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1.Uvod

1.1 Komunikace mezi buikami

K ptfenosu informace mezi bunkami slouzi rizné formy signald; kritickymi misty v pfenosu
informace jsou body, kdy se jedna forma informace prevadi v druhou. Tato pfeména se
nazyva transdukce signald. Signalizujici bunika obvykle produkuje specificky typ molekul, jez
jsou piedavany cilové butice prostiednictvim receptorového proteinu, ktery rozpozna signalni
molekulu a specificky na ni odpovida. Receptorovy protein zajiStuje prvni krok v fadé
transdukénich procest v cilové buice, pii némz je ptichazejici extracelularni signal prevadén
na intraceluldrni signaly, jez ¥idi chovani bunky’. Komplex membranovych komponent
zajiStujicich pfenos a zpracovani extracelularniho signalu dovnitt bunky se oznacuje jako

signalni kaskada.

1.1.1 Vyznam signalnich kaskad
Podle zpiisobu ptisobeni kaskady na bunécny signal miizeme urcit v zasad¢ ti1 vyznamy

signalnich kaskad:

1) Amplifikace signalu — postupnym piipojovanim stale zvétSujiciho se poctu signalnich
molekul maze i velmi slaby signdl vyvolat vyznamnou zménu bunééného chovani.

2) Divergence signalu — jeden aktivovany receptor mize ovlivnit vice bunéénych funkci.

3) Konvergence signalu — vice slabych signalti rtizného pivodu mize vyvolat zménu

koncentrace ur¢ité signalni molekuly dostacujici pro vyvolani specifického uéinku?.

1.2 G proteinova signalni kaskada

Jednou z nejvyznamnéj$ich bunéénych signalnich kaskadd je tzv. G proteinova signalni
kaskada (viz Obr. 1). Tato kaskada hraje kliCovou roli v bunééné signalni transdukci a
v komunikaci mezi bunkou a extracelularnim prostiedim. Realizuje transdukci signali
ziskanych napf. zrakovymi a ¢ichovymi vjemy, hormonalni a neurotransmiterovou signalizaci
s mnohymi efektory, véetné enzymli a iontovych kanalti®. G proteinova signdlni kaskada
zahrnuje tfi slozky. Prvni je receptor sptazeny s G proteinem (anglicky G-protein coupled
receptor, GPCR), druhou je G protein a tfeti samotny efektor.
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Obr. 1: G proteinova signalni kaskada
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1.2.1 Receptory spifazené s G proteiny
Receptor sptfazeny s G proteinem se skladd ze sedmi transmembranovych domén spojenych
tfemi extracelularnimi a tfemi intracelularnimi klickami a z N-koncové a C-koncové domény.
Podle tradi¢niho receptorového modelu se receptory mohou nachazet ve dvou stavech:
v klidovém stavu (téZ zvaném inaktivni stav) vykazuje receptor nizkou afinitu ke G proteinu,
zatimco v aktivnim stavu je afinita receptoru vici G proteinu vysoka. Vazba aktivujiciho
ligandu na receptor méni rovnovahu mezi obéma stavy tak, ze ji posouva smérem k aktivnimu
stavu. Mira biologické odpovédi vyvolana stupném afinity ligandu vuci receptoru a jeho
vazbou na receptor se oznacuje jako tzv. ,ligand efficacy“4. Schopnost ligandu vyvolat
méfitelnou funkéni zménu se oznaCuje jako potence. Aktivita receptori mize byt bud
zvysena, nebo snizena, v zavislosti na typu ligandu, a vazba ligandu je reverzibilni®. Vysoce
afinni ligand, stimulujici specifickou fyziologickou odpovéd’, se oznacuje jako agonista.
Vazba agonisty na receptor zpusobi konformaéni zménu, ktera je prvnim krokem ke vzniku
vysledné odpovédi. Na receptor se muiZe navazat i tzv. inverzni agonista, vyvolavajici
protichlidny u¢inek nez agonista. Ligand, inhibujici bunéény receptor, tzn. nevyvolavajici

zadnou biologickou odpovéd’, se nazyva antagonista.



1.2.2 Struktura a funkce G proteini
Nejvyznamnégj$imi G proteiny jsou tzv. heterotrimerni G proteiny. Heterotrimerni G proteiny
se skladaji ze tii podjednotek (Obr. 2) — z podjednotek Ga, G a Gy.
Komplex GB/Gy je vesmés shodny u vétsiny G proteinti, zatimco rtiznych podjednotek Ga je
u savcu asi 20 a jsou Casto specializované (napf. Gooir na ¢ich). Podjednotky Ga se podle
aminokyselinové sekvence fadi do 4 tiid: Ga stimula¢ni (Gas), inhibi¢ni/jiné (Gai/o), Gg/11l
a G12/13.

