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Abstrakt

V nedavné dobé¢ bylo zjisténo, ze pisobeni morfinu mize vyznamné omezovat
poskozeni tkan¢, ke kterému dochdzi v priabéhu ischemie myokardu. Molekularni
mechanismy, kterymi morfin ptsobi na srdce, jsou vSak doposud jen velmi malo
objasnény. Zamérem této prace bylo sledovat vliv chronického 10denniho a 27denniho
pusobeni nizkych (1 mg/kg/den) a vysokych (10 mg/kg/den) davek morfinu na expresi
vybranych receptorti sptazenych s G-proteiny (GPCR) a na expresi a aktivitu
adenylylcyklazy (AC).

Chronicky vliv morfinu sniZoval expresi k-opioidnich receptort az pti 27dennim
pusobeni, 10denni pisobeni nemélo na expresi receptort vliv. Pfi stanoveni exprese
B1-AR a B2-AR pomoci imunoblotll nebyla zjiSténa vyznamnd zména jejich distribuce,
avSak pfesnéjsi stanoveni exprese f-AR pomoci satura¢ni vazebné studie odhalilo, Ze
pfi 27dennim podavani vysokych davek morfinu dochazi k patrnému naristu celkového
poctu téchto receptort. Podavani vysokych davek morfinu indukovalo zvySenou expresi
adenylylcyklazy (AC) isoformy V/VI, mnozstvi exprimované AC se ptitom snizovalo
umérné s dobou od ukonceni podavani morfinu. Nizké davky morfinu indukovaly
expresi AC jen pfi 27dennim podavani. Chronické plisobeni morfinu nemélo vliv na
bazalni aktivitu AC, zvySovalo vSak stimulovanou aktivitu AC, a snizilo inhibicni vliv
aktivovanych Gi podjednotek na aktivitu AC.

Z naSich vysledki vyvozujeme, ze chronické pusobeni morfinu ma vliv na
zvyseni exprese AC V/VI a primarné neindukuje zménu mnozstvi opioidnich receptora
V cytoplasmatické membran¢. Chronické podavani morfinu zfejm€ ovliviluje
B-adrenergni signalni systém a vede k upregulaci stimulacnich a downregulaci

inhibi¢nich drah ovliviiyjicich aktivitu AC.

Kli¢ova slova: morfin, receptory spfazené s G-proteiny, opioidni receptory,

B-adrenergni receptory, adenylylcyklaza



Abstract

It has recently been discovered that the effect of morphine can significantly
reduce the tissue damage that occurs during myocardial ischemia. The molecular
mechanisms by which morphine acts on the heart are still little understood. The aim of
this thesis was to monitor the effect of chronic 27-day and 10-day administration of low
(1 mg/kg/day) and high (10 mg/kg/ day) doses of morphine on the expression of
selected G-protein-coupled receptors (GPCR) and on the expression and activity of
adenylyl cyclase (AC).

Chronic (27 days) morphine treatment reduced the expression of k-opioids
receptors, but 10-day morphine exposure did not influence the expression of these
receptors. Assessment of ;- and P-AR by immunoblot technique did not show any
significant change in the expression, but the more accurate determination of B-AR
expression using the saturation binding studies revealed that 27-day treatment with
high doses of morphine appreciable increased the total number of these receptors.
Administration of high doses of morphine led to marked up-regulation of adenylyl
cyclase (AC) isoforms V/VI, and the amount of AC decreased proportionally with the
time of discontinuation of morphine administration. Low doses of morphine up-
regulated AC only during 27-day administration. Chronic morphine exposure did not
affect the basal aktivity of AC however, it increased the stimulated AC aktivity and
reduce the inhibitory effect of activated Gi subunits on the enzyme activity.

Our results indicate that chronic morphine exposure has significant effect on the
expression of AC V/ VI and does not induce any change in the amount of opioid
receptors in the cytoplasmic membrane. Chronic morphine administration appears to
affect myocardial B-adrenergic signaling system and leads to upregulation of the
stimulatory pathways and downregulation of the inhibitory pathways affecting the
activity of AC.

Keywords: morphine, G-protein coupled receptors (GPCR), opioid receptors,

B-adrenergic receptors, adenylyl cyclase
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Seznam zkratek
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cAMP
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1. Uvod

Morfin je ptirozené se vyskytujici opioid, ktery se pro své silné analgetické
ucinky vyuziva Siroce v klinické praxi. Pii vazb& na receptor vyvolava morfin svij
primarni efekt napodobovanim endogennich opioidnich peptidl, které se pfirozené
vytvareji v télech zivocCichil a podileji se zde na regulaci cetnych fyziologickych funkci.
V nedédvné dobé bylo zjisténo, ze morfin mize svym piisobenim vyznamné snizit
posSkozeni, ke kterému dochazi béhem infarktu myokardu. Molekuldrni mechanismy
pusobeni morfinu byly do té doby zkoumany ptedev§im v centralni nervové soustave
Vv souvislosti se snahou objasnéni vzniku tolerance a zévislosti, ke které¢ dochazi po
dlouhodobém plisobeni morfinu. O vlivu morfinu na signalni drdhy v srdci se tak vi
zatim jen pomérné malo. Morfin ptsobi v srdci pfedevS§im na x a & opioidni receptory,
po jejichz aktivaci dochazi k inhibi¢nimu ptisobeni na adenylylcyklazu (AC). Bylo vSak
také zjiSténo, ze chronické plsobeni morfinu mize naopak vyvolat 1 zvySenou
senzitivitu AC. Chronické piisobeni morfinu muize ziejmé zaroven ovliviiovat také
B-adrenergni signalni systém, ktery tvofi rozhrani mezi sympatickym nervovym
systétmem a kardiovaskularnim systémem a je tak dalezitym regulatorem srdecnich
funkei.

