan vyhradné na plazmatické
membrané. Za kontrolnich podminek se jevila membrana jako linie s nejasnymi okraji. Po
inkubaci bun¢k s CDX se v§ak membrana zacala jevit jako ostra linie. Kromé¢ toho doslo i ke
zvySeni intensity fluorescence v porovnani s kontrolnimi bunikami (Obr. €. 19).

Provedli jsme také porovnani distribuce proteinu G,/Gy; v buikach E2 a E2MII.
Zatimco v bunkach E2 byly v membrané zfetelné patrné nehomogenity, v buitkach E2M11 jiz
tyto nehomogenity patrné nebyly (Obr. €. 20). Navic lze vidét, inkubace bunék s CDX

zpusobila jiz popisované zaostteni signalu u obou linii.
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Obr. ¢. 18 Vliv deplece cholesterolu na distribuci Gy proteinu a kaveolinu-2 ve
frakcich gradientu z bunék E2 (A) a E2M11 (B).

Kontrolni buniky nebo buriky inkubované 30 minut s 10 pM CDX byly solubilizovany v 0,5 %
Triton X-100 a frakcionovany na flotaénim sachar6zovém gradientu. Typické bloty ukazuji

distribuci Ggnia proteinu a kaveolinu2 ve frakcich gradientu v kontrolnich a CDX
ovlivnénych bunkach (Ostasov a kol., 2008).
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Obr. €. 19 Vliv deplece cholesterolu na distribuci Ggmo proteinu buiikach E2M11.

V kontrolnich i CDX ovlivnénych buiikach byl detekovan Ggii1a protein metodou nepiime
imunofluorescence. Obrazky byly potfizeny s pomoci konfokalniho mikroskopu s objektivem
40x (A) nebo 100x (B). Pro lepSi moznosti srovnani byly Casti obrazli v panelu B zvétSeny
(Ostasov a kol., 2007).
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Obr. €. 20 Vliv deplece cholesterolu na distribuci Ggmo proteinu buiikach E2 a E2M11

V kontrolnich i CDX ovlivnénych buiikach byl detekovan Ggii1a protein metodou nepiime
imunofluorescence. Pro srovnani jsou ukazany typické zdznamy z bunék E2 (A) a E2M11
(B). Pro lepsi viditelnost distribuce Gg/1100 proteinu v plazmatickych membranach byly casti
obrazu zvétSeny (Ostasov a kol., 2008).
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Vliv deplece cholesterolu na vazbu [3SS]GTPyS

Zajimalo nas také, jaky vliv ma deplece cholesterolu na funk¢ni sptazeni mezi TRH-R a
G¢Giio a také na kinetiku asociace GTPyS s G proteinem. Tyto vlastnosti byly studovany
spomoci stanoveni hormonem indukované vazby [°S]GTPyS. Pro studium funk&niho
sprazeni byly pouzity koncentrace TRH v rozmezi 10"'-10*M. Ukazalo se, Ze deplece
cholesterolu mé silny tlumici vliv na aktivaci GyGyjo proteinu (Obr. & 21). Plazmatické
membrany z bunék inkubovanych s CDX jednak vykazovaly o 36 % nizs§i bazalni hodnotu
vazby [*>S]GTPyS neZ buiiky kontrolni a rovnéz maximalni hodnota vazby [*>S]JGTPyS byla
znateln¢ mensi neZ u membran isolovanych z kontrolnich bunék. Nicméné, rozdil mezi
celkovou a bazalni hodnotou vazby (inkrement hormonalni stimulace) byl u obou vzorki
stejny. Nejvyznamnéj$i zmeénou kterd byla v téchto studiich prokdzana byl posun hodnot ECsg
z 5x10°M na 5x10®*M TRH. Tento posun nebyl tak velky jako u Zivych bundk, je vsak
ziejmé, Ze vysledky ziskané pii studiu isolovanych membran pIné¢ podpoftily zavéry ziskané
pfi studiu zmén nitrobunéénych koncentraci Ca®" ionti. Deplece cholesterolu vede
k vyraznému sniZeni citlivosti (afinity) bunecné odpovédi na TRH.

Dale jsme stanovili vliv deplece cholesterolu na asovy pribsh vazby [*>S]GTPyS.
Experiment byl proveden pti 10°M koncentraci TRH. Ukézalo se, e deplece cholesterolu v
zésadé neovliviiuje asovy pribéh vazby [*>S]GTPyS na bun&iné membrany. Cas potfebny
pro dosazeni poloviny hodnoty maximalni vazby [*>S]JGTPyS byl 2 minuty jak u membran
izolovanych z kontrolnich, tak u membran isolovanych z bun¢k které byly exponovany CDX.
Deplece cholesterolu snizovala hodnotu maximalni vazby [*>S]GTPyS piiblizné o 20 %.
Vysledné hodnoty byly v dobrém souhlasu s hodnotami ziskanymi pifi méfeni funkéniho

sptazeni mezi TRH-R a G proteiny (Obr. €. 22).
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Obr. ¢ 21 Vliv deplece cholesterolu na rovnovaznou TRH stimulovanou vazbu
[°SIGTPy S

Vazba [*>S]GTPySbyla méfena ve vzorcich plazmatickych membran pfipravenych
z kontrolnich (prazdné symboly) nebo CDX ovlivnénych (plné symboly) bunék. Priimérné
hodnoty ECsg jsou vyznaceny v grafu. Data prestavuji priméry ze tfi nezavislych experimenta
provadénych v triplikatech + standardni odchylka (Ostasov a kol., 2007).



http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

76

o
o
L
FOH
HOH

o

~

o
|

HHl HOA
K
ICH

vazba GTPyS
[pmol/mg proteinu]

o

N

o
]

0-00I""I""I'"'I""l""l""l""
0 5 10 15 20 25 30

cas [s]

Obr. & 22 Vliv deplece cholesterolu na kinetiku TRH stimulované vazby [**S|GTPy S

Vzorky membrany byly pifipraveny z kontrolnich (prazdné symboly) a CDX ovlivnénych
(plné symboly) bungk. Membrany byly inkubovany s [*>S]JGTPy S v piitomnosti 10 pM TRH
po uvedeny cCasovy interval. Data pfedstavuji praméry ze tfi nezavislych experimenta
provadénych v duplikatech + standardni odchylka (Ostasov a kol., 2007).
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Distribuce TRH-R-eGFP detekovana metodou CLSM

Kromé zmén ve funkci a lokalizaci G proteinil jsme zjiStovali, zda jsou néjaké zmény
po CDX v distribuci TRH-R. Pfestoze métfeni vazby ligandu neprokdzalo zadné signifikantni
rozdily, bylo mozné piedpokladat, ze zmény lokalizace TRH-R nebo jeho interakce
s ostatnimi signdlnimi proteiny by mohla vést ke zméndm v signalizaci. Nejprve jsme
studovali uspofadani receptoru na povrchu bunék s pomoci konfokdlni mikroskopie. Diky
buitkdm exprimujicim fuzni protein TRH-R-eGFP (linie VTGP), jsme mohli pozorovat
distribuci TRH-R v nativnich podminkach. Zivé buiiky byly pozorovany konfokalnim
mikroskopem za kontrolnich podminek a po ovlivnéni CDX. Na rozdil od G,/Gya, nebyly
pozorovany zadné zmény v distribuci receptoru na plazmatické membrané pied a po inkubaci
bun¢k s CDX (Obr. ¢ 23). V obou piipadech byla distribuce TRH-R-eGFP na bunéc¢né

membrané homogenni a stejné tak nebyl rozdil v intenzité fluorescence.

