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ABSTRAKT

Morfin je klinicky velmi vyznamna latka ze skupiny opioidl, kterd je pro své silné
analgetické ucinky pouzivdna zejména pro tlumeni velkych bolesti. Opioidni receptory
zprostredkujici ucinky morfinu interaguji s G-proteiny tfidy Gj,,. Opioidni receptory se mij.
vyskytuji také v srde¢ni tkani, a morfin tedy mdze mit potencialné vliv i na ¢innost tohoto
organu. Cilem této diplomové prace bylo sledovani dasledk( chronického podavani morfinu
na expresi a distribuci vybranych podjednotek heterotrimernich G-proteini v myokardu
potkana. Také byl zkouman pfipadny vliv dlouhodobého plsobeni morfinu na odolnost
myokardu vUci ischemickému poskozeni. Laboratornim potkanim kmene Wistar byl
podavan morfin chronicky (1 mg/kg/den a 10 mg/kg/den) po dobu 10 nebo 28 dni.
Kontrolnim potkanlm byl podavan fyziologicky roztok. Dlouhodobé podavani morfinu
neovlivnilo expresi podjednotek Gsa, Gia, G,a, Gg/1100 @ G proteind, ale bylo zaznamenano
mirné snizeni hladiny Go,a proteinu. Vysledky dalSich experimentd ukazaly, Ze dlouhodobé
podavani vysokych davek morfinu muze vést ke snizeni velikosti infarktu a frekvenci

ischemickych arytmii, v zavislosti na jeho ddvce a délce poddvani.

Klicova slova: morfin, myokard, opioidni receptor, podjednotky G-proteind, infarkt.



ABSTRACT

Morphine is a clinically very important drug from the opioid group that is used for
treatment of severe pain because of its strong analgetic effect. Opioid receptors mediating
the morphine effect interact with the G/, class of trimeric G-proteins. Opioid receptors also
occur in heart tissue and morphine can thus potentially exercise its effect on the function of
this organ. The major aim of this project was to pursue consequences of long-term
treatment with morphine on expression and distribution of selected heterotrimeric
G-protein subunits in the rat heart. Potential cardioprotective effects of this drug have also
been studied. Laboratory rats of the Wistar strain were treated with morphine (1 mg/kg/day
or 10 mg/kg/day) for 10 or 28 days. The control group was treated with saline solution.
Prolonged treatment with morphine did not cause any effects on Ga, Gia, G,a, Gg110, Gf3
subunits, but the expression of G,o rather decreased. The results of subsequent
experiments showed that prolonged administration of high doses of morphine may reduce
the area affected by infarction and reduced the frequency of ventricle arrhythmias

depending on dose and duration of morphine administration.

Key words: morphine, myocardium, opioid receptor, G-protein subunits, infarction.



OBSAH

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ....c.coverrurerenunsenecitsssssssssssseessssssssssassssssssssssssssssssssnsnsssaes 8
1. LITERARNIPREHLED .....cocoeviininirireresnesenetttsssesssssaseessststssssssssssssessssassssssssssssssnenens 10
1.1  Receptory Sprazené s G-Proteiny ....cccccuccueeeiiriiieeiiiiieeeesieee et e e s rieee e s saaeee s snaseeas 10
000 P A O T 1 o T [ VI Yol =Y o o] VPRSP 11
1.1.2  Typy opioidnich reCePtorli......cuiiviiiiiiie et 12
1.1.3  Signalizace opioidnich receptorii......ccocveviieiciieeee e 13

1.2 Heterotrimerni G-proteiny ......ccccciiiiiiiiieee ettt st e e e saaa e e s saaeeas 14
1.2.1  Klasifikace heterotrimernich G-proteinl ........cccceccveeeviiicciiecie e 16

G N b =1 4 o ] YRR 19
1.3.1  AdeNnYIVICYKIAZA ... e e e e anes 19
1.3.2  FOSTOlIPAZA CP ..eiiiieiiiiiieete ettt s 20
1.3.3  10NtOVE KANAIY oot e e e 20

1.4 DESENZITIZACE ..eeiieiiiiieieeieee et e e 21

i T 0] o] o VAR PR PSRRI 22
1.5.1  Opioidy jako analgetiKa .......cceeiiriiiiiiiiiiie et 23
1.5.2  IMIOFIN et e 23

1.6 ISCREIMIE ..ttt sttt ettt eaneeeaas 25

i A € o [T oo 11 (PSR 26
1.7.1  Ischemicky preconditioning...........cccccouccuueeiieiiiiiiieiieee e e e sraee e 26

2. CILDIPLOMOVE PRACE......ccoimimirnriiriiisiicccesessssssssssassssssstsssssssessssssssssssssssssssssses 28
3. MATERIAL A METODY ...ccoiimimiminniiniiiisiisseesessssssssssasssssssssssssssssessssssssssssssssssssssses 29
3.1 Chemikdlie @ Material.......cc.ooiiiiiii e 29
3.2 EXperimentalni MOEl .....coouirieiieiiee et e e 29
3.2.1 MOl STACE M SIU .. e 30

3.3 Stanoveni velikosti iNfarktu ........cccoevieiieiiieee e 30
3.4 Homogenizace a frakcionace myokardu na Percollovém gradientu..........ccceeeeeeeennn. 31
3.5 lzolace membranoveé frakce @ CYLOSOIU .....uueeieeiiiiieiiieeeee et 32
3.6 Stanoveni Proteinl (BCA) ......eeeeoueieeeecriee ettt eetree e eetre e eeetee e e e e eareeeeeenaeeeeeeaaeeeean 32
3.7 SDS elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) ........cevvevievivviivvveeenenennn. 33
3.8 Prenos proteinl na nitrocelulézovou membranu a imunodetekce............ccccuu...... 35

6



3.9 Vyhodnoceni a prezentace VYSIdKU .........ccccuvieieeiiiieiiciiiee e 37

B, VYSLEDKY ..ocuruiuiuinenininserestsesttttteseeseess s ssssass sttt st ss e e e essssssssssassssssssasasasasssneses 41
4.1  Vliv chronicky podavaného morfinu na expresi a distribuci podjednotek G-protein(
11101 & e [Vl e To 4 1o - TR PRSP 41
4.2  Vliv chronicky podavaného morfinu na odolnost myokardu ........cccccccveeeiriiiieeennnen. 49

4.2.1  VelikoSt iNfarktu .ooc.eeeeeieeiiecee e 49
4.2.2  1SChemMICKE arytmie ...ueeeeeeiiee et e s sare e e s siae e e s eaes 49

TR 0 T 1] (U 7.4 52

6. ZAVER ...ttt ettt 56

7. SEZNAM POUZITE LITERATURY ....couruiuiucitntsisesssssesecstssssssssssssesessssssssssssssnenssssnanens 57



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AC
ADP
APS
ATP
B-AR
BSA

C

CaM
cAMP
cGMP
CNS
COX
DADLE
DAG
DAMGO
DNA
DOR
DPDPE
ECL
EDTA
GDP
GIRK
GPCR
G-proteiny
GRK

GTP

adenylylcyklaza

adenozindifosfat

persiran amonny

adenozintrifosfat

[3-adrenergni receptor

hovézi sérovy albumin

kontrolni skupina potkant

kalmodulin dependentni kindza

3', 5'-cyklicky adenozinmonofosfat
cyklicky guanozinmonofosfat

centrdlni nervovy systém
cyklooxygendza

([D-Ala2, D-Leu5]-enkefalin)
diacylglycerol

([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-enkefalin)
deoxyribonukleova kyselina

O opioidni receptor

([D-Pen2, D-Pen5]-enkefalin)
chemiluminiscence

kyselina ethylendiamintetraoctova
guanozindifosfat

G-proteinem aktivovany dovnitf usmérfiujici K kanal
receptory sprazené s G-proteiny
heterotrimerni GTP-vazebné proteiny
proteinkinazy receptort sprazenych s G-proteiny

guanozintrifosfat



Gyo o podjednotka prislusného G-proteinu

IP3 inozitol-1, 4, 5- trifosfat

IPC ischemicky preconditioning

Katp ATP zavisly draselny kanal

KOR K opioidni receptor

M morfinem ovlivnéna skupina potkan(
MAPK mitogenem aktivovana proteinkindaza
MOR K opioidni receptor

MRNA medidtorova ribonukleova kyselina
NAD" nikotinamid adenin dinukleotid

OR opioidni receptor

PIP, fosfatidylinozitol-4, 5-bisfosfat

PI3 fosfatidylinozitol-3-kinaza

PKA proteinkindza A

PKC proteinkindza C

PLC fosfolipaza C

RGS regulatory G-proteinové signalizace
ROS reaktivni formy kysliku

SDS sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza

SLB Laemmliho vzorkovy pufr

TBS trisovy pufr

TEMED N,N,N’,N’-tetramethyl-1,2-diaminomethan
™ transmembranovy segment receptoru

Tris tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Tween polyoxyethylensorbitan monolaurat



1. LITERARNI PREHLED

1.1 Receptory sprazené s G-proteiny

Receptory sprazené s heterotrimernimi GTP vazebnymi proteiny (angl. G-protein
coupled receptors; GPCR) tvofi nejpocetnéjsi skupinu membranovych receptorli. Geny
kodujici GPCR zahrnuji priblizné 1 % sav¢iho genomu, a proto tedy predstavuji nejrozsahlejsi
skupinu bilkovin (Breitwieser, 2004). Jedna se o skupinu receptor(i, které odpovidaji na
rozmanité signdlni molekuly (ligandy) v Zivém organismu, mezi které patfi hormony,
neurotransmitery, neuropeptidy, glykoproteiny. Ddle sem patfi i senzorické receptory pro
fotony, odoranty a tastanty (Lefkowitz, 2004; Morris a Malbon, 1999). Extracelularni signaly
jsou z téchto receptord prenaseny do bunky heterotrimernimi G-proteiny na riizné efektory,
jako napfr. adenylycyklazy, fosfodiesterazy, fosfolipdzy a rtizné iontové kandly (Gilman, 1987,
Morris a Malbon, 1999).

Receptory sprazené s G-proteiny maji jednotnou strukturu (Obr. 1). Tyto
transmembranové proteiny obsahuji sedm hydrofobnich domén (TM | - TM VII), které
prochazeji lipidovou dvojvrstvou plazmatické membrany. Maji strukturu o-helix spojenych
tremi extraceluldarnimi (EL1, EL2, EL3) a tfemi intraceluldarnimi smyckami (IL1, IL2, IL3).
Jejich N-koncova doména je orientovdna extraceluldrné, ktera je obvykle glykosylovana.
Zatimco C-koncova doména smérfuje do nitra buriky, kde mZe byt fosforylovdna na zbytcich
aminokyselin serinu nebo threoninu (Morris a Malbon, 1999).

Oblasti intraceluldarni smycky IL2, IL3 a ¢ast C-konce molekuly receptoru jsou nezbytné
pro interakci G-proteint (Moro et al., 1993). Interakce G-proteinu s receptorem muize byt
inhibovdna bud' pertussis toxinem nebo také mutaci karboxylového konce Ga podjednotky

(Neer, 1994).
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Extracellular

Intracellular

Obr. 1.: Struktura GPCR

I - VIl (V, VI, VIl vpozadi) - transmembranové domény; C - cytoplazmaticky C-konec;
N - extracelularni N-konec; iLOOP 1 - 3 - intracelularni smycky.

Upraveno podle Morris (1999).