Obr. 2: Struktura G proteinu.

Guanine nucleotide Ga N-terminus

binding pocket i
Gy C-terminus
Switch Il

GTPase domain

Helical domain

Ga podjednotky jsou schopné vazat GTP i GDP. G protein s navazanym GTP ma jinou
konformaci a jiné vlastnosti nez G protein s navazanym GDP. V klidovém stavu je diky
GTPazové aktivit¢ Go podjednotky na ni navazan GDP. Po interakci s aktivovanym
receptorem vsak dochazi k vyméné navazaného GDP za GTP. Vazbou GTP se konformace G
proteinu docasné¢ méni v aktivni, dokud nedojde K hydrolyze na GDP, ¢imz se Go
podjednotka vrati v konformaci inaktivni (Obr. 3). Zména konformace G proteinu z inaktivni
formy na aktivni je doprovazena prekonanim urcité energetické bariéry. Disociace GDP z G

proteinu je katalyzovana schopnosti aktivovaného receptoru fungovat jako tzv. faktor guanin-



nukleotidové vymény (GEF, ,guanine nucleotide exchange factor”); k vazbé GTP pak
dochazi samovoln¢ v disledku jeho vyssi koncentrace v cytoplasmé. Hydrolyza GTP je
ireverzibilni, a tak cyklus probihd pouze jednim smérem®. Rychlost hydrolyzy GTP zavisi
mimo jiné na aktivité proteinu GAP, ,,GTPase-accelerating protein®, ktery mize také reagovat
na extracelularni signaly®.

Kromé heterotrimerickych G proteinii popsanych vyse existuje i skupina tzv. malych G

proteind, které jsou tvofeny pouze o podjednotkou a patii do tzv. rodiny Ras malych GTPaz’ .

Obr. 3: Aktivace a inaktivace G proteinu.
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Zménu neaktivniho stavu proteinu na aktivni nasleduje kaskada déji déle propagujici ptivodni
extracelularni signal dovnitt bunky. Podle zpiisobu piisobeni na syntézu tzv. druhych posla
rozeznavame tii druhy G proteinti:

1) Gs-proteiny — stimuluji aktivitu enzymu adenylatcyklazy Sté€pici ATP za vzniku
cAMP. Vzristajici koncentaci cAMP vzrGstda aktivita cAMP-dependentnich
proteinkinaz, které zptisobuji fosorylaci dalSich kindz a tim ovliviiuji cilovou tkan

2) Gj-proteiny — inhibuji aktivitu enzymu adenylatcyklazy, coz vede k postupnému
klesani koncentrace cAMP a aktivity cAMP—dependentnich proteinkinaz

3) Gg-proteiny — pusobi na enzym fosfolipazu C pfeménujici fosfatidilinositolbisfosfat za
vzniku inositoltrifosfatu a diacylglycerolu. Inositoltrifosfat uvolituje vapenaté ionty
z endoplasmatického retikula a tim spousti kalcium-kalmodulinovou kaskadu. Protein
kalmodulin nese Ctyfi vazebnd mista pro vapenaté ionty, a pokud jsou alespon tfi
Znich zaplnéna, zméni svou konformaci a tim aktivuje kalmodulin-dependentni
proteinkindzy. Ty spousti kaskddu fosforylaci dalSich kinaz, které tak méni svou

enzymatickou aktivitu, ¢im je specificky ovlivnéna cilova tkan.

Gio rodina G proteini hraje vyznamnou roli v regulatnich mechanismech srdce,
gastrointestindlniho traktu, senzorickych organti a centralniho nervového systému.
V minulosti probéhlo jiz mnoho vyzkumi zabyvajicich se studii G proteinli, avSak

molekularni mechanismy a vyznam interakci mezi Gio proteiny a komponenty lipidové



membrany nejsou dosud zcela znamy. Nasim pracovistém byla vyvinuta technika
dvoufotonové polarizaéni mikroskopie (2PPM), pomoci které¢ se snazime tyto mechanismy

objasnit.



1.3 Metody zobrazujici proteinové interakce

Vétsina proteinit vyskytujicich se v zivych organismech jsou pIn¢ funkéni pouze pii
spolupraci s jinymi proteiny ve form&é komplexii prostiednictvim proteinovych siti
(,,interactome*’), kde jejich vzajemné interakce reverzibiln€ vznikaji a zanikaji. Pfitomnost
proteinovych komplexi lze detekovat in vitro, napf. tandemovou afinitni purifikaci, Ko-
imunoprecipitatnimi metodami ¢i separaci pomoci afinitnich ligandi. Vhodnéjsi vsak je
studovat tyto interakce pfimo v Zivych buiikach a organismech. Castym zptisobem detekce in
Vivo je tzv. two-hybrid system, ktery byl vyvinut za pouziti kvasinkovych bunék (Yeast two-
hybrid system) a pozdéji modifikovan i pro Zzivocisné buiiky (Mammalian two-hybrid
system). Jako velmi u¢inné se ukazaly metody vyuZzivajici geneticky kodované optické

znacky, zejména pak fluorescentni proteiny?®.