Internalizace TRH-R-eGFP

Vzhledem k tomu, ze byla zjiSténa snizend schopnost aktivovat signalni drahu
inicializovanou TRH u bun¢k ovlivnénych CDX, tedy snizeni afinity v odpovédi vazebné
reakce [°S]GTPyS a vylevu Ca®" na hormonalni stimulaci a rovn&z byly prokazany rozdily
v desenzitizaci hormonalni akce, zajimalo nds, zda se tyto bunky 1i8i ve schopnosti a asovém
prubcéhu internalizace receptoru pro TRH, kterd je indukovana inkubaci bun€k s hormonem.
Pravé internalisace receptorti je déjem, ktery bezprostfedné navazuje na funkCni rozptazeni
mezi receptoru a G proteinu, které nastava pii vypnuti hormondlni stimulace a desensitizaci.

Drivéjsi pokusy prokazaly, Ze jiz kratké plsobeni (5 min) TRH je schopno vyvolat
internalizaci receptoru. Proto jsme studovali pribéh internalizace receptoru béhem
hodinového piisobeni TRH. Bunkky byly exponovany TRH vramci piesné definovaného

casového intervalu a nasledné fixovany ve 4% paraformaledehydu.
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Obr. ¢. 23 Vliv deplece cholesterolu na distribuci TRH-R-eGFP a intenzitu jeho
fluorescence

Snimky bunék pted (horni panel) a po inkubaci bunék (spodni panel) s 10 uM CDX po dobu
30 minut. Panel A ukazuje srovndni profilu intenzity fluorescence podél naznacené linie.
Panel B ukazuje zvétSené vytezy z panelu A, kde je intenzita jednotlivych pixeli vyznacena
barevné.
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Pti kratkych dobach exposice TRH (<5 min), tedy na zafatku procesu internalizace,
nebyly patrné Zadné rozdily mezi buikami kontrolnimi a CDX ovlivnénymi. Na obou typech
bunék vSak bylo patrné shlukovéani receptoru. Po 15 minutich byl signal TRH-R-eGFP
castené lokalizovan do cytosolu u obou typi bunck a zacalo byt ziejmé, Ze u CDX
ovlivnénych bunék zlstavalo vice fluorescenéniho signdlu na povrchu bunék, nez u
kontrolnich. Tento rozdil byl nejpatrnéjsi po 15 minutach piisobeni hormonu. Po 30 minutach
byl veskery detekovany signal lokalizovany v cytosolu jak u kontrolnich tak u CDX bun¢k.
Deplece cholesterolu proto méla jednoznacné prokazatelny vliv 1 na internalizaci TRH-R

(Obr. & 24).

Méreni metodou FRAP

Jako dal$i metodicky ptistup, byla pro zjisténi zmén TRH signalni kaskady ke kterym
dochazi pti depleci cholesterolu v bunééné membrané, pouZzita metoda Fluorescence Recovery
After Photobleaching (FRAP). Vzhledem k tomu, Ze zobrazovdni pomoci konfokalni
mikroskopie neodhalilo z&dné zmény v distribuci receptoru, pokusili jsme se detekovat mozné
zmény v pohyblivosti resp. dynamice pohybu TRH-R v membrané s pomoci této metody. Pii
analyze metodou FRAP bylo provedeno celkem 30 méfeni na Zivych bunikach, kontrolnich i
ovlivnénych CDX. Vzestup fluorescenéniho signalu ve vybélené oblasti byl méfen v
oblastech bun&&né membrany riizné velikosti [ROI], 4, 9 a 36 um® (Obr. & 25). Tento pistup
umoznil zjistit nejen zmény difizniho koeficientu (Dapp), ale analyzovat 1 vlastnosti procesu
difize membranovych komponent. Prvni kvantitativni parametr byl stanoven dle rovnice (1),
viz Metody, str. 44. Tato rovnice byla pouzita k ur¢eni mobilni frakce receptoru. Pfi hodnoceni
vysledki s pomoci tohoto parametru je ziejmé, ze jak v piipadé CDXovlivnénych, tak v
ptipadé kontrolnich buné¢k, neni signifikantni rozdil ve vysledcich ziskanych pti analyze ROI
o velikostech 4 a 9 pm’. U nejvétsi oblasti je vSak tento rozdil signifikantni (Obr. &. 26).
Tento vysledek ukazuje, Ze po depleci cholesterolu se receptor stava mobilnéjsim neZ za

kontrolnich podminek.
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Obr. ¢. 24 Vliv deplece cholesterolu na internalizaci TRH-R-e-GFP indukovanou TRH

Kontrolni (leva ¢ast) nebo CDX ovlivnéné (prava ¢ast) bunky byly inkubovany s TRH o
koncentraci 10° M po vyznatenou dobu. Po inkubaci byly okamzité zafixovany 4 %
paraformaldehydem a analyzovany spomoci kofokalniho mikroskopu jak je uvedeno
v Metodach.
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Obr. ¢. 25 Vliv deplece cholesterolu a velikosti ROI na obnoveni fluorescence

Fluorescencni molekuly v ROI o pfislusné velikosti byly zhasnuty intenzivnim exitaCnim
laserovym pulzem. Jednotlivé body v grafech pak predstavuji detekovanou intenzitu
fluorescence v prislusném ROI v daném Cace od zacatku experimentu. Méteni bylo provadéno
na kontrolnich (prdzdné symboly) a na CDX ovlivnénych buiikdch (plné symboly). Data
predstavuji praimér z 15 bunck + standardni chyba.
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Obr. €. 26 Vliv deplece cholesterolu na mobilni frakci TRH-R-eGFP

Pro kazdou velikost ROI byly vypocitany hodnoty mobilni frakce pro kontrolni (prazdné
sloupce) a CDX ovlivnéné (pIné sloupce) bunky. Data predstavuji praimér + standardni chyba.
Rozdily mezi jednotlivymi koeficienty byly analyzovany neparovym Studentovym t-testem.
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Naméiena data byla normalizovana s pomoci funkce vyjadiené rovnici 2, viz. Metody,
str. 44. Souborem normalizovanych dat byla néasledné prolozena kitivka, jejiz funkce je
vyjadiena rovnici 3, viz. Metody, str. 45. Timto postupem jsme ziskali hodnoty zjevného
disfusniho koeficientu (Dgpp). Tyto hodnoty vypovidaji o rychlosti difize TRH-R-eGFP v
membrang.

