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UvoD

Podkladem pro vypracovani této disertaCni prace je soubor patnacti
odbornych publikaci vztahujicich se kriaznym fyziologickym aspektim
transmembranoveé signalizace fizené trimérnimi G-proteiny. Tyto Cclanky
publikované v mezinarodnich recenzovanych Casopisech byly podle svého
tématického zaméreni rozdéleny do tfi skupin. V prvnim souboru praci
(publikace I-IV) jsme zkoumali signalni systém adenylylcyklasy (AC)
v myokardu potkana a jeho zmény v prabéhu dospivani, ale také vliv
thyroidalnich hormonu, nadmérné tlakové zatéze nebo hypoxie. Druhy soubor
praci (publikace V-IX) se tyka vyzkumu AC a G-proteinl ve vybranych
oblastech potkaniho mozku bé&hem postnatalniho ontogenetického vyvoje. Ve
tretim souboru praci (publikace X-XV) jsme se zabyvali predevsim
monitorovanim zmeén v G-proteiny fizené signalizaci, které jsou dusledkem
prodlouzené hormonalni stimulace bunék exprimujicich pfislusné receptory a

trimérni G-proteiny.



PREHLED O SOUCASNEM STAVU PROBLEMATIKY

Transmembranové signalni systémy fizené trimérnimi G-proteiny
zprostfeduji pfenos informaci z vnéjSiho prostfedi do bunék a hraji tak
vyznamnou Ulohu pfi regulaci mnoha fyziologickych procesti. Mnoho riznych
patologickych stavi pfimo nebo nepfimo néjak souvisi s naruSenou funkci
signalnich systému a porozuméni molekularnim mechanismdm podilejicim se
na transmembranové signalizaci je proto z medicinského hlediska velmi
dulezité.

Bylo zjisténo, Ze srde¢ni dysfunkce nebo selhani tohoto Zivotné
dulezitého organu jsou zpravidla doprovazeny vazné zhorSenym fungovanim
transmembranovych signalnich systému. Kriticka je v této souvislosti zejména
snizena citlivost k B-adrenergni stimulaci zpusobena ubytkem p-adrenergnich
receptori a dalSimi zmé&nami v AC signalnim systému [1-5]. Ke zménam v
transmembranove signalizaci myokardu dochazi také béhem normalniho
ontogenetického vyvoje [6-9].

V naSich studiich jsme se zaméfili na zkoumani G-proteiny fizeného
signalniho systému adenylylcyklasy (AC) béhem postnatalniho vyvoje
myokardu a sledovali jsme pfitom zmény vyvolané nedostatkem nebo
nadbytkem thyroidalnich hormonu (TH), ale také dusledky chronické hypoxie
nebo hypertrofie (kardiomegalie) navozené podvazem aorty. Vi se, Zze hormony
Stitné Zlazy (thyroxin a trijodthyronin) vyznamné puasobi na kardiovaskularni
systém, nebot mohou ménit poc€et a afinitu B-adrenergnich receptort v srdci,
ale ovliviuji i expresi nékterych trimérnich G-proteint [10-12]. Studium modelu
chronické hypoxie, spoleCné s blizce pfibuznym tzv. preconditioningem,
predstavuje potencialné velmi vyznamny pristup z hlediska moznosti u€inného
omezeni nasledkl akutniho ischemického poskozeni myokardu [13]. Je

pomérné dobfe znamo, Ze chronicka hypoxie vyvolana vysokou nadmorskou



vySkou vede hypertrofii pravé srdeCni komory a ke snizeni citlivosti k [3-
adrenergni stimulaci [14,15]. Doposud v$ak nebyla podrobné&jSim zpusobem
analyzovana funkce AC signalniho systému za téchto okolnosti a zejména
mozna reverzibilita zmén vyvolanych adaptaci na chronickou hypoxii. DalSim
vyznamnym modelem, ktery se C€asto uplatiiuje pfi studiu myokardu, je
transmembranové signalni systémy fizené trimérnimi G-proteiny zfejmé hraji
dulezitou roli pfi vyvoji hypertrofie, ktera mize vyustit az do srde¢niho selhani
[16-18]. V souCasné dobé vSak neni dostatek informaci o moznych zménach na
urovni G-proteinu a signalizace AC, ke kterym muze s velkou pravdépodobnosti
dochazet také pfi abnormalnim vyvoji srdce béhem cCasného postnatalniho
vyvoje. Rozhodli jsme se proto zabyvat analyzou AC signalniho systému
v potkanim myokardu ovlivnéném zvySenou tlakovou zatézi, ktera byla kratce

po narozeni navozena podvazem aorty.

Nékteré patofyziologické procesy v mozku mohou souviset se zménami
na urovni transmembranovych signalnich systému. K vyznamnym zménam této
signalizace dochazi napf. v dlsledku Parkinsonovy choroby, ale také
alkoholismu nebo jinych drogovych zavislosti [19-22]. Ruzné ¢&asti mozku
vykazuji vyznamnou heterogenitu v mnozstvi ruznych G-proteini a jejich
exprese se muze meénit béhem ontogenetického vyvoje [23-26].

Velmi dulezitou roli v modulaci mnoha bunéénych procest probihajicich
v CNS hraje transmembranovy signalni systém adenylylcyklasy (AC) a byla zde
nalezena mRNA prakticky vSech dosud znamych isoforem AC [27-29].
Distribuce AC je vS8ak pomérné rliznoroda — zatimco nékteré isoformy (ACIl a
VIl) se vyskytuji téméf vSude, jiné (ACIIl a V) jsou jen v ur€itych oblastech
mozku. Pomoci in situ hybridizace a analyzy mRNA (Northern blot) bylo

zjisténo, Zze mnozstvi nékterych isoforem AC se béhem vyvoje mozku mize



vyrazné meénit [30,31]. Exprese AC na proteinové urovni nebyla vSak vzhledem
k nedostupnosti specifickych protilatek a relativné obtizné imunochemické
detekovatelnosti dfive pfilis sledovana.

Jednim z nejvyznamnéjSich inhibi¢nich neurotransmiterd v CNS je y-
aminomaselna kyselina (GABA), kterd moduluje nejen funkci ionotropnich
GABA, a GABA( receptorq, ale plisobi také na metabotropni GABAg receptory
spojené s Gy, proteiny [32-34]. Vzhledem k riznym vlastnostem jednotlivych
isoforem AC mulze byt podle konkrétni situace aktivita tohoto enzymu
prostfednictvim GABAg receptor a Gj, proteind (a GPy podjednotek)
inhibovana nebo naopak zvySovana [35,36]. GABAg receptory jsou pfikladem
receptort, které tvofi funkéni heterodimery slozené ze dvou odliSnych
podjednotek (GABAg-R1 a GABAg-R2) v poméru 1:1 [33]. Tyto receptory jsou
Siroce zastoupeny v celém CNS, ale vyskytuji se i v perifernich tkanich [37].
Distribuce GABAg je odlidna v riznych &astech mozku a byly zaznamenany

pomérné znacné rozdily v expresi téchto receptort béhem vyvoje [38,39].

