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1. Uvod

1.1 Bunécné membrany

vvvvvv

Uzaviraji buiiku, odd¢€luji ji od vnéjsiho prostiedi a vytvaieji tak dva dulezité kompartmenty,
cytosol a extracelularni prostiedi. Diky tomu jsou na obou stranach rozdilné vlastnosti, které
jsou pro n¢ specifické

Navzdory jejich rozdilnym funkcim maji vSechny bunééné membrany podobnou
strukturu (viz Obr. 1). Membranu tvoii tenka vrstva lipidd a proteint, které jsou spojené
pfevazné nekovalentnimi interakcemi. Bunécnd membréna je tekutd a velmi dynamicka
struktura, ktera umoznuje pohyb molekul v rovin¢ membrany.

Membranové lipidy jsou usporadané do souvislé dvojvrstvy o tloust’ce priblizné 5nm.
Tato dvojvrstva poskytuje relativné nepropustnou bariéru pro prichod vétSiny molekul
rozpustnych ve vodé. Zékladnim membranovym lipidem jsou fosfolipidy. Ty jsou obecné
amfipatické, tedy maji hydrofilni, polarni konec (,,hlavicku®) a dva hydrofobni, nepolarni
uhlovodikové konce. Tyto nepolarni konce jsou obvykle tvofeny mastnymi kyselinami, které
se lisi v délce. Toto amfipatické uspofddani umoziuje lipidové molekule formovat
pozadovany tvar ve vodnim prostiedi, v tomto piipadé lipidovou dvojvrstvu.

Soucasti bunééné membrany jsou kromé& molekul lipidGi 1 molekuly proteinf. Tyto
proteiny mohou vykonavat rizné funkce, napft. slouzit jako transportni molekuly nebo jako
molekuly katalyzujici ur€ité reakce. Mnozstvi membranovych proteind se li§i v zavislosti na
typu bunéné membrany. Napiiklad membrany, které slouzi jako elektricky izolant pro
axony nervovych bun€k (myelinovd membrana) obsahuji méné nez 25 % proteinli. Naproti
tomu membrany, které se uUcCastni syntézy ATP (vnitini membrany mitochondrii a
chloroplastit) obsahuji pfiblizné¢ 75 % proteini. Typickd bunéfnd membrana obsahuje
pfiblizné 50 % proteint.

Lipidové molekuly jsou mensi nez molekuly proteint, takZe bunééné membrany vzdy
obsahuji vice molekul lipidi neZ proteinii. Membranové proteiny se znac¢né lisi strukturou a

zpisobem, jakym asociuji s lipidovou dvojvrstvou. Z toho vyplyvaji jejich rtizné funkce™.
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Obr. 1: Struktura bun&éné membrany?.

1.2 Struktura a funkce membranovych proteini

Membranové proteiny jsou velmi dalezité pro bunécné procesy. Poskytuji bunéénym
membrandm jejich charakteristické vlastnosti a funkce, které jsou specifické pro rizné
bunécéné struktury. Membranové proteiny se rozdéluji do dvou zékladnich skupin, a sice
periferni membranové proteiny a integralni membranové proteiny3.

Proteiny periferniho typu, na rozdil od integralnich membranovych proteind, jsou
S membranou pouze volné asociovany. S membranou interaguji bud’ nepiimo, kdy jsou
navazany na jiny membranovy protein, anebo piimo, kdy jsou kovalentn¢ navazany na
nepolarni molekulu, jeZ je soucasti lipidové dvojvrstvy. Periferni membranové proteiny lze
od membrany oddélit vyuZzitim Setrnych metod, jako je napf. vystavenim roztokim s
vysokym nebo s nizkym pH. Patfi sem naptiklad proteiny, které¢ s buné¢nou membranou
asociuji prostiednictvim glykosylfosfatidylinositolu, které se nachdzi na vngjs$i strané
lipidové dvojvrstvy. Glykosylfosfatidylinositol je jakasi kotva (GPI), ktera zplsobi, ze
protein ziistane navazan na membrang’.

Na rozdil od perifernich membranovych proteinti, integralni membranové proteiny jsou
pevné vazané na membranu, takZze nemuze byt vyuzito ptredeSlych zptsobl k oddéleni od

membrany. Do této skupiny proteinti patii zejména transmembranové proteiny usporadané



tak, ze jejich hydrofobni cast prochazi lipidovou dvojvrstvou, kdezto hydrofilni casti
interaguji na vn&jsi stran& membréany s vodou’.

Membranové proteiny zastavaji v bunikdch mnoho raznych funkei, které ovliviuji
vysledné chovani bunky. Jsou zodpovédné za bunény transport: napi. vytvareji iontovy
gradient. Dale jsou velmi dulezité v bunécné signalizaci - funguji jako receptory, které

reaguji na vn&j§i podnéty’.

1.3 Bunécna signalizace

Bunééna signalizace je zpusob, jakym spolu bunky komunikuji. Zprostredkovava
detekci extracelularnich signalnich molekul, které jsou produkovany bunikami a jejichz
prostiednictvim dochézi ke komunikaci at’ uz mezi sousednimi bunkami nebo mezi
vzdalenymi bunkami.

Zakladnim prvkem, ktery rozpoznava extracelularni signalni molekulu (podnét) je
receptor. Na jeho zdklad€¢ vznika informace, kterd je pfendSena do nitra bunky
prostiednictvim tzv. signalnich transduktort. Tyto vnitrobunécné komplexy fidi uvolnovani
specifickych druhych posli, které aktivuji cilovou bunku. Cilova bunka nasledné generuje
intracelularni signal, ktery zméni chovani buiky. Série bunéénych procesit spousténych
uvnitt buiiky jako odpovéd’ buiiky na vn&jsi podnét se nazyva signalni kaskada®.

V eukaryotickych bunkach existuje cela fada signalnich kaskad. V nasi studii jsme se

vvvvvv

1.4 G-proteinova signalni kaskada

G-proteinova signalni kaskada (Obr. 2) je kli¢ovy proces, ktery zprosttedkovava pienos
signali mnoha druhd hormoni, neurotransmiterti a dal§ich signalnich faktord. Tato kaskada

sestava z receptoru spiazené¢ho s G proteinem, samotného G proteinu, riznych druhych posli
(cCAMP, cGMP, IP3, DAG) a efektoru.
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Obr. 2: G-proteinova signalni kaskada.

1.4.1 Receptory spiazené s G-proteinem

Receptory spiazené s G-proteinem tvoii nejvétsi genovou rodinu v savéich genomech®.
Reguluji intraceluldrni reakce mechanismem, ktery zahrnuje transdukéni molekulu — G-
protein (protein vazajici GTP). U ¢lovéka bylo identifikovano asi 800 GPCR. Asi polovina
z nich ma senzorickou funkci. Jsou to receptory ¢ichu, chuti, vnimani svétla a feromonové
signalizace. Zbyvajici receptory maji nesenzorickou funkci. Signalizace prostiednictvim
GPCR je obecné spousténa molekulou ligandu, které se velikostné pohybuji od malych

molekul, pfes peptidy az po velké proteinys.

