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Abstrakt

Morfin je vyznamny opioid vyuzivany v medicing jako silné analgetikum. Pfi 1é€bé
chronické bolesti se vSak pifi opakovaném podéavani rozviji tolerance a fyzicka zavislost.
Morfin se vaze na vSechny tfi zakladni typy opioidnich receptorti: p-OR, 6-OR a x-OR.
Primarni a dominantni vyznam pro vznik drogové zéavislosti maji receptory pu-OR. Cilem
vyzkumu farmaceutickych firem je proto najit latku s povahou silného agonisty p-OR,
kterda bude vykazovat stejny analgeticky Uc¢inek jako morfin, ale nebude vyvoldvat
drastickou zavislost na této droze pti dlouhodobém uzivani.

V této préci jsme se zamé&fili predevSim na studium vazby agonisty DAMGO na p-
opioidni receptory. Tyto receptory jsou primdrné zodpovédné za fyziologicky ucinek
morfinu i vznik zavislosti na droze. Studium vazby radioaktivné znaceného agonisty
[3H] DAMGO bylo provedeno ve frakcich ziskanych pii izolaci plasmatickych membran
(PM) z cerebralniho kortexu potkana. Izolace PM byla provedena na hustotnim gradientu
Percollu. Plasmatické membrany byly pfipraveny z kontrolnich potkanti a potkanti, kterym
byly po dobu 10 dnii podavany stoupajici davky morfinu, 10-50 mg/ kg. V izolovanych
plasmatickych membranach se stanovil pocet specifickych vazebnych mist a afinita vazby
[PHIDAMGO v inkuba¢nim médiu bez ionti. Zjistili jsme, ¢ PM izolované z mozku
potkani vystavenych dlouhodobému ucinku morfinu, vykazuji pokles maximalniho poctu
vazebnych mist Bpax pro [PHIDAMGO na 82 % (*, p < 0.05) ve srovnani s kontrolami
(100%). Afinita vazebnych mist se nezménila. Dale bylo zjiSténo, Ze inhibi¢ni plisobeni
vapenatych iontll na basdlni hodnoty vazby [*HIDAMGO v médiu bez iontil (**,
p <0.01), nelze detekovat v PM pripravenych zpotkani adaptovanych na morfin.
Dlouhodoba expozice Sedé kiiry mozkové morfinu tedy méni interakci MOR s vapenatymi
ionty, dilezitymi inhibitory ,vnitini uc¢innosti receptoru™ (intrinsic efficiency),
tj. schopnosti MOR aktivovat G proteiny a nasledujici stupné této signalni kaskady. Prti
studiu receptorit typu & (3-OR) jsme potvrdili nardst vazby specifického agonisty
[*H]DPDPE v PM pfipravenych z potkanti podavanym morfin. Podobny vysledek byl
zaznamenan 1 U receptort typu x (k-OR). Doslo ke zvySeni vazby specifického agonisty
[*H]U-69593 v plasmatickych membranach izolovanych z kortexti potkanti ovlivnénych
morfinem.

v _c7

probihaji v organismu pii dlouhodob¢ adaptaci na morfin. Pokles vazebné kapacity pu-OR
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je provazen vzestupem vazby na receptorech 6-OR a k-OR. Tento vysledek lze
interpretovat jako kompenzac¢ni zménu, kterd ve svém kone¢ném disledku zpisobuje
posun ve smyslu zvySeného vyznamu 8-OR a x-OR ve srovnani s u-OR v mozku potkana.
Organismus hleda alternativni cesty jak ,,obejit”, kompenzovat snizeni U€innosti signalni
drahy iniciované p-OR. Vysledky imunodetekce ukazaly, ze tato kompenzacni zména
probiha pii nezménéné hustoté vSech typti OR, tedy p-OR, 8-OR i x-OR v plasmatickych

membranach.

Kli¢ova slova: dlouhodoba adaptace na morfin, potkan, Seda kiira mozkova, plasmaticka
membrana, receptory sprazené s G proteiny, receptory pro opioidy u-OR, 6-OR, a x-OR,
DAMGO, DPDPE, U-69593, desenzitizace, tolerance, drogova zavislost.



Abstract

Morphin is an important opioid drug which is used in medicine as a highly potent
analgesic in treatment of both acute and chronic pain, post-traumatic shock and diarrhea.
However, in treatment of chronic pain, the serious problem is represented by step-by-step
development of decreased sensitivity of physiological response to morphine exposure
(tolerance) and, subsequently, the psychological as well as physical dependence on this
drug. Opioids interact with three types of opioid receptors: p-OR, 8-OR and k-OR. One of
primary goals of many pharmaceutical companies is an effort to design more specific and
simultaneously potent OR agonists, which would exhibit highly efficacious analgesic
effects, but would not develop fast physical dependence in conditions of the long-term
usage.

In our work, the primary attention was devoted to u-OR because these receptors are
primarily responsible for physiological effect of morphine and genesis of tolerance and
drug dependence. We studied the binding of specific agonist [PH]DAMGO to plasma
membranes (PM) isolated from rat brain cortex of rats adapted to increasing doses of
morphine (10-50 mg/kg) for 10 days. PM isolated by centrifugation in Percoll density
gradient from morphine-adapted rats exhibited the decrease of maximum binding capacity
Bmax Of this radioligand to 82% (*, p < 0.05) when compared with PM isolated from
control animals (100%). Affinity [PH]DAMGO binding sites was unchanged. We have also
found that inhibitory effect of calcium ions on [*H]DAMGO binding is removed by
adaptation to morphine, i.e. it is not detectable in PM prepared from morphine-treated rats.
Thus, the long-term exposition of cerebral cortex to morphine alters sensitivity of pu-OR to
calcium, a crucial intracellular secondary messenger and inhibitor of intrinsic efficiency of
pu-OR. Contrarily, radioligand binding studies of 6-OR and «x-OR with specific agonists
[*H]DPDPE and [*H]U-69593 indicated an increase of binding in PM prepared from
morphine-adapted rats.

Data presented in this work extend the present knowledge about the molecular
mechanism(s) of the long-term adaptation of mammalian organism to morphine. Decrease
of u-OR-agonist binding sites is accompanied by small, however significant increase of o-
OR and «-OR agonist binding what may be interpreted as morphine-induced shift from

(desensitized) p-OR- to 6-OR and k-OR-initiated signalling pathway. The immunoblot
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analysis of the same membrane preparations indicated that this shift proceeds at unchanged
PM density of these receptor molecules. (In Czech)

Keywords: long-term adaptation to morphine, rat, cortex, plasma membrane, G protein
coupled receptors, 6-, u-, k-opioid receptors, DAMGO, DPDPE, U-69593, desensitization,

tolerance, drug dependence.

11



1.Uvod

Morfin neboli morfium je pfirodni alkaloid vyskytujici se v mléce nezralych
makovic maku setého, které se nazyva opium. Nazev omamné latky pochazi od feckého
boha spanku Morphea. Morfin se fadi do skupiny 1éCiv nazyvanych opidty spolecné
s heroinem a kodeinem. Morfin a kodein jsou nejucinnéjsi slozky opia. Morfin ptisobi jako
vysoce efektivni analgetikum a jeho ucinky jsou az do dnesSni doby nenahraditelné.
Acetylaci morfinu vznikd mnohem u¢innéjsi derivat, heroin. Morfin se pouziva pro utiSeni
akutni 1 chronické bolesti. Chronicky se nejCastéji podava pacientim trpicim riznymi
formami rakoviny a AIDS; akutni podani morfinu zachrafiuje Zivot pii vaznych urazech
a poranénich [1].

Uz ve starovékém Egypté byly znamy silné analgetické ucinky morfinu a byl
povazovan za lé¢ivo. Stafi Rekové poprvé popsali jev zvany tolerance a vyvijejici se
zavislost na droze. Droga byla vniméana ne jenom jako 1éCivo, ale i jako prostiedek
k zabijeni. Recky lékai Dioskurida Pedania popsal uéinky opia jako bolesti zbavujici,
mirnici kaSel a zastavujici prijem. Opium bylo pfedepisovano i osobam s problémy
spanku. V 19. stoleti se zvySilo vyuziti morfinu pifedev§im ve valecnych polnich
nemocnicich. V této dobé se také zvysilo zneuziti morfinu a vetejné bylo zndmo, Ze je
silné navykovy. V tomto obdobi se objevuje diacetyl morfinu neboli heroin, ktery je
pétkrat siln€j$i. Heroin se zacal pouZivat nejdiive jako 1éCivo pii odvykani zavislosti na
morfinu, jelikoz pacienti po podani heroinu piestali touzit po morfinu. Na prelomu 19.
a 20. stoleti byly drogy volné& prodejné v lékarnach a drogeriich. Pocatkem 20. stoleti se
objevuje prvni snaha o kontrolu obchodu s drogami a zdkaz jejich volného prodeje.
Masovy rozvoj uzivani heroinu byl zaznamenan v Sedesatych letech 20. stoleti nejprve
v USA, pozdé¢ji v zapadni Evrop€. Nasledné byly staty nuceny zakrocit proti nelegadlnimu
obchodu s opiaty a narkotiky a postupné se vétSina drog zacala prodavat pouze na predpis
a k 1é¢ebnym uceltim [2].

Thomas Sydenham, priikkopnik mediciny v 17. stoleti napsal: ,,Mezi prostiedky,
které dal vsemohouci bith clovéeku k utiSeni jeho utrpeni, neni Zadny tak univerzalni
a efektivni jako opium.” Tento citdt vyjadiuje podstatu a nenahraditelnost morfinu
v mediciné jako dilezitého 1éciva. Bolest byla vzdy léCena jako symptom primarniho
onemocnéni. TiSeni bolesti v§ak miize napomoci zotaveni a 1é¢bé. Potkanim s rakovinou

plic, kterym byl podavan morfin, tumor metastazoval pomaleji, nez u potkant s rakovinou,
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ktefi nedostavali 1€k na tiSeni bolesti. SniZzeni bolesti nejen ulevi pacientovi, ale podporuje
i jeho 1écbu a rehabilitaci, nepferuSovany spanek a psychickou podporu. Vyjadieno
znamymi slovy ,,bolest zabiji* [1].

Bohuzel pti dlouhodobém podavani opioidii vznikd silna zavislost, kterou nelze
opomijet. Morfin a zejména jeho derivat heroin jsou vysoce navykové a zneuzivané latky
v moderni spolecnosti. Hlavni roli v drogové zavislosti hraje centralni nervovy systém.
Navykova latka zptisobi pfechodné zmény v mozku. Narkoman musi svoje davky neustale
zvySovat, protoze dochazi k desenzitizaci nervovych bunék. Tento jev se nazyva tolerance
a Casto se rozviji spoletné¢ s fyzickou zavislosti. Pfi dlouhodobém uzivani dochazi
ke zménam ve slozeni bunéénych membran a adaptaci organismu na zvySujici se davky
drogy. Zavislost na morfinu je psychicka i fyzicka [1].

Utinky morfinu jsou pozitivni i negativni, jako 1é¢ivo je nezastupitelné, jako
droga je jedna z nejnebezpecnéjSich. Pochopenim mechanismu Géinku a vzniku zavislosti
by pomohlo tad¢ problémt v medicin€. Opravdovym piinosem pro spole¢nost by bylo
najit takové analgetikum, jehoz Uc¢inky by byly stejné silné jako u morfinu a zdvislost
na tomto lé¢ebném piipravku by byla minimdalni, ne-li Zadna. Proto veskeré vyzkumy
tykajici se tohoto alkaloidu jsou velice dulezitym a cennym piinosem pro spole¢nost

a budouci vyvoj v medicing.
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2. Teoreticka ¢ast
2.1. Plasmatické membrany

2.1.1. Struktura plasmatickych membran

Lipidy jsou molekuly s rozmanitou strukturou a biologickou funkci. Primarni role
lipidii z pohledu funkce buiiky je lipidova dvojvrstva bunék a organel. Na Obr. ¢. 1 je
znazornény model membranové struktury. Zastoupeni lipidii se 1isi podle typu organismu
(bakterie, prokaryota, eukaryota). Nejcastéji zastoupené lipidy ve struktufe membrany jsou
cholesterol, fosfatidyletanolamin, fosfatidylcholin, sfingomyelin a fosfatidylserin. Obecné

glycerolipidy a sfingolipidy jsou béznou skupinou lipidi v membrané [3].

Sacharid

Vnéjsi strana

Cholesterol

Integralni protein

p
"’ | Hydrofilni
’ o" blast
.. g\. oblas
Hydrofobni
;QXI ~' ‘;@ ikt
?; Hydrofilni
oblast
.
'."

~

Periferni proteiny Fosfolipid

Vnitini strana

Obr. ¢&. 1: Struktura plasmatické membrany eukaryotické buniky. Znazornény integralni
proteiny, jejichZz nejCastéj$i struktura je a-helix. Periferni proteiny, které interaguji

s lipidovym povrchem nebo jinymi membranovymi proteiny. (Pfevzato a upraveno z [3].)

Plasmatickd membrana je tedy lipidova dvojvrstva s hydrofobnim jadrem.

K lepSimu pochopeni fyzikalnich vlastnosti plasmatické membrany pfispél koncept
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hydrofobniho efektu navrzeny Waltrem Kauzmannem v roce 1959, ktery ma hlavni tlohu
ve sbalovani proteinli. Pozdé€ji nasledovalo popséni hydrofobniho efektu Charlesem
Tanfordem. Strukturni popis fluidni mozaiky navrhl roku 1972 S. J. Singer. Tento model
popisuje proteiny jako volné¢ se pohybujici struktury v homogennim moii lipidi.
Uspotadani polarnich hlavi¢ek diacylglyceroll zavisi na pfirozeném zastoupeni alkylovych
fetézcll a podminkach rozpoustédla (iontova sila, pH a teplota). Fluidita je funkci teploty
a zastoupeni alkylovych fetézch. Fluidita uhlovodikového jadra dvojvrstvy roste se
zvySujicim se poctem nesaturovanych nebo rozvétvenych fetézcli nebo se zkracujici se
délkou alkylovych fetézcti mastnych kyselin. Fluidita také roste umérné s teplotou.
Cholesterol vyznamné ovliviiuje vlastnosti lipidové dvojvrstvy. Vzrustajici mnozstvi
cholesterolu naruSuje organizaci lipid. Rozpoustédlo v okoli membrany také ovliviiuje jeji
fyzikalni vlastnosti. Ca?* a jiné divalentni ionty interaguji s negativnim nabojem polarnich
hlavicek [3].

Plasmatické membrany slouzi jako podpora pro procesy integralnich a perifernich
proteini. Tyto procesy jsou ovlivnény fyzikalnimi vlastnostmi lipidovych komponent.
Kazda specializovana membrana ma svou vlastni unikatni strukturu a funkci.
V membranach existuji rizné mikrodomény napt. lipidové rafty, lipidové domény

a organizované membranové komplexy s vlastnim jedinenym slozenim lipidi [3].

2.1.2. Funkce plasmatickych membran

Bunéénd membrana tvofi mechanickou oporu buiky a brani priniku velkych
molekul. Plasmatickd membrana je selektivné permeabilni pro ionty a organické latky
a muze regulovat propustnost a transport riznych latek [3].

Ptenos latek miize probihat bez spotifeby energie neboli pasivnim transportem po
sméru koncentracniho gradientu. Mezi pasivni transport patii tzv. usnadnénd diftze
aosmoéza. Timto mechanismem se prenasi malé molekuly a ionty. Pasivni transport
vyuzivaji 1 rtizni pfenaSeci, napf. acetylcholinovy receptor. Druhy zplsob transportu je
aktivni pfenos za spotieby energie a proti sméru koncentracniho gradientu. Tento transport
zprostifedkovavaji iontové kandly, specifi¢ti pfenaSeci a tzv. pumpy. Aktivni transport se
déli na primarni a sekundarni. Primarni aktivni transport vyuziva energii z hydrolyzy ATP

pro prenos proti koncentraénimu gradientu. Sekundéarni aktivni transport vyuZiva
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samovolny tok ve sméru jednoho gradientu k pfenosu molekul proti druhému
koncentra¢nimu gradientu. Membrana je také schopna endocytozy a exocytozy [4].
Kompartmentace lipidové dvojvstvy ma dulezitou roli ve funkci bunky.
Membranové domény jsou mistem integrace, modulace a signalizace. Domény, které
obsahuji polypeptid kaveolin se nazyvaji kaveoly a jsou stéZejnim mistem
pro desenzitizaci hormondlni odpovédi. Kaveolin také plsobi inhibujicim efektem na

aktivitu heterotrimerniho G proteinu [5].

2.2. Receptory

Receptor je organizovana struktura, kterd po navazani latky zméni svoji konformaci
a vyvola biologickou odpovéd’. Je to bilkovina, kterd ptenasi signal v metabolickych
a regulacnich drahach nebo v transportnich systémech. Vazba latek na receptory mize byt
sloZzena z riznych typl interakci, napf. vodikova, iontova vazba, hydrofobni interakce
a van der Waalsova interakce nebo kovalentni vazba. Predpokldda se existence domén
receptort, a to domény vazajici latku (funkce vazby ligandu) a domény efektorové (funkce
prenosu stimulu). Signal z receptoru se miize pienést piimo na efektorovy protein (nemusi
byt fyziologickym cilem), nebo na dal$i pfenaSece, které jsou soucasti signaliza¢nich drah.
Regulace receptorli probihd skrze syntézu receptorti, jejich degradaci, kovalentni
modifikaci nebo asociaci s jinymi regulaénimi proteiny [6].

Existuje nékolik receptorovych teorii, které navrhuji vysvétleni vazby latek
na receptory. Napt. okupaéni nebo frekvenéni teorie, inaktivacni model. Mezi novéjsi

teorie patii napf. teorie dvou stavi, kde se zahrnuji i konformacni zmény receptoru [6].

2.3. G proteiny

G proteiny hraji dilezitou roli v signalizaci pfi pienosu biologické odpovéedi
Z receptoru dal na tzv. druhé posly. Na Obr. ¢. 2 (str. 17) je popsana aktivace a ptrenos
signalu pomoci G proteinu. Inaktivni forma G proteinu obsahuje tii podjednotky a, B,
vy @ molekulu GDP navazanou na o podjednotku. Navazanim neaktivniho G proteinu
na receptor oddisociuje GDP a na stejné misto se navaze molekula GTP. G protein se tak

stava aktivnim, oddisociuje od receptoru a rozdéli se na dvé ¢asti: By Cast a a podjednotka
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S GTP molekulou. Aktivni G protein se deaktivuje hydrolyzou GTP pomoci vlastni
GTPasové aktivity. o podjednotka s hydrolyzovanou molekulou GDP se zpét navaze
na ¢ast Py. Mezi druhé posly spolupracujici s G proteiny patii cAMP, cGMP, 1P3, DAG,
Ca®* a arachidonova kyselina. Jeden receptor mize pravdépodobné interagovat s jednim
nebo vice G proteiny a jeden G protein mize modulovat i vice nez jeden efektor.
Pro studium GTPasové aktivity se vyuziva radioaktivné znaCeny GTPyS  analog,
ktery nepodléha hydrolyze a je tak sledovana funkce a podjednotky [7].

Aktivace G proteinu receptorem klesd se vzrlstajici afinitou o podjednotky
k molekule GDP. Uginnost nékterych agonistd p-opioidnich receptorti klesd pravé

v disledku vzristajici koncentrace GDP a klesajici hustoté receptort (viz dale) [8].

‘ {igand

I

G protein v

Q neaktivnim .

' stavu
@ b GDP l ‘ GDP
iy G proten v aktivnim 64
“TF stavn

NPIZE

Obr. &. 2: Aktivace a zpétna deaktivace G proteinu. Neaktivni forma G proteinu se navaze

na receptor. Nasleduje vazba GTP misto GDP a a podjednotka s navazanym GTP
oddisociuje. Hydrolyza GTP vlastni aktivitou o podjednotky zplisobi opétovné navazani

podjednotky a reformaci neaktivniho stavu G proteinu. (Pievzato a upraveno z [7].)

17



2.4. Receptory spirazené s G proteiny, GPCR

GPCR (G protein coupled receptor) neboli receptory spifazené s G proteiny reguluji
dalezité fyziologické procesy jako neuroptfenos a kardiovaskularni funkce. Dysregulace
GPCR muze vést k patologickym procestim. Je znamo, Ze se tyto receptory ti¢astni mnoha
signaliza¢nich drah a proto jsou také velkym zajmem farmaceutického vyzkumu [9].

