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Shrnuti

Muskarinovy acetylcholinovy M, receptor, ktery byl prvotné identifikovan jako
hlavni podtyp muskarinového receptoru v srdei se také hojné nachazi v centralnim
nervovém systému. Pfenos signalu receptorem je realizovan jednak prostfednictvim o
podjednotky heterotrimérniho G-proteinu, ktery inhibuje syntézu cAMP a jednak
uvolnénymi Py podjednotkami, které aktivuji draselny a inhibuji vépnikovy kandl.
Nicméné, muskarinové M, receptory exprimované v CHO buikdch (CHO-M;) ptimo
aktivuji signdlni drdhy vSech tfi hlavnich podtypti G-proteinl, tzn. preferencnich Gy,
proteinit a v koncentracich agonisty vysSich nez je potifebnéd k inhibici syntézy cAMP
aktivuji také Gs a Gy podtypy, které vyvolavaji stimulaci syntézy cAMP a akumulaci
inositolfosfati. V naSich pokusech jsme zkoumali vliv membranového cholesterolu na
aktivaci téchto tfi podtypt G-proteinti v CHO-M, buiikdch nehydrolyzovatelnym analogem
acetylcholinu karbacholem. Inkubace bun¢k v ptitomnosti methyl-B-cyclodextrinu snizila
obsah cholesterolu v celych buiikdch o 74% a v membranéch ptipravenych z téchto bunék
0 39%. Opracovani bun€k methyl-B-cyclodextrinem saturovanym cholesterolem zvysilo
obsah cholesterolu o 169 % v buikich a o 137% v membranach. Ubytek obsahu
cholesterolu snizil afinitu M, receptort pro radioaktivné znateného antagonistu [*H]-N-
methylscopolaminu a zvysil mnozstvi receptort v intaktnich bunkéch i v membrénach
zatimco zvySeni obsahu cholesterolu nemélo zadné uc¢inky. Membrany z CHO-M, bun¢k
vykazovaly vysoko a nizko afinitni vazebna mista pro agonistu karbachol a sniZzeni obsahu
cholesterolu zdvojnasobilo pocet vysokoafinitnich vazebnych mist. V celych buikach
ubytek cholesterolu zpomalil a snizil rozsah receptorové internalizace vyvolané
karbacholem. ZvySeni membranovaho cholesterolu potlacilo inhibici syntézy cAMP (Giy),
stimulaci syntézy cAMP (Gs) a nemélo vliv na akumulaci inositolfosfatti (Gg/11) vyvolané
karbacholem. Na druhé strané snizeni membranového cholesterolu zvysilo maximum
inhibice 1 stimulace syntézy cAMP karbacholem, bez zmény efektivni koncentraci ECs
pro karbachol. V ptipadé akumulace inositolfosfatii dosSlo k sniZeni maxima akumulace 1
hodnoty ECsy pro karbachol. Zmény obsahu membranového cholesterolu neovlivnily
permeabilitu membrany, oxidativni aktivitu a relativni zastoupeni Gs, Gin a Ggi1 alfa
podjednotek. NaSe vysledky ukazuji na vyznamnou tlohu membranovych lipida v pfenosu

signalu muskarinovym receptorem.



Abstract

The muscarinic acetylcholine M, receptor that was originally identified as the
predominant muscarinic receptor subtype in the heart is also widely distributed in the
central nervous system. Its signal transduction is effected by both the Py dimer of
heterotrimeric G-protein that activates potassium or inhibits calcium conductance and the
a; subunit that preferentially inhibits cAMP synthesis. However, M, muscarinic receptors
expressed in CHO cells (CHO-M,) directly activate signalling pathways of all three major
subclasses of G-proteins, i.e. preferred Gj, subclass and at concentrations higher than
needed for standard inhibition of forskolin-stimulated cAMP synthesis also Gs and Gg/1
subclasses to cause stimulation of cAMP synthesis and accumulation of inositolphosphates
(IP), respectively . In the present experiments we investigated influence of membrane
cholesterol content on activation of signalling pathways of these three G-protein subclasses
in CHO-M,; cells by carbachol, a non-hydrolysable acetylcholine analogue. Treatment of
cells with methyl-B-cyclodextrin decreased cell and membrane cholesterol content by 74%
and 39%, respectively, and incubation in the presence of cholesterol-saturated methyl-f-
cyclodextrin increased cholesterol content by 169% and 137%, respectively . Cholesterol
depletion significantly decreased the affinity of M, receptors for the tritiated non-
permeable antagonist ['H]-N-methylscopolamine binding and increased of plasma
membrane receptor density in intact cells and membranes whereas the increase in
cholesterol had no significant effect. Membranes displayed two-affinity agonist binding
sites for carbachol and cholesterol depletion doubled the fraction of high-affinity binding
sites. In intact cells the decrease of membrane cholesterol strongly decelerated and reduced
the extent of receptor internalization induced by carbachol whereas cholesterol enrichment
had no effect. The increase of membrane cholesterol suppressed efficacy of carbachol on
cAMP synthesis inhibition (G;), cAMP synthesis stimulation (Gs), and inositolphosphates
accumulation (Gg/11). On the other hand, the decrease of membrane cholesterol increased
efficacy, without change of potency, of carbachol on cAMP synthesis stimulation and
inhibition while efficacy of stimulation of inositolphosphates accumulation was reduced
and potency augmeted. Noteworthy, modifications of membrane cholesterol had no effect
on membrane permeability, oxidative activity, protein content, or relative expression of
Gs, Gip, and  Ggi1 alpha subunits. These results demonstrate the important role of
membrane cholesterol content that may underlie development of various pathological

processes on signal transduction through muscarinic receptors.
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1. Uvod



1.1. Uvod

vvvvvv

zprostifedkovana receptory, které jsou lokalizovany v buné¢né membrané nebo v nékterém
z intracelularnich kompartmentii (cytoplazma, jadro). Receptory, at’ uz jsou soucasti
bunéénych membran nebo se vyskytuji v cytoplazmé, jsou velmi dynamickou strukturou,
schopnou ménit v relativné kratkych intervalech svoji konformaci a tim i vlastnosti.

Muskarinové receptory jsou integralni membranové bilkoviny a patii do rodiny
receptort sprazenych s G proteiny rhodopsinového typu. Vyznamnou ulohu v aktivaci a
pienosu signadlu prostfednictvim muskarinovych receptorit podobné jako i u ostatnich
membranovych receptorit proto hraje lipidické slozeni membrany, ve kterém jsou
receptory zabudovany. Zména lipidického slozeni membran mulze vést ndsledné také
k naruSeni pfenosu signdlu. V této praci jsme se zabyvali dé&ji probihajicimi na
muskarinovych acetylcholinovych receptorech, a to zejména na podtypu M, a jejich
ovlivnéni obsahem membranového cholesterolu.

Pokusy jsme provadeli na geneticky modifikovanych liniich CHO (Chinese hamster
ovary) buné¢k stabiln¢ exprimujicich muskarinové receptory. Nejprve jsme se zaméfili na
vypracovani spolehlivé metody na ovlivnéni obsahu membranového cholesterolu.
V dalSich c¢astech se pak zabyvame vlivy obsahu cholesterolu v membrané na vazebné
vlastnosti, na transdukci signalti a selektivitu sprahovani s G-proteiny a na internalizaci

muskarinovych receptort.



1.2. Cil prace

Hlavnim cilem prace bylo objasnit vliv obsahu membranového cholesterolu na

parametry muskarinové signalizace. Zaméfili jsme se na feSeni néasledujicich otazek.

1)

2)

3)

Jak  obsah  membranového cholesterolu  ovliviiuje = vazebné
charakteristiky  (afinitu, pocet receptori a kinetiku vazby)
muskarinovych receptort ?

Jak obsah membranového cholesterolu ovliviiuje Gi€innost transdukace a
selektivitu  spfahovani muskarinovych receptort s G-proteiny a
efektorovymi proteiny ?

Jak obsah membranového cholesterolu ovliviluje inernalizaci

muskarinovych receptori?



2. Muskarinové receptory a jejich interakce s G-proteiny
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2.1. Receptory sprazené s G proteiny

Receptory sptazené¢ s G proteiny (GPCR) tvoii velkou skupinu membranovych
receptord, jejichz spoleénym rysem je jednak nutnost vyuzit pro pienos informace jednoho
z heterotrimernich G proteini, jednak velkd podoba zékladni struktury jejich molekul.

Jejich peptidicky fetézec prochdzi membranou sedmkrat, pficemz N-konec je
ulozeny extracelularné a C-konec se nachazi intracelularné.

GPCR jsou v organismu velice rozsifené a vyuziva jich fada signdlnich molekul od
klasickych monoaminovych mediatorti (adrenalin, acetylcholin, serotonin, histamin,
dopamin) pfes lipidy (prostaglandiny, endogenni canabinoidy), neuropeptidy (neuropeptid
Y, substance P, opioidy), peptidické hormony (glukagon, bradykinin, angiotensin), malé
proteiny jako jsou chemokiny, az po velké proteiny jako jsou glykoproteinové hormony
nebo thrombin. Patii mezi n¢ také tzv. metabotropni receptory pro glutamat, receptory pro
fotony v tyCinkach a Cipcich o¢ni sitnice (opsiny) a receptory pro odoranty v ¢ichovém
epitelu, kterych je vice nez sto druhd.

Velikost GPCR se miize velmi liit: tvofi je zhruba 300 aminokyselin u receptoru pro
adrenokortikotropni hormon, 300-370 aminokyselin u receptor pro odoranty v ¢ichovém
epitelu, 350-600 aminokyselin u receptort pro peptidové hormony a monoaminy, 650-750
aminokyselin u receptori pro velké proteiny a vice nez 1100 aminokyselin u
metabotropnich glutamatovych receptort (Beck-Sickinger,1996).

Celd rodina GPCR mé sedm transmembranovych segmentli tvofenych o helixy
pospojovanymi tiemi intracelularnimi (i1-i3) a tfemi extracelularnimi (ol1-03) kli¢kami.
Obecné se predpoklada, Ze transmembranové segmenty vSech GPCR jsou uspotadany do
kruhu. Velikost transmembranovych hydrofobnich segmenti je mezi 19 — 24
aminokyselinami (Gudermann a spol.,, 1995). Smycky, kterymi jsou jednotlivé
transmembranové segmenty spojeny, jsou velmi kratké (10-40 aminokyselin) s vyjimkou
treti intracelularni smycky (i3, mezi 5. a 6. transmembranovym segmentem), kterd je u
vSech GPCR dlouha (vice nez 150 aminokyselin). DalSim spole¢nym rysem vSech GPCR
je pritomnost dvou vazebnych oblasti. Prvni vazebnd oblast téchto receptort je uloZena
extracelularng a slouzi k navazani agonisty (“prvého posla®). Jeji lokalizace se 1isi podle
typu receptoru, jak je uvedeno nize. Druha vazebna oblast téchto receptori je uloZena
intracelularné a realizuje funk¢ni kontakt s G proteinem. Rozhodujici llohu v komunikaci

s G proteiny hraji pocatecni a kone¢ny usek treti intraceluldrni smy¢ky (tj. blizko lipidické
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dvouvrstvy); C-terminalni Gisek receptoru a druha intracelularni smycka se na interakci s G
proteiny podileji u riznych receptori v rizné mite.

DalSim spoleénym znakem GPCR je glykosylace receptoru na asparaginovych
zbytcich v N-koncové extracelularni doméné. Na glykosylaci receptoru nas upozoriuje
zjisténi, Ze molekulova hmotnost receptoru je vyssi nez odpovidéa jeho aminokyselinovému
sloZeni. Tato posttranslaéni modifikace ma jen maly vliv na vazbu agonistil, ale mize hrat
dilezitou roli v skladani a expresi receptoru na povrchu bunky.

DalSim spole¢nym znakem vétSiny GPCR je palmitoylace. K palmitoylaci dochazi na
cysteinovych zbytcich u C-konce receptoru tvorbou thioesterovych spojeni (O‘Dowd a
spol., 1989). Kovalentné¢ vazané palmitoylové zbytky se mohou vsunout do membranové
dvouvrstvy a tim vytvofit ¢tvrtou cytoplazmatickou smycku.

DalSim spoleénym znakem naprosté vétSiny GPCR je ptitomnost cysteinového
disulfidického mustku mezi cysteinovym zbytkem blizko C-konce prvni extracelularni
smycky a cysteinovym zbytkem uprostied druhé extracelularni smycky. Cysteinovy
disulfidicky miustek je velmi dilezity pro spravnou terciarni strukturu receptoru a pro
vazbu ligandi k receptoru.

Podle struktury mtzeme GPCR d¢lit do tii skupin: rhodopsinového typu,
kalcitoninového typu a typu metabotropnich glutamatovych receptoriit (Bockaert a spol.,
1999).

Mezi GPCR rhodopsinového typu patii receptory pro biogenni aminy, lipidy, puriny,
kininy, endothelin, opsiny a rhodopsin. N-koncovy usek je pomérn¢ kratky a je
glykosylovan. Polarni zbytky Asnl8 v TM1, Aspl0 v TM2, Arg26 v TM3, a Asn 16 v
TM7 (vzdy pocitano od N-konce piislusného transmembranového segmentu) jsou v této
skupiné ve stejné pozici a vytvaii pravdépodobné sit’ vodikovych vazeb, které jsou dulezité
pro strukturu receptoru. Prolinové zbytky v TM4-7 jsou pravdépodobné dulezité pro
dynamiku receptoru napi. pii pfechodu mezi aktivnhim a inaktivnim stavem receptoru
(Beck-Sickinger, 1996). Ctvrta intracelularni smy&ka miize byt vytvofena po palmitoylaci
cysteinového zbytku u C-konce receptoru a mize mit vyznam pii receptoroveé
desensitizaci.

Vazebné misto pro malé agonisty (adrenalin, dopamin, acetylcholin atd.) se nachazi
v jamce, jejiz stény vytvaii vSech sedm transmembranovych segmenti molekuly receptoru
(Ji a spol., 1998). V ptipad¢ rhodopsinu (i dalSich opsinll) hraje tilohu agonisty molekula

retinalu, jez je ve stejné jamce kovalentné a trvale pfipojena k receptoru. Vlivem zachyceni
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fotonu se jeji konformace méni z “11-cis* na “all trans* a rhodopsin se touto konformacni
zménou aktivuje a piendsi svoji aktivaci na G protein transducin. Vazebné misto pro velké
molekuly (peptidy a proteiny) se nachdzi na extraceluldrni N-koncové ¢asti receptoru, ale
pfi nejmenSim u nékterych peptidi se na vazbé podili také jamka tvoiena
transmembranovymi segmenty receptoru a prvni a druha extracelularni smycka.

Druhym typem GPCR je kalcitoninovy typ, ke kterému patii hlavné receptory pro
peptidické hormony a neuropeptidy jako glukagon, sekretin, vasoaktivni intestinalni peptid
a kalcitonin. Pro tento typ receptord je charakteristicky velky N-koncovy segment (100-
150 aminokyselin) obsahujici Sest cysteinovych zbytku, které vytvareji disulfidické mistky
a hypoteticky formuji globularni doménu pro vazbu.

Do tieti a zatim nejmensi skupiny GPCR patii pfedev§im metabotropni glutamatové
receptory. Pro tento typ receptort je charakteristicky ohromny N-koncovy segment (500-
600 aminokyselin) a podobné velkd C-koncova doména. Mutacni analyzy metabotropnich
glutamatovych receptorti naznacuji, Ze glutamat se vaze mezi dvé velké subdomény v N-
koncovém segmentu. Do této skupiny patii i receptory GABA-B (tj. metabotropni
receptory pro y-aminobutyrat) a receptory pro vapnikové ionty.

Spolecnym rysem vétSiny GPCR je jejich desensitizace (Lefkowitz, 1998; Pitcher a
spol., 1998) a nasledna internalizace pti dlouhodobém ptisobeni agonisty. Desensitizace
receptoru se projevuje jako sniZeni citlivosti receptoru k ptlisobeni agonisty a nastava jiz
po nékolikaminutovém pisobeni agonisty. Pfi internalizaci receptori dochéazi ke sniZeni
poctu receptorit na povrchu buiiky, nebot’ receptory jsou endocytozou pireneseny do nitra
buiky. Zde mohou byt odbourany anebo se odtud mohou vratit zpét do povrchové
membrany. Na desensitizaci receptoru se zpravidla podili fosforylace receptoru na
serinovych a threoninovych zbytcich. Desensitizaci receptoru milZzeme rozdé€lit na
homologni a heterologni. O homologni desensitizaci hovotfime tehdy, jestlize za snizeni
aktivity urcitého receptoru odpovida agonista, ktery tento receptor stimuloval. Jednim z
enzymd, ktery je zodpovédny za tento typ desensitizace, je tzv. BARK (kinasa (-
adrenergnich receptortl), ktera je schopna fosforylovat pouze receptor obsazeny agonistou.
Fosforylace brani interakci mezi receptorem a G proteinem. Na fosforylovany receptor se
také miZe navazat protein arrestin, ktery piekazi kontaktu receptoru s G proteinem. Jako
heterologni desensitizaci oznacujeme stav, kdy dochdzi ke sniZeni citlivosti receptoru v
dasledku aktivace jiného receptoru. Jde o situaci, pii niz dochazi k fosforylaci receptorii

proteinkindzou A nebo C, kterd byla stimulovana aktivaci jiného typu receptoru.
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GPCR se aktivuje navazanim agonisty do jeho vazebného mista. Navazanim agonisty
se zméni konformace receptoru, a to ma za nasledek aktivaci heterotrimerniho G proteinu,
ktery je prostfednikem mezi receptorem a efektorovou molekulou (adenylylcyklasou,
fosfoinozitidasou, iontovym kanalem aj.). Pii vazbé agonisty na receptor a aktivaci
receptoru se pravdépodobné uplatituji dva mechanismy zaroven : konformacni indukce a
konformacni selekce. Receptor se miize nalézat ve vice konformacich, z nichz nékteré jsou
aktivni a jiné inaktivni. V klidu naprosto pfevazuji konformace inaktivni, ale maly podil
receptort je v aktivni konformaci a odpovida za tzv. konstitutivni aktivitu receptoru, tj. za
spontdnni na agonistovi nezavislou aktivitu (Jakubik a spol., 1995). Pifedstava o
konformaéni indukci predpoklada, Ze se agonista miize navazat na receptor v jakékoli
konformaci, ale jeho navazani indukuje ptechod receptoru do aktivni konformace (vnucuje
mu aktivni konformaci, pokud v ni jiz nebyl). Predstava o konformacni selekci
predpoklada, Ze se agonista navazuje na receptory v aktivni konformaci (vybird si tuto
konformaci), tim vSak posouva rovnovahu mezi volnymi receptory v inaktivni a aktivni
konformaci, a zpiisobuje pfechod stale vice receptorti do konformace aktivni. Kompetitivni
antagonisté soutézi s agonisty o jejich vazebné misto a tim snizuji nebo zcela vylucuji
aktivaci receptoru agonistou. Ne&ktefi antagonisté neméni pomér mezi receptory Vv
inaktivnich a aktivnich konformacich a proto neméni konstitutivni aktivitu receptoru.
Oznacuji se jako neutralni antagonisté. Jini antagonisté zplsobuji, Ze vSechny receptory
pfejdou do inaktivnich konformaci. Tim odstraiiuji konstitutivni aktivitu receptoru.