1.3.1 Metody detekce in vitro

1.3.1.1 Tandemova afinitni purifikace

O tandemové afinitni purifikaci hovotime, kdyZ jsou k proteinu pfipojeny dvé ¢i vice fiznich
sekvenci. Flzni protein je nejprve purifikovan pomoci jedné fuzni sekvence, kterd je posléze
odstranéna proteolytickym $tépenim. Tim dojde k odhaleni druhé fizni sekvence vyuzitelné
pro dalsi purifikaci, ¢imz jsou vyznamné omezeny falesné pozitivni vysledky. Protein je
syntetizovan s pfipojenou doménou proteinu A ze Staphylococcus aureus vuci
imunoglobulinu G. Ta je nasledovana dal$i afinitni znackou, zpravidla peptidem vazicim
protein kalmodulin. Komplexy fuznich proteinii s interakénimi partnery jsou z bunécného

lyzatu izolovany pomoci imunoglobulinového a kalmodulinového nosice®.

1.3.1.2 Ko-imunoprecipitace

Béhem této metody dochazi k Setrné lyze bun€k a k navazani protilatek rozpoznavajicich
testovany protein na nepoSkozené proteinové komplexy. Poté je komplex interagujicich
proteinii a dané protilaitky imunoprecipitovan ¢éasticemi sepharosy ¢i agarozy s navazanou

sekundarni protilatkou a precipitované proteiny jsou analyzovany°.

1.3.1.3 Separace pomoci afinitnich ligandt (Pull-down)
Princip této metody spociva v pifipojeni afinitniho ligandu pro navazéani, nebo identifikaci
proteinu. V soucasnosti je vyuzivana cela fada fiiznich ligandt, napf. hexahistidinova kotva ¢i

hemaglutinin®!.



1.3.2 Metody detekce in vivo

1.3.2.1 Dvouhybridni systém (Two-hybrid system)

Jedna se o metodu zaloZenou na rekonstituci funkéniho transkripcniho faktoru, sestavajiciho
Z DNA-vazebné domény, ktery zajistuje lokalizaci faktoru na specifickém mist¢ DNA a
aktivatni domény, ktera je katalyticky aktivni doménou pro transkripci. Rozdéleni DNA-
vazebné domény a aktivaéni domény reverzibilné inaktivuje transkripéni faktor. Touto
metodou lze identifikovat protein, ktery zajisti opetovné spojeni obou domén a tim aktivuje

transkripéni faktor'2.

1.4 Metody vyuzivajici fluorescentni proteiny k detekci proteinovych

interakci in vivo

1.4.1 Fluorescentni proteiny

Fluorescentni proteiny jsou proteiny, které po absorpci fotonu jedné vinové délky emituji
foton delsi vinové délky. Historicky prvnim identifikovanym fluorescentnim proteinem je tzv.
zeleny fluorescentni protein (green fluorescent protein, GFP), ktery byl objeven pfi vyzkumu
meduazy Aequorea victoria. GFP je schopen produkovat fluorescenci i po vlozeni do jinych
organismu. Poprvé byl pouzit pro zjisténi genové exprese u bakterii a senzorickych neuronti u
hlistice C.elegans'®. Od té doby jsou fluorescentni proteiny hojné vyuzivany zejména
v molekularni a buné¢né biologii, kde se pouzivaji pro oznacovani jinych proteini a tim

umoziiuji jejich lokalizaci v zivych organismech. Za objev fluorescentnich proteinil a za vyvoj

jejich variant a aplikaci byla védcim Osamuovi Shimomurovi, Martinovi Chalfiemu a

Rogerovi Y. Tsienovi udélena v roce 2008 Nobelova cena za chemii.

Fluorescentni proteiny maji strukturu tzv. B-barelu, ktery se sklada z 11 vldken B-skladanych
listh s jednou oa-Sroubovici, kterd prochdzi nitrem proteinu. Ze tii aminokyselin této
Sroubovice spontanni chemickou reakci vznikd chromofor, ktery je tak na Sroubovici
kovalentné navazan. Nachazi se pfiblizné ve stfedu barelové struktury, kde je chranén pted
molekulami vody, které by mohly zhaset jeho fluorescencil®. Zmény aminokyselinového

slozeni chromoforu umoziuji upravy jeho optickych vlastnosti, napf. excitacnich a emisnich