1.1.1 Opioidni receptory

V sav¢im organismu se nachdzeji tfi hlavni typy opioidnich receptort (OR): u (mif),
(kappa) a o (delta) (Mansour et al., 1995). VSechny opioidni receptory si jsou z 60 %
sekvencné podobné a jejich struktura byla rozlusténa az v roce 1992 pomoci mysi
deoxyribonukleové kyseliny cDNA (Przewlocki a Przewlocka, 2001). Jejich cDNA byla
klonovana (Satoh a Minami, 1995). VSechny tfi typy opioidnich receptorli maji vysokou
afinitu k opioidnim alkaloidim, napf. morfinu a také relativné vysokou afinitu pro opioidniho
antagonistu naloxon (Connor a Christie, 1999). Lidské u, k¥ a 6 opioidni receptorové geny jsou
lokalizované na chromozémech 6q24-25, 1p34.3-36.1 a 8g11.2 (Satoh a Minami, 1995).
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Vsechny typy opioidnich receptori se vyskytuji predevsim v centralni nervové
soustavé (CNS) (Gray et al.,, 2006), ale také vjinych tkanich, jako napf. v myokardu,
ledvinach, plicich, tenkém a tlustém stfevu (Wittert et al., 1996). Zatimco lokaliza¢ni studie
pro k¥ a O opioidni receptory potvrdily pfitomnost téchto receptori v myokardu, exprese
i OR nebyla v srdecni tkdni prokdzana. Ackoli p opioidni receptory nebyly nalezeny pfimo
v burikdch srdecni tkané (myocytech), mohou byt pfitomny v srde¢nich nervech nebo na
endotelidlnich bunikach srdecnich cév a odtud regulovat srdecni funkci (Pugsley, 2002).

Bylo zjiSténo, Ze opioidni receptory, stejné jako GPCR maji jednotnou strukturu
(Blume et al., 1979). Kazdy receptor je slozen z extracelularniho N-konce a intracelularniho
C-konce, sedmi transmembranovych o-helixd (TM), tfi extraceluldrnich (EL) a tfi
intracelularnich smycek (IL) rdzné délky (Trescot et al., 2008).

Na zakladé molekuldrni analyzy aminokyselinovych sekvenci bylo prokazéno, ze
opioidni receptory patfi do rodiny receptorl spfazenych s heterotrimerni G-proteiny (GPCR),
které interaguji s pertussis toxin-senzitivnimi Gi/G, proteiny. NejCastéji popisovanym
pusobenim Gj, proteint je inhibice enzymu adenylylcyklazy, aktivace draselnych kanald
a inhibice napétové ovladanych vapenatych kanalll. Timto plsobenim dochazi k redukci
bunécné excitability a ke sniZeni uvolfovani neurotransmiterd (Satoh a Minami, 1995;
Williams et al., 2001). Aktivace opioidniho receptoru ma za ndsledek membranovou
hyperpolarizaci neuron(l, tedy zvySenou propustnost drasliku pres membranu a inhibici

vzniku akéniho potencidlu (Knapp et al., 1995).

1.1.2 Typy opioidnich receptort

Kazdy ze zakladnich typud opioidnich receptord ma nékolik podtyp(.

DOR - § opioidni receptor

Tento typ opioidniho receptoru ma vysokou afinitu pro DADLE ([D-Ala2, D-Leu5]-
enkefalin) a DPDPE ([D-Pen2, D-Pen5]-enkefalin) a na zakladé studii byly klasifikovany dva
podtypy téchto OR: &; a d,. Nejvétsi koncentrace toho typu receptoru jsou v amygdale,

paracortexu a bulbus olfactorius (Minami a Satoh, 1995).
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MOR - u opioidni receptor

U opioidni receptor se vyznacuje vysokou afinitou k morfinu, naloxonu, enkefalinu a
DAMGO ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-enkefalin). Vyskytuje se v centrdlnim nervovém
systému (CNS) v oblastech predniho mozku, stfedniho mozku a zadniho mozku. Jsou zndmy
dva typy W receptor(: p; a Ma. Aviak py receptor ma vyssi afinitu k morfinu nez p, a

je selektivné blokovan naloxonem (Koneru et al., 2009).

KOR - ¥ opioidni receptor
Kappa opioidni receptory maiji vysokou afinitu pro dynorfin A, 488H, U50, U69 a 593.

Tyto receptory se déli do dvou podttid: k; a k; (Satoh a Minami, 1995).

Byl také izolovan CcCtvrty opioidni receptor ORL1, ktery ma vysokou afinitu
k endogennimu agonistovi, nazyvanym nociceptin (orphanin; FQ). ORL1 je geneticky Uzce

pribuzny k ostatnim opioidnim receptor( (Connor a Christie, 1999).

1.1.3 Signalizace opioidnich receptort

Jak uZ bylo feceno vyse, opioidni receptory patii do skupiny receptort sprazenych
s Gi/G, proteiny. Vazebné misto pro nukleotidy na o podjednotce G-proteinu je ve svém
zakladnim klidovém stavu obsazeno GDP. Vazba agonisty k opioidnimu receptoru ma
za nasledek konformacni zménu receptoru, vedouci k aktivaci G-proteinu tfidy Gi/G, (Obr. 2).
To zpUsobi zvySenou afinitu G-proteinu ke GTP a dojde k vyméné GDP za GTP na vazebném
misté Ga podjednotky. Vazba GTP méni konformaci G-proteinu a zplsobuje oddéleni
Ga podjednotky od dimeru podjednotek GBy (Bourne, 1997). Jiz volnd Ga. podjednotka pak
interaguje napr. s membrdnové vdzanou molekulou adenylylcyklazy, kterou inhibuje, ¢imz
snizuje tvorbu cyklického 3°, 5°-adenozinmonofosfatu (cAMP) v bunce. Plsobenim
Gi/G, proteini také dochdzi k aktivaci tfidy K selektivnich iontovych kanalt (dovnitf
usmérnujicich draselnych kanall; GIRK) nebo k inhibici napétové ovlddanach vépenatych
kandll (Kreek a LaForge, 2007; Minami a Satoh, 1995). Obsazeni opioidniho receptoru
agonistou tedy vede k radé nitrobunécnych déji a vysledna odezva zavisi na expresi slozek

efektorovych systému v dané burice.
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Obr. 2.: Mechanizmus pusobeni opioidd na buriku

Stimulace opioidniho receptoru agonistou umoznuje aktivaci G proteina ze tfid G;/G,, které
poté oteviraji ur¢ité K" kanaly (GIRK) nebo uzaviraji napétové ovlddané vapenaté kandly a
inhibuji aktivitu adenylylcyklazy (AC).

Upraveno podle Kreek (2007).

1.2 Heterotrimerni G-proteiny

Za objev G-protein( a jejich ulohy v signalnim buné¢ném procesu obdrzeli v roce
1994 Alfred G. Gilman a Martin Rodbell Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu
(http://nobelprize.org). G-proteiny nesou jméno podle toho, Ze mohou vazat guaninové
nukleotidy, resp. GDP a GTP. Heterotrimerni G-proteiny funguji jako molekuldrni spinace
a umozZniuji vyrazné zesileni signdlu (Novotny, 2006). Jediny komplex agonista - receptor
muzZe katalyzovat aktivaci i nékolika G-proteinl najednou a ty mohou v aktivovaném stavu

stimulovat i nékolik efektorl. Mezi tyto efektory patfi vétSinou enzymy, které produkuji
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ve velkém mnozZstvi nizkomolekuldrni latky tzv. druhé posly, jako napf. cAMP, DAG, IPs.
Ulohou téchto latek je zesileni ptijatého informaéniho signdlu a jeho roziifeni dale do
nitra bunky.

Molekula G-proteinu je slozena ze tfi polypeptidovych podjednotek oznacovanych
jako o, B a y. Alfa podjednotka je nejvétsi (molekulovd hmotnost asi 39 - 52 kDa)
a charakterizuje cely G-protein. Pouze tato podjednotka je schopna vazat v zavislosti na své
konformaci GTP ¢i GDP a zaroven vykazuje endogenni GTPazovou aktivitu (Hamm a Gilchrist,
1996; Neer, 1995).

G-proteiny cykluji mezi aktivnim ainaktivnim stavem pravé diky molekule GTP
(Obr. 3). Vazba GTP na Ga. podjednotku vyménou za GDP vede k jeji disociaci z trimeru, a tim
k uvolnéni dimeru GPy. Volnd o a Py podjednotka G-proteinu muZe regulovat aktivitu
cilovych efektor(i. Nasledujici hydrolyza GTP zpét na GDP a anorganicky fosfat navrati
Go podjednotku do zakladniho stavu, ktery umozni reasociaci trimeru a systém je pfipraven
k opakovani cyklu iniciovaného stimulaci pfislusSného receptoru (Wettschureck a
Offermanns, 2005). Doba aktivity G-proteinli vyvolana vytvorenim jednoho komplexu
ligandu s receptorem je pfiblizné 10 sekund.

Pfestoze jsou G-proteiny strukturdlné heterotrimery (slozené ze tfi odliSnych
podjednotek), funguji v podstaté jako disociovatelné dimery, protoze signal je prenasen bud’
Ga podjednotkou a nebo Gy komplexem. Podjednotky G a Gy existuji jako pevné spojeny
komplex, ktery vystupuje jako funkéni jednotka. Alfa podjednotky nékterych G-proteint jsou
modifikovany pfipojenim myristové nebo palmitové kyseliny k N-konci jejich molekul,
coz prispivd k jejich vazbé k plazmatické membrané a usnadnéni interakce s komplexem
Gy podjednotek (Hamm a Gilchrist, 1996).

Dale byla prokazana existence tzv. RGS proteind (regulatorli G-proteinové
signalizace). Tyto proteiny mohou regulovat GTPazovou aktivitu Ga podjednotky tak, Ze se
na ni navazou a urychluji hydrolyzu navdzaného GTP. Bylo zjisténo, Ze RGS proteiny maji
podstatnou roli pfi ukonéeni bunécné signalizace vyvolané G-proteiny. Funguji tedy jako

negativni reguldtory GPCR signalizace (Hollinger a Hepler, 2002).
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Obr. 3.: Cyklus heterotrimernich G-proteint

Ag - agonista (ligand) GPCR; a, B, v - podjednotky heterotrimerniho G-proteinu; GDP -
guanozindifosfat; GTP - guanozintrifosfat; effector - efektor; RGS - reguldtory G-proteinové
signalizace.

Upraveno podle Wettschureck (2005).

1.2.1 Klasifikace heterotrimernich G-proteint

Pro identifikaci a charakterizaci G-proteinu je dilezita predevsim jeho o podjednotka.
U savcu kéduji a podjednotky 16 rdznych gend, vznikd dvacet nebo i vice proteind véetné
téch, které jsou syntetizovany v dasledku alternativniho sestfihu mRNA. Na zakladé
sekvenéni podobnosti o podjednotek G-proteinl byly identifikovany ctyfi t¥idy: Gsor, Gijo,

Gg/11 @ G12/13 (Birnbaumer et al., 1990; Neves et al., 2002).
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Trida Gs/Gos

Tato tfida G-proteinU obsahuje dva ¢leny a to Gsa a Goral, jejich aminokyselinova
sekvence se shoduje z 88 %. Tyto proteiny stimuluji enzymovou aktivitu adenylylcyklazy, a
tim zvySuji produkci cAMP z ATP, ktery ndsledné aktivuje specifickou proteinkinazu. Jsou
citlivé vici cholera toxinu (produkovany bakterii Vibrio cholerae) (Morris a Malbon, 1999).
Cholera toxin zplGsobuje ADP-ribozylaci o podjednotky G-proteinu. Donorem ADP-ribozylové
skupiny je NAD" (nikotinamid adenin dinukleotid), ktery je pfipojen k aktivnimu mistu
argininového zbytku na substratu. Tato modifikace inhibuje GTPazovou aktivitu Gso
podjednotky, coZ zpUsobuje jeji trvalou aktivaci a v dlsledku toho i zvySenou aktivaci
adenylylcykldzy (Jones a Reed, 1989). Trvald stimulace a podjednotky G-proteinu
stfevniho epitelu je napfiklad klicovou reakci v patogenezi cholery.