Oznacuji se jako inverzni agonisté anebo negativni antagonisté.
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2.2. G-proteiny

Pienos informace z G proteinovych receptori do buiiky se zdsadné odehrava
prostiednictvim heterotrimernich GTP vazicich proteint, jez se skladaji ze tfi odlisnych
podjednotek, oznacovanych pismeny o (350-380 aminokyselin), B (340 aminokyselin) a
v (68 — 75 aminokyselin). G proteiny se klasifikuji podle a podjednotek a déli se do Ctyt
zakladnich skupin, z nichz kazda obsahuje jesté urcité podtypy : Gs (Gs, Goi), Gi (Gi, Go,
G, Gaust, Gz), Gq (Gq, G11,G14.Gi6) a G2 (G12,Gi3). Nejdilezitejsi funkce hlavnich typt G
proteint jsou tyto :

1) Gs: aktivuji adenylylcyklasu a kalciové kanaly (Iyengar, 1993)

2) G; : inhibuji adenylylcyklasu , aktivuji K* (Clapham a Neer, 1993) a

inhibuji Ca"" kanaly

3) Gq: aktivuji fosfolipasu C f specifickou pro fosfoinositidy a n¢které dalsi

enzymy

4) Gy : aktivuji fosfodiesterasu cGMP

Vsechny G proteiny se podobaji cyklem interakci, které pii prenosu signalu z
receptoru na efektorovou molekulu prodé€lavaji. V klidovém stavu existuji jako trimery, na
jejichz o podjednotku je navazan GDP. Nékteré trimery jsou spfazeny s receptory, jiné
jsou volné. Receptor v komplexu s G proteinem ma vyssi afinitu pro agonisty nezli
receptor volny. Navazani agonisty na receptor zvysuje afinitu receptoru pro G protein,
méni konformaci receptoru a spousti dramatickou konformacni zménu v o podjednotce G
proteinu. Tato konforma¢ni zména vede k sniZeni afinity o podjednotky pro GDP,
disociaci GDP a navazani GTP, ktery je v buiice pfitomen v mnohem vétsi koncentraci
nezli GDP. Obsazenim nukleotidového vazebného mista na o podjednotce G proteinu
molekulou GTP dochazi k aktivaci o podjednotky a sniZeni afinity a podjednotky jak k
receptoru tak 1 ke komplexu PBy. Podjednotka o a komplex Py se odpoutavaji od receptoru i
od sebe navzijem.

Tento proces tedy generuje volné a podjednotky s navazanym GTP a By komplexy.
Oba komplexy jsou biologicky aktivni a mohou regulovat aktivitu efektorovych molekul v
burnice. Volna a podjednotka s navazanym GTP zlstava v aktivnim stavu potud, pokud jeji
vlastni GTPasova aktivita nepfemeéni jeji GTP na GDP. Pak se a podjednotka odpoutd od

efektorové molekuly a znovu vytvoii trimer s By komplexem. Tento inaktivni heterotrimer
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je piipraven pro dalsi aktivacni cyklus. K amplifikaci receptorového signalu dochézi
jednak tim, Ze jeden komplex hormonu s receptorem miZe aktivovat nékolik G proteini za
sebou, jednak také tim, ze aktivace efektorové molekuly trva urcitou dobu, béhem niz se
vytvoii fada molekul druhého posla.

Cyklus interakci mezi receptorem, G proteinem a efektorem, jak je znazornén na obr.
2.2.1., miZze byt ovlivnén t¢inkem ADP-ribosylujicich toxinil Vibrio cholerae a Bordetella
pertussis. U¢inkem cholerového toxinu se modifikuje konservovany argininovy zbytek
v podjednotkéach proteinu Gos a Go.. ADP-ribosylaci se potlaci vlastni GTPasova aktivita
podjednotky a, kterd pak zlstavd v aktivované form& pokud je na ni navazan GTP.
ProdlouZi se tedy doba, po kterou a podjednotka napiiklad stimuluje adenylylcyklasu, coz
vede k nadprodukci cyklického AMP. Toxin bacilu cerného kaSle ADP-ribosyluje
podjednotky o, o, a o. Mistem modifikace je konservovany cysteinovy zbytek. ADP-
ribosylace brani G proteinu v interakci s receptorem. Vysledkem je naptiklad to, Ze
receptory, které inhibuji adenylylcyklasu prostfednictvim G;j proteinu, zcela ztraceji svij

inhibi¢ni ucinek na tento enzym.

activated receptor

M GDP

\
pertussis toxin ———— 4

o
GTP
®gppBY y
(inactive) \
* \
4
effector
“\
\
‘
effector
cholera
Pi toxin

Obr. 2.2.1. Schéma interakci mezi receptorem, G proteinem, GDP a GTP. a, 3 a y
representuji Gy, Gg a Gy podjednotky G proteinu. Toxin pertuse zabrafiuje G proteinu v interakci s

receptorem, zatim co toxin cholery rusi GTPasovou aktivitu podjednotky o.
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V experimentalni praci se do funkcniho cyklu G proteinti zasahuje tim, Ze se
pouzivaji nehydrolyzovatelné analogy GTP, napiiklad GTPyS, ve kterém je jedna OH
skupina y fosfatu nahrazena SH skupinou (guanosin-5°‘-O-(3-thio)trifosfat).

Kazda a podjednotka se sklada ze dvou domén. GTPasova doména (pravdépodobné
jeji C-koncova c¢ast) obsahuje mista pro vazbu guaninovych nukleotidi, By komplexu,
receptoru a efektorovych molekul. Pfesna funkce druhé domény je zatim neznama;
pravdépodobné prispiva k stabilit¢ nukleotidovych vazebnych mist. VSechny «o
podjednotky s vyjimkou transducinu jsou ve své N-koncové doméné na cysteinovych
zbytcich modifikovany palmitoylaci, kterd umoznuje ukotveni a podjednotky k membrané
(Mumby a spol., 1994). Palmitoylace je reverzibilni proces. Aktivacné zavisla
depalmitoylace se miize podilet na uvolnéni o podjednotky do cytozolu.

Pti pfenosu signalu z receptoru na efektorovou molekulu hraji dilezitou ulohu také
podjednotky By. V soucastnosti je zndmo pét podjednotek B a deset podjednotek y (Ray a
spol., 1995). Podjednotky P maji mezi sebou vysoky stupeii homologie na rozdil od
podjednotek v, které jsou vice heterogenni a mohou funkéné odliSovat komplexy By .
Podjednotky By jsou spolu spfazeny skoro nerozlu¢né, takze se nedaji od sebe odd¢lit bez
denaturace. Podjednotky By jsou predevSim nezbytné pro interakci G proteinu s
receptorem, protoze samotnd o podjednotka nemulze byt receptorem aktivovana. K
membrané jsou pifipoutdny hlavné diky isoprenylaci y podjednotky na cysteinovych
zbytcich na jejim C-konci (Rando, 1996). Podjednotky By mohou samostatné reagovat
s nékterymi efektorovymi molekulami. Pfimo aktivuji ur¢ité typy draselnych kanali,
fosfolipasu A; a CP. Adenylylcyklasu mohou inhibovat, pokud jsou ve velké koncentraci,
a to tim, Ze na sebe vazi aktivované podjednotky G o. Podjednotky Py mohou piimo
aktivovat podtyp II a IV a inhibovat podtyp I adenylylcyklasy, ale podminkou pro
aktivacni ucinek na podtypy II a IV je soucasné plisobeni podjednotky as. Déle umoziuji
fosforylaci receptorit G proteinovymi receptorovymi kinasami (GRK), kterd zpisobuje
desensitizaci receptori. GRK jsou za basdlnich podminek v cytoplazmé a nemohou pfijit
do kontaktu s membranovym receptorem; jestlize se vSak od Py komplexu odpouta
aktivovand o podjednotka, Py podjednotka zlistdvd v membrané a ma nyni volnou C-
koncovou doménu, na kterou se vaze GRK, jez se tak miize priblizit k receptoru a

fosforylovat jej.
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adenylylcyklasa (EC 4.6.1.1.). Substrat pro adenylylcyklasu je komplex Mg*™ a ATP, ze
kterého enzym syntetizuje cAMP vytvofenim cyklické fosfodiesterové vazby z a-fosfatu
ATP za soucastného uvolnéni pyrofosfatu. Cyklicky AMP plisobi prostfednictvim cAMP-
dependentni proteinkinasy (PKA), kterd méni aktivitu enzymii a jinych proteinovych
substrattl fosforylaci jejich serinovych a threoninovych zbytkd. Uginky PKA jsou
ukonCeny pilisobenim proteinovych fosfatas, které¢ katalyzuji odnéti fosfatu =z
fosforylovanych proteinii. Pisobeni cAMP se ukonci pisobenim enzymu fosfodiesterasy.
Fosfodiesterasa méni cAMP na 5°-AMP, ktery jiz nemda signalni vlastnosti cAMP.
Experimentalné se vyuzivaji inhibitory fosfodiesterasy, které vedou k nahromadéni cAMP
uvnitt bunky. Jednim z nejvice pouzivanych inhibitorii fosfodiesterasy je 3-isobutyl-1-
metylxanthin (IBMX).

V soucastnosti je popsano devet podtypil adenylylcyklasy (Hurley, 1999). Molekula
adenylylcyklasy (obr.2.2.2.) je glykoprotein, jehoz bilkovinnou slozku tvofi fetézec 1064-

1353 aminokyselin.
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Obr. 2.2.2. Schematické zndzornéni predpokladané struktury adenylylcyklasy (podle
Sunahara, 1996).

Adenylylcyklasa se skladd ze dvou membréanovych a dvou cytoplazmatickych

domén. Kratky N-konec smétfuje do cytoplazmy, za nim nésleduje Sest hydrofobnich

transmembranovych usekli (doména M1), dlouha klicka v cytoplazmé (doména Cl1,
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obsahujici 360-484 aminokyselin), dalSich Sest hydrofobnich transmembranovych usekt
(doména M2) a dlouhy C-koncovy usek v cytoplazmé (doména C2, obsahujici 255-356
aminokyselin). Domény C1 a C2 muzeme jesté¢ rozdélit na subdomény a a b, pficemz
subdomény a se nachazeji blize N-konci adenylylcyklasy. Pravé subdomény Cla a C2a
jsou nositeli katalytické aktivity adenylylcyklasy.

V nervové soustaveé se vyskytuji vSechny podtypy adenylylcyklasy, pti¢emz podtypy
I a VIII se jinde nevyskytuji. V srdci se vyskytuji hlavné podtypy V a VI a pro ¢ichovy
epitel je charakteristicky podtyp III.

Mechanismy regulace adenylylcyklasy (tab. 2.2.1.) se podtypové 1isi, nicméné Ctyfi
latkové faktory maji na vSechny podtypy stejny vliv. VSechny podtypy adenylylcyklasy se
aktivuji a podjednotkou G proteinu a diterpenem forskolinem (mimo podtypu devét;
Hurley, 1999). VSechny podtypy AC se inhibuji vysokou koncentraci vapnikovych iont
(>100 pumol/l) a piisobenim adenosinu a 3-AMP a jejich deoxyanalogl. Podle faktort,
kterymi jsou jednotlivé podtypy adenylylcyklasy ovlivnény, je mizeme rozdélit do tii
skupin. Pro prvni skupinu, podtypy I, III a VIII, je charakteristicka aktivace o
podjednotkou G proteinu a Ca’ —kalmodulinem. Do druhé skupiny patii podtypy II a IV,
jejichz spoleénym rysem je synergickd aktivace a podjednotkou G proteinu a Py
podjednotkami. Tteti skupinu tvoii podtypy V a VI a jejich spolecnym rysem je inhibice o
podjednotkou G; a nizkou koncentraci Ca'". Adenylylcyklasa je ovlivnéna také fosforylaci
prostiednictvim PKA a PKC (Premont a spol., 1992). Fosforylace ptisobenim PKA
inhibuje podtypy adenylylcyklasy V a VI. PKC naopak aktivuje podtypy adenylylcyklasy
[MaV.
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Podtyp |as |ai [oo |By Kalcium |Proteinkinasy |lokalizace
1 + - - - + Ca-CM jen v nervové soustave
1 " ) ’ TPKC mozek, ¢ichovy epitel,
(pti soucasné
stimulaci os) plice
III + + Ca-CM prevazné v ¢ichovém
(pti soucasné epitelu
stimulaci os)
v + + mozek, ledviny, jatra,
(pfi soucasné srdce
stimulaci os)
Vv + - -Cat++ + PKC srdce, mozek, ledviny,
(0,1-1mM) |-PKA jatra
VI + - -Cat++ - PKA srdce, mozek
(0,1-1 mM)
VII + mozek, srdce, ledviny,
jatra, varle
VIII + + Ca-CM jen v nervové soustave
+ mozek, kostni sval,
IX dalsi tkang

Tab. 2.2.1. Regulace podtypti adenylylcyklasy. Znaménko + znaci stimulaci, znaménko —

znaci inhibici.

Dalsim dulezitym efektorovym enzymem, ktery je fizen G proteiny, je fosfolipasa
CB (PLCB). Fosfolipasa CB katalyzuje hydrolyzu tzv. minoritnich inositolovych
fosfolipidii v bunééné membrané, ze kterych vznikaji dvé signdlni molekuly. Prvni z nich
je inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3), ktery mobilizuje Ca" z endogennich zisobaren. Druha
signalni molekula je diacylglycerol. Diacylglycerol aktivuje proteinkinasu C (PKC).
Fosfolipasa CB méa nejméné ctyti isoformy (PLCB1-4). (Rhee a Choi.,1992). VSechny
isoformy PLCB mohou byt stimulovany prostfednictvym o4 podjednotky G proteinti a

také By podjednotkami Gi proteint.
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Obr. 2.2.3.: Hydrolyza inositolfosfatt prosttednictvim PLCP. (pievzato a upraveno

z Watson a Arkinstall, 1994)
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2.3. Muskarinové receptory

2.3.1. Struktura a podtypy muskarinovych receptort

Acetylcholin je jednim z hlavnich neurotransmiterti jak v centralnim, tak perifernim
nervovém systému. Historicky prvotni rozdé€leni acetylcholinovych receptori na
muskarinové a nikotinové vychazelo z pozorovani, Ze prvé z nich jsou selektivné
aktivovatelné muskarinem a druhé nikotinem. Obecné plati, ze GCinek muskarinu lze
blokovat atropinem a G¢inek nikotinu (+)tubokurarinem.

Muskarinové receptory se vyskytuji ve vysoké hustoté v centralnim nervovém
systému. Aktivace muskarinovych receptori muize vést jak k aktivaci, tak i k inhibici
neurond. V centrdlni nervové soustavé se muskarinové receptory uplatiuji pii fizeni
vegetativnich, sensorickych i pohybovych funkci, hraji vyznamnou tlohu pfi regulaci stavu
bd¢losti a spanku, pfi udrzeni pozornosti, v emoc¢nich pochodech a v pribéhu stresovych
reakci. Muskarinové receptory v mozkové kiife a v hippokampu se ucastni integracnich a
psychickych funkci jako je pamét a uceni. Snizeni poctu nebo funkce muskarinovych
receptorit je privodnym jevem fady neurologickych poruch. Parasympatickd aktivace
muskarinovych receptorit v perifernich organech vyvola dobfe znamé projevy jako
negativné inotropni a chronotropni ucinky na srdce, sekreci exokrinich zlaz traviciho
systému a zvySenou motilitu stfev.

Jiz na pocatku osmdesatych let bylo ziejmé, ze muskarinové receptory nejsou
homogenni. Muskarinové receptory byly zpocatku rozdéleny farmakologicky na M; a M,
muskarinové receptory podle jejich odlisné afinity k muskarinovému antagonistovi
pirenzepinu. Pirenzepin méa vysokou afinitu k M; receptorim a nizkou afinitu k M,
receptorim (Hammer a spol., 1980). Svétlo do problémt okolo podtyptd muskarinovych
receptorit vneslo klonovani DNA kodujici muskarinové receptory (Kubo a spol., 1986;
Peralta a spol., 1987; Bonner a spol., 1987) a jeji nasledna analyza. Bylo identifikovano 5
podtypti muskarinovych receptorii a jejich geny. Pocet podtypl je konzervativni od
octomilky az po clovéka a receptory vykazuji vysokou mezidruhovou homologii.
Muskarinové receptory nemaji na rozdil od mnoha jinych receptorti sprazenych s G
proteiny (receptory pro glutamat, serotonin a dopamin) sestfihové varianty.

