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 Abstrakt 

Morfin a další opioidy jsou významné léky používané při léčbě bolesti. Při jejich dlouhodobém 

užívání však často dochází k vytvoření závislosti a tolerance což omezuje jejich použití 

v klinické praxi. Opioidy se vážou na opioidní receptory a kromě bolesti regulují například 

emoce a stres. Opioidy a opioidní receptory mají hlavní funkci v centrální nervové soustavě, ale 

významně ovlivňují i imunitní systém. Mechanismus, kterým opioidy imunitní systém ovlivňuji 

stejně jako mechanismy rozvoje závislosti a tolerance nebyly doposud zcela objasněny. Změny 

v množství opioidních receptorů mohou odrážet tyto procesy, dále může také docházet 

k změnám ve funkci, nebo oligomerizaci. Oligomerizace opioidních receptorů je kontroverzní 

téma, protože doposud publikované výsledky jsou nejednoznačné a mnohdy protichůdné. 

V rámci této práci bylo zjištěno, že působením morfinu se v kůře předního mozku potkana 

nezměnilo celkové množství opioidních receptorů. V buňkách imunitního systému bylo 

průtokovou cytometrii stanoveno, že morfin způsobil specifický nárůstu množství µ-opioidního 

receptoru. Zvýšené množství mRNA µ-opioidního receptoru bývá v literatuře spojováno se 

sníženou funkcí imunitního systému. Zjištěné zvýšení množství tohoto receptoru tak ukazuje na 

imunosupresivní účinky morfinu. Vliv morfinu na celkové proteinové složení lymfocytů bylo 

stanoveno proteomickou analýzou, jejíž výsledky naznačují, že morfin může také způsobit 

epigenetické změny nebo poškození DNA.  

Oligomerizace opioidních receptorů v modelových buňkách byla stanovena metodami 

fluorescenční mikroskopie. Tyto metody umožnily detailní pohled na jednotlivé molekuly 

opioidních receptorů a tak bylo možné pozorovat, zda opioidní receptory tvoří oligomery. Bylo 

zjištěno, že při vyšším množství receptorů v membráně buněk, existují κ-opioidní receptory ve 

formě dimerů, zatímco µ-, a δ-opioidní receptory jsou monomerní. Tato zjištění mohou mít 

významnou roli při dalším výzkumu signalizace a funkce opioidních receptorů a také při vývoji 

nových κ-opioidních ligandů. 
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1. Úvod 

„Pokud by se celá materia medica, kterou máme k dispozici, omezovala na výběr a použití pouze 

jedné drogy, jsem si jistý, že by si mnozí z nás, pokud ne většina, vybrali opium; a jsem 

přesvědčen, že pokud bychom měli vybrat, řekněme půl tuctu nejdůležitějších drog v lékopisu, 

měli bychom všichni umístit opium na první pozici.“ David I. Macht (1915). 

 

Tento citát z práce doktora Machta je i po více než sta letech stále aktuální. Možná dnes 

by opium, nebo opioid morfin jako hlavní analgetická složka opia, nebyl vybrán jako ten 

nejdůležitější lék. Moderní medicína pořad spoléhá na tyto látky při léčbě silné bolesti.  

V našem těle se tvoří endogenní opioidy,  které regulují bolest a rozkoš a působí tak, že 

se vážou na opioidní receptory. Endorfiny jsou zřejmě ty nejznámější endogenní opioidy a často 

se označují i jako „hormony štěstí“. Uvolňují se během sexu, jedení čokolády, smíchu nebo při 

sportu a vytváří pocity euforie (Farrhud a kol. 2014). Exogenní opioidy, kam se řadí i morfin, 

napodobňují působení endogenních opioidů. To, že opioidy vyvolávají euforii, je přímo 

předurčuje na to, aby byly lidmi zneužívány. Při nadměrném užívaní však dochází ke vzniku 

závislosti a tolerance. V psychiatrii je závislost možné definovat jako nekontrolovatelný popud 

drogu užít za účelem požitku a uniknout z nepříjemného vnitřního psychického rozpoložení. 

Tolerance bývá popisována je rostoucí potřeba užít drogu častěji, nebo ve větší dávce (Goodman 

1990). Molekulární mechanismy toho, jak závislost a tolerance vznikají a rozvíjí se, doposud 

nejsou přesně známé. Popsání těchto mechanismů by mohlo vést k vývoji nových léčiv bez 

nežádoucích účinků, lepšímu způsobu léčby bolesti a závislosti.  

Ve spojených státech amerických vrcholí „opioidní krize“. To poukazuje více než kdy 

předtím v moderní společnosti, jak důležité je studování opioidů, jejích působení, interakce, 

signalizace a dalších procesů, z hlediska medicíny a dalších vědních oborů.   
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2. Cíle 

 Prvním cílem této práce je přispět k objasnění vzniku závislosti a tolerance, se 

zaměřením na možnou změnu v množství opioidních receptorů v centrální nervové 

soustavě.  

 

 Druhým cílem této práce je rozšířit znalosti o působení morfinu a mitogenu na 

proteom imunitních buněk, se zaměřením na výskyt a množství opioidních 

receptorů. 

 

 Třetím cílem této práce je popsání homooligomerního stavu opioidních receptorů.  

 

3. Materiál a metodika 

Zvířecí model 

Samci potkana kmene Wistar  - Mladí dospělí, věk 2- 6 měsíců. 

 

Experimentální model závislosti na morfinu 

Dávkování morfinu: 10 mg/ kg (den 1 a 2), 15 mg/ kg (den  3 a 4), 20 mg/ kg (den 5 a 6), 

30 mg/ kg (den 7 a 8), 40 mg/ kg (den 9 a 10).  

Morfin byl podáván intramuskulární injekcí. Kontrolním zvířatům byl injekován 

fysiologický roztok. 

 

Izolace tkání a buněk ze zvířat  

Kůra předního mozku izolována z kontrolních a morfinem ovlivněných zvířat. 