Pfi hormonalni stimulaci dochazi k postupnému zeslabeni bunécné
odpovédi na vyvolavajici podnét, tedy k desensitizaci. JiZ pomérné dlouho se
vi, Ze proces desensitizace se odehrava pfedevsim na urovni receptoru [40,41].
Z novéjSich vyzkumu vyplyva, ze pfi dlouhodobgjsi aktivaci
transmembranovych signalnich kaskad mize dochazet i k bunééné redistribuci
a pfipadné celkovému ubytku (down-regulaci) trimérnich G-proteind, které jsou
v pfislusném pfenosu signaltd zapojeny [42]. Studiu G-proteind bylo vsak
v téchto souvislostech dosud vénovano pomérné malo pozornosti, pfestoze je
mozné si snadno predstavit, Ze napf. dlouhodobé podavani nékterych Iéku
pusobicich na GPCRs by mohlo vést také ke zménam na urovni pfislusnych G-
proteinO a vyznamnym zpusobem tak pfipadné ovliviiovat funkci

transmembranové signalizace i v SirSim méfitku.



Na zakladé nékolika praci publikovanych pocatkem 90. let minulého
stoleti se obratila v poslednim desetileti pozornost mnoha badateld k tzv.
membranovym (mikro)doménam a kaveolam [43-46]. Podle puvodni definice
vychazejici z odolnosti téchto utvarl k neiontovym detergentim pfi nizkych
teplotach jsou oznaCovany také jako tzv. detergent-rezistentni membrany
(DRM) nebo detregent-insenzitivni membrany (DIM). Membranové domeény,
nazyvané nékdy téz lipidické rafty, jsou ostravkovité atvary o pruméru asi 50-
300 nm, které se od vétSinové membranove faze liSi svym lipidovym slozenim a
fyzikalnimi vlastnostmi [47-49]. Hlavnimi komponentami membranovych domeén
jsou cholesterol, sfingolipidy a glykolipidy s pfevazné nasycenymi mastnymi
kyselinami, které dodavaji témto uatvardm (tvoficim tzv. fazi uspofadané
tekutiny) velkou rigiditu [50]. Kromé specifického lipidového sloZeni je pro
membranové domény pfiznacna i pfitomnost ur€itych typu proteinu, a to
zejména GPl-vazanych (ukotvenych pomoci glykosyfosfatidyl-inositolu)
proteini [43,47]. Membranové domény ¢i rafty vSak v bunkach netvofi
uniformni populaci, ale jedna se o ruznorodé utvary s ponékud proménlivym
obsahem konkrétnich lipidd a proteind [51-54]. Velmi znamym a c&asto
studovanym podtypem membranovych domén jsou kaveoly, které byly plvodné
popsany jako vchlipeniny plazmatické membrany lahvovitého tvaru [55], a které
se vyznacuji pfitomnosti cholesterol vaziciho proteinu kaveolinu [56,57].
Predpoklada se, ze kromé zapojeni v transportu cholesterolu a v endocytéze
mohou membranové domény hrat vyznamnou ulohu také v pfenosu signall
[68,59]. V membranovych doménach byly identifikovany nejriznéjsi typy
signalnich molekul, jako napf. rizné receptory spfazené s tyrosinkinasovou
aktivitou (receptory pro insulin nebo rustové faktory, imonureceptory leukocytl),
Ras, tyrosinové Src kinasy, proteinkinasa C, adenylylcyklasa, fosfolipasa D,
endotelialni NO-syntasa a nékteré iontové kanaly [7,60-63]. Byly zde nalezeny

také nékteré GPCRs a trimérni G-proteiny [64-68]. Nahromadéni mnoha



riznych signalnich a dalSich pomocnych molekul v relativné malém prostoru
muze usnadnit jejich vzajemné kontakty a interakce, coZz ve svém dusledku
umoznuje efektivngjsi prfenos signalu i jeho regulaci. Membranové domény tedy
ziejmé& mohou slouzit ke kompartmentalizaci a integraci transmembranove
signalizace, a proto se nékdy v této souvislosti hovofi o tzv. signalozému
[69,70]. Dosud publikované udaje tykajici se lokalizace ruznych signalnich
molekul v membranovych doménach jsou pomérné heterogenni — asociace
nékterych takovychto molekul s dalSimi komponentami domén muize byt
pomérné volna a zfejmé zavisi i na jejich funkCnim stavu. Mimo jiné bylo
zjiSténo, Ze nékteré receptory jsou v disledku aktivace do membranovych
domén vtahovany (napf. muskarinovy M,, bradykininovy B,, kininovy B; a
angiotensinovy receptor typu Il), zatimco jiné jsou naopak vyluCovany (napf. 3,-
adrenergni a adenosinovy A, receptor) [71-76]. V naSich studiich zabyvajicich
se sledovanim zmén v G-proteinové signalizaci vyvolanych protrahovanou
hormonalni stimulaci jsme se proto zaméfili i na zkoumani vztahu jednotlivych
komponent téchto signalnich systémi (tj. receptord a G-proteind) k

membranovym doménam.



ZAKLADNI CILE DISERTACNI PRACE

Tato disertaCni prace se zabyva studiem rdznych aspektl

transmembranoveé signalnizace fizené trimérnimi G-proteiny v srdec¢nim svalu,

v centralnim nervovém systému a pfi hormonalni stimulaci (experimenty in

vitro).

Specificky jsme v pfedlozenych pracich usilovali o dosazeni nasledujicich cilu:

zjistit vliv zménéného thyroidalniho stavu na expresi -adrenergnich
receptoru, Gs a G; proteinu a subcelularni distribuci vybranych
podjednotek trimérnich G-proteinu béhem postnatalniho vyvoje myokardu
potkana

sledovat dusledky chronické hypoxie na vybrané komponenty a funkci
signalniho systému adenylylcyklasy v myokardu potkana a prozkoumat
reverzibilitu pfedpokladanych zmén

analyzovat zmény v signalnim systému adenylylcyklasy v souvislosti
s kardiomegalii vyvolanou nadmérnou tlakovou zatézi béhem casného
postnatalniho vyvoje

provést podrobnou analyzu exprese nékterych isoforem adenylylcyklasy
a vybranych podjednotek trimérnich G-protein v pribéhu postnatalniho
vyvoje mozku potkana

sledovat vyvoj aktivity adenylylcyklasy a zmény v GABAg-ergnim
signalnim systému v riznych ¢astech potkaniho mozku béhem dospivani

stanovit vysokoafinitni GTPasovou aktivitu v mozkové kufe mladych a
dospélych potkanul a sledovat jeji ovlivnéni prostfednictvim baclofenem
stimulovanych GABAg receptoru a také plsobenim vybranych regulatora
G-proteinové signalizace



- na liniich HEK-293 bunék analyzovat komplexnim zpusobem (pomoci
kombinace mikroskopickych a biochemickych pfistupl) prabéh agonistou
vyvolané internalizace thyreoliberinového (TRH) receptoru a Gy/q1a
proteinu

- zkoumat ulohu membranovych domén v pfenosu informace
prostfednictvim transmembranovych signalnich systému fizenych
trimérnimi G-proteiny

- urcit distribuci vybranych receptort a G-proteinl v membranovych
doménach a sledovat vliv hormonalni stimulace na jejich proteinové
slozeni