Cilem této diplomové prace je prozkoumat, jaky vliv ma chronické piisobeni
morfinu na expresi k a 6 opioidnich receptorti a f-adrenergni receptorii a na aktivitu a
expresi AC. Tento vyzkum mize pfinést nové poznatky o dilezitych mechanizmech
fidicich srdecni cinnost, které mohou byt potencidlné ovlivnény dlouhodobym

pusobenim morfinu.
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2. Literarni prehled

2.1 Morfin

Morfin je ptfirozené se vyskytujici alkaloid patiici do skupiny opioidd, tedy
latek, které vyvolavaji sviij Glinek vazbou na opioidni receptory a zaroven jsou
stereospecificky antagonizovany naloxonem (viz obr. 1). Morfin je soucasti opia, které
je ziskavano z pryskyfice vIi¢iho maku Papaver somniferum (Oxford Textbook of
Palliative Medicine, 1998). Zaroven se morfin vyskytuje také v tkanich a télesnych
tekutinach zivocichii, nicméné v daleko mensi koncentraci nez v Papaver somniferum.
Jeho biosyntetické cesty byly nalezeny napiiklad v jatrech, krvi nebo mozku Zivoc€icht.
Morfin syntetizovany v télech zivoCichi se ziejmé& podili pfedev§im na modulaci
vnimani bolesti tim, Ze zvySuje prah pro bolestivé stimuly. (Benyhe, 1994; Corbett et
al., 2006).

Opium je pro své vlastnosti pouzivano z léebnych, ale 1 socidlnich divodl uz
po dlouha tisicileti. Tato latka dokaze tlumit bolest, navozovat spanek, branit prijmam a
produkovat stavy euforie (Pharmacology, 2003). Morfin byl jako prvni alkaloid
izolovan z opia némeckym lékarnikem Friedrichem Serturnerem roku 1804. Jeho nazev

byl odvozen od jména feckého boha sni Morfeuse (Benyhe, 1994).

HO O OH

Pozice 3 Pozice 6

Obr. 1: Struktura morfinu. Morfin se sklada z benzenového jadra s fenolovou
hydroxylovou skupinou na pozici 3, alkoholovou hydroxylovou skupinou na pozici 6 a
tercialniho atomu dusiku. Ob¢ hydroxylové skupiny mohou byt konvertovany na ethery
nebo estery. Po O-methylaci na pozici 3 vznika kodein, Po O-acetylaci na pozici 3 a 6

vznikd diacetylmorfin (heroin). Tercidlni dusik je dilezity pro analgetické vlastnosti
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morfinu, pokud by byl dusik v kvarterni form¢, morfin by nebyl schopen projit do
centralni nervové soustavy a vyrazné by se tim snizil stupen analgesie (upraveno podle
Trescot et al., 2008).

Kratce po izolaci se zacaly Siroce vyuzivat 1éky obsahujici morfin k 1é¢eni kolik,
prijmi a potlatovani nejriznéjSich bolestivych stavii. Spolu s nartstem vyuzivani
morfinu jako léku zacalo rist jeho zneuzivani, a to piedevsim ve formé jeho derivatu
diacetylmorfinu — heroinu. Legalni uzivani morfinu a dal$ich opioidt se z toho diivodu
dostalo pouze do rukou 1ékait, kteti se v ptipadé neopravnéného piedepsani tohoto 1€ku
vystavovali hrozb& ztraty l€karské licence a trestniho stihani. Tato striktni regulace
vedla k neochoté 1ékait piedepisovat opioidy a dotkla se tak predevsim pacientu, jejichz
bolestivé stavy byly nedostatecné lécCeny. Koncem 20. stoleti bylo diky 1ékaitim z fad
zastancu uzivani opioidld jako nenahraditelnych 1é¢iv pro tlumeni bolesti obnoveno a
pfijato pouZzivani opioidi pro lé¢bu akutnich bolesti, bolesti spojenych s rakovinou a
bolesti spojenych s terminalnimi stadii riznych chorob (Ballantyne a Mao, 2003; Hill
1996). Morfin a dalsi opioidy dodnes zlistavaji nejefektivnéjSimi analgetiky a navzdory
medicinskym pokrokim jsou to Casto 1 jedind analgetika schopnd utlumit prudké bolesti
(Ballantyne, 2008).

Pii dlouhodobém podavani morfinu ¢asto dochazi k adaptivnim zménam
vV odpovédi na jeho plisobeni a rozviji se tolerance a zavislost. Tolerance miize byt
definovana jako snizeni citlivosti organismu na danou latku v duasledku jejiho
dlouhodobého nebo opakovaného uzivani. Zavislost lze definovat jako absolutni
potiebu dané latky pro udrzeni normalni fyziologické funkce (Taylor a Fleming, 2000).
Tolerance se vyviji velice rychle, miiZze se objevit jiz 12-24 hodin po podani morfinu a
je casto doprovazena fyzickym abstinenénim syndromem. Pokud mluvime o zavislosti,
je nutné rozliSovat mezi terapeutickou, fyzickou a psychickou zavislosti. Terapeuticka
zavislost se miize vyskytovat u pacientt, ktefi vyzaduji lé€bu opioidnimi analgetiky pro
potlaceni ptiznakli nebo pribéhu nemoci a jsou tak pouze zavisli na terapeutickém
pusobeni daného opioidu. Tato terapeuticka zavislost mize, ale nemusi vést k rozvoji
fyzické zavislosti, ale nikdy neni spojena s psychickou zavislosti. Fyzickd zavislost je
spojena s abstinen¢nim syndromem. Pokud se tedy u pacienta rozvinula fyzicka
zavislost, dojde pfi nahlém pieruseni podavani opiodniho analgetika k rozvoji
abstinen¢nich ptiznak. Ty se objevuji pfiblizn€ 12 hodin po pferuseni podavani