Lymfocyty ze sleziny nebo periferní krve kontrolních zvířat byly izolované na ficoll-paque 

PLUS gradientu. Následovala 48-hodinová inkubace s (bez) morfinu nebo konkanavalinu A.  

 

Lidské buňky 
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Lymfocyty z periferní krve izolovány na ficoll-paque PLUS gradientu, a inkubované 48 h 

inkubace s (bez) morfinu. 

 

Mesenchymální kmenové buňky (MSC) izolovány na gelofusine. Následně byly buňky 

inkubované 48 h s (bez) IFN-γ, TNF-α. 

 

Buněčné linie 

CHO-K1 

Transfekované fluorescenčně značenými opioidním receptorem ((µ-, δ-, nebo κ-OR) nebo 

monomerní kontrolou. 

 

„Western blotting“  

Stanovení µ-, δ-, a κ-opioidních receptorů v kůře předního mozku. 

Stanovení µ-, δ-, a κ-opioidních receptorů v lidských MSC. 

Protilátky: Anti--OR-1 (sc-9111), anti-κ-OR-1 (sc-9112), anti--OR-1 (sc-15310) anti--OR-

1 (sc-7488), IgG-HR (sc-2004), Santa Cruz Biotechnology 

 

Průtoková cytometrie 

Stanovení µ-, δ-, a κ-opioidních receptorů v potkaních lymfocytech z krve i sleziny, v lidských 

krevních lymfocytech a lidských MSC. 

Nepřímé znační protilátkami. 

Protilátky: Anti--OR-1 (sc-9111), anti-κ-OR-1 (sc-9112), anti--OR-1 (sc-15310), Santa Cruz 

Biotechnology, IgG H&L Alexa Fluor® 555 (ab150074) Abcam. 

Permeabliziace a fixace buněk: FoxP3/Transcription Factor Fixation/ Permeabilization Kit 

(eBioscience). 

LSRII průtokový cytometer  

 

Molekulární biologie 

Plazmidy pWHE636c obsahující opioidní receptory nebo monomerní kontrolu, modifikované  

fluorescenčními značkami. Fluorescenční značky mEGFP, SNAP-tag, „split GFP“ spolu s 

mKate nebo SNAP-tag. 
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Fluorescenční mikroskopie  

„State-of-the-art“ mikroskop 

„split GFP“ metoda s troj-barevným značením 

Fluorescenční mikroskopie s úplným vnitřním odrazem – pozorování jednotlivých molekul 

s dvoj-barevným značením 

Metoda „PhotoGate“ 

Vyhodnocení: Fluorescenčně značené receptory byli pozorované jako „zářící body“. Zelené 

body – signál GFP, červené body – signál SNAP-549, a žluté body – zelené a červené body se 

stejnou pozicí po překryvu dvou kanálu. Míra kolokalizace byla stanovena podle 

rovnice:𝑐𝑜𝑙𝑜𝑐. 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =  
2×𝑁𝑦

2×𝑁𝑦+𝑁𝑔+𝑁𝑟
 

Kde Ny, Ng, Nr je počet žlutých, zelených a červených bodů. 

 

Vazebné studie s radioligandy 

Agonistem stimulovaná vazba [35S]GTPγS 

Stanovení funkční aktivity µ-, δ-, a κ-opioidních receptorů 

Stanovení funkční aktivity geneticky modifikovaných µ-, δ-, a κ-opioidních receptorů 

přechodně exprimovaných CHO-K1 buňkami. 

 

4. Výsledky a diskuse 

4.1 Stanovení množství µ-, δ-, a κ-opioidních receptorů v přední mozkové kůře 

potkana po 10-denní aplikaci morfinu metodou „Western blotting“ 

Opioidní receptory byli stanovené v postnukleárním supernatantu přední mozkové kůry 

potkanů. In vivo 10-denní aplikace morfinu neovlivnila množství proteinu µ-OR. Proužky na 

imunoblotu odpovídající µ-OR byly pozorovány při vyšší molekulové váze (Mv), než by se 

očekávalo na základě primární struktury tohoto receptoru. Podobný výsledek je uváděný i 

v jiných studiích (Garzon et al. 1995, Petaja-Repo et al. 2001, Huang et al. 2015b). 

Posttranslační úpravy proteinů, jako glykosylace, mohou ovlivnit pohyblivost proteinů v gelu. 
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Ve vzorkách které byly vystavěny působení N-glukosidázy F, proužky odpovídající µ-OR byly 

pozorovány při nižších Mv. N-glykosylce je tak hlavní faktor ovlivňující pohyblivost µ-OR. 

Celkové množství proteinu δ-OR a κ-OR také nebylo změněno působením morfinu. Vliv N-

glukosidázy F na pohyblivost δ-OR a κ-OR byl jiný než na µ-OR. Proužky odpovídající κ-OR 

byly stanoveny při Mv odpovídající primární struktuře receptoru. δ-Opioidní receptory byli 

stanovené při vyšších Mv i po působení N-glukosidázy F. Je možné, že k snížené pohyblivosti 

δ-OR přispívají jiné posttranslační úpravy. Například O-glykosylace, která je důležitá pro 

strukturní a funkční zrání δ-OR (Petaja-Repo et al. 2001, Leskela et al. 2009). 

 

4.2 Stanovení množství µ-, δ-, a κ-opioidních receptorů v potkaních 

lymfocytech ovlivněných konkanavalinem A pomocí průtokové cytometrie 

a agonistem stimulovaná vazba [35S]GTPγS 

Slezinní lymfocyty byli vystavěné účinku konkanavalinu A (Kon A) in vitro po dobu 48 hodin. 