METODICKE PRISTUPY

Modely

Pro studium ruznych aspektl G-proteiny fizené transmembranové
signalizace v myokardu a ve vybranych oblastech mozku byly pouZity tkané
ziskané z bilych laboratornich potkani kmene Wistar. Pfevazna vétSina in vitro
experimentll byla provedena s pouzitim stabilné transfektovanych bunék
odvozenych z matefské linie HEK-293, jen v nékterych pfipadech byly vyuzity
také buriky S49.
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Prehled nejdulezitéjsich metodickych pfistupt a technik:

prace s laboratornimi zvifaty — aplikace farmak potkandm (pfi navozeni
hypo- nebo hyperthyredzy), chirurgické intervence (podvaz aorty —
vyvolani zvySené tlakové zatéze srdce), adaptace potkanl v hypoxickych
podminkach, imunizace kralikG a mysi (pfiprava protilatek proti vybranym
podjednotkam trimérnich G-protein()

zjiStovani funk&nich parametrl srdce pouzitim Langendorffovy aparatury
kultivace bunécnych kultur, transfekce bunék, aplikace hormonl a
riznych inhibitort

izolace a homogenizace tkani nebo bunék

frakcionace tkani nebo bunék, rGzné typy hustotnich sacharézovych
gradientl & ultracentrifugace, izolace membranovych domén

vazebné studie receptord s pouzitim selektivnich radioligandd

svételna a konfokalni mikroskopie, imunofluorescence

standardni polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostfedi SDS a 2-D
elektroforéza, detekce a kvantifikace podjednotek trimérnich G-proteind,
adenylylcyklasy (AC) a ruznych dalSich proteind pomoci techniky
imunoblotu

stanoveni enzymové aktivity AC (méfeni tvorby cAMP) a urCeni funkeni
aktivity Gsa proteinu pomoci rekonstitutivniho zjiStovani AC aktivity
stanoveni enzymové aktivity fosfolipasy C, Na,K-ATPasy a alkalické
fosfatazy

méfené vysokoafinitni GTPasové aktivity a vazby GTPyS

VS8echny pouzité metody jsou podrobné popsany v puvodnich

publikacich, které jsou souc€asti disertaCni prace.
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NEJDULEZITEJSi VYSLEDKY DISERTACNI PRACE

Trimérni G-proteiny a jejich signalni systémy v myokardu
(publikace I-1V)

Pfi sledovani vlivu zménéného thyroidalniho stavu na p-adrenergni
signalni systém potkaniho myokardu byla navozena hypo- nebo hypertyre6za
béhem prvnich 21 dnu po narozeni a poté byl obnoven normaini euthyroidni
stav (publikace | a Il). Na rozdil od neonatalni hypotyredzy, ktera vedla
k velkému poklesu télesné hmotnosti i hmotnosti srdce (uUbytek pfes 50%), byla
neonatalni hypertyre6za spojena s hypertrofii srde¢niho svalu. Po obnoveni
euthyroidniho stavu v dospélosti byly vahové parametry téchto dvou skupin
potkant podobné, ale vyznamné niz§i nez u odpovidajicich kontrolnich zvirat.
V srdci mladych hypothyroidnich potkand doSlo k vyraznému ubytku f-
adrenergnich receptor0 a ke snizeni pozitivni inotropni odpovédi na
isoproterenol. Podobné vysledky byly jiz dfive také popsany u mladych i
dospélych zvifat, stejné jako nepodstatny vliv hypertyredzy na B-adrenergni
receptory a maximalni inotropni odpovéd na podobném experimentalnim
modelu [77,78]. NaSe prace vSak vyznamné rozSifuji pfedchozi poznatky o
detailni analyzu exprese podjednotek rlznych G-proteind a jejich subcelularni
distribuce, a také o zhodnoceni reverzibility zmén v B-adrenergni signalizaci
vyvolanych puasobenim abnormalnich hladin thyroidalnich hormonua (TH)
v ranné fazi postnatalniho vyvoje. Zjistili jsme, Zze vyvoj srde¢niho svalu potkana
je doprovazen zvySenou expresi dlouhé varianty Gso proteinu (Ggo-L) a
sou€asnym poklesem obsahu nékterych Gj,o a Gq/11a proteind, a ze vyznamna
¢ast (asi 5-60%) téchto proteinl se vyskytuje v cytosolu. Dfive byly popsany
pouze solubilni formy Ggo proteinu v prase€im myokardu a v primarnich

kulturach potkanich kardiocytt [79,80]. NaSe pozorovani odhalila, ze v pribéhu
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dospivani mél obsah membranové vazanych Gj,a a Ggqia proteint klesajici
tendenci, avS8ak podil cytosolarnich forem téchto G-proteini spide narustal.
Zatimco neonatalni hypotere6za vedla k redukci Gsao a k naristu Gy,
neonatalni hypertyreéza naopak zvysSila mnoZstvi Ggsa a snizila Gj,o Vv
myokardu mladych potkanu. Zmény zjisténé v hladinach Ggo. a G protein(
v myokardu mladych hypo- a hyperthyroidnich potkand jsou viceméné
v souladu s nékterymi vysledky pfedchozich studii provedenych na dospélych
zvifatech [12,81] a také s popsanym ucinkem TH na expresi G-proteind v
primarnich kulturach kardiocytt [82]. Pokud byly u dospélych zvifat obnoveny
fyziologické hladiny TH, zmény v expresi G-proteinl dfive vyvolané neonatalni
hypo- nebo hypertyre6zou se bé&hem dvou mésicl upravily k normalnim
hodnotam. Pdvodné narusSena citlivost k B-adrenergni stimulaci byla rovnéz
kompenzovana po obnoveni euthyroidniho stavu v dospélosti. Tyto zavéry jsou
vpodstaté ve shodé se soubézné& publikavanou praci, jejiz autofi dospéli k
zavéru, Ze dusledky zménéného thyroidniho stavu pro funkci B-adrenergniho
signalniho systému myokardu jsou pfechodné a ¢asové zavislé [83].

NasSe zkoumani vlivu chronické hypoxie na signalni systém
adenylylcyklasy (AC) v myokardu potkana odhalilo pfedevSim zmény na urovni
stimulatorniho Gg proteinu (publikace Ill). Dospéli potkani byli vystaveni
intermitentni hypoxii 8 h/den odpovidajici nadmoiské vySce 7000 m po dobu
péti tydnu. Polovina takto adaptovanych pokusnych zvifat byla pouzita pro
analyzu vybranych parametrd hned, kdezto druha polovina byla jesté pfedtim
chovana po dobu nasledujicich péti tydnd v normoxickych podminkach (—
,hypoxicka rekonvalescence®). Vysledky méfeni byly vzdy porovnavany
s odpovidajicimi skupinami kontrolnich zvirat chovanych ve
standardnich normoxickych podminkach. Zatimco chronicka hypoxie jen mirné
ovlivnila sledované vlastnosti levé komory, markantni zmény byly nalezeny pfi