opioidu a jsou charakteristické pocitem uzkosti, nervozitou, podrazdénosti, stfidanim
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zimnic s horkymi navaly. Po 2-3 dnech dochdzi k vyvrcholeni abstinen¢niho syndromu,
tento stav je doprovdzen nevolnosti, zvracenim, kieCemi bficha, tfesem a nespavosti.
Vzniku abstinencnich ptiznakil 1ze zabranit pomalym a postupnym snizovanim davky
opioidu az do uplného pteruseni jeho podavéani. Zatimco fyzické ptiznaky zavislosti
mizi za nékolik dni, vyjimecné¢ za n€kolik tydnti, projevy psychické zavislosti, které
jsou spojeny s neustalym bazenim po dané latce a tendenci ji vyhledavat, ziskavat a
uzivat, pretrvavaji po mésice az roky. Psychickd zavislost se jen vyjimecné objevuje u
pacientd, ktefi uzivali opioidy jako analgetika (Oxford Textbook of Palliative Medicine,
1998; Pharmacology, 2003).

2.2 Receptory sprazené s G-proteiny

Receptory sprazené s G-proteiny (heterotrimernimi regula¢nimi proteiny
vazajicimi  guaninové nukleotidy), zkracené GPCR, tvofi nejvétsi rodinu
membranovych receptort. Zprostiedkovavaji nejvice fyziologickych odpovédi na
pusobeni hormont, neurotransmiterit a podnétti okolniho prostfedi a maji tak vysoky
potencial jako terapeutické cile pro Siroké spektrum chorob. GPCR jsou charakteristické
svoji strukturu tvofenou sedmi transmembranovymi a-helikdlnimi segmenty (7TM)
oddélenymi tfemi intracelularnimi a tfemi extracelularnimi smyckami, extracelularnim

N koncem a cytoplasmatickym C koncem (viz obr. 2).

g 8 Extracelularni prostor

Intracelularni prostor

Obr 2: Struktura GPCR. I-VII- transmembranové a-helixy, IC1-1C3- intracelularni
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smycky, ECI-EC3- extraceluldrni smycky, N- extracelularni N konec, C- cytosolicky C
konec (upraveno podle Morris a Malbon).

Extracelularni povrch receptoru ma dulezitou roli pfi rozpoznani a vazbé
signdlni molekuly, zatimco intracelularni ¢ast receptoru se podili na rozpoznani a
aktivaci G-proteinii. Na zakladé sekven¢nich a strukturalnich podobnosti se mohou
GPCR obratlovci délit do tfi hlavnich rodin: rodopsinové, sekretinové a glutamatové.
Rodopsinova rodina je nejvétsi a nejrozmanitéjsi, jeji Clenové maji charakteristické
sekvencni motivy, ze kterych vyplyvaji spolecné strukturadlni rysy a aktivacni
mechanismus. Navzdory tomu maji jednotlivé GPCR této rodiny jedine¢nou kombinaci
signal prenasejici aktivity, ktera ovlivituje rizné G-proteinové podtypy, rtiizné komplexy
regula¢nich procest a tim i rizné signalni drahy zavislé na G-proteinech.

Utinn4 energie prenasend mezi vazebnym mistem GPCR a mistem interakce
S G-proteinem je zavisld na Cetnych interakcich mezi receptorem a jeho ligandem,
nejednd se tedy jen o pouhé zaplnéni vazebného mista. Plny agonista je schopny
maximalni receptorové stimulace, zatimco CasteCny agonista nedosahne plné aktivity
ani pii své saturujici koncentraci. Neutralni agonista nema sice zadny efekt na aktivitu,
ale mtze branit navazani jinych ligandl. Plsobeni antagonisty redukuje bazalni aktivitu
receptoru pod aktivitu receptoru s navazanym ligandem (Rosenbaum et al., 2009;
Gether a Kobilka, 1998). Navazani ligandu na GPCR indukuje konformacni zménu
transmembranovych a-helixti, kterd pierusi iontovou interakci mezi tietim a Sestym
transmembranovym segmentem na cytoplasmatické stran¢ a umozni tak navazani
G-proteinu (Ballesteros et al., 2001). G proteiny se skladajici se z Ga podjednotky
s GTPé4zovou aktivitou (schopnosti vazat a hydrolyzovat guanosintrifosfat- GTP) a Gy
dimeru, ktery slouzi jako funkéni monomer. Pokud je na Go podjednotce navazan
guanosindifosfat- GDP, je Ga podjednotka spojena s Gy dimetrem a tvofi neaktivni
heterotrimer. Konformaéni zména receptoru, ke které dochazi po aktivaci agonistou,
katalyzuje uvolnéni GDP z Go podjednotky a jeho vyménu za GTP. Aktivovany
receptor tedy slouzi jako guanin-nukleotidovy vyménny faktor (GEF) pro G-proteiny.
Tato zména soucasné oslabuje afinitu Go k receptoru a Gy dimeru. Uvolnéné
podjednotky pak ovliviiuji aktivitu jedné nebo vice efektorovych molekul jako jsou
adenylylcyklazy (AC), fosfolipazy A nebo C (PLA, PLC) nebo iontové kanaly; ty pak
produkuji druhé posly a $ifi tak dal signal uvnitt buiiky. G-proteiny jsou obecné déleny