Zvýšené množství mRNA a proteinu δ-ORs a κ-ORs účinkem Kon A bylo dříve zaznamenáno 

u myších lymfocytů ze sleziny, ale efekt tohoto mitogenu na množství proteinu OR v potkaních 

lymfocytech stanoven nebyl (Sharp et al. 1997, Miller 1996, Miller 1998, Bidlack & Abraham 

2001). Pokud byly lymfocyty před analýzou permeabilizované, populace buněk, které měli µ-, 

δ-, a κ-OR, byla větší než u kontrolního vzorku. Procento kontrolních buněk, u kterých byl 

stanoven κ-OR, bylo vyšší ve srovnání s procentem buněk positivních na µ-, δ-OR. Když bylo 

provedeno povrchové značení receptorů, množství buněk positivních na OR bylo zanedbatelné 

jak u kontrolního tak i u Kon A ovlivněného vzorku.  Stanovení funkční aktivity OR 

v lymfocytech byla provedena pomocí agonistem stimulované vazby [35S]GTPγS. Žádná 

specifická vazba na OR nebyla stanovena. Stanovení OR pomocí radioligandových vazebných 

studii bylo úspěšné pouze při použití buněčných linii a ve vzorkách lidské periferní krve. Bylo 

navrženo, že na bunách tohoto typu se opioidy vážou na nízko afinní místa. 

Na základě výsledku této práce, je možné předpokládat, že opioidní receptory se nachází 

spíše uvnitř buněk a nejsou funkčně zralé.    

Potkaní lymfocyty z periferní krve měli podobnou odpověď na Kon A jako buňky ze 

sleziny. Účinkem Kon A došlo ke zvýšení množství buněk, které měli opioidní receptory, ale 

celkově nebylo toto zvýšení tak výrazné jako u lymfocytů ze sleziny. Opět byl v kontrolních 

buňkách nejvíce zastoupený κ-OR.  
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Větší množství κ-OR bylo stanoveno u nezralých T-lymfocytů. U myší postrádajících κ-

OR byla pozorována zvýšená odezva látkové imunity (Kowalski 1998, Ignatowski & Bidlack 

1998, Gaveriaux-Ruff et al. 2004, Roy et al. 2001). Na základě těchto pozorování je možné 

předpokládat, že opioidní receptory mají úlohu v zrání, diferenciaci, látkové odpovědi 

lymfocytů a zvýšení množství OR může být regulačním procesem.    

 

4.3 Stanovení množství µ-, δ-, a κ-opioidních receptorů v potkaních 

lymfocytech ovlivněných morfinem pomocí průtokové cytometrie  

Potkaní lymfocyty byli vystavěné účinku morfinu po dobu 48 hodin in vitro. Ovlivnění 

imunitního systému, převážně imunosuprese způsobená morfinem je vědci pozorována dlouhou 

dobu, ale mechanismus tohoto děje a přidružené procesy nejsou zcela objasněné (Sharp 2006, 

Mellon & Bayern 1998). V této práci bylo zjištěno, že vysoká koncentrace morfinu (10-4 M) 

způsobila nárůst množství µ-OR v lymfocytech ze sleziny, ale nižší koncentrace (10-5 M), 

množství µ-OR nezměnila. Počet lymfocytů, u kterých byl stanoven δ-OR a κ-OR nebyl změněn 

účinkem morfinu.  

V lymfocytech z periferní krve morfin, v obou koncentracích, způsobili nárůst množství 

µ-OR v porovnání s kontrolou. Populace buněk positivních na δ-OR a κ-OR byla nezměněna a 

zůstala malá.  

Dlouhodobé podávání morfinu způsobilo u myší prodlevu v náboru imunitních buněk do 

rány a došlo k zmenšení populace těchto buněk (Martin et al. 2010). V jiné studii, proliferační 

aktivita lymfocytu vyvolána Kon A byla nižší u myší, kterým byl dlouhodobě podáván morfin, 

a tento efekt by doprovozen zvýšenou apoptózou.  U myší, které postrádali gen pro µ-OR, oba 

tyto efekty pozorovány nebyli (Wang et al. 2002). Tyto zjištění indikují, že imunosupresivní 

účinky morfinu jsou napojeny na přítomnost µ-OR. V další studii bylo zjištěno, že PI3K/ AKT  

signální dráha je zapojena do morfinem zesílené genové exprese µ-OR. Transkripční faktor 

E2F1, byl zvýšený, což vyvolalo transkripci µ-OR  genu v buňkách linie CEM× 174 (Liu et al. 

2010). 

Výsledky této disertační práce ukazují, že morfin má ovlivňuje specificky množství µ-OR 

v potkaních lymfocytech ze sleziny a periferní krve a tento efekt je vyvolaný přímím kontaktem 

morfinu s imunitními buňky. Tyto výsledky podporují předchozí zjištění, že opioidy ovlivňují 
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imunitní systém i přímo (Borner et al. 2013, Roy et al. 2001, Karaji et al. 2011, Ninkovic & Roy 

2013). 

4.4 Stanovení množství µ-, δ-, a κ-opioidních receptorů v lidských lymfocytech 

ovlivněných morfinem pomocí průtokové cytometrie  

Lymfocyty z periferní krve zdravých dobrovolníků byli vystavěné působení morfinu po dobu 

48 hodin in vitro. Množství lymfocytů, které měli µ-OR bylo větší po působení morfinu než u 

kontrol, což odpovídá výsledkům získaných na zvířecím modelu. V jiné studii zvýšení mRNA 

µ-opioidního receptoru bylo pozorováno u pacientů, kteří byli léčeni morfinem po dobu 12 

měsíců. Podobný výsledek byl získán i po 24 měsíční léčbě. Táto změna, byla doprovozena 

sníženým počtem NK buněk (z ang. „ Natural killer cells“), což bývá spojováno s imunosupresí 

(Campana et al. 2010). 