zkoumani pravé komory. Hmotnost pravé komory vzrostla téméf o 50%, zvysila
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se hodnota vyvinutého tlaku (asi o 65%), ale souCasné se snizila (asi o 30%)
jeji odpovidavost na stimulaci isoproterenolem (tj. agonistou p-adrenergnich
receptorll). Vahové a funkéni parametry srdce zjisténé v nasi praci vpodstaté
velmi dobfe odpovidaly udajum ziskanym v nékterych dfivéjSich studiich
[14,84]. Ani po péti tydnech hypoxické rekonvalescence nebyly sledované
parametry pravé komory, na rozdil od leve, plné normalizovany. Dosud bylo
publikovano mnoho rozporrnych vysledku tykajicich se vlivu hypoxie na B-
adrenergni receptory v myokardu. Zatimco v nékterych studiich byl pozorovan
ubytek B-adrenergnich receptort [85,86], jiné prace Zadny vyznamny vliv
hypoxie nezjistily nebo byl pozorovan mirny narust v mnozstvi téchto receptort
[87-90]. Nam se nepodafilo prokazat zadné vyznamné zmény v expresi [-
adrenergnich receptort v dusledku chronické hypoxie. Nejvétsi podil na ziskani
velmi odliSnych ddaju muze mit zejména pouziti riznych modell hypoxie a
dalSich specifickych experimentalnich podminek. Nejzajimavéjsi vysledky jsme
ziskali pfi analyze trimérnich G-proteint a signalniho systému AC. Chronicka
hypoxie neovlivnila distribuci G;a proteinl, ale vedla ke zfetelnému zvysSeni
obsahu cytosolarni formy Gga proteinu (Gsa-L) v pravé komore, a toto zvySeni
se jeSté zvyraznilo po pétitydenni normoxické rekonvalescenci. Funkéni aktivita
Gsa v téchto preparatech byla pfitom signifikantné nizsi (asi o 20-30%) nez
v odpovidajicich kontrolnich vzorcich. Aktivita AC byla v dusledku chronické
hypoxie podstatné redukovana (az o 50%) v obou srde&nich komorach, a toto
snizeni bylo zfetelné patrné ve vzorcich pravé komory i po rekonvalescenci
v normoxickych podminkach (aktivita AC vlevé komofe se pfitom vratila
k norméalnim hodnotam). Céasteéné podobné vysledky tykajici se exprese G-
proteinl a snizeni AC aktivity byly dfive ziskany pfi studiu myokardu nebo
myocytu pfipravenych z hypoxickych potkant [85,89,91-93]. Novym pfinosem
nasi prace je zejména zjisténi, Ze zménéna distribuce Gsao proteinu a jeho

funkeni aktivita, stejné jako narusena funkce AC signalniho systému v pravé
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komore vyvolana chronickou hypoxii, se po pétitydenni rekonvalescenci
v normoxickych podminkach neupravi do zcela normalniho stavu, pfestoze
kontraktilni funkce myokardu je normalni. Je mozné spekulovat, ze zhorSena
funkce AC signalizace muze byt aslespon ¢asteéné kompenzovana zapojenim
pridruzeného a-adrenergniho signalniho systému, nebot zvySena exprese ;-
adrenergnich receptorll byla popsana jako jeden z dUisledkd chronické hypoxie
[94].

Je znamo, Ze na rozdil od hypertrofického rustu srdce v dospélosti, je
kardiomegalie u novorozenych zvifat kombinaci hyperplasie a hypertrofie
myocytl [95]. Pfestoze na rozdil od hypertofie dochazi pfi kardiomegalii
k angiogenezi a prorcionalnimu vytvareni kolagenové sité, mohou byt jeji
zvySena tlakova zatéz vyvolana u novorozenych potkani kromé jinych
membranovych komponent pomérné vyrazné ovlivhuje také vyvoj B-
adrenergnich a angiotenzinovych receptort typu Il [98,99]. V naSi souCasné
praci jsme se u tohoto modelu zaméfili pfedevSim na analyzu G-proteint a
signalniho systému AC (publikace 1V). Podvaz aorty u 2-dennich potkanu
postupné vyvolal rdzny stupeni kardiomegalie a vybrané myokardialni
parametry byly pak hodnoceny u 10-dennich a 90-dennich zvifat. Hmotnost
srdce se vlivem nadmérné tlakové zatéze u mladych i dospélych potkand
zvySila az dvojnasobné oproti odpovidajicim kontrolam a v dospélosti byly
zaznamenany priznaky dysfunkce levé komory (silné zvednuté hodnoty
systolického i diastolického tlaku, snizena funkCni rezerva). Pfi biochemickém
zkoumani preparatl myokardu jsme u zadné z obou vékovych skupin potkanu
nezjistili vyraznéjSi zmény v distribuci Gio. a Gg/11a proteint a v expresi AC V,
VIl a VII, které by souvisely s kardiomegalii. Vlivem nadmérné tlakové zatéze
vSak doslo k vyraznému poklesu Gga-L (asi 0 30%) a k souasnému vzestupu

Goa proteini (asi o 70%) v myokardu dospélych zvifat ve srovnani
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s prislusnymi kontrolami. Snizena exprese Gga byla pfedtim také popsana
v nékterych experimentalnich modelech hypertrofie srdce u dospélych zvirat
[100-102]. Dulezitym nalezem nasi prace bylo zjisténi vyrazné sniZzené (asi o
50%) aktivity AC v myokardu obou vékovych skupin potkand ovlivnénych
kardiomegalii. Podobny pokles AC aktivity byl pozorovan v hypertrofovaném
myokardu dospélych psl nebo potkand [100,103], a tento poznatek je

v souladu se zaznamenanou srdecni dysfunkci.

Studium G-proteiny Fizené signalizace v centralnim nervovém

systému (publikace V-IX)

Pro sledovani vyvojovych zmén v signalnim systému GABAg receptoru,
trimérnich G-proteini a AC byly pouzity preparaty mozkové kiry, thalamu a
hippocampu z 1- aZz 90-dennich potkanu. Prakticky hned po narozeni (prvni
postnatalni den — PD1) bylo mozné detekovat relativné vysoké hladiny vSech
G-proteind, ale jejich dalSi vyvoj byl individualné velmi odliSny (publikace V a
VIl). Zatimco mnozZstvi Ggsa-S, Gial Gia2 a Go,a1 ve vSech testovanych ¢astech
mozku stoupalo, exprese Gsa-L, Goa* a G se téméF neménila a hladiny Gia3 a
Gg1a se postupné sniZovaly. Selektivni zvySeni Gga-S, které bylo dfive
pozorovano také v prubéhu vyvoje mysiho a lidského mozku [25,104],
podporuje pfedstavu o odlisné regulaci a funkci kratké a dlouhé isoformy Gsa
proteinu [105]. Kromé toho se nam podafilo zjistit, Ze velky podil (asi polovina
celkového mnozstvi) Gsa se vyskytuje v cytosolarni frakci pfipravené z rliznych
preparatli potkaniho mozku, a Ze pomér Ggo-L/Gsa-S zde béhem dospivani
velmi vyrazné klesa. Nestejnorodé vyvojové zmény pozorované v expresi Ga1,
Ga2 a Ga1 patrné také odrazeji odliSnou ulohu téchto isoforem inhibi¢niho G;

proteinu v pfenosu nervovych signall. Béhem postnatalniho vyvoje doSlo také
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k vzestupu hladin G,a1 (pfedevSim v hippocampu a Castecné i v mozkové
kire) a Goa* (hlavné v mozkové klrfe a v thalamu). Nestejna regulace exprese
riznych isoforem Gya protein0 mizZe nasvédCovat pro jejich ponékud odliSny
zpusob uplatnéni v transmembranové signalizaci. Obecné Ize shrnout, Ze
zmény zjisténé v distribuci jednotlivych typl G-proteinl se v principu pfili§
neodliSovaly v nami sledovanych oblastech mozku. OdliSna regulace exprese
riznych G-proteint svédc¢i pro jejich specifické role v pribéhu maturace mozku
potkana.