GPCR jsou klasifikovany do vice nez stovky podrodin podle sekvencéni homologie,
struktury ligandi a funkce receptoru. Jednotlivé podrodiny se mohou mezi sebou
signifikantné liSit. Mezi nejvice zastoupené podrodiny patii rhodopsinové, kalcitoninové
a metabotropni receptory GPCR [10]. Tyto receptory vyuzivaji G proteiny jako
transduktory pfenosu signalu z receptoru na efektorovy protein. Mezi efektorové proteiny
interagujici s G proteiny patii napt. adenylylcyklasa, fosfolipasa C nebo iontové kandly
selektivni pro Ca®* a K* [6].

Mutace GPCR byly pozorovany u dédi¢nych nebo somatickych onemocnéni napf.
rakoviny nebo neplodnosti. Takto pozménéné receptory ztraci schopnost vazat ligand nebo
vytvaret signal. Na druhou stranu né€které mutace mohou mit pozitivni ptinos, napf. mutace
vV chemokinovém receptoru CCRS chrani cilové buiky pfed virovou infekci HIV [11].
U Bz-adrenergnich receptori zpusobila cilend mutace v C-termindlni casti tieti
cytoplasmatické smycky dramatické zvySeni vlivu agonisty na aktivitu receptoru. Tato
mutace zvysila afinitu receptoru k agonistovi, ale ne k antagonistovi [12]. Nékteré GPCR
receptory jsou schopny prendset signal alternativnimi signalnimi molekulami napt. Jak2

kinasou, fosfolipasou Cy nebo proteinkinasou C [10].

2.4.1. Struktura GPCR

GPCR receptory se skladaji z extracelularniho N-terminalniho konce, sedmi
a helixt prostupujicich membranou a intracelularniho C-terminalniho konce. C-terminalni
konec je palmitoylovan na cysteinovém zbytku. Palmitoylace nebo fosforylace na C-
termindlnim konci hraje tlohu v desenzitizaci a internalizaci receptoru [10]. Domény, které
jsou zasadni pro interakci s G proteinem, se lokalizuji zejména na tieti a Ctvrté
cytoplasmatické smycce a na C-terminalnim konci. Analyzy mutaci GPCR receptort
poukazaly na dulezitou funkci argininovych télisek na helixu TM3 [13]. Pfidanim protonu

ke kyselé aminokyseliné argininu se vytvofi argininova téliska, ktera jsou vyznamna
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pti vazbé receptoru na G protein. Argininova téliska neinteraguji ptimo s G proteinem,
ale pravdépodobné vyvolaji spravnou orientaci receptoru ke G proteinu [14].

N-terminalni konec muze byt glykosylovan a obsahovat globularni doménu
pro vazbu ligandu. Sedm transmembranovych helixii je nezbytnych pro stabilitu, regulacni
mechanismy a vazebna mista pro G proteiny nebo jiné signdlni molekuly. Sedm helixt je
propojeno hydrofilnimi smyckami. Helixy TM1, TM4 a TM7 jsou hydrofobni. Smycky
prochdzi membranou proti sméru hodinovych ruci¢ek a vytvaii TM jadro. Stereochemie
a geometricka specifita smycek urCuje vstup a vazbu ligandu uprostied kruhového TM
jadra GPCR receptoru. Helixy TM1 a TM7 mohou interagovat s dal§imi helixy jinych
GPCR a vytvaret napt. dimery [10]. Obecnd struktura GPCR receptoru je znazornéna
na Obr. ¢. 3.

N-terminalni konec
' &
¢

t

Exosmycka 2
E}.osm\ ¢kal ,,/ Exosmy¢ka 3

HRRA AR

1
S C\'to smyéka 4

Cytosmycka l ‘,
Cvto smycka3d J
r————————=

Cytosmycka 2
C-terminalni konec

Obr. €. 3: Obecna struktura GPCR (Pfevzato a upraveno z [10].). GPCR receptor obsahuje
sedm transmembranovych helixi TM1-7 propojenych cytosmyckami (intracelularni)
a exosmyckami (extracelularni). N-terminalni konec se vyskytuje na extraceluldrni strané

membrany, C-terminalni konec je orientovan na vnitini strané¢ membrany.
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2.4.2. Interakce GPCR s ligandem a G proteinem

Uprostied TM jadra je vazebné misto pro mediator, navazanim agonisty dojde
ke zméné konformace receptorového proteinu a aktivaci G proteinu, G protein dale reaguje
s efektorovymi proteiny. o podjednotka s navazanym GDP nema afinitu k efektorovému
proteinu. K receptorim spfazenym s G proteiny patii muskarinové acetylcholinové
receptory, receptory pro noradrenalin, adrenalin, dopamin, histamin, serotonin, morfin,
prostaglandiny, leukotrieny a dalsi. Mezi efektorové proteiny se tadi predevSim
adenylylcyklasa, fosfolipasa C a proteiny iontovych kanala [15].

Interakce ligandu s receptorem vyzaduje vodikové vazby, iontové pary
a hydrofobni kontakty. Signalizaci lze rozdélit do tii krokl: vznik signdlu, transdukce
signalu (zprosttedkovava G protein) a prenos signalu na cytoplasmatické molekuly [10].

Ptedpokldda se teorie vzniku terndrniho komplexu, kterd vychéazi z ptredstavy
interakce ligandu (agonisty), receptoru a G proteinu. Teorie popisuje agonistu schopného
podporovat a stabilizovat vysokoafinitni stav receptoru. GPCR receptor ma nizkou afinitu
ke G proteinu, po navazani agonisty dojde ke zvyseni afinity mezi GPCR receptorem
a G proteinem a k tvorbé ternarniho komplexu [12]. Receptory GPCR jsou v rovnovaze
mezi dvéma stavy (aktivnim a neaktivnim). Afinita ligandu se posuzuje na zékladé¢ zmény
této rovnovahy receptorti. V aktivnim stavu receptor aktivuje G protein. Pfechod mezi
témito stavy muze probihat i bez agonisty. Agonista ma vétsi afinitu k aktivnimu stavu
ainverzni agonista naopak k neaktivnimu stavu. Vazba agonisty je tedy limitovdna

ptechody mezi aktivnim a neaktivnim stavem receptoru [16].

2.4.3. Tvorba dimert a oligomeri GPCR

Receptory spiazené s G proteiny mohou existovat jako dimery, nebo jako Cast
oligomeru. Mnoho studii naznacilo, Ze tyto receptory mohou vytvaret heterodimery. Tato
dimerizace se pravdépodobné vytvaii za uréitym ucelem. Otazka zni, zda vazba ligandu
na receptor ovlivni dimerizaci nebo organizovanost struktury GPCR [17].

U clent rhodopsinové podrodiny bylo odvozeno intradimerové spojeni mezi
transmembranovymi helixy IV a V a nebo organizovana struktura tvofena interakcemi
mezi transmembranovymi helixy I a II, pouze pftileZitostné byl pozorovan rhodopsin jako
monomer. U metabotropni podrodiny GPCR byla pozorovéana efektivni signalizace pouze

Vv ptitomnosti obou GPCR GABAbR1 a GABAbR?2 [18].
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GPCR se objevuji jako dimery jiz pfi glykosylaci v endoplasmatickém retikulu.
Dimerizace by tedy mohla mit vyznamny vliv na GPCR pfi dozravani, v produkci a funkci
receptorti [17]. Nejasna je tloha dimerizace GPCR v aktivaci receptoru. U d-opioidnich
receptorti se tvoii dimery, ale jejich vznik je zavisly na vazbé piislusného agonisty. Studie
na bunkach CHO [19] ukazuji, ze dimerizace §-opioidnich receptorti nehraje zakladni roli
v aktivaci receptoru a G proteinu. Dimerizace bude mit pravdépodobné jinou tulohu
ve funkci receptoru, napf. jeho specifickou regulaci. V kazdém piipadé dimerizace d-
opioidnich receptorti vyzaduje intaktni C-terminalni konec receptoru. 6-opioidni receptory
se tedy patrn¢ vyskytuji jako monomery i jako dimery [19]. Nékteré studie [20] poukazuji
na to, ze vysoka afinita GPCR ke G proteinu a efektivni pfenos signalu touto cestou by

mohl vyZadovat tvorbu dimert u adrenergnich receptor [17].

2.4.4. Desenzitizace GPCR

B-arrestin se vyskytuje ve dvou izoformach B-arrestinl a B-arrestin2. Tento protein
hraje stézejni roli v desenzitizaci a internalizaci receptort GPCR, viz nize. Vyfazenim
obou gent pro B-arrestinl a 2 vyvolalo u mysi letalitu jiz v embryonalnim stadiu. Studie,
kdy byl vyfazen pouze gen pro B-arrestin2 vykazovaly prodlouZeny a zesilujici analgeticky
ucinek morfinu skrz snizeni desenzitizace p-opioidnich receptortt [21]. B-arrestinl a f-
arrestin2 maji 78 procentni identickou strukturu. B-arrestinl je fosforylovdn na serinu.
Stimulace isoprenalinem vede k rychlé defosforylaci a nasledné interakci s klatrinem. f-
arrestin2 je fosforylovdn na threoninovém zbytku. Mutace na serinovém nebo
threoninovém zbytku na p-arrestinul nebo 2 neméni jejich vlastnosti v interakci
a desenzitizaci receptort. Dalsi studium a identifikace fosfatas zapojenych do téchto
procest by mohla objasnit molekularni mechanismus [-arrestini a internalizaci
zprostiedkovanou klatrinovymi vacky [22].

Receptory P-adrenergni, a-adrenergni, p-opioidni receptory, dale endotelinové
a dopaminové receptory vykazuji vyssi afinitu k B-arrestinu2 v porovnani s B-arrestinem1.
Vazba vySe uvedenych receptorti s P-arrestinem je vSak piechodnd a po endocytoze
do klatrinovych vacku B-arrestin oddisociuje. Tyto receptory se fadi do skupiny A. Druhy
typ receptorti internalizuje spolecné s [-arrestinem a fadi se do skupiny B [22].
Internalizované receptory bez B-arrestinu maji tendenci rychlé resenzitizace, recyklace

anavraceni do plasmatické membrany. Na rozdil od receptori internalizovanych s -
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arrestinem, u kterych resenzitizace probiha neefektivné a pomalu, nebo nejsou receptory
recyklovany [23, 24].

Desenzitizace, neboli slabnuti odpovédi vlivem trvalé stimulace receptoru, je
dilezitym procesem. Pii dlouhodobé stimulaci receptoru agonistou dochazi k fosforylaci
receptorového proteinu, ktery timto ztraci schopnost aktivovat G protein. Fosforylace
pfimo méni konformaci receptoru a jeho interakci s G proteinem. Desenzitizace je
povazovana za protiklad aktivace receptord, protoze tlumi signalizaci receptorti. Kinasy
PKA a PKC, GRKs a arrestiny jsou stimulovany druhymi posly a patii mezi signaliza¢ni
molekuly ucastnici se desenzitizace. Stimulant zvySi hladinu cAMP, ktery vyvolad
fosforylaci a desenzitizaci GPCR pfitomnymi PKA a/ nebo PKC (desenzitizace
heterologni). Proteinkinasy A a C mohou fosforylovat protein i bez pritomnosti agonisty.
Pokud je receptor obsazen agonistou, je fosforylovan kinasou pro receptor spiazeny
s G proteinem (GRK). Nasledné¢ se vaze protein B-arrestin, ktery zabrani aktivaci
G proteinu a vyvola rozptazeni heterotrimerniho G proteinu a receptoru. Tento druh
desenzitizace je tzv. homologni. Desenzitizace je vratny proces [25]. Proteinkinasa A ma
pravdépodobné dvé vazebna mista: na tieti cytosolarni smyc¢ce a na C-terminalnim konci.
Patrné existuje rozdil mezi témito vazebnymi misty z pohledu funkce. Misto na tieti

cytosolarni smycce je pottebné k vyvolani desenzitizace [26].

2.45. Internalizace GPCR

GPCR maji schopnost endocytozy (také nazyvano internalizaci nebo sekvestraci)
[25]. Tyto procesy vyuzivaji vezikuly s klatrinovym plaStém nebo vezikuly bez plasté
anebo kaveoly [27]. Endocytéza vyvolana piasobenim agonisty vyzaduje intaktni C-
termindlni konec receptoru [19]. Druhd a treti smycka a C-terminalni konec receptoru
pravdépodobné interaguji S COOH koncem a podjednotky G proteinu, ktery ma
uspotfadanou specifickou aminokyselinovou sekvenci. Predpoklada se, Ze By podjednotka
také bude interagovat s receptorem [13].

Internalizace pfispiva k desenzitizaci receptord. Internalizovany receptor se miize
degradovat v lysozomech [25]. B-arrestin a fosforylace prostfednictvim GRK podporuji
sekvestraci. f-arrestin se vaze piimo, stechiometricky a s vysokou afinitou k vackim
s klatrinovym plastém a podporuje tak endocytézu GPCR [28]. Cytoplasmaticky f-

arrestinul je konstitutivné fosforylovéan, v plasmatické membrané je rychle defosforylovan
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a ucastni se procesu internalizace. Pienos B-arrestinu do plasmatické membrany je
podporovan prostiednictvim vazby agonisty na receptor. Zpétné je P-arrestinl nasledné
refosforylovan [29].

Ve studii Sibley a kol. (1986) ptedpokladaji, Ze internalizace P,-adrenergniho
receptoru je zpusobena fosforylaci tohoto receptoru. Po stimulaci agonisty jsou receptory
internalizovany do vacku, kde dojde k defosforylaci a tudiz obsahuji méné fosfatu, nez
Vv plasmatickych membranach. Vacky byly také bohaté na fosfatovou aktivitu schopnou
defosforylovat tyto receptory. Takto defosforylované adrenergni receptory se mohou
navratit do plasmatické membrany [30]. U intaktnich bunék probihala defosforylace
receptord pouze po konformacni zméné, kterd byla indukovana nizkym pH. Nizké pH je
praveé v sekvestrovanych vezikuldch, které vznikaji pfi internalizaci receptoru po vazbé
agonisty [25].

Mezi potencialni inhibitory, které mechanicky brani internalizaci do klatrinovych
vacku, patii konkavalin A, hypertonicka sacharosa, nedostatek vnitrobunécného drasliku
nebo nizka teplota [31].

Kinasa GRK katalyzuje fosforylaci receptoru a nasleduje vazba B-arrestinu, ktera
iniciuje internalizaci pomoci vezikul s klatrinovym plastém. Tyto pochody aktivuji MAP
kinasy (proteinové kinasy aktivované mitogenem) jako je Erkl a Erk2 (rodina kinas
regulujici extracelularni signal), které hraji diileZitou roli v mitogenetické signalizaci. MAP
Kinasy se mohou ucastnit i tumorogeneze. Tyto signalizaéni cesty vyvolaji aktivaci drah
spojenych s proteinem Ras [32].

Malé G proteiny jsou malé monomerni G proteiny vazajici GTP. DéEli se na pét
podrodin: podrodina Ras GTPasy, Rho GTPasy, Arf GTPasy, Rab GTPasy a Ran GTPasy
[33]. Nekteré malé G proteiny se ucastni signalizace receptori GPCR, zejména jejich
endocytozy (napt. Arf nebo Rab). Rab GTPasy reguluji endocytézu, recyklaci receptort,
nebo jejich transport do lysozomi. Rab GTPasy interaguji s C-terminalnim koncem GPCR
[34].

Na Obr. €. 4 (str. 24) jsou znazornény jednotlivé procesy popsané vyse V textu. Je
zfejmé, ze GRK kinasy a B-arrestin hraji dulezitou roli v signalizaci desenzitizace GPCR
a ovliviiuji internalizaci. K desenzitizaci dochazi pomoci kovalentni modifikace receptoru

neboli fosforylaci receptord, jak jiz bylo popsano vyse. Dal§im G¢innym sniZenim poctu
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receptord (z angl. pfevzato ,down-regulace™) je odtrzeni kooperujicich jednotek.

K prub¢hu internalizace napomaha i shlukovani se receptorti na membrané [6].

Desenzitizace

PEA fosforylace GRE fosforylace a

/ * vazha f-arestmn

Aktivaces Gs a \

adenylylcyklasou

Endocytoza s klatvinovy vacky
Resenzitizace Vazba s Gi a inhibice

\ adenylylevklasy ;

Alktivace Erkl a Erk2

Defosforylace
receptorn

Obr. ¢. 4: Desenzitizace, internalizace a resenzitizace [z-adrenergniho receptoru.

(Pfevzato a upraveno z [25].)

2.5. Opioidni receptory

Opioidni receptory jsou klasifikovany jako receptory spiazené s G proteiny rodiny
rhodopsinové. Tyto receptory mohou byt aktivovany endogennimi latkami (napf.
endorfiny, enkefaliny, dynorfiny a endomorfiny 1 a 2 [35]) tak i exogennimi latkami (napf.
opiaty). Vyzkum prokézal existenci tii genti kodujicich tfi typy opioidnich receptort, 6-
OR, p-OR a «-OR [36, 37, 38, 39]. Tyto opioidni receptory maji homologni sekvence
shodné asi ze 70 % [40]. U pokusnych mysi, které mély vypnuty gen pro pu-OR, nebyl

pozorovan fyziologicky efekt morfinu. Takto upravené mysi jednoznacné demonstrovaly,
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ze p-opioidni receptory funguji jako zprostiedkovatele terapeutickych, ale i vedlejSich
ucinki (napt. zavislosti) morfinu a dalSich opioidi. Fyziologické ptisobeni morfinu je tedy
umoznéno predev§im prostiednictvim pu-OR [41]. Experimenty zaloZzené na homologni
rekombinaci a vytvofeni odlisSnych mysi s riizn€ vypnutymi geny pro opioidni receptory
ukazuji, ze u takto upravenych mysi se systém adaptoval na ptislusnou absenci genu nebo
genll. Absence genl neovlivnila expresi ligandi [42]. Kazdy z opioidnich receptorti
zastava dulezitou funkci. MOR receptory jsou zakladni pro ptisobeni morfinu a spousti
fadu mechanismt dilezitych pro rozvoj zavislosti na opioidech a analgezii [42].
Pti dlouhodobém podavani morfia se u pacientli objevi tzv. hyperalgezie, tedy paradoxné
zvysend citlivost k bolestivym podnétim [43]. KOR a DOR receptory zprostiedkovavaji
dysforické a analgetické ucinky pisobenim agonisti. DOR pravdépodobné zesiluji své
ucinky prostfednictvim MOR receptort. Na druhou stranu KOR receptory se zdaji byt
nezavislé na zbylych dvou opioidnich receptorech [42].

Existuje vztah mezi mnozstvim receptorii a aktivaci G proteinu. Rozsah
stimulovaného G proteinu agonistou byl Umérny hustoté receptorti v membranovém
preparatu kortexu a thalamu opic. Kortex a thalamus hraji hlavni ulohu v signaliza¢nich
drahach vyvolavajici bolest. Podle klesajici maximalni vazebné kapacity lze opioidni
receptory Vv kortexu mozku opice sefadit takto: KOR > MOR > DOR a dle klesajici
maximalni vazebné kapacity v thalamu takto: MOR > KOR > DOR. Z vysledki studie
vyplyva, Ze mnozstvi jednotlivych opioidnich receptorti zavisi na oblasti CNS opice [44].

Pfitomnost sodnych iontd snizuje maximalni vazebnou kapacitu Bpax u opioidnich
receptort. Napf. ve studit Emmersona a kol., 1994 byla vazba DPDPE ovlivnéna sodnymi
ionty méné nez vazba agonistl MOR receptort. Sodné ionty ovlivituji hodnoty disociacni
konstanty Ky a maximalni vazebné kapacity Bmax S klesajicim G¢inkem MOR > DOR >
KOR [45].