1.4.1.1 Struktura GPCR

Vsechny receptory spiazené s G-proteiny sdileji vyznamné strukturni rysy. Vsechny
Jsou to membranové proteiny obsahujici 7 transmembranovych alfa- helikalnich domén,
které jsou vzajemné spojené 3 intracelularnimi (il, i2 a i3) a 3 extracelularnimi (el, €2 a e3)
smyckami. Na vng&jSi strané membrany se nachazi N-konec. C-konec molekul GPCR se
nachazi v cytosolu buniky. V cytosolu je ptitomen i G-protein, ktery zprostifedkovava jiz

zminénou signalni transdukei a predavani signalu z molekul GPCR dal do buriky®.



Receptory sprazené¢ s G-proteinem mohou existovat také jako dimery. U nékterych
GPCR (napi. metabotropni glutamatové receptory, receptory sekretinu) je zndmo, ze funguji
jako dimery. U jinych se soudi, ze funguji jako monomery. U mnohych je otdzka dimerizace

Vv ptirozenych podminkach buniky stale oteviena.

Obr. 3: Struktura receptoru spiazeného s G-proteinem.

1.4.1.2 Vyznamné druhy GPCR

vvvvvv

nékolik druhti téchto receptorovych proteinti, které se 1isi ve vazbé jejich extracelularnich
signalnich molekul, tzn. jednotlivé druhy GPCR reaguji na rozdilné typy podnétii. Nicméné
mechanismus predavani signalu je stejny. V této kapitole jsou tedy uvedeny nejvyznamnéjsi

typy GPCR a zda je u nich mozny vyskyt dimerizace.

a. receptory rhodopsinového typu - Receptory rhodopsinoveho typu piedstavuji
nejvetsi skupinu GPCR. Zahrnuji mj. nékolik set ¢ichovych receptori. Tyto receptory
detekuji pfitomnost riznych hormont, ¢i neurotransmiterd. Mohou slouzit i jako
svételné receptory, nebot’ rhodopsin, tj. receptor, jehoz jméno tato skupina nese, je
svétlem aktivovany protein (pigment), ktery se nachazi v oku obratlovci a umoziuje
vidéni’.

Dimerizace u tohoto druhu receptorii byva v nékterych studiich znaéné€ zpochybnéna,

nékteré studie zase naznacuji, Ze receptory rhodopsinového typu mohou existovat a



potenciondlné¢ fungovat jako dimery. AvSak funkéni vyznam a povaha téchto
komplext je stale nejasna®.

metabotropni glutamatové receptory - Metabotropni glutamatové receptory se
ucastni excitanich synapsi v centrdlnim nervovém systému savci. Vazou totiz
glutamat, ktery je zdkladnim neurotransmiterem. Soucasné studie, které potvrdily
mechanismus aktivace a pusobeni glutamatovych receptori naznacuji, ze tyto
receptory jsou dulezité pro fadu neurologickych a psychiatrickych poruch, jako je
Alzheimerova nemoc, Parkinsonova nemoc, uzkost, deprese a schizofrenie®.

U metabotropnich glutamatovych receptorti na rozdil od receptorti thodopsinového
typu je prokazano, ze existuji a funguji jako stabilni dimery. Dimerizuji
prostfednictvim N-termindlni domény, kterd je velmi dlouhd a umoznuje tak
snadné&jsi vznik dimeri”.

receptory sekretinu - Receptory se sekretinem jsou velmi vyznamné receptory,
které se nachazeji u zvitat. Nebyly vSak pozorované u rostlin, hub ¢i prokaryot. Vaze
a je aktivovan peptidickym hormonem sekretinem a dalSimi hormony jako je
glukagon, kalcitonin a né¢kterymi ristovymi hormony. I u tohoto druhu receptort byl
prokazan vznik dimert®.

adhezni receptory - Adhezni receptory zahrnuji asi 30 receptort, které se nachdzeji
v genomech obratlovcti. Hraji velkou roli v riznych biologickych procesech a jsou
charakteristické velmi dlouhym N-koncem, ktery umoZnuje adhezi a tim padem 1
urit interakci mezi buiikami'®. Adhezni receptory také ochotné¢ podléhaji
dimerizaci''.

frizzled/taste 2 receptory - Frizzled/taste 2 jsou receptory, které se ucastni
predev§im pi1 urCovani bunééné polarity a segmentace. Podili se také na
embryonalnim vyvoji. Stejné jako pfedeslé druhy, 1 u tohoto druhu receptorti byl
prokazan vznik dimerizace™?.

feromonové receptory hub — Tyto receptory se Gi¢astni zejména v signalizaci, ktera
zprostiedkovava vazbu feromonu na specificky receptor v buiikach hub, kde dochézi
k aktivaci transkripcniho faktoru, ktery je potiebny pro expresi gent specifickych pro

v 713
pareni .



1.4.2 G-proteiny

G-proteiny jsou velmi dulezité v bunééné signalizaci, nebot’ interaguji s receptory
sprazenymi s G-proteiny. Prenaseji, modifikuji a zesiluji signal z téchto receptort. G-
proteiny jsou pfitomny ve vSech eukaryotnich buikach a jsou zapojeny do ruznych
fyziologickych funkci, jako je vnimani smyslovych informaci, uvolfiovani hormont,
regulace bunééné migrace, bunééného ristu a diferenciace. Nejvyznamnéjsimi G-proteiny
jsou heterotrimerni G-proteiny. Vyznamné jsou ale i tzv. monomerni G-proteiny, které jsou

mensi.

Heterotrimerni G-proteiny se skladaji se tfi podjednotek - Ga, GB a Gy (viz Obr. 4).
Lidsky genom obsahuje asi 16 gent kodujicich rizné podjednotky Ga. podjednotky, mezi
nimiz jsou strukturni a funk¢ni rozdily. Na zaklad¢é téchto rozdila rozlisujeme 4 typy
podjednotek Ga: Gaip, Gass, Gagai, @ Gazns. Podjednotka Ga je schopna vézat jak GTP,
tak GDP. To zajistuje GTPazova doména. Krom¢ GTPazové domény podjednotka Ga

obsahuje jesté helikalni doménu, ktera stabilizuje vazbu GTP™.

Obr. 4: Struktura G-proteinu®.



V klidovém stavu je na podjednotce Ga navazana molekula GDP. Po aktivaci
receptorového proteinu navazanim ligandu dojde k aktivaci receptoru spojené s konformacni
zménou v molekule receptoru. Tato zména umozni interakci receptoru s G-proteinem, diky
niz podjednotka Go vyméni navazanou molekulu GDP za GTP. Tato zména zpusobi to, ze se
heterotrimerni G-protein rozdéli na dvé c¢asti — na podjednotku Go a na komplex
podjednotek GB/Gy. Podjednotka Ga i komplex GB/Gy poté mohou interagovat s riznymi
efektory, na zakladé ¢ehoz vznikaji ruzné odpovédi v cilovych bunkach. Aktivace G-
proteinu je reverzibilni proces. Podjednotka Ga ma GTPazovou aktivitu, takze po urcité
dob¢ zhydrolyzuje navazany GTP zpét na GDP. Tim dojde k inaktivaci podjednotky Ga, jez
umozni opétovnou asociaci s podjednotkami GB/Gy a vzniku neaktivovaného
heterotrimerniho G-proteinu,

Kromé heterotrimernich G-proteinti existuji téz monomerni G-proteiny (n¢kdy také
nazyvany malé GTPazy). Tyto monomerni G-proteiny jsou strukturné podobné o
podjednotce heterotrimerniho G-proteinu. Také obsahuji vazebné misto pro GTP a maji také
GTPazovou aktivitu. Na rozdil od heterotrimernich G-proteinii funguji samostatn¢ a

pii aktivaci G-proteinu nedochazi k disociaci komplexu proteint*®.