V této práci se účinkem morfinu zvýšil i počet lymfocytů, které měli δ-OR. V potkaních 

lymfocytech množství δ-OR ovlivněné nebylo. Počet buněk, které měli κ-OR, se účinkem 

morfinu nezměnil, ale κ-OR bol opět nejvíce zastoupený, což opět odpovídá studii na zvířecím 

modelu. V jiných studiích bylo zvýšené množství mRNA κ-OR stanoveno v lymfocytech 

periferní krve pacientů, kteří procházeli substituční metadonovou léčbou (Shahkarami et al. 

2019) a množství µ-OR a δ-OR bylo naopak snížené (Toskulkao et al. 2010). Je tak možné, že 

různé opioidy mají různý vliv na expresi opioidních receptorů. Změna v množství µ-OR 

účinkem morfinu je spojována právě s imunosupresí, to značí, že při použití morfinu jako léku, 

by se mělo zvážit u pacientů se sníženou funkci imunitního systému. Pro pochopení této 

problematiky je nutný další výzkum. 

 

4.5 Proteomická analýza potkaních lymfocytů ovlivněných konkanavalinem A, 

nebo morfinem 

Potkaní lymfocyty ze sleziny byly vystavěné účinku Kon A, nebo morfinu po dobu 48 hodin in 

vitro. Proteomická analýza poskytla komplexní pohled na to jak Kon a morfin ovlivňují 

proteinové složení těchto lymfocytů. Vliv Kon A na proteom lymfocytů byl značný. Proteiny 

cytoplasmy a jaderné proteiny byly nejvíce změněné a představovali více než 50 % ze všech 

změn. Většin proteinů, kterých množství bylo zvýšeno účinkem Kon A, má funkci ve 

zpracování RNA, metabolisme, negativní regulace apoptózy, a proliferaci, což jsou funkce 
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spojené s buněčným růstem a dělením. Proteiny, kterých množství bylo sníženo účinkem KonA, 

sehrávají úlohu především při apoptóze, přenosu signálu, ovlivňují tvar buněk, pohyb a 

metabolismus.   

Proteomická analýza lymfocytů, které byly vystavěné účinku morfinu, ukázala, že změny 

ve složení proteinu není tak dramatické jako po působení Kon A. Pouze množství 23 proteinů 

bylo změněno. Většina proteinů, u kterých byla pozorována změna, jsou proteiny jádra, nebo 

cytoplasmy. Tyto proteiny jsou zapojeny především do procesů  zpracování RNA, organizace 

jádra, a ovlivňují buněčný tvar a pohyb. Morfin zvýšil množství histonu H3 a histonu H2A, 

kterých acetylace a metylace ovlivňuje DNA transkripci. Tyto histony mají také funkci 

v reparaci poškozené DNA (Li et al. 2008, Tolstorukov et al. 2012). Dříve bylo prokázané, že 

morfin způsobuje poškození DNA v T-lymfocytech (Tsujikawa et al. 2009). Výsledky této 

proteomické analýzy také poukazují na možné epigenetické změny, nebo poškození DNA 

účinkem morfinu. 

 

4.6 Stanovení homooligomerního stavu opioidních receptorů v buňkách linie 

CHO-K1 

Pro stanovení intermolekulárních interakcí opioidních receptorů byly tyto receptory pozorovány 

na úrovni jednotlivých molekul pomocí fluorescenční mikroskopie s úplným vnitřním odrazem 

(TIRFM - z ang. „total internal reflection fluorescence microscopy“). Fluorescenčně označené 

opioidní receptory byly přechodně exprimovány CHO-K1 buňkami.  

Výsledky metody „split GFP“ s troj-barevným značením ukázali, že κ-OR mají nejvyšší 

tendenci k tvorbě dimerů, protože poskytli mnohem vyšší frakci GFP signálu, ve srovnání s  

monomerní kontrolou. Frakce signál GFP µ-OR a δ-OR byla srovnatelná s monomerní 

kontrolou. 

Metoda TIRFM s dvoubarevným značením, kterou byly pozorovány jednotlivé molekuly 

OR, byla použita na kvantitativní stanovení poměru monomery/ dimery. Tato metoda vyžaduje, 

aby byla hustota fluorescenčně značených proteinů nízká (< 5 fluoroforů/ µm2), protože při vyšší 

hustotě by nebylo možné pozorovat jednotlivé molekuly. To by vyústilo k vysokému 

náhodnému překryvu signálu, tj. kolokalizaci. Hodnoty míry kolokalizace (frakce žlutých spotů) 

byly podobné pro všechny typy OR ve srovnání s monomerní kontrolou, co zdánlivě vypadá 

jako protichůdný výsledek k výsledku metody „split GFP“ pro κ-OR. Dimerizace receptorů však 
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závisí i na jejich hustotě. Proto byla dále využita technika „PhotoGate“, která umožňuje 

pozorování jednotlivých molekul, ale zároveň je hustota receptorů na membráně vysoká. 

Pomocí této techniky bylo stanoveno, že κ-OR tvoří dimery při hustotách 10-125 fluoroforů/ 

µm2, přičemž µ-OR, a δ-OR jsou monomery. Pozorovaná kolokalizace mEGFP a SNAP-

značených µ-OR, δ-OR a monomerní kontroly byly pouze přechodná, zatímco kolokalizace κ-

OR byla pozorována po delší čas, tj. tvořili dimery, při stejných hustotách. Vyšší stupeň 

oligomerizace nebyl pozorován, to znamená, že dimerizace κ-OR je specifický efekt a není 

výsledkem náhodné kolokalizace, nebo shlukování. Jiné fluorescenční mikroskopické metody 

jako FRAP a FRET vyžadují hustotu receptorů kolem 160 fluoroforů/ µm2 a větší, k získání 

kvalitních dat (Sarabipour & Hristova 2016). Klasické metody, které umožňují pozorování 

jednotlivých molekul, naopak vyžadují nízkou hustotu do 5 fluoroforů/ µm2 (Kasai et al. 2011). 