Detailni analyza distribuce trimérnich G-proteint v prubéhu ontogeneze
potkaniho mozku byla doplnéna kvantitativnim stanovenim vybranych isoforem
adenylylcyklasy (AC) a méfenim enzymové aktivity (publikace VI). Zatimco
mnozstvi AC | se béhem postnatalniho vyvoje téméFf neménilo, exprese AC I,
IV a VI se v prvnich asi tfech tydnech po narozeni zfetelné zvySovala a poté jiz
k dal§im zménam prakticky nedochazelo. Pivodné nizka enzymova aktivita AC
dosahla vyrazného maxima kolem PD12 a pak se opét postupné snizila
k hodnotam zjisténym kratce po narozeni. Analogicky ontogeneticky profil byl
zjiStén pfi méfeni bazalni AC aktivity a aktivity stimulované AlF,, forskolinem i
Mn%*, coZ nasvédéuje o pfimém ovlivnéni na urovni katalytické podjednotky
enzymu. Podobné zmény v aktivité AC v dospivajicim potkanim mozku byly
popsany i jinymi autory [31,106]. Pozorovany narust v aktivitt AC bé&hem
prvnich dvou tydnU po narozeni je v souladu se zvySenou expresi nékterych
isoforem AC a Gsa proteinu. Nasledny vyrazny pokles AC aktivity vSak nelze
vysvétlit vyvojovymi zménami v expresi enzymu (prakticky se neméni) ani ve
stimulacnich  (B-adrenergnich) nebo inhibi¢nich (GABAg) receptorovych
signalnich kaskadach ovliviujicich aktivitu AC. Zda se tedy, Zze po PD12 ziejmé
zacCina aktivitu AC ovliviiovat néjaky negativni regulacni faktor/mechanismus.
Pfedstavu o existenci dosud neznameého inhibi€niho mechanismu, ktery se

muze zacit uplatiiovat teprve v pozdni fazi dospivani, podporuji i vysledky
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ziskané na potkanim myokardu — bylo zde nalezeno vyrazné maximum AC
aktivity okolo PD15 [107,108].

Pfi zkoumani GABAg-ergniho signalniho systému ve vyvijejicim se
potkanim mozku jsme zjistili zfetelné rozdily v kGfe a thalamu pfi porovnani
s hippocampem (publikace VIII). Zatimco v membranovych preparatech
mozkové kiry a thalamu byly naméFfeny (vazebnymi studiemi s [°H]-
baclofenem) pomérné vysoké hladiny GABAg receptorll uz kratce po narozeni a
jejich maximalni exprese bylo dosazeno asi béhem prvnich 2-3 tydndq,
v hippocampu nebyla zjisténa zadna vazebna mista pro [°H]-baclofen b&hem
prvniho tydne a teprve okolo PD12 se podafilo zaznamenat urcitou velmi
nizkou vazbu [°H]-baclofenu, ktera se udrZela do dospélosti. Jiz dfive byl
pozorovan podobny vyvoj GABAg receptorll v mozkové kufe [38]. Ponékud
rozporné vysledky ruznych praci tykajicich se distribuce GABAg receptoru
v hippocampu mladych a dospélych potkant svédé&i o existenci farmakologicky
odliSnych populaci téchto receptort, které ziejmé vykazuji rlznou vazebnou
kapacitu vuci riznym GABAg ligandim [109,110]. Zkoumané oblasti mozku se
liSily i ve zpusobu regulace AC aktivity agonistou GABAg receptort baclofenem.
Modulacni vliv baclofenu se projevil az na vzorcich mozkové tkané odebrané
z 12-dennich a starSich potkanu. Aktivita AC stimulovana GTP v mozkové kufe
a v thalamu byla plsobenim baclofenu signifikantné snizena, ale v hippocampu
naopak prevazil stimula¢ni ucinek baclofenu. Tyto vysledky jsou v souladu s
mohou aktivitu AC v nékterych pfipadech inhibovat prostfednictvim G, protein(
[35,111] a za jinych okolnosti stimulovat prostfednictvim Gpy podjednotek
[36,112].

V nasledujici studii jsme se zaméfili pfedev§im na porovnani funkéni
aktivity trimérnich G-proteinu pfi stimulaci GABAg-ergniho signalniho systému

v membranovych preparatech mozkové kiry 12-dennich a 90-dennich potkanu
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(publikace IX). V obou typech testovanych vzorki nebyl nalezen zadny
vyznamny rozdil v poctu a afinité GABAg receptorll, ale bazalni i baclofenem
stimulovana vysokoafinitni GTPasova aktivita byla podstatné vyssi (asi o 50%)
u dospélych nez u mladych zvifat. Jiz dfive bylo ukazano, Ze vzestup
GTPasové aktivity vyvolany baclofenem pfimo odrazi funkéni aktivaci
trimérnich G-proteinu spojenych s GABAg receptory [113]. V naSem pfipadé byl
u obou typl testovanych membran naméfen zhruba strejné velky pfirdstek
GTPasové aktivity po stimulaci baclofenem, coz naznacluje, Ze signalizace
zprostfedkovana GABAg receptory v mozkové kufe 12-dennich potkanu je jiz
plné funkéni. Velmi podobné vysledky jsme ziskali paralelnim stanovenim
vazby GTPyS. Udaje zjisténé v nékterych pfedchozich studiich také ukazaly, Ze
v mozku potkana mezi 12 a 90 dnem véku prakticky nedochazi k vyraznéjSim
zménam v mnozstvi GABAg receptoru [38,114]. Existuje nékolik praci
zabyvajicich se zjiStovanim vyskoafinitni GTPasové aktivity stimulované
riznymi agonisty v riznych ¢astech mozku, zadna z nich se v8ak nevénovala
zkoumani baclofenem stimulované GTPasové aktivity v mozkové kiafe béhem
vyvoje [115-117]. Vysledky naS8ich pozorovani (zejména vyrazny narlst bazalni
GTPasové aktivity v dospélosti) mohou byt celkem dobfe vysvétleny zvySenou
expresi Gy, proteinl, ktera byla zjisténa v mozkové kafe dospélych potkanu
(publikace V). NaSe doplhujici experimenty s pouZzitim vybranych regulatort G-
proteinové signalizace (RGS1 a RGS16) ukazaly, Ze tyto bilkoviny mohou za
urCitych okolnosti zfetelnym zplsobem ovliviiovat (zvySovat) vysokoafinitni
GTPasovou aktivitu ve zkoumanych preparatech mozkové kury, pficemz RGS1
se projevil jako vyrazné silngjSi regulator nez RGS16. Toto zjisténi je ve shodé
s dfive pozorovanou nestejnou kapacitou téchto dvou RGS proteinu pfi regulaci
agonisty stimulované GTPasové aktivity fuznich bilkovin zkonstruovanych
spojenim aya-adrenergnich receptorl a G,-proteint, které byly exprimovany
v COS-7 bunkach [118].
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Zmény v subcelularni distribuci receptora a G-proteinti vyvolané

hormonalni stimulaci (publikace X-XV)

Pro studium internalizace GPCRs a G-proteinl jsme pouzili stabilné
transfektované HEK-293 (human embryonal kidney) burky, které exprimovaly
vysoké hladiny thyreoliberinového (TRH) receptoru a soufasné také Gija
proteinu (— bunécna linie E2M11), nebo fuzni konstrukt TRH receptoru s GFP
(green fluorescent protein) (— bunécna linie VTGP). V obou pfipadech jsme
podrobné sledovali Casovy prubéh zmén vyvolanych pusobenim hormonu
thyreoliberinu (TRH) v subcelularni distribuci TRH receptort a Gy410 proteini
(publikace X a Xl). Lokalizaci receptori a G-protein jsme monitorovali pomoci
autofluorescence a nepfimé imunofluorescence (s pouzitim konfokalni
mikroskopie) pfimo v nativnich nebo fixovanych burkach, ale také pomoci
vazebnych radioligandovych studii nebo imunochemické detekce v bunécnych
frakcich (po jejich separaci na hustotnim sachar6zovém gradientu). Zjistili jsme,
Ze po pfidani hormonu dochazi k velmi rychlé internalizaci TRH receptord —
zietelny ubytek receptorl v plazmatické membrané byl patrny uz po nékolika
prvnich minutach. Naproti tomu ani béhem hodiny nedoSlo k zadnym
markantné&jSim zménam v bunécné distribuci G110, mohli jsme vSak pozorovat
ur€ité shlukovani imunofluorescenéniho signalu téchto G-proteini do
nespojitych struktur vramci plazmatické membrany. Casteéna translokace
Gg11a proteint z plazmatické membrany do nitra bunék (do frakce lehkych
vesikul a do cytosolu) byla detekovatelna teprve po 2-4 hodinach plsobeni
TRH a po 16 hodinach bylo mozné zaznamenat zfetelny ubytek celkového
mnozstvi Ggyia (fj. down-regulaci). Pomoci aplikace selektivnich inhibitort
organizace aktinovych mikrofilamentd (cytochalasin D) a mikrotubull
(nocodazol) jsme zjistili, Ze obé tyto cytoskeletarni struktury maji velky vyznam