1.4.3 Efektory

Aktivovany G-protein spousti funkci riznych efektort. VétSina téchto efektorti jsou
enzymy, které produkuji intracelularni druhé posly, které pak spousti biochemické dréhy”.

Mezi efektory G-proteinti patii napiiklad adenylatcyklaza. Hlavni funkci tohoto
enzymu je katalyza syntézy cAMP. Koncentrace cAMP uvniti buiiky se v klidovém stavu
pohybuje okolo 107 M. Extracelularni signal vSak miZe zpiisobit, 7¢ se hladina cAMP
behem nékolika sekund zdvojnéasobi. Proto tato syntéza musi byt vyvazena i jeho degradaci.
Za to je zodpovédny enzym cAMP fosfodiesteraza.

Dal§im vyznamnym efektorem je fosfolipdiza C. Tento enzym plsobi na
fosfatidylinositol 4,5 — bisfosfatu, Stépi jej na inositol 1,4,5 — trisfosfat a diacylglycerol.
Inositol 1,4,5 — trisfosfat se vaze na kanaly Ca** v endoplazmatickém retikulu, otevira je a
ionty Ca?* unikaji z endoplazmatického retikula po spadu svého koncentraéniho gradientu do
cytosolu, kde se hromadi a nartsta zde jejich koncentrace. Diacylglycerol zistava navazan

v membrang, kde aktivuje protein kinazu C, ktera je Ca** dependentni’.



1.5 Metody detekujici proteinové interakce

Proteiny nachézejici se v organismech ziidka funguji samostatng. Casto se spojuji do
komplexi, které vykondvaji rizné biologické funkce na bunécné i systémové urovni. Pro
dobré porozumeéni molekuldrnim mechanismim je vyznamnym krokem pravé mapovani
téchto proteinovych interakci. Kompletni mapa proteinovych interakci, kterd se nachazi
v Zivych organismech, se nazyvé interactome’®. Proteinové interakce jsou podstatou mnoha
bunéénych procesu: replikace DNA, transkripce, translace, signalni transdukce a mnoha

dalsich procesﬁls.

Metody detekujici proteinové interakce, bud’ pracuji in vitro, nebo in vivo. Metody in
Vitro jsou provadény v kontrolovaném prostiedi mimo buriku. Patii sem metody jako je napf.
tandemova afinitni purifikace, koimunoprecipitace nebo afinitni chromatografie. Metody in
VIVO jsou naproti tomu provadény v pfirozenych podminkach bunky. Jednou z hlavnich
metod in vivo je tzv. dvou-hybridni systém (Yeast two-hybrid system). V souc¢asné dob¢ se
stdle vice vyuzivaji 1 metody, které vyuzivaji fluorescentni proteiny, jako je FRET
(Fluorescence resonance energy transfer) a BRET (Bioluminiscence resonance energy
transfer)™®. V nasi laboratofi byla mj. za u&elem pozorovani interakci mezi proteiny vyvinuta
nova technika, tzv. dvoufotonova polarizacni mikroskopie, kterda méa v porovnani S jinymi

technikami nekteré vyznamné vyhody.



1.5.1 Metody in vitro

1.5.1.1 Tandemovaé afinitni purifikace

Je to velmi u¢inna metoda, ktera umoziuje izolaci proteini a proteinovych komplext
za podminek blizkych fyziologickym. Tato metoda zavisi na expresi jedné proteinové
komponenty fizované N- nebo C- terminaln& na TAP znacku v pozadovaném organismu®.
TAP znacka se sklada z imunoglobulinu G, ktery se vaze na protein A ze Staphylococcus
aureus a dale obsahuje vazebnou doménu pro kalmodulin® Tato fuze usnadiuje purifikaci
znaceného proteinu ve dvou po sob¢ jdoucich vysokoafinitnich chromatografickych krocich.
Kombinace téchto dvou krokii je velmi u¢innd a proteinovy komplex miize tak muize byt

purifikovan bez nutnosti overexprese proteinu®.

1.5.1.2 Koimunopreciptace

V této metodé jsou bunky lyzovany v nedenaturujicich podminkach, takze proteinové
interakce uvnitt buiiky nejsou naruSeny. Cilovy protein je zachycen (imunoprecipitovan)
specifickou protilatkou, kterd je navdzana na agaru. Po odstranéni nespecificky vdzanych
proteini opakovanym promytim se ko-imunoprecipitujici interagujici proteiny eluuji z agaru
za pouziti Laemmliho pufru, separuji se pomoci SDS-polyakrylamidové gelove

elektroforézy (SDS-page) a nasledné se identifikuji hmotnostni spektrometrii (MS)ZZ.

1.5.1.3 Afinitni chromatografie

Tato metoda slouzi k purifikaci specifickych molekul nebo skupiny molekul ze
smési. Je zaloZena na interakcich mezi dvéma molekulami, jako je interakce mezi enzymem
a substratem, receptorem a ligandem nebo protilatkou a antigenem. Tyto interakce, které
jsou typicky reverzibilni, se pouzivaji k purifikaci jedné z interagujicich molekul. Tato
molekula se nazyva afinitni ligand a ta je ukotvena na pevnou matrici za vzniku stacionarni

I ’ ’ , . )
faze, zatimco cilova molekula je v mobilni fazi®,
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1.5.2 Metody in vivo

1.5.2.1 Dvou-hybridni systém (Yeast two-hybrid systém)

Tato metoda je zalozena na schopnosti detekovat proteiny, které interaguji s jinym
znamym proteinem. Vyuziva plazmidy navrzené tak, aby kdodovaly dva hybridni proteiny.
Jeden hybridni protein obsahuje DNA-vézajici doménu napt. kvasinkového transkripéniho
faktoru, ktera interaguje se znamym proteinem. Druhy hybridni protein se sklada z aktivacni
domény, kterd interaguje s proteinovymi sekvencemi koédovanymi genomovou DNA
kvasinek. Interakce mezi znamym proteinem a proteinem kdédovanym plazmidem z kvasinek

vede k aktivaci transkripéniho faktoru®.

1.5.3 Metody vyuzivajici fluorescentni proteiny

Pred objevem fluorescentnich proteinii nebylo mozné studovat bunééné procesy
v konkrétnich strukturach bez fixace bun¢k. Zasadni zlom piinesl pravé az objev zeleného
fluorescentniho proteinu, ktery umoznil pozorovani bunék v jejich pfirozeném prostfediZS.
Fluorescentni proteiny Vv soucasné dobé slouzi jako vyznamny nastroj, ktery umoziuje
pfimou vizualizaci struktur a procesti V zivych bunkach a organismech%. Fluorecentni
proteiny umoZznuji 1 pozorovani interakci mezi proteiny, a to nejcastéji pomoci technik FRET
a BRET, a nové i technikou dvoufotonové polarizacni mikroskopie (2PPM), vyvinutou

V nasi laboratofi.