U kontrolnich bun¢k nebyla detekovana Zadna signifikantni zavislost D,y na velikosti
ROI. Po depleci cholesterolu se vSak objevil vyznamny rozdil mezi vysledky ziskanymi pii
riznych velikostech ROI. V piipadé nejmensi a nejvétsi ROI byl rozdil mezi kontrolnimi a
CDX ovlivnénymi buiikami signifikantni; v pfipad¢ prostfedni velikosti ROI tento rozdil
signifikantni nebyl (Obr. €. 27).

Rozdily mezi jednotlivymi ROI neodpovidaji piedstavé o prabéhu difuse v roving
membrany, protoZe zjisténd rychlost difuze by méla byt nezavisla na jejich velikosti. Z tohoto
davodu byly dale porovnany kiivky, které vznikly fitovanim normalizovanych dat podle
funkce 3 (Obr. ¢&. 28). Je ziejmé, ze v ptipad€ kontrolnich bunék se jednotlivé kiivky 1isi, coz
odpovida ocekavani stejné jako zjisténé hodnoty Dpp. V pfipad€ dat ziskanych z bunck
ovlivnénych CDX se vSak jednotlivé kiivky vyznamné nelisi. Toto zjisténi vysvétluje, proc se
hodnoty Dy, ziskané pro riizné velikosti ROI liSi. Pii vypoctu dle rovnice 3, pokud jsou
intenzity v daném case stejné a liSi se pouze velikost ROI, musime ziskat rlizné hodnoty D,pp.
To tedy znamena, ze néktery z piredpokladii platnosti rovnice 3 neni splnén u bunck
ovlivnénych CDX. Plati proto, Ze deplece cholesterolu zasadnim zpiisobem ovliviiuje pohyb

TRH-R v plazmatické membrané.
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Obr. €. 27 Vliv deplece cholesterolu na zjevny difizni koeficient TRH-R-e-GFP

Pro kontrolni (prazdné sloupce) a CDX ovlivnéné buiniky (plné sloupce) byly pro kazdou
velikost ROI vypocitany zjevné difuzni koeficienty (Dgpp). Data pfedstavuji primér +
standardni chyba. Rozdily mezi jednotlivymi koeficienty byly analyzovany neparovym
Studentovym t-testem.
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Ktivky predstavuji nejlepsi proloZeni experimentalnich dat funkci popsanou rovnici (3). Data

byla nejprve normalizovana s pomoci funkce (2). Data piedstavuji teoretickou hodnotu

intenzity fluorescence v daném case + 95 % interval spolehlivosti
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Diskuse

V této praci bylo nasim hlavnim cilem prozkoumat vliv deplece cholesterolu na signélni
dradhu iniciovanou GPCR, konkrétné receptorem pro TRH. Vychazeli jsme z piedpokladu, ze
za normalnich podminek neni membréna pouze tekutou mozaikou, ale je organizovana do
riznych organiza¢nich celkili. Jednim ze stupni této organizace jsou membranové domény
neboli detergent rezistentni domény (DRMs), které jsou, jak vyplyva zvysledkli této
disertacni prace (OstaSov a spol., 2008), pti depleci cholesterolu poskozeny. Vysledky ziskané
pti aplikaci techniky FRAP ukazuji na existenci dalSich komplexti v bunééné membrané, které
jsou zavislé na cholesterolu, avSak nelze je izolovat s pomoci klasickych detergentovych
postupti.

Cholesterol je dilezitou soucasti bunéénych membran a jednim ze zdkladnich
stavebnich kamenti jejich oblasti, oznacovanych jako detergent rezistentni membrany
(DRMs). Na né€kolika typech bunck bylo ukézéno, ze za normalnich podminek existuji az tii
populace cholesterolu. V mysich L fibroblastech tvofi molekuly cholesterolu s vysokou
lateralni dynamikou v membrané asi 10 % celkové populace, molekuly s pomalou dynamikou
tvoti zhruba 30 % a stabilni nebo imobilni molekuly tvofily zbylych 50-60 % z celkového
mnozstvi (Schroeder a kol., 1995). Pokusy s depleci cholesterolu B-cyclodextrinem ve
stejnych bunikach pak ukézaly, ze inkubace s 10mM B-cyclodextrinem po dobu 8 hodin vede k
depleci piiblizné€ 60 % z celkového mnozstvi cholesterolu v membrang, pfi¢emz pfevazna ¢ast
byla odstranéna jiz béhem prvni 1-2 hodin (Kilsdonk a kol., 1995). V naSem piipadé deplece
cholesterolu pfi stejné koncentraci B-cyclodextrinu na buiikdch odvozenych od linie HEK 293
zpusobila ztratu 50 % cholesterolu v plazmatickych membranéch jiz po 30 minutach inkubace
a dale se jiz jeho mnozstvi neménilo. Z tohoto vysledku vyplyva Ze jiz takto kratké ptisobeni
B-cyclodextrinu je dostacujici k dosazeni maximalniho ucinku této latky a pti delSi inkubaci
se jiz obsah cholesterolu pfili§ neméni.

Regula¢ni mechanismy obsahu cholesterolu v bunééné membrané jsou piirozenou
soucasti metabolismu kazdé savCi bunky. Relativni zmény v riznych kompartmentech
bunéénych membran vSak nebyly dosud podrobné zkoumadany. Jak je vidét na obrazku

(Obr. €. 8), deplece cholesterolu nema stejny prubéh v plazmatické membrané a v lehkych

vvvvvv
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kaveoly (Pol a kol, 2005; Le Lay a kol., 2006). Kaveoly ptenasi cholesterol mezi
plazmatickou membranou a nitrobunéénymi kompartmenty. Pravé kaveoly jsou jednou ze
struktur izolovanych v ramci lehkych vezikulti. Vysledky znazornéné na Obr. €. 8 ukazuji, ze
pti depleci cholesterolu dochéazi k vétSimu poklesu v lehkych vaécich ve srovnani s frakei
plasmatickych membrdn a pomalé obnov€é po ustanoveni nové rovnovahy v obsahu
cholesterolu. To ukazuje na schopnost buiiky dopliiovat cholesterol do bunécéné membrany z
intraceluldarnich zdsob.