pro internalizaci G110, @ Ze pro normalni prabéh subcelularni redistribuce TRH
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receptorl je dulezitd nenaruSena sit mikrotubuld. Nase vysledky jsou v
souladu s nékterymi pracemi ukazujicimi, ze pfi stimulaci dochazi k pomérné
rychlé internalizaci TRH receptort, podobné jako je tomu u vétsiny ostatnich
GPCRs [119-121]. Urcité zmény v bunééné distribuci nékterych trimérnich G-
proteind (Gsa a Gja) vyvolané stimulaci nékterych prisluSnych receptort byly uz
dfive pozorovany [122-124]. V pomérné nedavné dobé byla také objevena
dulezitost intaktniho cytoskeletu pro down-regulaci a recyklaci muskarinovych a
PTH receptorl [125-127], a jsou popisovany i interakce cytoskeletonu
s trimérnimi G-proteiny [128-130]. NaSe vyzkumy v této oblasti poskytuji prvni
pfimy popis dynamiky agonistou vyvolané subcelularni redistribuce G0
proteinu, ktera probiha ve zcela odliSné ¢asové Skale nez internalizace TRH
receptord.

V nasledujicich studiich jsme se zaméfili pfedevSim na zkoumani
lokalizace vybranych GPCRs a trimérnich G-proteind v membranovych
doménach, na stanoveni ucinnosti pfenosu signalu v téchto membranovych
utvarech a na analyzu moznych zmén vyvolanych hormonalni stimulaci.
Dusledky dlouhodobého plsobeni TRH na lokalizaci Ggqq00 proteinu jsme
pozorovali v membranovych doménach E2M11 bunék (publikace XlIl). Kromé
toho jsme sledovali vliv iloprostu (IP) na prostacyklinovy receptor a Gsa. protein
v HEK-293 bunkach exprimujicich tento receptor (— bunééna linie FhIPR),
nebo také fuzni konstrukt tohoto receptoru s Ggsa proteinem (— bunécna linie
FhIPR-Gsa) (publikace XllI). Zjistli jsme, Ze v detergent (Triton X-100)
rezistentnich membranovych doménach E2M11 bunék v klidovém stavu je
obsazena jen asi tfetina z celkoveho bunécného mnozstvi Gy4i0 proteinu.
Dvouhodinova aplikace TRH v8ak vyvolala zietelnou redistribuci Gy1100 — asi
polovina plUvodniho mnozstvi tohoto G-proteinu asociovaného s detergent
rezistentnimi membranovymi doménami se prfesunula do oblasti vétSinové

membranove faze solubilizovatelné detergentem. Kaveolarni lokalizace Gg1a
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byla nalezena i v jinych typech bunék a tkani [66,131,132] a bylo pozorovano
pfechodné zvySeni obsahu tohoto G-proteinu v kaveolach vyvolané
kratkodobym pUsobenim bradykininu [71]. PFi nasledujici analyze FhIPR a
FhIPR-Gsa bunék jsme urcili, Ze v membranovych doménach téchto bunék se
vyskytuje pouze minimalni podil prostacyklinovych receptort (< 3% z celkového
mnozZstvi) a asi 40% Gsa proteinu. Podobnou distribuci jsme pozorovali také u
TRH receptori a Gy11a proteinu [133]. Soucasné jsme zjistili, Zze dvouhodinové
pusobeni IP vyrazné neovlivnilo distribuci prostacyklinovych receptort, ale
vedlo k dramatickému ubytku Gsa (asi 0 70%) v membranovych doménach.
Udaje predchozich praci zabyvajicich se roli membranovych domén pfi
pfenosu hormonalniho signalu jsou velmi nesourodé. V nékterych pfipadech byl
pozorovan prirastek, ale jindy naopak ubytek nékterych GPCRs nebo
trimérnich G-proteinO v membranovych doménach jakozto dusledek
kratkodobéjSiho pusobeni hormonu [73-75,134,135]. Na zakladé nasSich
souCasnych vysledku je mozno usuzovat, Zze zmény v asociaci zkoumanych G-
protein s membranovymi doménami vyvolané dlouhodobé&jSim pusobenim
agonistd mohou hrat vyznamnou roli pfi desenzitizaci hormonalniho plUsobeni
na urovni G-proteind.

Pro analyzu ucinnosti pfenosu signalu prostfednictvim GPCRs a
trimérnich G-protein v membranovych doménach jsme pouzili stabilné
transfektované HEK-293 buriky, které exprimovaly fuzni konstrukt 3-opiatového
receptoru s Gi1a proteinem (— bunécna linie DOR-Gi) (publikace XIV). Zjistili
jsme, ze klasicky zpusob izolace membranovych mikrodomén s pouzitim
Tritonu X-100 neni vhodny pro ziskani materialu, ktery by byl pouZiteny pro
nase ucely, nebot detergentova extrakce nejen ze zabranila provedeni
vazebnych studii receptorl, ale také zcela potlacila adenylylcyklasovou i
GTPasovou aktivitu. Rozhodli jsme se proto aplikovat alkalickou metodu

zalozenou na extrakci vzorka v 0.5 M NaHCO; (pH 11), ktera se pouziva pro
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ziskani tzv. bezdetergentovych membranovych domén [136]. Kromé toho jsme
také zkusili provést intenzivni homogenizaci vychoziho bunécného materialu a
takto pfipravené membranové fragmenty separovat pomoci nasledné flotace
v hustotnim sacharézovém gradientu, stejné jako pfi standardnim zpuUsobu
izolace membranovych domén. Naslednou analyzou jsme zjistili, Ze pomoci
alkalické i homogenizaéni metody se nam podafilo izolovat membranové
fragmenty s nizkou vznasivou hustotou, které byly lokalizovany v gradientovych
frakcich s velkym podilem kaveolinu. Vyhodou téchto pfistupl bylo ziskani
preparatd membranovych domén se zachovanou funkéni aktivitou kli¢ovych
molekul uc€astnicich se G-proteiny fizeného pfenosu signall. Podafilo se nam
zjistit, Ze agonistou stimulovana GTPasova aktivita dosahuje mnohem vysSich
(asi dvojnasobnych) maximalnich hodnot v membranovych doménach
v porovnani s vétsinovou membranovou fazi, a to i pfesto, Ze je zde pfitomen
pouze asi jen poloviéni pocet o&-opiatovych receptori. Tento vysledek
naznacuje, ze je ucinnost pfenosu signalu mezi é-opiatovymi receptory a G
proteiny je mnohem vys$8i v membranovych doménach nez ve vétSinové fazi
plazmatické membrany. Na vysokou ucinnost pfenosu signalu v membranovych
doménach poukazaly studie sledujici riznymi receptory ovliviiovanou aktivitu
adenylylcyklasy v neonatélnich kardiocytech overexprimujicich AC VI, ktera
byla prednostné lokalizovana v kaveolach [137,138]. V souladu s témito
Gsa proteinu v membranovych fragmentech s nizkou vzna$ivou hustotou (—
lehké vesikuly), které byly ziskany frakcionaci homogenizovaného materialu
S49 bunék v sedimentatnim sachar6zovém gradientu [139]. Na zakladé
vysledkl téchto vyzkumu Ize soudit, Ze dlouho pfedpokladana, ale dfive jen
obtizné postiZitelna kompartmentalizace membranové signalizace, opravdu
existuje a ma v pfenosu informace pfes plazmatickou membranu podstatny