V dusledku alternativniho Stépeni jediného genu pro Gga, existuji Ctyfi izoformy
tohoto proteinu: Gs0, Gs0, Gsaa @ Ggou (Bray et al., 1986). Izoformy Ggioo a Gs,or maji
molekulovou hmotnost 52 kDa a oznacuji se jako dlouhé izoformy (GsL). lzoformy Ggo a
G40l se nazyvaji kratké izoformy (GsS) a jejich molekulova hmotnost je 45 kDa (Bray et al.,

1986; Neer, 1995). Podjednotka o z Gy je exprimovana vyhradné v ¢ichovém epitelu.

Tfida Gi/G,

Tato tfida G-protein( zahrnuje tfi izoformy Gio. protein(: Gjo, Gpo a Gio; dvé
izoformy Goa: Goiot a Ggpo; transduciny Guo a Gpo, které jsou specificky exprimovany
v ty¢inkdch a &ipcich sitnice oka; G-protein chutového epitelu gustducin Ggo; a protein
G,o.. G-proteiny této tridy Gi/G, interaguji s a,, - adrenergnimi, acetylcholinovymi, opioidnimi
(1, ¥ a 8) a dalsimi receptory. Jejich stimulace zpUsobuje inhibici enzymu adenylylcyklazy a
modulaci aktivity nékterych iontovych kandld (Minami a Satoh, 1995; Williams et al., 2001).

Tyto proteiny s vyjimkou G, jsou substraty pro toxin davivého kasle (pertussis toxin
produkovany bakterii Bordetella pertussis). Pritom dochazi k ADP-ribozylaci cysteinového
zbytku v blizkosti karboxylového konce Gio. podjednotky, rozprazeni G-proteinu od
aktivovaného receptoru a brani tak prenosu signalu (Homburger et al., 1987).

Girao, Gpo a Giza. proteiny jsou kddovany tfemi pribuznymi geny a jejich molekulova

hmotnost je 40 - 41 kDa. Izoformy Gyo. jsou proteiny o velikosti 39 kDa, vyskytujici se ve
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velkém mnoiZstvi v mozku (tvofi az 1 — 2 % mozkovych membranovych bilkovin) (Morris a

Malbon, 1999).

Ttida G4/G11

Do této tfidy patfi pét ¢len: Gqa, G110, G140, Giso @ G0t jehoz hlavnim efektorem
je fosfolipdza CPB, ktera po aktivaci vytvafi druhé posly inozitol-1, 4, 5-trifosfat (IPs) a
diacylglycerol (DAG). Obecné jsou tyto receptory povazovany za aktivacni. Purifikaci
pFislusnych proteinl se ukazalo, Ze interakce protein( z Gg/11 tfidy s fosfolipazami je pfima a
pravdépodobné ucastni se ji domény blizko karboxylového konce enzym(. G-proteiny této

tridy nejsou citlivé k pertussis toxinu ani k cholera toxinu (Morris a Malbon, 1999).

Tfida G12/G13

Posledni tfida G-proteinl obsahuje dva ¢leny: G0 a Gyza, které jsou rezistentni vici
pertussis a cholera toxinu. Tyto G-proteiny se U&astni regulace antiportu Na*/H" a ovliviuji
regulaci GTPazové aktivity malych G-proteinli zrodiny Rho, a to tim, Ze interaguji
s vyménnym faktorem guaninovych nukleotidii RhoGEF proteinem (Kurose, 2003; Simon et

al., 1991).

Gy komplex

Logothetis a spol. podali prvni presvédCivy dlkaz o interakci GPy komplexu
s efektorem a to tak, Ze detekovali pomoci GPBy dimeru aktivaci K* kandld v srdeénich
sinovych myocytech. Pfitom dochazi k hyperpolarizaci kardiomyocytl a zpomaleni srdecni
frekvence (Logothetis et al., 1987). Podjednotky GPy tvofi stabilni heterodimer, ktery pfimo
reguluje aktivitu rGznych efektor(: fosfolipdzy CPB, adenylylcyklazy, draselnych kanald a
P13 kindzy. Efektory nepfimo regulované prostfednictvim Gy komplexu jsou G-proteiny
patfici do rodiny Ras malych GTPaz (Neves et al., 2002).

GP podjednotky maji molekulovou hmotnost 36 kDa, zatimco Gy podjednotky jsou
mnohem mensi proteiny o velikosti 6 - 9 kDa. Gy podjednotka obsahuje ve své molekule
rozpozndvajici motiv pro prenylaci, tj. navazani lipid( izoprenoidl, které umoznuji interakci

komplexu GBy s Ga podjednotkami nebo s receptorem (Hamm a Gilchrist, 1996).
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1.3 Efektory

Go a GPy podjednotky heterotrimernich G-proteinUd reguluji aktivitu rdznych
skupin efektorl. Mezi nejdulezitéjsi efektory G-proteinli patfi enzym adenylylcyklaza,
fosfolipaza CB, fosfolipdza A,, cGMP fosfodiesteraza a iontové kanaly (Morris a Malbon,

1999).

1.3.1 Adenylylcyklaza

VsouCasné dobé je zndmo devét membrdnové vazanych savcich izoforem
adenylylcyklaz (AC | - IX) (Hurley, 1999). V myokardu je dominantni izoformou typ V a VI,
pouze minoritné se muzZe vyskytovat také typ IV a VII (Salazar et al., 2007). Adenylylcyklazy
se vyskytuji i v jinych tkdnich, jako napf. v tkani ledvin (AC IV, V, VII), jater (AC IV, VII), plic
(AC Il a VIl) (Simonds, 1999).

Vsechny zminéné izoformy adenylylcykldz jsou stimulovany prostfednictvim
Gsa. podjednotky. Také bylo zjisténo, Ze nékteré mohou byt aktivovany GPBy dimerem,
proteinkindzou C (PKC) nebo proteinem kalmodulinem. Naproti tomu G-proteiny tfidy G;/G,
inhibuji enzym adenylylcyklazu typu 1, Ill, Va VI, a tim snizuji intacelularni hladinu cAMP
a stupen fosforylace cilovych proteint (lyengar, 1993; Simonds, 1999).

[-adrenergni receptory (B-AR) patfi do rodiny GPCR a jsou klicové pro regulaci
srdec¢ni ¢innosti (Morris a Malbon, 1999). Tyto receptory jsou sprazeny se stimulacnimi
G-proteiny tridy G, je-li aktivovana G;a podjednotka dochazi ke stimulaci AC. Aktivovany
efektorovy protein adenylylcykldza za pfitomnosti Mg®*- ATP katalyzuje pfeménu ATP na
cyklicky 37, 5"-adenozinmonofosfat (cAMP). Tento nitrobunécény druhy posel je aktivatorem
vysoce specifické cAMP-dependentni proteinkindzy (PKA), coZ je serin/threonin kinaza
fosforujici v myocytech fadu substratl, ¢imZz dochazi ke zvySeni kontraktility srdce
(Freedman a Lefkowitz, 2004; Morris a Malbon, 1999). Cyklicky AMP je Stépen
cAMP-fosfodiesterdzou na AMP. Regulatorem aktivity AC je intraceluldrni vapnik, jeho
vysoka koncentrace inhibuje nékteré typy adenylylcyklaz.

Nékteré studie naznacuji, Ze u adenylylcyklazy typu V a VI pfi dlouhodobém podavani
morfinu dochazi ke zvyseni produkce intracelularniho cAMP, tzv. superaktivaci enzymové

aktivity (Schallmach et al., 2006; Watts, 2002), avSak na potkanim srdci nebyl tento fenomén
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dosud sledovan. Neni oviem vylouceno, Ze k podobnym jevim muZe dochdzet i v signalnim
systému AC v myokardu. Tato zvySena aktivita adenylylcyklazy je pravdépodobné soucasti
odpovédi burky na prodlouzenou aktivaci inhibicnich G-proteint tfidy Gi/G, (Johnston a
Watts, 2003). Zatimco dlouhodobé (chronické) plsobeni morfinu zfejmé zvysuje fosforylaci
adenylylcyklazy, akutni plsobeni opioidl je charakteristické poklesem hladiny cyklického

AMP (vlivem G;/G, proteinQ) (Watts, 2002).

1.3.2 Fosfolipaza Cp

V savcich tkdnich byly identifikovany tfi typy fosfolipaz C (PLC): PLCB, PLCy a PLCS.
Prostfednictvim heterotrimernich G-proteinG jsou aktivovany pouze PLC typu J
(Toker, 1998). Receptory spfazené s G-proteiny tfidy Gq aktivuji izoformy PLC3 pomoci nejen
Ga podjednotky, ale také GBy dimeru (Fukami, 2002).

Plsobenim fosfolipaz CPB v plazmatické membrané dochazi k hydrolytickému Stépeni
fosfatidylinozitolu - 4, 5 - bisfosfatu (PIP;) na inozitol - 1, 4, 5 - trifosfat (IP3) a diacylglycerol
(DAG). Solubilni molekula IP; se vaze na membranu endoplazmatického retikula, kde otvira
IP; fizené vépenaté kandly. Otevieni zpGsobi uvolnéni Ca** do cytosolu a zvydeni
nitrobunécné koncentrace volnych vapenatych iontl. Ty se vazi na protein kalmodulin
a tento komplex aktivuje specifické proteinkinazy, napi. CaM (kalmodulin dependentni
kindza). DAG zUstdva vazany v membrané, kde mdze aktivovat serin/threonin proteinkinazu
C (PKC). Pro u¢innou aktivaci PKC musi byt také pfitomny ionty Ca®*, a PKC fosforyluje fadu

cytoplazmatickych i jadernych protein(i (Rebecchi a Pentyala, 2000; Toker, 1998).

1.3.3 lontové kandly

Regulace iontovych kanall heterotrimernimi G-proteiny se uskutec¢nuje jak neptimo
s pomoci druhych poslQ, tak pfimo, tj. interakci s volnou Ga podjednotkou nebo Gy
dimerem. Nékteré G proteiny pfimo, tedy bez uUcasti druhych posli, reguluji a méni ¢innost
iontovych kanalG v dasledku hormonalni nebo neuroprenasecové aktivace receptora.
(Birnbaumer et al., 1990; Morris a Malbon, 1999). Pfimy ucinek byl pfikladné pozorovan

u nékterych Ca®" a K* kanald v srdci a hladké svaloving.
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1.4 Desenzitizace

PFi opakované ¢i dlouhodobé stimulaci GPCR hormonem dochazi ke snizeni bunécné
odpovédi, tzv. desenzitizaci odpovédi na vyvoldvajici podnét. Tento mechanizmus chrani
buriky pred nadmérnym drazdénim a pripadnym poskozenim (Freedman a Lefkowitz, 1996).
Bylo prokdzano, Ze pti dlouhodobéjsi aktivaci transmembranovych signalnich kaskdd muze
dochdzet i k bunécné redistribuci a pripadné celkovému ubytku (down-regulaci)
heterotrimernich G-proteint, které jsou v prisluSném prenosu signalu zapojeny (Svoboda a
Novotny, 2002). Studiu G-protein( bylo vSak v téchto souvislostech dosud vénovdno malo
pozornosti.