2.5.1. Mechanismus ucinku opioidnich receptori

Opioidni receptory indukuji vzrast aktivity G proteini typu Gi/ G, a inhibuji
adenylylcyklasu v kratkodobém méftitku. Z dlouhodobého pohledu by mohlo dochazet
k nardstu této aktivity [46]. Adenylylcyklasa je tedy regulovana trimernimi G proteiny.
Jakékoliv signifikantni zméné adenylylcyklasy by mohla ptedchazet zména v aktivité

trimerniho G proteinu [47]. Ve studii Uj¢ikova a kol. (2011) byl prokazan narist izoforem
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adenylylcyklasy ACI a ACII po desetidennim podavani morfinu potkanim. Ostatni
izoformy a ukazatelé plasmatickych membran byly nezménény. Takovy narGst
adenylylcyklasy ACI a ACII je pravdépodobné vysledkem dlouhodobého pusobeni
morfinu na organismus, protoze narust téchto izoforem se neprojevil u potkanti po podani
jednorazové davky. Po 20 dnech po posledni davce hladiny ACI a ACII opét klesly,
to vypovidda o reversibilni adaptaci organismu na morfin. Narist dvou izoforem
adenylylcyklasy je patrné kompenza¢nim mechanismem u dlouhodobého puisobeni
morfinu [47]. Kromé narustu mnozstvi adenylylcyklasy byl také pozorovan narust
proteinkinasy A a fosfoproteinti po dlouhodobém ptisobeni morfinu [48].

Existuji dv€ hypotézy popisujici mechanismus ucinku opioidnich receptort
spfazenych s G proteiny. Podle homeostatické teorie droga narusi bunéénou homeostazu
ato aktivuje syntézu novych signalizacnich drah, které plsobi opaénym efektem
a homeostazu opét obnovi. Druhd teorie se zabyva primarni interakci drogy s receptorem
a specifikuje fenomén desenzitizace na urovni receptori. Schopnost receptoru prendset
signdl klesa s jeho deaktivaci, a tudiz jsou receptory méné citlivé. Tyto dvé hypotézy spolu
pravdépodobné koreluji. Dlouhodobé nebo opakované stimulovani cilové buiniky nebo
tkdn¢ agonistou pro receptory sprazené s G proteiny indukuje desenzitizaci hormonalni
odpovédi, kterd je kompenzovana dlouhodobym vzristem uréitych makromolekul [46].
Opioidy indukuji adaptaci opioidnich receptoril jiz zminénou desenzitizaci a internalizaci.
Tato receptorova adaptace je regulovana agonisty [49].

Agonisty receptortt se mohou lisit podle velikosti disocia¢ni konstanty Kq (afinita
receptoru) a maximalniho po¢tu vazebnych mist Bma. Plny agonista vykazuje nizkou
disociaéni konstantu a vysokou maximalni vazebnou kapacitu. Céaste¢ny agonista ma
vysokou disociacni konstantu a nizkou maximalni vazebnou kapacitu a smiSeny agonista
vykazuje nizké hodnoty jak disociac¢ni konstanty, tak i maximalni vazebné kapacity. Napf.
morfin se chova jako plny agonista v experimentech na burikach a jako ¢aste¢ny agonista
Vv thalamu potkana. Pravdépodobné vysvétleni sniZzeni uc¢inku agonisty je mensi mnozstvi

receptort v thalamu potkana [50].
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2.5.2. Desenzitizace, internalizace a tvorba dimeri u opioidnich
receptoru

Opioidni receptory podléhaji desenzitizaci a rozptazeni G proteinu a receptoru jak
jiz bylo popsano vyse u GPCR receptori. Dalsim vyznamnym déjem je internalizace
anaslednad resenzitizace nebo degradace. Desenzitizace a internalizace se podili
U opioidnich receptorti na fyziologické toleranci a redukci receptortt ptfitomnych na
membrané. Potencidlni regulace desenzitizace a internalizace by mohla vést k potlaceni
nepfiznivych G¢inki morfinu. Zejména endocytdéza MOR receptorit by mohla redukovat
rozvoj tolerance. Agonista, ktery podporuje endocytdzu, snizuje tendenci vytvaret toleranci
a zavislost. Na druhou stranu tolerance miuze byt vysledkem desenzitizace a,,down-
regulace™ [51]. Velka schopnost internalizace souvisi s afinitou k pB-arrestinu a naopak
nizkd mira endocytdzy je indikatorem aktivace G proteinu. Naptiklad fentanyl vyvolava
internalizaci, ale morfin pisobi nizkou mirou endocytézu. Podédni morfinu i fentanylu
soucasné se vSak zvysi ucinek internalizace i antinociceptivni ucinek. Rozvoj fyzické
zavislosti by mohl byt touto kombinaci opioidu potlacen [52].

Dimerizace receptorti byla pozorovana i u opioidnich receptorli, zminéno jiz vyse.
Jordan a kolektiv sledovali tvorbu heteromeri mezi B,-adrenergnimi a - a k-opioidnimi
receptory. DOR s fp-adrenergnimi receptory spolecné vyvolaly silngjsi endocytozu,
ale u heteromer s KOR endocyt6za pozorovana nebyla. Dimerizace opioidnich receptort
s adrenergnim receptorem nema vliv na vazbu ligandu nebo signalizaci receptoru,
ale ovliviiuje internalizaci a resenzitizaci receptoru [53]. Opioidni receptory mohou
vytvafet nejen dimery, ale i oligomery. MOR mohou oligomerizovat mezi sebou, nebo
s ostatnimi GPCR vcetné kanabinoidnich receptorti a jinych opioidnich receptora [54].
Heterooligomerizace pravdépodobné zméni konformaci receptoru MOR. Zména
konformace pak zpuisobi vyssi afinitu receptoru k substratu a desenzitizaci vyvolanou
kinasami a arrestiny [55].

Zajimavou studii jsou experimenty Pfeiffer a kol., ktefi zkoumali vznik
heterodimeru MOR-NK1 a zmény vvyvolané pisobenim tohoto heterodimeru. Receptory
MOR (inhibitor cAMP pies G; proteiny) a NK1 (stimulant inositoltrifosfatu pres
G proteiny Ggq) jsou vysoce exprimovany pii depresi, Uzkosti a stresu, ale hraji také roli
Vv motivaci ke zneuziti drogy. Po pisobeni ligandd DAMGO nebo SP (selektivni substance

ligandu véazajici se na receptor NK1) byl heterodimer MOR-NKI1 kointernalizovan
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do stejnych vezikul. MOR patii do skupiny A receptordt GPCR, jenz maji vétsi afinitu k -
arrestinu2 a do vezikul se internalizuji bez B-arrestinu. Jejich resenzitizace je tak rychlejsi.
NKI1 receptory se fadi do skupiny B, kde se internalizuji do vezikul spole¢né s B-
arrestinem. Skupina B ma stejnou afinitu k B-arrestinl i 2. Pokud vznikne heterodimer
MOR-NKI1, receptory MOR se ,,ptepnou” do skupiny B a heterodimer se internalizuje

spole¢n¢ a resenzitizace se zpomali [56].

2.5.3. p-opioidni receptory, MOR

MOR jsou cleny Gi, rodiny GPCR opioidnich receptord. Pokud jsou MOR
aktivovany napf. endogennimi agonisty, dochazi ke katalytické nukleotidové vyméné na G;i
a G,. Tato katalyza vede Kk inhibici adenylylcyklasy, neuronalni hyperpolarizaci pomoci
aktivace kanalkd pro ionty K a uzavfeni Ca®* kanalki [55]. Signalizace zprostiedkovana
Gi proteinem je zodpoveédna za analgeticky ucinek [57].

Ur¢eni struktury p-opioidnich receptort bylo provedeno krystalizaci v pfitomnosti
antagonisty B-funaltrexaminu. MOR tvoifi nejspiSe dimery nebo také oligomery a to
prosttednictvim helixt TM5 a TM6. (viz Obr. 5) Pfedpokladd se ze 1 DOR by mohly
vytvaret heterodimery s MOR prostiednictvim TM5 a TM6 [58].

Extracelulirni

Intracelularni

Obr. &. 5: Struktura vzniku homodimer mezi MOR receptory prostfednictvim helixt
TMS a TM6. a) struktura TMS5 a TM6 (Ctyfi helixy) interagujici mezi sebou. b) nahled
z extracelularniho prostoru, kapsa pro navazani ligandu (ligand - zelena molekula), ligand

mize ptimo nebo nepiimo ovliviiovat formovani dimeru. (Pfevzato z [58].)
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Razné opioidni ligandy indukuji riznou odpovéd’ s rozdilnou rychlosti. Morfin
neindukuje rychlou internalizaci opioidnich receptord [19]. Vazba agonisty DAMGO
na p-opioidni receptory vyvolala masivni endocytdzu téchto receptor na rozdil od vazby
morfinu, kde endocytéza byla minimalni. Pokud bylo pfidané malé mnozstvi DAMGO
k morfinu, objevila se také enormni endocytdéza. Tyto vysledky byly ziskané jak
na bunkach, tak i na potkanech. DAMGO a morfin rozdilné reguluji signalizaci receptori
MOR. I kdyz morfin nevyvolava piili§ viditelnou endocytézu, podanim soucasné
s agonistou DAMGO dochazi k nartistu endocytézy. Pravdépodobné dochéazi ke zméné
pom¢éru relativni aktivity ligandu k receptoru a iniciaci internalizace. Potkani, kterym byl
podavan morfin i DAMGO, si nevytvofili Zadnou toleranci na morfin béhem sedmidenniho
experimentu [51]. Vysledky studie He a kol. také poukazaly na mozny vznik homodimert
a oligomeri receptort MOR [51]. Na druhou stranu neni prokazano, ze u ¢lovéka bude
agonista s vysokou ucinnosti endocytdzy vyvolavat nizsi toleranci, nez agonista s nizkym
ucinkem endocytozy. Napft. ve studii Sittl a kol. byl pacientim podavan fentanyl (vysoka
ucinnost, primérné indukujici internalizaci) a nebo buprenorphine (nizkd ucinnost,
nevyvolavajici internalizaci) a fentanyl inicioval véEtsi toleranci oproti buprenorphinu.
Proto neni zcela objasnén ucinek internalizace souvisejici s rozvijejici se toleranci [59].
Chronicka aktivace MOR receptorti zptisobi vzrustajici schopnost morfinu indukovat
endocytozu MOR receptortl, kterd je vyvolana pravdépodobné pomoci proteinu dynaminu.
Dynamin se Gi¢astni signaliza¢nich drah v internalizaci [43].

Regulace MOR receptorti je analogicka regulaci B,-adrenergnim receptorim. Také
dochazi k fosforylaci MOR receptori GRK2 kinasou [60], ktera zvySuje afinitu p-
arrestinu2 k receptorim. Prednostné se pak vaze B-arrestin2 a dochazi k endocytodze,
recyklaci a resenzitizaci receptori [61]. Studie Bohna a spolupracovniki [62, 63]
na mysich s vypnutym genem pro -arrestin2 potvrdila véEtsi antinociceptivni G¢inek
morfinu a receptory MOR byly rezistentni vii¢i desenzitizaci. V' experimentu Termana
a kol. pouzili mysi s vypnutym genem pro GRK3 kinasu, a zjistili, Ze tolerance na fentanyl
byla sice snizena, ovSem tolerance na morfin byla nezménéna [64]. Na zaklad¢ téchto
vysledkl 1ze ptredpokladat, ze regulace MOR receptorii zavisi predevS§im na proteinu f3-
arrestinu2. Walwyn a kolegové v roce 2007 prokazali, ze desenzitizace indukovana

DAMGO muze byt vyvolana i bez pfitomnosti B-arrestinu a to inhibici pomoci kalciovych
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kanalkt [65]. MAP kinasy Erk 1/2 se také mohou podilet na desenzitizaci MOR
receptorti. A pravdépodobné i proteinkinasa C [66].

Vyse popsané vysledky experimenti jsou ovSem rozporuplné. Na jednu stranu
blokace [-arrestinu2 interagujiciho s MOR receptory inhibuje toleranci na morfin.
Na druhou stranu cilena manipulace zesileni endocytozy MOR receptor oslabuje rozvoj
morfinové tolerance [66]. Berger a Whistler pfisli s moznymi vysvétlenimi tohoto
problému. Jedna interpretace predpoklada, Ze silna internalizace zplisobena agonistou
vyvolda mens$i toleranci, nebot endocytéza podporuje defosforylaci MOR receptort
v endozomech a resenzitizaci téchto receptord a jejich navraceni do membrany. Protoze
morfin indukuje internalizaci MOR receptori slabé, tyto receptory se akumuluji
vV membrané a vyvolavaji toleranci. Druha interpretace ptedpoklada persistentni signalizaci
pusobenim morfinu, ktera piispiva k sekundarni adaptaci. Toto ptizptisobeni souvisi
S toleranci a s rozvijejici se fyzickou zavislosti. Endocyt6za poté prerusi takovou adaptaci

a toleranci [55].

2.5.4. o-opioidni receptory, DOR

DOR neboli 8-opioidni receptory jsou dal$imi ¢leny ze skupiny opioidnich
receptorl. Struktura J-opioidnich receptord byla zjisténa krystalizaci s antagonistou
naltrindolem. Navzdory riiznorodosti ligandt, vSechny exogenni ligandy vykazuji stejné
zachované urcité rysy. Zejména fenolovy hydroxyl, ktery je v tésné blizkosti pozitivniho
naboje. Tato struktura napodobuje amino-terminalni tyrosin u vSech endogennich
opioidnich peptidii [40]. Vazba naltrindolu v krystalové struktuie byla nekovalentni.
Vazebné misto, tzv. kapsu receptoru, l1ze rozdélit na dvé rozdilné ¢asti. Nizsi Cast této
kapsy je vysoce konzervovand mezi opioidnimi receptory. Vyssi cast kapsy obsahuje
rozdilné zbytky, které poskytuji selektivitu. Spodni ¢ast kapsy u &-opioidnich receptorti
dokaze rozpoznat jadro morfinovych sloucenin. Horni ¢ast kapsy je odlisna u rtznych
podtypt a bohatd na selektivni determinanty [40].

d-opioidni receptory mohou tvofit monomery i dimery, jak jiz bylo uvedeno vyse.
Studie vSak odhalily, ze pfi vazbé agonisty DADLE klesd pocet dimert a naopak stoupa
mnozstvi monomerti. Na rozdil od agonisty p-opioidnich receptori DAMGO, ktery

nezménil pomér monomertt a dimert d-opioidnich receptorii. Morfin jako agonista také
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nem¢l vliv na zménu poméru dimertt a monomert. Znazornéni ovlivnéni dimert rdznymi
agonisty a antagonisty na d-opioidni receptory je zobrazeno na Obr. €. 6 [19].

Maximalni pocet vazebnych mist u agonisty DOR receptoric DPDPE byl 2,1 krat
vysSi u plasmatickych membran izolovanych z kortexti potkant, kterym byl podavan
morfin, oproti vzorkiim kontrolnich potkant. Tyto vazby nebyly ovlivnény sodnymi ionty,
1 kdyz mnoho GPCR receptori je inhibovano v prostfedi NaCl. Tato ztrata inhibice
v prostiedi NaCl je pravdépodobné zplisobena naruSenim rovnovahy mezi aktivnimi

a neaktivnimi formami molekul receptort [47].

Vliv raznych liganda na dimerizaci DOR receptoru
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Obr. & 6: VIiv agonistl a antagonistii na vyskyt dimerd DOR receptort. CHO burnky s 8-
opioidnimi receptory byly vystaveny ptisobeni 10 minut s rliznymi agonisty a antagonisty.
Zastoupeni dimer/ monomer bylo stanoveno zlyzath bun€k pomoci -elektroforézy
v prostiedi SDS a nasledného elektroptenosu proteinii (,,WWestern blot™). 1-zadny ligand; 2-
DADLE; 3- DSLET; 4-DPDPE; 5-Etorfin; 6-Morfin; 7-DAMGO; 8-Naloxon. (Pievzato

a upraveno z [19].)
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2.5.5. k-opioidni receptory, KOR

KOR jsou tieti opioidni receptory, které zprostiedkovavaji zejména dysforii
a analgezii viz vyse. Na tyto opioidni receptory se vazou piedevSim endogenni opioidy
dynorfiny. N¢&kolik c¢astecné selektivnich agonisti a antagonistii bylo objeveno jako
potencidlni antidepresiva, anxiolytika a léky proti zavislosti [67]. Vysoce zneuzivany
halucinogen Salvinorin A byl také urcen jako selektivni agonista KOR [68]. Bohuzel
umnoha KOR agonisti a antagonistd nebyly dostatecné charakterizovany jejich
farmakologické vlastnosti ¢i specifita [67]. Krystalograficka data studie struktury KOR
predpokladé vznik dimerd KOR. A to propojenim ptes helixy I, Il a VII [69].

Endogenni opioidy hraji urcitou roli v ovliviiovani nalad. Exogenni opioidy (napf.
morfin) ovlivituji aktivaci dopaminového systému. KOR receptory se jevi zajimavym
farmaceutickym cilem. Naptiklad antagonista KOR receptorti by mohl byt uzitecnym
v 1écbe depresi, agonista KOR receptori v 1€cbé bipolarnich poruch a manii a ¢astecny
agonista by se mohl vyuzivat ke stabilizaci ndlad. Pravdépodobn¢ hlavnim mechanismem
ovliviiovani nalad je schopnost opioidnich receptorti stimulovat inhibi¢ni G proteiny [67].
Zavérem lze fici, Ze KOR receptory by mohly nalézt vyuZiti jako farmaceuticky cil v 1é€bé
riznych psychickych poruch. Z pohledu zavislosti a tolerance vlivem morfinu jsou

hlavnimi receptory zejména DOR a MOR.

2.6. Studium vazby receptor — ligand

Pokud studujeme receptory V izolovanych frakcich plasmatickych membran,
muizeme kvantitativné stanovit celkovy pocet receptori v daném preparatu a jejich
mnozstvi vztazeno na mg bilkoviny. Popularni experimentdlni metodou pro stanoveni
vazby receptor — ligand je vazba radioaktivné znaceného ligandu [6]. Saturacnim
vazebnym stanovenim zmétime mnoZstvi navazaného radioligandu po dosaZeni rovnovahy
Vv zavislosti na ménici se koncentraci radioligandu. Pfi jednobodovém stanoveni sledujeme
mnozsti vazebnych mist v preparatu pii jedné koncentraci radioligandu. Pro kvantitativni
studie se urcuje specificka vazba ligandu, kterd vyjadiuje schopnost vazat se na receptory
a afinitu latek k receptorim. Radioaktivné znaceny ligand soutézi s neznacenym ligandem
o aktivni misto na receptoru. Nespecifickd vazba je stanovena neznacenym ligandem a je

linearni funkci celkové vazby. Celkova vazba je souctem specifické vazby radioligandu
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na receptor a nespecifické vazby neznaceného ligandu viz Obr. ¢. 7. Predpoklada se,
ze nespecificka vazba je reverzibilni a neni saturovana [7].

Ptiprava vzorku v inkuba¢nim médiu a ptidani radioligandu se provadi optimalné
kolem 4°C, aby se zabranilo signalizaci a internalizaci receptor a predeslo se degradaci
biologického materidlu a struktur. Poté se teplota zvedne na fyziologickou teplotu 37°C
nebo na 30°C pouze na uréitou dobu, aby mohlo dojit k navdzani ligandu [7]. Vazebny
pokus je ukoncen filtraci a promyti vzorki ledové vychlazenym pufrem. Docili se tak
oddé€leni vazané a volné radioaktivity. Metoda stanoveni specifické vazby radioaktivné
znaceného ligandu nam tak stanovi vazebnou kapacitu, neboli maximalni pocet vazebnych

mist v biologickém preparatu a také afinitu ligandt k receptorim.

Saturaéni vazebna kiivka EGF
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Obr. ¢&. 7.: Vazba ligandu. Celkova vazba je soucet specifické a nespecifické vazby. Tato

data pochazeji z vazby epidermalniho rustového faktoru (EGF) v mysi. (Pfevzato z [7].)

Schéma rovnovahy, kterd plati pro reverzibilni reakci mezi volnym receptorem,

volnym ligandem a komplexem ligand-receptor Ize zapsat takto:

R+L K

F1LE
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Kde k¢ je konstanta asociace a k; je konstanta disociace. Chemickou rovnovahu lze vyjadrit
rovnovaznou disocia¢ni konstantou Ky = k/k;. Hodnota rovnovazné disocia¢ni konstanty
se pro rizné systémy pohybuje v rozmezi 102 M —10° M. Cim je rovnovazna disociacni
konstanta nizsi, tim ma ligand k receptoru vétsi afinitu [7]. Rovnovazna disociacni
konstanta je rovna koncentraci agonisty, pfi niz jsou receptory praveé z poloviny obsazeny.
Afinita je pak definovana jako —log (Kg) = log (1/ Ky) [6].