1.5.3.1 Fluorescentni proteiny

Zeleny fluorescentni protein ma strukturu B-soudku, ktery se sklada z 11 vlaken na
povrchu soudku a ma pramér 30 A a délku ~ 40 A. Uvnitt p-soudku se nachazi
fluorescenéni centrum, tzv. fluorofor. Fluorofor GFP vznika spontanni chemickou reakei tii
aminokyselin, které jsou souc¢asti molekuly GFP: Ser65, Tyr66 a Gly67. Fluorofor GFP je
soucasti nepravidelné o-Sroubovice prochazejici sttedem soudku. Struktura GFP je velmi
pravidelnd a stabilni. Pfesto l1ze molekulu GFP denaturovat, teplem nebo denatura¢nimi
¢inidly. Po denaturaci GFP ztraci schopnost fluoreskovat. Denaturace (a ztrata fluorescence)

oo v 121,727
byva vSak Casto reverzibilni®'.
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Direction of transition dipole moment
(TDM)

Obr. 5: Struktura GFP a lokalizace fluoroforu.

1.5.3.2 FRET (Fluorescence resonance energy transfer)

Fluorescen¢ni resonan¢ni pienos energie je fyzikalni proces, pomoci néhoz je
pfenaSena energie z excitované fluorescentni molekuly (donor) na jinou fluorescentni
molekulu (akceptor). Je to nezafivy pienos. V dusledku FRET dochazi ke snizeni intenzity
fluorescence donoru a ke zvySeni intenzity emise akceptoru. Tato hojné vyuzivana technika

umoziuje pozorovani struktury a konformace proteint.

Na ucinnost FRET ma vliv n€kolik faktord. Donorova a akceptorova molekula musi
byt v tésné blizkosti (obvykle 10 — 100 A) a excitacni spektrum akceptoru se musi piekryvat
s emisnim spektrem donoru®®, Zména ve vzdalenosti (& vzajemné orientaci) donoru a
akceptoru vede ke zméné intenzit jejich fluorescence, kterd mize byt pozorovatelnd. Zmény

fluorescence v dusledku FRET lze vyuzit k detekci interakci mezi molekulami proteint.

Vyhodou techniky FRET je, ze umoziiuje pozorovani proteinti a jejich interakci
v 7ivé buiice za fyziologickych podminek. Uginnost této techniky je limitovana ztratou

N . “ . 129
fluorescenéniho signalu (photobleaching) a fluorescenénim pozadim (autofluorescenci)®.

1.5.3.3 BRET (Bioluminiscence resonance energy transfer)

Bioluminiscen¢ni resonan¢ni pienos energie je alternativni metoda k FRET. Na
rozdil od techniky FRET se piti BRET jako donoru vyuzivd enzym ktery katalyzuje
chemickou reakci béhem niz je emitovano svétlo (bioluminiscence). Tato bioluminiscence

excituje molekuly akceptoru, jimiZ mohou byt molekuly fluorescentniho proteinu.

12



Podminky nutné pro pozorovani BRET jsou obdobné jako u FRET, tzn. molekuly donoru a
akceptoru musi byt od sebe v malé¢ vzdalenosti a emisni spektrum donoru musi prekryvat

absorp¢ni spektrum akceptoru30.

Vyhodou techniky BRET je, ze umoziuje pozorovani interakci mezi proteiny bez
vnéjsi excitace donoru. Tudiz, pfistroje vyuzivajici BRET jsou jednodussi a méné nakladné.
Vyhodou je i absence autofluorescence. Nevyhodou je, ze signal, ktery dany protein vydava
prosttednictvim luminiscencni reakce, byva velmi slaby. Dalsi nevyhodou je, Ze tato
technika mé tendenci detekovat i ndhodné interakce mezi proteiny. Ptesto se tato technika

stala velmi pouzivanou v bunécné biologiiso.

1.5.3.4 Dvoufotonova polarizaéni mikroskopie (Two — photon polarization microscopy,

2PPM)

Jako vyhodna metoda k detekci proteinovych interakci se jevi dvoufotonova

polariza¢ni mikroskopie (2PPM), ktera byla neddvno vyvinuta nasi laboratofi.

Princip 2PPM spociva v osvétlovani vzorku dvéma na sebe kolmymi polarizacemi
excitujiciho svétla. V zavislosti na orientaci fluorescentnich molekul (proteinti) vic¢i bunééné
membrané potom rizné ¢asti buiiky vykazuji pro jednotlivé pouzité polarizace excita¢niho
svétla niz§i ¢i vysSi intenzitu emitované fluorescence (tzv. linearni dichroismus). Zmény
V linearnim dichroismu umozZiuji detekci zmény orientace fluorescentniho proteinu vici
bunécné membrané. Pokud ke zméné orientace fluorescentniho proteinu dojde v disledku

interakce s jinym proteinem, 1ze techniku 2PPM uplatnit k detekei téchto interakei.

Metodou 2PPM lze sledovat napi. aktivaci G-proteind (prostiednictvim pozorovani
interakci mezi jednotlivymi podjednotkami G-proteinti), zmény vnitrobunééné koncentrace
vapenatych iontd (prostfednictvim pozorovani konformaénich zmén v proteinech citlivych
na koncentraci vapenatych iontt) a dalSich procesd, jichz se ucastni membranové proteiny.
Vyhodami metody 2PPM jsou nutnost pouze jednoho fluorescentniho proteinu (na rozdil
napi. od metody FRET, ktera vyzaduje dva fluorescentni proteiny), moznost multiplexace ¢i

maly vliv béleni fluoroforu.
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Metoda 2PPM je provadéna prostiednictvim dvoufotonového fluorescencniho
mikroskopu, ktery vyuzivéa pulsni femtosekundovy infracerveny laser. Diky vysoké intezité
infraderveného svétla v prib¢hu velmi kratkych laserovych pulsit muze v ohnisku objektivu
dochazet k excitaci fluoroforu diky soucasné absorpci dvou fotont. Dvoufotonova excitace
je omezena pouze na fokalni objem objektivu, a umoziuje tak vytvareni optickych fezi
vzorku. Nutnost soucasné absorpce dvou fotonti zvyraziuje projevy orientace absorbujicich
fluorescentnich molekul®!,

Dvoufotonovy polarizaéni mikroskop funguje obdobné jako bézny dvoufotonovy
laserovy skenovaci mikroskop. Jeho dulezitou soucasti je vSak elektroopticky polarizacni
modulator, ktery rychle méni polarizaci excitaéniho laserového svazku, v soucinnosti
s funkci laserového skenovaciho mikroskopu. Tato metoda je soucasti ceského patentu a také

mezinarodnich patentii (US patent &. 8,722,358 a EPO patent 10 801 109)*.