Proces desenzitizace se odehrava predevsim na urovni receptori a také na urovni
G-proteini (Pierce et al., 2002). Lze rozlis$it homologni a heterologni desenzitizaci.
Homologni desenzitizace predstavuje mechanizmus, kdy pouze agonistou okupovany
receptor je fosforylovan a poté internalizovan, coZ vede ke snizeni odpovédi na naslednou
stimulaci agonisty tohoto receptoru. Pfi heterologni desenzitizaci dochazi ke snizeni
odpovédi i u nékterych jinych receptori (Pierce et al., 2002).

Desenzitizace je iniciovana fosforylaci receptori GRK (kinazami receptor( sprazenych
s G-proteiny) a nasledujici vazbou arrestin{i. Smérovani vsech GRK k bunééné membrané je
zprostifedkovano jejich C-termindini koncovou doménou. Nejvyznamnéjsi srdecni GRK je
GRK2, znamy jako beta-adrenergni receptorova kindza 1 (B-ARK1) (Madamanchi, 2007).
Uloha GRK fosforylace spo¢iva predevsim ve zvyseni afinity receptoru pro arrestiny (Luttrell a
Lefkowitz, 2002).

Arrestiny jsou vyznamné intracelularni proteiny regulujici signalizaci receptoru
spfazenych s G-proteiny (GPCR). Tvofi komplexy s vétSinou GPCR (po jejich aktivaci
navazanim agonisty a fosforylaci) a hraji klicovou roli v procesech receptorové desenzitizace,
internalizace a down-requlace, které brani aktivaci pfislusSnych G-proteini (Buchanan a
DuBois, 2006; Shenoy a Lefkowitz, 2003).

Déletrvajici pusobeni agonisty na GPCR vede postupné k zeslabeni jeho ucinku
a Ubytku prenosu bunécnych signalld. Ackoliv je vazebné misto receptoru obsazeno
ligandem, signdl prestane byt prenasen ddle. Je to dlsledek sérii udalosti, které muzeme
rozdélit do tfech proces. Nejdfive nastava receptorova desenzitizace, dalSim déjem

v Casové posloupnosti je internalizace receptoru, kdy jsou receptory odstranény
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z plazmatické membrany a endocytovany, coz mize nakonec vyustit v celkové snizeni poctu
receptorll (down-regulaci). Receptorovy protein je nakonec degradovan v lysozomech

(Svoboda et al., 2004).

1.5 Opioidy

Opioidy jsou latky se schopnosti aktivovat specifické opioidni receptory. Odvozuji se
od morfinu, ktery pochazi z pryskyfice maku setého (Papaver somniferum) a byl pouzivan uz
od praddavna pro navozeni euforickych ucinkli a predevsim jako silné analgetikum
(Pugsley, 2002). Bylo prokazano, Ze endogenni opioidni peptidy vznikaji ze Ctyr
prohormonovych prekurzord: proenkefalinu, prodynorfinu, proopiomelanokortinu a

pronociceptinu (Hughes et al., 1975).

Rozlisujeme Ctyti skupiny opioid( podle jejich plvodu a struktury:

1. Endogenni opioidni peptidy produkované télem (endorfiny, enkefaliny, dynorfiny a
endomorfiny)

2. opiové alkaloidy (morfin, kodein a tebain)

3. polosyntetické opioidy (heroin, hydromorfin a oxykodon)

4. syntetické opioidy, latky plné vytvorené v laboratofi (methadon, fentanyl, penthidin a

tramadol)

Opioidy jsou klicové latky pouzZivané pro Iécbu bolesti. Hlavni indikace opioidl jsou
infarkt myokardu, bolesti pfi frakturach, pfi operaci a rovnéz bolesti u nadorovych
onemocnéni (El Mouedden a Meert, 2007).

Opioidy mohou byt poddvany rlznym zpUsobem: oralné, rektdlné, transdermalné,
intravendzné, intramuskuldrné, intranasalné atd. (Inturrisi, 2002). Opioidni latky vyvoldvaji
své ucinky ovlivnénim specifickych opioidnich receptorl. K jejim nejcastéjsim nezddoucim
ucinkdm patfi predevsim zacpa, stavy zmatenosti, zvraceni, tachykardie, atlum dechového
centra a multifokalni svalové zagkuby (Inturrisi, 2002). Utlum a spavost se objevuje nejéastéji
v prvnich dnech po poddani opioidld. V pribéhu nasledujicich 3 - 5 dni obvykle pfi
konstantnim davkovani spontanné tyto priznaky ustupuiji.

VSechny silné analgeticky pusobici opioidy jsou pfi predavkovani nebezpecné
utlumem dechového centra. Paralyza tohoto centra je nejcastéjsi pricinou amrti.
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1.5.1 Opioidy jako analgetika

Analgetika délime do dvou skupin: neopioidni a opioidni. Do neopioidnich analgetik
patfi nesteroidni antirevmatika-antiflogistika (pf. Paracetamol), které ucinkuji prevainé
blokdadou enzym( cyklooxygenazy (COX), jenz prevadi kyselinu arachidonovou na
prostaglandiny. Tyto analgetika sniZuji tvorbu prostaglandin(, které zvySuji vnimani bolesti,
a tim tlumi bolest. Opioidni analgetika tlumi bolest aktivaci opioidnich receptor( predevsim

v centralnim nervovém systému (Rokyta et al., 2009).

1.5.2 Morfin

V roce 1806 némecky lékarnik Sertlrner poprvé vyizoloval z opia bily prasek a
pojmenoval jej morfin podle boha sni Morfea (Brownstein, 1993). Diky neustale se rozvijejici
farmakologii bylo vytvoreno a objeveno velké mnozstvi jeho derivatld. Mezi nejrozsifenéjsi
derivaty patfi polosynteticky hydrokodon, plné synteticky meperidin a nebo antagonista
opioidnich receptorll naloxon. Morfin je hlavni alkaloid (tj. organickd dusikatd baze
pfirodniho pldvodu) obsazeny v opiu, ktery se ziskava vylucné z rostliny Papaver Somniferum
(Pugsley, 2002). Vyhodou morfinu je jeho dostatecné silny a dlouhodoby analgeticky efekt,
stabilita a také to, Ze se fadi mezi nejvice prozkoumané opioidy.

Chemicky vzorec morfinu je znazornén na obrazku ¢. 4 - tento alkaloid ma
pentacyklickou strukturu s benzylizochinolinovym jadrem (Trescot et al., 2008). Morfin se
vaZe na opioidni receptory typu p, k¥ a & a zprostfedkovava jejich stimulaci. Vazebné studie
myokardu potvrdily pfitomnost 6 a k¥ OR ve ventrikuldrnich myocytech potkana (Schultz a
Gross, 2001; Zimlichman et al., 1996).

Morfin patfi mezi nejucinnéjsi latky ¢asto pouzivané k tlumeni velkych bolesti, avsak
dlouhodobé podavani zvySenych ddvek této latky mize byt spojeno s rizikem vzniku
zavislosti (Adriaensen et al., 2003). Vznik zavislosti zahrnuje adaptivni zmény na Udrovni
opioidnich receptorl a s nimi asociovanych signdlnich systém(, které maji vyznam pro
neuronalni plasticitu v mozku (Law et al., 2000).

Ke zméndm muze dochazet i vjinych tkanich a burikiach exprimujicich opioidni

receptory, jako napf. v srdci a kardiovaskularnim systému (Pugsley, 2002).
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Nékteré studie ukdzaly, Ze chronické poddvani morfinu ma vliv na miru exprese
podjednotek Gsa, Gioo a G, o proteinl. Studiu G-proteinu bylo vsak v téchto souvislostech
dosud vénovano malo pozornosti. Napier a spol. zjistili, Ze dlouhodobé podavani morfinu
zvySuje expresi Giao a Gsoo proteinl v psim srdci (Napier et al., 1999). Zatimco pfi pokusu
v hippokampdlnich oblastech u mysi byla exprese Gsa snizena a naopak Gyoo zvySena
(Przewlocki a Przewlocka, 2001). Na modelu potkaniho srdce vsak vliv morfinu na expresi
G-proteint nebyl dosud sledovan.

Obecné se vi, Ze podavani této latky je doprovazeno snizenim kardiovaskuldrni funkce
a vzrustajici parasympatickou aktivitou (Napier et al., 1999; Randich et al., 1991). V nedavné

dobé byly rozpoznany také mozné cytoprotektivni tcinky morfinu (Peart a Gross, 2004).

N-CH
\

HO O OH

Obr. 4.: Strukturni vzorec morfinu

(50, 60a) - 7, 8 - didehydro - 4, 5 - epoxy - 17 - methylmorfinan - 3, 6 - diol.

Upraveno podle Trescot (2008).
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1.6 Ischemie

Pro srdecni svalovinu je dllezZity neustdly pfisun kysliku a Zivin k udrZeni jeji funkce.
Jestlize tomu tak neni, dochdzi k nahlému poklesu pritoku krve v korondrnich cévach,
tzv. ischemii myokardu. Mezi projevy tohoto onemocnéni patfi angina pectoris (bolest na
hrudniku), odumfeni srde¢ni svaloviny (infarkt myokardu), coz mlze vést az k srdecnimu
selhani a smrti. Zmény vyvolané akutnim infarktem myokardu Ize rozdélit na ischemické
poskozeni, vzniklé v pribéhu uzavieni korondrniho fecisté casti myokardu a reperfuzni
poskozeni, vyvolané obnovenim koronarniho pritoku po dlouhodobé ischemii. P¥i reperfuzi
nastava nahlé navraceni kysliku a Zivin (Ferdinandy et al., 2007).

Ihned po zac¢atku ischemie dochazi ke strukturdlnim a metabolickym zméndm. Prvnim
disledkem okluze koronarni tepny je rapidni Ubytek kysliku v burikdch a prudce klesa
aerobni metabolismus. Schopnost kardiomyocytl vytvaret energii ve formé
adenozintrifosfatu (ATP) klesa. Dochazi k aktivaci glykolyzy a glykogenolyzy. Vznikajici
pyruvat je po vstupu do mitochondrie oxidovan a konvertovan na laktat. Tento konecny
produkt anaerobni glykolyzy je v ischemickém myokardu akumulovan. Zvysena koncentrace
laktdtu ma za nasledek zkraceni doby trvani akéniho potencidlu a nasledny vznik poruch
srde¢niho rytmu tzv. arytmie. Ischemie md také vliv na iontovou homeostdzu, béhem
ischemie dochazi k poruse iontové rovnovahy. Plazmatickh membrana se stdva vice

+

propustnd pro ionty Ca’* a Na'. Diky nedostatku ATP dochézi kinhibici schopnosti
Na‘/K'-ATPazy transportovat Na' pry¢ zbufky a zvySuje se intraceluldrni koncentrace
sodnych iontd. Déle je preru$ena funkce ATP zévislé véapenaté pumpy a Ca’* se snadnéji
dostava ze svych bunécénych zasobaren do cytosolu, kde zplsobi aktivaci lysozomalnich
proteaz a fosfolipaz vedouci k bunécnému poskozeni. Jestlize nedojde k obnoveni krevniho

zasobeni, tak nasleduje nekrdza bunék (Ferdinandy et al., 2007).
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1.7 Kardioprotekce

Kromé duleZitych analgetickych a potencidlné nezddoucich navykovych ucink
morfinu bylo zjisténo, Ze tato latka mUZe vykazovat i jisté kardioprotektivni Gcinky. Vlivem
opioidd muaze byt zmenseno poskozeni myokardu, ke kterému dochazi v disledku Skodlivého
pusobeni ischemie (Peart a Gross, 2004). Molekuldarni mechanizmy plsobeni morfinu

na srdce vSak nejsou dosud zcela objasnény.