Jiz diive bylo prokazano, Ze G0 a Gy 0 proteiny, ktere se ucastni signalizace pies TRH-
R, jsou castecné lokalizovany v DRMs, piesnéji pravé v kaveoldch, 1 kdyz vétSina téchto
molekul je soucasti vétSinové faze membrany (Oh a Schnitzer, 2001; Philip a Scarlata, 2004;
Rudajev a kol., 2005). Experimenty této disertacni prace potvrdily tyto ptedchozi vysledky a
ukazaly, ze vlivem deplece cholesterolu dojde k ptesunu Casti Gya a Gyja proteini z DRMs do
vétSinové fdze membrany. Stejné chovani vykazoval i1 protein karolin 2, ktery je jednim z
markerovych proteinii kaveol (Rothberg a kol.,, 1992). Tato zjisténi zcela odpovidaji
predstavé, ze vlivem deplece cholesterolu dojde k naruSeni integrity DRMs (Bacia a kol.,
2004).

Zajimavou skuteCnost ukazalo porovnani distribuce Gya a Gyja v rdmei membrany mezi
buiikami E2, které exprimuji normalni mnozstvi G; 0 proteinu, a E2ZM11, u kterych dochazi k
overexpressi Gjjo proteinu (Svoboda a kol., 1996). U obou typt bun¢k dochazi k jiz
popisovan¢ zmeén€ v distribuci Gy a Gyja a kaveolinu 2 mezi DRMs a vétSinovou fazi
membrany. Za kontrolnich podminek je vSak u E2 bunék ve frakcich obsahujicich DRMs
pritomno pouze 10 % detekované¢ho Gy;a, zatimco u bunék E2M11 je to celych 35 %. Je tedy
ziejmé, ze koncentrace G proteinu ovliviiuje jeho lokalizaci.

Zajimave vysledky také pfineslo stanoveni distribuce G40 proteinu s pomoci konfokalni
mikroskopie (Drmota a spol., 1998; Ostasov a spol., 2008). K vizualizaci G0 proteinu byla
pouzita metoda nepfimé imunofluorescence. Opét byl zaznamendn rozdil jak mezi bunkami
E2 a E2M11, tak mezi buitkami kontrolnimi a buiikami, u kterych byla provedena deplece
cholesterolu v membran€. Zatimco u bun€k E2MI11 se distribuce Gyo proteinu jevila témét
homogenni, u bunék E2 vykazovala drobné¢ nehomogenity. Vizudln¢ podobné nehomogenity
byly zaznamendny 1 v piipad¢ distribuce fluorescencnich sterolti nebo napiiklad v distribuci

kaveolinu, kde tyto nehomogenity dosahovaly velikosti az 2 pum (Mclntosh a kol., 2003;
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Zhang a kol., 2005; Sengupta a kol., 2008). Podobné¢ nehomogenity Ga podjednotek byly
detekovany naptiklad u bun¢k hypofyzy nebo endotelidlnich plicnich bunkach (Cornea a kol.,
1998; Oh a Schnitzer, 2001). Je tedy mozné, ze detekované nehomogenity jsou zplsobené
rozdélenim podjednotek G proteinu mezi vétSinovou membranu a DRMs. Rozdily v
pozorované distribuci mezi bukami E2 a E2MI11 je mozné vysvétlit tak, ze intenzita
fluorescencniho signalu pii overexpresi Gi;a proteinu jiz dosahuje takové intenzity, Ze brani v
rozpoznavani drobnéjsich struktur.

Po depleci cholesterolu doSlo u bunék E2 1 u E2MI11 k ,rozjasnéni® a ,,zaostfeni‘
signalu na bunécné membrang, ktery piedstavuje G protein. Jednim z moznych vysvétleni
tohoto jevu je jiz diive zminéna snaha bunc¢k b&hem deplece cholesterolu jej dopliiovat z
intracelularnich zasob. Dulezitou tlohu pii kontrole cholesterolu hraji kaveoly, které zaroven
obsahuji 1 ast populace proteint G, a Gija (Oh a Schnitzer, 2001; Pol a kol., 2005; Rudajev
a kol., 2005; Le Lay a kol., 2006). Je proto moZzné, ze pii snaze udrzet neposkozenou
strukturu membrany dochdzi ve vétSi mife nez v kontorlnich buiikdch k fuzi kaveolinem
obalenych vackd s membranou. Tim dochazi ke zvySeni koncentrace Gya a Gy proteint v
plazmatické membrané a tim 1 zesileni signdlu. V buiikdch NIH-3T3 bylo zaznamenano
vymizeni kaveol po aplikaci methyl-B-cyclodextrinu, jak ukazuje Obr. €. 29. Vzhledem ke
tvaru kaveol a jejich existenci i1 ve stavu, kdy nejsou piimou soucdsti membrany, pouze v jeji
tésné blizkosti, by toto splyvani vysvétlovalo 1 ,,zaostfeni* signdlu. Fuzi vackl a ztratou
typické lahvovité struktury kaveoly by doslo k vyhlazeni membrany a tim 1 fluorescen¢niho
signalu.

Bylo ukéazano, ze stechiometrické pomeéry jednotlivych slozek signalni kaskady zdsadné
ovliviiuji jeji funkci. V piipadé ANGII-R receptoru v buitkdch HEK 293 vede exprese vyssi
nez 95 fmol/mg membranového proteinu ke ztraté schopnosti buiiky ukonCit signalizaci
vyvolanou vazbou ligandu a plné desenzitizovat receptor (Violin a kol., 2006). Podobné
vysledky byly zjistény 1 v ptfipadé TRH-R (Jones a Hinkle, 2005). Hlavni pfi¢inou bylo
poruseni stechiometrickych poméri mezi receptorem a [ arrestiny, které se vazi na
fosforylovany receptor a castni se tak procesu desenzitizace. V piipadé ANGII-R byl jesté
prokazan vliv GRK2, ktera krom¢ ucasti na desenzitizaci ve vysokych koncentracich zcela
zabranila aktivaci G proteinu. Podle Violina a kol. (2006) Slo o dasledek kinazové aktivity

tohoto proteinu, protoze tento efekt chybél u mutant receptoru nepodl€hajicich fosforylaci.
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Obr. €. 29 Vliv methyl B-cyclodextrinu na existenci kaveol

Snimky z transmisniho elektronového mikroskopu ukazuji membranu bunék tvoficich
kaveoly (A - vyznaceny Sipkami) a membranu bunck tvoficich kaveoly po 90 minutové
inkubaci s 5 mM methyl B-cyclodextrinem, kde jiz kaveoly chybi (B) (upraveno podle Le a
kol., 2002).
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V ptipad¢ téchto vysledkl vSak neni jasné, zda pfi mutaci potencialnich fosforylacnich
mist nedos$lo k pockozeni vazebnych mist pro GRK?2.