https://cs.wikipedia.org/wiki/Osamu_%C5%A0imomura
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spekter. Genetické mutace GFP umoznily vznik modrym fluorescentnim proteinim (napf.
CFP nebo mTurquoise2) zlutym fluorescentnim proteinim (napf. YFP) ¢i cervenym
fluorescentnim proteinim (napi. mCherry, dsRed, mKate). Oba konce aminokyselinového
fetézce molekul fluorescentnich proteinti jsou pfitomny na povrchu struktury proteinu, a proto
Ize fluorescentni proteiny snadno pfipojit k jinym proteinim. Tyto konce jsou také pomérné
blizko u sebe, coz n¢kdy dovoluje vlozit fluorescentni protein doprostied jiného proteinu bez

poskozeni funkce tohoto proteinu®

Obr. 4: Struktura GFP a lokalizace chromoforu.
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Mezi nejpouzivanéjsi techniky vyuZivajici fluorescentni proteiny k pozorovani protein-
proteinovych interakci, jako napi. interakci mezi jednotlivymi podjednotkami G proteini,
patii techniky FRET a BRET. Nase pracovisté vSak nedavno vyvinulo novou mikroskopickou
techniku, dvoufotonovou polariza¢ni mikroskopii (2PPM), ktera piinasi oproti jinym

technikdm vyznamné vyhody.

1.4.2 FRET (Fluorescence resonance energy transfer)

Jednd se o proces, pii kterém dochdzi k pfenosu energie z excitovaného donorového
fluoroforu na akceptorovy fluorofor. Donorova molekula je absorpci svételného zafeni o
urcité vinové délce excitovana do vyssiho energetického stavu. Pfenosem energie z donoru
dochazi k excitaci molekuly akceptoru, ktera poté vyzatuje zateni o delsi vlnové délce nez
zateni donorové molekuly. Tento pfenos energie je mozny, pouze kdyZz se donorovéd a
akceptorova molekula nachizi ve vzajemné vzdilenosti 10 — 100 A. FRET je velmi u¢innd
metoda pro detekci zmén konformace a asociace ¢i disociace molekul proteint v Zivych

buiikach®®.



Vyhodami techniky FRET je moznost provadéni v zivé buiice za fyziologickych podminek, a
také velka citlivost na zmény vzdalenosti mezi donorem a akceptorem. Proto metoda FRET
poskytuje cenné informace o interagujicich proteinech v buiice. Techniky vyuzivajici FRET
maji tu nevyhodu, ze jsou limitovany pomérné¢ vysokym pozadim zpisobenym bunécnou
autofluorescenci a pfimou excitaci fluorescencniho akceptoru. Tyto nevyhody mohou byt

odstranény pouzitim metody BRET.

1.4.3 BRET (Bioluminescence resonance energy tranfer)

Bioluminiscenéni rezonan¢ni pienos energiec (Bo luminescence resonance energy transfer —
BRET) je obdobou metody FRET. Oproti FRET je vSak primarnim zdrojem svételné energie
bioluminiscence vznikajici enzymatickou reakci katalyzovanou donorovou molekulou. To
vede k mnohondsobnému snizeni nezadouciho meéfeného signilu pozadi a tim umoziuje
detekci az 40krat mensiho mnozstvi proteinu pii dosazeni stejné intenzity signalul®.
Donorovou molekulou je enzym, ktery konvertuje specificky substrat a pfitom uvoliuje
svételnou energii, excitujici vhodnou akceptorovou fluorescen¢ni molekulu. Ta nasledné,
stejné jako u FRET, emituje svétlo o delsi vinové délce, ato je finaln¢ zachyceno
detektorem!’. Podminky pro pienos energie jsou podobné jako u FRET — molekuly musi byt
V dostateéné vzdalenosti (méné nez 10 nm) a emisni spektrum donoru a excita¢ni spektrum
akceptoru se musi piekryvat. Interaguji-li zkoumané proteiny zna¢ené donorem a akceptorem,
dojde k ptenosu energie z donoru na akceptor a nasledné k emisi svétla akceptorem. Tak je
mozné detekovat interakce mezi riiznymi nebo 1 stejnymi proteiny ¢i strukturni a konformacni
zmény proteinu'®, Nevyhodou techniky BRET jsou ¢&asté fale$né pozitivni vysledky

v disledku vysoké citlivosti techniky a nedostatku vhodnych negativnich kontrol.



1.5 Dvoufotonova polariza¢ni mikroskopie (2PPM)

Vhodnou metodou pro pozorovani G proteini v zZivych bunkach a organismech se ukazala i

dvoufotonova polarizacni mikroskopie (2PPM).