Distribuce podtypit muskarinovych receptori v tkdnich byla stanovena na zéklad¢

vyskytu mRNA kodujici jednotlivé podtypy muskarinovych receptorii pouzitim Northern
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blot analyzy a in situ hybridizaci a na zdklad¢ farmakologické analyzy. M; podtyp se
nachdzi ptedev$im v mozkové ke a v hippokampu (Kubo a spol., 1986; Bonner a spol.,
1987). M, podtyp byl detekovan hlavné v srdci a také v prodlouzené mise, mozecku a
Varolové mostu. Pouze malé mnozstvi M, receptort bylo detekovano v mozkové kiie a
corpus striatum (Peralta a spol., 1987). M3 podtyp byl detekovan pievazné v exokrinnich
zlazach (pankreas, slinné a mlécné zlazy), v hladkych svalech, mozkové kilife a
hippokampu (Bonner a spol., 1987; Peralta a spol., 1987). M4 podtyp se nalézd v mozkové
kufe a striatu. Ms podtyp se nachazi v nékterych oblastech mozku. Jeho mRNA se zda byt
mnohem mén¢ rozsifend nez mRNA ostatnich podtypt (Bonner a spol., 1988). Zakladni

infotmace o rozlozeni muskarinovych receptorii v organismu je shrnuta v tabulce 2.3.1.1.

Distribuce

M,

M,

M,

M;

Mozkova kura

XX

X

X

Hipokampus

XX

X

X

(x)

Striatum

XX

X

XX

x)

Thalamus

XX

X

Mozkovy kmen a mozecek

x)

XX

x)

Srdce XX

Hladka svalovina XX XX X

Zlazy s vn&jsi sekreci X XX

Tab. 2.3.1.1. Rozlozeni muskarinovych receptori v organismu podle Wesse (1996) a

Hulmeho a spol. (1990).

Muskarinové receptory jsou integralni membranové bilkoviny, které tvoii cca 450 az
500 aminokyselin. Patii do rodiny receptorti sprazenych s G proteiny rhodopsinového typu.
Kombinaci fady pfistupt byla struktura rhodopsinu dobfe prozkouména. Vyznacuje se
sedmi hydrofobnimi transmembranovymi segmenty (TM1 az TM7), tvofenymi o helixy
pospojovanymi tfemi intraceluldrnimi (il az i3) a tfemi extraceluldrnimi (ol az 03)
klickami, pficemz N-konec smétfuje ven z builky a C-konec do nitra bunky. Stavba

muskarinovych receptort se ji podoba. Struktura potkaniho Mj receptoru je na obr. 2.3.1.1.

23



vii

of
mTL——LGa, v E DS
i [ [ ]
(NH2) T 88! % |
¥

165 Dig4 183R K'r
166 Y 4

589" (COCOH)

Obr. 2.3.1.1. Struktura potkaniho muskarinového receptoru M;. Aminokyselinové (AK)
zbytky konzervativni ve vSech znamych GPCR jsou podtrzeny. AK zbytky esencialni pro vazbu jak
agonistll tak antagonistl jsou oznaCeny cernymi CtvereCky. AK zbytky esencidlni pro vazbu
agonistl, ale ne antagonistll, jsou oznaceny cernymi kolecky. AK zbytky esencialni pro vazbu
antagonisttl, nikoliv vSak pro vazbu agonisti, jsou oznaCeny Cernymi kary. AK zbytky nezbytné
pro aktivaci G proteinu Gy jsou oznaCeny Sipkami bez popisu. Zbytky esencidlni pro vazbu

alosterického ligandu galaminu jsou oznaceny ¢ernymi trojuhelniky. Podle Wesse (1996).

Transmembranové segmenty muskarinovych receptorii jsou variabilni ve své
hydrofobicité. TM7 obsahuje zvlasté vysoky podil hydrofilnich aminokyselin. TM3 a TM7
jsou oba siln¢ amfifilni a po celé délce helixu obsahuji aminokyseliny vytvarejici vodikové
vazby (Tyr, Ser, Thr, Asn, Trp, Asp). Ostatni transmembranové useky jsou stejnomérné
hydrofobni.

Pii srovnani sekvenci muskarinovych podtypt ziskdme nejvyssi homologii mezi
tymiz segmenty u riiznych podtypt v pofadi TM2 = TM3 = TM7 > TM6 > TM4 > TMS.
TMI je mnohem vice variabilni. Smycky il, i2 a 03 vykazuji vysokou homologii. Velmi
variabilni jsou muskarinové receptory na N-konci, v i3 a na C-konci. Proliny nachdzejici se
uvniti TM 4, 5, 6 a 7 jsou lokalizovany v 2-4 obratu od extracelularniho konce helixu.
Jejich pravdépodobny efekt je stocit fetézec cca 0 30°.

Vsechny GPCR maji par cysteinovych zbytkii ve smyckach ol a o02. Pro
muskarinové receptory jsou dikazy, ze tyto cysteiny tvoifi disulfidicky mustek.

Disulfidicky mistek je dulezity pro stabilizaci receptoru, ale neni nezbytny pro vazbu
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ligandii. Dva cysteinové zbytky se nachazeji také v smycce 03, ale zifejm¢ nevytvareji
disulfidickou vazbu.

VSechny muskarinové receptory maji mezi dvémi a péti potencidlnimi N-
glykosylaénimi misty (Asn-X-Ser/Thr) v N-koncové sekvenci. Inhibice glykosylace
pomoci inhibitoru tunikaminu zplsobila snizeni poctu muskarinovych receptorti na
povrchu bunék NIE-115 (Liles a Nathanson, 1986), ale pouziti glykosidasy mélo jen maly
ucinek na vazbu QNB k atridlnim muskarinovym receptorim (Herron a Schimerlik, 1983).

Muskarinové receptory maji pét konservovanych kyselych zbytkd. Dva z nich, Asp v
TM2 a Asp na C-konci TM3, se nachazi na stejném misté ve vS§ech GPCR. Asp na C-konci
TM3 se vyskytuje v tripletu aminokyselin Asp-Arg-Tyr, ktery je vysoce konservovan a
pravdépodobné se tcastni rozpoznani G proteinu. N-konec TM3 obsahuje dva Asp zbytky,
jeden u samého extracelularniho konce TM3 (hned vedle cysteinové disulfidické vazby),
druhy hloubé;ji v lipidické dvouvrstveé (viz obr. 2.3.1.1). Pfitomnost tohoto druhého Asp je
charakteristickd pro kationtové aminové receptory a pravdépodobné interaguje s
amoniovou skupinou ligandi, vazajicich se k muskarinovym receptorim.

Pfitomnost tyrosinového zbytku v TM7 koreluje s distalnim Asp v TM3. Interakce
mezi dvojici Asp v TM3 a Tyr v TM7, vyskytujici se pouze u kationtovych aminovych
receptortl, ma rozhodujici vyznam pii vazbé ligandi a receptorové aktivaci.

Vazebné misto pro muskarinové ligandy je tvofeno vSemi sedmi
transmembranovymi segmenty (TM1-TM7). Ty vytvareji cylindricky utvar, v jehoz stiedu
se nachazi jamka, oteviena smérem ven z bunky, a v ni dochézi k vazbé ligandu.

Aminokyseliny, Gc€astnici se na vazb¢ muskarinovych ligandl, byly rozpoznany na
zakladé vysledkl s bodovymi mutacemi (Fraser a spol., 1989; Wess a spol., 1991,1992) a
pokusti s vazbou kovalentnich muskarinovych ligandi (N-(2-chlorethyl)-N-propyl-N-
benzylhydroxyethylamonia) a (N-(2-chlorethyl)-N-methyl-2-aminoethylacetatu) (Curtis a
spol., 1989; Spalding a spol., 1994). Vysledky téchto pokusii jsou podkladem pro obecné
pfijimanou ptedstavu, ze Asp 147 (TM3; cislovano podle Mj receptoru) interaguje s
kladnym néabojem trimethylamoniové skupiny ligandu, Thr 231 (TMS5) interaguje s
esterovou skupinou ligandu, Tyr 148 (TM3) stabilizuje interakci Asp 147 s
trimethylamoniovou skupinou ligandu, Asn 507 (TM6) interaguje s karbonylovou
skupinou ligandu a Tyr 506 (TM6) stabilizuje intrakci mezi Asn 507 a karbonylovou
skupinou ligandu. Mutace Thr 234 (TMS5), Tyr 529 (TM7) a Tyr 533 (TM7) narusuji

interakce mezi receptorem a ligandem, ale pfima funkce téchto zbytkli zatim neni znama.
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Tyto aminokyselinové zbytky jsou uspotadédny do jakési kapsy, situované zhruba v
poloving tloustky plazmatické membrany, tj. asi 1,0-1,5 nm od povrchu membrany.

Navazanim agonisty do vazebného mista dojde k aktivaci muskarinového receptoru.
Podle molekularnich modelt se pfedpoklada, ze ohnuti v a-helixech TM V a TM VII,
zpisobené proliny v pozicich 242 a 540, vytvafi pakovy systém, ktery je udrZzovan v
rovnovaze interakcemi s Asp 113 a Asn 539 a interakcemi dalSich part aminokyselin.
Navazani agonisty zptisobi sblizeni TM III a TM VII v oblasti vazebného mista a
prostfednictvim pakového systému vyvolava oddaleni TM III a TM VII v oblasti kontaktu
s cytoplazmou, ¢imz dojde k zpfistupnéni sekvenci i2 a N- a C-koncové oblasti i3 pro
interakci receptoru s G proteinem (Blin a spol., 1995; Liu a spol., 1995).

Vazebné misto muskarinovych receptorti vykazuje vysoky stupen homologie mezi
jednotlivymi podtypy, kterd se pohybuje nad 85 %. Z tohoto diivodu je obtiZzné najit
selektivni ligandy pro jednotlivé podtypy muskarinovych receptord. Zatim je znamo
podstatné vice selektivnich muskarinovych antagonisti nez agonistd, coz muze byt
zpusobeno tim, ze muskarinovi antagonisté jsou obecné vétsi molekuly nez agonisté. To
jim dovoluje interagovat s postrannimi fetézci v méné konzervativnich oblastech receptoru.

Afinity n¢kterych selektivnich antagonistl jsou uvedeny v tabulce 2.3.1.2.

Podtyp M, M, M; My Ms
Ligand

Pirenzepin 8 6,5 6,9 7,8 6,7
AF-DX 116 6,5 7,1 5,9 6,6 6,6
Methoktramin |7,3 8,1 6,6 7.4 7,1
4-DAMP 9 8,3 9,1 8,9 9
Himbacin 8,1 7,1 7,1 8,4 6,3
pFHHSID 7,3 6,4 7.8 7,5 7
AF-DX 384 7,4 8,7 7,5 8,3 6,3

Tab. 2.3.1.2. Podtypova selektivita vybranych muskarinovych ligandi. Cisla vyjadiuji
zaporny logaritmus rovnovazné disociacni konstanty (Kd) pro vazbu ligandu na jednotlivé podtypy
muskarinovych receptort.4-DAMP=4-difenylacetoxymethylpiperidin; p-FHHSiD=p-fluoro-
hexahydrosiladifenidol. Na zaklad¢ prehledti Caulfielda (1993) a Hulmeho a spol. (1990).
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Jako selektivni agonisté byly zatim popsany pouze derivaty spironu a xanomelinu
(selektivni pro podtyp M;). Vyraznou podtypovou selektivitu vykazuji alosterické ligandy
muskarinovych receptort, a to nejcastéji pro podtyp M..

Muskarinové receptory muzeme rozdélit do dvou skupin. Podtypy M;, M3 a M;s
predavaji svilj signdl prostfednictvim G proteint podtiidy Gy11, kdeZto M, a My receptory
predavaji svlij signal prostiednictvim G proteini podtiidy Gi, G proteinovou specifitu
muskarinovych receptorti urcuje 8-12 aminokyselin v N- a C-koncovych usecich smycky
13. Na interakci s G proteinem se podili také smycka i2 a C-konec receptoru. C-konec
receptoru  muze byt palmitoylovdn na cysteinovych zbytcich a prostfednictvim
palmitoylovych zbytki vazdn k plazmatické membrang. Takto vytvofena Cctvrta
intracelularni smycka i4 muze interagovat s N- a C-koncem i3 a pomahat vazbé G
proteinu.

Podle vysledkli bodovych mutaci (Wess a spol., 1992, 1996) jsou pro interakci mezi
muskarinovym receptorem a G proteinem dilezit¢ aminokyseliny, které se nachazeji
jednak v i2 (brano podle podtypu M3 jsou to Asp 164, Arg 165, Tyr 166, Ser 168, Arg 171,
Leu 173, Arg 176, Ala 177, Arg 183), jednak na N- a C- konci 13 (Tyr 254, Ala 488, Ala
489), a dale Leu 492 nachazejici se v TM VI. Prace Hulmeho skupiny (Lu a spol., 1997)
zpochybiiuje roli Asp 164 a Tyr 166 a vyzdvihuje Glohu Arg 165.

O dalsich aminokyselinach se podle vysledki studii s bodovymi mutacemi (Fraser a
spol., 1989, Wess a spol., 1996) predpoklada, ze jsou dulezité¢ pro konformacni zménu,
kterd nastava pii aktivaci receptoru a je nutna pro aktivaci G proteinu; plati to zejména o
(¢islovani opét podle podtypu Ms) Asp 113 (TM II), Asp 164 (i2), Pro 242 (TM V), Tyr
254 (i3), Asn 507 (TM VI), Asn 539 (TM VI), a Pro 540 (TM VII).
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2.3.2. Sptazeni muskarinovych receptort s G proteiny a efektory

Muskarinové receptory lze podle G proteinu, na ktery se z nich signal pfenasi,
rozdélit do dvou skupin.

Do prvni skupiny patfi podtypy muskarinovych receptordi M;, M; a Ms, které
predavaji svilj signal prostfednictvim G proteind podtifidy Ggi1, a to nejcastéji na
fosfolipasu C specifickou pro fosfoinositidy. Jeji aktivace vede k rozstépeni
fosfatidylinositolbisfosfatu na inositoltrisfosfat (IPs) a diacylglycerol (DAG). IP; a DAG
funguji v buiice jako druzi poslové. Primarni funkci IP; je uvoltiovani Ca™" z
endoplazmatického retikula. IP; se vaze na specificky receptor slozeny ze Ctyt stejnych
jednotek, které tvoii kandl pro uvolnéni Ca’". DAG spole¢né s dalsimi faktory (hlavné
fosfatidylserinem a Ca'" ) aktivuje proteinkinasu C (PKC).

Do druhé skupiny patii podtypy M, a M, které predavaji svij signal
prostiednictvim G proteinii podtiidy Gi,. Stimulace muskarinovych receptort podtypti M,
a My ma nejcastéji za nasledek inhibici adenylylcyklasy a sniZzeni hladiny cAMP. Tento
efekt je vyraznéjsi, kdyz adenylylcyklasa je stimulovdna napf. aktivaci adrenergnich
receptort katecholaminy nebo forskolinem. Snizeni tvorby cAMP ma za nasledek sniZeni
aktivace cAMP dependentnich proteinkinas (PKA) a ubytek fosforylovanych substrati.
Stimulace muskarinovych receptorit podtypi M, a M, vede také krychlé aktivaci
draslikovych kanali oznacovanych symbolem GIRK (G protein-coupled, inwardly
rectifying potassium channel). Tyto kandly se aktivuji By podjednotkami uvolnénymi z
trimérnich G; a G, proteind. Signalni drahy, které vedou k inhibici adenylylcyklasy a
aktivaci GIRK, lze inhibovat toxinem produkovanym bakterii Bordetella pertussis (toxin

pertuse, PTX), ktery ADP-ribosyluje proteiny Gi, G, a G.
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Primarni biochemické signaly zprostiedkované muskarinovymi receptory

O NE ?A{:h

e ]

Obr. 2.3.2.1. M, a M, muskarinové acetylcholinové receptory (mACHR) interaguji s
proteiny Gi a inhibuji adenylylcyklasu (AC). M;, M3 a Ms mACHR interaguji s proteiny Gq a G; a
aktivuji fosfolipasu C specifickou pro fosfoinositidy. M, a My mACHR reguluji GIRK (G-protein-
coupled, inwardily rectifying potassium channel) prostiednictvim By podjednotek Gi a Go. NE,
norepinefrin (noradrenalin); B-AdrR, [-adrenergni receptory; PI, fosfatidylinositol; PIP,
fosfatidylinositol-4-fosfat; PIP,, fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat.; PI-PLC[, fosfolipasa C specificka
pro fosfoinositidy (Siegel a spol.,1998).
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Fosfolipasa C je rodina enzymu, ktera se rozdéluje na tfi tfidy, oznacované B, y a
O, pficemz jednotlivé tiidy se jeste dale déli na podskupiny oznacované Ccislicemi.
Rekonstituéni experimenty s purifikovanym M; receptorem, G proteinovymi
podjednotkami a fosfolipasou C naznacuji, ze B1 podtyp fosfolipasy C slouzi jako primarni
efektor pro M, receptor a ze reaguje s o podjednotkami G4 a Gy (Berstein a spol., 1992).
Stimulace M5 receptorii vSak vedla k nasledné aktivaci jak fosfolipasy Cf tak i fosfolipasy
Cy (Gusovsky a spol.,1993). VySe uvedené rozdéleni muskarinovych receptort podle jejich
efektortt vSak neni absolutni, nebot’ bylo popséno, Ze i klonované M, a My receptory
mohou stimulovat fosfolipasu C prosttednictvim PTX sensitivnich G proteind. M; a My
receptory vSak stimulovaly fosfolipasu C s nizs§i u¢innosti nezli muskarinové receptory M;
a Ms.

Adenylylcyklasa je dalsi efektor, ktery je ovlivilovan muskarinovymi receptory.
Muskarinové receptory podtypti M, a My ptsobi prostiednictvim ai podjednotek inhibici
adenylylcyklasy podtypt I, II, V a VI. Déle tyto podtypy pisobi prostiednictvim
podjednotek Py uvolnénych pii aktivaci Gi a Go proteini. Podjednotky Py inhibuji
adenylylcyklasu podtypu I a aktivuji podtypy II a IV, pokud dochézi k soucasné stimulaci
adenylylcyklasy podjednotkami as. Po inhibici adenylylcyklasy dochazi k snizeni aktivity
proteinkinasy A, coz miize zmensovat snizeni aktivity adenylylcyklasy podtypt V a VI.