V této práci byl pomocí „PhotoGate“ poprvé studován rozsah hustoty od 10 po 100 fluoroforů/ 

µm2 (reálna hustota molekul 20−250 / µm2), který je zároveň fyziologický rozsah hustoty těchto 

receptorů (Meral et al. 2018). Protože byly opioidní receptory modifikované fluorescenčními 

značky, jejich funkční aktivita byla ověřena agonistem stimulovanou vazbou [35S]GTPγS. 

 

5. Závěry 

Po 10 denní in vivo aplikaci morfinu nedošlo ke změně množství proteinu opioidních receptorů 

v přední mozkové kůře potkana. Tolerance a závislost tak zřejmě nejsou presentovány změnou 

v množství OR. Tento výsledek je v souladu s pozorováním, že exprese opioidních receptorů 

může být regulována různě v rozličných strukturách mozku.  

 

V potkaních lymfocytech, krátkodobé in vitro působení mitogenu konkanavalinu A 

způsobilo výraznou změnu v množství různých proteinů, včetně opioidních receptorů. Většina 

proteinů se zvýšenou expresi po Kon A má úlohu ve zpracování RNA, metabolismu a negativní 

regulaci apoptózy. Proteiny se sníženou expresi, jsou proteiny zapojeny do procesů apoptózy a 

přenosu signálu. Tyto výsledky přinášejí nový pohled na to jak působení mitogenu ovlivňuje 

proteom těchto buněk. 
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Krátkodobé působení morfinu in vitro  na potkaní lymfocyty způsobilo změnu v množství 

proteinů, které jsou zapojeny do regulace transkripce a také do oprav poškozené DNA. Tyto 

výsledky podporují teorii, že morfin způsobuje epigenetické změny a poškození DNA. 

Proteomická analýza poskytla nový, ucelený pohled na morfinem vyvolané změny 

v proteinovom složení. Účinkem morfinu se zvýšilo množství µ-OR, ale množství δ- and κ-OR 

změněno nebylo. Toto zvýšení µ-OR naznačuje, že specificky tento opioidní receptor je zapojen 

do přímé odezvy lymfocytů na morfin. 

Předběžné výsledky poukazují na to, že in vitro působením morfinu na lidské lymfocyty 

dochází ke změnám v množství proteinu µ-OR a δ-OR. 

Tahle změna byla pozorována po krátkodobém působení, což naznačuje, že morfin 

navozuje náhlou modulaci imunitního systému. Pro objasnění toho jak tento opioid ovlivňuje 

imunitní systém je potřeba dalšího výzkumu.  

 

Homooligomerní stav opioidních receptorů byl stanoven. V buňkách linie CHO-K1, κ-

OR tvořili dimery ve vyšších hustotách receptoru, zatímco µ-OR a δ-OR  byli převážně 

monomery.  Homooligomerizace je základní vlastnost, kterou třeba znát, protože může mít vliv 

na farmakologii, signalizaci receptoru, a také na vývoj nových léčiv. 
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Abstract 

Morphine and other opioids are powerful drugs used for pain relief, but their clinical use has 

limitations as prolonged treatment leads to tolerance and addiction. Opioids bind to opioid 

receptors, and besides pain, they regulate mood and stress. Even though the primary role of 

opioids and opioid receptors is in the central nervous system, they also affect the immune 

system. The mechanisms of how they affect the immune system, but also the mechanisms of 

tolerance and addiction build-out, are not fully understood. These processes may be 

demonstrated as changes in the opioid receptor expression level, alteration in their function or 

oligomeric state. The dimerization of opioid receptors is a controversial topic in literature with 

many contradictory results. 

In this work, changes in the protein level of opioid receptors in the rat forebrain cortex 

were not observed after morphine treatment. However, a specific increase in the amount of µ-

opioid receptors was determined in rat lymphocytes, using flow cytometry. In other studies, an 

increased mRNA level of the µ-opioid receptor was connected with immunosuppression. The 

increased µ-opioid receptor protein level indicates a similar effect. The overall effect of 

morphine on the protein composition of lymphocytes was determined by proteomic analysis. 

The results imply that morphine might cause epigenetic changes or DNA damage in 

lymphocytes. 

To resolve the oligomeric state of opioid receptors, it was "zoomed in" to the single 

molecules in a model cell line using fluorescence microscopy techniques. It was revealed that 

κ-opioid receptors form homodimers in higher densities, while µ- and δ-opioid receptors exist 

predominantly as monomers. This result may impact future studies of opioid receptor signaling 

and function and the new drug design of κ-opioid receptor ligands. 
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1. Introduction 

“If the entire materia medica at our disposal were limited to the choice and use of only one 

drug, I am sure that a great many, if not the majority, of us would choose opium; and I am 

convinced that if we were to select, say half a dozen of the most important drugs in the 

Pharmacopeia, we should all place opium in the first rank.” David I. Macht (1915).  

More than a century later, the quote from doctor Macht’s work seems quite relevant. 

Maybe today, opium, or its main analgesic compound, opioid morphine would not be chosen as 

the most important drug. Still, modern medicine relies on these compounds in the treatment of 

severe pain. In the body, endogenous opioids, are present to regulate pain and pleasure, and they 

do so by binding to opioid receptors (OR). Endorphins are probably the most famous 

endogenous opioids and are often referred to as the “hormones of happiness.” They are released 

during sex, chocolate-eating, laugher, or continuous exercise, creating those euphoric feelings 

(Farhud et al. 2014). Exogenous opioids, like morphine, mimic the action of endogenous 

opioids. The euphoric effects caused by opioids predestine these drugs to be misused, and 

excessive use leads to addiction and tolerance. In psychiatry, addiction can be defined as the 

uncontrollable incentive to take drugs to produce pleasure and provide an escape from internal 

discomfort. Tolerance is described as a growing need for higher or more frequent doses to 

achieve desired effects (Goodman 1990). However, the molecular mechanisms describing the 

genesis and rise of addiction and tolerance are not fully understood. Potentially, resolving of the 

mechanism might lead to the synthesis of new drugs, lacking those undesired effects, and result 

in better pain treatment and management of opioid addiction.  