Vazba ligandu na receptor byva proces vétSinou exotermicky, tzn. AH® < 0 a je
fizen zpravidla pozitivni zménou entropie AS® > 0. Vlastnosti vazby ligandu na receptor
mohou byt silng ovlivnény pH a pfitomnosti iontl (napf. divalentnimi ionty jako Ca®",
Mg?* a Mn?") [7].

Existuji dvé zdkladni grafické zndzornéni saturaéniho vazebného experimentu.
Prvni zplsob grafického zndzornéni vazby znaceného radioligandu v receptorech je piimé
fitovani experimentalnich dat pomoci pocitacového programu. Saturaéni vazebna kiivka
nam poskytne informaci o hustoté receptord, afinit¢ a selektivit¢ ligandi. Asymptotou
K hyperbolické satura¢ni kiivce je hodnota Bnax Vazba ligandu na receptor je prakticky

analogicka rovnici Michaelise — Mentenové [70].

B .[F]
 Kg+[F]

B nam znaci koncentraci navazaného radioligandu, Bmax vyjadfuje maximalni pocet
vazebnych mist neboli vazebnou kapacitu a F je koncentrace volného radioligandu.
Mnozstvi navazaného radioligandu v jakémkoliv Case je dano pouze poltem receptord,
mnozstvim piidaného radioligandu a afinitou daného radioligandu Kk receptoru [70].
Druhy zpisob grafického zobrazeni vazby radioligandu v receptorech je Scatchardiv

vynos. Tento vynos je linearni transformaci dat ziskanych z vazebného experimentu [7].

[F]1+ K4

[F] Ks Ky

upravou dostaneme:

Vznikla pfimka ma smérnici (-1/ Kg), ze které ziskame disocia¢ni konstantu. Bmax je

vyjadiena jako prisecik s osou X [6].
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3. Cile prace

1. Stanoveni Cistoty postnuklearniho supernatantu a plasmatickych membran izolovanych

z kortexu potkana.

2. Studium vazby agonisty na p-opioidni receptory ve frakcich izolovanych z kortexu

potkana. Detekce a analyza mnozstvi receptorti v jednotlivych frakcich.

3. Studium vazby agonisty na J-opioidni receptory v plasmatickych membranach

izolovanych z kortexu potkana.

4. Studium vazby agonisty na «-opioidni receptory v plasmatickych membranach

ziskanych z kortexu potkana.
5. Imunodetekce 6- , p -, k-opioidnich receptort.

Protoze p-opioidni receptory hraji zdsadni roli ve fyziologickych G¢incich morfinu
(analgezie, tolerance, fyzicka zavislost) na organismus, je jim v této praci vénovana
nejvetsi pozornost. Detekce vazby agonisty p-opioidnich receptort v jednotlivych frakcich
ziskanych beéhem izolace plasmatickych membran byla provedena S cilem zjistit GspéSnost
metody izolace a zanalyzovat jednotlivé frakce z pohledu velikosti vazby. Dalim cilem
bylo studium vazby agonisty na p-opioidni receptory v plasmatickych membranach
kortexu potkana v beziontovém prostiedi a potencialni ovlivnéni této vazby v pfitomnosti
iontd. Pro uplny nahled fyziologickych zmén opioidnich receptort v kortexu
potkana byly nasledujici cile prace zaméteny také na studium vazby agonisti na o- i k-

opioidni receptory.
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4.Prakticka cast

4.1. Material a metody
4.1.1. Material

Chemikalie

[*H]ouabain, Perkin-Elmer, specificka radioaktivita 30 Ci/ mmol

[*H]DPDPE, Perkin-Elmer, specifické radioaktivita 45 Ci/ mmol

[PH]DAMGO, American Radiolabeled chemicals ARC, specificka aktivita

50 Ci/ mmol

[*H]U-69593, GE Healthcare Amersham, specificka aktivita 63 Ci/ mmol

Ouabain, Sigma

DPDPE TOCRIS, Bioscience

naloxon, Sigma

U-69593, Sigma

Scintilacni roztok Rotiszint EcoPlus, Carl Roth

Standard BSA, Sigma

Inkubaéni médium (50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl;, 5 mM NaH,PO,, pH = 7,4)
Promyvaci pufr (50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, pH =7,4)

Percoll®, Sigma

Folin-Cioccaltteau fenolové ¢inidlo, Sigma

Tris-HCI, STEM, EDTA, TE, TME, PMSF, Na,COs3, NaOH, vinan sodno-draselny,
CuSQq, Sigma a Fluka

tableta complete (koktail inhibitorti proteas), Rocher Diagnostic

Ethanol, Sigma

1 M NaCl, 25 mM CacCl,, 50 mM MgCl,

Standard SDS7B2 (26,6 — 180 kDa), Sigma

Gely Invitrogen NUPAGE® Novex 4-12% Bis- Tris Gel 1.0 mm, 10 well
(invitrogen, NP0321BOX)

Vzorkovy pufr 4x: 2,4 ml IM Tris-HCI, 1 ml glycerolu, 0,8 g SDS, 0,4 ml
merkaptoethanolu, 1 mg bromfenolové modfi, doplnit vodou do10 ml

Antioxidant NUPAGE® NPO0005, Invitrogen
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e MOPS SDS Running pufr 1x: 5,23 g MOPS, 3,03 g Tris, 0,5 g SDS, 0,15 g EDTA,
doplnit sterilni deoinizovanou vodou na 1000 ml, pH 7,7
e Laemmliho pufr 4x: 2,4 ml 1 M Tris- HCI, pH 6,8, 1 ml glycerolu, 0,8 g SDS, 0,8 ¢
DDT, 1 mg bromfenolové modfi, 10 ml deionizované vody, pH 6,8
e Pienosovy TGM pufr 4x: 15 g Tris, 14,4 g glycinu, 72 g SDS, 1000 ml methanolu,
doplnit destil. vodou do 5000 ml
e Blokovaci puft: 2,5 g suSené¢ho mlé¢ka, 50 ml TBS 1x, 50 ul Tween 20,
e Redici puft: 0,5 g susen¢ho mléka, 50 ml TBS 1x, 50 ul Tween 20,
e Promyvaci pufr: 600 ul Tween 20, 200 ml fedéné¢ho TBS pufru 1x
e Nitrocelul6zova membrana: Whatman Protran BA 83 (26 02 02495, Koneko)
e Primarni protilatka: DOR-1 (sc-7492), Santa Cruz
MOR-1 (sc-15310), Santa Cruz
KOR-1 (sc-9112), Santa Cruz
e Sckundarni protilatka: Donkey antirabbit IgG-HRP (NA934V), GE Healthcare UK
Donkey antigoat 1IgG-HRP (sc-2033), Santa Cruz
e Substrat s kienovou peroxidasou, SuperSignal® West DURA Chemiluminiscent

Substrate, Thermo Scientific Pierce

Pristroje

¢ Pistovy homogenizator teflon-sklo Elvehjm-Potter, B. Braun Biotech International

¢ Centrifuga Hettich Universal 320, Schoeller

e Ultracentrifuga Beckman Optima XL 100K, tthlovy rotor Ti 60, vykyvny rotor
SW 41

e Filtrovaci pfistroj Cell Harvestor, Brandel

e Tiepaci vodni lazeti, CSAV

o Spektrofotometr eppendorf BioPhotometer plus

e Aparatura pro diskontinualni elektroforézu XCell SureLock Mini-Cell EI0001,
Invitrogen

e Aparatura pro elektropienos (170-3930, Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer
Cell), BIO-RAD

¢ Vyvolavaci kazeta, Amersham Biosciences (Ap Czech)
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¢ Filmy Kodak 13 x 18 cm, 21-0001, Integros
¢ Vyvolavaci automat OPTIMAX X-Ray Film Processor, Optimax

Vzorky

Experimentalni material
o Kortexy potkanii usmrcenych dekapitaci v éterové narkdze, intramuskularné podavan
fyziologicky roztok, kontrolni zvifata (C)
o Kortexy potkanti usmrcenych dekapitaci v éterové narkdze, intramuskularné podavan

morfin (dlouhodobé adaptace) (M) (viz. Tab. ¢. 1)

Tab. ¢&. 1: Zvysujici se davky morfinu podavaného potkantim

Den Déavka morfinu
10 mg/ kg
10 mg/ kg
15 mg/ kg
15 mg/ kg
20 mg/ kg
20 mg/ kg
30 mg/ kg
30 mg/ kg
40 mg/ kg
50 mg/ kg

©| © N o g B W N

-
©

Vzorky byly zamrazeny v tekutém dusiku a uskladnény pii -80°C.
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4.1.2. Metody

4.1.2.1.Frakcionace buné¢ného homogenatu s pomoci diferen¢ni
centrifugace

Pouzité roztoky

Pufr STEM: 0,25 M sacharosa, 20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 3 mM MgCl,

na 500 ml: 42,8 g sacharosy, 10 ml 1 M Tris-HCI, 5 ml 100 mM EDTA, 15 ml 100 mM
MgCl,

Pufr TE: 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA

na 500 ml: 25 ml 1 M Tris-HCI, 5 ml 100 mM EDTA

PMSF 1 mM: 150 pl 200 mM PMSF, 30 ml pufru STEM

tableta complete: tableta rozpusténa v 1 ml destilované vody

30% Percoll, 100 ml: 39.81 ml Percoll, 110,19 ml pufru STEM

Pouzité pristroje

Pistovy homogenizator teflon-sklo Elvehjm-Potter, B. Braun Biotech International
Centrifuga Hettich Universal 320, Schoeller

Ultracentrifuga Beckman Optima XL 100K, thlovy rotor Ti 60, vykyvny rotor
SW 41

Pouzité vzorky

Kortexy potkani usmrcenych dekapitaci v éterové narkoze, intramuskularné podavan
fyziologicky roztok, kontrolni zvitata (C)

Kortexy potkand usmrcenych dekapitaci v éterové narkdze, intramuskularné podavéan

morfin (dlouhodobé adaptace) (M)

4.1.2.1.1. Priprava postnuklearniho supernatantu (PNS)

Rotor centrifugy Schoeller bylo nutné ptedchladit na 4°C. Prace probihala v ledové
tfisti. Ke vzorku kortexu (5 g vlhké vahy) v odmérném valci bylo pfidano 25 ml 1 mM
PMSF natedéného v pufru STEM (150 pl 200 mM PMSF, 30 ml pufru STEM a 500 pl

rozpusténé tablety complete), aby vysledna koncentrace homogenatu byla 20 %. Smés byla
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homogenizovana 6 minut v homogenizatoru teflon-sklo pfi teploté tajiciho ledu, aby se
zabranilo napénéni vzorku. Do dvou zkumavek byl pfeveden homogenat o objemu 12,5 ml
a centrifugovan na centrifuze Hettich Universal 320 pii 4 °C (7 minut, 1000 x g). Po
centrifugaci bylo odebrano 24 ml postnuklearniho supernatantu (PNS). Frakce PNS byla
zamrazena v kapalném dusiku a uskladnéna pii -80°C. V sedimentu (jaderné frakci)
ahomogenatu se stanovilo mnozstvi proteini podle Lowryho metody a [°H]DAMGO
vazba. V odebraném malém mnozstvi PNS byly také stanoveny proteiny a vazby

[*H]ouabainu a [PHIDAMGO (viz dale).

4.1.2.1.2. Izolace plasmatickych membran z kortexu potkana na
percollovém gradientu

Vsechny manipulace se vzorky byly provadény v ledové tfisti. Do Sesti kyvet bylo
pipetovano 20 ml 30 % Percollu (koloidni castice oxidu kfemicitého obalené polyvinyl
pyrrolidonem). Postnuklearni supernatant byl navrstven po 3 ml na Percoll v kyvetach.
Kyvety se ptedvazily a vlozily do vychlazeného uhlového rotoru Ti 60 (dvojice o stejné
hmotnosti naproti sob¢). Centrifugace probihala na ultracentrifuze Beckman pii 4°C (30
minut, 65 000 x g).

Po centrifugaci se vytvotily dvé frakce, viz Obr. ¢. 8 (str. 41). Supernatant nad
horni frakci se opatrn€ odsal, a z horni frakce (obsahujici plasmatické membrany) bylo
z kazdé kyvety odebrdno 6 ml do dvou odmérnych valct (celkem v kazdém valci byla
frakce o objemu 18 ml). K frakcim ve valcich bylo pfidano 54 ml pufru STEM (zfedéno
1:3). Smési se prevedly po 23 ml do kyvet a pfedvazenim se opét upravila hmotnost.
Centrifugace na ultracentrifuze Beckman probihala pti 4°C (90 minut, 180 000 X g).
Po centrifugaci byl odebran supernatant. Z gelovitého sedimentu Percollu se odpipetovala
vrstva obsahujici plasmatické membrany. Plasmatické membrany se resuspendovaly v 1 ml
20 mM TRIS-HCI (pH 7,5) a prevedly se do konickych zkumavek. Smés se zvortexovala
a ruéné¢ zhomogenizovala. Nakonec byla smés rozpipetovana po 250 pul
do mikrozkumavek, zamrazena v tekutém dusiku a uskladnéna pii -80°C. V odebraném
mnozstvi byly stanovovany proteiny podle Lowryho metody, [*H]ouabainové vazba, vazba
[*H]DPDPE, [*H]IDAMGO a [*H]U-69593 (viz dale).

Celkové schéma postupu frakcionace bunécného homogenatu a izolace

plasmatickych membran je znazornéno na Obr. ¢. 9 (str. 41).
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Beckman Ti60

J—
30 min
30 000 rpm
65 000xg

Obr. ¢. 8.: Izolace plasmatickych membran na percollovém gradientu. Horni frakce

obsahuje plasmatické membrany, dolni frakce pfedevsim mitochondrie. (Pievzato z [71])

Frakcionace bunééného homogenitu s pomoci diferenéni centrifugace
vanrek kortexu homogenizovan v pufraind smési (PMSF + STEM +completz)

|

HOMOGENAT cenfrifugovin 7 minut, 1000 x g, 4°C

POSINUKLEARNI SUPEENATANT SEDIMENT (JADFENA FRAKCE
centrifugovan 30 minut, 63000x g, 4°C

-~ ~

horni frakes — plasmaticlé membrany DOLNI FRAKCE — OBSAHUJICT MITOCHONDRIE
piidan pufr STEM,
cenfrifugovine 30 minut, 180000 = g_4 °C

|

z gelovitého sedimentu percollu byla odebrana vrstva obsahujici PLASMATICKE MEMERANY

Obr. €. 9.: Schéma frakcionace bunééného homogenatu popsané vyse.

4.1.2.2.Stanoveni proteini Lowryho metodou

Pouzité roztoky

Roztok A: 2% Na,CO3z+ 0.1 M NaOH

Roztok B: 2% Na, K — tartate(vinan sodno-draselny)
Roztok C: 1% CuSOQs,. 5 H,0
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Folinovo reagens Cerstvé natedéno 1:1 s H,O
Standard BSA: 1 mg/ ml
Pouzité pristroje

Spektrofotometr eppendorf BioPhotometer plus

Pouzité vzorky

homogenat, jaderny sediment, postnuklearni supernatant, dolni mitochondrialni frakce
a plasmatické membrany izolované z kortexu potkanti usmrcenych dekapitaci v éterové

narkoze, intramuskularné podavan fyziologicky roztok nebo morfin

Vzorky byly rozmrazeny pii teploté tajiciho ledu. Do deseti pfipravenych
zkumavek se napipetovalo mnozstvi standardu BSA a H,O podle Tab. ¢. 2. Do dalSich
zkumavek byly pipetovany piislusné vzorky, které se doplnily destilovanou vodou na
objem 500ul. Nasledné se do vSech zkumavek ptidalo 1,5 ml roztoku A + B+ C (25 ml A
+ 05 ml B + 05 ml C). Po inkubaci 10 — 15 min pii laboratorni teploté se
ve 30 s intervalech pipetovalo 150 pl Folinova reagens. Smés ve zkumavkéich byla

promichana. Po 30-ti minutové inkubaci se pfi laboratorni teplot¢ zméfila absorbance pii

720 nm.

Tab. €. 2: Schéma pipetovani kalibrac¢ni fady standardu BSA (1 mg/ ml) pii stanoveni

proteinit Lowryho metodou

C.std. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

BSA(ul) |0 10 20 30 40 50 75 100 150 | 200

H,O(ul) |500 |490 |480 |470 |460 |450 |425 |400 |350 |300

4.1.2.3.Stanoveni [*H]ouabainové vazby v postnuklearnim supernatantu
a plasmatickych membranach ve vzorcich kontrolnich zvirat

Pouzité roztoky

Inkubaéni médium: 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, 5 mM NaH,PO,4, pH = 7,4

Promyvaci pufr: 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, pH =7,4

Radioaktivné neznaceny ouabain: 0.01M ouabain nafedén desetkrat na koncentraci 1 mM
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[*H]ouabain: specificka radioaktivita 30 Ci/ mmol = 30. 2,22. 10* dpm = 66600 dpm

Scintila¢ni roztok Rotiszint EcoPlus, Carl Roth

Pouzité pristroje

Filtrovaci pfistroj Cell Harvestor, Brandel

Ttepaci vodni lazen, CSAV

Pouczité vzorky

Vzorek: postnuklearni supernatant, koncentrace bilkoviny 33,62 mg/ ml (PNS)

(davka 50 pl do 0.4 ml inkubaéniho objemu odpovidé 1,681 mg proteinu/ vzorek)

Vzorek: plasmatické membrany, koncentrace bilkoviny 2,374 mg/ ml (PM)

(davka 50 pul do 0.4 ml inkubaéniho objemu odpovida 0,1187 mg proteinu/ vzorek)

Vzorky postnuklearniho supernatantu a plasmatickych membran zSedé kury

mozkové potkana byly rozmrazeny a béhem pokusu uchovavany v ledové tristi.

Po napipetovani vzorkid a roztokl dle Tab. ¢. 3 (kontroly 2 zvoleny jako T3) nésledovala

90-ti minutova inkubace pii 37°C ve vodni lazni. Po promyti Cell Harvestoru ledové

vychlazenym promyvacim pufrem, byly vloZeny sklenéné filtry Whatman GF/ B a vzorky

po ukonceni inkubace piefiltrovany (oddéleni vazané a volné radioaktivity). Filtry ze Cell

Harvestoru byly vyjmuty a rozebrany do pfedem oznacenych scintilacnich zkumavek.

Tab. & 3: Pipetovaci schéma vzorkd pro stanoveni [*H]ouabainové vazby. Pro vzorky

kontrolnich potkanti a pro potkany, kterym bylo podavano morfin bylo vytvofené

samostatné schémata.

Vz. &. Ozn. Tk 1mM [*H]ouabain | izotopova

ouabain fada
(T1-T1o)

1 Kontr. 1 50 pul - - -

2 Bt10 50 ul - 350 pl T10

3 Bt9 50 pul - 350 ul T9

4 Bt8 50 ul - 350 ul T8

5 Bt7 50 pl - 350 ul T7

6 Bt6 50 pul - 350 ul T6

7 Bt5 50 pul - 350 pul T5

8 Bt4 50 pul - 350 pul T4

43



9 Bt3 50 ul - 350 pul T3
10 Bt2 50 ul - 350 pl T2
11 Btl 50 ul - 350 pl Tl
12 Kontr. 2 - - 350 ul T3
13 Kontr. 1 50 pl 5l - -
14 Nsp10 50 ul 5ul 350 pl T10
15 Nsp9 50 ul Sul 350 pul T9
16 Nsp8 50 ul 5ul 350 pl T8
17 Nsp7 50 ul 5ul 350 pl T7
18 Nsp6 50 ul Sul 350 pul T6
19 Nsp5 50 ul 5pul 350 pl T5
20 Nsp4 50 ul S5ul 350 pul T4
21 Nsp3 50 ul 5ul 350 pl T3
22 Nsp2 50 ul 5ul 350 pl T2
23 Nspl 50 ul S5ul 350 pul T1
24 Kontr. 2 - - 350 ul T3

Celkova radioaktivita vzorkt byla stanovena zizotopové koncentraéni fady
radioizotopu (T;-Typ) viz Tab. ¢. 4, napipetovaného do piipravenych scintilaénich

zkumavek se sklenénymi filtry GF/B.

Tab. ¢. 4: Izotopova koncentra¢ni fada radioaktivné znacené¢ho [3H]0uabainu, T1-T1o

T T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

c 37,7 (173 (800 (392 |17/4 |099 |089 |0,23 |0,17 |0,06
(nM)

Do vsech scintilaénich zkumavek bylo ptidano 5 ml scintilaéniho roztoku Rotiszint.
Radioaktivita vzorkii byla zméfena na scintilaénim beta-¢ita¢i odd. radiometrie FGU AV.