V obou piipadech vSak po celou dobu snimani plsobil ligand na piislusné buiiky.
V ptipad€ pokusti uvadénych v této praci byly pouzity relativné kratké 20s pulzy TRH. Ptesto
1 v bunkach E2, které exprimuji az 14 pmol/mg TRH-R, byl pozorovan podobny efekt, kdy po
aktivaci receptoru a vylevu vapenatych iontéi nedoslo b&hem sledované doby k navratu Ca*"
na uroven pied pulsem (Svoboda a kol., 1996; Ostasov a spol., 2007). V naSem piipad¢ byl
vSak tento efekt zruSen expresi vysokych hladin a podjednotky Gjja proteinu v buiikach
E2M11.

To je vSak v rozporu s ofekavanim zaloZeném na vySe zminénych publikovanych
vysledcich, protoze v pripadé vysoké exprese Gjjo proteinu by mél byt pribéh stejny.
Limitujicim faktorem by totiZ nebyl G protein, ale arrestin, jehoZ exprese se nezméni. Je
mozné proto uzavrit, Ze v pripadé nasich studii nejde o desenzitizaci zpiisobenou fosforylaci
receptoru a nasledné vazbou f arrestinu, ale hlavni tilohu hraje G protein.

Bylo ukédzéno, ze molekula kaveolinu obsahuje vazebné¢ misto pro o podjednotku G
proteinu a v danych buiikdch dochazi k vazbé mezi aktivni Ga podjednotkou a kaveolinem.
To ma za nasledek desenzitizaci signalizace pies G,/Gyia podjednotku (Lisanti a kol., 1997b;
Murthy a Makhlouf, 2000). Na druhé strané€ tato interakce brani reasociaci disociovanych Ga
a GPy podjednotek do neaktivni, heterotrimerni formy G proteinu a prodluzuje se tak doba po
kterou jsou Go a Gy podjednotky volné v membran€¢ a mohou ovliviiovat/aktivovat své
efektory. Jednim z téchto efektorti jsou 1 fosfolipazy CP1 a CB2, které mohou byt témito
podjednotkami aktivovany. Vazba Ga podjednotky na kaveolin tak vede k prodlouZeni doby
aktivace PLCP a tim i naslednému prodlouzeni doby Ca®" odpovédi (Sengupta a kol., 2008).
Po depleci cholesterolu dojde ke zkraceni doby odpovédi u E2 bunék, protoze dojde k
rozruseni struktury signalniho komplexu a tudiz ke sniZeni vazby Ga proteinu na kaveolin.
Diky tomu je usnadnéna 1 reasociace komplexu a tak i zrychleni ukonceni signalizace.
Miuizeme tudiz ptedpokladat, ze pii vysoké expresi G proteinu dochdzi ke zvySeni
neindukované vazby Ga podjednotky na kaveolin. Pro tuto moznost jasné hovoii vys$si pomér
Ga podjednotky v DRMs u bun¢k E2M11. Takto dojde k nasyceni vazebnych mist kaveolinu
pro Ga podjednotku a pfi aktivaci pak jiz nedochazi k jeji vazbé a prodluzovani doby aktivace
PLCB a prodlouzeni Ca®" odpovédi. Tak dojde k relativné rychlému ukoneni Ca®”

signalizace, jak je pozorovano u bunék E2M11.
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Jednim z mechanizml pfispivajicich k desenzitizaci je sekvestrace Go a Gfy
podjednotek G proteinu v buné¢né membrané. V pripadé G,/Gyia proteind byly popsany dva
hlavni faktory, které k této sekvestraci ptispivaji. Jedna se o:

— jiz zminénou vazbu kaveolinu,
— interakci s receptorovou kinazou GRK2, ktera je typicka pro GPCR signalizujici pies
Gyo a Gyjo (Tesmer a kol., 2005).

Kromé¢ fosforylace receptoru ma GRK2 1 schopnost fyzicky oddélit receptor od G
proteinu. Jedna se o molekulu kterd obsahuje vazebna mista jak pro receptor, tak pro Ga a
GPBy podjednotky. VSechna tato vazebnd mista mohou byt obsazena v GRK2 zaroven
(Lodowski a kol., 2003b). Zapojeni téchto kindz do procesu desenzitizace by proto také
mohlo vysvétlit jeji absenci v ptipadé E2M11 buné€k. Pokud by hlavni pfi¢inou desenzitizace
byla vazba G proteinu na GRK2, byla by ucinnost signalniho pfenosu zavislda na pomeéru
v mnozstvi téchto molekul, podobné jako v piipadé arrestinti. Vysoka exprese GRK2 miize
vést k iplnému vymizeni hormonalni odpovédi, kterou je mozné obnovit zvySenim exprese
G,/G11 (Violin a kol.,, 2006). Pokud je tedy exprese GRK nezavisla na expresi ptislusnych G
proteinti, miize dojit (pfi vysoké expresi G proteinu) k situaci, kdy je vétSina molekul GRK
obsazena piisluSnym G proteinem, ale piesto se v bunce stale jeSté nachdzi dostatek G
proteinu k vyvoldni odpovédi. V tomto ptipadé by proto bylo mozné piipsat absenci
desenzitizace u bun¢k E2M11 (opét) vysokym hladinam G proteinu v bunééné membrany.

Tomu napovidala 1 métfeni vlivu exprese G proteinu na desenzitizaci ANGII-R. Opét
dochazelo k desenzitizaci u E2 bungk, ale u E2M11 nikoliv. Toto zjiSténi naznacuje, ze
proteinovy aparat zajistujici desenzitizaci, je organizovan do stabilnéjSich struktur spojenych
se specifickym receptorem. Desenzitizace v pripadé TRH-R a ANGII-R je tedy ziejmé
zpusobena aktivaci proteinkindz GRK2. Samotnd GRK2 v buiikdch je navic ovliviiovana
kaveolinem (Carman a kol., 1999a).

Jak jiz bylo teCeno vySe, cholesterol je dulezitou soucasti DRMs a jeho deplece
ovliviiuje Ca®" signalizaci. PH zjistovani vlivu deplece cholesterolu na homologni
desenzitizaci se ukazalo, Ze zatimco u bunck E2MI11 se Z4dné zmény neprojevi, u bunék E2
dojde k vymizeni desenzitizace. Ke spravnému prubéhu desenzitizace je tedy zapotiebi
neporusend bunécnd membrana. Pti depleci cholesterolu dojde k destrukei komplexu

obsahujiciho za normalnich podminek jak receptor, tak proteiny odpovédné za jeho
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deaktivaci. Po destrukci komplexu dojde k disociaci téchto proteini od receptoru a
desenzitizace probiha s podstatné niz$i ¢innosti. To opét naznacuje, ze by receptor mohl byt
soucasti organizovanych komplexi nebo membranovych domén, které nejsou izolovatelné
standardnimi postupy s pouzitim detergentti.