podle svych a podjednotek do &tyi hlavnich skupin: Gs, Gg, Gi a Gp. Casté piisobeni
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jednotlivych skupin je: G aktivace AC, G; inhibice AC a aktivace dovnitf
usmérnujiciho draselného kanalu (GIRK), Gq aktivace fosfolipazy CP a Gio aktivace
Rho (GEF protein). Aktivovany stav G-proteinu setrvava, dokud neni hydrolyzovano
GTP navdzané na Go, potom Ga a GPy dimer znovu asociuji do neaktivniho
heterotrimeru (Hamm a Gilchrist, 1996; Clapham a Neer, 1997; Pierce et al., 2002). Za
hydrolyzu GTP jsou zodpovédné regulacni proteiny G-proteinové signalizace (RGS),
tyto proteiny maji na své RGS doméné protein aktivujici GTPazu, ten po interakci
s aktivovanym Ga hydrolyzuje GTP na GDP a je tak zodpovédny za rychlé vypnuti
G-proteinu (De Vries et al., 2000).

GPCR a jejich signalni drahy zprostiedkovavaji celou fadu esencialnich
fyziologickych odpoveédi bunkky na extracelularni podméty a proto musi byt jejich
pusobeni kratkodobé i dlouhodobé regulovano tak, aby mohlo dojit k desenzitizaci
receptoru i pii pretrvavajicim stimulu. Castym zptisobem dlouhodobé regulace je
downregulace receptoru. Dochazi k ni po dlouhodobém plisobeni agonisty a vztahuje se
Cisté na ztratu receptorti v dusledku zvySené degradace receptoru nebo snizené syntézy
receptort a destabilizace messenger RNA. Ukonceni signalizace v tomto piipadé trva
n¢kolik hodin. Na rychlé desenzitizaci GPCR se podile;ji tfi rodiny regula¢nich molekul:
proteinkinazy regulované druhymi posly — PKA a PKC, G-protein vazajici receptorové
kinazy (GRK) a arrestiny. Jednim z mechanizmu desenzitizace je zpétnovazebna
regulace receptorti, kdy po aktivaci receptortt dochazi k aktivaci efektorovych molekul
jako je AC produkujici cyklicky adenosinmonofosfit (cAMP) nebo fosfolipaza C
(PLC), ktera $tépi v membrané fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) na inositol 1,4,5-
trifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG) a tak dochazi k aktivaci PKA (aktivovana cAMP)
nebo PKC (aktivovand DAG). Kinazy pak fosforyluji intracelularni ¢asti GPCR,
receptor méni svou konformaci a ztraci schopnost vazat a aktivovat dalsi G-proteiny.
Timto zpiisobem dochazi k heterologni regulaci, tedy desenzitizaci zprostiedkované bez
specifickych agonistii. Kazdy stimulant zprosttedkovavajici produkci cAMP nebo DAG
méa zaroven potencidl snizovat citlivost kazdého GPCR. Hlavnim regula¢nim
mechanizmem je rychld homologni desenzitizace zprostiedkovand agonistou daného
GPCR. K této regulaci dochazi za pomoci serin/treoninovych protein kinaz GRK, které
fosforyluji aktivované GPCR. Na fosforylovany receptor se vaze B-arrestin a brani tak
navazani dalSiho G-proteinu. Navazani B-arrestinu miiZe zaroven iniciovat internalizaci

receptoru (Lefkowitz, 1998; Pitcher et al. 1998) viz obr. 3.
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Obr. 3: Homologni desenzitizace GPCR. Aktivace receptoru agonistou vede k disociaci
Goa a GPy podjednotky. Volnd Gy rekrutuje nékolik GRK (G-protein vazajici
receptorové kindzy), které pak specificky fosforyluji GPCR s navazanym agonistou.
Fosforylace vede k navazani [-arrestinu na receptor a vznikly komplex receptor-
B-arrestin je internalizovdn vackem oplasténym klatrinem. Endocytovany vacek
piechazi v endozom. V kyselém prostiedi endozomu dochazi k defosforylaci receptoru.

Receptor je poté vracen zpatky do plasmatické membrany nebo degradovan (upraveno

podle Pierce et al., 2002).

2.3 Opioidni receptory

Opioidni receptory (OR) miZzeme rozdélit na tfi hlavni skupiny: p (mi) - MOR,
K (kappa) - KOR a & (delta) - DOR. Podle farmakologickych studii ma navic kazda
skupina dva az tfi receptorové podtypy (Li-Us, Ki-Ks, 81-02). Jednotlivé skupiny se od
sebe lisi distribuci, specifickymi ligandy a svou funkci (Minami a Satoh, 1995; Jordan
et al., 2000). Klonovanim jednotlivych OR bylo zjiSténo, ze tyto receptory patii do
velké rodiny GPCR. Podle aminokyselinovych sekvenci jednotlivych skupin OR
dosahuji pfiblizné 30% homologie s dalSimi ¢leny rodiny GPCR, zatimco homologie

mezi jednotlivymi skupinami OR dosahuje 60 - 70 %. Nejvyssi homologie mezi OR je

v v
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homologie je na druhé a tieti extracelularni smycce, na extracelularnim N konci a
intracelularnim C konci (Jordan et al., 2000).

Distribuce OR je dobfe zmapovana v centralni nervové soustavé (CNS), kde
jsou s mensimi regionalnimi rozdily Siroce zastoupeny vSechny tii skupiny OR
(Mansour et al., 1995). Vyzkumu distribuce OR v periferni tkani bylo zatim vénovano
pomérné malo pozornosti. Pfitomnost vSech skupin OR byla doposud zjisténa v tenkém
streve, tlustém stieve, nadledvinach, ledvinach, plicich, slezing, varlatech, vaje¢nicich a
déloze. V zaludku byly nalezeny pouze DOR a KOR, v jatrech pouze MOR a DOR.
V srdci byl zjistén vyskyt pfevazné KOR a v mensi mife se zde vykytovaly i DOR,
MOR zde nebyly detekovany (Wittertet al., 1996). Ruzné projevy pisobeni
aktivovanych OR nejsou tedy dusledkem toho, Zze by kazd4d skupina receptort
vyvolavala riznou bunéfnou odpoveéd, ale pravé razné anatomickd distribuce
jednotlivych typt OR (Corbett et al., 2006).