Je vSak nutné podotknout, ze selektivita muskarinovych receptorti k jednotlivym
podtypim G proteinll neni absolutni, ale pouze relativni, coZ je tieba mit na paméti zvIaste
pfi studiu umélych systémd, jako jsou bunécéné linie transfektované geny pro muskarinové
receptory. Muskarinové receptory interaguji za urcitych podminek také s nepreferencnimi
G-proteiny a aktivuji jejich signalni drahy (Migeon a Nathanson, 1994; Vogel a spol.,
1995; Michal a spol., 2001; Jakubik a spol.,2006, Michal a spol., 2007). Pftimé sptfahovani
muskarinovych M; a M, receptorit s nepreferencnimi G-proteiny jsme pomoci siRNA
prokazali v posledni dobé ( Michal a spol., 2007).

Muskarinové receptory podtyptt M;, M3 a Ms mohou pusobit na adenylylcyklasu
prostfednictvim podjednotek By uvolnénych pii aktivaci G proteini podtiidy Gg11, jak jiz
bylo uvedeno vyse. Déle tyto podtypy muskarinovych receptorii aktivuji PLC, ktera
prostfednictvim IP; zvySuje obsah intraceluldrniho vapniku. Vépnikové ionty ve vazbé na
kalmodulin aktivuji adenylylcyklasu podtypt I, III a VIII. Naproti tomu vSak maji (bez

ucasti kalmodulinu) inhibi¢ni u¢inek na podtypy V a VI. PLC dale aktivuje proteinkinasu
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C prostfednictvim DAG. Proteinkinasa C muze mit aktivacni G¢inky na adenylylcyklasu
podtypt Il a V (ptehled Tucek, 1997).

Transfektované receptory podtyptt M;, M3 a Ms exprimované v buiie¢nych liniich
stimulovaly adenylylcyklasu, pficemz byly popsany jak na kalciu zavislé, tak i na kalciu
nezavislé mechanismy stimulace. Burford a Nahorski (1995) pozorovali, Ze receptory M;
exprimované v CHO buiikach nejenom stimuluji PLC prostfednictvim Gg, ale téz stimuluji
adenylylcyklasu prostfednictvim G,. Tato stimulace byla na vapniku nezavisla,
blokovatelna protildtkami proti Gs.

Muskarinové receptory ovliviiuji také fosfolipasu A, ktera katalyzuje hydrolyzu
membranovych fosfolipidii a generuje volnou arachidonovou kyselinu. Arachidonova
kyselina je dale pfeménéna na fadu bioaktivnich eikosandli zahrnujici prostaglandiny,
tromboxany, leukotrieny atd.. Muskarinové receptory stimulovaly uvolnéni arachidonové
kyseliny v srdci, mozku a svalech (Abdel-Latif a spol., 1986). Ukazalo se, ze aktivace
fosfolipasy A, je spojena s muskarinovymi receptory M;, M3 a Ms a Ze uvoliiovani
arachidonové kyseliny je insensitivni k PTX, coz vyluc€uje ucast G; a G, proteini. M, a My
receptory exprimované ve fysiologické koncentraci se nepodili na aktivaci fosfolipasy As.

Signalni drahy a iontové kanaly ovlivnéné muskarinovymi receptory jsou shrnuty v

tabulce 2.3.2.1.

M; M, M; My M;s
Adenylylcyklasa | +/- -- + - +
PLA2 ++ ++ ++
PLCB ++ +/- ++ T T
PLCy ++ T
Zvyseni ++ ++ T+
intracelularniho
Ca ™t
K" kanal (IR) ++ I
Tyrosinové ++ T+
proteinkinasy

Tab. 2.3.2.1. Efektorové systémy muskarinovych receptorti. Znaménko + oznacuje
aktivacni, - inhibi¢ni u€inek; u kanali je to bud’ jejich otevieni (+) nebo zavieni (-). PL =
fosfolipasa; (IR) = inward rectifier; (Ca) = vapnikem fizeny; (M) = fizeny muskarinovym

receptorem; Podle Feldera (1995) a Browna (1995)
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2.3.3. Lipidické slozeni membrany a muskarinové receptory

Poruchy v metabolismu lipidi vyvolavaji dobife znamé projevy v oblasti
kardiovaskularniho a nervového systému a doprovazeji i dal§i metabolické poruchy.
V oblasti CNS je prokdzan jako jeden z vyznamnych rizikovych faktorti v patogenezi
vzniku sporadické (pozdni) formy Alzheimerovy choroby (ACH) charakterizované
degeneraci a destrukci neuroni piedevSim cholinergniho systému a tvorbou plakil
z agregovan¢ho toxického P amyloidu.  amyloid vznikd Stépenim z amyloidového
prekurzorového proteinu (APP) pomoci enzymu [-sekretazy. Plsobenim enzymu o-
sekretdzy vznikaji z APP rozpustné fragmenty, které maji neuroprotektivni vliv. Stépeni
APP je castecné ovlivnéno také muskarinovymi M; receptory, které zvySuji aktivitu o-
sekretazy (Nitsch a spol., 1992; Wolf a spol., 1995; Rossner a spol., 1998). ZvySena
hladina cholesterolu naopak zvySuje aktivitu p-sekretdzy, usnadnuje tvorbu plakd a
potlacuje aktivitu a-sekretazy (Sparks, 1996; Hartmann, 2007; Grimm, 2008). Na druhé
stran¢ snizeni membranového cholesterolu inhibitory HMGCoA reduktizy a MBCD
(methyl-beta-cyklodextrin, cholesterolovy chelator) zvySovalo aktivitu a-sekretazy (Kojro,
2001). Vliv ®3 polynenasycenych mastnych kyselin, zejména pak DHA na snizeni
hladiny cholesterolu a [ amyloidu byl prokdzan na transgennim myS$im modelu
Alzheimerovy choroby (Oksman a spol., 2006). Neni proto ptekvapujici, ze v prevenci a
1écbé ACH se kromé inhibitorti acetylcholinesterasy také uplatiuji latky snizujici hladinu
a antioxida¢ni uc¢inky (Farooqui a spol., 2007).

Vyznamnou ulohu v aktivaci a pienosu signdlu prostfednictvym muskarinovych
receptorit podobné jako i u ostatnich membranovych receptorii hraje lipidické slozeni
membrany, ve kterém jsou receptory zabudovany. Zména lipidického slozeni membran
béhem starnuti vede nasledné také k naruSeni pfenosu signalu. V piipad¢ muskarinovych
receptori byly popsany zmény v hustoté¢ receptori, sniZzeni schopnosti vytvoieni
vysokoafinitniho  stavu  po  receptorové  aktivaci a  snizeni  hydrolyzy
fosfatidylinositolbisfosfatl a to jak v srdci tak v CNS (Roth, 1995).

Lipidické slozeni membrany neni homogenni, nachdzeji se zde domény s vysokym

obsahem cholesterolu oznacované ,lipidické rafty* se kterymi jsou membranové receptory
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Casto asociovany (Simons a van Meer, 1988; Brown a London, 1998; Simons a Toomre,
2000). Poruseni téchto rafti mize vést ke zméné v transdukei signalu (Pike, 2003).

Cholesterol mize modulovat membranové receptory dvémi odliSnymi cestami
(Burger a spol., 2000). Za prvé pfimo se vazat k receptoru a ménit jeho konformaci,
naptiklad Colonzo, 2007 navrhl, Zze cholesterol se vaze pfimo k muskarinovému M,
receptoru a pusobi jako alostericky modulédtor. Za druhé nepiimo, prostfednictvym zmény
biofyzikélnich vlastnosti membrany a tak mechanicky ovliviiovat vazbu k receptoru a jeho
funk¢ni vlastnosti.

Vliv membranového cholesterolu na transdukci signalu G-proteinovymi receptory
byl popsan u rhodopsinu a oxytocinového receptoru. V ptipadé rhodopsinu, vysoka hladina
membranového cholesterolu kompletné blokovala jeho aktivaci (Gimpl a spol., 2002;
Mitchell a spol., 1990), u oxytocinového receptoru vedla k posunu z vysokoafinitniho do

nizkoafinitniho vazebného stavu (Klein a spol., 1995).
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3. PRAKTICKA CAST
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3.1. Biologicky material, chemikalie a pfistroje
3.1.1. Biologicky material

Pokusy jsme provadéli na celych buitkaich a membrandch z geneticky
modifikovanych liniich CHO (Chinese hamster ovary, fibroblasty z ovarii zlaté¢ho kiecka)
bunck stabilné exprimujicich muskarinové receptory podtypu M,, které byly laskavé
poskytnuty Profesorem T. I. Bonnerem (National Institute of Mental Health, Bethesda,
MD). (CHO-M;; Buckley a spol., 1989).

3.1.2. Chemikalie

[*H] adenin 851 GBq/mmol (GE Healthcare,UK)

['*C] cAMP 8,88 GBg/mmol/l (GE Healthcare,UK)

['*C] IP (inositol 5-fosfat) 8,88 GBg/mmol/l (GE Healthcare,UK)

[*H] myo-inositol 851 GBg/mmol (GE Healthcare,UK)

[’H] N-methylscopolamin ([*’H]-NMS) 2650 GBq/mmol (Perkin Elmer ,USA)
Atropin (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Sigma - Aldrich, Ceska republika)
DOWEX AG 1X8-200 (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) (Serva, Némecko)

Filtry ze sklenénych vlaken - GF/B a GF/A (Whatman, UK)

Fluorescen¢ni sonda Amplex Red (Molecular Probes, USA)

Folinovo ¢&inidlo (Folin - Ciocolteau; Dr Kulich Pharm. s.r.0., Ceska republika)
Forskolin (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

Geneticin (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

GTP (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

GTPyS (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

Hovézi fetdlni sérum (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

Cholesterol MBCD (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

Cholesterol PEG 600 (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

IBMX (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

Karbachol (Sigma - Aldrich, Ceska republika)
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Kysela alumina typ WA-1 (Sigma - Aldrich, Ceska republika)
MBCD (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

MgCl, (Lachema, Ceska republika)

NaCl (Penta, Ceska republika)

Na-HEPES (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

NaOH (Penta, Ceska republika)

Phosphate buffered saline (PBS) (Sigma - Aldrich, Ceska republika)
Scintila¢ni roztok - Rotiszint eco plus (Roth, Némecko)

Trypsin (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

3.1.3. Pfistrojové vybaveni

Homogenizator: ULTRA-Turrax T25 (Janke a Kunkel GmbH a Co., Némecko)
Centrifugy: Biofuge freco (Heraeus, Némecko)
Sigma 3K 18 (Sigma Laborzenrifugen, Némecko)
Universal 16R (Hettich, Némecko)
Ttepacky desticek: PST-60H1 PLUS Thermo Shaker (Boeco, Némecko)
Grant-bio (P-lab a.s., Cesk4 republika)
Filtra¢ni zatizeni: Brandel Cell harvestor (USA)

Ctetka desticek Wallac Victor™ (Finsko)

3.2 Metody

3.2.1. Péstovani a sklizeni bunék

CHO buriky stabilné exprimujici lidské muskarinové receptory M, jsme péstovali pii

teploté 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % CO, v médiu pro tkanové kultury (Dulbecco’s

modified Eagle’s medium; DMEM) doplnéném o 0,005 % geneticin a 10 % fetalni teleci

sérum (Jakubik a spol., 1995). Buiiky jsme sklizeli jemnou trypsinizaci (0,05% trypsin) po

sedmi dnech rastu v kultufe a nasledné rozsazovali.
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3.2.2. Pfiprava membran

Buiiky p&stované v Petriho miskach (primé&r 10cm, 75-78 cm?) jsme sklizeli po
¢tyfech dnech ristu v kultufe. Nejprve jsme je oplachli dvakrat 5 ml fosfatového
izotonického roztoku (PBS; Phosphate Buffered Saline) nasledné¢ umistili na led a
podrobili osmotické lyze ve 4 ml hypotonického média. Poté jsme provedli izotonizaci 4M
NaCl. Hrubé fragmenty jsme odstranili nizkootackovou centrifugaci pti 300 g po dobu 3
minut a 4 °C. Supernatant jsme rozdélili do mikrozkumavek po 2 ml a centrifugovali 60
min pfi 25000 g a 4 °C. Po odsati supernatantu jsme membrany zamrazili pii -80 °C. Pred
pokusem jsme membrany resuspendovali v inkuba¢nim médiu. Osmoticka lyza byla
vhodnéjsi pro piipravu membran z CHO-bun¢k nezli homogenizace v homogenizatoru
Ultra-Turrax, pii které roztok zna¢né péni a vytézky membran byly niZs§i.

Hypotonické médium: 5 mM Na-HEPES, 2 mM EDTA, pH 7,4
Inkuba¢ni médium: 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 20 mM Na-HEPES, pH 7,4

3.2.3. Ovlivnéni obsahu membranového cholesterolu

Z ptedbéznych pokust vyplynulo jako optimalni pouzit hodinovou inkubaci s 10 mM
chelatorem cholesterolu MBCD (metyl-beta-cyklodextrin) pro sniZzeni a 2 mM cholesterol-
MBCD pro zvyseni obsahu cholesterolu v membrané€. Podrobnéjsi postupy jsou uvedeny u

prislusnych typt pokusu.

3.2.4. Stanoveni proteini

Mnozstvi proteinti jsme stanovovili spektrofotometricky pfi 690 nm Lowryho
metodou (Lowry a spol., 1951) v Petersonové modifikaci (Peterson, 1977). Stanoveni jsme
provedli v triplikdtech v mikrotitracnich 96-jamkovych destickach. Vzorky jsme
rozpoustéli v1 M roztoku NaOH. Kalibracni kiivka byla tvofena roztoky lidského
sérového albuminu o vyslednych koncentracich 0-0,625-1,25-2,5-5-10-20-40 pg/jamku
s ptidanim roztoku 1 M NaOH v mnozstvi odpovidajicim aliquotu stanovovanych vzork,

pro zachovéani stejného pH jako u stanovovanych vzork.
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3.2.5. Stanoveni obsahu cholesterolu

Obsah cholesterolu v buitkdch a membranach jsme stanovili pomoci fluorescencni
sondy Amplex Red (Molecular Probes). Podstata stanoveni spociva nejdiive v hydrolyze
esterli cholesterolu enzymem cholesterolesterasou, dale pak v oxidaci cholesterolu pomoci
enzymu cholesteroloxidasy, pii které¢ se uvoliiuje peroxid vodiku. Ten potom v piitomnosti
peroxidasy preménuje latku Amplex Red na fluorescen¢ni resorufin. Fluorescence byla
stanovena na &tedee destidek Victor'™ pii excitaci/emisi 544/590 nm. Pro porovnani
pomeéru volného a esterifikovaného cholesterolu jsme stanovili obsah cholesterolu s a bez

enzymu cholesterolesterasy.

3.2.6. Stanoveni metabolické aktivity a bunécné integrity

Metabolickou aktivitu jsme odvodili ze stanoveni oxidace fluoresceinu, integritu
membrany podle relativni retence kalceinu (Novakova a spol., 2005). CHO-M; buiky
rostly tfi dny v kultufe, poté byly opracovany hodinovou inkubaci s 10 mM MBCD pro
snizeni obsahu cholesterolu a 2 mM CH-MBCD pro jeho zvySeni. Pro stanoveni retence
kalceinu jsme kontrolni a opracované buiiky inkubovali 2 hodiny pii 37 °C v Krebs-Hepes
médiu obsahujici 10 uM fluorescencéni sondy kalcein AM. Po inkubaci jsme méfili
fluorescenci na &tece desticek Victor' ™ pii  excitaci/emisi 485/535 nm. Signal
z extracelularniho kalceinu byl zhaSen 0,1 mM MgCl,. Pii stanoveni oxidacni aktivity jsme
bunky inkubovali 1 hodiny pii 37 °C v Krebs-Hepes médiu obsahujici 10 puM
fluorescenc¢ni sondy 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat poté jsme méfili fluorescenci
na &tedee destidek Victor™ pii excitaci/emisi 485/535 nm. Vysledky jsme vyjadiili jako

procentudlni pomér k neopracovanym bunikam.
3.2.7. Méteni syntézy cAMP
Me¢éfteni vlivu membranového cholesterolu na pribéh syntézy cAMP jsme provadéli
na intaktnich builkéch péstovanych v 24-jamkovych destickach. Po tfech dnech od

nasazeni jsme buiiky oplachli PBS a poté pfidali 0,2 ml DMEM s [’H]adeninem

v koncentraci 10 puCi / ml a preinkubovali 12 hodin. Béhem této preinkubace se z
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[*H]adeninu v buiikach vytvoftil ["HJATP a z n& mohl vznikat ["H]cAMP. Nasledng jsme
k bunikam ptidali 0,8 ml DMEM s 12,5 mM MBCD pro sniZeni obsahu cholesterolu, s 2,5
mM cholesterol-MBCD pro jeho zvySeni a samotné DMEM v ptipadé kontrol. Kone¢né
koncentrace byly 10 mM a 2 mM. Po ukonceni preinkubace jsme buniky oplachli 2x v PBS
a inkubovali s 0,4 ml roztoku 1,25 mM IBMX (kvtli inhibici fosfodiesterasy) 15 minut a
nasledn¢ jsme piidali 0,1 ml 10 uM forskolinu (ke stimulaci adenylylcyklasy) spole¢né
s ruznymi koncentracemi karbacholu (10 nM — 1 mM) na 10 minut. Inkubaci jsme ukoncili
0,2 ml 20% TCA, 0,1 ml [14C]CAMP a 1,2 ml deionizované vody. Inkubaci jsme provadéli
pii 37°C v DMEM médiu. Po ukonceni inkubace jsme desticky s buitkami umistili 30
minut na led a z bun&k extrahovali [’H]cAMP. Od [*H]adeninu a jeho metabolitd jsme jej
oddé¢lili chromatograficky. Postup pro separaci cAMP byl nésledujici : na kolonus 1,5 g
kyselé aluminy se nanesl 1,5 ml TCA extraktu, poté se pfidalo 8 ml deionizované vody,
nasledné pak 2 ml 0,2 M octanu amonného. Posledni 3 ml vytékajiciho octanu amonného
obsahovaly cAMP. Sbirali jsme je do plastikovych scintilacnich lahvi¢ek a smichali je s 8
ml scintilaéniho roztoku Rotiszint eco plus. Mnozstvi [’H]cAMP nachazejici se v eluatu
jsme korigovali podle uginosti separace (vytézku ['*C]JcAMP), ktera se pohybovala mezi
80-90%. Pro zjisténi celkové radioaktivity jsme méfili radioaktivitu v 0,1 ml TCA extraktu
a po rozpusténi v 1 M NaOH také v TCA fixovanych bunikach na dn¢ desti¢cky. Mnozstvi
cAMP jsme vyjadiili jako promile [PH]JcAMP v celkové radioaktivits. Radioaktivita byla
métena na Beckmannové scintilaénim pocitaci.