Pti depleci cholesterolu dale dojde ke sniZzeni efektivity pfenosu signalu a tim ke
snizeni velikosti odpovédi a nizsi aktivaci pfislusné signalni drahy. U ANGII-R vede toto
snizeni aZ k uplné eliminaci méfitelné odpovédi, stejné jako u TRH receptor pii nizkych
koncentracich ligandu. Pfi vysokych koncentracich ligandu se ale velikost a rychlost odpovédi
na aktivaci receptoru li$i jen velmi malo nebo viibec ne. Jednou z pfiin by mohl byt fakt, Ze
cyclodextrin naruSuje fosforylaci Gqo a jak bylo prokazano, fosforylovany Gyo Iépe aktivuje
PLC a takeé je snaze aktivovatelny (Umemori et al., 1997; Novotny et al., 2005).

Svou roli mize hrat 1 vazebné misto pro cholesterol, které se nachazi na TRH-R. Vazba
dvou molekul cholesterolu do tohoto vazebného mista zpusobuje stabilizaci konformace
receptoru (Hanson a kol., 2008). Pii depleci cholesterolu z membrany je tak mozné, ze
cholesterol v tomto vazebném misté chybi a receptor ma vyssi pravdépodobnost zaujmout
nekterou z nefunk¢nich konformaci. To by mohlo vysvétlit nizkou bazélni aktivitu G proteina
v porovnani s kontrolnimi buiikami. Snadny pfechod mezi konformacemi by také mohl
piispivat ke ztraté¢ desenzitizace, protoze receptor s nespravnou konformaci nemusi byt
rozpoznan piisluSnymi proteiny.

Dalsi oblasti, kterou jsme se zabyvali, byl vliv deplece cholesterolu pfimo na vazbu
GTPyS a tedy na aktivaci G proteinu. Nejprve jsme se zametili na dynamiku této aktivace. Ve
vzorcich z kontrolnich 1 CDX ovlivnénych bunék byla rychlost asociace pfiblizné stejna.
Jedinym signifikantnim rozdilem byla maximalni dosaZena hodnota GTPyS vazby. Ta byla u
kontrolnich bun€k vyssi a rozdil odpovidal hodnotam zjiSténym pii méteni zavislosti vazby
GTPyS na koncentraci TRH (viz. dale).

V dalsi &asti jsme se zaméfili na vliv deplece cholesterolu na vylev Ca’™ z
endoplazmatického retikula indukovany vazbou ligandu na TRH-R. Nase vysledky ukazuji,
ze deplece cholesterolu vede ke zvySeni ECsy. Na druhou stranu je maximélni dosaZzitelna
odpovéd’ shodna jak u kontrolnich bungk, tak u bunck s depletovanym cholesterolem. Poté
jsme zméfili prubéh kiivek ,,davka-odpovéd™ (dose-response curves) v zavislosti na
koncentraci TRH. V tomto ptipad€ se ukézal rozdil jak v ECsg, tak 1 v bazalnich hodnotach

vazby GTPyS a také v hodnotich vazby pii maximdlni stimulaci agonistou. V piipadé
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stanoveni vazby GTPyS jsou zmény v hodnotach ECsy mensi neZ pii méfeni Ca®" odpovédi.
To mize byt zpiisobeno faktem, 7e Ca®" méfeni probihala na intaktnich buiikach, kdezto
vazba GTPyS byla méfena na izolovanych plazmatickych membranach.

Déle jsme se zamétili na samotny TRH receptor. Tento receptor byl spojen s
fluorescencni molekulou GFP, diky které nebylo nutné pro jeho vizualizaci pouZzivat
protilatky a receptor mohl byt pozorovan 1 v Zivych buiikédch (Drmota a spol., 1999). Pokusili
jsme se detekovat zmény v intenzit€ fluorescence TRH-eGFP po depleci cholesterolu.
Podrobna analyza fluorescence receptoru na povrchu bunék ukézala, Ze intenzita fluorescence
se vlivem deplece cholesterolu neméni. Stejn¢ tak se deplece cholesterolu neprojevila na
morfologii bun€k. Také distribuce TRH-R na povrchu bunék se ukazala jako homogenni jak u
kontrolnich, tak u depletovanych bunck. To vSe by odpovidalo piedstave, ze receptor neni
soucasti membranovych domén, ale je rovnomérné rozptylen v membrané, jak bylo zjisténo
pomoci extrakce s detergenty (Rudajev a kol., 2005).

Jak jiz bylo prokadzano, asociace TRH receptoru a jeho naslednd internalizace je zavisla
na jeho fosforylaci na serinovych a threoninovych zbytcich. Tato fosforylace je podporovana
dimerizaci a dimerizace zase aktivaci receptoru (Song a kol., 2007; Hinkle a Jones, 2008).

Nasledujici experimenty s internalizaci receptoru ukézaly, Ze deplece cholesterolu
ovlivituje jeho internalizaci. Rychlost internalizace totiz byla u bunék s depletovanym
cholesterolem niz8$i nez u bun€k kontrolnich. Tento fakt mize mit n€kolik pfiCin, které se
vzajemné nevylucuji. Deplece cholesterolu mize ovlivnit tvorbu klatrinem obalenych vacka,
které slouzi k internalizaci receptoru. Dal§im moznym vysvétlenim je opét naruseni interakce
GRK2 a receptoru. GRK2 totiz krom¢ jiného obsahuje i doménu pro vazbu na klatrinové
fetézce. Tim miZe pomdhat pii internalizaci aktivovaného receptoru. Pfi poruSeni této
interakce se pak tato funkce ztraci a k internalizaci dochdzi pomaleji.