As the “opioid epidemic” in the USA is peaking, it shows us more than ever in these 

days how important it is to study opioids, their actions, effects, interactions, signaling, and other 

features from a medical point of view to the basic science.  
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2. Aims 

 The first aim of this study is to contribute to the elucidation of opioid addiction and 

tolerance build-out, focusing on the potential change in the opioid receptor protein 

level in the rat central nervous system.   

 

 The second aim is to expand the knowledge of how morphine and mitogen 

stimulation affect the proteome of the cells of the immune system with a focus on 

opioid receptor expression.  

 

 The third aim is to resolve the homo-oligomeric state of opioid receptors 

 

 

3. Materials and methods 

Animals  

Male Wistar rat – young adults, age 2−6 months 

 

Experimental model of morphine addiction  

Morphine administration schedule: 10 mg/ kg (day 1-2), 15 mg/ kg (day 3-4), 20 mg/ kg (day 

5-6), 30 mg/ kg (day 7-8), 40 mg/ kg (day 9-10) 

Morphine was applied by intramuscular injection. To control animals, normal saline was 

injected. 

 

Tissues and cells isolated from animals 

Forebrain cortex from the morphine-treated and control animals 

Splenic lymphocytes and peripheral blood lymphocytes from non-treated animals 

Lymphocytes were isolated on Ficoll-Paque PLUS gradient and then incubated for 48 h in the 

presence or absence of concanavalin A or morphine. 
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Cells from Humans  

Human peripheral blood lymphocytes were isolated on Ficoll-Paque PLUS gradient and 

incubated for 48 h in the presence or absence of morphine 

 

Isolation of mesenchymal stem cells was done on Gelofusine. MSCs were then incubated 48 h 

in the presence or absence of IFN-γ, TNF-α. 

 

Cell line 

CHO-K1 

Transfected with fluorescently tagged opioid receptor (µ-, δ-, or κ-OR) or monomeric control 

 

Western blotting  

Detection of µ-, δ-, and κ-opioid receptors in rat forebrain cortex 

Detection of µ-, δ-, and κ-opioid receptors in human MSCs 

Antibodies: Anti--OR-1 (sc-9111), anti-κ-OR-1 (sc-9112), anti--OR-1 (sc-15310) anti--OR-

1 (sc-7488), IgG-HR (sc-2004), Santa Cruz Biotechnology 

 

Flow cytometry  

Detection of µ-, δ-, and κ-OR in rat splenic lymphocytes, rat PB lymphocytes, human PB 

lymphocytes and human MSCs. 

Indirect immuno-labeling. 

Antibodies: Anti--OR-1 (sc-9111), anti-κ-OR-1 (sc-9112), anti--OR-1 (sc-15310), Santa 

Cruz Biotechnology, IgG H&L Alexa Fluor® 555 (ab150074) Abcam. 

FoxP3/Transcription Factor Fixation/ Permeabilization Kit (eBioscience). 

LSRII flow cytometer. 

 

Molecular biology 

Different plasmids pWHE636c containing µ-, δ-, κ-OR, monomeric control, modified with 

fluorescent tags. Fluorescent tags: mEGFP, SNAP-tag, split GFP with mKate of SNAP-tag. 

Competent bacteria E. coli strain DH5α.  
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Fluorescent Microscopy 

State-of-the-art microscope.  

Three-color split GFP assay.  

Dual-color single-molecule total internal reflection fluorescence microscopy. 

PhotoGate. 

Evaluation: Fluorescently tagged receptors were observed as luminous 'spots'. Green spots - 

mEGFP signal, red spots -  SNAP-549 or as yellow spots – green and red spots that shared 

position in an overlay of two channel. The co-localization ratio was calculated by the equation: 

𝑐𝑜𝑙𝑜𝑐. 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =  
2×𝑁𝑦

2×𝑁𝑦+𝑁𝑔+𝑁𝑟
  

Where Ny, Ng, Nr are numbers of yellow, green, and red spots, respectively. 

 

Radioligand assay 

Agonist stimulated [35S]GTPγS binding. 

Determination of the functional activity of µ-, δ-, and κ-OR in rat splenic lymphocytes 

Determination of the functional activity of genetically modified µ-, δ-, and κ-opioid receptors 

transiently expressed by CHO-K1 cells. 

 

4. Results and Discussion  

4.1 Detection of µ-, δ-, and κ-opioid receptors in rat forebrain cortex after 10-

day morphine treatment by western blotting 

Opioid receptors were detected in postnuclear supernatant of rat forebrain cortices. Prolonged 

in vivo morphine treatment had no effect on the µ-OR protein amount. The µ-opioid receptor 

was detected as multiple bands at a higher molecular weight (Mw) than expected based on its 

primary structure. A similar result was obtained by other scientists (Garzon et al. 1995, Petaja-

Repo et al. 2001, Huang et al. 2015b). Posttranslational modifications, including glycosylation, 

can affect mobility in a gel. When the samples were pre-treated with N-glycosidase F, bands 

were present in a lower range of Mw. N-glycosylation is the main reason for the lower mobility 
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of µ-ORs. The overall amount of δ-OR and κ-OR was also not altered by morphine. A similar 

effect of N-glycosidase F on δ-, κ-ORs mobility was not observed. κ-opioid receptors were 

detected at expected Mw. δ-Opioid receptors were not detected at lower Mw after pre-treatment 

with N-glycosidase F, which implies that other posttranslational modifications are affecting δ-

OR mobility in the gel. e.g., O-glycosylation is known to be important for δ-OR maturation 

(Petaja-Repo et al. 2001, Leskela et al. 2009).  