Vsechny aktivované OR vazi pertusis toxin senzitivni Gi/G, proteiny. Pisobeni

aktivovanych Gj/G, proteinti v burice je:

A) Inhibice AC

V dusledku inhibice AC dochazi k poklesu CAMP v buiice. Pokles cAMP inhibuje
hyperpolarizaci-aktivované kationové kanaly (Ih), které zajistuji kationtoveé neselektivni
tok do bunky. Jejich inhibici dochazi k poklesu membranového potencialu a tim 1
bunécné excitability (Williams et al., 2001). Pokles cAMP zaroven snizuje aktivitu
cAMP dependentni kindzy PKA a mize tak dojit k poklesu na PKA zavislém

uvoliovani neurotransmitera (Corbett et al., 2006).

B) Regulace iontovych kanali

Iontové kandly jsou regulovany vétSinou pisobenim Gy podjednotky. Opioidy mohou
aktivovat n€kolik druhi draselnych kanal, naptiklad GIRK nebo Ca”**dependentni K*
kandly. Opioidy zaroven inhibuji napétim ovladané vapenaté kanaly a tim snizuji vtok
Ca** do buiiky. V diisledku opioidni regulace iontovych kanalii tedy dochézi ke sniZeni
excitability buniky a vylevu neurotransmitert (Williams et al., 2001; Zollner a Stein,
2007).
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C) Inhibice uvolnovani neurotransmitert

K inhibici mize dochazet opioidni regulaci iontovych kanalii nebo pifimou inhibici
masinerie vylevu neurotransmiterii. V zavislosti na misté ptisobeni pak opioidy inhibuji
uvolnéni excita¢nich 1 inhibicnich neorotransmiterti. Existuji naptiklad dostate¢né
dikazy o tom, ze vSechny typy OR mohou inhibovat uvolnéni neurotransmiterti
glautamatu, GABA (kyselina y-aminomaselnd) a glycinu v CNS (Williams et al., 2001;
Corbett et al., 2006).

D) Aktivace PLCPB

Po aktivaci PLC Gfy podjednotkou dochazi k produkci IP; a DAG. 1P uvoliuje Ca**
Z vnitinich zasobaren bunky. DAG aktivuje PKC. Existuji také zminky o vlivu PKC na
otevirani Ca®* kanaldi v plasmatické membrané. Po vstupu Ca* by mélo dochazet k
aktivaci na Ca?* zavislé AC a produkci cAMP. Nicméné relevance této potencidlni
obousmérné regulace intracelularni hladiny cAMP skrze OR neni zatim zcela objasnéna
a soucasné data ukazuji, Zze pisobenim opioidi dochazi ptedevsim k inhibici produkce

CAMP (Jordan a Devi, 1998; Zollner a Stein, 2007).

E) Jaderna signalizace

Chronicka aktivace OR vede k aktivaci nékolika signalnich drah vedoucich pies kinazy
regulované extracelularnim signalem (ERK) a mitogenem aktivované proteinkindzy
(MAPK). Tyto drahy mohou byt aktivovany piasobenim Gfy, ktera pies
fosfatidylinositol-3-kinazu (PI3K) nebo PKCe aktivuje MAPK. Dalsim zpisobem je
PKA dependentni aktivace, ke které dochdzi prevazné diky upregulaci aktivity AC pfi
chronickém plisobeni opioidi. Aktivované ERK/MAPK mohou fosforylovat a tim
regulovat aktivitu mnoha proteinti v cytoplasmé a v jadfe. Pisobenim v jadie reguluji
predevsim aktivitu transkripcnich faktort a tim ovliviiuji bunéénou expresi (Williams et

al., 2001; Zollner a Stein, 2007) viz obr. 4.
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Obr. 4: Schéma signaliza¢ni kaskady Gi/G, proteinti aktivovanych navazanim opioidu
na OR. CREB — transkrip¢ni faktor aktivovany zvySenou hladinou cAMP (upraveno
podle Leurs et al., 2005).

Pii vazbé na opioidni receptory vykonavaji opioidy vcetné morfinu svij
primarni efekt napodobovanim pfirozené se vyskytujicich endogennich opioidnich
peptidi (EOP), které jsou vytvareny v télech Zivocichii vCetné ¢loveéka (Akil et al,
1998). Existuji ¢tyfi hlavni tfidy EOP: enkefaliny, dynorfiny, endorfiny a nociceptiny,
které jsou odvozeny ze &ty prohormonich prekurzori: pro-enkefalinu, pro-
opiomelanokortinu, pro-dynorfinu a pro-nociceptinu (Pugsley, 2002). Do skupiny EOP
byvaji pro svou vysokou afinitu a selektivitu k MOR tazeny i endomorfiny. Doposud
ale nebyl nalezen prekurzor téchto latek a proto neni jasné, jestli jsou tyto latky

skute¢né endogenni opioidy, nebo jen peptidy které vznikly §t€penim z vétSich proteint
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béhem extrakce (Corbett et al., 2006).