1.7.1 Ischemicky preconditioning

Soucasny experimentalni vyzkum, jenz se zabyva kardioprotektivnimi vlivy,
se zaméfuje na fenomén nazyvany ischemicky predtrénovany myokard (angl. Ischemic
preconditioning; IPC) (Murry et al., 1986). Jednd se o termin vyjadfujici uréitou miru
adaptace bunék myokardu na opakované ataky ischemie. BEhem IPC jsou bunky po néjaky
Cas vice odolné k efektlim zplsobenych nedostatkem Zivin a kysliku a vykazuji pak nizsi
poskozeni.

Z dosud zndmych poznatk( vyplyva, Ze klicové postaveni v mechanizmu IPC maji ATP
zavislé draselné kandly (Katp kandly), proteinkindza C (PKC), G-proteiny, reaktivni formy
kysliku (ROS) a také opioidy (McPherson a Yao, 2001; Schultz a Gross, 2001). Pfi pokusech
provadénych na potkanech bylo zjisténo, Ze kardioprotektivni Ucinek morfinu je
zprostifedkovan 8 a k opioidnimi receptory a uUcastni se ho také Karp @ PKC (Valtchanova-
Matchouganska a Ojewole, 2003; Wu et al., 2004).

Stimulaci opioidniho receptoru morfinem pfi indukci IPC dochdzi k aktivaci
proteinkinazy C (PKC) a Katp kanall (McPherson a Yao, 2001; Schultz et al., 1996; Wu et al.,
2004). PKC mUze zifejmé aktivovat Karp kandly a dalsi signdlni drahy, napf. MAPK kindzovou
kaskadu (Obr. 5) (Light et al., 1996; Schultz a Gross, 2001). Otevienim Karp kanall dochazi
k hyperpolarizaci membrany a burika proto tak snadno nepodlehne ischemické depolarizaci a
vtoku vapniku do cytosolu (Schultz a Gross, 2001). MlzZeme tedy fici, Ze tyto mechanizmy
pusobi kardioprotektivné. Avsak detailni analyza protektivnich intraceluldrnich mechanizma

zatim chybi.
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Obr. 5.: Signalni drahy opioidy vyvolané kardioprotekce

PKC - proteinkinaza C; Karp - ATP zavislé draselné kanaly; Ca® - napétové ovladany vapenaty
kandl; MAPK - mitogenem aktivovana proteinkinaza.

Upraveno podle Schultz (2001)
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2. CiL DIPLOMOVE PRACE

V této diplomové praci jsem usilovala o dosazeni nasledujicich cilG:

1. Porovnat hladiny vybranych podjednotek G-proteinli v plazmatickych membranach

myokardu kontrolni a morfinem ovlivnéné skupiny potkanu.

2. Ur¢it vliv chronického podavani morfinu na distribuci vybranych podjednotek

G-proteinl mezi plazmatickymi membranami a cytosolem.

3. Oveérit potencialni kardioprotektivni Gcinek chronického plsobeni morfinu po okluzi

sestupné vétve levé koronarni arterie.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Chemikalie a material

Morfin (ve formé morfin sulfatu) byl ziskdn od spolecnosti Zentiva. Anestetikum
Pentobarbital sodny byl od firmy Sigma - Aldrich. Inhibitor protedz Complete ™ dodala firma
Roche. Percoll ™ byl od Amersham Biosciences. Primarni protilatky proti G,a, GB a Gsa
podjednotkdm heterotrimernich G-proteini byly zakoupeny u firmy Santa Cruz
Biotechnology. Primarni protilatky proti Gg110,, Giao a Goo. podjednotkam byly pfipraveny
imunizaci kralik( dekapeptidy odvozenymi z C-konce pfislusné Ga podjednotky (Novotny et
al., 2001). Sekundarni protildtky dodala firma Amersham Biosciences. Nitroceluldzova
membrana byla zakoupena u firmy Schleicher and Schuell. K vizualizaci specificky navazanych
protildtek na membrané byl pouzit substrat Super Signal ® West Dura Extended Duration
Substrate od firmy Pierce. K expozici byl pouZit Kodak medical X-ray film. Ostatni béiné

chemikalie a soli pro ptipravu pufrd a roztokl byly zakoupeny u firmy Sigma a Serva.

3.2 Experimentalni model

Pro experiment byli pouzZiti dospéli potkani kmene Wistar (samci) o hmotnosti
250 - 340 g. Potkani byli chovéni na Fyziologickém Ustavu AV CR v klecich po 4 - 5 zvitatech,
kde méli volny pfistup k standardni dieté a pitné vodé. Pokusni potkani byli rozdéleni na
dvé skupiny: kontrolni a morfinem ovlivnéna. Experimentalni skupiné byl intramuskularné
podavan po dobu 10 a 28 dni morfin o davkach 1 mg/kg/den a 10 mg/kg/den. Kontrolni
skupiné byl podavan fyziologicky roztok (0,9 % NaCl). Po aplikaci posledni davky morfinu byli
potkani nasledujici den utraceni a po vyjmuti srdce byla oddélena jeho leva a prava komora.
Srde¢ni tkan byla zmrazena v tekutém dusiku. Jednotlivé vzorky byly zvdZzeny na analytickych
vahdach, oznaceny a zabaleny do alobalu a uchovavany v mrazaku pfi teploté - 80 C.
V dopliujicich experimentech byla rovnéz sledovana doba pretrvavani moznych disledkd
pusobeni morfinu na myokard - vtom pripadé byla zvifata po aplikaci posledni davky
morfinu ponechdna nasledujicich 2 - 7 dni za standardnich podminek (tj. bez morfinu).
Cast potkanG z kaidé skupiny byla pouZita pro fyziologické experimenty na modelu

srdce in situ a ostatni zvifata z kazdé skupiny byla pouZita na biochemické experimenty,
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které zahrnovaly imunodetekci vybranych podjednotek heterotrimernich G-proteind
(Gsa, Gia(1,2), Giau(3), Goat, G,0, Gg/110t @ GP) v myokardu. Veskeré biochemické analyzy byly

provadény predevsim na materidlu ziskaném z levé srdec¢ni komory.

3.2.1 Model srdce in situ

Model srdce in situ je standardni metoda pouZivana pro studium citlivosti myokardu
k letdlnimu bunéénému poskozeni - vzniku infarktu myokardu u experimentdlnich zvirat.
Podstatou metody je akutni okluze koronarni arterie, kterd zpuUsobi rozvoj ischemie
myokardu. Dale je na vyjmutém srdci histochemicky hodnocena velikost infarktu.

Potkani byli anestetizovani pentobarbitalem sodnym (60 mg/kg; Sigma-Aldrich)
intraperitonedlné. Hloubka anestezie byla testovdna kornedlnim reflexem a Stipnutim
chirurgickou pinzetou do ocasu. Po 10 minutové stabilizacni fazi na srdci byla provedena
okluze sestupné vétve levé koronarni arterie (LAD). Podvaz byl uskutec¢nén Sicim vldknem
a chirurgickou jehlou s hedvabnou niti (Chirmax) 1 - 2 mm distalné od mista odstupu LAD od
levé korondrni arterie (LCA). Oba konce vldkna byly provleceny polyethylenovou kanylou a
upevnény chirurgickou svorkou. Utazenim byl zastaven prltok tkani stény levé komory
srdecni, zasobované okludovanou arterii. Potkan byl napojen na pfistroj méreni tlaku a EKG.

Po 20 minutové ischemii byla okluze uvolnéna odstranénim svorky. Kanyla byla
vyjmuta z vlakna a ndsledovala 5 minutova reperfuze. Po uplynuti reperfuze bylo potkanovi

vyjmuto srdce z téla a pouZito pro stanoveni velikosti infarktu.

3.3 Stanoveni velikosti infarktu

Srdce bylo co nejrychleji vystfizeno z hrudi a poté bylo dikladné proplachnuto
fyziologickym roztokem. Opét byla provedena okluze LAD (Obr. 6). Nasledné bylo pomoci
injekéni stfikacky perfundovano srdce 5 % roztokem manganistanu draselného
(KMnOQOg4; Lachema), aby byla barevné odliSena okludovand oblast od normalné
perfundované. Oxidaéni reakci manganistanu doslo k obarveni normdlné perfundované
oblasti srdecni tkané do hnéda. Poté byl KMnO4 vyplachnut z koronarniho recisté a z dutin
srde¢nich komor fyziologickym roztokem. Srdce bylo vyjmuto z kanyly a odstupujici cévy

a srde¢ni siné byly z néj odstfizeny. Ndsledné bylo osuseno filtraénim papirem, zabaleno
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do potravinové félie a dano do mrazaku. KdyzZ byla tkan dostatecné tuha, tak byla nakrdjena
na 6 - 8 priénych fezd. Rezy byly po dobu 30 minut p¥i teploté 37 C inkubovany ve
fosfatovém pufru (pH 7,4), ktery obsahoval 1 % 2, 3, 5-trifenyltetrazolium chlorid
(TTC; Sigma - Aldrich; 0, 1 g TTC + 10 ml pufru).

K priprave fosfatového pufru o pH 7, 4 bylo pouzito:

0, 1 M Na;HPO,

0, 1 M NaH,PO,

Tetrazolium se pouziva jako indikator k rozliseni oblasti myokardu, které odolaly
ischemickému poskozeni. Po 30 minutach byl roztok TTC vyménén za 10 % vodny roztok
formaldehydu. Po tfech dnech byla z fezli odstranéna prava komora. Nasledné byly rezy
poskladany na Petriho misku (Obr. 7) a vyfotografovany zobou stran digitdlnim
fotoaparatem (Nikon). Pomoci pocitacového programu Ellipse byla vyhodnocena velikost

infarktového loZiska (IS), velikost ohroZené oblasti (AR) a velikost levé komory (LV).

3.4 Homogenizace a frakcionace myokardu na Percollovém gradientu

Po vyjmuti srdce z hrudi potkana byla oddélena jeho leva komora, kterd byla
nasledné zmraZzena vtekutém dusiku a uloZena pfi teploté - 80 'C a? do zpracovani
homogenizaci.