Doba méfeni vzorki byla 5 minut.

4.1.2.4.Stanoveni vazby [’H]DAMGO v plasmatickych membranach

Poutzité roztoky
Tris-HCI: 50 mM Tris-HCIl, pH=7,4
Promyvaci pufr: 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, pH =7,4

Naloxon: 0.001M naloxon nafedén na koncentraci 5. 10™* mM
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[PHIDAMGO: Specificka radioaktivita 50 Ci/ mmol = 50. 2,22. 10° dpm = 111000 dpm

Scintila¢ni roztok Rotiszint EcoPlus, Carl Roth

Pouzité pristroje
Filtrovaci pfistroj Cell Harvestor, Brandel

Ttepaci vodni lazen, CSAV

Pouczité vzorky

plasmatické membrany kontrolnich potkanti, koncentrace bilkoviny 13,2 mg/ ml (C)
plasmatické membrany potkanii ovlivnénych morfinem, koncentrace bilkoviny 11,0
mg/ ml (M)

Vzorky byly nafedény tak, aby davka 20 pl do 0,1 ml inkuba¢niho objemu odpovidala
120 pg proteinu.

Manipulace se vzorky probihala opét v ledové tfisti. Radioaktivné neznaceny
naloxon byl nafedén v destilované vod¢, vzorky membran byly fedény v 50 mM Tris-HCI
Postupné se pipetovala tkan a roztoky dle Tab. ¢. 5. Nasledné se provedla 60-ti minutova
inkubace pii 30°C ve vodni lazni. Filtry Whatman GF/B byly inkubovany 60 minut v

promyvacim pufru.

Tab. & 5: Pipetovaci schéma vazby [PH]DAMGO vV plasmatickych membranach. Vzorky
¢. 1-24 pipetovany nafedéné plasmatické membrany kontrolnich zvifat. Vzorky ¢. 25-48

pipetovany nafedéné plasmatické membrany izolované ze zvitrat ovlivnénych morfinem.

Vz. &. H,O Tkan 5. 10* mM | ["H]IDAMGO | izotopova

naloxon fada
(T1-T1o)

1(C) 30 ul 20 ul - 50 ul T10

2(C) 30 ul 20 pl - 50 pl T9

3(C) 30 ul 20 pl - 50 ul T8

4 (C) 30 ul 20 pl - 50 ul T7

5(C) 30 ul 20 ul - 50 ul T6

6 (C) 30 pl 20 pl - 50 ul T5

7(C) 30 ul 20 ul - 50 ul T4

8 (C) 30 ul 20 pl - 50 ul T3

9(C) 30 ul 20 pl - 50 ul T2
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10 (C) 30 ul 20 pl - 50 ul T1
11 (C) 30 ul 20 ul - 50 ul T1
12 (C) 30 ul 20 pl - 50 pl T1
13 (C) 20 ul 20 ul 10 ul 50 ul T10
14 (C) 20 ul 20 pl 10 pl 50 ul T9
15 (C) 20 ul 20 ul 10 pul 50 ul T8
16 (C) 20 pl 20 pl 10 pl 50 pl T7
17 (C) 20 ul 20 ul 10 ul 50 ul T6
18 (C) 20 ul 20 ul 10 ul 50 ul T5
19 (C) 20 pl 20 pl 10 pl 50 pl T4
20 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T3
21 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T2
22 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul Tl
23 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl Tl
24 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul T1
25 (M) 30 ul 20 ul - 50 ul T10
26 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T9
27 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T8
28 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T7
29 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T6
30 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T5
31 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T4
32 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T3
33 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T2
34 (M) 30 ul 20 ul - 50 ul T1
35 (M) 30 ul 20 pl - 50 ul T1
36 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T1
37 (M) 20 ul 20 ul 10 ul 50 pul T10
38 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul T9
39 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul T8
40 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul T7
41 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T6
42 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T5
43 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T4
44 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T3
45 (M) 20 ul 20 ul 10 ul 50 ul T2
46 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T1
47 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T1
48 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T1
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Celkova radioaktivita vzorki byla stanovena zizotopové koncentraéni fady
radioizotopu (T31-T1p) viz Tab. ¢&. 6, napipetovaného do pripravenych scintilaénich

zkumavek se sklenénymi filtry GF/B.

Tab. ¢. 6: Izotopova koncentracni fada radioaktivné znacené¢ho [3H]DAMGO, T1-T1o

T T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
c 674 |378 |18,7 |945 479 |247 |124 |062 (032 |0,17
(nM)

Cell Harvestor byl nejprve promyt ledové vychlazenym promyvacim pufrem,
a po ukonceni inkubace vzorkli byly vzorky na Cell Harvestoru piefiltrovany. Sklenéné
filtry Whatman GF/B se po filtraci vyjmuly a rozebraly do pfedem oznacenych
scintilacnich zkumavek. Do vSech scintilacnich zkumavek bylo pfiddno 5 ml scintila¢niho
roztoku. Radioaktivita vzorka byla zméfena na scintilaénim beta-¢itaci odd. radiometrie
FGU AV. Doba méfeni vzork byla 5 minut.

4.1.2.5.Stanoveni vazby [P(H]DAMGO v homogenatu, jaderném
Sedimentu, postnuklearnim supernatantu a dolni
mitochondrialni frakci

Pouzité roztoky

Tris-HCI: 50 mM Tris-HCIl, pH =7,4

Promyvaci pufr: 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, pH=7,4

Naloxon: 0.001M naloxon nafedén na koncentraci 5. 10 mM

[*H]IDAMGO: Specificka radioaktivita 50 Ci/ mmol = 50. 2,22. 10° dpm = 111000 dpm

Scintilacni roztok Rotiszint EcoPlus, Carl Roth
Pouzité pristroje

Filtrovaci pfistroj Cell Harvestor, Brandel

Ttepaci vodni lazen, CSAV
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Pouzité vzorky

Tab. & 7: Vzorky jednotlivych frakei pouzité pro stanoveni vazby [PH][DAMGO

Frakce Koncentrace bilkoviny
Homogenat C 26,7 mg/ ml
Homogenat M 29,8 mg/ ml
Jaderny sediment C 53,4 mg/ ml
Jaderny sediment M 58,2 mg/ ml
Postnukleadrni supernatant C 15,3 mg/ mi
Postnuklearni supernatant M 18,6 mg/ mi
Dolni mitochondrialni frakce C 7,23 mg/ ml
Dolni mitochondrialni frakce M 3,50 mg/ ml

Vzorky byly natedény, aby davka 20 pl do 0,1 ml inkubaéniho objemu odpovidala 120 pg

proteinu.

Jednotlivé frakce ziskané béhem izolace plasmatickych membran (Tab. ¢. 7) byly
nafedény v Tris-HCl na vyslednou koncentraci 6 mg/ ml. Neznaeny naloxon
pro stanoveni nespecifické vazby byl nafedén v destilované vod& na koncentraci 5. 10™
mM. Se vzorky se pracovalo opét v ledové tiisti. Dle pipetovaciho schéma (Tab. ¢. 8) byly
napipetovany pfisluSné vzorky. Nasledovala inkubace pii 30°C jednu hodinu. Filtry
Whatman GF/B byly inkubovany 60 minut v promyvacim pufru. Pracovalo se se stejnou
izotopovou  koncentrani  fadou radioaktivnd  znadeného [*H]DAMGO jako

u plasmatickych membran (viz. Tab. ¢. 6; str. 47).

Tab. & 8: Pipetovaci schéma vazby [PH]DAMGO V jednotlivych frakcich (viz Tab. &. 7).
Cisla 1-24 pipetovany vzorky z kontrolnich zvifat. Cisla 25-48 vzorky zvitat ovlivnénych

morfinem. Pro kazdou frakci bylo sestaveno samostatné pipetovaci schéma.

Vz. &. H,O Tkan 5. 10* mM | ’H]DAMGO | izotopova

naloxon rada
(T1-Tho)

1(C) 30 pl 20 pl - 50 pl T10

2 (C) 30 ul 20 ul - 50 pl T9

3(C) 30 ul 20 ul - 50 pl T8

4 (C) 30 ul 20 ul - 50 pl T7

5(C) 30 ul 20 ul - 50 ul T6
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6 (C) 30 ul 20 ul - 50 ul T5
7(C) 30 ul 20 ul - 50 ul T4
8 (C) 30 ul 20 ul - 50 pl T3
9(C) 30 ul 20 ul - 50 pl T2
10 (C) 30 ul 20 pl - 50 pl T1
11 (C) 30 ul 20 ul - 50 pul T1
12 (C) 30 ul 20 ul - 50 pul T1
13 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T10
14 (C) 20 pl 20 ul 10 pl 50 ul T9
15 (C) 20 ul 20 ul 10 ul 50 pul T8
16 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T7
17 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul T6
18 (C) 20 pl 20 pl 10 pl 50 ul T5
19 (C) 20 pl 20 pl 10 pl 50 ul T4
20 (C) 20 pul 20 pul 10 pl 50 pl T3
21 (C) 20 pl 20 pul 10 pl 50 pl T2
22 (C) 20 pul 20 pul 10 pl 50 pl T1
23 (C) 20 pl 20 pl 10 pl 50 ul Tl
24 (C) 20 pl 20 pl 10 pl 50 ul Tl
25 (M) 30 ul 20 ul - 50 ul T10
26 (M) 30 ul 20 pl - 50 ul T9
27 (M) 30 pl 20 ul - 50 pl T8
28 (M) 30 pl 20 ul - 50 pl T7
29 (M) 30 pl 20 ul - 50 pl T6
30 (M) 30 ul 20 pl - 50 ul T5
31 (M) 30 ul 20 pl - 50 ul T4
32 (M) 30 pl 20 ul - 50 pl T3
33 (M) 30 pl 20 ul - 50 pl T2
34 (M) 30 pl 20 ul - 50 pl T1
35 (M) 30 ul 20 pl - 50 ul Tl
36 (M) 30 ul 20 pl - 50 ul T1
37 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T10
38 (M) 20 pl 20 pul 10 pl 50 pul T9
39 (M) 20 pl 20 pl 10 pl 50 pul T8
40 (M) 20 pl 20 pul 10 pl 50 pl T7
41 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul T6
42 (M) 20 pl 20 pul 10 pl 50 pul TS5
43 (M) 20 pl 20 pl 10 pl 50 pul T4
44 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T3
45 (M) 20 ul 20 ul 10 ul 50 ul T2
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46 (M) 20 pl 20 pl 10 pl 50 ul T1
47 (M) 20 pl 20 ul 10 pl 50 ul T1
48 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl Tl

Filtrovaci pfiistroj Cell Harvestor byl promyt ledové vychlazenym promyvacim

pufrem a nasledn¢ byly filtrovany vzorky. Jednotlivé filtry byly rozebrany do scintilacnich

zkumavek a do kazdé této zkumavky bylo pfiddno 5 ml scintilatniho roztoku.

Radioaktivita vzorkd byla zméfena na scintilaénim beta-&ita¢i odd. radiometrie FGU AV.

Doba méfeni vzorki byla 5 minut.

4.1.2.6.Jednobodové stanoveni [P[H]DAMGO v plasmatickych
membranach

Pouzité roztoky

Tris-HCI: 50 mM Tris-HCIl, pH=7,4

1 M NaCl

25 mM CacCl,

50 mM MgCl,

Promyvaci pufr: 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, pH=7,4

Naloxon: 0.001M naloxon nafedén na koncentraci 5. 10™ mM

[PHIDAMGO: Specificka radioaktivita 50 Ci/ mmol = 50. 2,22. 10° dpm = 111000 dpm

Scintilacni roztok Rotiszint EcoPlus, Carl Roth
Pouzité pristroje
Filtrovaci pfistroj Cell Harvestor, Brandel

Ttepaci vodni lazen, CSAV

Pouzité vzorky

plasmatické membrany kontrolnich potkanti, koncentrace bilkoviny 13,2 mg/ ml (C)

plasmatické membrany potkanti ovlivnénych morfinem, koncentrace bilkoviny 11,0

mg/ ml (M)

Vzorky byly natedény, aby davka 20 pl do 0,1 ml inkuba¢niho objemu odpovidala 120 g

proteinu.
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Dle pipetovaciho schéma (Tab. ¢. 9) se napipetovaly vzorky a roztoky do zkumavek
pfipravenych Vv ledové tfisti. Nasledovala inkubace jednu hodinu pti 30°C. Filtry Whatman
GF/B byly opét inkubovany 60 minut v promyvacim pufru. Meéfeni probihalo
v piitomnosti celkové radioaktivity radioligandu 20 nM. Cést méfeni probihala po piidani

10 pl 1 M roztoku NaCl.

Tab. & 9: Pipetovaci schéma jednobodového stanoveni [PHIDAMGO v plasmatickych
membranach kontrolnich potkanti, analogicky bylo provedeno jednobodové stanoveni
u plasmatickych membran potkanti ovlivnénych morfinem. Koncentrace piidavanych
roztoki byly 25 mM CaCly; 50 mM MgCly; 1 M NaCl a 5. 10 mM naloxonu.

ZZ' NaCl | H,0 Tka 5. 10* mM | [PH]IDAMGO | ionty
naloxon 20 NM 10 ul

1 - 30 ul 20 ul - 50 pl -

2 - 30 ul 20 ul - 50 ul -

3 - 30 ul 20 ul - 50 ul -

4 - 30 ul 20 ul - 50 pl -

5 - 20 ul 20 ul - 50 ul ca’”

6 - 20 pl 20 pl - 50 ul Ca™*

7 - 20 ul 20 ul - 50 ul ca’”

8 - 20 ul 20 ul - 50 ul ca’

9 - 20 ul 20 ul - 50 ul Mg”*

10 |- 20 ul 20 ul - 50 ul Mg”*

1 |- 20 pl 20 ul - 50 ul Mg**

12 |- 20 ul 20 ul - 50 ul Mg**

13 |- 20 ul 20 ul 10 pul 50 pl -

14 |- 20 ul 20 ul 10 pul 50 pl -

15 |- 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl -

16 - 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul -

17 |- 10 pl 20 ul 10 pl 50 ul ca’”

18 |- 10 pl 20 ul 10 pl 50 ul ca®

19 |- 10 pl 20 ul 10 pl 50 ul Ca®*

20 |- 10 pl 20 ul 10 pl 50 ul Ca®*

21 |- 10 pl 20 ul 10 pl 50 ul Mg”*

22 |- 10 pl 20 ul 10 pl 50 ul Mg”*

23 |- 10 pl 20 pl 10 pl 50 pul Mg**

24 |- 10 pl 20 ul 10 pl 50 ul Mg




25 |[10ul  [20pl 20 ul - 50 pul -
26 |[10ul [20pl 20 ul - 50 pul -
27 10 pl 20 pl 20 pl - 50 ul -
28 10 pl 20 pl 20 pl - 50 ul -
29 |[10ul [10pl 20 pl - 50 pul Ca®
30 [10pl |10l 20 ul - 50 ul ca’”
31 [10pl |10l 20 ul - 50 ul ca’”
32 |10pl |10ul 20 pl - 50 ul Ca”*
33 [10pl |10ml 20 pl - 50 pl Mg~
34 |10pl | 10ul 20 pl - 50 pl Mg**
35 [10pul | 10pl 20 pl - 50 pl Mg~
36 [10ul | 10pl 20 pl - 50 pl Mg~
37 10 pl 10 pl 20 ul 10 pul 50 pl -
38 10 pl 10 pl 20 ul 10 pul 50 pl -
39 10 pl 10 pl 20 pul 10 pl 50 pl -
40 10 ul 10 pl 20 ul 10 pl 50 ul -
41 [10pl |- 20 ul 10 pl 50 ul ca’”
42 |1opl |- 20 ul 10 pl 50 ul ca’”
43 [10pl |- 20 ul 10 pl 50 ul ca’”
44 [10pl |- 20 ul 10 pl 50 ul ca’”
45 |[10pl |- 20 ul 10 pl 50 pl Mg
46 | 10pul |- 20 ul 10 pl 50 ul Mg”*
47 |1opl |- 20 ul 10 pl 50 ul Mg”*
48 |10l |- 20 ul 10 pl 50 ul Mg”*

Po inkubaci vzorkll a promyti filtrovaciho pfistroje byly vzorky ptefiltrovany, filtry
rozebrany do scintila¢nich zkumavek, pfidan scintila¢ni roztok a takto zpracované vzorky
byly zméfeny na scintilaénim beta-&ita¢i odd. radiometrie FGU AV. Doba méfeni vzorki

byla 5 minut.

4.1.2.7.Stanoveni vazby [’H]DPDPE v plasmatickych membranach
Pouzité roztoky

Pufr TME: 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM EDTA, pH=7,5

Pufr TE: 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH =7,6

Promyvaci pufr: 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, pH=7,4

Neznac¢eny DPDPE: 0.001M DPDPE natedén desetkrat na koncentraci 0,1 mM
[*H]DPDPE: Specificka radioaktivita 45 Ci/ mmol = 45. 2,22. 10° dpm = 99900 dpm
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Scintila¢ni roztok Rotiszint EcoPlus, Carl Roth

Pouzité pristroje
Filtrovaci pristroj Cell Harvestor, Brandel
Ttepaci vodni lazen, CSAV

Pouzité vzorky

plasmatické membrany kontrolnich potkanti, koncentrace bilkoviny 7,35 mg/ ml (izolace
dne 24.11. 2012) (C1)

plasmatické membrany potkanii ovlivnénych morfinem, koncentrace bilkoviny 5,35
mg/ ml (izolace dne 24.11. 2012) (M1)

plasmatické membrany kontrolnich potkanti, koncentrace bilkoviny 9,8 mg/ ml (izolace
dne 14.4. 2011) (C2)

plasmatické membrany potkanii ovlivnénych morfinem, koncentrace bilkoviny 10,0
mg/ ml (izolace dne 14.4. 2011) (M2)

Vzorky byly natedény, aby davka 20 pl do 0,1 ml inkubaéniho objemu odpovidala 120 pg

proteinu.

Manipulace se vzorky se provadéla opét v ledové tfisti. Radioaktivné neznaceny
DPDPE a pouzité vzorky byly natedény v TE pufru. Postupné se pipetovala tkan a roztoky
dle Tab. ¢. 10. Nasledné se vzorky nechaly inkubovat 60 minut pfi 30°C ve vodni lazni.
Filtry Whatman GF/B byly inkubovany 60 minut v TME pufru.

Tab. & 10: Pipetovaci schéma vazby [*H]DPDPE v plasmatickych membranach, &isla
vzorkll 1-24 membrany kontrolnich potkant, vzorky ¢. 25-48 membrany potkant

ovlivnénych morfinem.

Vz. ¢. H,O Tkan 0,1 mM [P'H]DPDPE | izotopova

DPDPE fada
(T1-T1o)

1(C) 30 ul 20 ul - 50 ul T10

2(C) 30 ul 20 pl - 50 ul T9

3(C) 30 ul 20 ul - 50 ul T8

4 (C) 30 ul 20 ul - 50 ul T7

5(C) 30 ul 20 pl - 50 ul T6

6 (C) 30 ul 20 pl - 50 ul T5

7(C) 30 ul 20 pl - 50 ul T4
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8 (C) 30 ul 20 ul - 50 ul T3
9(C) 30 ul 20 pl - 50 ul T2
10 (C) 30 ul 20 pl - 50 pl T1
11 (C) 30 ul 20 pl - 50 pl T1
12 (C) 30 ul 20 ul - 50 ul T1
13 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T10
14 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T9
15 (C) 20 ul 20 ul 10 ul 50 ul T8
16 (C) 20 ul 20 ul 10 ul 50 ul T7
17 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T6
18 (C) 20 pl 20 pl 10 pl 50 pl T5
19 (C) 20 pl 20 pl 10 pl 50 pl T4
20 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul T3
21 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T2
22 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T1
23 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul Tl
24 (C) 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul T1
25 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T10
26 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T9
27 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T8
28 (M) 30 ul 20 ul - 50 ul T7
29 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T6
30 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T5
31 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T4
32 (M) 30 ul 20 pl - 50 pl T3
33 (M) 30 ul 20 pl - 50 ul T2
34 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T1
35 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T1
36 (M) 30 ul 20 ul - 50 pl T1
37 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 ul T10
38 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T9
39 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T8
40 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T7
41 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T6
42 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T5
43 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T4
44 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T3
45 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T2
46 (M) 20 ul 20 pl 10 pl 50 pl T1
47 (M) 20 ul 20 ul 10 pl 50 pl T1




| 48 (M) 20 pl 20 pl 10 ul 50 pl T1

Celkova radioaktivita vzorkd byla stanovena zizotopové koncentra¢ni fady
radioizotopu (T1-T1p) viz Tab. ¢ 11, napipetovaného do pfipravenych scintilatnich

zkumavek se sklenénymi filtry GF/B.