 

4.2 Detection of µ-, δ-, and κ-opioid receptors in concanavalin A-treated rat 

lymphocytes by flow cytometry and [35S]GTPγS assay 

Splenic lymphocytes were exposed to concanavalin A (Con A) for 48 h in vitro. It was 

previously reported, that Con A-treatment up-regulates mRNA and protein expression of δ-ORs 

and κ-ORs in murine splenic lymphocytes, but the effect of Con A on the protein level of all 

ORs in rats was not examined before (Sharp et al. 1997, Miller 1996, Miller 1998, Bidlack & 

Abraham 2001). When cells were permeabilized before analysis, the populations of Con A-

treated cells expressing µ-, δ-, and κ-ORs proteins were increased compared to controls. The 

percentage of control cells expressing κ-ORs was higher compared to the percentage of µ-OR- 

or δ-OR-positive cells. When surface immunolabeling was performed, the amount of control 

and Con A-stimulated cells that were positive on opioid receptors was negligible. [35S]GTPγS 

assay was used to confirm the functional activity of opioid receptors in these cells. No specific 

binding for neither of the opioid receptors was observed. Previously, successful radioligand 

binding assays were performed only in cell lines or peripheral blood lymphocytes from humans. 

Atypical, low affinity opioid binding sites on these types of cells were proposed (Mehrishi & 

Mills 1983, Madden et al. 1987, Toskulkao et al. 2010, Sharp 2006).  Based on the results, it is 

reasonable to assume that the newly synthesized opioid receptors are located intracellularly and 

are not functionally mature.  

Rat peripheral blood (PB) lymphocytes reacted similarly to Con A exposure as splenic 

lymphocytes. Treatment with Con A resulted in a larger population of cells positive for µ-ORs, 

δ-ORs, and κ-ORs, but the up-regulation was not so profound as observed in cells from the 

spleen. κ-Opioid receptors were again the most abundant OR type in untreated cells.  
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High expression of κ-ORs was found in immature T-cells. In the κ-OR knock out mice, 

humoral activity was enhanced (Kowalski 1998, Ignatowski & Bidlack 1998, Gaveriaux-Ruff et 

al. 2004, Roy et al. 2001). These observations suggest a physiological role of opioid receptors 

in maturation, differentiation, the humoral response of lymphocytes, and the up-regulation of 

protein levels of ORs might have regulatory effects. 

 

4.3 Detection of µ-, δ-, and κ-opioid receptors in morphine-treated rat 

lymphocytes by flow cytometry 

Rat lymphocytes were exposed to morphine for 48 h in vitro. Immunomodulation, 

mainly immunosuppression caused by morphine, has been observed by scientists for a long time, 

but the mechanism of action and the contingent effects are still not well understood (Sharp 2006, 

Mellon & Bayern 1998). This work shows that a high concentration of morphine (10-4 M) 

increased the expression of µ-ORs in splenic lymphocytes, but lower concentration (10-5 M) of 

this opioid did not change the µ-OR amount. The populations of splenic lymphocytes positive 

for δ-ORs and κ-ORs were not altered by morphine.  

In rat peripheral blood lymphocytes, both concentrations of morphine resulted in higher 

expression of µ-when compared to controls. Populations of δ-OR- and κ-OR-positive PB cells 

were not altered and remained small.  

In mice, chronic morphine administration resulted in a delay in the recruitment of cells 

of the immune to a wound and a reduction in the population of these cells (Martin et al. 2010). 

In another study, the proliferative response of lymphocytes to Con A was decreased in mice 

chronically treated with morphine, accompanied by increased apoptosis, while in µ-OR knock 

out mice, these effects were not observed (Wang et al. 2002). These observations indicate that 

immunosuppressive effects are caused by µ-OR. Are connected to presence of the µ-OR. 

Another study reported that PI3K/ AKT signaling pathway is involved in morphine-induced 

enhancement of µ-ORs gene expression. The E2F1 transcription factor was up-regulated and 

triggered the µ-OR gene transcription in CEM× 174 cells (Liu et al. 2010).  

The results of this work imply, that morphine specifically modifies the protein 

expression of µ-ORs in rat splenic and peripheral blood lymphocytes, while other types of OR 

are not affected, and that this effect is evoked by direct contact of lymphocyte and morphine. 
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The results support previous findings that opioids act directly on the immune system (Borner et 

al. 2013, Roy et al. 2001, Karaji et al. 2011, Ninkovic & Roy 2013). 

 

4.4 Detection of µ-, δ-, and κ-opioid receptors in human lymphocytes exposed 

to morphine by flow cytometry 

Peripheral blood lymphocytes of healthy individuals were exposed to morphine for 48 h in vitro. 

More lymphocytes were positive for µ-ORs after incubation with morphine compared to 

controls, which agrees with results from the animal model. In another study, the up-regulation 

of µ-OR mRNA in lymphocytes was found in patients, who were treated with morphine for 12 

months, and the results were confirmed after 24 months. That change was accompanied by a 

decrease in the number of natural killer cells, which was connected to immunosuppression 

(Campana et al. 2010).  

In this study, morphine increased the number of human lymphocytes expressing δ-ORs. 

In rat lymphocytes, δ-ORs protein expression was not altered. The number of cells positive for 

κ-ORs was not changed by morphine, but κ-ORs were the most abundant opioid receptors in 

control cells, which complied with the animal study. In other studies, up-regulation of κ-ORs 

mRNA in peripheral blood lymphocytes was detected in methadone-maintenance treated 

patients (Shahkarami et al. 2019), and µ-OR and δ-OR were found to be down-regulated 

(Toskulkao et al. 2010), which implicates that different opioids have various effects on the 

opioid receptor expression. Morphine alters opioid µ-OR protein levels, and since the change of 

µ-ORs expression was connected to immunosuppression, it suggests that the use of morphine in 

pain treatment should be carefully considered, especially in already immuno-deprived patients. 

However, more research is needed to resolve these concerns. 