Dvoufotonovy polariza¢ni mikroskop umoznuje témét soucasné ziskavani obrazki se
dvéma riznymi polarizacemi excitaéniho svazku. Pro vizualizaci rozdili mezi obrazky
ziskdvanymi s obéma pouzitymi polarizacemi je nejcastéji obrazek fluorescence ziskany za
pouziti horizotaln¢ polarizovaného svétla pocitaCové obarven Cervené, obrazek ziskany za
pouziti vertikalné polarizovaného svétla obarven zelené, a oba obarvené obrazky jsou
zkombinovany. Rozdily mezi jednotlivymi obrazky (tj. linearni dichroismus) se ve
vysledném obrazku projevi Cervenym a zelenym zbarvenim rGznych €asti pozorovanych
bunénych membran. Pokud neni pfitomen line4rni dichroismus, jevi se vysledny obrazek

homogenné Zluty.
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Obr. 6: Vizualizace linearniho dichroismu. Obrazek fluorescence ziskany s horizontalni
polarizaci excitace je pocitacove obarven Cervené, obrazek fluorescence ziskané s vertikalni
polarizaci excitace je pocitaCové obarven zelené. Oba obrazky jsou pak sloZzeny v jeden.
Pfitomnost a intenzita cCervenozeleného obrazce vypovida o orientaci pfitomnych

fluorescentnich znacek vuéi bunééné membrané

(W Objective lens

A" Dichroic mirror

Fluorescence

detector

Ti-Sa laser Polarization . I, S i ,
: — canning mirrors
modulator 7 9

Obr. 7: Laserovy svazek prochazi polarizacnim modulatorem, ktery méni jeho polarizci.
Laserovy svazek je potom skenovacimi zrcatky smérovan tak, aby po prichodu dichroickym
zrcatkem a objektivem mikroskopu osvitil ur¢ity bo zkoumaného vzorku. Fluorescence
excitovand v tomto bod¢ vchazi do objektivu a po odrazu od dichroického zrcatka je

detekovéna detektorem.
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1.5.3.5 Vyuziti 2PPM ke sledovani dimerizace proteinu

Kromé vyuziti 2PPM ke sledovani interakci mezi riiznymi proteiny by technika
2PPM m¢la umoznovat i detekci interakci mezi molekulami jednoho proteinu, tj. napf.
pfitomnost dimert. K detekci homomolekularnich dimert pomoci techniky 2PPM jsou
potfeba dvé pozorovani: pozorovani bunck exprimujicich pouze fluorescentné znaCenou
verzi zkoumaného proteinu, a pozorovani buné¢k exprimujicich jak fluorescentné znacenou,

tak neznacenou verzi zkoumaného proteinu. V principu pak mohou nastat tfi moznosti:
1) Zkoumany protein netvoii dimery

V tomto ptipad¢ vykazuji bunky exprimujici pouze fluorescentné zna¢eny zkoumany
protein urcitou uroven linearniho dichroismu, reflektujici orientaci fluorescentni znacky vaci
buné¢né membrané. Vzhledem k tomu, ze zkoumany protein netvoii dimery, pfitomnost (¢i
absence) neznaCené verze zkoumaného proteinu nema vliv na linearni dichroismus
fluorescentné znacené verze zkoumaného proteinu. V obou pftipadech je tak pozorovana

stejna troven linearniho dichroismu.
2) Zkoumany protein tvoii dimery, avsak pouze v disledku pfitomnosti fluorescentni znacky

V tomto ptipadé je zkoumanym proteinem tzv. nefyziologicky dimer. Podjednotky
tohoto dimeru nejsou vzajemné spojené zkoumanym proteinem, ale dimerizuji v disledku
interakce mezi fluorescentnimi proteiny navazanymi na obou podjednotkdch. Buiky
exprimujici tento fluorescencn€ znaCeny zkoumany protein vykazuji urcity linedrni
dichroismus, ktery poskytuje informace o orientaci fluorescentniho proteinu. Pfitomnost
neznacené verze zkoumaného proteinu nema Zadny vliv na orientaci fluorescentniho

proteinu a je tak pozorovana stejna troven linedrniho dichroismu.
3) Zkoumany protein tvoii dimery prostfednictvim fyziologické interakce

V tomto pfipadé je zkoumanym proteinem tzv. fyziologicky dimer, jehoz
podjednotky spolu interaguji. Bunky exprimujici tento fluorescencné znafeny zkoumany
protein opét vykazuji linearni dichroismus, ktery stejné jako v pfedeslych moznostech
indikuje uritou orientaci fluorescentniho proteinu vi¢i bunééné membrané. Pfitomnost
neznacené verze zkoumaného proteinu V tomto ptipad€ muize ovlivnit linedrni dichroismus

fluorescentné zna¢eného zkoumaného proteinu.
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Obr. 8: Pokud je GPCR pfitomen jako monomer, tak piitomnost neznaceného GPCR nema
zadny vliv na orientaci fluorescencni znacky. Stejné€ je tomu i u nefyziologického dimeru.
Pokud tvofi GPCR fyziologicky dimer, muZe neznaCeny protein ovlivnit orientaci

fluorescentniho proteinu.

2. Cile prace

Hlavnim cilem naseho vyzkumu bylo zjistit, zda lze techniku 2PPM vyuzit k detekci
dimerizace membranovych proteind, na modelovém systému metabotropniho glutamatového

receptoru. K dosazeni hlavniho cile bylo zapotitebi dosazeni n¢kolika dil¢ich cili:

1) Ptiprava vhodnych konstrukti DNA.
2) Mikroskopicka pozorovani technikou 2PPM.
3) Analyza zobrazovacich dat ziskanych technikou 2PPM.
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2.1 Dilci cile

1)

2)

3)

Piiprava vhodnych konstrukti DNA.

Cilem bylo ziskani konstruktd nutnych pro pozorovani dimerizace technikou 2PPM.
Ke zjisténi zda membranové receptory dimerizuji ¢i nikoliv je zapotiebi dvou
konstruktli: jednoho bez fluorescen¢niho proteinu a jednoho konstruktu obsahujici
fluorescen¢ni protein. Bunky exprimujici pouze znaceny konstrukt pak mohou byt
porovnany s bunikami obsahujicimi jak znaceny, tak neznaceny konstrukt. Konstrukt
bez fluorescen¢niho proteinu ale nebyl k dispozici, proto muselo byt vyuZito jiz
existujiciho konstruktu, ktery byl zkracen o c¢ast kodujici fluorescentni protein.
Ztohoto divodu musely byt vhodné navrzeny primery komplementarni
k pozadovanym konstruktim. Tyto primery tak definuji oblast DNA, ktera ma byt
nasyntetizovana a tedy i pocatek replikace DNA, ktera je provedena pomoci metody
polymerdzova fetézova reakce. Dal§im krokem v ptipravé vhodnych konstruktl bylo
nasyntetizovanou DNA ligovat a transformovat do bunc¢k E. coli. Z narostlych
bakteridlnich kolonii pak uz snadno mohl byt pozadovany konstrukt vyizolovan a

transfekovan do eukaryotnich buné¢k HEK 293.