Tab. €. 11: Izotopova koncentracni fada radioaktivné znaceného [SH]DPDPE, T1-T1o

T Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
c 573 (275 |138 |65 |336 |[158 |080 |041 |0,21 |0,10
(nM)

Cell Harvestor byl nejprve promyt ledové vychlazenym promyvacim pufrem,
a po inkubaci vzorkli byla provedena jejich filtrace. Sklenéné filtry Whatman GF/B se
po filtraci vyjmuly a rozebraly do piedem oznacenych scintilacnich zkumavek. Do vSech
scintila¢nich zkumavek bylo pfidano 5 ml scintilacniho roztoku. Radioaktivita vzorka byla
zméfena na scintilaénim beta-¢itadi odd. radiometrie FGU AV. Doba méfeni vzorkt byla 5

minut.

4.1.2.8.Jednobodové stanoveni [*H]U-69593 v plasmatickych
membranach

Pouzité roztoky

Tris-HCI: 50 mM Tris-HCIl, pH =7,4

25 mM CaCl,

50 mM MqgCl,

Promyvaci pufr: 50 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, pH =74

U-59693: neznaceny U-59693 natedén na koncentraci 5. 10 M

[*H]U-69593: Specificka radioaktivita 63 Ci/ mmol = 63. 2,22. 10° dpm = 139860 dpm

Scintila¢ni roztok Rotiszint EcoPlus, Carl Roth

Pouzité pristroje
Filtrovaci pfistroj Cell Harvestor, Brandel

Ttepaci vodni lazen, CSAV
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Pouzité vzorky

plasmatické membrany kontrolnich potkanti, koncentrace bilkoviny 13,2 mg/ ml (C)
plasmatické membrany potkanli ovlivnénych morfinem, koncentrace bilkoviny 11,0
mg/ ml (M)

Vzorky byly nafedény, aby davka 20 pl do 0,1 ml inkuba¢niho objemu odpovidala 120 ug
proteinu.

Postupovalo se obdobné¢ jako u jednobodového vazebného stanoveni [3H] DAMGO
(viz kapitola 4.1.2.6) v plasmatickych membranach. Vzorky a roztoky byly nafedény
a pipetovany v ledové tfisti. Inkubace byla opét pii 30°C 60 minut. Celkova radioaktivita
pouzitého radioligandu ¢inila 30 nM. Pipetovaci schéma bylo navrzeno podobné jako
U jednobodového stanoveni [3H]DAMGO V plasmatickych membranach ale pouze
bez nebo v pfitomnosti hofe¢natych iontt (Tab. ¢. 9; str. 51-52). Po piefiltrovani vzorkd
byla radioaktivita zachycena na filtrech opét zméfena na odd. radiometrie FGU AV. Doba

méteni vzorkl byla 5 minut.

4.1.2.9.Elektroforéza v prostiedi SDS a technika ,,Western blot* pro
detekci opioidnich receptori MOR, DOR a KOR v plasmatickych
membranach

Pouzité roztoky

Standard SDS7B2 (26.6 — 180 kDa), Sigma

Gely Invitrogen NUPAGE® Novex 4- 12% Bis- Tris Gel 1.0 mm, 10 well (invitrogen,
NP0321BOX)

Vzorkovy pufr 4x (1 dil SB : 3 dily vzorku): 2,4 ml 1M Tris-HCI, 1 ml glycerolu,

0,8 g SDS, 0,4 ml merkaptoethanolu, 1 mg bromfenolové modfi, doplnit vodou do 10 ml
Antioxidant NUPAGE® NPO0005, Invitrogen

MOPS SDS Running pufr 1x: 5,23 g MOPS, 3,03 g Tris, 0,5 g SDS, 0,15 g EDTA, doplnit
sterilni deoinizovanou vodou na 1000 ml, pH 7,7

Laemmliho pufr 4x: 2,4 ml 1 M Tris- HCI, pH 6,8, 1 ml glycerolu, 0,8 g SDS, 0,8 g DDT,

1 mg bromfenolové modii, 10 ml deionizované vody, pH 6,8
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Ptenosovy TGM pufr 4x: 15 g Tris, 14,4 g glycinu, 72 g SDS, 1000 ml methanolu, doplnit
destil. vodou do 5000 ml
Blokovaci puft: 2,5 g suSené¢ho mléka, 50 ml TBS 1x, 50 ul Tween 20,
Redici puft: 0,5 g susen¢ho mléka, 50 ml TBS 1x, 50 ul Tween 20,
Promyvaci pufr: 600 ul Tween 20, 200 ml fedéného TBS pufru 1x
Nitrocelul6zova membrana: Whatman Protran BA 83 (26 02 02495, Koneko)
Primarni protilatka: MOR-1 (sc-15310), Santa Cruz
DOR-1 (sc-7492), Santa Cruz
KOR-1 (sc-9112), Santa Cruz

Sekundarni protilatka: Donkey antirabbit IgG-HRP (NA934V), GE Healthcare UK Limited
Donkey antigoat 1gG-HRP (sc-2033), Santa Cruz

Substrat s kienovou peroxidasou, SuperSignal® West DURA Chemiluminiscent Substrate,

Thermo Scientific Pierce

Pouzité pristroje

Aparatura pro diskontinualni elektroforézu XCell SureLock Mini-Cell EI0001, Invitrogen

Aparatura pro prenos (170-3930, Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell), BIO-

RAD

Vyvolavaci kazeta, Amersham Biosciences (Ap Czech)

Filmy Kodak 13 x 18 cm, 21-0001, Integros

Vyvolavaci automat OPTIMAX X-Ray Film Processor, Optimax

Pouzité vzorky
plasmatické membrany kontrolnich potkanti, koncentrace bilkoviny 18,5 mg/ ml (C)
plasmatické membrany z potkani ovlivnénych morfinem, koncentrace bilkoviny 14,2

mg/ ml (M)

Tab. €. 12: Ptiprava vzorki pro elektroforézu v prostfedi SDS

vzorek plasmatické Vzorkovy pufr [ul] | destilovand voda [pl]
membrany [pl]

kontrolni (C) 13,5 25 61,5

morfinové (M) 17,6 25 57,4

nandSené mnozstvi 8 pul, 20 pg proteinu/ vzorek
Skla obsahujici komeréné pripravené gradientové gely, které se vyjmou z obalu a

vlozi do aparatury, kterd se nasledn¢ zalije MOPS SDS Running pufrem (nafedén
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desetkrat). Dale se pripravi vzorky dle Tab. ¢. 12, (str. 57) a smé&s vzorkt se necha zahtat
na 95°C po dobu tii minut. Standard a pfipravené vzorky se napipetuji do jamek geli a
spusti se elektroforéza pii konstantnim napéti 200 V piiblizné na 50-60 minut.

Po elektroforéze v prosttedi SDS nasleduje metoda tzv. prenosu proteint (z angl.
Western blot). Gely se vyjmou ze skel. V pienosovém pufru se uspoiada kazeta pro
»Western blot”, molitanové polstaiky, filtracni papiry, vyjmuté gely a nitroceluldozova
membrana. ,,Westernovy sendvic™ se vytvaii pod hladinou a bez vzduchovych bublinek.
Pfipravena kazeta se sendviem se vlozi do ptfenosové aparatury. Takto pfipravena
aparatura se zalije pfenosovym pufrem a spusti se pii konstantnim napéti 100V.
Elektroptenos proteinii probiha asi 60 minut.

Membrany se vyjmou ze sendvie, oplachnou se destilovanou vodou a nasleduje
hodinova inkubace v blokovacim pufru. Priméarni specifické protilatky se natedily
v fedicim pufru (primérni protilatka pro MOR a KOR 200 krat a pro DOR 400 krat).
Membrany se nechaly inkubovat pfes noc v nafedénych primarnich protilatkach. Poté se
opléachly destilovanou vodou a nasledovala tfikrat deseti-minutova inkubace v promyvacim
pufru. Natedily se sekundéarni protilatky a membrany se dale inkubovaly v sekundéarnich
protilatkach jednu hodinu. Po inkubaci se membrany oplachly opét destilovanou vodou
a promyvacim pufrem. Substrat s kienovou peroxidasou se nafedil dle ndvodu a nanesl se
na membrany. Substrat se nechal plsobit 1 minutu. Membrany byly zabaleny do folie
a upevnény ve vyvolavaci kazeté.

Vysledky imunodetekce byly vyvolany na filmy pomoci vyvoldvaciho automatu.
Membrany se inkubovaly s filmy vriznych casovych intervalech a byly vybrany

nejcitelnéjsi vysledky.
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4.2. Vysledky

4.2.1. Frakcionace bunéného homogenatu s pomoci diferen¢ni
centrifugace

Z bunécného homogenatu byl ziskdn postnuklearni supernatant, ze kterého se
izolovaly plasmatické membrany. Usp&$nost téchto postupi byla ovéfena zméfenim
[3H]ouabainové vazby v postnuklearnim supernatantu 1 plasmatickych membranach
u kontrolnich vzorkt a stanoveni tak ukazatele Cistoty preparatu.

Po zmé&feni specifické vazby radioligandu [*H]DAMGO vV jednotlivych frakcich
u vzorki kontrolnich potkanti i potkanti ovlivnénych morfinem lze stanovit u¢innost
izolace plasmatickych membran (viz Obr. ¢. 14; str. 67). Z hodnot maximalniho poctu
vazebnych mist Bpax jednotlivych frakci se stanovi mnozstvi receptori v kazdé frakei.

Vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.2.5. uvedené nize (Tab.¢. 19; str. 67).

4.2.2. Stanoveni proteini Lowryho metodou

Proteiny byly stanoveny po pfislusném natfedéni ve vzorcich paralelné ke vSem
probihajicim méfenim. Proteiny se stanovily vzdy v triplikétu.

Vysledky byly vyhodnoceny programem GraphPadPrizm. S pomoci nelinearni
regrese pro polynom 2. fadu y = ax® + bx + ¢ byl uren pribéh kalibracni kiivky,
ze kterého se stanovilo mnoZstvi proteini ve vSech vzorcich viz Tab. ¢. 13. Jednotlivé

hodnoty triplikat byly zprimérovany.

Tab. €. 13: Mnozstvi proteinti ve vzorcich. Stanoveni se provadélo v triplikatech.

mnozstvi (mg/ml) | mnozstvi (mg/ml)

Vzorek kontrolni morfinové

PNS pro ouabainovou vazbu 33,6 -
PM pro ouabainovou vazbu 2,37 -
PM pro vazbu DPDPE 4,02 6,28
PM pro vazbu DAMGO 5,53 5,59
PNS pro vazbu DAMGO 5,90 5,25
Homogenat pro vazbu DAMGO 4,77 4,29
Jaderny sediment pro vazbu DAMGO 4,21 4,28
Mitochondrialni frakce pro vazbu DAMGO 2,65 3,59
Jednobodové stanoveni DAMGO 5,76 6,23
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Jednobodové stanoveni U-69593 5,53 5,59

4.2.3. Stanoveni [*HJouabainové vazby v postnuklearnim supernatantu
a plasmatickych membranach

Z mé&fenych hodnot se vypocitala specifickd vazba radioligandu na receptory Bsp
a koncentrace volného radioligandu F.

Graficka znazornéni satura¢niho vazebného pokusu [*H]ouabainu je na Obr. &. 10;
str. 61. Saturac¢ni ktivka byla ziskana pfimym fitovanim dat programem GraphPadPrizm
(nelinearni regrese podle rovnice rektangularni hyperboly), ze Scatchardova vynosu se data
vypocitala linearni regresi. Podle saturacni vazebné kiivky ouabainu byl maximalni pocet
vazebnych mist u plasmatickych membran Bmax = 69,09 pmol/ mg a disocia¢ni konstanta
Kg = 33,18 nM viz Tab. ¢. 14. Podle Scatchardova vynosu byla vazebna kapacita
Vv plasmatickych membranach Bmax = 77,19 pmol/ mg a Ky = 41,89 nM. Ze satura¢ni
vazebné kiivky ouabainu v postnukledrnim supernatantu bylo zjisténo Bmax = 10,59
pmol/ mg a Kq = 67,46 nM. Podle Scatchardova vynosu Bpax 0dpovidalo 12,27 pmol/ mg
aKyg=81,84 nM. Rozdil v hodnotach saturacni vazebné kiivky postnuklearniho
supernatantu a Scatchardova vynosu byl pravdépodobné zplisoben vysokou koncentraci
bilkoviny ve vzorku. Z vysledkd na Obr. ¢. 10 (str. 6+) A lze pozorovat az sedmkrat vyssi
Cistotu u plasmatickych membran oproti postnuklearnimu supernatantu na zakladé

stanoveni [*H]ouabainové vazby jako ukazatele Cistoty preparatu.

Tab. & 14: Vyslednd vazebna kapacita a disociaéni konstanta vazby [*H]ouabainu
Vv plasmatickych membranach a postnuklearnim supernatantu. Vysledky reprezentuji jeden

saturacni pokus + SEM.

Vzorky Satura¢ni vazebna kiivka

plasmatické membrany Bmax = 69,09 =+ 3,71 pmol/ mg
Kq=33,18 £ 3,06 nM

postnuklearni supernatant | Bmax = 10,59 = 0,49 pmol/ mg
Kq=67,46 £ 0,14 nM
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Vazba [*H]ouabainu

A | B

304

20+

Bsp{pmol/ mg)

0.0
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0 10 20 30 40
B, (pmol/ mg)

F (nM)
Obr. & 10: Grafické znazornéni vazby [*H]ouabainu v plasmatickych membranach
izolovanych z kortext kontrolnich potkant. A) Satura¢ni vazebna kiivka. B) Scatchardiv
vynos. m Plasmatické membrany o Postnuklearni supernatant
Koncentrace [*H]ouabainu byla v rozp&ti 0,06-37,7 nM. Koncentrace neznaceného
ouabainu byla 1,25 . 10° M pro stanoveni nespecifické vazby. PNS 1,681 mg proteinu/
vzorek; PM 0,1187 mg proteinu/ vzorek.

Statistické vyhodnoceni pomoci Studentského t-testu ouabainové vazby stanovilo

tento narust jako vysoce signifikantni viz Tab. €. 15.

Tab. €. 15: Statistické vyhodnoceni [*H]ouabainové vazby v plasmatickych membranach

a postunklearnim supernatantu kontrolnich potkand.

typ vazby [*H]ouabain

PM PNS
Bmax (Pmol/ mg) 69,09 10,59
Kq (nM) 33,18 67,46
95% interval spolehlivosti pro Bpax 60,52-77,66 9,45-11,72
95% interval spolehlivosti pro Ky 26,13-40,23 57,24-77,69
t- test (neparovy) Bmax
P hodnota P < 0,001
signifikance signifikantni; ***
t- test (neparovy) Ky
P hodnota P <0,001
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| signifikance | signifikantni; *** |

4.2.4. Stanoveni vazby [’HIDAMGO v plasmatickych membranach

Z mé&fenych hodnot se stejné jako z vysledki s [*H]Jouabainem vypocitala Bsp
(specificka vazba radioligandu na receptory) a F (koncentrace volného radioligandu).

Analogicky se provedlo grafické znazornéni saturacni vazebné kiivky
[3H]DAMGO nebo Scatchardiv vynos viz Obr. €. 11. V Tab. €. 16 jsou zobrazeny ziskané

hodnoty maximélniho poc¢tu vazebnych mist Bmax a disociacni konstanty Kg.

Tab. & 16: Ziskané hodnoty vazebné kapacity a disociaéni konstanty vazby [*H]DAMGO
v plasmatickych membranach kontrolnich potkani a potkani ovlivnénych morfinem.

Vysledky reprezentuji pramér + SEM. Pokus byl provadén v duplikatu.

plasmatické membrany Satura¢ni vazebna kiivka

kontrolni vzorky Bmax = 0,0955 + 0,0031 pmol/ mg
Kq=3,83+0,47 nM

morfinové vzorky Bmax = 0,0784 + 0,0013 pmol/ mg
Ky=1,85+0,14 nM

Vazba [*H]DAMGO
0.10 0.05
0.09- A B
0.08- 0.044
~ 0.07-
£
=~ 0.067 w 0.034
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% 0.04- 0.02-
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0.02- 0.014
ooq!
OOO T T T T T T T OOO T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0.0000 0.0025 0.0050 0.0075 0.0100 0.0125
F (nM) Bgp (Pmol/ mg)

Obr. & 11: A) Saturaéni vazebna kiivka [PH]DAMGO v plasmatickych membranach
potkana. B) Scatchardiv vynos. m Plasmatické membrany z kortext potkant podavanym
morfin O Plasmatické membrany z kortexi kontrolnich potkanti. Koncentrace

[’H]IDAMGO byla v rozpéti 0,17-67,4 nM. Plasmatické membrany 120 pg proteinu/ assay.
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Neznageny naloxon 5. 10° M pro stanoveni nespecifické vazby. Vazebny pokus byl

provadén v duplikatu.

Vysledky popisuji signifikantni pokles vazebnych mist u plasmatickych membran
kortexi potkani ovlivnénych morfinem. Disocia¢ni konstanta morfinovych i kontrolnich

vzorkl se mirné lisi, tento rozdil je vSak nesignifikantni viz. Tab. ¢. 17.

Tab. & 17: Statistické vyhodnoceni vazby agonisty [PH]DAMGO v plasmatickych

membranach kontrolnich potkanti a plasmatickych membranach potkani ovlivnénych

morfinem.
typ vazby DAMGO

kontrolni morfinové
Bmax (pmol/ mg) 0,0955 0,0784
Kq (nM) 3,83 1,85
95% interval spolehlivosti
pro Bmax 0,0884-0,1027 0,0753-0,0815
95% interval spolehlivosti
pro Ky 2,75-4,90 1,54-2,16
t- test (neparovy) Bmax
P hodnota P <0,05
signifikance signifikantni; *
t- test (neparovy) Ky
P hodnota P>0,05
signifikance nesignifikantni

4.2.5. Stanoveni vazby ["HIDAMGO v homogenitu, jaderném
sedimentu, postnuklearnim supernatantu a dolni mitochondrialni
frakci

Opét se z méfeni vypocita specifickd vazebna kapacita B, a koncentrace volného
radioligandu F.

Na Obr. ¢. 12 (str. 64) jsou znazornéné saturacni vazebné kiivky vSech frakci
ziskanych pfti izolaci plasmatickych membran. Pro lep$i znazornéni jsou déale zobrazeny
grafy srovnani saturacnich vazebnych kiivek plasmatickych membran, postnuklearniho
supernatantu a dolni mitochondrialni frakce (Obr. ¢. 13, str. 66), tudiz frakce ziskané
pfedevsim z izolace plasmatickych membran na percollovém gradientu.
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V Tab. ¢. 18 jsou zobrazeny vysledné hodnoty Bmax & Ky, které byly ziskany ze saturac¢nich

vazebnych pokusti.

Vazba [*BH]DAMGO ve vsech frakcich

0.10
o CPM
0.09 = MPM
PM o CPNS
0.081 s MPNS
a CMIT
0.074
A MMIT
£ 0.06 v CSED
= v M SED
(@]
£ 0.05- o CHOM
= J ¢ MHOM
20,04 § SED
(2]
0.03- —3 HOM
¢ PNS
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Obr. ¢. 12: Saturacni kiivky vazby [3H]DAMGO ve vSech frakcich ziskanych béhem
frakcionace homogenatu a izolace plasmatickych membran. Koncentrace [*H]IDAMGO
byla v rozmezi 0,17-67,4 nM. Jednotlivé frakce obsahovaly vzdy 120 pg proteinu/ vzorek.
Neznadeny naloxon 5. 10° M pro stanoveni nespecifické vazby. M&feni probihalo

v duplikétu.