vyznam. Potvrzuji se tak sou€asné uvahy o tom, Ze pavodni model receptorové
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signalizace [140] zalozeny na volné distribuci signalnich molekul a jejich
nahodnych srazkach (,collision coupling®) vtekuté lipidové dvouvrstvé
plazmatické membrané dostateCné nepostihuje ve skuteCnosti mnohem
komplexnéjSi uspofadani a interakce jednotlivych komponent G-proteiny
fizenych signalnich systéma [141,142].

Vzhledem k moznym zménam v souvislosti s dlouhodobou hormonalni
stimulaci bunék bylo pro nas zajimavé sledovat, do jaké miry mize byt toto
pusobeni spojeno se zménami ve slozeni membranovych domén (publikace
XV). Vtakto zamérené studii jsme pomoci 2-D elektroforézy analyzovali
zastoupeni majoritnich bilkovin v membranovych doménach odvozenych
z bunéénych linii E2M11 a S49. Kromé klasickych detergent rezistentni
membranovych domén jsme vyizolovali také fragmenty s nizkou vznaSivou
hustotou pomoci alkalické a homogenizaCni metody. S pouzitim
imunochemické detekce jsme zjistili, Zze dlouhodobé pusobeni agonistit TRH
(E2M11 buriky) nebo isoproterenolu (S49 buriky) vyvolalo vyraznou redistribuci
a ubytek celkového mnozstvi pfislusnych G-proteinl (Ggq1a0 nebo Gsa),
soucasné v8ak nebyly zaznamenany zadné zmény v mnozstvi a distribuci Gia
proteinu ani kaveolinu a dalSich markerd membranovych domén. Vyhodnoceni
2-D elektroforetogramu ukazalo, Ze proteinové slozeni membranovych domén
muUze byt Caste¢né odliSné v zavislosti na zpusobu jejich pFipravy. Dulezitym
zaverem ziskanym pfi analyze obou testovanych bunécnych linii velmi
odlisného typu a puavodu bylo zjisténi, Zze je zde obsazeno asi 150-170
majoritnich proteind, jejichz mnozstvi neni ovlivnéno dlouhodobou hormonalni
stimulaci. Stejné vysledky (selektivni ubytek pfislusnych G-proteind vyvolany
pusobenim agonistl), které byly ziskany pfi pouziti riznych metod pfipravy
membranovych domén, podporuji nazor, Ze membranové domeény jsou realné
existujicimi strukturami v plazmatické membrané, a nikoli pouze artefaktem

vzniklym pfi detergentoveé izolaci.
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ZAVERY

NaSe prace zabyvajici se sledovanim trimérnich G-proteind v pribéhu
postnatalniho vyvoje srdeCniho svalu potkana odhalily vyrazné zmény v expresi
a bunécné lokalizaci téchto regulaénich proteind. Dochazi zejména ke
zna¢nému narustu dominantni dlouhé varianty Ggo proteinu (Gsa-L), k poklesu
hladin nékterych Gj,a. a G, proteini, a zarovén se méni i pomeéry mezi
obsahem membranové vazanych a cytosolarnich forem G-proteina.

PFi zkoumani vlivu thyroidalnich hormonu (TH) na B-adrenergni signalni systém
potkaniho myokardu bylo zjisténo, ze €asny postnatalni vyvoj tohoto signalniho
systému je vyznamnym zpusobem kontrolovan TH. Fyziologicka hladina TH je
nezbytna pro fadnou expresi G-proteinl, B-adrenergnich receptord a pro
normalni vyvoj B-adrenergni odpovidavosti. Zmény v myokardu vyvolané hypo-
nebo hypertyreézou v rannych stadiich vyvoje mohou byt v dospélosti
kompenzovany, pokud se hladiny TH navrati k normalni urovni.

Zjistili jsme, Ze v dusledku chronické hypoxie dochazi u dospélych potkanu
k hypertrofii zejména pravé komory srde¢ni, ktera je doprovazena vyrazné
naruSenou funkci adenylylcyklasové (AC) signalizace. Tyto ucinky chronické
hypoxie jsou dlouhodobého charakteru, nebot mensi citlivost AC signalniho
systému k B-adrenergni stimulaci a snizena funkéni aktivita Ggo proteinu se
neupravi ani po pétitydenni rekonvalescenci zvifat v normoxickych
podminkach.

Nadmérna tlakova zatéZz navozena podvazem aorty u novorozenych potkanu
vede ke kardiomegalii s pfiznaky dysfunkce mykoardu v dospélém véku. Na
urovni transmembranové signalizace fizené G-proteiny je tento patologicky
vyvoj manifestovan snizenou expresi myokardialniho Gsa-L, zvySenou expresi

Goa a zietelnym poklesem AC aktivity.
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V pribéhu postnatalniho vyvoje mozku potkana jsme zjistili velké zmény
v celkovém mnozstvi i relativnich pomérech rlznych trimérnich G-proteina.
Zatimco dochazi k pomérné dramatickému narlstu Gga-S, obsah Gso-L se
prakticky nemeéni. Mnozstvi Gia,, Gsa/G41a0 a G se bud neméni nebo klesa.
Rozdily v ontogenetickych profilech exprese trimérnich G-proteind naznaduiji,
Ze tyto regulacni bilkoviny plni svou specifickou funkci nejen v zavislost na typu
nervové tkané (mozkova kulra, thalamus, hypokampus), ale také na Casové
proménnych narocich spojenych s vyvojem.

Postnatalni vyvoj potkaniho mozku je spojen s vyraznymi zménami ve
fungovani AC signalizace. Pomérné nizka enzymova aktivita rGznym zpusobem
stimulované AC se zvySuje ke svému maximu kolem 12. dne po narozeni a
poté opét postupné klesa k normalnim hodnotam v dospélosti. V pozdéjSich
fazich dospivani se zejmé =zacCina uplatiiovat dosud neznamy inhibicni
mechanismus potlacujici aktivitu AC, nebot' toto vyrazné snizeni neni pfimo
vysvétlitelné  pomoci  kvantitativnich zmén v jednotlivych  zakladnich
komponentach AC signalniho systému.

NasSe zkoumani GABAg-ergni signalizace odhalilo podstatné rozdily mezi
vybranymi oblastmi vyvijejiciho se potkaniho mozku. Na rozdil od hippocampu
jsou v mozkové kufe a v thalamu uz kratce po narozeni pfitomny pomérné
vysoké hladiny GABAg receptoril a stimulace téchto receptorld agonistou
baclofenem zde ma inhibujici u€inek na aktivitu AC. V hippocampu se naopak
muze projevit stimulaéni vliv tohoto agonisty na aktivitu AC.