Mikroskopicka pozorovani technikou 2PPM.

Cilem této c¢asti prace bylo pozorovani bunék HEK 293 exprimujici fluorescenéné
znaceny konstrukt a smés neznaceného nami modifikovaného konstruktu (bez
fluorescen¢niho proteinu) se znaCenym konstruktem pomoci 2PPM. Pokud
neznaceny konstrukt ur€itym zpisobem ovlivituje orientaci fluorescentniho proteinu
znacen¢ho konstruktu, tak je ovlivnén 1 linedrni dichroismus na membrané, coz by
mélo byt viditelné touto technikou.

Analyza zobrazovacich dat ziskanych technikou 2PPM.

Cilem v této casti prace bylo analyzovat data ziskana technikou 2PPM. Na zékladé¢
této analyzy pak mohlo byt ur¢eno, zda ndmi modifikované konstrukty dimerizuji ¢i

nikoliv.
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3. Material a metody

3.1 Vychozi konstrukty

V nasem vyzkumu byly vyuzity konstrukty na bazi metabotropnich glutamatovych
receptord  poskytnuté laboratofi Biofyziky a Neurobiologie, Narodniho institutu pro
fyziologické védy VJaponSku33. Tyto konstrukty meély fluorescencni protein navazan na
prvni a druhé intracelularni smycce. Tyto konstrukty byly nasledné porovnany

s modifikovanym konstruktem bez fluorescenéniho proteinu.
Fluorescentn¢ znacené konstrukty:

e mMGIuR1-i1-YFP — fluorescen¢ni protein navazan na prvni intracelularni smycce

(i1).

Loop 1 (i1)

BiEgnnEE BES@EED
.I |

Obr. 9: Konstrukt mGlurl-i1-YFP.
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e mMGIuR1-i2-YFP — fluorescen¢ni protein navazan na druhé intracelularni smycce

(i2).
Loop 2 (i2)

filialdoldl dEN AWidR

Obr. 10: Konstrukt mGluR1-i2-YFP.

3.2 Metodicky postup

V nasledujicim textu je podrobné popsan nas postup pii provadéni nasledujicich metod:

1) Polymerazova fetézova reakce (PCR)
2) Purifikace DNA

3) Ligace

4) Bakterialni transformace

5) Izolace plazmidu

6) Transfekce sav¢ich bun¢k

7) Pozorovani vzorkd pomoci dvoufotonové polariza¢ni mikroskopie
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3.2.1 Polymerazova tetézova reakce (PCR)

Tato metoda byla vyuzita pro ziskani linearni DNA. Princip PCR je zalozen na
replikaci nukleovych kyselin. Podstatou je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych
fetézci vybranych tsekii dvouietézcové DNA ve sméru 5'— 3’ katalyzovand DNA —
polymerazou. Pozadovany usek nukleotidové sekvence je vymezen piipojenim dvou
primeri, které se vazou na protilehlé fetézce DNA. Po piidani DNA polymerazy a
nukleotidii probihd syntéza novych vldken na obou fetézcich protismérné. K syntéze DNA se
vyuzivaji polymerdzy z termofilnich mikroorganisma, které jsou termostabilni — napi. Taq
DNA — polymeraza z Thermus aquaticus. Tato DNA — polymeraza tak odolava teplotam, pti
nichz DNA denaturuje. Syntéza DNA probiha opakované v cyklech, ve kterych se stiidaji tii
kroky — denaturace dvoufetézcové DNA (pii teploté blizké bodu varu), navazani primert
k oddélenym fetézcim DNA (pfi teploté vhodné pro navazani primerd na vlakna templatové
DNA) a syntéza novych fetézcii DNA (pii teploté optimalni pro danou DNA polymerazu).

Tyto kroky probihaji v tzv. termocykleru, ve kterém se teplota méni automaticky

, v , . 4
vV naprogramovanych ¢asovych intervalech®.

Pro vykonani PCR reakce bylo potfeba navrhnout vhodné primery:

a) Design primerd
Za ucelem pozorovani dimerizace proteinu mGluR1 bylo potieba ziskat konstrukt
neobsahujici fluorescentni protein. Cilem bylo tento konstrukt pfipravit pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR), pro kterou bylo potfeba navrhnout vhodné
primery kompatibilni s vychozimi konstrukty.

e mMGIUR1-i1-YFP - oblast kodujici Zluty fluorescentni protein je vymezena sekvenci
aminokyselin Pro621 a Val622. V téchto mistech nasedaji navrzené primery a
nasyntetizovanda DNA uZ nebude obsahovat oblast vymezenou témito primery.

Zelena Sipka znazoriiuje primer R a Cervena Sipka znazorfuje primer F.
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Obr. 11: Nukleotidova sekvence modifikovaného konstruktu mGluR 1-i1-YFP.

MGIUR1-i2-YFP - oblast kodujici Zluty fluorescentni protein je u tohoto konstruktu

vymezena aminokyselinami Leu686 a Ile685. Zptsob nasedani primert je stejny jako

u piedeslého konstruktu.
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Obr. 12: Nukleotidova sekvence modifikovaného konstruktu mGluR1-i2-YFP.

22



b) Sekvence navrzenych primerd

Tab. I: Sekvence primerti komplementarni k vychozim konstruktim.

mGIuR1-i1.YFP
primer F S'GTGGTCAAATCCTCCAGTAGGGAG 3'
primer R S'GGGTGTGTCCCGGTACAGAACG 3'
mGIuR1-i2-YFP
primer F S'CTGGCTGGCAGCAAGAAGAAGATC 3
primer R S'GATGCGTGCAATACGATTGGTTTT 3

Tab. lI: SloZeni reak¢ni smési.

Reagencie Objem
DNA 1l
dNTPs 0,4 pl
HF/GC 4 ul
primer F 0,2 ul
primer R 0,2 ul
DMSO 0,6 pl

H,O 14 ul/13,4 pl

Phusion polymerase 0,2 ul
Celkem 20 pl

Tab. Ill; Protokol reakce PCR.

Celkem 28 cykla

Denaturace 98° C 10s
Nasedani primert 68° C 20s
Elongace 72°C 120's
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2) Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza se vyuziva k separaci DNA fragmenti rizné velikosti v rozmezi
od 10 bp do 25 kb. Vyuziva se agarozovy gel, ktery vytvari sit’ pora, skrz které prochazi
jednotlivé molekuly. DNA se naplni do pfedem odlitych jamek v gelu a je aplikovano
elektrické napéti. Zaporné nabité fosfatové skupiny ve struktuie DNA v elektrickém poli
zpuisobi pohyb molekul DNA smérem ke kladné nabité elektrodé. Podle velikosti

jednotlivych fragmentd dochazi k jejich separaci.

Gelova elektroforéza byla pouzita k separaci produktt reakce PCR.

Tab. IV: Slozeni gelu pro elektroforetickou separaci.

Reagencie Mnozstvi
agardza 0,59
pufr TAE 50 ml

Ptiprava gelu:
e smichali jsme 0,5 g agardzy a 50 ml TAE pufru (Tris-acetat-EDTA)
e tuto smés jsme zahiali, dokud se agardza dobfe nerozpustila
e tento roztok jsme nalili do pfistroje, kde probiha elektroforéza, vytvofili jsme jamky
a nechali jsme vSe ztuhnout

e do jamek jsme poté naplnili vzorky DNA a aplikovali napéti 100 V, po dobu 40 min.