Tab. €. 18: Vysledné hodnoty maximalnich vazebnych mist a disociac¢nich konstant frakci

ziskanych béhem izolace. Hodnoty reprezentuji pramér + SEM. Pokus byl provadén

Vv duplikatu.

homogenat Saturacni vazebna kiivka

C Bmax = 0,0257 + 0,0009 pmol/ mg
Kgq=0,499 + 0,093 nM

M Bmax = 0,0314 + 0,0014 pmol/ mg
Kd = 1,058 + 0,233 nM
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jaderny sediment Saturacni vazebna kiivka

C Bmax = 0,0378 + 0,0012 pmol/ mg
Kq=0,909 £ 0,146 nM

M Bmax = 0,0464 + 0,0015 pmol/ mg
Kq=1,008 £ 0,156 nM

postnuklearni supernatant Satura¢ni vazebna kiivka

C Bmax = 0,0256 + 0,0004 pmol/ mg
Kd =0,811 + 0,067 nM

M Bmax =0,0284 + 0,0013 pmol/ mg
Kd=1,541 + 0,318 nM

MIT Satura¢ni vazebna kiivka

C Bmax = 0,0137 + 0,0010 pmol/ mg
Kd =16,82 + 3,19 nM

M Bmax = 0,0048 + 0,0002 pmol/ mg

Kd =9,33+ 1,39 nM

Na Obr. €. 13 (str. 66) je znazornén jasny rozdil mezi vazbou agonisty na MOR
receptory Vv plasmatickych membrénach oproti ostatnim frakcim ziskanych ze vzorkl

kontrolnich zvitat a zvifat ovlivnénych morfinem.
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Vazba [*'H]DAMGO PM, PNS, MIT
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Obr. & 13: Saturaéni vazebnad kiivka vazby [PHJDAMGO A) v plasmatickych
membranach a postnukledrnim supernatantu. B) v plasmatickych membranach,
postnukledrnim supernatantu a dolni mitochondridlni frakci. Koncentrace [3H]DAMGO
byla v rozmezi 0,17-67,4 nM. Jednotlivé frakce obsahovaly vzdy 120 pg proteinu/ vzorek.
Neznaeny naloxon 5. 10° M pro stanoveni nespecifické vazby. Me&keni probihalo

Vv duplikatu.

Z vysledkli je zfejmé, ze izolace plasmatickych membran je nezanedbatelnym
a dilezitym krokem ve studiu vazeb radioligandii na receptory. Ze ziskanych hodnot
maximalni vazebné kapacity a zastoupeni proteini ve frakcich lze urcit mnoZstvi receptorii
Vv téchto frakcich. V Tab. ¢. 19 (str. 67) jsou znazornéna procentualni zastoupeni receptorti

vztazend na mnozstvi bilkoviny ve frakci.
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Tab. €. 19: Procentualni mnozstvi receptorti v jednotlivych frakcich.

HOM |SED PNS SED + PNS
CTR 100%| 88,30%| 39,90% 128,20%
MOR 100%| 82,40%| 40,30% 122,70%

PNS PM MITO |PM+ MITO
CTR 100%] 103,50%| 0,72% 104,22%
MOR 100%| 49,90%| 0,22% 50,12%

Na obrazku ¢. 14 je graficky znazornéno celkové mnozstvi receptort v jednotlivych
frakcich. Na ose x je vyneseno mnozstvi proteini v mg a na 0se y maximalni vazebna
kapacita vyjadiena v pmolech ziskana ze satura¢nich pokusi jednotlivych frakei viz Obr. €.
12 (str. 64). Vyssi mnozstvi maximalni vazby vyjadiené v pmolech v homogenatu a
sedimentu odpovida vysSimu mnozstvi bilkoviny v téchto frakcich oproti plasmatickym
membrandm. Jaderny sediment po dikladné centrifugaci mize obsahovat fragmenty

plasmatickych membran, nezhomogenizované bunky, kousky tkan¢ a jadra.

Celkové mnozstvi receptoru v ruznych frakcich

175 A

20

-
(4]
|

IS
(=)
|
Bmax (pmol)
-
?

=71 wiT PM PNS SED HOM MIT PM PNS SED HOM
0.0 0

2,88 59,40 21420 32040 534,00 3,5 50,4 279 349,2 625,8
protein (mg) protein (mg)

Obr. ¢&. 14: Mnozstvi receptori ve frakcich vyjadfené jako pmol [*H]DAMGO. Hodnoty
maximalni vazebné kapacity byly vypocteny ze saturacnich pokust v jednotlivych frakcich

viz Obr. ¢. 12. A) vzorky kontrolnich potkanti. B) vzorky potkanti podavanym morfin.
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4.2.6. Jednobodové stanoveni [P[H]DAMGO v plasmatickych
membranach
Pro podrobngjsi studium vazby [PH]DAMGO v plasmatickych membranach bylo
provedeno jednobodové stanoveni [PHIDAMGO. Pracovalo se pouze pii jedné koncentraci
radioligandu, 20 nM. Experiment se provadél také za piitomnosti riznych iontd. V Tab.

¢. 20 jsou hodnoty specifické vazby radioligandu Bsp zprimérované ze ¢ty méfeni.

Tab. ¢ 20: Primérné hodnoty Bg, ziskané zjednobodového vazebného stanoveni
[PHIDAMGO v plasmatickych membranach. Koncentrace radioligandu byla 20 nM.
Vysledna koncentrace roztoku byla 2,5 mM CaCly, 5 mM MgCl; 100 mM NaCl. Vysledky

reprezentuji praimér = SEM, pokus byl provadén v tetraplikatu.

PM _ Ca2+ Mgz+ _ Ca2+ Mgz+
+NaCl + NaCl + NaCl
C 0,0659+ | 0,0495+ | 0,0658+ | 0,0672+ | 0,0533+ | 0,0702 =+
Bsp 0,0026 0,0011 0,0027 0,0021 0,0016 0,0023
(pmol/ mg)
M 0,0699+ | 0,0692+ | 0,0686+ | 0,0685+ | 0,0651+ | 0,0717 =+
Bsp 0,0011 0,0019 0,0021 0,0012 0,0028 0,0024
(pmol/ mg)
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Obr. & 15: Jednobodové stanoveni [PH]DAMGO vazby v plasmatickych membranach

kontrolnich potkani a potkand ovlivnénych morfinem. A) vlevo vzorky kontrolnich

potkanti, vpravo vzorky potkanti ovlivnénych morfinem B) + NaCl, vlevo vzorky

kontrolnich potkand, vpravo vzorky potkanti ovlivnénych morfinem. Koncentrace

[3H]DAMGO byla 20 nM. 100 mM NaCl; 2,5 mM CaCl,; 5 mM MgCl,. PM obsahovaly

120 pg proteinu/ vzorek. Méteni se provadélo v tetraplikatu.

Na Obr. ¢. 15 je zndzornéno inhibiéni plsobeni vépenatych iontl na kontrolni

vzorky plasmatickych membran. Ze statistického vyhodnoceni Studentského t-testu
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vyplyvéa, Ze pokles vazby u kontrolnich plasmatickych membran je signifikantni.
Ve vzorcich M je toto inhibi¢ni piisobeni vapniku na vazbu agonisty odstranéno.
(Tab. ¢. 21)

Tab. & 21: Statistické vysledky vypodtené z jednobodového stanoveni [PHIDAMGO.

typ vazby jednobodové stanoveni DAMGO
C M C+Ca® |[M+Ca® |C+Mg” |M+ Mg*
B (pmol/ mg) 0.0659| 0.0699| 0.0495| 0.0692| 0.0658 0.0686

t- test (neparovy)
P hodnota P>0,05 P<0,01 P>0,05
signifikance nesignifikantni signifikantni; ** nesignifikantni

4.2.7. Stanoveni vazby [*H]DPDPE v plasmatickych membranach

Z naméfenych hodnot se vypocitala specifickd vazba radioligandu Bgp
akoncentrace volného radioligandu F (obdobn& jako u vazby [*H]ouabainu
a [PH]DAMGO). Méfeni se provadélo na riiznych membranach. C1 a M1 jsou plasmatické
membrany izolované 24.11. 2012 a plasmatické membrany C2 a M2 jsou izolované 14.4.

2011.

Grafické znazorndni vazby [*H]DPDPE na DOR receptory Vv plasmatickych
membranach pomoci programu GraphPadPrizm je na Obr. ¢. 16; str. 71. Vypocitané

hodnoty vazebné kapacity a disociani konstanty pro jednotlivé preparaty jsou uvedeny

v Tab. ¢. 22.

Tab. & 22: Vysledné hodnoty vazebné kapacity a disociaéni konstanty vazby [°*H]DPDPE
V plasmatickych membrénach kontrolnich potkani a potkant ovlivnénych morfinem.

Hodnoty reprezentuji prumér + SEM. Pokus byl provadén v duplikatu.

plasmatické membrany Satura¢ni vazebna kiivka

C124.11. 2012 Bmax = 0,0811 + 0,0080 pmol/ mg
Kg=3,13+1,13nM

M1 24.11. 2012 Bmax = 0,1292 + 0,0050 pmol/ mg
Kq = 3,56 + 0,46 nM
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Bmax =0,0762 + 0,0033 pmol/ mg

C214.4.2011
Kd =4,28 + 0,65 nM
M2 14.4. 2011 Bmax = 0,0962 + 0,0049 pmol/ mg
Kd=5,17 +£ 0,89 nM
Vazba [(H]DPDPE; razné plasmatické membrany
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Obr. ¢&. 16: Grafické znazornéni vazby [*H]DPDPE v plasmatickych membranach. A), B)
Saturacni vazebna kiivka a Scatchardiiv vynos membran C1 a M1 izolovanych 25.11.
2012. C), D) Saturacni vazebna kfivka a Scatchardiv vynos membran C2 a M2
izolovanych 14.4. 2011. m Plasmatické membrany z kortexd potkanti podavanym morfin o
Plasmatické membréany z kortexéi kontrolnich potkant. Koncentrace [*H]DPDPE byla
v rozpéti 0,1-57,4 nM. Koncentrace neznaceného DPDPE byla 0,1 mM pro stanoveni

nespecifické vazby. Koncentrace PM byla 120 mg proteinu/ vzorek. Vazebny pokus se

0.050  0.075
B (pmol/ mg)

provadél v duplikatu.
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Po zprimérovani ziskanych hodnot zriznych plasmatickych membran byl
Studentskym t-testem vyhodnocen narist vazby agonisty u morfinovych vzorkd jako

signifikantni, hodnota disocia¢ni konstanty se nezmeénila (viz Tab. ¢. 23).

Tab. & 23: Statistické vyhodnoceni vazby [*H]DPDPE v plasmatickych membranach
kontrolnich potkant a potkani podavanym morfin. Statistika byla provedena
ze zprimérovanych hodnot ziskanych ze saturacnich pokusi plasmatickych membran

izolovanych 25.11. 2012 i 14.4. 2011.

typ vazby [*H]DPDPE
CPM M PM
Bmax (pmol/ mg) 0,0787 0,1127
Kg (NM) 3,71 4,37
95% interval spolehlivosti pro
Bmax 0,0622-0,1001  |0,0849-0,1410
95% interval spolehlivosti pro
Ky 2,78-5,81 2,49-7,21
t- test (neparovy) Bmax
P hodnota P <0,05
signifikance signifikantni; *
t- test (neparovy) Ky
P hodnota P>0,05
signifikance nesignifikantni

4.2.8. Jednobodové stanoveni [*H]U-69593 v plasmatickych
membranach

Stejné provedeni jako u jednobodového stanoveni [PHIDAMGO bylo pouzito
i pro toto stanoveni. Rozdil byl v tom, ze méfeni probihalo pouze bez a za piitomnosti
hotegnatych iontd pii koncentraci 30 nM radioligandu [*H]U-69593. Vysledné hodnoty se
vynesly do sloupcového grafu viz Obr. €. 17, str. 73. V grafu jsou zobrazeny vysledky bez
iontl 1 vysledky v pfitomnosti hotfecnatych iontd. V Tab. ¢. 24; str. 73 jsou pak znazornény
pramérné hodnoty specifické vazby radioligandu [3H]U-69593 v plasmatickych

membranach kontrolnich potkani i potkanti ovlivnénych morfinem.
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Jednobodové stanoveni [?BH]U-69593
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Obr. & 17: Jednobodové stanoveni vazby [PH]JU-69593 v plasmatickych membranach
kontrolnich potkanti a potkani ovlivnénych morfinem. Prvni dva sloupce jsou bez
pfitomnosti iontl, druhé dva sloupce jsou v pfitomnosti hotfecnatych iontl. Svétlejsi barva
jsou vzorky kontrolnich potkant, tmavsi barvy jsou vzorky izolované z kortexti potkant
ovlivnénych morfinem. Koncentrace radioligandu [*H]U-69593 byla 30 nM. Vysledna
koncentrace pouzitého roztoku MgCl, byla 5 mM. Koncentrace neznaceného U-69593
byla 5. 10° M pro stanoveni nespecifické vazby. Kazdé méfeni bylo provedeno

Vv hexaplikatu.

Tab. €. 24: Primérné hodnoty specifické vazby agonisty KOR receptorti v kontrolnich
a morfinovych vzorcich plasmatickych membranach bez a v pfitomnosti hofecnatych
iontl. Pokus byl provadén v hexaplikdtu pro beziontové prostiedi i pro stanoveni

Vv pfitomnosti hote¢natych iontd. Vysledky reprezentuji pramér + SEM.

PM - Mg~

C 0,133 + 0,008 0,095 + 0,005

M 0,150 + 0,006 0,135 + 0,005

(pmol/ mg)
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Z pohledu statistiky je narGst vazby u morfinovych vzorkl signifikantni

a v prostiedi hofecnatych iontl je tento narist jesté zvysen. (Tab. ¢. 25)

Tab. €. 25: Statistické vyhodnoceni jednobodového testu [3H]U-69593 v plasmatickych

membranéch z kontrolnich potkanii a potkant, kterym byl poddvan morfin.

typ vazhy jednobodové stanoveni [*H]U-69593

C M C + Mg?* M + Mg
Bsp (pmol/ mg) 0.133 0.15 0.095 0.135
t- test (neparovy)
P hodnota P <0,05 P <0,001
signifikance signifikantni; * signifikantni; ***

4.2.9. Elektroforéza v prostiedi SDS a technika ,,Western blot* pro
detekci opioidnich receptoriit MOR, DOR a KOR v plasmatickych
membranach

Po provedeni vyse popsaného postupu (kapitola 4.1.2.9; str. 56) byly ziskané filmy
vyhodnoceny pomoci programu Aida Image Analyzer. Ciselné hodnoty se déle zpracovaly

v programu GraphPadPrizm. Grafickym znazornénim jsou sloupcové grafy

S procentudlnim zastoupenim receptort MOR, DOR a KOR v plasmatickych membranéch.

Na Obr. ¢. 18 (str. 75) jsou zobrazeny prouzky ziskané elektroforézou v prosttedi SDS a

naslednym elektropienosem proteint (,,Western blot). Dale je zobrazen graf pro p-

opioidni receptory.
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Obr. ¢. 18: Imunodetekce MOR receptortt v kontrolnich a morfinovych vzorcich
plasmatickych membran. A) experimentalné ziskané prouzky, prouzky 2-5 jsou vzorky
plasmatickych membran kontrolnich zvifat, 6-9 jsou vzorky izolované z potkanu
podavanym morfin. B) vysledny graf procentualniho zastoupeni MOR receptori ve
vzorcich. Bily sloupec predstavuje kontrolni vzorky, ¢erny sloupec morfinové vzorky.

Meéfieni se provadélo v tetraplikatu.

Na nasledujicim obrazku (Obr. ¢. 19; str. 76) jsou zobrazeny vysledky
imunodetekce DOR receptorti. Analogicky nejprve jsou zobrazeny prouzky z filmu a dale
nasleduje graf vyjadfujici procentudlni zastoupeni receptori v plasmatickych

membranach kontrolnich potkani i potkanti ovlivnénych morfinem.
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Obr. ¢ 19: Imunodetekce DOR receptort ve vzorcich plasmatickych membran
kontrolnich potkanii a potkant ovlivnénych morfinem. A) experimentalné ziskané
prouzky, prouzky 2-5 jsou kontrolni vzorky, 6-9 jsou morfinové vzorky. B) vysledny graf
S procentudlnim zastoupenim mnoZstvi receptorti v kontrolnich a morfinovych vzorcich.
Bily sloupec vyjadifuje kontrolni vzorky, ¢erny sloupec morfinové vzorky. Méfeni se

provadélo v tetraplikatu.

Posledni obrazek znazornuje KOR receptory (Obr. ¢. 20; str. 77) opét stejnym
zpusobem. Prvni byla provedena elektroforéza v prostiedi SDS, nasledoval pienos proteinii
technikou ,,Western blot” a ptfeneseni vysledku na film pomoci vyvolavaciho pfistroje.
Jednotlivé prouzky se vyhodnotily v pfislusném pocitacovém programu a vytvoril se

nasledujici sloupcovy graf.
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Obr. €. 20: Imunodetekce KOR receptori v kontrolnich a morfinovych vzorcich ziskanych
Z kontrolnich zvifat a zvifat podavanym morfin. A) experimentalni prouzky, prouzky 2-5
kontrolni vzorky, prouzky 6-9 jsou morfinové vzorky. B) vysledny graf procentuédlniho
zastoupeni KOR receptori v plasmatickych membranach kontrolnich a morfinovych
vzorkt. Bily sloupec kontrolni vzorky, cerny sloupec morfinové zorky. Meéfeni se

provadélo v tetraplikatu.

4.2.10. Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky z vySe uvedenych experimentd byly statisticky zpracovany. Byl
proveden Studentsky t-test a bylo ovéreno, které rozdily jsou signifikantni. Dale byl
uveden interval spolehlivosti 95 % pro vazebnou kapacitu a disociacni konstantu viz Tab.
¢. 26; str. 78, kde jsou statisticky zpracované vysledky saturacnich vazeb. U satura¢ni
vazby radioligandu DPDPE se vysledky z obou izolovanych membran zprimérovaly.

Tab.¢. 27, str. 78  zobrazuje signifikanci pro jednobodové stanoveni V riznych
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prostiedich. Z jednobodového stanoveni DAMGO nejsou v Tab. ¢. 27 uvedeny vysledky

v prostiedi v NaCl, protoze se tém¢ét neliSily od vysledktl v prostfedi bez chloridu sodného.

V posledni Tab. €. 28; str. 79 je uvedeno statistick¢ vyhodnoceni imunodetekce opioidnich

receptorit MOR, DOR a KOR.

Tab. €. 26: Statistické vysledky pro saturacni vazby radioligandt

typ vazby [*H]ouabain [*HIDAMGO [*H]DPDPE (pramér)
PM PNS C PM MPM (CPM M PM

Bmax (pmol/ mg) 69,09 10,59 0,0955 0,0784 0,0787 0,1127

Kg (M) 33,18 67,46 3,83 1,85 3,71 4,37

95% interval

spolehlivosti pro 60,52- | 9,446- 0,0884- 0,0753- (0,0622- |0,0849-

Bmax 77,66 11,72 0,1027 0,0815 ]0,1001 0,1410

95% interval

spolehlivosti pro 26,13- 57,24-

Ky 40,23 77,69 2,75-490 | 1,54-2,16 |2,78-5,81 |2,49-7,21

t- test (neparovy) Bmax Brmax Bmax

P hodnota P < 0,001 P<0,05 P < 0,05

signifikance signifikantni; *** signifikantni; * signifikantni; *

t- test (neparovy) Kqg Ky Ky

P hodnota P < 0,001 P>0,05 P > 0,05

signifikance signifikantni; *** nesignifikantni nesignifikantni

Tab. €. 27: Statistické vysledky jednobodovych vazebnych stanoveni radioligandt

jednobodové stanoveni
typ vazby jednobodové stanoveni [PH]DAMGO [*H]U-69593
C+ M + C+ M + C+ M +
C M Ca2+ Ca2+ Mgz+ Mg2+ C M Mgz+ Mg2+
Bs
(pFnoI/ mg) |0.0659|0.0699|0.0495| 0.0692|0.0658|0.0686 | 0.133| 0.15| 0.095|0.135
t- test
(neparovy)
P hodnota P >0,05 P<0,01 P> 0,05 P < 0,05 P < 0,001
signifikantni; signifikantni; | signifikantni;
signifikance | nesignifikantni ** nesignifikantni * il
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Tab. ¢. 28: Statistické vyhodnoceni vysledkt z imunodetekce MOR, DOR, KOR receptort

typ vazby MOR DOR KOR

M C M M
Bsp (%) 100 % 99 % 100 % 98 % 100 % 99 %
t- test (neparovy)
P hodnota P>0,05 P>0,05 P>0,05
signifikance nesignifikantni nesignifikantni nesignifikantni
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5. Diskuze

Pfirodni alkaloid morfin se vaze na opioidni receptory spolecné s dalSimi
exogennimi a endogennimi opioidy. Silné analgetické U€inky morfinu jsou v mediciné
cennym nastrojem pii [écbé bolesti. Bohuzel vznik tolerance a silnd zavislost na tomto
alkaloidu je problémem, ktery vyzaduje dal$i studium. Doposud nebyla nalezena takova
latka, ktera by méla tak silné analgetické ucinky jako morfin, ale zaroven by nevyvolavala
zavislost. Soucasny vyzkum se zaméfil zejména na p-opioidni receptory, které
zprostfedkovavaji hlavni fyziologické ucinky morfinu a hraji roli v rozvijeni zavislosti
nadroze [41, 42]. Proto i tato prace se zabyvala piedevS§im p-opioidnimi receptory
a vazbou agonisty DAMGO pravé na tyto receptory.