Méfenim vysokoafinitni GTPasové aktivity a pomoci vazby GTPyS v
membranovych preparatech mozkové kary jsme zjistili, Ze bazalni i agonistou
stimulovana aktivita trimérnich G-proteint je podstatné vyssi u 90-dennich nez
u 12-dennich potkanu. Tento vzestup GTPasové aktivity v dospélosti Ize
povazovat za celkem pfirozeny dusledek zvySené exprese Gj,o proteind.
Stimulace GABAg receptort agonistou baclofenem vyvolala podobny pfiristek
GTPasové aktivity v obou vékovych skupinach, coz nasvédCuje o piné
funkénosti GABAg-ergni signalizace u mladych zvifat.
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Kompexni analyzou subcelularni lokalizace thyreoliberinovych (TRH) receptoru
a Gyqa proteinu exprimovanych v HEK-293 burkach jsme zjistili, ze plisobenim
agonisty dochazi béhem nékolika minut k rychlé internalizaci TRH receptoru,
ktera je po 2-4 hodinach nasledovana vyrazné pomalejSi redistribuci Ggq1a
proteind. SouCasné jsme také ukazali, ze internalizace G-proteint je silné
zavisla na fungujici strukture cytoskeletonu.

Z naSich vyzkumua zaméfenych na vztahy mezi G-proteiny fizenou signalizaci a
membranovymi doménami vyplynulo, Zze tyto utvary plazmatické membrany
obsahuji pomérné velké mnozstvi trimérnich G-proteint (asi 30-40%). PFi
zkoumani transfektovanych HEK-293 bunék exprimujicich TRH nebo
prostacyklinové receptory jsme zjistili, Ze pouze nepatrny podil (< 3%) téchto
receptord (na rozdil od nékterych jinych GPCRs) je lokalizovan
v membranovych doménach, a Ze dlouhodoba stimulace agonisty vede k
zfetelnému selektivnimu pfesunu pfislusnych Ggq1a nebo Ggo proteind
z membranovych domén do vétSinové faze plazmatické membrany.

Porovnanim maximalnich hodnot agonistou stimulované GTPasové aktivity
jsme zjistili, ze ucinnost pfenosu signalu v membranovych doménach
izolovanych z HEK-293 bunék exprimujicich fuzni konstrukt o-opiatového
receptoru s Gi1la proteinem je vyrazné vySSi nez v ostatni vétSinové fazi
plazmatické membrany. Tento poznatek jednoznacné podporuje predstavu o
dllezitosti membranovych domén v pfenosu signalu.

Pomoci 2-D elektroforetické analyzy se nam podafilo detekovat asi 150-170
majoritnich protein v membranovych doménach odvozenych z HEK-293 nebo
S49 bunék. Zjistili jsme, ze proteinové sloZzeni membranovych domén se
CasteCné liSi v zavislosti na zpusobu jejich pfipravy, ale neni ovlivnéno
dlouhodobym pusobenim hormonu, které vede pouze k selektivni down-
regulaci pfislusnych G-proteind.
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Physiological Regulations of Transmembrane Signaling Systems
Mediated by Trimeric G-Proteins
Summary

The present thesis summarizes results of our research focused on
various aspects of transmembrane signaling regulated by trimeric G-proteins
under different physiological conditions. This work is based on 15 papers, which
were subdivided into three groups according to their topics. In the first set of
papers we examined the adenylyl cyclase (AC) signaling system in rat
myocardium and its changes during maturation, the effect of thyroid hormones,
pressure overload or chronic hypoxia. The second set of papers deals with AC
and G-proteins in selected regions of rat brain during ontogenetic development.
In the third set of papers we monitored changes in G-protein-mediated signaling
during long-term hormone stimulation of cells expressing the relevant receptors
and G-proteins.

Our detailed analysis of trimeric G-proteins in rat heart muscle revealed
that the content of Gsa is rising and Gj,o & Ggq1a falling during maturation.
Results of our next investigations confirmed the important role of standard
physiological levels of thyroid hormones for normal development of myocardial
B-adrenergic signaling. We found out that altered expression of the key
components (B-adrenergic receptors and G-proteins) of this system as well as
the lower sensitivity to B-adrenergic stimulation, which was induced by hypo- or
hyperthyroidism during early postnatal period of rat heart development, could
be fully normalized after resumption of euthyroid status in adulthood. Our
research focused on analyzing the consequences of pressure overload induced
in newborn rats demonstrated development of cardiomegaly, which may lead to
heart failure in adulthood. We observed that morphological and functional
changes of the heart are accompanied by marked alterations at the level of the
AC signaling, namely decrease of Gga, increase of G,a and lower enzyme
activity of AC. In our studies of chronic hypoxia in adult rats we detected right
ventricle hypertrophy, which was associated with substantial derangement of
the myocardial AC signaling. Because the lower sensitivity of the AC signaling
system to B-adrenergic stimulation and parallel decrease in the functional
activity of Ggsa protein was not rectified even after a 5-week recovery in
normoxic conditions, it might be assumed that these long-lasting changes of
transmembrane signaling should be somehow related to the well-known
cardioprotective effect of chronic hypoxia.

Results of our investigations of trimeric G-proteins in selected rat brain
regions (cortex, thalamus and hippocampus) indicated significant differences in
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the expression of individual G-protein subunits during postnatal development
(increase in Ggao and Gy, mild decrease or no changes in the content of Gia,
Ggr1a and GB), which can apparently reflect specific roles of these regulatory
proteins in the course of brain maturation. The specific changes observed in the
brain AC signaling system — relatively low AC activity detected shortly after birth
reached its maximum around postnatal day 12 and then gradually fell down to
low adult values — suggest that some yet not known inhibitory mechanism is
turning on in the later developmental phases. We also observed substantial
differences in GABAg-ergic signaling in the three tested brain regions. Besides
different expression of GABAg receptors we noticed that stimulation of these
receptors in cortex and thalamus results in inhibition of AC activity, but in
hippocampus may prevail the stimulatory effect mediated by these receptors.
Our determination of high-affinity GTPase activity in rat brain cortex revealed
marked increase of this activity in adulthood and results obtained by
measurement of baclofen-stimulated GTPase activity indicated that BAGAg-
ergic signaling is fully functional already in young animals.

The effects of long-term hormone stimulation on the subcellular receptor
and G-protein distribution and the presumed relationship between these
signaling systems and membrane domains were studied on stably transfected
HEK-293 cell lines. We found out that thyrotropin-releasing hormone (TRH)
induces within a few minutes rapid internalization of TRH receptors, which is
after 2-4 h followed by much slower redistribution of G40 proteins; this
process strongly depends on functional cytoskeleton structure. Our next
measurements indicated that membrane domains may harbor about 30-40% of
total cellular G-proteins, but only negligible amount of TRH and prostanoid
receptors (< 3%). Long-term stimulation of these receptors induced selective
translocation of the cognate Gy1a or Gsa proteins from membrane domains to
the bulk phase of plasma membranes. We also demonstrated that the efficiency
of signal transduction mediated by &-opiod receptors and G;a in membrane
domains is markedly higher as compared to the rest of the bulk membrane
phase, despite there is only a relatively small number of the receptors. We also
detected partial differences in the protein composition of membrane domains
prepared by different procedures. Sustained agonist (TRH or isoproterenol)
stimulation of HEK-293 or S49 cells did not alter any of about 150-170 major
proteins distinguished by 2-D electrophoretic analysis, except for selective
down-regulation of the cognate Ggq1a or Gsa proteins. All these data support
the notion about a real existence of membrane domains and about important
roles of these structures in transmembrane signaling.