PouZziti toxinu pertuse

Toxin produkovany Bordetella pertussis je bakterialnim toxinem typu A-B. Podobné
jako toxin cholery ma dv¢ podjednotky, enzymaticky aktivni podjednotku A a komponentu
B, kterd se vaze k bunéénému povrchu a umoznuje podjednotce A vstup do buiiky.
Podjednotka A je protein (28 kDa) majici NAD™ glukohydrolasovou a ADP-
ribosyltransferasovou aktivitu. Komponenta B je slozena z péti podjednotek, na které se
vazi ATP a fosfolipidy, které indukuji disociaci slozek A a B. NAD" glukohydrolasova a
ADP-ribosyltransferasova aktivita se projevi, az kdyz se podjednotka A rozd¢li redukci
disulfidické vazby mezi dvéma cysteiny intracelularnim gluthathionem. Substratem pro
ADP-ribosylaci toxinem pertuse je konzervovany cysteinovy zbytek lokalizovany blizko
C-konce ai, o, a o podjednotek G proteinti. Diisledkem ADP-ribosylace toxinem pertuse

je ztrata schopnosti G proteinti komunikovat s receptory. Uginek toxinu pertuse jsme
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vyuzili k vyfazeni funkce Gi proteinu pii nekterych pokusech se syntézou cAMP, ve

kterych jsme buniky preinkubovali s toxinem (0,1 pg/ml) po 24 hodin.
3.2.8. Méteni produkce inositolfostatii

Mgfteni jsme provadéli v 24-jamkovych destickach. Postup preinkubace byl obdobny
jako v pfipadé méfeni cAMP s tim rozdilem, Ze buiiky jsme preinkubovali s ["H]myo-
inositolem v koncentraci 10 pCi / ml. B&hem této preinkubace se z [’H]myo-inositolu v
buiikach vytvofil ["HJPIP, a z n& mohly vznikat [*H]inositolfosfaty. Po ukon&eni
preinkubace jsme bunky oplachli 2x v PBS a inkubovali 15 minut s 10 mM LiCl (kviili
inhibici fosfatasy) a ndsledné pak 20 minut s riznymi koncentracemi karbacholu. Inkubaci
jsme ukoncili 0,2 ml 20% TCA. Inkubaci jsme provadéli pii 37°C v DMEM médiu. Po
ukonceni inkubace jsme desticky s bunikami umistili 30 minut na led a z bun¢k extrahovali
[3H]in0sitolfosféty (ptevazné inositolmonofosfat (IP)). Od [*H]inositolu jsme jej oddélili
chromatograficky. Nezreagovany [H]PIP, zistaval ve fixovanych buiikach a do TCA
extraktu neptechazel. Postup pro separaci inositolfosfatii byl nasledujici : na kolonus 1,2 g
DOWEX AG 1X8-200 (iontoménic), se nanesl 0,5 ml TCA extraktu, poté se ptidalo 10 ml
deionizované vody, nasledn¢ pak 20 ml 60 mM mravencanu amonného s5 mM
tetraboritanu sodného. Sbirali jsme 4 ml 1 M mravencanu amonného s 0,1mM kyseliny
mravenci do plastikovych scintilaénich lahvicek a smichali je s 10 ml scintilaéniho roztoku
Rotiszint eco plus. Mnozstvi [*HJinositolfosfatu nachazejici se v eluatu jsme korigovali
podle w¢inosti separace (vytézku ['*C]IP), ktera se pohybovala okolo 60%. Pro zjisténi
celkové radioaktivity jsme postupovali stejné¢ jako v pfipadé meéfeni syntesy cAMP.
Mnozstvi inositolfosfatd jsme vyjadfili jako procento [*HJinositolfosfatd v celkové

radioaktivité.
3.2.9. Méfeni internalizace receptord

M¢éifeni jsme provadéli v 24-jamkovych destickéach, internalizaci jsme vyvolali
muskarinovym agonistou karbacholem. Po uritém casovém intervalu jsme karbachol
dikladné odmyli 4x v PBS. Pro zji$téni poctu receptort jsme nésledné inkubovali desticky
pii 4°C (k zabranéni tvorby novych receptorti na povrchu membrany) se supersaturujici

(2nM) koncentraci [’H]-NMS v DMEM médiu po dobu 16 hodin. Po oplachnuti volného
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[*H]-NMS jsme buiiky rozpustili v 0,5 ml 1M NaOH, 0,4 ml jsme pouzili na méfeni
radioaktivity, zbytek na stanoveni proteint. Pro charakterizaci pribéhu internalizace jsme
stanovili jednak koncentra¢ni zavislost (10 nM - 1 mM karbachol) pribéhu internalizace
pii 20 minutové inkubaci a déale pak c¢asovy prubéh internalizace (2-60 minut) v

ptitomnosti 10 uM a 1 mM karbacholu.
3.2.10. Vazebné pokusy
3.2.10.1. Principy méteni vazebnych vlastnosti receptori

Pti studiu vazebnych vlastnosti membranovych receptort se Siroce uplatituji metody,
pfi nichz se méti mnozstvi specifickych radioligandi, které se navézaly na urCity typ
receptoru v zavislosti na koncentraci radioligandu, ¢ase, pfitomnosti nezna¢enych ligandti
a dalSich faktorech. Technicky princip téchto pokust spociva v tom, Ze se receptory v
membranach a specificky radioligand spolecné inkubuji ve vhodném médiu a v urcitém
okamziku se inkubace ukonci, a to tak, aby se pfitom co nejrychleji od sebe oddélil
radioligand navézany na receptory a radioligand volny. K tomuto ucelu se nejcastéji
pouziva metoda rychlého odfiltrovani, pfi niz volny ligand protece filtrem a je ztracen,
kdezto ligand vazany na receptory v membranach se zachyti na filtru a jeho mnozstvi se
pak ur¢i zmétenim jeho radioaktivity.

V dal$im popisi tfi zakladni typy vazebnych pokusi, které jsme uplatnili v nasi praci.

Jednalo se o satura¢ni vazebné pokusy, kompeti¢ni pokusy a disociacni pokusy.
3.2.10.2. Satura¢ni vazebné pokusy - stanoveni poctu a afinity receptorti

Teoretické zaklady
Jestlize membrany s receptory R inkubujeme spolecné s odpovidajicim specifickym
radioligandem L po urcitou dobu, vytvofi se radioligand-receptorovy komplex LR. Tento
proces muze byt popsan rovnici
Kon

[L]+[R] = [LR]
Kofr
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kde kon je rychlostni konstanta asociace a ko je rychlostni konstanta disociace. Rovnovéahy
je dosazeno, kdyz se rychlost disociace rovna rychlosti asociace
[L]x[R]xken =[ LR ] X kogr

7 této rovnice muzeme odvodit rovnovaznou disociacni konstantu K.

[L]x[R][LR]=Kos/ kon=Kq
K4 je vyjadiena v jednotce mol na litr a je to koncentrace ligandu, pfi které je v
rovnovazném stavu obsazeno 50% receptord.
Relativni obsazenost receptoru ligandem po dosazeni rovnovahy je funkci koncentrace

ligandu.
[LR]/[R Jow=[LRV(RI+[LR]) =
=[L]/(L] +Kd)

Tato rovnice se pii zpracovani vazebnych pokusii obvykle pouziva v transformované
podobé¢ jako

B=Bmax x[L]/(Kd+[L])

kde B je mnozstvi radioligandu navazaného na receptor pfi koncentraci volného
radioligandu rovné [ L ] a Bmax je celkovy pocet receptorti [ R i Koncentraci volného
radioligandu [ L ] obvykle mizeme nahradit celkovou koncentraci radioligandu, pokud se
celkova koncentrace navazanim L na R nesnizila o vice nez 10 %. Pfi saturacnich
pokusech méfime celkovou vazbu, nespecifickou vazbu a koncentraci radioligandu.
Celkova vazba, kterou naméiime, je vzdy soucet vazby specifické a nespecifické.
Nespecificka vazba je vazba radioligandu k nereceptorovym mistlim a je zpravidla ptimo
umérnd koncentraci radioligandu. Specifickou vazbu ziskdme odectenim nespecifické
vazby od celkové vazby radioligandu. Specifickd vazba stoupd s koncentraci radioligandu
az do obsazeni vSech receptori. Po obsazeni vSech receptori je specifickd vazba
radioligandu maximalni a oznacuje se Bmax. Bmax a Kd ur¢ujeme na zakladé rovnice 7

nelinedrni regresi.

Prakticky postup

Satura¢ni vazebné pokusy jsme provadeli na celych bunkdch a na membranach.
V ptipadé pokusl na celych buiikach jsme je nejdiive sklidili z Petriho misek (pramér 10
cm) po tfech dnech rlstu jemnou trypsinizaci (0,05% trypsin) a centrifugovali 3 minuty pfi

300g. Sediment jsme resuspendovali v DMEM médiu s 10mM MBCD pro snizeni obsahu
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cholesterolu, s 2 mM cholesterol-MBCD pro jeho zvySeni a v samotném DMEM v piipadé
kontrol. K mnoZzstvi bunék z 1 misky jsme pfidali 10 ml media. Buiiky jsme inkubovali 1
hodinu pii 37 °C a poté centrigugovali a resuspendovali v DMEM médiu a pouzili do
pokusu.

Pti pokusech na membranéch jsme Petriho misky s bunikami oplachli PBS a ptidali
knim DMEM médium s 10 mM MBCD pro sniZzeni obsahu cholesterolu, s2 mM
cholesterol-MBCD pro jeho zvySeni a samotné DMEM médium v pfipadé kontrol.
Mnozstvi média bylo 10 ml na misku. Buniky jsme inkubovali 1 hodinu pfi 37 °C. Z takto
ptipravenych buniek jsme pfipravili membrany dle postupu 3.2.2. .

Membrany nebo buiiky jsme resuspendovali v inkuba¢nim nebo DMEM médiu v
koncentraci 30 pg proteinu na zkumavku. Membrany jsme inkubovali v kone¢ném objemu
0,8 ml se znaenym [3H]-NMS o koncentracich 2000-1000-500-250-125-62,5 pM, 45
minut v triplikdtech. Teplota inkubace v ptipadé membran byla 30°C a v ptipad¢ celych
bunék 37°C. Pro urceni nespecifické vazby jsme navic ke kazdé koncentraci radioligandu
pfidali do reakéni smési atropin v supersaturujici koncentraci 10 pM. Inkubaci jsme
ukoncili rychlou vakuovou filtraci (Brandel Cell Harvestor) za pouziti Whatmann GF/F
filtrh namocenych pro snizeni nespecifické vazby v 3% roztoku polyethyleniminu. Filtr se
zachycenou radioaktivitou jsme vlozili do scintila¢ni lahvicky s 2 ml scintila¢niho roztoku
Rotiszint eco plus. Radioaktivita byla méfena na Beckmannové scintilaénim pocitaci.
Koncentrace znadeného ligandu jsme stanovili ze znamé specifické radioaktivity [*H]-
NMS a z radioaktivity v médiu. Naméfené hodnoty jsme vyjadfili jako specifickou vazbu

[’H]-NMS vztaZenou na proteiny (pmol/mg).

3.2.10.3. Kompeti¢ni pokusy - stanoveni afinity neznacenych liganda

Teoretické zaklady

Pii kompeti¢nich pokusech métime rovnovéznou vazbu radioligandu v piitomnosti

ruznych koncentraci neznac¢eného ligandu, ktery se vaze na totéz vazebné misto a o toto misto

kompetuje. NeznaCeny ligand snizuje vazbu znaceného ligandu a podle toho, pfi jakych

koncentracich neznaceného ligandu nastava inhibice vazby znaceného ligandu, je mozno urcit

afinitu mezi neznacenym ligandem a receptorem.

Model popisujici interakci radioligandu L a kompetitivniho ligandu I s receptorem R je:

43



[L]+[R]=[LR]

[T1+[R]=T[IR]

kde [ IR ] je koncentrace receptori obsazena inhibitorem I. Za podminek rovnovéhy plati pro
obsazenost receptoru R radioligandem L v pfitomnosti inhibitoru I rovnice:
[LR]/[Rio] =[LR]/([R]+[LR]+[IR])

a pro obsazenost receptoru R inhibitorem I v pfitomnosti radioligandu L plati rovnice :

[IR]/[Rew]=[IR]/([RI+[LR]+[IR])

111/ (Kix 1+ [LYKd) +[1])) (14)

kde Ki je rovnovazna disocia¢ni konstanta kompetitoru.

Pfi vlastnim méteni afinity neznacené¢ho ligandu I k receptorim R ziskame hodnotu
ICso, ktera charakterizuje afinitu inhibitoru I k receptoriim R a je definovana jako koncentrace
inhibitoru, kterd blokuje 50% receptorti obsazenych radioligandem bez pfitomnosti inhibitoru.
Hodnota ICsy je zavisla na koncentraci radioligandu L a je vzdy vétsi nez hodnota Ki. Z
hodnoty ICsy vypocitame hodnotu Ki podle rovnice, kterou navrhli Cheng a Prusoff (Cheng a
Prusoft, 1973).

Ki=1Cso/ (1 +[L]/Kd)

V kompeti¢nim pokusu je vazba radioligandu snizovana zvySujici se koncentraci
inhibitoru. Jestlize ozna¢ime koncentraci receptori obsazenou radioligandem L v pfitomnosti
inhibitoru I jako B, koncentraci receptorti obsazenou radioligandem L v nepfitomnosti
inhibitoru I jako By pak miizeme frakci receptorli obsazenou radioligandem v pfitomnosti
inhibitoru I tzn. B/ By vyjadrit jako :

B/Be=1Cso/ (ICso+[11])

Hodnotu ICs poc¢itdme na zéklad¢€ této rovnice nelinedrni regresi.

Hilltv koeficient

Pii analyze kompeti¢nich pokusti se miizeme setkat s kompetitory, jejichz vazba k
receptorovym preparatim ne zcela odpovida uvedenym piredpokladim napt. se vazi k vice
nez jedné populaci receptori. Tyto odchylky se projevi na kompeti¢nich kiivkach jejich
odli$nou strmosti. Strmost kiivek mize byt kvantifikovana pomoci Hillova koeficientu (nH).

Odpovida li vazba kompetitoru predpokladiim zminénym vyse, kompeti¢ni kiivka ma nH = 1.
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U strmé&j$i kompetic¢ni kfivky je nH > 1 a u méné strmé je nH < 1 . Ke kvantifikaci strmosti
kompeti¢nich kiivek fitujeme namétena data podle nasledujici rovnice :
B/(By-B)=[1]"/ICs
Udaje o Hillové koeficientu ny se obvykle interpretuji takto :
ng=1: ligand se vaZe na jednu populaci receptorti, tato vazba se fidi pfedpoklady shrnutymi
vyse.
ng > 1 : positivni kooperativita mezi vazebnymi misty
ng < 1 : negativni kooperativita mezi vazebnymi misty, vice vazebnych mist pro jeden
ligand
Jeli kompetitor agonista, Hilliv koeficient je mensi nez jedna, nebot’ agonista G-
proteinovych receptort obsazuje tzv. vysokoafinitni (receptor obsazeny G-proteinem bez
GDP) a nizkoafinitni (receptory s G-proteinem obsazenym GDP a receptory bez G-
proteinu) vazebnd mista.
Agonista je schopen zménit interakci receptoru s G proteinem a nasledkem toho muiize
receptor zmeénit afinitu k agonistovi. Pfevedeni vysokoafinitnich vazebnych mist na
nizkoafinitni se dosdhne pfidanim GTP nebo jeho nehydrolyzovatelnych analogii. Jestlize
kompetitor je agonista, analyzujeme vysledky kompeti¢niho pokusu podle rovnice pro dvé
vazebna mista :
[B]=[Bysl/ (1+ [T/ 1Cs0vys) + [ Buiz J/ (1+ [ 1]/ ICs0 niz)

F-test

F-test je dulezity pro rozhodovani zda hodnoty ziskané z pokusu budeme analyzovat
podle jedno nebo dvou mistného modelu. Obecné vicemistny model je flexibilngjsi a proto
vZzdy u ného napocitdme nizsi hodnotu souctu ¢tverci tzn. ,,lepsi prolozeni.

F = {(SS1-SS2)/ SS2 }/ {(DF1-DF2)/DF2}.
SS1, SS2 soucet ¢tverct pro jedno nebo dvou mistny model; DF1, DF2 stupné svobody pro
jedno nebo dvou mistny model

Jestlize F je blizko 1, plati jedno mistny model, jeli mnohem vyssi plati dvou mistny

model.

Prakticky postup
Kompeti¢ni pokusy jsme provadéli na celych builkdch a membrianach. Zména
membranového cholesterolu a inkuba¢ni podminky byly obdobné jako v ptipadé

saturacnich pokust. Bunky nebo membrany jsme nejdiive preinkubovali 20 minut

45



s 600pM [*H]-NMS. Poté se inkubovaly 45 minut v piitomnosti radioligandu a riznych
koncentraci (100 pM az 10 mM) karbacholu. Inkubaci jsme ukoncili filtraci na filtracnim
zatizeni firmy Brandel pfes GF/F filtry firmy Whatman. Filtry se pfed pouzitim po 30
minut namocily v 0,3 % roztoku polyethyleniminu. Nespecifickd vazba se méfila v
pritomnosti 10 uM atropinu. V nékterych pokusech na membranach médium obsahovalo
také 0,5 mM GTP. Naméfené hodnoty jsme vyjadfili jako % radioaktivity sa bez
karbacholu.

3.2.10.4. Stanoveni rychlosti disociace ligandu (disocia¢ni pokusy)

Teoretické zaklady

Pti disociacnich pokusech méfime rychlost disociace radioligandu z receptoru, ktera je
vyjadiend jako rychlostni disocia¢ni konstanta k.. Radioligand se inkubuje s receptory po
dobu nutnou pro vytvoieni dostatecného poctu radioligand-receptorovych komplext. Ackoli
neni nutné dosdhnout rovnovahy, je vhodné;jsi pracovat za podminek rovnovahy.