K homogenizaci byl pouzit homogenizaéni pufr obsahuijici:
20 mM Tris-HCl (pH =7, 4)

3 mM MgCl,

1 mM EDTA

250 mM sachardza

Pfed homogenizaci srdec¢ni tkané byla do homogenizac¢niho pufru pfiddna smés
inhibitorQi protedz Complete Protein Inhibitor Mixture ™ (Roche). Srdeéni tkari ziskana
z kontrolnich a morfinem ovlivnénych zvifat byla mechanicky zhomogenizovdna pomoci
Ultra-Turraxu (1 x 15 s) a Potter-Elvehjemova sklo-teflonového homogenizatoru
(10 x nahoru-dol(). Ziskany homogenat byl poté zcentrifugovan pfi 2100 otackach za minutu

po dobu 10 minut na stolni centrifuze (Hettich Universal R30). Do kazdé z osmi oznacenych
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kyvet bylo nejprve napipetovano 20 ml 18 % Percollu, na které byly nasledné velmi opatrné
naneseny 3 ml postnukledrniho supernatantu. Dale probihala centrifugace pfi 26000
otackach za minutu po dobu 15 minut na ultracentrifuze (Beckman Coulter Optima ™
XL-100K). Po centrifugaci byla membranova frakce opatrné odebrana pipetou a naredéna
v pfiméreném mnozstvi homogenizacniho pufru (25 ml rozpusténych membran na jednu
kyvetu). Nasledovalo dalsi stoceni na ultracentrifuze pfi 40000 otackach za minutu po dobu
60 minut. Jakmile centrifugace skoncila, tak z kyvety byla odebrana tekutina a usazeny pelet
membran byl resuspendovan v pufru nasledujiciho sloZeni:

20 mM Tris-HCl (pH =7, 4)

3 mM MgCl,

1 mM EDTA

Ziskany membranovy pelet byl ndsledné zhomogenizovdn a zmrazen v alikvotech

pfi teploté - 80 °C.

3.5 lzolace membranové frakce a cytosolu

Postnukledrni supernatant, ktery byl ziskany centrifugaci homogenatu, byl dale
stocen pfi 300000 x g po dobu 60 minut na ultracentrifuze. Ziskany supernatant (cytosol) byl
odebran a uchovan v mrazdku pfi teploté - 80 °C. Pelet membran byl resuspendovan
v homogenizaénim pufru. Objem naredénych membran byl doplnén do plvodniho objemu

vzorku a zmrazen v dusiku a uchovan pfi teploté - 80 °C.

3.6 Stanoveni proteint (BCA)

Stanoveni koncentrace proteind v experimentalnich vzorcich bylo provedeno
v desti¢ce o objemu jamky 300 pl s rovnym dnem. Jako standard byl pouzit hovézi sérovy
albumin (BSA). Do jednotlivych jamek bylo nepipetovano 100 pl vzorku, dané mnozZstvi

destilované vody a standardu podle nasledujici tabulky:
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Standard Blank 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
BSA (ul) 0 0,2 0,5 1,0 1,5 2,5 4 6 10 15 20 30
BSA - 2 5 10 15 25 40 60 100 - - -
(0, 1 ug/ul)
BSA - - - - - - - - - 15 20 30
(1 pg/w)
H,0 (ul) 100 98 95 90 85 75 60 40 - 85 80 70

Poté bylo pfidano 100 pl roztoku A + B + C. PouZité roztoky obsahovaly:
A: 8 mg Na,CO3 a 1, 6 mg vinan sodny (pH =11, 25)

B: 4 mg BCA

C: 0,4 mg CuSO, . 5 H,0

Nasledovala inkubace 30 minut pfi teploté 60 °C. Po skonceni inkubace byla zmérena
absorbance vzork( pfi 562 nm na pfistroji Synergy, pocitaCovy program Gen 5. Namérena
data byla vyhodnocena programem GraphPad Prism 5. Koncentrace proteinl jednotlivych

vzorkd byla odettena z kalibraéni k¥ivky, vynesené podle rovnice: y = ax* + bx + c.

3.7 SDS elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Pro rozdéleni proteinl ve vzorcich Percollovych membran byla pouZita metoda
standardni SDS-polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS-PAGE). Za vhodnych podminek
sodiumdodecylsulfat (SDS) disociuje oligomerni proteiny na jednotlivé polypeptidové retézce
a zdroven je obaluje zapornym ndbojem tak, Ze zcela prekryva jejich naboj. Proteiny se
za téchto podminek rozdéli témér vyluéné na zdkladé jejich relativnich molekulovych
hmotnosti. Mensi peptidy se v gelu pohybuji rychleji.

K provedeni elektroforézy byla pouzita aparatura Mini-Protean Il (Bio-Rad). Pro déleni
proteinl byl pouzit 10 % standardni SDS-polyakrylamidovy gel (vyska 5, 5 cm) (Novotny et
al., 2001).
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SloZeni 10 % déliciho gelu (uvedeno mnoZstvi pro naliti 2 gel() bylo ndsledujici:
8 ml H,0

5ml 1,5 M Tris-HCl (pH = 8, 8)

6, 7 ml 30 % akrylamid — 0, 8 % N, N’- methylen bisakrylamid

200 ul 10 % SDS

90 ul 10 % APS

8 ul TEMED

Tento gel byl opatrné prevrstven asi 300 ul nasyceného vodného roztoku buthanolu
a ponechan 1 hodinu polymerovat pfti laboratorni teploté. Po polymeraci byl gel promyt od
buthanolu a pfevrstven zaostfovacim gelem do vysky cca 2 cm od déliciho gelu.
SloZeni zaostfovaciho gelu:
6 ml H,O
2,5ml0, 5 Tris-HCl (pH = 6, 8)
1, 3 ml 30 % akrylamid - 0, 8 % N, N'- methylen bisakrylamid
100 pl 10 % SDS
90 % 10 % APS
8 ul TEMED

Uvedené mnoiZstvi odpovidd pripravé dvou gel( pro aparaturu Mini-Protean II
(Bio-Rad). lhned po naliti gelu byl do néj vsunut hiebinek (spacer) pro vytvoreni jamek pro
vzorky a standardu molekulovych hmotnosti. Zaostfovaci gel byl poté ponechan 30 minut
polymerovat pfi laboratorni teploté. Vzorky byly nafedény 4x konc. Laemmliho vzorkovym
pufrem (SLB; pH = 6, 8), ktery byl pfipraven nasledujicim zplsobem:

2,6 ml 1 M Tris-HCI (pH = 6, 8)
4 ml glycerol

0,8 g SDS

0,8gDTT

1 mg bromfenolova modf

H,0 ad 10 ml
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Pfed nanesenim na gel byly vzorky 2 minuty povareny pfi teploté 100 °C.
Jako pozitivni kontrola pro stanoveni podjednotek G-proteind byl pouZit postnuklearni
supernatant z mozkové tkdné, ktera je na tyto proteiny velmi bohata. Pro orientaci byl na gel
nanasen predznaceny standard molekulovych hmotnosti v rozmezi 26, 6 az 180 kDa (Sigma).
Elektroforéza byla provedena v predem vychlazeném elektroforetickém pufru (running
buffer) o sloZeni:
25 mM Tris-HCI (pH neupravovano)
188 mM glycin
0, 1% SDS

Aparatura byla zapojena ke zdroji konstantniho napéti pfi 200 V po dobu pfiblizné
45 minut. Pocatecni proud Cinil asi 100 mA. Elektroforéza byla ukoncena ve chvili, kdy celo
(bromfenolova modr) témér dosahlo dolniho okraje gelu. Rozdélené proteiny byly nasledné

pfeneseny z gelu na nitrocelulézovou membranu.

3.8 Pienos proteinl na nitrocelul6zovou membranu a imunodetekce

Pro detekci elektroforeticky rozdélenych proteinli byla pouZita technika imunoblotu
(tzv. Western blotting). Prenos proteinl z polyakrylamidového gelu na nitrocelul6zovou
membranu byl proveden v blotovacim pufru.
SloZzeni blotovaciho pufru:
25 mM Tris-HCI
192 mM glycin

20 % methanol

Prenos proteinl probihal v aparature pfi konstantnim napéti 100 V (pocatecni proud
cca 250 mA) po dobu 1 hodiny. Po pfeneseni protein na nitrocelulézovou membranu byla
tato membréna proplachnuta v destilované vodé a inkubovana jednu hodinu pfi laboratorni
teploté vtzv. blokovacim pufru. Tento pufr obsahoval 5 % susené nizkotu¢né mléko
rozpusténé v TBS/Tween pufru:

10 mM Tris-HCI (pH = 8, 0)
150 mM NacCl
0,5 % Tween
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Po zablokovani vazebnych mist na membrané s prenesenymi proteiny z mléka, byla
tato membrana oplachnuta v destilované vodé. Nasledné byla membrana inkubovdna
s primarnimi protilatkami pfes noc v chladové mistnosti (teplota mistnosti 4 °C). Primarni
protilatky byly nafedény v TBS/Tween pufru s1 % susenym nizkotuénym mlékem.

Pro jednotlivé primarni protilatky bylo pouzito ndsledujici fedéni:

Anti Gso 1:5000
Anti Gia(1,2) 1:5000
Anti Gjoi(3) 1:5000
Anti Goou 1:5000
Anti G, 1:3000
Anti Gg/1100 1:5000
Anti G 1:10000

Nasledujici den byla membrdna 3krat promyta po dobu 10 minut v promyvacim pufru
(3 % Tween 20 v TBS pufru) a inkubovana 1 hodinu se sekundarnimi protilatkami. Poté byla
membrana opét promyta 3 x 10 minut v promyvacim pufru. K detekci proteini metodou
chemiluminiscence (ECL) byly pouzity sekundarni protilatky anti-krdlici IgG znacené kifenovou
peroxidazou, které byly redény 1:40000 v TBS/Tween pufru s 1 % nizkotu¢nym mlékem. Po
poslednim promyti v promyvacim pufru byla membrana vysuSena pomoci filtracniho papiru
a pokryta cca 250 pl roztokem substratu pro kfenovou peroxidazu (substrat Super Signal;
Pierce). Prebyvajici substrat byl po jedné minuté dukladné osusen filtraénim papirem.
Poté byla membrdna zabalena do potravinové félie a vtemné komore byl k membrané
pfilozen film (Kodak: X-OMAT K film), ktery byl vyvolan na vyvolavacim pfistroji Optimax

(Fomei). Doba expozice zavisela na pouzitych protilatkach.
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3.9 Vyhodnoceni a prezentace vysledku

Velikost infarktového loZiska byla stanovena z fotografii jednotlivych rez(i (Obr. 7).
Tyto snimky fezli vyfotografované jak z apikalni, tak z bazalni strany byly nejdfive vloZeny
z fotoaparatu do pocitace, kde byly doostieny v programu Adobe Photoshop 6.0. Ddle se
pracovalo pouze sobrazkem kazdého fezu. Ke kvantitativnimu stanoveni velikosti
infarktového loZiska byl pouzit program Ellipse. Pomoci programu Ellipse byla u jednotlivého
fezu stanovena velikost tkané poskozené ischemii (IA), tkané celé levé komory (LV) a tkané
vystavené ischemii (AR), kterd po podvdazani korondrni arterie perfundovand nebyla.
Na obrazku ¢. 8 je znazornén fez levou komorou srdecni, kde perfuze manganistanem
draselnym zpUlsobila barevné rozliSeni jednotlivych oblasti fezu myokardu. Normalné
perfundovand oblast byla zbarvena do hnéda, tkan ktera prezila ischemii, byla zbarvena do
¢ervena a bild barva pak predstavuje nekrotické loZisko.

Vysledné obrazky ziskané imunodetekci byly snimany zfilmu pomoci skeneru.
Kvantitativni stanoveni bylo provedeno denzitometricky v pocitaéovém programu
ImageQuant. K dalsSimu grafickému zpracovani obrazk( byl pouzit program Adobe Photoshop
6.0.