EOP jsou vytvareny a distribuovany po celém téle predevSim nervovou tkéani
(Pugsley, 2002), ale mohou byt také produkovany jinymi nez neuronalnimi bunkami,
napiiklad bunikami imunitniho systému jako jsou granulocyty, monocyty a lymfocyty.
Bylo zjisténo, ze ¢im vice bun¢k schopnych produkovat EOP se zapoji do zanétlivé
reakce, tim vice dochéazi ke snizeni bolestivych stimulii vznikajicich v jejim dasledku
(Rittner et al., 2001). V téle zivocichti se EOP zapojuji do cCetnych fyziologickych
regulaci. Modula¢ni roli maji naptiklad: v gastrointestindlnim traktu, endokrinnich a
autonomnich funkcich, v potlacovani bolestivych stimulli, pii emocionalnich stavech,

predev§$im téch spojenych s odménou a navykovymi vlastnostmi, v procesu uceni a

paméti (Akil et al., 1998).

2.4 Myokardialni adrenergni signalni systém

Adrenergni receptory (AR) patfi do velké rodiny GPCR a jsou aktivovany
vazbou katecholaminii adrenalinu a noradrenalinu. Doposud byly identifikovany tfi
farmakologické typy: a1-AR, 02-AR a B-AR, pficemz kazdy z téchto tfi typt ma jesté tii
podtypy (aia, 0 @ Oic, O2a, O2g & O2c, P1, P2 @ P3), liSici se strukturadlnimi a funk¢énimi
vlastnostmi (Strosberg, 1993). V srde¢ni tkani jsou zastoupeny predevs§im B-AR, a-AR
se zde vyskytuji v pouze malé¢ mife a tvofi tak jen asi 10% vSech AR (Rockman et al,
2002). Dilezitou roli v regulaci srde¢ni ¢innosti maji tedy pfedevsim B-AR, které tvori
rozhrani mezi sympatickym nervovym systémem a kardiovaskularnim systémem.
Signalni systémy B-AR jsou tak jednim z kliCovych regulatorti srdecni funkce (Naga
Prasad et al., 2001). V srde¢ni tkani se nachazi piedev§$im PBi1-AR a P,-AR, piiCemz
prevlada podtyp B1-AR, ktery tvoii asi 75-80% vSech B-AR, v malé mife se vyskytuji
v srdci i B3-AR (Gauthier, 1996; Rockman et al, 2002).

B-AR jsou spfazeny se stimulacnimi Gs proteiny. Aktivaci Gas dochazi
k aktivaci AC a tim k vzestupu intracelularni koncentrace cAMP. ZvySena koncentrace
cAMP aktivuje cAMP dependentni PKA, kterd poté v myocytech fosforyluje tadu
proteinti daleZitych pro srdeéni funkci, napiiklad: nap&tové ovladané Ca®* kanaly
L-typu, fosfolamban (PLN), troponin I. a ryanodinové receptory (RYR). Fosforylaénim
vlivem PKA dochazi k otevirani Ca®* kanalti L-typu v transversalnich T-tubulech a tim

ke zvySeni intracelularni koncentrace Ca®. ZvySena koncentrace Ca®" spolu
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s fosforyla¢nim vlivem PKA na RYR indukuje dalsi uvolfiovani Ca®* a dochazi ke
kontrakci myofilament. Aktivovana PKA ma ziaroven vliv na relaxaci myocytl.
Fosforylovany PLN ptisobi na kandly v sarkoplasmatickém retikulu (SR) a navozuje
zpétné vychytavani Ca®* zpét do SR. Fosforylovany troponin I. sniZuje citlivost
myofilament k Ca** a tim inhibuje kontraktilni signal a tak urychluje srde¢ni relaxaci
(viz obr. 5). Pusobeni aktivovanych B-AR mé pozitivni ionotropni (zvySuje se sila
kontrakce) a pozitivni chronotropni (v disledku rychlejsi relaxace muze diive dojit k
dalsi kontrakci a tak se zvySuje srde¢ni frekvence) efekt na srde¢ni ¢innost (Brodde a
Michel, 1999; Lohse et al, 2003; Salazar et al., 2007).

Ackoli v srdci prevlada podtyp Bi-AR, nemusi byt funkéni odpovéd’ pienaSena
B1-AR a P2-AR rozdilna. Bylo totiz prokazano, ze funkéni vazba mezi B1-AR a AC je
daleko nizsi nez mezi B-AR a AC (Levy et al., 1993). Funkce B-AR je regulovana tak
jako funkce dalSich GPCR, pomoci PKA, PKC nebo GRK, které¢ fosforylaci receptoru
zpusobi jeho rozptazeni od G-proteinu. U ,-AR miize pii fosforylaci receptoru pomoci
PKA dochéazet zaroven s rozptazenim od Gs také k jakémusi pfepnuti na interakci s
inhibi¢nimi Gi proteiny. B2-AR tak za urcitych okolnosti mize spoustét i jiné drahy
napiiklad s MAPK spojen¢ signalni drahy, nebo miize negativné ptisobit na aktivitu AC

a tak redukovat kontraktilitu srdce (Daaka et al., 1997).
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Obr. 5: Schéma signaliza¢ni kaskady BAR spiazenych s Gs proteiny v kardiomyocytu.
RYR2 - ryanodinovy receptor, PLN — fosfolamban (upraveno podle Salazar et al.,
2007).

2.5 Kardioprotektivni pisobeni morfinu

Roku 1986 byl popsan kardioprotektivni fenomén ischemického
preconditioningu (IPC). Béhem IPC dochazi k nékolika kratkym pteruSenim pritoku
krve v koronarnich tepnach, které ale nejsou natolik zavazné, aby zpusobily poskozeni
srdeCnich bun€k. Pokud tyto kritce navozené opakované ischémie piisobi pied
dlouhodobym ischemickym zachvatem, vyvolavaji ischemickou toleranci a zabratuji
letalnimu poskozeni bunék (Murry et al., 1986).