Rychlost spontanni disociace radioligandu se odhali tim, ze se od ur¢it¢ho okamziku
znemozni zpétnad asociace molekul radioligandu, které se odpoutaly od vazby na receptor,
anebo se silné snizi pravdépodobnost takové zpétné asociace. K zabranéni vazby
oddisociovaného radioligandu k receptoru se pouziva bud’ nejméné padesatinasobné natredéni
vzorku anebo pfidani piebytku neznadené¢ho (stejného nebo kompetujiciho) ligandu.
Koncentrace nezna¢eného ligandu ma byt nejméné stonasobek koncentrace, ktera obsadi 50
% ptitomnych receptort, tj. 100 x ICsy z receptoru.

Disociace je obecné proces prvniho fadu. Rychlost zmény koncentrace radioligand-
receptorového komplexu je definovana jako :

d[B]/dt=-kegx[B]

Po integraci rovnice dostaneme

In([B]/[Bo])=-korxt
kde [ B ] je specifickd vazba radioligandu v Case t, [ By ] je specificka vazba v Case t = 0 a ko
je rychlostni disociacni konstanta. Poloc¢as disociace t;, je definovan jako Cas, za ktery klesne
pocatecni specifickd vazba [ By | na polovinu. Po dosazeni do rovnice je polocas disociace

tip:
t12=In2/ kosr = 0,693/ kosr
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Prakticky postup

Vliv membranového cholesterolu na rychlost disociace [’H]-NMS jsme méfili v
disociac¢nich pokusech na celych buiikach a membranach z CHO-M, bunék. Opracovani
bunék bylo stejné jako v ptipad¢ saturacnich pokusi. Nespecificka vazba byla urcena v
pritomnosti 10 uM atropinu. Inkubacni teplota byla 30°C v piipadé membran a 37°C
v ptipad¢ celych bunék. Membrany z CHO bunék se nejdiive preinkubovaly 30 minut s

600 pM ["HINMS a poté byla vyvolana disociace piidanim 10 pM atropinu.

3.2.11. Zpracovani vysledkt

Hodnoty ICsy, Kg, Ki, Bmax, nH (Hilliv koeficient), f,ys a ECso jsme vypocitali
programem GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA).

Pro analyzu dvoufazového ucinku karbacholu na syntézu cAMP jsme pouzili
nasledujici rovnici :

Y =100 x (1 — Inhibice) x (1 + Stimulace),

kde Y = je vyjadieni syntézy cAMP v pfitomnosti dané koncentrace agonisty ,

Inhibice = ((100 — MI)/100) x 10* / (10 + 10"°#'<%)

Stimulace = (MS — MI)/MI) x 10/ (10* + 10'°¢5<?)

kde X = log koncentrace agonisty, MI a MS je maximum inhibice a maximum

stimulace.
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3.3. Vysledky

3.3.1. Stanoveni postupu ovlivnéni obsahu cholesterolu v CHO-M,; bunikach

SniZzovani obsahu cholesterolu jsme se snazili docilit péstovanim buné¢k v médiu
s fetalnim sérem bez lipoproteinti, pomoci inhibitoru syntézy cholesterolu lovastatinu nebo
pomoci chelatoru cholesterolu methyl-p-cyclodextrinu (MBCD). V médiu s fetalnim sérem
bez lipoproteint buiiky téméf nerostly. Lovastatin zpiisobil pouze nepatrné (ptiblizné 5%)
snizeni obsahu cholesterolu v buiikéch.

Zvysovani obsahu cholesterolu jsme se snazili dosahnout pfidanim rozpustnych
forem cholesterolu Cholesterol-PEG600 a Cholesterol-MBCD do kultivaéniho média.
Cholesterol-PEG600 nezvysoval obsah cholesterolu v CHO-M,; buiikéch ani pfi vysokych
koncentraci (60 mg/ml) zatimco Cholesterol-MBCD zptsoboval ¢asové a koncentrané
zavislé zvySeni obsahu cholesterolu v bunikach. Pii dlouhodobém ptlisobeni (1-2 dny) obé¢
latky bunky znacné poskodily.

Z téchto pokusti vyplynulo jako optimalni pouzit MBCD pro snizeni a Cholesterol-
MBCD pro zvyseni obsahu cholesterolu. Vysledky pokusti jsou uvedeny v obr. 3.3.1. a tab.
3.3.1..
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Obr. 3.3.1. Uginky zkoumanych latek na hladinu cholesterolu v CHO-M, buiikach
vyjadiené jako pmol cholesterolu v mg bunééného proteinu. Hodnoty predstavuji primér
(£ S.E.M.) 6 az 9 stanoveni.
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Délka piisobeni Obsah cholesterolu
(pmol/mg)
Kontrola 0 56,0+ 1,1
SniZovani obsahu cholesterolu
Lovastatin 0,1 uM 3 dny 51,6 +23
Lovastatin 1 uM 3 dny 50,3+1,8
Médium bez lipoproteintl 3 dny zastaveni rdstu
1 hod 145+1,4
MBCD 10 mM
1 den 12,8 +1,9
ZvySovani obsahu cholesterolu
1 hod 150,5+4,2
Cholesterol-MBCD 2 mM
1 den Poskozeny a volnény do média
1 hod 58,7128
Cholesterol PEG-600
1 den Poskozeny a volnény do média

Tab. 3.3.1. Uginky zkoumanych latek na hladinu cholesterolu v CHO-M, buiikach
vyjadiené jako pmol cholesterolu v mg bunééného proteinu. Hodnoty predstavuji prameér

(£ S.E.M.) 6 az 9 stanoveni.
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3.3.2. Casovy a koncentra¢ni vliv MBCD a Cholesterol-MBCD na obsah

cholesterolu v CHO-M; burikach

V dalsich pokusech jsme se zaméfili na stanoveni vhodné koncentrace a délky

pusobeni téchto latek. Ob¢ latky vykazovaly ¢asovy a koncentracni uc¢inek na hladinu

cholesterolu.

Utinek 2 mM CH-MBCD a 10 mM MBCD v &ase je ukézan na obr. 3.3.2.1. a v tab.

3.3.2.1. . Z nich vyplyva, ze po 1 hodin¢ se hladina cholesterolu jiz vyznamnéji neméni a

cv v

Koncentracni zavislost popisuje tab. 3.3.2.2. a obr. 3.3.2.2., 10 mM MBCD a 2 mM

CH-MBCD vykazovaly maximum Uuc¢inku, které se pifi zvySujici koncentraci pftili$

nemeénilo.

Pro dalsi vyzkum jsme zvolili hodinovou inkubaci s 10 mM MBCD pro snizeni a 2

mM CH-MBCD pro zvySeni obsahu cholesterolu v bunice.

Utinek Utinek
Cas pmol/mg % kontroly
min MBCD CH-MBCD MBCD CH-MBCD
10 mM 2 mM 10 mM 2 mM

0 56,0 1,1 56,0+ 1,1 100,0 +2,0 100,0 +2,0
10 48,9 £2,6 85,8+5,8 87346 153,2+ 10,4
20 40,3 +4,8 108,4 + 6,1 72,3 £8,6 193,6 +10,9
30 29,0 +4,1 123,8+5,7 51,8473 221,1+10,2
45 21,542 136,6 5,6 38,4+7,5 243,9 + 10,0
60 14,5+ 1,4 150,5 + 4,2 25,9+2,5 268,8 + 7,4
90 13,5+ 1,5 153,0 +3,6 24,1£26 2732+ 6,4

Tab. 3.3.2.1. Casova zavislost u¢inku 10 mM MBCD a 2 mM CH-MBCD na hladinu

cholesterolu v CHO-M, buiikach. Cas 0 min znamena kontrolu. Uginky jsou vyjadieny
jako pmol cholesterolu v mg bunécného proteinu (pmol/mg) a v % kontroly. Hodnoty

predstavuji pramér (£ S.E.M.) 6 az 9 stanoveni.
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Casova zavislost G¢inku MBCD a CH-MBCD
A naobsah cholesterolu v CHO-M; burkach
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B Casova zavislost uginku MBCD a CH-MBCD
na obsah cholesterolu v CHO-M, burikach
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Obr. 3.3.2.1. Casova zavislost ti¢inku 10 mM MBCD a 2 mM CH-MBCD na hladinu
cholesterolu v CHO-M, buiikach. Na ose x je vynesen Cas inkubace v minutich a na ose y
ucinek vyjadireny jako pmol cholesterolu v mg bunééného proteinu (pmol/mg) A nebo

jako % kontroly B. Data jsou primérem (+ S.E.M.) 6 az 9 stanoveni.

51



Utinek Utinek
Koncentrace pmol / mg % kontroly
mmol /1
MBCD CH-MBCD MBCD CH-MBCD
0 56,0+1,1 56,0+1,1 100,0 £2,0 100,0 £2,0
0,25 63,3+1,0 112,8 +2,9
0,5 74,2 £2,7 132,5+1,7
1 479+1,0 104,6 +2,7 85,6 £ 1,7 186,7 + 4,9
2 36,3+1,3 150,5+4,2 64,8 +2,4 268,8 £7,5
5 26,4+1,0 174,6 +4,9 472+1,8 311,8 £8,7
7,5 19,4 £ 1,6 346+29
10 145+14 259+25
15 12,9 +1,7 23,1+£2,7

Tab. 3.3.2.2. Koncentra¢ni zéavislost u¢inku MBCD a CH-MBCD na hladinu
cholesterolu v CHO-M, buiikach. Koncentrace 0 min znamena kontrolu. Uéinky jsou
vyjadieny jako pmol cholesterolu v mg bunééného proteinu (pmol/mg) a v % kontroly.

Hodnoty ptedstavuji primér (+ S.E.M.) 6 az 9 stanoveni.
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A Koncentracni zavislost G¢inku MBCD a CH-MBCD
na obsah cholesterolu v CHO-M, burikach
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Obr. 3.3.2.2. Koncentra¢ni zavislost u¢inku MBCD a CH-MBCD na hladinu
cholesterolu v CHO-M; bunkach béhem hodinové inkubace. Na ose X je vynesena
koncentrace vmmol/l a na ose y ucinek vyjadieny jako pmol cholesterolu v mg
bunécéného proteinu (pmol/mg) A nebo jako % kontroly B. Data jsou primérem (+ S.E.M.)

6 az 9 stanoveni.
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3.3.3. U¢inek 10 mM MBCD a 2 mM Cholesterol-MBCD na obsah

Utinek 10 mM MBCD a 2 mM Cholesterol-MBCD na obsah cholesterolu jsme také

cholesterolu v CHO-M; membranach béhem hodinové inkubace

mefili na membranach ptripravenych z CHO-M; bunék, nebot’ membrany jsme pouzivali

v saturacnich a kompeti¢nich pokusech uvedenych déle. Data z téchto pokust jsou shrnuta

v tabulce 3.3.3. a vynesena na obrazku 3.3.3.. Pro srovnani jsou ukézany data z pokust na

celych buikach. Z téchto hodnot je patrné, Ze v membranach je soustiedéna podstatna ¢ast

bunééného cholesterolu.

Obsah cholesterolu ( pmol / mg proteinu )
Bunky Membrany
Kontrola 56,0+ 1,1 129,4 £ 10,1
MBCD 10 mM 145+14 79,5+5,6
CH-MBCD 2 mM 150,5+4,2 306,7 £ 28,2

Tab. 3.3.3. Srovnani obsahu cholesterolu v celych bunikdch a membranach z CHO-

M, bunék. Data jsou primérem (+ S.E.M.) 6 az 9 stanoveni.

Obr. 3.3.3. Srovnani obsahu cholesterolu v celych bunikdch a membranach z CHO-

M, bunék vyjadiené pmol cholesterolu v mg bunécéného proteinu (pmol/mg). Data jsou

Cholesterol ( pmol / mg proteinu )

300

250+

200

150

100

50

Srovnani obsahu cholesterolu

[ Celé buriky
B Membrany

=

KONTROLA

MBCD CH-MBCD

primérem (+ S.E.M.) 6 az 9 stanoveni.
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3.3.4. Vliv cholesterolu na obsah proteinti, metabolickou aktivitu a buné¢nou integritu

Z hlediska dalSiho vyzkumu bylo velmi diilezité zjistit, zda manipulace s obsahem
cholesterolu nenarusi metabolickou aktivitu a integritu bun¢k. V nasSich pokusech zména
obsahu cholesterolu neptlisobila na zadny ze zkoumanych parametr (obr.3.3.4.).
Metabolickou aktivitu jsme odvodili ze stanoveni oxidace fluoresceinu, integritu
membrany podle relativni retence kalceinu a obsahu proteinti (Novakova a spol., 2005).
Rovnéz nedochazelo ke zméné relativniho zastoupeni a podjednotek G, Gip a Ggi1 G-
proteinii v kontrolnich, MBCD a CH-MBCD opracovanych membranach, které provad¢l
kolega Rudajev (Michal a spol., 2009).

140
3 Obsah proteind

[ Retence kalceinu
1201 W Oxidace fluoresceinu

100 J_& - ?—E i_t {' ?f
>
g 80-
C
o
:i 60-
X
40
20-
0

KONTROLA  MBCD CH-MBCD

Obr. 3.3.4. Vliv manipulace s obsahem cholesterolu na obsah proteinti, metabolickou
aktivitu a bunécnou integritu v CHO-M, buiikach. Vysledky jsou znézornény jako %
hodnot méfenych na neopracovanych bunkach. Data jsou primérem (£ S.E.M.) 9

stanoveni.
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3.3.4. Vliv obsahu cholesterolu na vazebn¢ vlastnosti muskarinovych M, receptort

3.3.4.1. Zmény afinity a poc¢tu muskarinovych M, receptorti obsahem cholesterolu

Hustotu (Bmax) @ afinitu (Kg) vazebnych mist pro ["H]NMS jsme mé&fili v saturacnich

vazebnych pokusech jednak na celych bunkéch, jednak na membranach z CHO-M; bunék.

Pro sniZeni obsahu cholesterolu jsme zvolili tfi koncentrace MBCD : 2,5 mM; 5 mM

a 10 mM MBCD. Pro zvysSeni obsahu cholesterolu také 3 koncentrace CH-MBCD: 1 mM;

2 mM a 5 mM. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 3.3.4.1., na obrazku 3.3.4.1. jsou ukazany
vysledky kontrolniho pokusu a pokusy s 10 mM MBCD a 2 mM CH-MBCD. Zavislost

obsahu cholesterolu na Ky a Bnax ukazuje obrazek 3.3.4.2. . Z téchto vysledka je patrné, ze

snizeni obsahu cholesterolu mélo za nésledek zvySeni poctu receptort a sniZeni afinity pro

[PHINMS jak v pokusech na celych buiikach tak i membranach. Naopak zvy3eni obsahu

cholesterolu mélo opacny ucinek. Zmény poctu receptori byly vyraznéj$i na celych

bunkach.
Celé buriky Membrany
Obsah Obsah
Kd Bmax Kd Bmux
cholesterolu cholesterolu
(pmol/mg) | (pmol/mg) (pmol/mg) | (pmol/mg)
(pmol/mg) (pmol/mg)

Kontrola 560+1,1 |243+21 118+0,11 |1294+10.1 |334.+54 1,87 + 0,30
MBCD 2,5 mM 363+13 29031 LASE0.12 11163432 [360+12 2,02+0,11
MBCD 5 mM 264+1,0 |415+21 1,6320.14 loge1 40 [403+11 2,21£0,12
MBCD 10 mM 145+14 [511+21 19820.12° 1795456  |500+43 2,53 40,37
CH-MBCD 0,5mM (742427  [240+32 LI22011 14395436 |340+21 1,91+0,12
CH-MBCD I mM  |1046+27 |231+12 1L0520.05 |1846+50 [311+21 1,5140,09
CH-MBCD2mM  |1505+42 (201 +44 0832006 130671282 |316+48 1,60+ 0,31

Tab. 3.3.4.1.

Zavislost hodnot K4 a B, na obsahu cholesterolu v celych buiikach a

membranach z CHO-M, buné¢k. Data jsou primérem (+ S.E.M.) 6 aZ 9 stanoveni.
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Obr. 3.3.4.1.1. Vliv obsahu cholesterolu na specifickou vazbu PHINMS
k muskarinovym M, receptorim v celych bunkdch (A) a membranich (B) z CHO-M,
bun&k. Na ose x je vynesena koncentrace ["H]NMS v pmol / | a na ose y specificka vazba
[PHINMS vyjadiena jako pmol vazebnych mist v mg proteinu (pmol/mg). Data jsou

primérem (£ S.E.M.) ze tfi saturacnich pokust s inkubacemi provedenymi v triplikatech.
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Vliv obsahu cholesterolu na afinitu

A muskarinovych M, receptort
®
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Obr. 3.3.4.1.2. Vliv obsahu cholesterolu v CHO-M, bunikach na hodnoty K4 (A) a
Bmax (B) pro vazbu [3 HINMS k muskarinovym M; receptorim. Hodnoty K4 a B byly
stanoveny v saturacnich vazebnych pokusech jejichZz vysledky jsou zobrazeny v tabulce
3.3.4.1.1. . Na ose x je vynesena koncentrace cholesterolu v buiice jako pmol cholesterolu
v mg bunécného proteinu (pmol/mg), na ose y hodnoty K4 (A) a Bnax (B). Data jsou

pramérem (+ S.E.M.) 6 az 9 stanoveni.
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3.3.4.2. Ovlivnéni vazby karbacholu k muskarinovym M, receptorim cholesterolem

Vazbu agonisty karbacholu k muskarinovym M, receptorim v celych bunkach a
membranach z CHO-M; bun¢k jsme méfili v kompeticnich vazebnych pokusech
v piitomnosti 600 pM [*’H]NMS a zvy3ujicich se koncentracich karbacholu (1nM-10mM).
Snizeni obsahu cholesterolu bylo dosaZeno hodinovou inkubaci s 10 mM MBCD, zvySeni
hodinovou inkubaci s 2 mM CH-MBCD.