Pti pouziti této mikroskopické techniky je fluorescentné znaceny vzorek stfidaveé vystaven
osvétleni s dvéma na sebe kolmymi polarizacemi. V zavislosti na orientaci pifitomnych
fluorescentnich molekul potom rizné ¢asti vzorku fluoreskuji vice nebo méné pii jedné ¢i
druhé orientaci polarizace excitacniho svétla (tzv. linearni dichroismus). Prostiednictvim
linearniho dichroismu lze ziskat informace o orientaci fluorescentni molekuly vii¢i biologické
membrané. Pokud se tato orientace zméni v dusledku interakce zkoumaného proteinu s jinym

proteinem, lze pomoci techniky 2PPM sledovat interakce mezi proteiny.

Technika 2PPM je implementovana na tzv. dvoufotonovém fluorescenénim mikroskopu,
ktery pro excitaci vyuziva pulsniho (femtosekundového) infracerveného laseru. Po fokusaci
objektivem mikroskopu dochazi v ohnisku objektivu v disledku vysoké intenzity
infraCerveného svétla k absorpci dvou fotonli infraCerveného svétla, ktera se projevi
fluorescenci, obdobné jako absorpce jednoho fotonu modrého svétla. Pro provadéni citlivych
a rychlych méteni technikou 2PPM je vyhodné rychlé sttidani jednotlivych polarizaci pomoci
elektrooptického polarizaéniho modulatoru synchronizovaného s funkci laserového
skenovaciho mikroskopu tak, Ze polarizace je stfidana po akvizici jednotlivych pixeli.
Technika 2PPM byla vyvinuta v nasi laboratofi?® a je predmétem ¢eského patentu®® a také
mezinarodnich patentt (US patent ¢. 8,722,358 a EPO patent 10 801 109).

NaSe laboratof ukazala, 7e metoda dvoufotonové polarizacni mikroskopie je schopna
poskytovat mnoho informaci o fyziologickych procesech v zivé buiice, a to v realném case.
Dvoufotonova polarizacni mikroskopie umoziuje napft. citlivé sledovani aktivace G-proteind,
zmén v nitrobunééné koncentraci vapenatych iontd a sledovani dalSich procest, jichz se
ucastni membranové proteiny. Vyhodami této mikroskopie jsou zejména vysoka citlivost,
nutnost pouze jednoho fluorescentniho proteinu (jednoduchost konstruktd, nedochdzi ke
kontaminaci signdlu napf. druhou molekulou FP), vyuziti celkové fluorescence jakozto

signdlu, a vysoké rychlosti odezvy sond?.

Po zpracovani obrazku ziskanych technikou 2PPM se linearni dichroismus projevuje jako

ptitomnost zelenych a Cervenych odstinti a absence ZIuté.
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Pti kolmém dopadu polarizovaného svétla vertikalni smérem na fluorofor se objevi Cervena
barva, pti kolmém dopadu horizontalnim smérem zase zelena (Obr. 5). Zluta barva znamena,

ze paprsky polarizovaného svétla nedopadly kolmo na fluorofor, a proto linearni dichroismus
chybi.

Obr. 5: Zobrazeni linearniho dichroismu v zavislosti na orientaci fluorescentni molekuly vici

Mmembrang.

Obr. 6: Schéma dvoufotonového polariza¢niho mikroskopu.

objektivova ¢ocka

|detelrtur dichroické zrcadlo

polarizaéni
E‘—— modulitor skenovaci zrcadlo
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2. Cile prace

Hlavnim cilem naseho vyzkumu bylo vytvofit konstrukt, ktery umoziuje sou¢asné pozorovani

aktivace riznych Ga podjednotek v bunce. K tomu je zapotiebi dosazeni nasledujicich dil¢ich

specifickych cili.

1) Navrh vhodnych konstruktti na bazi proteini GB/Gy.

2) Ptiprava navrzenych konstrukta.

3) Zjisténi schopnosti vytvofenych konstruktll fungovat jako senzory aktivace G proteinti

pomoci dvoufotonové polariza¢ni mikroskopie.

2.1 Dilci specificke cile

1)

2)

3)

Navrh vhodnych konstrukti na bazi proteina Gp/Gy.

Cilem bylo navrhnout primery modifikujici jiz existujici, ale nevyhovujici
konstrukt. Sledovani piivodniho konstruktu pomoci dvoufotonové polarizacni
mikroskopie ukazalo, ze linker spojujici GB/Gy dimer a fluorescentni protein je
prilis dlouhy, fluorescentni protein tak neni pevné ukotven, a proto buiky HEK
293 exprimujici tento konstrukt nevykazovaly linedrni dichroismus. Cilem
modifikace tedy bylo rigidn€jsi ukotveni fluorescentniho proteinu, ktery by tak
m¢él vyraznéji ménit svou orientaci vici bunééné membrané Vv zavislosti na aktivaci
G podjednotky. Tato uprava zahrnovala zkraceni linkeru spojujiciho Venus a
GPB/Gy dimer o tfi aminokyseliny

Priprava navrZzenych konstruktu.