Na zéklad¢ studii, které prokazaly, Ze se vzristajicim v€kem vzrlistd i mnoZstvi
EOP v srdci (Boluyt et al., 1993) a Ze plisobenim ischemie dochazi k rychlé indukci
syntézy a uvolnovani EOP (Paradis et al., 1992), byla vyslovena teorie, ze IPC zvySuje
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hladinu EOP, které pak ptisobi kardioprotektivné. Tato teorie byla zahy potvrzena, kdyz
po pfidani nespecifického opiodniho antagonisty naloxonu ptfed nebo tésné po IPC
doslo ke zruseni protektivniho efektu IPC (Schultz et al., 1995).

O rok pozdéji bylo dokazano, ze pii podavani morfinu pied ischemii, tedy
opioidnim preconditioningu (OPC), dochézi k podobnému protektivnimu t¢inku jako
pii IPC. Zaroven bylo prokdzano, ze dulezitou roli v protekci hraje otvirani ATP
senzitivnich K* kanali (Schultz et al, 1996) piisobeni PKC (Miki et al., 1998) a aktivace
mitochondridlnich K* kanal (Liang a Gross, 1999).

Podéavanim specifickych antagonistl, nebo selektivnich agonistii jednotlivych
typtt OR, bylo zjisténo, ze se v kardioprotekci uplatiuji 61-OR (Schultz et al., 1998),
k-OR (Wang et al., 2001), a 6,-OR (Maslov et al., 2009). Vliv ptasobeni u-OR nebyl
prokazan (Schultz et al., 1998; Maslov et al., 2010).

Experimenty s ischemickym 1 opioidnim preconditioningem vykazovaly sice
dobré vysledky, ale jelikoz lze u pacientl jen tézko predpovidat nastup ischemie, jejich
ptipadné pouZiti pro klinickou praxi bylo minimalni. Z tohoto diivodu Zhao et al. (2003)
zkusil provést moznou kardioprotektivni terapii, ktera spocivala ve stfidavém
prerusovani krevniho toku ischemického srdce, tésné pied reperfuzi - ischemicky
postconditioning (POC). Vysledky tohoto pokusu ukézaly srovnatelnou miru
kardioprotekce s IPC. Ke kardioprotektivnimu efektu dochazelo i pfi podavani morfinu
tésné pred reperfuzi - opioidnim POC na zvifecim (Gross et al., 2004a), viz obr. 6, 1
lidském modelu. Morfin je rutiné podavan pacientim béhem akutniho infarktu
myokardu jako analgetikum, které ma zmirnit prudké bolesti. Gross se spolupracovniky
(2004b) proto vyzkousel podavat morfin pacientim i béhem reperfuze, coz vedlo ke
snizeni posSkozeni srdce.

O signalnich drahach vedoucich Kk ptiznivému ptsobeni opioidi béhem POC, se
zatim vi jen velmi malo. Dulezitou roli zfejmé hraji kinazy PI3K a TOR (target of
rapamicin), které po aktivaci OR fosforyluji glykogen syntazu kindzu  (GSK) a tim ji
inaktivuji (Gross et al., 2004a). GSKf se v butice podili na mnoha procesech napiiklad
na transkripci a translaci, metabolismu, bunééném déleni a apoptoze. Podle jedné studie
mé puisobeni PI3K a inaktivace GSKB b&hem morfinového POC inhibi¢ni vliv na Ca®*
indukované otevirani mPTP (mitochondridlni permeabilni pfechodné kanaly). Tento

inhibi¢ni vliv je spojen se zlepSenim respiracni funkce mitochondrii a zvySenim
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odolnosti mitochondrii proti Ca** ptehlceni, ke kterému dochazi bdhem reperfuze a

které vede Casto az k nekroze (Obame et al., 2008).

TE
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Obr. 6: Porovnani kardioprotektivniho pusobeni morfinového preconditioningu
(MOR-OPC) a postconditioningu (MOR-POC) oproti kontrolam (C). Velikost infarku
(IF — infarkt size) vyjadfena v procentech postizené oblasti (AAR — area at risk).
MOR-OPC 40,2+3,6 %, MOR-POC 43,6+3,6 %, C 60+1,1 %. *p<0,001 porovnavana

kontrolni skupina oproti morfinovym skupinam (upraveno podle Gross et al., 2004a).

2.6 Vliv chronického ptisobeni morfinu na signalni drahy GPCR v srdci

Morfin se vaze s nejvetsi afinitou na MOR, ale zaroven se miize vazat také na
DOR a KOR (Martin, 1983). Piimo v srde¢ni tkani byly zatim lokalizovany pouze KOR
a DOR, pfitomnost MOR nebyla zatim potvrzena (Wittertet al., 1996) a je tedy
pravdépodobné, ze morfin ovliviiuje srde¢ni ¢innost praveé pisobenim na tyto dva typy
receptori. Akutni psobeni morfinu, jak uz bylo popsdno vyse, je spojené predevsim
s aktivaci inhibi¢nich Gi proteint, jejichZ plisobenim na kationové kanaly a inhibici AC
se snizuje excitabilita buiiky a tim i pfipadny vylev neurotransmiter (Jordan a Devi,
1998; William set al., 2001; Corbett et al., 2006; Zollner a Stein, 2007). Zatimco akutni
pusobeni opioididl je spojeno se snizenim hladiny cAMP v buiice, jejich chronické
pusobeni vede naopak ke zvyseni aktivity AC. Tento jev je popisovan jako heterologni
senzitizace AC, nebo také AC supersenzitivita (Watts, 2002) a byl zkouman predevsim

Vv centralni nervové soustavé v souvislosti se snahou o objasnéni vzniku tolerance a
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nastupu abstinen¢niho syndromu, ke kterému dochézi v diisledku chronického podavani
opioidd. AC supersenzitivita je podle téchto prizkumii povazovana za jednu
z bunécnych adaptaci, kterd by mohla zdivodnit neurondlni hyperaktivitu, ke které
dochazi béhem nastupu opioidniho abstinen¢niho syndromu (Nestler, 1996; Nestler et
al., 1996).