Jak ukazuje obrazek 3.3.4.2., vazba ["HINMS kcelym buitkim (obr. A) a
membranam (obr. B) z CHO buné¢k exprimujicich muskarinové receptory podtypu M, se
karbacholem snizovala. Kompeti¢ni kiivky na celych bunkach kontrolnich a se zvySenym
obsahem cholesterolu vykazovaly jedno vazebné misto s podobnou hodnotou K; 4,9 a 4,3
uM. Naproti tomu prolozeni kompeticni kiivky na celych buiikdch se snizenym obsahem
cholesterolu bylo signifikantné lepsi, kdyz bylo zalozeno na ptedpokladu dvou vazebnych
mist (24 % vysokoafinitnich vazebnych mist s K; 3,6 uM, 76 % nizkoafinitnich vazebnych
mist s K; 72,6 uM), tzn. snizeni obsahu cholesterolu zptisobilo posun ¢asti receptorti do
nizkoafinitni vazebné konformace.

Kompeticni kfivky na membranach vykazovaly dvé vazebnd mista za vSech
podminek. Vysokoafinitni vazebnd mista (receptor obsazeny G-proteinem bez GDP) a
nizkoafinitni vazebna mista (receptory s G-proteinem obsazenym GDP a receptory bez G-
proteinu). Podil vysokoafinitnich vazebnych mist byl zfetelné¢ nejvyssi u membran se
sniZenym obsahem cholesterolu (33 % u kontrolnich; 63% u membran se snizenym a 39%
u membran se zvySenym obsahem cholesterolu). Afinita pro vysoko a nizkoafinitni
vysokoafinitni vazebné misto : 18; 66; 4 nM a pro nizkoafinitni : 17,8; 4,7; 2,4 uM u
kontrolnich membran, u membran se snizenym a se zvySenym obsahem cholesterolu).
Ptidani 0,5 mM GTP zputsobilo ofekavané rozpojeni komplexu receptor — G-protein a
posun kompeticnich kiivek doprava smérem k vySSim hodnotdm K;. Vysledky

kompeti¢nich pokust jsou shrnuty v tab. 3.3.4.2..
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Inhibice vazby [PH]-NMS karbacholem
CHO-M, burky
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Obr. 3.3.4.2. Vliv membranového cholesterolu na inhibici vazby 600 pM [PHINMS
karbacholem v celych bunkach (A) a membranach (B) z CHO-M, bunék. Snizeni obsahu
cholesterolu bylo dosazeno hodinovou inkubaci s 10 mM MBCD, zvysSeni obsahu pak
hodinovou inkubaci s 2 mM CH-MBCD. Na ose x je vynesena koncentrace karbacholu
(log M), na ose y specificka vazba ["TH]NMS vyjadiena jako % vazby v nepiitomnosti
karbacholu. Parametry kiivek jsou ukazany v tabulce 3.3.4.2. . Data jsou pramérem

(£S.E.M.) tfech pokust s inkubacemi provedenymi v triplikatech.
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Kontrola MBCD 10 mM | CH-MBCD 2 mM
Celé buriky
Jedno mistny model
pK; 5,30£0,01 (4,44 £ 0,02) 5,36 £0,01
Dvou mistny model Uptednostnény
PKiovys - 5,45£0,08 -
PKiniz - 4,14 £0,03 -
foys - 0,24 £0,02 )
Membrany
Jedno mistny model
pK;i (5,84 £0,04) (6,66 + 0,04) (6,29 £ 0,05)
Dvou mistny model Upfednostnény Upfednostnény Uptednostnény
PKiavys 7,73 £0,08 7,18 £0,03 8,38 £0,05
PKiniz 5,33 £0,02 4,75 £ 0,05 5,61 £0,03
£y 0,33 £0,01 0,63 £0,01 0,39 £0,01
Membrany + 0,5 mM GTP
Jedno mistny model
pK; (5,37 £0,02) (4,38 £0,02) (5,42 £0,02)
Dvou mistny model Uptednostnény Upfednostnény Uptednostnény
PKivys 5,89 £ 0,06 5,02£0,16 5,86 £0,05
PKiniz 4,76 £ 0,07 4,06 £ 0,08 4,73 £ 0,03
foys 0,52 £ 0,05 0,32 £0,09 0,57 £0,04

Tab. 3.3.4.2. Vliv membranového cholesterolu na afinitu karbacholu k celym
buinkdm a membrandm z CHO-M, bunék. Snizeni obsahu cholesterolu bylo dosazeno
hodinovou inkubaci s 10 mM MBCD, zvyseni obsahu pak hodinovou inkubaci s 2 mM
CH-MBCD. Hodnoty pK; znamenaji zaporny log K. Ki.vys a Ki.siz znaci afinitu pro vysoko
a nizkoafinitni mista, f ,ys znaci frakci receptorti s vysokou afinitou pro karbachol. Hodnoty
K; byly vypocitany z kompeticnich kfivek zobrazenych na obrazku 3.3.4.1. . Pomoci F-
testu (str.45) byl zvolen jedno nebo dvou mistny model. Data jsou primérem (+S.E.M.)

ttech pokust s inkubacemi provedenymi v triplikatech.
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3.3.4.3. Disociace [H]NMS z M, receptort ovlivnéna obsahem cholesterolu v

membranach z CHO-M, bunék

Vliv obsahu cholesterolu na rychlost disociace ["TH]NMS jsme mé&fili v disociaénich
pokusech na membranidch z CHO-M; bun¢k kontrolnich, se snizenym a se zvySenym
obsahem cholesterolu. Vysledky téchto pokusti jsou shrnuty v tabulce 3.3.4.3. a vyneseny
na obrazku 3.3.4.3. . Z nich je patrné, e disociace ["THINMS z M, receptorti v membranach
se snizenym obsahem cholesterolu byla nesignifikantné vyS$8i oproti kontrolnim

membrandm a membranam se zvySenym obsahem cholesterolu.

Disociace [3H]-NMS z M, receptort
v CHO-M, membranach

100
® KONTROLA
O MBCD 10 mM
80- m CH-MBCD2mM

Specificka vazba [3H]-NMS (%kontroly)

0 5 10 15 20
min

Obr.3.3.4.3. Disociace ["HINMS z muskarinovych M, receptorti v membranich
z CHO-M;, bun¢k kontrolnich, se snizenym a se zvySenym obsahem cholesterolu.
Disociace byla vyvolana 10 uM atropinem. Na ose X je vynesen ¢as v minutdch a na ose y
jsou procenta ze specifické vazby ["TH]NMS na muskarinové receptory v membranach v

¢ase 0. Data jsou primérem (£ S.E.M.) ze tfech pokust provedenych v triplikatech.
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Kontrola MBCD 10 mM CH-MBCD 2 mM
Kogr (min'l) 0,418+0,041 0,451+0,053 0,407+0,48

t2 (min) 1,66+0,21 1,53+0,28 1,70+0,24

Tab. 3.3.4.3. Disociace ["TH]NMS z muskarinovych M, receptorti v membranach
z CHO-M,; bungk kontrolnich, se snizenym a se zvySenym obsahem cholesterolu. Hodnoty
Kofr @ ti2 jsou pocitany jako prumér (£ S.E.M.) ze tiech pokust provedenych v triplikatech,

znazornénych na obr. 3.3.4.3. .
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3.3.4.4. Internalizace muskarinovych M, receptort ovlivnéna obsahem cholesterolu

Vliv obsahu cholesterolu na internalizaci muskarinovych M, receptord jsme méfili
na celych buiikich vazbou [PHJNMS v saturujici koncentraci 2nM. SniZeni obsahu
cholesterolu bylo dosazeno hodinovou inkubaci s 10 mM MBCD, zvySeni hodinovou
inkubaci s 2 mM CH-MBCD. Internalizace byla vyvoldna agonistou karbacholem. Pro
charakterizaci pribéhu internalizace (obr. 3.3.4.4., tab. 3.3.4.4.) jsme stanovili jednak
koncentra¢ni zavislost (10 nM - 1 mM karbachol) priibéhu internalizace pti 20 minutové
inkubaci (obr. A) a déle pak casovy prub¢h internalizace (2-60 minut) v pfitomnosti 10 uM
(obr. B) a 1 mM karbacholu (obr. C). Koncentrace karbacholu jsme zvolili podle pokust se
syntézou cAMP, kdy pfi 10 uM bylo dosazeno maxima inhibice a pfi | mM maxima
stimulace. Z téchto pokusti vyplynulo, Ze sniZzeni obsahu cholesterolu zfetelné snizi
rychlost internalizace (prodlouzeni polocasu internalizace z 6,6 (kontrola) na 15 minut
vyvolané¢ 10 uM karbacholem a z 2,8 na 6,8 minut vyvolané 1 mM karbacholem), snizi
pocet internalizovanych muskarinovych receptort (z 67,5% (kontrola) na 19,7% v ptipadé
10 uM karbacholu a z 71,5% na 54% v ptipadé¢ 1 mM karbacholu) a zvysi hodnotu ECs
pro karbacholem vyvolanou internalizaci (z4,7 uM na 34 uM). ZvySeny obsah

cholesterolu v membrané nemél na pribéh internalizace receptorti podstatny vliv.
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A Internalizace karbacholem: Koncentracni zavislost
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Obr. 3.3.4.4. Internalizace muskarinovych M, receptori vyvolana karbacholem
ovlivnénd obsahem cholesterolu v CHO-M, bunikach. A: Koncentra¢ni zavislost uc¢inku
karbacholu béhem 20 minutové inkubace, na ose x je vynesen log koncentrace karbacholu
a na ose y pocet receptorit vyjadienych jako % kontroly (bez karbacholu). B a C : ¢asovy
prubéh internalizace vyvolané 10 uM (B) nebo 1 mM (C) karbacholem, na ose x je Cas
v minutach, na ose y pocet receptorli vyjadrenych jako % kontroly (¢as 0). Hodnoty jsou
jsou primérem (+ S.E.M.) Sesti stanoveni. Parametry internalizace jsou ukazany v tab.

3.344..
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Kontrola MBCD 10 mM |CH-MBCD 2 mM

Koncentracni zavislost
Eonax (% kontr()ly) 73,7 + 2,7 54,5 + 1,5 78,3 + 2,7
pECso 5,32+ 0,09 4,46 + 0,06 5,38 £ 0,09
Internalizace vyvolanad
10 uM karbacholem
Rychlostni konstanta (min™")

0,104 £ 0,008 0,046 £ 0,017 0,104 £ 0,009
Polocas (min) 6,64 + 0,06 15,15+ 0,08 6,64 + 0,05
Plato 325+1,5 80,3 +3,1 30,2+ 1,7
Internalizace vyvolanad
1 mM karbacholem
Rych]ostni konstanta (min'l) 0,249+ 0,017 0,103 £0,010 0,246 £ 0,019
Poloc¢as (min) 2,78 £0,06 6,84 + 0,05 2,81 £ 0,08
Plato 26,8 £ 1.1 46,0 £ 1,5 272+1,2

Tab. 3.3.4.4. Internalizace muskarinovych M, receptorti karbacholem ovlivnéna

obsahem cholesterolu

v CHO-M,

bunkach.

E.ax  znamena

maximalni  pocet

internalizovanych receptort v % kontroly (bez karbacholu) a pECsy znamend zaporny log

ECso. Parametry internalizace jsou primérem (+ S.E.M.) Sesti stanoveni a byly vypocitany

z kiivek ukézanych na obr. 3.3.4.4. .
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3.3.4. Vliv obsahu cholesterolu na funk¢ni vlastnosti muskarinovych M; receptorti

3.3.4.1. Syntéza cAMP v CHO-M; buiikéch a jeji ovlivnéni obsahem cholesterolu

Forskolinem stimulovanou syntézu cAMP jsme méfili na kontrolnich buiikach a
bunkach opracovanych pertusis toxinem (PTX bunky; vyfazeni Gi/o proteinll). SniZeni
obsahu cholesterolu bylo opét dosaZzeno hodinovou inkubaci s 10 mM MBCD, zvySeni
hodinovou inkubaci s2 mM CH-MBCD. Syntézu cAMP jsme vyjadiili jako %
inkorporované radioaktivity [*’H] adeninu. Inkorporovana radioaktivita byla mirn& zvysena
u bunék se snizenym obsahem cholesterolu : 10944493 u kontrolnich bun¢k, 11688+73 u
bunék se snizenym a 10304+107 dpm/mg proteinu u bunék se zvySenym obsahem
cholesterolu. V ptipadé¢ PTX opracovanych bun¢k byla podobna : 8793+118 u kontrolnich
buné¢k, 84844113 u bunck se snizenym a 8562+110 dpm/mg proteinu u bunék se zvysenym
obsahem cholesterolu. Vzorky obsahovaly pfiblizné 200 pg proteinu.

Utinek karbacholu na syntézu cAMP u kontrolnich bun&k vykazoval oéekavané
dvoufazové puasobeni, inhibi¢ni ¢ast kiivky (aktivace Gj, G-proteinti) kde inhibice
postupn¢ nartstala az do 10 uM karbacholu a stimula¢ni ¢ast kiivky (soucasna aktivace Gg
G-proteinti) kde se inhibice postupné snizovala. Po vyfazeni inhibi¢nich Gy, G-proteini
pertusis toxinem karbachol pouze stimuloval syntézu cAMP (obr. 3.3.4.1.). SniZzeni obsahu
cholesterolu mélo za nasledek zvySeni syntézy cAMP vyvolané samotnym forskolinem
oproti kontrolnim bunikdm a buiikdm se zvySenym obsahem cholesterolu. Tento uc¢inek
jsme pozorovali také na PTX buiikach (obr. 3.3.4.2.2., tab. 3.3.4.2.2.). Inhibice vyvolana
karbacholem byla maximalni u bunék se sniZzenym obsahem cholesterolu naopak
maximum inhibice u bunék se zvySenym obsahem cholesterolu bylo niz§i oproti
kontrolnim bunkdm. Hodnoty ECs, pro inhibici se vyznamné neliSily. Podobny trend jsme
pozorovali i pro maximum stimulace u stimula¢ni ¢éasti kifivky vyvolané 1 mM
karbacholem. Hodnoty ECsy pro stimulacni ¢ast kiivky byly podobné. Na PTX buiikach
jsme pozorovali pouze stimulaci syntézy cAMP. Maximum stimulace jsme pozorovali opét
u bunck se sniZenym obsahem cholesterolu, buiiky se zvySenym obsahem cholesterolu
mély maximum stimulace niz$i oproti kontrolnim buiikdm. Pro nazornost uc€inkt
cholesterolu na syntézu cAMP jsme odecetli minima jednotlivych odpovédi, tzn. u¢inek
samotného forskolinu v pfipad€ inhibi¢ni Casti kiivky u neopracovanych bunék a bunék
opracovanych PTX, v pfipad¢ stimula¢ni ¢asti kiivky jsme odecetli G¢inek 10 uM

karbacholu (obr. 3.3.4.1. B).

67



3.0+

KONTROLA %
MBCD 10 mM '«-13

CH-MBCD 2 mM J

2.5
MBCD 10 mM PTX

KONTROLA PTX %
CH-MBCD 2 mM PTX i

. 3
-
.‘.
©
B
©

2.0

Forskolinem stimulovana syntéza cAMP
( % inkorporované radioaktivity )

-9 -8 -7 I6 -I‘5 -4 -3
Karbachol (log M )

Obr. 3.3.4.1.1. Vliv obsahu cholesterolu na koncentra¢ni zévislost uc¢inku karbacholu
na forskolinem stimulovanou syntézu cAMP v CHO-M; bunkéch a PTX opracovanych
bunkach. Na ose x je vyjadien log koncentrace karbacholu, na ose y % inkorporované
radioaktivity. Hodnoty jsou primérem (+ S.E.M.) 12 stanoveni. Parametry ziskané

proloZenim bodi jsou ukdzany v tab. 3.3.4.1. .
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Obr. 3.3.4.1.2. Vliv obsahu cholesterolu na koncentra¢ni zévislost uc¢inku karbacholu
na forskolinem stimulovanou syntézu cAMP v CHO-M; bunkéch a PTX opracovanych
buiikach. Pro ndzornost ucinkii cholesterolu na syntézu cAMP jsou odecCtena minima
jednotlivych odpovédi, tzn. ucinek samotného forskolinu v ptipadé¢ inhibi¢ni ¢asti kiivky u
neopracovanych bunék a bunék opracovanych PTX, v pfipad¢ stimulacni ¢asti kiivky je
odecten ucinek 10 uM karbacholu. Na ose x je vyjadien log koncentrace karbacholu, na
ose y % inkorporované radioaktivity. Hodnoty jsou primérem (+ S.E.M.) 12 stanoveni.

Parametry ziskané prolozenim bodu jsou ukazany v tab. 3.3.4.1. .
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KONTROLA MBCD 10 mM CH-MBCD 2mM
CHO-M, buriky
Emax 0,48 £ 0,02 0,65+ 0,04 0,37 £0,02
Inhibice
PECs 6,53 £ 0,08 6,43 £0,08 6,55 +0,07
Enax 0,45+ 0,04 0,76 £ 0,07 0,37 £0,03
Stimulace
pECs 3,76 £ 0,11 3,51+0,11 3,65+0,16
CHO-M, PTX buiiky
Emax 0,57+ 0,01 1,51+ 0,03 0,38 £0,01
Stimulace
PECs 4,88 £0,05 4,69 + 0,04 4,90 + 0,06

Tab. 3.3.4.1. VIiv obsahu cholesterolu na koncentra¢ni zavislost u¢inku karbacholu

na forskolinem stimulovanou syntézu cAMP v CHO-M; bunikach a PTX opracovanych

bunikach. Parametry jsou vypocitany z kiivek ukazanych na obr. 3.3.4.1. . E;,.x Znamena

maximalni odpovéd’ karbacholu v % inkorporované radioaktivity, pECso znamena zaporny

log ECso. Vysledky jsou primérem (+ S.E.M.) 12 stanoveni.
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3.3.4.2. Produkce inositolfosfati v CHO-M; buiikach a jeji ovlivnéni obsahem

cholesterolu

Snizeni obsahu cholesterolu bylo opét dosazeno hodinovou inkubaci s 10 mM
MBCD, zvyseni hodinovou inkubaci s 2 mM CH-MBCD. Produkce inositolfosfati jsme
vyjadiili jako % inkorporované radioaktivity [*H]myo-inositolu. Inkorporovana
radioaktivita se obsahem cholesterolu nemeénila : 1592 + 15 u kontrolnich bunék, 1578 +
15 u bunck se snizenym a 1552 £ 14 dpm/mg proteinu u bunck se zvySenym obsahem
cholesterolu. Vzorky obsahovaly piiblizn¢ 200 pg proteinu.