3) Extrakce ziskané DNA z gelu

Tato metoda byla vyuzita k ziskdni DNA z agar6zového gelu, prostiednictvim
komeréné dostupného purifikacniho kitu. Ten se sklada z chaotropniho pufru, ktery zplisobi
rozpu$téni agardézového gelu a umozni vazbu DNA na kifemennou membranu. Kit dale
obsahuje promyvaci pufr na bazi alkoholu, ktery zbavi DNA necistot. DNA je z kolonky

eluovéna pomoci vody nebo promyvaciho pufru a centrifugace.
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K extrakci DNA pozadovaného produktu reakce PCR jsme pouzili kit QIAgen

Plasmid Miniprep a nasledujiciho postupu.

Postup:

e el s piislusnym vzorkem jsme nejprve zvazili a podle jeho vahy jsme ptidali pufr
QG.

e poté jsme to nechali inkubovat pii teploté 50° C, dokud se gel nerozpustil.

e Kk této smési jsme opét podle vahy gelu pridali isopropanol, a v§e jsme promichali a
ptepipetovali na kolonku s kiemennou membranou

e dale jsme to centrifugovali 1 min

e do kolonky jsme piidali 750 ul pufru PE a opét jsme to dvakrat centrifugovali

e ke vzorku jsme poté piidali 50 ul H,O nebo 30 ul pufru EB a opét jsme to
centrifugovali

e vyslednym produktem roztok obsahujici extrahovanou DNA.

4) Ligace
Tato metoda slouzi ke spojeni fosforylovanych koncii DNA. Enzym T4 DNA ligaza spojuje
¢asti DNA fosfodiesterovymi vazbami. V nasem ptipadé byla ligace vyuzita k cirkularizaci

produktu reakce PCR a tim k vytvofeni kruhového plasmidu.

Tab. V: Reagencie pouzité k metod¢ ligace.

Reagencie Objem
Plasmid 2 ul
Reakéni pufr pro T4

0,5 ul
DNA ligazu
PNK 0,25 pul
T4 DNA ligaza 0,25 ul
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Postup:
e DNA jsme smichali s H,0O, s reak¢nim pufrem pro T4 DNA ligazu a enzymem PNK.
e tuto smes jsme poté nechali inkubovat 30 min ve 37° C
e po 30 minutach jsme ke smési ptidali enzym T4 DNA ligazu a smés jsme nechali 2

hodiny pii laboratorni teploté.

5) Bakterialni transformace

Tato metoda umoziiuje kompetentnim bakteridlnim bunkam E. Coli pfijmout
cizorodou DNA, coz miize byt chromozomdlni DNA nebo plasmid. Cizorodd DNA se
Vv bakterialnich bunkach namnozi a z buné¢nych kolonii 1ze napéstovat kapalnou kulturu, ze
které lze pak snadno vyizolovat pozadovany plasmid. V naSem piipadé jsme pouzivali
bakteridlni transformaci k ptipravé vétSiho mnozstvi vychozich konstrukti a k piipraveé

novych konstrukta.
Postup:

e naledu jsme smichali 10 pl kompetentnich bunék a 1 pl precisténého plasmidu a tuto
smés jsme ponechali 20 minut na ledu

e poté jsme tuto smes zahidli na 45 s ve vodni 1azni o teploté 42 °C a poté jsme to
ponechali opét 10 minut na ledu

e po 10 minutach jsme ke smési ptidali 150 pul LB media a nechali jsme to inkubovat
ve 37 °C na 60 minut

e poteé jsme 50 pl smési prenesli na Petriho misku s agarem a pfisluSnymi antibiotiky a

op¢t jsme to nechali inkubovat na 10 — 18 hodin ve 37 °C
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6) Izolace plasmida

Cilem této metody je izolace plazmidu z bakterialnich bun¢k E. coli.
Plasmid byl z bun¢k E. coli vyizolovan pomoci komer¢né dostupného kitu High-speed

Plasmid Mini kit od firmy Geneaid, metodou zvanou miniprepace.

Postup:

e kapalnou bakterialni kulturu jsme centrifugovali 10 min

e Kk bakterialni peleté jsme piidali 200 pl pufru PD1 a smés jsme piesuspendovali
pipetou

e dale jsme ke smési ptidali 200 ul pufru PD2 a otaceli jsme ependorfkou dnem
vzhiiru, dokud nevznikla srazenina, poté jsme ke smési ptidali 300 pl pufru PD3,
nacez jsme ji opét centrifugovali 3 min

e po centrifugaci jsme pomoci pipety odpipetovali pozadované mnozstvi tekutiny,
kterou jsme ptenesli na kolonku

e kolonku jsme dvakrat centrifugovali 30 s

e poté jsme ke kolonce ptidali 600 pl ¢isticiho pufru a opét jsme staceli 30 s

e ke smési jsme piidali 50 pl vymyvaciho pufru, centrifugovali jsme 2 min a

vyslednym produktem byl roztok DNA

7) Transfekce

Transfekce je proces, ktery umoziuje do eukaryotnich bunék vlozit cizorodou DNA.
Tato metoda muze byt provedena bud elektroporaci, mikroinjekéné¢ nebo chemicky.
V nasem vyzkumu jsme vyuZili eukaryotni buitky HEK 293 a jako hlavni reak¢ni latku jsme

vyuZili Lipofectamine 2000 od firmy Fisher Scientific.
8) Pasazovani bun¢k

Pasazovani bun¢k se vyuziva k udrzovani bunécné kultury. Béhem tohoto procesu
jsou buiiky uvolnény z podkladového materidlu a ¢ast jich je pfenesena do nové nadobky
vhodné k jejich péstovani. Pasdzovani je nutné k udrzovani podminek vhodnych pro rust
bunék, nebot’ bez pasdzovani mnoZici se buiikky po urcité dobé pokryji cely povrch kultivaéni
nadoby a zacnou rust v nékolika vrstvach. Nedostatek kysliku a Zivin vede k umirani bunék

ve spodnich vrstvach a k uvoliiovani toxickych produkta.
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Postup:

e 7 kultiva¢ni nadoby jsme odsali médium DMEM a ptidali k buikam sterilni PBS pufr
e buiky jsme oplachli a pfebyte¢ny pufr jsme zase odsali
e dale jsme ptidali trypsin, diky kterému byly buriky uvolnény z podkladu

e Dbunky jsme ptenesli do nové kultiva¢ni nadoby s novym zivnym mediem

4. Vysledky

1) Pfiprava vhodnych konstrukti DNA.

Pro modifikaci konstruktt kodujici fluorescencni protein byly navrzeny dva pary

primerd pomoci pocitacového programu Genetool.

Ptes vynalozené usili se konstrukt mGluR 1 nepodafilo ziskat pomoci molekularné-
biologickych metod. Byl proto ziskan jako dar od N. Lamberta, Georgia Medical University,
v USA.