Prvni dvé casti disertacni prace pojedndvaly piedevSim o funkénich zménach
v efektivité prenosu TRH-indukovaného signalu do burky. Posledni, tieti ¢ast disertacni prace
byla zaméfena na studium vlivu deplece cholesterolu na dynamiku pohybu TRH receptoru
v bunééné membrané s pomoci techniky FRAP. Vysledky ukazuji, Ze ptfi depleci cholesterolu
dochazi ke zménam rychlosti difize TRH-R v membrané. Tento vysledek odpovida zavérim
experimentu provedeného pfi studiu serotoninového receptoru 1A (SHT-1A) (Pucadyil a
Chattopadhyay, 2007). Tento receptor stejné¢ jako TRH-R patii do skupiny GPCR a oba

aktivuji signalni kaskadu piedevSim pres G0 a Gyjo proteiny. Zasadni rozdil mezi t€mito
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receptory je vSak v jejich lokalizaci v plazmatické membréané; zatimco TRH-R se nepodatilo
izolovat jako sou¢ast membranovych domén (Rudajev a kol., 2005), u SHT-1A bylo nalezeno
az 33 % receptoru v membranovych doménéch (Kalipatnapu a Chattopadhyay, 2005; Renner
a kol., 2007). Ptesto se pii depleci cholesterolu chovaji oba typy receptorti velmi podobné.
V obou ptipadech dochazi k tomu, Ze pfi zvétSujicim se primeru vybélené oblasti zdanlive
stoupa rychlost difize receptoru. Pucadyil a kol. (2007) ptedpokladaji, Zze pti depleci
cholesterolu dojde k oddéleni nasycenych a nenasycenych lipidd do rlznych fazi a
vzniku makrodomén obsahujicich predevSim nasycené mastné kyseliny, protoze bylo
prokéazano, ze DRMs obsahuji pfedevsim lipidy s nasycenymi mastnymi kyselinami. Rozdilné
vysledky u ROI razného priméru pak tito autoii vysvétluji tim, ze pii1 dostatecné malé
velikosti ROI snimdme pohyb molekuly v takto vzniklé doméné, kde je relativné pomalejsi, a
se zvétSujicim se primérem dané ROI sledujeme molekulu uz i v oblastech, kde se nachéazeji
nenasycené mastné kyseliny a jeji pohyb je rychlejsi (Pucadyil a Chattopadhyay, 2007).

Vysledky naptiklad ukazuji, Ze pif1 zachovani poméru nasycenych a nenasycenych
mastnych kyselin v umélych membranach ve formé obtich lipozémi (giant unilamellar
vesicles) se pfi nizkych koncentracich cholesterolu tvoti dvé faze (faze nasycenych mastnych
kyselin a faze nenasycenych mastnych kyselin), které zanikaji se zvySujici se koncentraci
cholesterolu (Feigenson a Buboltz, 2001).

Nicméné je moznd 1 jina interpretace vysledki nez ta, kterou uvadéji Pucadyil a kol.
(2007) a které lépe odpovidaji i nasSe namétena data. Pfedchazejici vysvétleni totiz nardzi na
nekolik problémut. Prvnim problémem je, ze TRH-R vykazuje podobné znamky chovani jako
SHT-1A, kdyz by se podle této teorie mél chovat pravé opacné. Druhou namitkou je, Ze
v nativnich membranach deplece cholesterolu vede k alespoit cCastetné destrukci
membranovych domén (Schwille a kol., 2004). A nakonec pi1 dostatecném mnozstvi méfent,
pokud nebude zatizeno metodickou chybou, by doSlo k vyruSeni tohoto jevu. Dle naseho
nazoru je mozné ziskané vysledky popsat jako zménu z ,diffusion-coupled na ,,diffusion-
uncoupled model bunécné membrany, ktery formulovali Sprague a McNally (2005) — po
depleci cholesterolu difunduje TRH-R v membrané tak rychle, ze krokem urcujicim rychlost
navratu neni difuze, ktera je z pohledu naseho méteni témét okamzita, ale vyména receptoru

na vazebnych mistech v membrané. Tomu odpovidaji 1 vysledky vypocti Dapp, které se 1isi

pro ruzné velikosti ROI, 1 fakt, ze kiivky ndvratu po depleci cholesterolu jsou si velmi

podobné bez ohledu na velikost ROI. Vzorec, ktery jsme pouZzili pro vypocet difizniho
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koeficientu, je zalozen na piedpokladu, ze snimany néavrat je limitovan predevSim rychlosti
difuze molekuly a pocita s primérem ROI (Ellenberg a kol., 1997). To je pravdépodobné

divod, proc se D, u riznych velikosti ROI v cholesterol depletovanych bunikéch li§i. Tomu

napovida 1 vypocet mobilni frakce kery ukazuje, Ze po depleci cholesterolu dojde ke zvySeni
mobilni faze TRH-R-eGFP a proto je mozné se domnivat, Ze se zvysi mobilita tohoto
receptoru v membrané. Bylo jiz diive dokdzdno, Ze difuze v plazmatické membrané je
omezena 1 pro tak malé molekuly, jakymi jsou lipidy (Kusumi a kol.,, 2004). Jednou z
predpokladanych moznosti, ktera omezuje volny pohyb v membrang, je cytoskelet asociovany
s membranou. Proteinii kotvicich cytoskelet do membrany je znama celd fada. Zda se, Ze
cytoskelet rozdéluje membranu do malych oblasti (Sako a Kusumi, 1994). Tyto oblasti se 1isi
v zavislosti na typu bunécné linie (Kusumi a kol., 2005). Navic se velikosti a vlastnosti téchto
oblasti zméni po depleci cholesterolu. Tyto oblasti se alespont zdanlivé zmensi a piechod
molekuly z jedné do druhé se znatelné snizi a tim dojde ke zpomaleni difize molekuly
v membran¢ (Kusumi a kol., 2004). Jednim z moznych mechanizmt, které by mohly stat za
timto jevem, je kaveolinem indukovana formace stresovych vlaken. Deplece cholesterolu totiz
zpusobuje aktivaci c-Src kindz a fosforylaci kaveolinu. Tyto dva déje pak indukuji tvorbu jiz
zminénych stresovych vldken (Q1 a kol., 2009).

V souhrnu tyto vysledky ukazuji na to, ze TRH-R (a SHT-1A) je za kontrolnich
podminek soucasti membranovych domén nebo komplexii, které jsou zavislé na cholesterolu.
Nicméné neni mozné je vitbec nebo jen velmi obtizné extrahovat standardnimi metodami
vliv deplece cholesterolu na signalizaci, 1ze ptedpokladat, Ze soucasti tohoto komplexu jsou
proteiny souvisejici pfimo se signalni drahou TRH-R jako G /Gy protein. Depleci
cholesterolu dojde k rozpadu tohoto komplexu, coZ umoZiluje proteinu rychlejsi diftzi
membranou a také vysvétluje snizenou schopnost vyvolavat odpoved'.

Je otazkou, co piedstavuji vy$e zminénd imobilni vazebna mista pro TRH-R. Cast
receptori mize byt soucasti domén, ve kterych, diky vysoké koncentraci filament a
cholesterolu, probihd difize velmi pomalu, respektive je vyrazné pomalejsi neZ difuze
receptoru ve vétSinové fazi membrany po depleci cholesterolu. Pokud je rychlost difuze v
membrané dostatecna, nebude tato hrat v naSich zaznamech velkou ulohu. Ale o to vice se

projevi pomalé difize v doméndch. Pokud budeme piedpokladat, ze kazda ROI obsahuje vice
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téchto domén, ziskdme pifi kazdém meéfeni primérnou rychlost difuze v doménéach. Za
takovych okolnosti ziskame kiivky, které nejvice piipominaji méfend data, nicméné ve
skutec¢nosti jde o stanoveni difize v ROI stejné velikosti. Velikost vybélené oblasti tak nebude
urcujici pro konec¢ny vysledkek, ale rozhodujici faktorem bude primérna velikost téchto
domén, ktera bude vzdy stejnd. Vzhledem k tomu, Ze pomér oblasti kterou zaujimaji domény
k vétSinové fazi bunécné membrany, je vzdy stejny bude 1 mobilni frakce vidy stejna bez
ohledu na velikost ROL.