Oproti syntéze cAMP se produkce inositolfosfati liSila v nékolika parametrech.
Basalni produkce (pouze v pfitomnosti 10mM LiCl) byla sniZena o 54% u bunék se
snizenym obsahem cholesterolu naopak zvyseni basalni produkce o 91% jsme pozorovali u
bun¢k se zvySenym obsahem cholesterolu ve srovnani s kontrolnimi bunikami. Basalni
produkce byla v kontrolnich bunkéach 1,79 £ 0,16; v buiikach se snizenym 0,83 + 0,15 a
v buiikdch se zvySenym obsahem cholesterolu 3,42 + 0,21 % inkorporované radioaktivity.
Srovnani basalni produkce inositolfosfatti a basalni syntézy cAMP je na obr. 3.3.4.2.2. a
tab. 3.3.4.2.2. . Buniky se snizenym obsahem cholesterolu také vykazovaly snizeni maxima
odpovédi a snizeni hodnoty ECsg (obr. 3.3.4.2., tab. 3.3.4.2.). Samotny pribéh akumulace
inositolfosfati vyvolany karbacholem byl podobny u kontrolnich bun¢k a bunék bohatych

na cholesterol.
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Obr. 3.3.4.2.1. Vliv obsahu cholesterolu na koncentra¢ni zévislost u¢inku karbacholu
na produkci inositolfosfati v CHO-M, bunikéach (A). Pro nazornost u¢inka cholesterolu na
produkci inositolfosfath je odectena basalni produkce, tzn. produkce v piitomnosti
samotného10 mM LiCl ( B). Na ose x je vyjadien log koncentrace karbacholu, na ose y %
inkorporované radioaktivity. Hodnoty jsou primérem (+ S.E.M.) 9 stanoveni. Parametry

ziskané prolozenim bodi jsou ukdzany v tab. 3.3.4.2.1. .
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CHO-M, buiiky
KONTROLA MBCD 10 mM CH-MBCD 2mM
Produkce IP
Emax 7,88 +0,21 5,150,022 7,80+ 0,26
PECs 4,08 £ 0,04 431+0,07 4,17 £0,05
Tab. 3.3.4.2.1. V0liv obsahu cholesterolu na koncentra¢ni zavislost ucinku

karbacholu na produkci inositolfostati (IP) v CHO-M, builkach. Parametry jsou

vypocitany z ktivek ukazanych na obr. 3.3.4.2.1. . E. znamena maximalni odpovéd

karbacholu v % inkorporované radioaktivity, pECso znamena zaporny log ECsy. Vysledky

jsou primérem (£ S.E.M.) 9 stanoveni.
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Obr. 3.3.4.2.2. Srovnani basalni produkce inositolfosfati (IP) a cAMP v CHO-M;
bunkach kontrolnich, se snizenym obsahem cholesterolu (MBCD) a se zvySenym obsahem
cholesterolu (CH-MBCD). Na ose x je vynesena produkce inositolfosfath v %
inkorporované radioaktivity. Vysledky jsou primérem (x S.E.M.) 9 stanoveni

(inositolfosfaty) nebo 12 stanoveni (syntéza cAMP).

_ Basdlni syntéza Kontrola MBCD 10mM | CH-MBCD 2 mM
(%inkorporovaneé radioaktivity)
1P 1,7840,22 0,83+0,08 3,2140,17
cAMP 1,27+0,03 1,7140,04 1,1740,02

Tab. 3.3.4.2.2. Srovnani basalni produkce inositolfostati (IP) a cAMP v CHO-M,
bunikach kontrolnich, se snizenym obsahem cholesterolu (MBCD) a se zvySenym obsahem
cholesterolu  (CH-MBCD).Vysledky jsou prumérem (+S.E.M.) 9 stanoveni
(inositolfosfaty) nebo 12 stanoveni (syntéza cAMP).
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3.4. Diskuse

Cholesterol je nezastupitelnou soucasti zivoc€iSnych membran a hraje vyznamnou
ulohu v usporadani, dynamice a funkci membrany. Muskarinové receptory spolecné
s ostatnimi G-proteinovymi receptory jsou integralni membranové bilkoviny a tvoti velkou
skupinu molekul Gcastnici se pfenosu signalu z extracelularniho prostiedi pfes membranu
do nitra buniky. Vyznamnou ulohu v pfenosu signalu prostfednictvim muskarinovych
receptorii proto miize hrat obsah cholesterolu v membrané, ve které jsou receptory
zabudovany. Zména hladiny cholesterolu v membrané¢ v dusledku patologickych dé&ji
proto miize vést k naruseni prenosu signalu. Cilem mé prace bylo oziejmit jak zména
obsahu cholesterolu v plazmatické membrané ovlivni parametry muskarinové signalizace.

Zpocatku nasi prace jsme se zaméfili na vypracovani spolehlivé metody ovlivnéni
obsahu cholesterolu v CHO-M, buiikach. Z nami testovanych latek se nejlépe osvédcil
chelator cholesterolu methyl-B-cyclodextrin (MBCD) pro snizeni obsahu cholesterolu a
methyl-B-cyclodextrin saturovany cholesterolem (CH-MBCD) pro zvySeni obsahu
cholesterolu. Hodinova inkubace s 10 mM MBCD snizila obsah cholesterolu o 74 %
zatimco 2 mM CH-MBCD zvysil jeho obsah o 170 %. Za téchto podminek nedoslo k
poskozeni bunck, nemély vliv na obsah proteinli, permeabilitu membrany méienou jako
zadrzeni kalceinu a ani na metabolickou aktivitu méfenou jako oxidace fluoresceinu.
Malou uc¢innost inhibitoru syntézy cholesterolu Lovastatinu jsme si vysvétlovali tim, Ze
bunky dopliuji cholesterol z fetalniho séra, které je nutné pro péstovani CHO bunék,
bohuzel pouziti fetalniho séra bez lipoproteinti s nizkym obsahem cholesterolu zpiisobilo
zastaveni rustu bunck.

Vazebné vlastnosti muskarinovych M, receptorti jsme studovali v saturacnich a
kompeti¢nich pokusech. Vysledky saturacnich vazebnych pokusti s nespecifickym
antagonistou muskarinovych receptori [’H] N-methylscopolaminem na buiikach se
sniZzenym obsahem cholesterolu ukézaly sniZeni afinity a piekvapivé zvySeni hustoty
receptort. Jednou z moznosti vysvétleni zmény afinity je pfimé alosterické pisobeni
cholesterolu na receptor (Colozo a spol., 2007), nebot’ zvySeni obsahu cholesterolu
nepatrné zvysilo afinitu k receptoru. Jiné vysvétleni pak spociva ve zméné receptorové
konformace v disledku zmény biofyzikéalnich parametrii membrany v zavislosti na obsahu
cholesterolu. Obecné cholesterol zvySuje rigiditu a snizuje fluiditu membrén tzn. sniZzenim
jeho obsahu zvySime tekutost membrany. Tato zména pak muze usnadnit pfistup

hydrofilniho radioligandu k dal$im receptorim a timto zplisobem detekujeme zvySeni
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poctu receptorti v plazmatické membrane. Tento piedpoklad také podporuji kompeti¢ni
pokusy s agonistou karbacholem na celych buinikdch. Kontrolni buiikky a bunky se
zvySenym obsahem cholesterolu ukazovaly jedno vazebné misto pro karbachol s podobnou
hodnotou K; 4,9 a 4,3 uM. Builky se snizenym obsahem cholesterolu vSak ukazovaly dvé
vazebna mista, jedno s hodnotou K; 3,6 uM, kterd je podobna vyse zminénym hodnotdm a
druhou odlisnou hodnotou K; 72 uM. Z téchto pokust tedy vyplyva, Ze snizeni obsahu
cholesterolu zpiisobi objeveni dal§iho vazebného mista s nizsi afinitou. Za ucelem ziskéani
podrobnéjsich informaci jsme provedli také kompeti¢ni pokusy na membranach.
Kompeti¢ni kiivky za vSech podminek ukazaly vysokoafinitni (receptory obsazené G-
proteinem bez GDP) a nizkoafinitni vazebna mista (receptory s G-proteinem obsazenym
GDP a receptory bez G-proteinu). Nicmén¢, membrany s nizkym obsahem cholesterolu
vykazovaly pfiblizné¢ dvojnasobny pocet vysokoafinitnich vazebnych mist (33%
v kontrolnich, 63% v membranich se snizenym obsahem a 39% v membranich se
zvySenym obsahem cholesterolu). Kompeti¢ni pokusy na membranach tedy ukazaly, ze
sniZzeni obsahu cholesterolu v plazmatické membrané zplsobi zlepSeni podminek pro
vazbu receptoru s G-proteinem. Tato zména mohla byt jednou z pfi€in zesileni signalt
muskarinovych M, receptorti v pokusech se syntézou cAMP. Pfidani GTP do inkubac¢niho
média zpusobilo oc¢ekavany vyrazny posun kompeti¢nich kiivek na membranach pro
karbachol smérem doprava.

Snizeni obsahu cholesterolu mélo také vyrazny vliv na internalizaci muskarinovych
receptorti. Polocas internalizace vyvolany 10 uM karbacholem se prodlouzil vice jak
dvojnasobné z 6,6 na 15,2 minut. Rovnéz se snizil pocet inernalizovanych receptort
(z 77% na 20 %) a hodnota ECs, se zvysila sedminasobné (tzn. k snizeni poc¢tu receptorii o
50% bylo pii 20 minutové inkubaci potieba koncentrace 34 uM oproti 4,7 uM u kontroly).

Inernalizace muskarinovych receptori mize probihat jak klatrinovou cestou tak i
prostfednictvim kaveol (Shmuel a spol., 2007; Tolbert, 1996; Ma a spol. 2008) v zavislosti
na typu receptoru a bunck. V pfipadé muskarinovych M, receptorii exprimovanych v
HEK?293 bunkach byla popsana na klatrinu nezavisla cesta internalizace (Claing a spol.,
2000; Rossebery a Hosey, 2001), rovnéz Feron a spol. (1997) popsal internalizaci
muskarinovych M, receptorit v kardiomyocytech prostiednictvim kaveol. CHO buiky
podobné jako ostatni fibroblasty se vyznacuji jejich vysokou koncentraci (Huang a spol.,
2007). Kaveoly jsou charakterizovany zna¢nym obsahem cholesterolu a jsou tvoieny
proteinem kaveolinem, jehoz oligomery tvofi ,,kostru* kaveol. Kaveolin ma vazebné mista

jak pro signalni proteiny tak pro cholesterol. Pouzitim chelatoru cholesterolu MBCD dojde
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k rozpadu téchto mikrodomén a zaroven k uvolnéni navazanych signalnich proteinti. Timto
mechanismem bylo popsano nejen zpomaleni internalizace muskarinovych M; (Shmuel a
spol. , 2007) a M; receptort (Feron a spol., 1997), ale také zvySeni aktivace Gj-proteinti po
stimulaci opioidnich p receptorit v CHO-buiikach (Huang a spol., 2007) a zvySena aktivace
adenylylcyklasy po stimulaci B adrenergnich receptori (Allen a spol., 2009). V naSich
pokusech jsme pozorovali také zpomaleni internalizace, zvySeni vazby G-proteinti na M,
receptory projevujici se zdvojnasobenim frakce vysokoafinitnich receptori v kompeti¢nich
pokusech na membranach a rovnéz zesileni muskarinové signalizace ve funkc¢nich
pokusech se syntézou cAMP.
interference ukazala, Ze muskarinové M, receptory exprimované v CHO buiikéach aktivuji
nejenom preferencni Gy,, ale také Gy a Ggi1 G-proteiny (Michal a spol., 2007). Data
ze soucasnych pokust ukazuji také aktivaci téchto podtypti G-proteini. Aktivaci Gi, a Gg
G-proteintl jsme odvodili z pribéhu syntézy cAMP. U¢inek karbacholu na syntézu cAMP
u kontrolnich bun€k vykazoval oc¢ekavané dvoufdzové piisobeni, inhibi¢ni ¢ast kiivky
(aktivace Gj,, G-proteinil) pti které inhibice postupné nardstala az do 10 uM karbacholu a
stimula¢ni cast kiivky (souCasna aktivace Gs G-proteini) kde se inhibice postupné
snizovala. Po vyfazeni inhibi¢nich Gj, G-proteinli pertusis toxinem (PTX-buiky)
karbachol pouze stimuloval syntézu cAMP prostfednictvim G proteinll. Z pokust jasné
vyplyvalo, Ze snizeni obsahu cholesterolu zvys§i maxima téchto odpovédi a naopak zvySeni
obsahu cholesterolu dané odpovédi potla¢i. Maximum inhibice vyvolané 10 puM
karbacholem bylo o 35 %, maximum stimulace 1 mM karbacholem o 69 % a v ptipadé
PTX bun¢k o 165 % vyssi oproti kontrole (tab. 3.3.4.1.). Hodnoty ECsy pro sledované
odpovédi byly podobné. Ke zvySeni transdukce signalu mohlo piispét jednak zvysSeni poctu
receptorli detekované v saturacnich pokusech, zvySeni vazby G-proteinli na receptor
ukdzané v kompeticnich pokusech a také potlaceni internalizace muskarinovych M,
receptord.

Odlisnou situaci vSak ukdzala produkce inositolfosfati. Hodnota ECsy byla sice
Z t&chto pokust by tedy vyplyvalo, ze sniZeni cholesterolu selektivné sniZuje aktivaci Gg/11
proteinl a zaroven zvysuje aktivaci Gs a Gj G-proteind (pokusy se syntézou cAMP). Na
druh¢ strané produkce IP je az dalsi krok pfenosu signalu, zprostiedkovany fosfolipasou
CB, ktera stépi PIP2. Z hodnot basalni produkce IP tzn. bez aktivace muskarinovych

receptoril vyplyva, ze zvyseni obsahu cholesterolu zplisobi zdvojnésobeni basalni produkce
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zatimco sniZzeni obsahu cholesterolu zplisobi dvojndsobné snizeni basalni produkce oproti
kontrolnim buiikam. Z tohoto diivodu se domnivame, Ze snizeni hladiny cholesterolu zlepsi
aktivaci Gg/11 proteinll projevujici se snizenim ECsg, ale zhor$i podminky pro $t€peni PIP2
fosfolipasou C B, které detekujeme jako sniZeni maxima odpovédi.

Pro podrobngjsi informace o vlivu obsahu membranového cholesterolu na sprahovani
muskarinovych M, receptorti planujeme méfeni aktivace G-proteinii pomoci vazby >°S-
GTPyS (guanosin-5'-O-(3-thio)trifosfat ) a metodou SPA (scintillation proximity assay;
DeLapp, 1999), kterd je schopna selektivné rozlisit aktivaci jednotlivych podtypt G-
proteinll. Sledovani zmény hustoty receptorli a pribc¢hu internalizace jsme se snazili také
vizualizaci muskarinovych M, receptori v membrané pomoci imunofluorescen¢ni detekce,
bohuzel jsme vSak zatim nenalezli vhodnou protildtku pro oznaceni receptoru. Rovnéz
planujeme rozsifeni studie na ostatni podtypy muskarinovych receptorti, zvlast¢ pak M,
podtyp, ktery hraje vyznamnou ulohu v patogenezi Alzheimerovy choroby. Tyto pokusy
by byly soucasti mé rigordzni prace.

Nase vysledky potvrzuji, ze transdukce signalu prostfednictvim muskarinovych M,
receptoril je snizenim obsahu membranového cholesterolu zvysena. Muskarinové M,
receptory se dominantné¢ a ve velké hustoté nachazi v srde¢ni tkani. Za fysiologickych
podminek pievazuje hlavné aktivace Gj, podtiidy G-proteinti, tedy inhibice syntézy cAMP
s funkénimi projevy aktivace parasympatiku. Stoji za uvahu zda patologicky zvySena
hladina cholesterolu, zvlast¢ pak LDL frakce nezpisobi zvysSeny obsah cholesterolu
v srde¢ni tkani a nasledné potlaceni aktivace parasympatiku s funkénim pfevazenim

sympatiku.
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3.5. Zavér

Vysledky této prace jednoznacné potvrdily, Ze obsah membranového cholesterolu

vyznamn¢ ovliviiuje vazebné a funkéni vlastnosti muskarinovych M, receptort. Za zv1asté

zajimava a dulezitd pokladdme tato pozorovani.

1)

2)

3)

4)

5)

zZ

V saturacnich vazebnych pokusech snizeni membranového cholesterolu zplsobilo
zietelné zvyseni poctu M, receptorti v. membrané a zaroven sniZeni jejich afinity.
Zvyseni cholesterolu mélo méné vyrazné opacné tcinky.

Kompeti¢ni vazebné pokusy s agonistou karbacholem ukézaly, Ze sniZeni
membranového cholesterolu zpiisobi zvySenou vazbu G-proteinli na receptor,
projevujici se zdvojnasobenim vysokoafinitni vazebné frakce. Zvyseni cholesterolu
nemélo zadny vliv na sledované parametry.

Internalizace muskarinovych M, receptorti vyvolana agonistou karbacholem byla
vyznamn¢ zpomalena snizenim obsahu cholesterolu v membrang¢.

Aktivace Gj, a G, proteini méfenych prosttednictvim syntézy cAMP na
kontrolnich a PTX opracovanych buiikdch byla zvySena u bun¢k se snizenym
obsahem cholesterolu. Zvyseni membranového cholesterolu mélo opacné ucinky.
Maximum produkce IP se snizenim obsahu cholesterolu snizilo, avSak doslo i ke
snizeni hodnoty ECs,. Basalni produkce IP odhalila, Ze sniZeni maxima odpovédi
muze byt disledkem snizené aktivity fosfolipazy Cp.

téchto vysledkll je patrné, Ze sniZzeni obsahu membranového cholesterolu posili

transdukeci signdlu muskarinového M, receptoru.
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Ptiloha Chemickeé vzorce a nazvy pouzitych latek
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