2) Mikroskopicka pozorovani technikou 2PPM.
Poté co byl ziskdn pozadovany konstrukt, byly provedeny transfekce do eukaryotnich

bun¢k HEK 293, a pozorovani technikou 2PPM.

Nejdiive byly pozorovany builkky exprimujici pouze fluorescenéné znacené
konstrukty (Obr. 13, 14). Byla ziskana data, ktera nam poskytla informace o orientaci

fluorescentniho proteinu vic¢i bunééné membrané v pivodnich vychozich konstruktech.

Nasledné byly pozorovany bunky HEK 293 exprimujici smés modifikovaného
konstruktu mGluR1 bez fluorescentniho proteinu a konstruktu s navazanym fluorescentnim
proteinem. Ze ziskanych dat byla provedena analyza, na jejimz zakladé jsme usilovali o
zjisténi, zda metoda 2PPM umoziiuje detekci dimerii u metabotropnich glutamatovych

receptord.

3) Analyza zobrazovacich dat ziskanych technikou 2PPM.

e Pozorovani fluorescencné znacenych konstrukt
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U téchto konstruktl byl pozorovan linearni dichroismus, ktery indikoval omezeni

volné rotace fluorescentni znacky.

Obr. 13: Bunky HEK 293 exprimujici konstrukt mGluR 1-i1-YFP, zobrazené
technikou 2PPM. Nalevo, bunka exprimujici pouze konstrukt mGluR1-i1-YFP.
Napravo, bunka exprimujici konstrukt mGluR 1-i1-YFP spolu s nezna¢enym
konstruktem mGluR1. Ob¢ buiiky vykazuji linearni dichroismus podobné velikosti

(rmax = ~2.5).
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Obr. 14: Bunky HEK 293 exprimujici konstrukt mGIluR 1-i2-YFP, zobrazené

technikou 2PPM. Nalevo, bunka exprimujici pouze konstrukt mGluR1-i2-YFP.
Napravo, bunka exprimujici konstrukt mGluR 1-i2-YFP spolu s nezna¢enym

konstruktem mGluR1. Ob¢ buiiky vykazuji linearni dichroismus podobné velikosti

(rmax = ~1.3).
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Obr. 15: Linearni dichroismus bunék exprimujicich konstrukty mGluR1-i1-YFP a mGIluR1-
12-YFP za absence a ptitomnosti neznaceného proteinu mGluR 1. Graf ukazuje primérnou

hodnotu dichroického poméru (rmax) =+ interval 95% jistoty.
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5. Diskuze

Receptory sptfazené s G-proteinem (GPCR) jsou velmi dilezité v bunééné signalizaci.
Tyto transmembranové proteiny reaguji na Siroké spektrum podnétti a zprostfedkovavaji tak
specifické odpovédi na pfijaty signél35. Publikované studie ukazuji, ze nékteré GPCR
existuji ve forme dimerti nebo oligomert vyssiho stupné. Jiné GPCR jsou vSak povazovany
za monomerni, interagujici pouze s heterotrimernim G-proteinem po aktivaci ligandu®®.
Otazka dimerizace mnoha GPCR je viak nevyfesena ¢ kontroverzni®. My jsme se pokusili
k vyzkumu dimerizace GPCR vyuzit techniku dvoufotonové polariza¢ni mikroskopie. Jako
testovaci systém jsme pouzili metabotropni glutamatové receptory, které jsou velmi dilezité

Vv centralnim nervovém systému, a o kterych je znamo, ze tvoii dimery.

Cilem naseho vyzkumu bylo zjistit, zda lze techniku 2PPM uplatnit ke zjisténi, zda
GPCR existuji jako dimery. K tomuto zjisténi bylo zapotiebi dvou pozorovani. Jednak byly
pozorovany bunky exprimujici pouze fluorescentné znaceny protein a poté byly pozorovany
buiiky exprimujici jak fluorescenéné znaceny protein, tak ndmi modifikovany protein bez
fluorescenéni znacky. Pokud zkoumany protein (MGIUR1) vytvati fyziologické dimery, tak
ptitomnost nezna¢eného proteinu ve smési se zna¢enym proteinem muze ovlivnit orientaci
fluorescentniho proteinu vici bunééné membrané, coz by se mélo projevit zménou
linearniho dichroismu, ktery jsme schopni vidét pomoci techniky 2PPM. Pokud GPCR
netvofi dimery, pfitomnost neznaeného proteinu by neméla ovlivnit orientaci

fluorescentniho proteinu ve znaceném konstruktu.

Ptes vynaloZené Usili se ndm nepodafilo ziskat neznaceny konstrukt mGluR1 pomoci
technik molekularni biologie. Bylo to nejspis zptsobeno pii ligaci, kdy byly netipln€ spojeny
fosforylované konce DNA, a tudiz nebyly ziskany bakteridlni kolonie, které by obsahovaly
pozadovanou DNA. Neznaceny konstrukt mGluR1 se vSak podafilo ziskat jako dar
Z laboratofe N. Lamberta. Fluorescentné znacené 1 neznaCené konstrukty jsme transfekovali
do eukaryotnich bunék HEK 293. Bunky HEK 293 exprimujici tuto smés pak byly

pozorovany pomoci dvoufotonové polarizacni mikroskopie.

Nameéfena data neprokazala statisticky signifikantni rozdil v linearnim dichroismu
zplisobeny pfitomnosti nezna¢eného konstruktu mGluR1. Toto miiZze mit n€kolik divodu.

Nejpravdépodobnéjsim ditvodem je, ze orientace fluorescentniho proteinu ve znacenych
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konstruktech neni ovlivnéna pfitomnosti neznacen¢ho konstruktu, ptestoze konstrukty
vytvareji dimery. Dal$i moznosti je, Ze nedoslo k transfekci neznacenym konstruktem, coz
nelze snadno odhalit fluorescencni mikroskopii. Také je mozné, Ze protein mGluR1 netvoii
fyziologické dimery. To je vSak nepravdépodobné, protoze to odporuje publikovanym
datdm®. V dalsim prib&hu prace se pokusime zjistit, zda je neznaceny protein mGluR1
ptitomen v transfekovanych bunkach pomoci Westernovy detekce, a pokusime se ziskat
presnéjsSi méfeni linearniho dichroismu. V soucasnosti se vSak nepodafilo ukazat
vyuzitelnost techniky 2PPM k detekci homodimerizace v zivych bunkach. To je Skoda,
nebot’ moznost prokdzat dimerizaci za pomoci pouze z poloviny fluorescentné znacenych
zkoumanych bilkovin by pfedstavovala detekci dimerizace za podminek blizSich

pfirozenym, nez v soucasnosti umoziiuji jiné techniky.

6. Zaver

Cilem této prace bylo zjistit, zda techniku 2PPM lze vyuzit pro detekci dimerizace
membranovych proteinti. Ze ziskanych dat a jejich nasledné analyzy se nepodatilo prokazat
existenci dimert receptoru mGluR1, které byly v minulosti zjistény jinymi technikami.
Nepodaftilo se tak prokazat vhodnost techniky 2PPM pro zjiStovani homodimert v Zivych

bunikach.
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