Vysledky jsou uvedeny jako primeéry = stfedni chyba priméru (SEM). Pro statistické
zpracovani vysledk( byl pouzit program GraphPad Prism 5. Statistické rozdily byly hodnoceny
pomoci nepdrového Studentova t-testu a ANOVA. Za statisticky vyznamné byly povazovany
rozdily na drovni P < 0,05 (tzn. zména stfednich hodnot obou testovanych souboru je

signifikantni a je znacena *).
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Obr. 6: Okluze sestupné vétve levé koronarni arterie upevnénim svorky
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Obr. 7: Fotografie obarvenych fezi myokardu
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Obr. 8: Pricny fez levou komorou srde¢ni

Hnéda barva - tkan normalné perfundovand (obarvena KMnQy); Cervena barva - tkan, kterd
odolala ischemickému poskozeni v ohroZzené oblasti (tetrazolium pozitivni); bila barva - tkan

nendvratné poskozena (tetrazolium negativni).
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4. VYSLEDKY

4.1 Vliv chronicky podavaného morfinu na expresi a distribuci podjednotek

G-proteinti v myokardu potkana

Ve vzorcich plazmatickych membran ziskanych zlevé srdeéni komory morfinové
skupiny potkanu, které byl po dobu 10 a 28 dni podavan intramuskularné morfin o davkach
1 mg/kg a 10 mg/kg (Tab. 1) a kontrolni skupiny, které byl misto morfinu podavan
fyziologicky roztok, byly pomoci gelové elektroforézy a techniky imunoblot s pouZitim
specifickych protildtek detekovany vybrané podjednotky heterotrimernich G-protein(:
Gs0, Gia(1,2), Gia(3), Goa, G0, Gg/110t @ G (Obr. 9).

V plazmatickych membranach morfinové skupiny potkana, které byl po dobu 10 a 28
dni podavan morfin o davce 10 mg/kg, byl zjistén signifikantni rozdil (ovéreny Studentovym
t-testem) v mnoistvi G,oo protein. Hladina Goo. proteinu byla u morfinové skupiny
(10 mg/kg morfinu po dobu 10 dni) nizsi asi 0 9 % oproti skupiné kontrol (Graf 1) a hladina
Goo. byla u morfinové skupiny (10 mg/kg morfinu po dobu 28 dni) nizsi asi o 13 % oproti
kontrolam (Graf 2). U morfinové skupiny potkant, které dostavaly nizké davky morfinu
(1 mg/kg) po dobu 10 a 28 dni, nebyly zaznamenany zadné vyznamné rozdily v mnoZstvi
G-proteinu (Graf 3 a 4).

Ve vzorcich plazmatickych membran a cytosolu kontrolni a morfinové skupiny
potkan( (10 mg/kg morfinu po dobu 10 dni) byly stejnym zplsobem detekovany G;a(1,2),
Gia(3), Gsa a G,0. podjednotky (Obr. 10). V cytosolarni frakci na rozdil od membranové bylo
zjisténo minimalni mnoizstvi Gia(1,2) a Gia(3) proteind. Vyskyt Gsoo a G,oo podjednotky

v cytosolarni frakci nebyl zaznamenan (Obr. 10).
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Tab. 1: Rozpis jednotlivych davek morfinu podavanych experimentalni (M) skupiné

potkanu

davka morfinu
vzorek (mg/kg/den) doba podavani (dny)
C I (kontrola) 10
M | 10 10
M I 10 10
Ml 10 10
MV 1 10
C Il (kontrola) 28
M IV 10 28
M VI 1 28
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Obr. 9: Reprezentativni imunobloty detekovanych podjednotek G-proteini a Na*/K

ATPazy v plazmatickych membranach kontrolni (C) a morfinové (M) skupiny potkant

Na standardni 10 % polyakrylamidovy gel bylo vidy naneseno 20 pg proteinu plazmatickych
membran na jednu jamku. Proteiny plazmatické membrany byly rozdéleny pomoci
SDS-PAGE, preneseny na nitrocelulézovou membranu a detekovany specifickymi
protilatkami jednotlivych zkoumanych podjednotek G-proteing.

C 1, Cll: membrany kontrolni skupiny; M | - M VI: membrany morfinové skupiny (Tab. 1)
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Graf 1: Vliv chronického pusobeni morfinu (10 mg/kg; 10 dni) na distribuci vybranych

podjednotek G-proteint v plazmatickych membranach myokardu potkana

Proteiny plazmatické membrany byly rozdéleny pomoci metody SDS-PAGE, preneseny na
nitrocelulézovou membranu a detekovany specifickymi protilatkami jednotlivych
zkoumanych podjednotek G-proteint. Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno
denzitometricky s pouZitim programu GraphPad Prism 5. Relativni zmény v mnoiZstvi
zkoumanych proteinl ve vzorcich morfinové skupiny jsou vyjadreny percentudlné (+ SEM)
vzhledem k mnoiZstvi stanovenému v odpovidajicich kontrolnich vzorcich (100 %).
Vysledky byly ziskany ze tfi nezavislych pokus.

* p < 0,05; statisticky vyznamny rozdil (Studentiv t-test): Goo. vs. CTR
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10 mg/kg po dobu 28 dni
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Graf 2: Vliv chronického pusobeni morfinu (10 mg/kg; 28 dni) na distribuci vybranych

podjednotek G-proteint v plazmatickych membranach myokardu potkana

Proteiny plazmatické membrany byly rozdéleny pomoci metody SDS-PAGE, preneseny na
nitrocelulézovou membrdnu a detekovany specifickymi protilatkami jednotlivych
zkoumanych podjednotek G-proteint. Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno
denzitometricky s pouZzitim programu GraphPad Prism 5. Relativni zmény v mnozZstvi
zkoumanych proteinl ve vzorcich morfinové skupiny jsou vyjadreny percentudlné (+ SEM)
vzhledem k mnoiZstvi stanovenému v odpovidajicich kontrolnich vzorcich (100 %).
Vysledky byly ziskany ze tfi nezavislych pokus.

* p < 0,05; statisticky vyznamny rozdil (Studentiv t-test): Goo. vs. CTR
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1 mg/kg po dobu 10 dni
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Graf 3: Vliv chronického pusobeni morfinu (1 mg/kg; 10 dni) na distribuci vybranych

podjednotek G-proteinl v plazmatickych membranach myokardu potkana

Proteiny plazmatické membrany byly rozdéleny pomoci metody SDS-PAGE, pfeneseny na
nitrocelulézovou membranu a detekovany specifickymi protildtkami jednotlivych
zkoumanych podjednotek G-proteint. Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno
denzitometricky s pouZitim programu GraphPad Prism 5. Relativni zmény v mnozZstvi
zkoumanych proteind ve vzorcich morfinové skupiny jsou vyjadieny percentudlné (+ SEM)
vzhledem k mnoiZstvi stanovenému v odpovidajicich kontrolnich vzorcich (100 %).

Vysledky byly ziskany ze tfi nezavislych pokus.
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1 mg/kg po dobu 28 dni
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Graf 4: Vliv chronického pusobeni morfinu (1 mg/kg; 28 dni) na distribuci vybranych

podjednotek G-proteinti v plazmatickych membranach myokardu potkana

Proteiny plazmatické membrany byly rozdéleny pomoci metody SDS-PAGE, pfeneseny na
nitrocelulézovou membranu a detekovany specifickymi protildtkami jednotlivych
zkoumanych podjednotek G-proteinl. Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno
denzitometricky s pouzitim programu GraphPad Prism 5. Relativni zmény v mnozZstvi
zkoumanych proteinl ve vzorcich morfinové skupiny jsou vyjadreny percentudlné (+ SEM)
vzhledem k mnoiZstvi stanovenému v odpovidajicich kontrolnich vzorcich (100 %).

Vysledky byly ziskany ze tfi nezavislych pokus(.
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Obr. 10: Reprezentativni imunobloty detekovanych G;a(1,2), Ga(3), Gsa a G,a
podjednotek v plazmatickych membranach a v cytosolu kontrolni (C) a morfinové (M)

skupiny potkanti

Na standardni 10 % polyakrylamidovy gel bylo vidy naneseno 20 pg proteinu plazmatickych
membran nebo cytosolu na jednu jamku. Proteiny byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE,

preneseny na nitrocelulézovou membranu a detekovany specifickymi protilatkami.
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4.2 Vliv chronicky podavaného morfinu na odolnost myokardu

4.2.1 Velikost infarktu

Za vyuziti metody srdce in situ (Neckar et al., 2002) jsme analyzovali vliv dlouhodobé
stimulace opioidnich receptorli morfinem na rozsah ischemického poskozeni myokardu
(velikost infarktu, ischemické arytmie) po okluzi sestupné vétve levé korondrni arterie.
Bylo zjisténo, Ze 10 - denni podavani morfinu potkandm nemélo statisticky vyznamny vliv
na velikost ischemického posSkozeni myokardu. Oproti tomu u morfinové skupiny potkand,
které byl poddvan morfin po dobu 28 dni, byly zaznamenany statisticky signifikantni zmény.
U této skupiny zvifat doslo k vyznamnému snizeni velikosti ischemického poskozeni
myokardu o 27 % v porovnani s kontrolni skupinou. Vysazeni morfinu po dobu 7 dni
nasledné po ukonceni jeho podavani vedlo k vyznamnému zvysSeni velikosti infarktu, ktery
odpovidal kontrole. Tedy doslo k vymizeni protektivniho ucinku. Ziskané vysledky shrnuje

graf ¢. 5.

4.2.2 Ischemické arytmie

Komorové arytmie byly sledovany v prlbéhu 20 minutové ischemie. Graf ¢. 6 ukazuje
celkovy pocet predcasnych komorovych stahl béhem ischemie u jednotlivych skupin.
U potkant, kterym byl podavan morfin ve vysokych davkach po dobu 10 dni (10 mg/kg),
bylo zjiSténo statisticky vyznamné snizeni poctu predc¢asnych komorovych staht z 273 + 60
(u kontrol) na 107 + 42 (u morfinové skupiny). Prodlouzeni doby podavani morfinu na 28 dni
vedlo k vymizeni antiarytmického ucinku (411 + 127). Také vysazeni morfinu u skupiny se
snizenym vyskytem arytmii vedlo knormalizaci vyskytu ischemickych arytmii, ktery

odpovidal kontrolam (470 £ 300) (Graf 6).
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Graf 5: Vliv chronického podavani morfinu na velikost infarktu

Relativni velikost infarktu vztazena na velikost ohrozené oblasti (IS/AR).

Rozsah ischemického poskozeni (IS) je vyjadfen v procentech velikosti ohrozené oblasti (AR).
CTR: kontrolni skupiny; M 10: 10 dni podavani 10 mg/kg morfinu; M 10+7A: 10 dni podavani
10 mg/kg morfinu a 7 dni vysazeni; M 28: 28 dni podavani 10 mg/kg morfinu; M 28+7A:
28 dni podavani 10 mg/kg morfinu a 7 dni vysazeni.

* p < 0,05; statisticky vyznamny rozdil (ANOVA test): M 28 vs. CTR
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Graf 6: Celkovy pocet predcasnych komorovych stahi

CTR: kontrolni skupiny; M 10: 10 dni podavani 10 mg/kg morfinu; M 10+7A: 10 dni podavani
10 mg/kg morfinu a 7 dni vysazeni; M 28: 28 dni podavani 10 mg/kg morfinu; M 28+7A:
28 dni podavani 10 mg/kg morfinu a 7 dni vysazeni.

* p < 0,05; statisticky vyznamny rozdil (ANOVA test): M 10 vs. CTR
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5. DISKUZE

Predmétem studia této diplomové prace bylo sledovani disledkd dlouhodobého
podavani morfinu na expresi a distribuci vybranych podjednotek heterotrimernich
G-proteinl v preparatech potkaniho myokardu. Dale byl sledovan potencidlni
kardioprotektivni ucinek dlouhodobé stimulace opioidnich receptorli morfinem.