 

4.5 Proteomic analyses of rat lymphocytes exposed to concanavalin A or 

morphine 

Rat splenic lymphocytes were exposed to Con A or morphine for 48 h in vitro. The proteomic 

analysis presented a complex view of how concanavalin A and morphine affect the proteome of 

lymphocytes. The effect of Con A on the lymphocytic proteome was profound. Cytoplasmic 
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and nuclear proteins represented more than 50 % of proteins with a changed expression. The 

majority of all Con A-up-regulated proteins were involved in RNA-processing, metabolism, 

negative regulation of apoptosis, and proliferation, which are functions connected to cell growth, 

mitosis. Down-regulated proteins are proteins mainly involved in processes of apoptosis, signal 

transduction, cell shape, movement, and metabolism. 

Proteomic analysis of rat splenic lymphocytes exposed to morphine reported less dramatic 

changes in protein expression. The expression of only 23 proteins was altered. The majority of 

the proteins with changed expression were nuclear and cytoplasmic proteins. They have 

involved mainly in RNA processing, nucleus organization, and cell shape and movement. 

Morphine up-regulated expression of histone H3 and histone H2A. These histones are 

methylated or acetylated in order to modulate DNA transcription and are involved in reparation 

of damaged DNA (Li et al. 2008, Tolstorukov et al. 2012). Morphine was shown to induce DNA 

damage in T-cells (Tsujikawa et al. 2009). Results of this proteomic analysis suggest that 

morphine might cause epigenetic changes or DNA damage.  

 

4.6 Determination of the homo-oligomeric state of opioid receptors in CHO-K1 

cell line using fluorescence microscopy techniques 

To resolve the intermolecular interactions of opioid receptors, it was "zoomed in" into single 

molecules of the receptors using total internal reflection microscopy (TIRFM). Fluorescently 

tagged opioid receptors were transiently expressed by CHO-K1 cells.  

Three-color split GFP complementation assay results showed that κ-ORs has the highest 

tendency to form a homodimer as it gave much higher GFP-positive fraction when compared 

the monomeric control. µ-OR and δ-OR gave similar GFP-positive fraction as the monomeric 

control. 

Dual-color smTIRFM was used to estimate the monomer-dimer ratio quantitatively. 

Single-molecule TIRFM requires low densities of expressed fluorescently tagged receptors (< 

5 fluorophores/ µm2), as higher densities would not allow identifying individual molecules, and 

it would result in high random co-localization. The co-localization ratio (fraction of yellow 

spots) for all ORs was similar to the monomeric control and provided seeming contradictory 

results to the split GFP assay result for κ-ORs. However, the dimerization of receptors is 
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dependent on receptor density. Therefore, to access higher opioid receptors densities while still 

observing single molecules, the PhotoGate technique was introduced. By that technique, it was 

resolved that κ-OR forms homodimers at densities up to 100 fluorophores/ µm2, while µ-OR 

and δ-OR stay monomeric. The observed co-localization of mEGFP- and SNAP-labeled µ-OR, 

or δ-OR, or the monomeric control was only transient, whereas κ-OR formed longer-lasting co-

localized spots, i.e., homodimers, at the same densities. Higher-order oligomers were not 

observed, which means that dimerization is a specific effect not caused by random co-

localization or clustering. Different, more common fluorescence microscopy techniques like 

FRAP or FRET require densities around 160 fluorophores/ µm2 or more to obtain quality data 

(Sarabipour & Hristova 2016). For the conventional single-molecule techniques, maximum 

densities of 5 fluorophores/ µm2 can be used (Kasai et al. 2011). In this study, using PhotoGate, 

a range of densities 10–125 fluorophores/ µm2 (real densities of 20−250 molecules/ µm2) was 

covered, which was not previously studied, but it is the range of physiological densities (Meral 

et al. 2018). As fluorescent tags were attached to the opioid receptors, the functionality of ORs 

was verified by [35S]GTPγS binding assay. 
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5.   Conclusions 

After prolonged in vivo treatment, morphine did not alter the protein level of opioid receptors 

in the rat forebrain cortex. Therefore, addiction and tolerance to morphine are not accompanied 

by changes in the total protein level of ORs in the forebrain cortex. This result supports the 

observations that the expression of opioid receptors might be regulated differently in various 

brain structures.  

 

In rat lymphocytes, short-term in vitro stimulation by mitogen concanavalin A caused a 

major change in the expression level of a large number of proteins, including opioid receptors. 

The majority of Con A-up-regulated proteins have a role in RNA-processing, metabolism, and 

negative regulation of apoptosis. Down-regulated proteins have involvement in the processes of 

apoptosis and signal transduction. The results bring a new broad perspective on how mitogen-

stimulation affects the proteome of lymphocytes. 

 

The short-term in vitro morphine treatment of rat lymphocytes altered the expression of 

proteins involved in DNA methylation. It complies with a recent theory that morphine causes 

epigenetic modulations and/ or DNA damage. The proteomic analysis provided a new complex 

view on changes in protein expression caused by morphine. Morphine also caused up-regulation 

of µ-ORs, but δ- and κ-ORs protein amounts were unchanged. The up-regulation of µ-OR 

implies that this opioid receptor is specifically involved in the direct response of lymphocytes 

to morphine.  

Preliminary data suggest that the expression of µ-OR, but also δ-OR, is altered by in vitro 

morphine treatment in human lymphocytes.  

The change in ORs protein level can be detected after short-term exposure to morphine, 

indicating acute immunomodulation caused by the opioid. More research needs to be conducted 

in the future to resolve the mechanism of how the opioid modulates the immune system.  

 

 The homo-oligomeric state of opioid receptors was resolved. In the CHO-K1 cell line, κ-

ORs formed homodimers in higher receptor densities, while µ-OR and δ-OR were 

predominantly monomers. Homodimerization of the receptors is an essential feature to 
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understand, because it may impact the pharmacology, signaling of the receptor, or strategies of 

new drug development. 
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