Cilem této ¢asti prace bylo pomoci navrzenych primeri a polymerazové fetézové
reakce ziskat DNA o pozadované velikosti, zbavit ji kohéznich konci a
cirkularizovat ji a dale transformovat do bunék E.Coli. Poté z narostlych
bakterialnich kolonii izolovat DNA, analyzovat ji pomoci elektroforézy a
sekvenovani. Posledni soucdsti tohoto cile bylo transfekci vlozit plazmidovou
DNA do eukaryotickych bun¢k HEK 293.

Zjisténi schopnosti vytvorenych konstruktu fungovat jako senzory aktivace G
proteini pomoci dvoufotonové polariza¢ni mikroskopie.

Poslednim cilem této prace bylo pozorovat bunky HEK 293 exprimujici
modifikovany konstrukt pomoci dvoufotonové polariza¢ni mikroskopie a zjistit,

zda jsou schopny fungovat jako univerzalni senzory aktivace G proteint.
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3. Material a metody
3.1 Vychozi konstrukty

Vychozimi konstrukty byly dva plazmidy. Jeden z nich byl fazni konstrukt Gf3 podjednotky
S pfipojenou ¢asti zlutého fluorescentniho proteinem Venus (aminokyseliny 102 az 337).
Druhy konstrukt kodoval podjednotku Gy s ptipojenou zbylou c¢asti fluorescentniho proteinu
Venus (aminokyseliny 250 az 320). Tyto plazmidy byly ziskany z laboratofe Farmakologie a
Toxikologie, Medical College of Georgia a vytvofil je Nevin A. Lambert?,

Venus 156-239 [25]

1) Gp-155-239-Venus
- plasmid kodujici  podjednotku  GP, Cast

0.2kb
0.2kp GPR-155-239-Venus

florescentniho proteinu Venus a linker spojujici

+
1.011kb

tyto dva proteiny

Linker [280]

TGt 304

- rezistence na ampicilin

2) Gy-1-154-Venus
- plasmid koédujici podjednotku Gy, Cast
fluorescentniho proteinu Venus a linker

spojujici tyto dva proteiny
Gy2 [749]
N

linker [731] —

- rezistence na ampicilin G-+ esens
= enus 1-155 [288]

Obr.7: Struktura ptipojeni fluorescentniho proteinu na Gp/y dimer.

C-termini
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3.2 Metodicky postup

a)
b)

Obr. 8:

Vychozi plasmid

Delece zvolenych sekvenci — pomoci vhodné navrzenych primerti a polymerazové
fetézové reakce zkraceni plasmidu o baze kodujici 3 aminokyseliny v misté spojeni
Gp/ Gy podjednotek a fluorescentniho proteinu Venus

Ligace — kovalentni spojeni Koncti a cirkularizace DNA pusobenim enzymu T4 DNA
ligdzy

Transformace — vneseni plasmidi do kompetentnich bunék E. Coli za ucelem izolace
plasmidi s pozadovanou sekvenci

Transfekce — vlozeni modifikovanych plasmidi do eukaryotnich bunék HEK 293

Mikroskopovani pomoci dvoufotonové polariza¢ni mikroskopie

Schéma molekularniho provedeni.
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3.3 Pouzité metody

1) PCR - polymerazova fetézova reakce

Tato metoda byla pouzita pro modifikaci vychozich konstrukta.
Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézcii vybranych
usekti dvoufetézcové DNA prostiednictvim termostabilni DNA polymerazy.
Pozadovany usek DNA je vymezen pomoci dvou kratkych, synteticky pfipravenych
oligonukleotidu (tzv. primert), které se vazou (hybridizuji) na protilehla vlakna DNA
tak, Ze jejich 3’'-konce smétuji proti sob&. Po ptfiddni DNA polymerazy a smési
nukleotidi probihd syntéza novych vlaken DNA na obou pitivodnich vldknech
protismérn€. V zavislosti na teploté reakéni smési se pravideln¢ sttidaji tfi kroky,
béhem nichz probihaji tfi odliSné déje s odliSnymi naroky na teplotu: denaturace
dvouretézcovych molekul DNA (94°C), ptfipojeni primert k oddélenym fetézcim
DNA (30 — 65°C), syntéza novych fetézci DNA pomoci DNA polymerazy (65 — 75
°C). 2

Tab. I.: Pouzité reagencie pro metodu PCR.

Reagencie Objem

dNTPs 0,4 ul

Pufr HF/GC 4 ul

Primer F 0,2 ul

Primer R 0,2 ul

H20 14 ul/13,4 pul

Phusion polymeraza 0,2 pl

DNSO 0,6 ul

Celkem 20

Tab. Il.: Prubéh PCR.

98°C 60 sek.