Posledni moznosti v naSich uvahéch pfi interpretaci vysledkii ziskanych metodou FRAP
je, ze TRH-R neni soucasti specializovanych domén, ale nachazi se v rozpustné, nicméné
cholesterolem bohaté periferiit DRMs. Vzhledem k pfedchozim vysledkiim by se mohlo jednat

piimo o kaveoly. Tuto moznost by bylo zajimavé dale prozkoumat.
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Zavér

Prvni ¢ast této prace se zabyvala vlivem deplece cholesterolu na funkéni spfazeni mezi
TRH receptorem a trimernimi G proteiny tfidy G¢/G; v intaktnich bunkach a v izolovanych
preparatech membranovych domén. Vysledky této ¢asti je mozné shrnout do nasledujicich
bodi:

— snizeni obsahu cholesterolu v bunéénych membrdnach neovliviiuje vazbu
radioaktivné zna¢en¢ho analoga TRH na receptor a afinita vazby (K4) ani maximalni vazebna
kapacita (Bmax) radioligandu se signifikantné nezménily;

— deplece cholesterolu narusila schopnost TRH vyvolavat Ca* odpovéd’ a doslo
ke snizeni afinity hormondlni odpovédi, které se projevilo jako zvySeni hodnoty ECsg
z 1x10™"*M (kontrolni buiiky) na 3x10"°M (buiiky exponované CDX);

— podobny vliv jsme zaznamenali i v piipadé stanoveni vazby [*>S]GTPyS
v izolovanych bund¢nych membranach, kdy doslo k posunu hodnot ECsy z 5x10°M na
5x10°M;

— maximalni pfiristek hormonalni odpovédi se nezménil ani pii stanoveni zmén
v koncentraci nitrobunéénych Ca>" iontd (intaktni buiiky), ani v piipadé stanoveni po&tu
vysoko-afinnich mist pro [*>S]GTPyS (isolované membrany).

Deplece cholesterolu zpusobila naruSeni funkcniho spiraZeni mezi TRH receptorem a
trimernimi G proteiny tiidy G,/G; ve smyslu sniZeni tiCinnosti hormondlni odpovédi, aniZ
by doslo k podstatnému ovlivnéni vlastnosti samotného receptoru. Prednostné doslo ke

snizeni afinity (citlivosti),zatimco maximadlni velikost odpovédi se nezménila.

Vysledeky ziskané v druhé ¢asti této disertacni praci ukazuji, ze tlohu G proteint pti
desensitizaci hormondlni akce lze prokéazat nejen v ptipadé dlouhodobé stimulace hormony,
jak ukazaly diivé;si vysledky nasi laboratofe, ale 1 v ptipad¢ rychlych zmén métenych jako
zmény v koncentraci nitrobunécného kalcia indukované TRH nebo ANGII.

Pti studiu bun¢k E2 exprimujicich TRH-R a endogenni G proteiny Gqo a Gjjo bylo
prokazano, zZe:

— stimulace TRH-R vede k blokdd¢ ucinku angiotensinu II - dochazi k

heterologni desensitizaci,
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— stimulace angiotensinem II navodi homologni desensitizaci, pro nasledné
podani angiotensinu 11,

— stimulace TRH-R navodi homologni desensitizaci pro nasledné podéani TRH.

— vznik desenzitizace je potlacen depleci cholesterolu z bunéénych membran

Pti studiu bunék E2M11 exprimujicich TRH-R, endogenni G proteiny Gqo a G0 a
velké mnozZstvi exogenniho Gj;a bylo prokdzano ze:

— vysoky obsah Gj;a v téchto buinikach zabrani vzniku homologni desenzitizace,
vyvolané angiotensinem II, t.j. angiotensin II neni schopen blokovat sebe sama pii nasledném
podani,

— vysoky obsah Gjja v téchto buiikdch zabrani vzniku homologni desenzitizace
pro TRH.

Intaktni struktura bunécéné membrany je nezbytnd nejen pro iniciaci signalni drahy
gprostiedkované aktivaci G proteinii tiidy G,/Gpn (viz. vySe), ale i pro jeji ukonceni
mechanismem desensitizace. SniZeni obsahu cholesterolu v membrané ovliviiuje priibéh
homologni i heterologni desensitizace.

G proteiny jsou schopny zajist’ovat nejen prenos signdlu do nitra buiiky, ale jsou i
cilem mechanismu zajist’'ujicich desenzitizaci hormondlni akce.

Prace také prokazuje existenci heterologni desensitizace pii vzajemném ucinku
angiotensinu Il a TRH.

Tteti ¢ast této prace se zabyvala studiem hormonem indukované internalizace TRH
receptoru a dynamiky jeho pohybu na povrchu buné€k, které stabiln¢ exprimuji fluoreskujici
formu tohoto receptoru (VTGP). Pohyb receptoru v roviné bunééné membrany byl sledovan
metodou FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching). Dosazené vysledky je mozné
shrnout do nasledujicich bodii:

— snizeni obsahu cholesterolu v bunééné membrané zpomaluje internalizaci
receptoru, ktera je indukovéana dlouhodobou stimulaci TRH-R s TRH;

— pohyb receptoru v bunééné¢ membrané kontrolnich bunck je mozné popsat jako
difusi v rovin€ membrany;

— v membrané se nachazeji dvé populace receptorti - prvni populace je vysoce

mobilni, zatimco druha se projevuje jako staciondrni.
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— mezi témito dvéma populacemi receptorti dochdzi k vyméné, ktera je za
kontrolnich podminek rychlej$i nez rychlost vstupu receptort z okolnich, nevybélenych ¢asti
membrany do vybélené oblasti. Za podminek deplece cholesterolu je vSak rychlost vstupu
receptori z okolnich, nevybélenych ¢asti membrany do vybélené oblasti vys$si nez vymeéna
mezi dvéma populacemi receptorti.

Optimalni formou interpretace téchto vysledkit je obraz takového uspoiadani bunécné
membrany, ve kterém je TRH-R za normdlnich podminek soucasti supra-molekularniho
komplexu nebo membranové domeény, ktera je zavisla na obsahu cholesterolu. Jedna se o

strukturu, kterd existuje pouze v intaktnich, Zivych buiikdch.
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