Morfin je klinicky velmi vyznamna latka pouZivana k tlumeni velkych bolesti, avsak
chronické podavani vysokych davek této latky s sebou pfinasi pozitivni i negativni dasledky
na organismus. Tim znamym Zadoucim efektem jsou jeho klinicky vyznamné analgetické
ucinky, mezi ty nezéddouci patfi vznik zavislosti a moziné poskozeni myokardu pfi podavani
vysokych ddvek morfinu (Adriaensen et al., 2003). Veskeré ucinky a molekularni mechanizmy
pUsobeni morfinu na srdce vSak nejsou dosud zcela objasnény. Morfin je agonistou vSech
typU opioidnich receptor(i (Minami a Satoh, 1995). Pfitomnost p opioidniho receptoru v srdci
viak nebyla zjisténa. Rada studii prokazala, e morfin pUdsobi na srdce aktivaci § a x
opioidnich receptortd (McPherson a Yao, 2001; Schultz a Gross, 2001) a tyto receptory jsou

sprazeny s inhibi¢nimi G-proteiny tfidy Gi/G, (Minami a Satoh, 1995).

Podstatnou casti této prace bylo zkoumani mozného vlivu vysokych (10 mg/kg/den),
ale i nizsich davek (1 mg/kg/den) morfinu na expresi podjednotek G,a, Gia(1,2), Gia(3), Goa,
G,a, Ggnri0o a GB protein( vsrdeénim svalu potkana. Imunodetekce prostfednictvim
specifickych protilatek po predchozim rozdéleni proteini (metoda SDS-PAGE) frakce
plazmatickych membran z Percollového gradientu prokazala signifikantni zmény v hladiné
podjednotky Goa proteinu mezi kontrolni a morfinem ovlivnénou skupinou. Porovnanim
vysledk( ziskanych ze vzorkd tkdné myokardu kontrolnich a morfinem ovlivnénych zvifat
bylo zaznamenano mirné snizeni hladiny G,a proteind. Hladina podjednotky Goo proteinu
byla u morfinové skupiny (10 mg/kg morfinu po dobu 10 dni) nizsi asi 0 9 % oproti skupiné
kontrol a hladina G,a proteinu byla u morfinové skupiny (10 mg/kg morfinu po dobu 28 dni)
nizsi asi o 13 % vzhledem ke kontrolam.

NaSe vysledky dale ukdzaly, Ze dlouhodobé podavani morfinu neovlivnilo expresi
podjednotek Gsa, Gia, G,o,, Gg11o @ GP proteind. Pfi chronické stimulaci opioidniho
receptoru dochazi po prvotnim poklesu hladiny cAMP kjeho nadprodukci, k tzv.

superaktivaci adenylylcykldzy (Watts, 2002). Je znamo, Ze podjednotka Gso stimuluje
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adenylylcyklazu. V nasi préci vSak nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil v mnozstvi této
podjednotky ve vzorcich kontrolni a morfinové skupiny.

Napier a spol. (1999) ukazali na preparatech psiho srdce, Ze chronické poddvani
morfinu (75 mg/kg/den) zvysuje expresi Gia a Gsa proteint (Napier et al., 1999). Dalsi studie
prokazaly, Ze pti podavani 10 mg/kg/den morfinu byla v hippokampalnich oblastech u mysi
exprese podjednotky Gsa snizena a exprese Go,o. naopak zvySena (Przewlocki a Przewlocka,
2001). Na modelu potkaniho srdce vsak vliv morfinu na expresi G-proteind nebyl dosud
sledovan. Rozdily mezi nasimi vysledky a vysledky publikovanymi mohou byt pravdépodobné
zpUsobeny rozdily ve zvifecim modelu a podminkach experimentu.

Pficinou sniZeni exprese podjednotky Goo. proteind mUze byt zfejmé proces zvany
down-regulace. V dlsledku toho dochazi k celkovému snizeni hladiny receptor( a G-proteinu
po opakované ¢i dlouhodobé stimulaci receptorl agonistou (Svoboda a Novotny, 2002;
Svoboda et al., 2004). Dlouhodobd stimulace receptoru hormonem vede nejprve k poklesu
hladin pfislusSnych G-proteind v plazmatické membrané, pozdéji k poklesu celkového
mnozstvi G-proteind v burice (degradace; down-regulace). Bylo zjiSténo, Ze procesu
desenzitizace se mohou Ucastnit vSechny podjednotky tfidy Gs Gijo, Gg/11 proteint (Milligan,

1993).

Dalsi ¢asti této diplomové prace bylo zkoumani vlivu chronického podavani morfinu
na distribuci podjednotek Gia(1,2), Gia(3), Gsa, G,o, proteinli mezi membranami
a cytosolem. Z nasich vysledkl vyplynulo, Ze v cytosolu se na rozdil od membranové frakce
vyskytovalo pouze minimalni mnozstvi Gia(1,2) a Gjo(3) proteint. Obsah podjednotky Gsa a
G,a v cytosoldrni frakci nebyl zjistén. MUzeme tedy fici, Ze v cytosolu byla prokadzana urcita
hladina Gja(1,2) a Gja(3) proteinl. Nékteré Go. podjednotky mohou byt tedy solubilizovany,
tj. mGze dojit k jejich uvolnéni z membrany a pfenosu do cytosolu (Chabre, 1987).

Na rozdil od naSich soucasnych pozorovani byl v nékterych predchozich studiich
popsan vyskyt cytosolarnich forem Gga proteind (Novotny et al., 2001; Ransnas a Insel, 1989;
Witte et al., 1999). Tato odlisSnost zfejmé souvisi se zplsobem pfipravy cytosolarni frakce.
V nasem pripadé byl cytosol ziskan ultracentrifugaci postnukledrniho supernatantu pfi
300000 x g (60 min), coz umoznuje mnohem ucinnéjsi oddéleni partikularni frakce nez

podminky, které byly pouzity v predchozich podobnych experimentech.
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Pomoci metody srdce in situ jsme dale detekovali vliv chronické stimulace opioidnich
receptorl morfinem na rozsah ischemického poskozeni myokardu (velikost infarktu,
ischemické arytmie) po okluzi sestupné vétve levé koronarni arterie, kterou byl do pfislusné
oblasti myokardu levé komory srdecni zastaven privod kysliku a Zivin.

U morfinové skupiny potkand, které byl podavan morfin (10 mg/kg) po dobu 28 dni,
byly zaznamendny statisticky signifikantni zmény. Relativni rozsah ischemického poskozeni
myokardu byl u této skupiny zvifat mensi 0 27 % v porovnani s kontrolni skupinou. Pfitom po
vysazeni morfinu doslo po 7 dnech k vymizeni protektivniho ucinku. Také bylo zjiSténo,
Ze 10-denni podavani morfinu (10 mg/kg) potkanim nemélo statisticky vyznamny vliv
na velikost ischemického poskozeni myokardu.

Dalsim sledovanym parametrem ischemického poskozeni byl vyskyt ischemickych
arytmii. Vysledky ukdzaly, Ze u potkan(, kterym byl podavan morfin ve vysokych davkach
po dobu 10 dni (10 mg/kg), doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni pocétu predcasnych
komorovych staht z273 + 60 (u kontrol) na 107 + 42 (u morfinové skupiny). Vysazeni
morfinu po dobu 7 dni ndsledné po ukonéeni jeho podavani vedlo k normalizaci vyskytu
ischemickych arytmii.

Mezi dnes nejvice studované kardioprotektivni fenomény patfi tzv. ischemicky
preconditioning (IPC) (Murry et al.,, 1986). Jednd se o termin vyjadfujici uréitou miru
adaptace bunék myokardu na opakované ataky ischemie. IPC plisobi antiischemicky a chrani
tak srdecni tkan pred dusledky akutniho ischemicko-reperfuzniho poskozeni (Schultz a Gross,
2001).

Nékolik studii potvrdilo, Ze opioidni receptory maji dilezZitou ulohu pfi morfinem
indukovaném preconditioningu (Chen et al., 1996; McPherson a Yao, 2001; Shi et al., 2003).
Sdosud znamych poznatk( vyplyvda, Ze v mechanizmu IPC se uplatiuji také ATP zavislé
draselné kanaly (Katp kanaly) a proteinkindza C (McPherson a Yao, 2001; Valtchanova-
Matchouganska a Ojewole, 2003). Stimulaci opioidniho receptoru morfinem pfi indukci IPC
dochazi k aktivaci proteinkindzy C (PKC) a Karp kandll (McPherson a Yao, 2001; Schultz et al.,
1996; Wu et al., 2004). PKC mUze ziejmé aktivovat Karp kanaly a dalsi signalni drahy, napfr.
MAPK kinazovou kaskadu. (Light et al., 1996; Schultz a Gross, 2001). Otevienim Karp kanalQ
dochazi k hyperpolarizaci membrany a bunka proto tak snadno nepodlehne ischemické
depolarizaci a vtoku vapniku do bunky (Schultz a Gross, 2001). Avsak detailni analyza

protektivnich nitrobunécnych mechanizm( zatim chybi.

54



Jiz dfive bylo ukdzano, Ze chronické pusobeni morfinu milze vykazovat
kardioprotektivni Ucinek u mysi (Peart a Gross, 2004; Shi et al., 2003; Schultz a Gross, 2001).
Nase nalezy nizSiho vyskytu ischemickych arytmii u potkan(, kterym byl podavan morfin
(10 mg/kg; 10 dni), potvrzuji moznost ochranného pusobeni morfinu proti arytmiim.
Podobny antiarytmicky efekt byl také pozorovan u potkant, kterym byl podavan morfin
(20 mg/kg; 3 tydny) v pitné vodé (Chan et al., 1987).

Vysledky nasich fyziologickych experimentl prokdazaly u morfinové skupiny potkand,
kterym byly podavany vysoké davky morfinu, vyznamné snizeni velikosti infarktu a
omezeni poctu ischemickych arytmii (v zavislosti na ddvce a délce poddvani morfinu).
Tyto vysledky naznacuji, Zze kardioprotektivni efekt morfinu zavisi na jeho davce a délce

podavani.
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6. ZAVER

Tato diplomova préace se zabyvala vlivem chronického plsobeni morfinu na expresi a
distribuci vybranych podjednotek G-proteinl v myokardu potkana. Ddle byly sledovany
potencialni kardioprotektivni uc¢inky morfinu - byla zkoumadna frekvence komorovych arytmii
a rozsah ischemického poskozeni srdce po podvazani sestupné vétve levé koronarni arterie.

Na zakladé provedenych experiment( jsme dospéli k témto zavérlim:

1. Dlouhodobé podavani morfinu neovlivnilo expresi podjednotek Gsa, Gia, G,a, Gg/110
a GP proteinl v plazmatickych membrdndch, ale bylo zaznamendno mirné snizeni

hladiny Gy proteinu.

2. Vcytosolu byla prokazana urcita hladina Gja(1,2) a Gjo(3) proteinl, ale nebyla

zjisSténa pritomnost podjednotek Gsa. a G,a v cytosoldrni frakci.
3. Chronické podavani vysokych davek morfinu muize vyvolat kardioprotektivni tucinky.

Doslo k vyznamnému snizeni velikosti infarktu a k omezeni poctu ischemickych

arytmii (v zavislosti na davce a délce podavani morfinu).
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