28x  Denaturace (Denaturation) 98°C 10 sek.

Nasedani primerti (Annealing) 64°C 20 sek.

ProdluZovéni primert (Elongation) 72°C 120 sek.

72°C 5 min.
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2)

3)

4)

5)

Gelova elektroforéza

K analyze vytvoiené DNA byla pouzita gelova elektroforéza.

Gelové elektroforéza je metoda, pii které dochazi k separaci fragmenti DNA na
zaklad¢ jejich velikosti a ndboje. Tento druh elektroforézy vyuziva elektrické napéti,
kdy zaporné nabité makromolekuly nukleovych kyselin migruji skrz agarozovy gel
smérem ke kladné nabité elektrodé (anod¢). Rychlost této migrace se 1isi podle

velikosti jednotlivych fragmentd.

Purifikace ziskané DNA

DNA byla purifikovana pouzitim purfika¢niho kitu podle protokolu vyrobce.

Ligace

Pomoci enzymu T4 DNA ligazy, ktery kovalentné spojuje kohezni konce nukleovych

kyselin, byla nami vytvoiena DNA cirkularizovana.

Tab. I1l.: Pouzité reagencie a jejich objemy pro provedeni ligace.
Reagencie Objem
Plasmid 2ul
Ligase buffer 0,5l
PNK enzyme 0,25 ul

T4 DNA ligase 0,25 ul

Transformace

Transformace je metoda, kterda umoznuje vneseni plasmidu do bun¢k bakterii, jeho
namnozeni a izolaci v pozadovaném mnozstvi. Kompetentni butiky E. Coli pfijmou
cizorodou DNA, rozmnoZi se a ze vzniklych bakteridlnich kolonii je poté mozné
vytvofit kapalné kultury a znich pak izolovat pfislusny plasmid ve vysoké

koncentraci.

Postup:
- Na ledu bylo smichano 10 pl kompetentnich bun¢k E. coli DH 5
alpha s 0,4 pl precisténého plasmidu ¢i ligaéni smési a ponechano
na ledu 20 minut.

- Smés byla na 45 sekund zahtata na 42 °C a poté pfenesena na 10
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6)

7)

8)

9)

minut na led.

- Do smési bylo pfiddno 150 pl LB media a nasledné¢ se 60 minut
inkubovala ve 37°C.

- 50 ul smési bylo naneseno na agarovou plotnu.

- Vzorky se 10 az 18 hodin inkubovaly pii 37°C a poté byly
vyhodnoceny.

Izolace plasmidi
Pozadované plasmidy byly z bakterialnich kolonii izolovany metodou minipreparace
za pouziti kitu High-Speed Plasmid Mini Kit od firmy Geneaid podle protokolu

vyrobce.

Analyza velikosti plasmidl a sekvence nukleotidi plasmidové DNA
Pro analyzy vytvotenych plasmida byla pouzita gelova elektroforéza. Sekvence DNA
vytvofenych plasmidi byly zjiStény pomoci komeréniho DNA sekvenovani od firmy

LGC Genomics.

PasaZovani sav¢ich bunék

Pravidelna pasaz sav¢ich bunék péstovanych ve formé tkanové kultury je potfebna pro
zabranéni preristdni a nadmérnému méstnani bunék. Pouziva se i1 pfed samotnou
transfekci. Buriky byly pomoci trypsinu uvolnény z podkladu a pieneseny do nového
média D — MEM od firmy Invitrogen.

Transfekce

Transfekce je proces vnaseni cizorodé DNA do eukaryotickych bun¢k. Cizorodd DNA
muze byt do bunék pfendsSena rliznymi zpisoby - mikroinjekéné, elektroporaci nebo
prostfednictvim liposomil. Pfi na$i praci byl jako transfekéni agens pouZit

Lipofectamine 2000 od firmy Fisher Scientific dle protokolu vyrobce.
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4. Vysledky
1) Navrh vhodnych konstruktd na bazi proteinti GB/Gy.
Pro modifikaci plasmidi kodujicich podjednotku G a podjednotku Gy byly pomoci

pocitacového programu Genetool navrzeny dva pary primeru.

Tab. IV.:Primery pouzité pro modifikaci plazmida.

Podjednotka Gf:

GP1-156-239-V-cut-F 5-GGTGGAGGCAGTGAGCTTGAC
GPg-FP-Nt-5aa-cut-R 5’-CATGCCGAGAGTGATCCCG
Podjednotka Gy:

Gy2-1-155-V-cut-F 5-AGGCATGGCCAGCAACAAC
Gy2-1-155-V-cut-R 5’- CCGGCGGTGATATAGACGTTG

Obr. 9: Komplementarita primert s plazmidem Gp1-156-239-Venus. Cervenou §ipkou je

znazornény F primer, fialovou Sipkou R primer.