Po desetidenni aplikaci morfia potkantim, byly izolovany plasmatické membrany
kortexu potkana z biologického materidlu. Ve studii [5] byly studovany rizné typy izolaci
plasmatickych membran. Izolace v pfitomnosti neiontového detergentu Triton X100
zpusobila kompletni inhibici agonistou stimulované GTPasové aktivity a vazby GTPyS.
Membrany ziskané bez pfitomnosti detergenti vykazovaly vyssi aktivitu a bylo
pozorovano spiazeni receptoru s G proteinem [5]. Proto byl pro izolaci zvolen percollovy
gradient a nepouzil se neiontovy detergent Triton X100, ktery by mohl naruS§it membrany
a domény citlivé k detergentiim. Také nebyl aplikovan ultrazvuk.

Po uspésné izolaci plasmatickych membran  byla stanovena jejich Cistota
V pfitomnosti triciem znaceného ouabainu. Ouabain je glykosid, ktery se fadi mezi
kardiotonické derivaty [72]. Tento srde¢ni glykosid je inhibitorem pumpy Na'/K*ATPasy.
Sodno-draselna pumpa je hojné zastoupend v plasmatickych membranach, a proto
stanoveni vazby radioaktivn¢é znaceného ouabainu poskytuje informace o Cistot¢ membran.
M¢éifeni ouabainové vazby se provadélo v izolovanych plasmatickych membranach
I v postnuklearnim supernatantu kontrolnich vzorkl, aby se porovnala Cistota v obou
preparatech. Vysledky 4.2.3. jasné ukazuji, Ze ve vzorcich plasmatickych membran je
ouabainova vazba vyrazné vyssi oproti postnuklearnimu supernatantu. Z téchto vysledka
vyplyva, ze preparat plasmatickych membran je téméf sedmkrat Cistsi (***, P < 0,001) nez
postnuklearni supernatant vzhledem k velikosti vazby specifického ukazatele Ccistoty.

Izolace plasmatickych membran z postnukledrniho supernatantu je tedy podstatnym
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krokem k ziskani ¢istého preparatu pro nasledujici studium vazeb radioligandd na opioidni
receptory.

Nasledujici ¢ast prace byla zaméfena na p-opioidni receptory a sledovani vazby
agonisty [PH]JDAMGO v plasmatickych membranach kontrolnich potkanti a potkand
podavanym morfin v beziontovém prostfedi. U satura¢ni vazebné kiivky byl pozorovan
pokles maximalniho poctu vazebnych mist v morfinovych vzorcich oproti kontrolnim.
Toto snizeni vazby u morfinovych vzorkt bylo stanoveno jako pokles na 82 % oproti
kontrolam (100 %). Ubytek byl statisticky vyhodnocen jako signifikantni (*, P < 0,05).
Disociaéni konstanta Kd nevykazovala signifikantni zménu, tudiz se afinita vazebnych
mist pravdépodobné nezmeénila. Pokles vazebnych mist u p-opioidnich receptort
V pfitomnosti agonisty DAMGO by mohla vyvolat endocytoza, ktera byla pozorovana také
ve studii [51], popsdno v kapitole 2.5.3. p-opioidni receptory, MOR viz vySe.

Krom¢ studia receptorti v plasmatickych membranach jsme se zaméfili 1 na vazbu
agonisty DAMGO na MOR receptory v jednotlivych frakcich ziskanych pii izolaci
plasmatickych membran. Jednotlivé frakce jsou zobrazeny na Obr. ¢. 9; str. 41.
Z grafického znézornéni saturacni vazby v jednotlivych frakcich lze vycist jasny rozdil
vV mnoZzstvi vazebnych mist u plasmatickych membran oproti ostatnim frakcim (Obr. €. 12;
str. 64 a Obr. ¢. 13; str. 66) Dale bylo vypocéteno procentudlni zastoupeni receptort
Vv jednotlivych frakcich (Tab. ¢. 19; str. 67) z pohledu 100 % zastoupeni receptort
vV homogenatu a nebo 100 % mnoZstvi receptorii v postnukledrnim supernatantu. Pokud
bylo 100 % mnozZstvi receptorti v homogenatu, 1ze pozorovat vyssi procentudlni zastoupeni
receptorti v jaderném sedimentu oproti postnuklearnimu supernatantu. Na druhou stranu
podle Obr. €. 14; str. 67 mé jaderny sediment dvojndsobné mnozstvi bilkovin na rozdil
od postnuklearnimu supernatantu, a proto mnozstvi receptorii se miize zdat vyssi. Jaderny
sediment obsahuje nezhomogenizované buiky, jadra vcetné jadernych bilkovin a mize
obsahovat 1 fragmenty plasmatickych membran. U druhého vypoctu, kde byl postnuklearni
supernatant pocitan jako 100 % zastoupeni receptorti, Ize vidét jasny rozdil v celkovém
mnozstvi receptorit v plasmatickych membranach ve srovnani s mitochondrialni frakei.
Pokles celkového poctu receptorti v plasmatickych membranach pfipravenych z kortexti
potkanti podavanym morfin lze vysvétlit jako zvySené odbouravani (,,down-regulace®)
MOR vlivem dlouhodobé exposice organismu vysokym davkdm morfinu. Zmény

v plasmatické membrané zacinaji jako zvySeny prevod receptorti do endosomt [51] S tim,
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ze se pii opakovaném a dlouhodobém drazdéni jesté vice oslabi recyklacni cesta
k plasmatick¢ membrané (ktera je u MOR inherentné nizka), dochazi k ubiquitinylaci
receptoru a kone¢né hydrolytické degradaci MOR v lysosomech. Diavodem pro zvySenou
degradaci MOR miize byt rovnéz piepolovani signalnich morfinem-ovliviiovanych
signalnich kaskdd z MOR na DOR a KOR. Nepotfebné MOR jsou odbourany. Zavérem
lze fici, ze izolace plasmatickych membran bez neiontovych detergenti je dilezitym
purifikatnim krokem, ktery je tfeba provést pred =zahdjenim vazebnych pokust
sradioligandy s cilem zvysit specifickou vazbu na receptor pii vztazeni na mg
membranovych bilkovin.

Pro podrobnéjsi a detailnéjsi studium MOR receptori a vazby agonisty DAMGO
bylo provedeno jednobodové stanoveni s vazbou [*HJDAMGO v plasmatickych
membrandch kontrolnich potkanti a potkani ovlivnénych morfinem, viz vysledky kapitola
4.2.6. M¢éteni se provadélo bez NaCl a v pritomnosti 100 mM NacCl, protoze sodné ionty
vyvolavaji inhibici vazby. Podle Emmersona a jeho spolupracovnikl [45] pfitomnost
sodnych iontd snizuje maximalni vazebnou kapacitu u opioidnich receptori. Dale byl
experiment provadén v pfitomnosti vapenatych nebo hofecnatych iontld. V prostiedi
S vapenatymi ionty se u kontrolnich plasmatickych membran projevila inhibice vazby
neboli sniZzeni po¢tu vazebnych mist pro agonistu DAMGO na 69 % v porovnani
s kontrolnimi vzorky plasmatickych membran v beziontovém prostiedi (100 %) (**,
P <0,01). U morfinovych vzorkd se Zadna inhibice neprojevila. U vzorkl zvifat, kterym
byl podavan morfin, se zmeénila citlivost véapenatych ionti k receptoru. Mozné
piizpiisobeni ligandu, tak aby se vazal na receptor, mohou ovliviiovat ionty jako Na*, ca®
a Mg*. Tyto ionty jsou obsaZeny v signifikantni koncentraci v extraceluldrni tekutiné.
Studie poukazuji, ze tyto ionty mohou regulovat interakci ligandu a receptoru u opioidnich
receptort [73, 74]. Existuje tzv. vapnikova hypotéza: 1. navazanim véapenatého iontu
na ligand se aktivuje jeho konformace pro vazbu na receptor. 2. po navazani ligandu
na receptor vznikne ternarni komplex (ion-ligand-receptor), ktery zprostiedkovava signalni
transdukci. Ligand se vaze na vapenaté ionty v nepolarnim rozpoustédle a trasportuje tyto
ionty pfes membranu [75]. U MOR receptort tedy pravdépodobné dochéazi k ovlivnéni
ligandu vapenatymi ionty. Vapenaté ionty také snizuji schopnost receptoru aktivovat
G protein. Tato inhibice je vSak jina neZ u sodnych iontd. U vzorkd plasmatickych

membran z potkant podavanym morfin je inhibice vapnikem potlacena. Jedno z vysvétleni
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nasvédcuje ovlivnéni opioidnich receptord morfinem a tudiz zméné interakce mezi
receptorem a vapenatymi ionty. Hofe¢naté ionty by mély vazbu radioliogandti podporovat.
U MOR receptorii hofe¢naté ionty neovliviiuji vazbu agonisty vyznamne¢, protoze se vazba
Vv pfitomnosti hofeCnatych iontl témer neliSila od vazby bez iontd. Na rozdil od KOR
receptord, kde vyznamnéjs$i zména pozorovana byla (viz dale). Jiz pii studiu saturacni
vazby agonisty DAMGO jsou signifikantni zmény mensiho rozsahu a proto
predpokladame, Zze u jednovazebného stanoveni se tyto relativné malé zmény nemusi
projevit.

Dalsi tsek experimentd se zabyval vazbou radioaktivné znaceného agonisty
DPDPE na o-opioidni receptory. Pokus se provadél na dvou typech plasmatickych
membran ziskanych z odliSnych experimentalnich potkani. (vysledky 4.2.7.) Cilem bylo
zopakovat vysledky vazby triciem znaceného DPDPE z prace Uj¢ikové a spolupracovnikl
[47] a porovnat rizné plasmatické membrany. Vysledky 4.2.7. popisuji narlst vazby
radioaktivné zna¢eného agonisty u membran izolovanych z kortexti potkani ovlivnénych
morfinem Vv porovnani s kontrolnimi vzorky. V Tab. ¢. 22, str 70 jsou uvedeny hodnoty
maximalniho poctu vazebnych mist Bmax @ disociacni konstanty Kq. V ptedeslé praci [47]
je uveden narist vazebné kapacity Bpax u morfinovych plasmatickych membran (2,1 krat
vys$si) oproti kontrolnim vzorkiim. Z hodnot ziskanych nasimi experimenty byl spocitan
nariist u morfinovych vzorka 1,6 krat u membrén z 24.11. 2012 a 1,3 kradt u membran
z14.4. 2011. U vazby [*H]DPDPE v plasmatickych membranach z potkanii ovlivnénych
morfinem byl tedy nardst na 130 % - 160 % (*, P < 0,05). Hodnota disocia¢ni konstanty
zustala nezménéna. ZvySeni vazebné kapacity u morfinovych vzorkt se mirné liSilo mezi
membranami z riznym datem izolace. Divodem, pro¢ se narist lisi mezi jednotlivymi
preparaty plasmatickych membran miZze byt opé&tovné zmrazeni a rozmrazeni preparatil.
Z toho vyplyva, ze pro piesn&jsi stanoveni vazby agonisty v plasmatickych membran je
dalezita jejich intaktnost. Vazba agonisty, na rozdil od vazby antagonisty, je citliva
k jakémukoliv naruSeni plasmatickych membran a moznému rozpiazeni receptori
s G proteiny. Vyznamné rozdily mezi riiznymi preparaty PM mohou byt rovnéz zplisobeny
riznym chovem zvitat (Charles River, Fyziologicky ustav AV CR, Velaz), nutriénimi
podminkami a rocnim obdobim. V kazdém ptipad¢ zvySeni mnoZstvi vazebnych mist pro

agonistu DOR receptorii miize byt zplisobeno kompenzac¢ni reakci kterd je nasledkem
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desenzitizace MOR receptorti a poklesem poctu vazebnych mist MOR receptorti
v.plasmatickych membranach.

Dalsim cilem prace bylo zméfit vazbu agonisty U-69593 k-opioidnich receptora
Vv plasmatickych membranach kortexu potkana. Pro tento experiment jsme zvolili opét
jednobodové vazebné stanoveni V pfitomnosti jednotné koncentrace radioligandu 30 nM
a +/ - v prostiedi hotfecnatych iontd. Vysledkem byl nardst specifické vazby radioligandu
u morfinovych vzorkli oproti kontrolnim. Tento nartst byl také rozdilny v pfitomnosti
hotecnatych iontli oproti beziontovému prostiedi. V prostiedi bez iontl hot¢iku sice byly
hodnoty vazebné kapacity radioligandu vyssi, ale rozdil mezi kontrolnimi a morfinovymi
vzorky byl mens$i. Narast u morfinovych vzorkd byl 113 % (*, P < 0,05) ve srovnani
s kontrolami (100 %). V prosttedi hoiéiku byl rozdil vazby mezi morfinovymi
a kontrolnimi vzorky plasmatickych membran signifikantné¢ vyznamnéjsi, narlst
u plasmatickych membran izolovanych z potkant ovlivnénych morfinem dosahoval 142 %
(***, P < 0,001). Hotecnaté ionty sice snizily specifickou vazbu agonisty na KOR
receptory, ale zaroven zvétSily rozdil téchto specifickych vazeb mezi plasmatickymi
membranami kontolnich zvifat a zvifat ovlivnénych morfinem. Ptfedpokladd se jistd
regulace KOR receptori t€émito ionty. Zavérem lze fici, Ze pokles maximalniho poctu
vazebnych mist u MOR receptorti, je nejen kompenzovan nartistem vazebné kapacity u
DOR receptortl, ale zaroven i1 nariistem vazby u KOR receptorti. Tyto fyziologické zmény
by mohly byt odpovédi organismu na dlouhodobé podavani morfinu a adaptaci zivého
systému na zvysujici se davky tohoto opioidu.

Na zavér prace byla provedena elektroforéza v prostiedi SDS a ,,Western blot*
vSech tii typil opioidnich receptorti. Z vysledkl ziskanych z vyhodnocenych prouzki bylo
zjisténo, ze nedochazi k zddné zméné v mnozstvi pfitomnych receptori v plasmatickych
membranach z kortexidl kontrolnich a morfinovych experimentalnich zvifat. To potvrzuje
fakt, ze se nelisi hustota receptori u plasmatickych membran vzorkti kontrolnich 1
morfinovych, pravdépodobné dochazi ke zméné vazby, at’ uz snizenim nebo zvySenim

vazby v disledku desenzitizace a endocytozy.
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6. Zavér

Diplomové prace byla rozdélena do nékolika ¢asti. Prvi ¢ast se zaméfila na izolaci
plasmatickych membran z mozku potkana (intramuskularné¢ podavan morfin nebo
fyziologicky roztok). Porovnali jsme vazbu triciem znaceného ouabainu v postnuklearnim
supernatantu a v plasmatickych membréanach u kontrolnich vzorka. Ouabain jako ukazatel
Cistoty preparati jasné detekoval plasmatické membrany téméi sedmkrat cistSim
preparatem nez postnuklearni supernatant.

Nasledujici ¢ast diplomové prace byla nejobsahlejsi. Zabyvali jsme se p-opioidnimi
saturacni vazebnou kiivku radioaktivné znacené¢ho agonisty DAMGO v plasmatickych
membranach kontrolnich i morfinovych v beziontovém prostfedi a zaznamenali jsme
pokles vazebné kapacity u morfinovych vzorkli na 82 % (*, p < 0,05) a zaroven se
disociaéni konstanta signifikantn¢ neliSila. Podrobnou analyzou jednotlivych frakci
ziskanych pfi izolaci se ndm podaftilo prokdzat podstatu kroku frakcionace homogenatu a
izolace membran jako nedilnou soucast studia vazeb radioligand v mozku potkana.
Celkové mnozstvi receptorli a saturacni vazebné kiivky frakei jasn€ ukazuji cCistotu
plasmatickych membran a vyskyt MOR receptord.

Jednobodovym vazebnym stanovenim pfi jednotné koncentraci [3H]DAMGO jsme
studovali vliv vapenatych a hotfe¢natych iontli na vazbu agonisty na MOR receptory a to
v prostiedi +/ - chloridu sodného. V pfitomnosti hofecnatych iont Z4dnd zména
pozorovana nebyla. Vapenaté ionty zpusobily sniZeni specifické vazby u plasmatickych
membran kontrolnich potkani na 69 % vzhledem ke kontrolnim vzorkll v beziontovém
prostiedi (100 %) (**, P < 0,01). U preparati z potkani podavanym morfin vSak tato
inhibice byla potlacena. Vliv iontd na vazbu ligandu na receptor a ovlivnéni pienosu
signalu u p-opioidnich receptor by mohlo byt zajimavym predmétem dalsiho studia.

V dalsi casti prace jsme zopakovali vysledky vazby agonisty DPDPE opét
znaCené¢ho triciem v plasmatickych membranach kontrolnich 1 morfinovych vzorka
z ptedeslého roku. Podafilo se nam znovu prokdzat narGst vazebné kapacity u
plasmatickych membran izolovanych z potkant ovlivnénych morfinem. I kdyz tento néartst
byl mensi oproti vysledkiim starSich experimentt, byl signifikantni (*, P < 0,05). Diivodem
rozdilného narlstu vazby agonisty pro DOR receptory u morfinvych vzorka jsou odlisné

plasmatické membrany, které byly jiz nckolikrat rozmrazeny a opét zamrazeny. Tento
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vysledek poukazuje na citlivost plasmatickych membran k vnéj$im vliviim a na diilezitost
intaktnosti plasmatickych membran pro pfesnéjsi stanoveni dat z experiment.

Poslednim opioidnim receptorem, ktery jsme studovali Vv této praci, byl k-opioidni
receptor. Provedli jsme jednobodové vazebné stanoveni pii konstantni koncentraci
radioaktivné znaCené¢ho agonisty KOR receptori a to jak v prostfedi bez iontii tak
Vv piitomnosti hofe¢natych iontd. V obou pfipadech doslo k nartstu vazebné kapacity
u plasmatickych membran izolovanych z kortexti potkani podavanym morfin oproti
kontrolnim potkaniim. Bez ionti byl nartist vazby u morfinovych vzorka na 113 % (*,
P <0,05). Hofecnaté ionty tento narast jest¢ vice zesilily (142 % , *** P < 0,001). Vliv
hoi¢iku na x-opioidni receptory je zfejmy na rozdil od p-opioidnich receptord, kde se
7zadna vyraznd zména neprojevila. Budouci vyzkum x-opioidnich receptori by se mohl
zamétit na zkoumdni vlivu 1 dalSich iontl na tyto receptory. k-opioidni receptory by mohly
byt také predmétem dalSiho studia vlivu 1é¢iv (napf. antidepresiv a jinych psychofarmak),
ktera se také pravdépodobné vazou na tyto receptory a spousti uréitou signaliza¢ni drahu
[67].

Zavérem prace jsme Si potvrdili vyskyt 6- , u -, k-opioidnich receptorti ve vzorcich
plasmatickych membrandch kontrolnich potkani 1 potkani ovlivnénych morfinem
metodou imunodetekce, neboli v prvnim kroku elektroforézou v prosttedi SDS a naslednou
technikou ,,Western blot”. U vSech tfech typt opioidnich receptori nedoslo ke zméné
zastoupeni téchto receptori v kontrolnich a morfinovych vzorcich. VSechny imunodetekéni
vysledky vykazovaly stejné mnozstvi receptorii v obou plasmatickych membranach, tedy

jak v membranach kontrolnich potkant, tak u potkanti ovlivnénych morfinem.
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