101 | EESSENEES W Venus 155233
151 | CECHESESEs

20: | EEGEEGERE Jl==

251 | EEEEESEEES ™ e

301 -ctthir:. agttacggca ggaggcoccgag caacttaaga accagattcg

351 | agacgccagg aaagcatgbg cagatgcaac toctctctcag atcacagaca

Obr. 10: Komplementarita primeri s plasmidem Gy2-1-155-Venus. Cervenou $ipkou je

vyznacen F primer, riZovou Sipkou R primer.

60t W venus s
651
701 at M inker

751 CCAgCaac aECaccgCcca goatagcaca agccaggeag ctggtagagco T ey
201 | agcttaagat ggeagccaat atcgacagge taaaggtgtc caaggoagot

18



Obr. 11: Fotografie agarozového gelu s elektoroforeticky rozdélenymi produkty PCR.

2)

3)

Na gelu je zndzornén:

1. marker-1kb DNA ladder (New England Biolabs)

2. GP1-156-239-trunc-Venus s piidavkem HF buffer

3. GP1-156-239-trunc-Venus s pridavkem GC bufter.
Bandy pozadované velikosti (6100 pb) jsou oznaceny

Sipkou.

Ptiprava navrzenych konstruktd.

Sekvenace vytvofenych plasmidtd ukéazaly, Ze pozadovany plasmid pro Gy
podjednotku (Gy2-1-155- trunc-Venus) byl uspésné vytvofen. AvSak pii piipravé
modifikované G podjednotky (GB1-156-239-trunc-Venus) se i pies vyvinuté usili
plasmid s pozadovanou sekvenci nukleotidti izolovat nepodafilo. Nejspise zde
dochazelo k netplnému spojeni koncii, a proto nebyla DNA cirkulovana, nebo k
opakované kontaminaci reak¢ni smési pii transformaci plasmidu do bakteridlnich

bungk. Izolovany modifikovany plasmid pro Gy podjednotku byl dale zpracovan.

Zjisténi schopnosti vytvofenych konstruktti fungovat jako senzory aktivace G proteint
pomoci dvoufotonové polarizacni mikroskopie.

Plasmidova DNA Gy podjednotky byla transfekci vlozena do eukaryotickych bunék
HEK 293 a pozorovéana pomoci dvoufotonové polarizacni mikroskopie. Zjistilo se, ze

bunky transfekovanétimto plasmidem vykazuji linedrni dichroismus (Obr. 8).
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Obr. 12: Bunka HEK 293 transfekovana plazmidy GaLAK(wt), GB1-156-239-Venus a Gy-1-

154-trunc-Venus. Je patrny slaby line4rni dichroismus.

Obr. 13: Bunka HEK 293 transfekovana pivodnimi plasmidy GaLAK(wt), GB1-156-239-

Venus, Gy-1-154-Venus. Linearni dichroismus se zde neobjevuje.
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5. Diskuze

Sledovani aktivace G proteind je mozné ruznymi technikami in vitro nebo in vivo s moznosti
pouziti fluorescentnich proteind. AvSak vhodnou metodou je i dvoufotonova polarizacni
mikroskopie, kterd se diky své nendro¢nosti na pozorované konstrukty a presnosti zjistovani

orientace fluorescentnich molekul vii¢i membrané jevi jako velmi vyhodna.

Cilem této prace bylo vytvoreni konstruktu, ktery je schopen fungovat jako univerzalni senzor
aktivace G proteinti. Kompletni modifikovany konstrukt se zatim vytvotit nepodatilo, ale
Z dosavadnich vysledkli je zfejmé, ze navrzené a provedené Upravy maji vliv na orientaci
ptitomného fluorescentniho proteinu. Linearni dichroismus, ktery byl naméfen pfi pozorovani
bunék HEK 293 transfekovanych plazmidem Gy-1-154-trunc-Venus dokazuje rigidnéjsi
ukotveni fluorescentniho proteinu, a proto lze predpokladat, Ze po izolovani a pfipojeni
plasmidu Gp-155-239-trunc-Venus bude vytvofen funk¢éni senzor aktivace G proteint
vykazujici silny linearni dichroismus. Navrzend cesta se proto jevi jako slibnd, a pokracovani
V navrzeném sméru by mélo umoznit ziskdni univerzalni sondy aktivace G proteinoveé

signalizace.
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6. Zaver

Vysledkem prace je ziskani cilen¢ upravené¢ho konstruktu podjednotky Gy. Tento konstrukt
vykazuje z pohledu aplikaci techniky 2PPM zlepSené vlastnosti, avSak zatim nemuze
slouzitjako senzor aktivity G proteint Vysledky mé prace jsou vsak slibnym zakladem pro

budouci pokracovani tohoto vyzkumu.
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