Do dnesni doby bylo popsano celkem devét savéich membranové vazanych
izoforem AC, které se od sebe lisi svou tkanovou distribuci a regula¢nimi vlastnostmi,
coZ umoziuje buitkdm reagovat na stejné stimuly rtiznym zpusobem. AC jsou Casto
podle sekvenénich a regulacnich podobnosti déleny do nékolika skupin. Skupina 1
zahrnujici AC 1, AC III a AC VIII, je regulovana intracelularnim Ca®* vazanym na
kalmodulin. Skupina 2 zahrnujici AC II, AC IV a AC VII mize byt stimulovana Gy
podjednotkou. Skupina 3 zahrnujici AC V a AC VI je negativné regulovana Gi proteiny
a také primo Ca®" (Patel et al., 2001). Pfi akutnim pisobeni morfinu jsou isoformy AC
I, V, VI a VIl inhibovany, zatimco pii chronickém pusobeni morfinu jsou tyto
isoformy supersenzitizovany. Isoformy AC II, IV a VII jsou naopak pii akutnim
pusobeni morfinu aktivovany a pii chronickém plsobeni superinhibovany.
Superinhibice je analogicka k projevu supersenzitizace popsanému vyse. (Schallmach et
al., 2006).

V myokardu byla popsana ptitomnost ¢tyt isoforem AC (IV - VII). Pfitom
dominantnimi isoformami jsou zde AC V a AC VI, isoformy AC IV a AC VII se zde
vyskytuji v daleko mensim mnozstvi. AC V je lokalizovana ptfedevSim v srde¢nich
sinich. AC VI je distribuovéna v sinich i komorach a je casto kolokalizovana s 1-AR
(Wang a Brown, 2004).

Heterologni senzitizace AC byla pozdé&ji sledovana 1 v jinych neZ neurondlnich
bunkach. V riznych bunéénych kulturach po chronickém plisobeni morfinu dochéazelo
k supersenzitivizaci AC VIII (Steiner et al., 2005) a superinhibici AC 11 (Schallmach et
al., 2006). Je proto pravdépodobné, ze k podobné modulaci aktivity AC mize dochazet i
Vv signalnim systému myokardu. V jediné existujici studii, ktera se zabyvala touto
problematikou napsim srdci, nebyla ale prokazana Zzadna vyznamna zména
v enzymatické aktivité AC (Napier et al., 1999).

Signalni systém opoioidnich receptori v srdci muze byt funkéné propojen
S B-AR systémem. O propojeni téchto dvou signalnich systémi svéd¢i naptiklad studie,
kterd dokézala, Ze béhem aktivace sympatiku jsou spolu s noradrenalinem uvoliiovany i

opioidni peptidy, které slouzi jako dualezity inhibi¢ni kontrolni mechanismus chrénici
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myocyty pfed pripadnym piehlcenim Ca?* (Xiao et al., 1997). Obecné je podavani
morfinu doprovazeno snizenim kardiovaskularni funkce a vzristajici parasympatickou
aktivitou (Randich et al., 1991). Aktivace OR tak pisobi analogicky k signalnimu
systému BAR, ktery naopak kardiovaskularni funkce zvysuje (Salazar et al., 2007).
Piisobeni morfinu mize zaroven modulovat ¢innost signalniho systému BAR.
Bylo naptiklad zjisténo, ze po dlouhodobém podavani morfinu dochazi ke zvyseni
extracelularniho noradrenalinu v CNS (Fuentealba, 2000) a k upregulaci B,AR
vV bunéénych kulturdch (Ammer a Schulz, 1996). Pti dlouhodobém podavani morfinu a
jeho nasledném odebrani dochazelo k nariistu mnozstvi katecholaminti v srdci potkana

(Rabadan, 1997).
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. Cile diplomové prace

. Optimalizace metody homogenizace a frakcionace myokardu. Zvoleni

nejvhodnéjsiho zpisobu homogenizace pro izolaci plazmatickych membran.

. Sledovani exprese a aktivity adenylylcyklazy v myokardu potkanti po dlouhodobém

podavani morfinu.

. Sledovani exprese vybranych GPCR (B;- a B2-AR, delta-OR a kappa-OR) v

myokardu potkant po dlouhodobém podévani morfinu.
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4. Material a metody

4.1 Pokusna zvirata

K pokusu bylo pouzito Sest skupin po dvanacti jedincich mladych dospélych
samct potkani kmene Wistar, kterym byly podavany vysoké (10 mg/kg/den) nebo
nizké davky (1 mg/kg/den) morfinu po dobu 10 az 27 dnti a jedna skupina kontrolni o
deseti jedincich, kterym byl podavan fyziologicky roztok po dobu deseti dnmi. Po
ukonceni podavani morfinu byli potkani usmrceni ihned nebo s odstupem 2-6 dni (viz
tab. 1.). Po usmrceni bylo potkanim vyjmuto srdce, které bylo nasledné rozdéleno na
pravou komoru, septum a levou komoru. Nasledujici experimenty probihaly na vzorcich
tkan¢ ziskané z levé srdecni komory. Tyto vzorky byly dale zpracovany vybranou
nejvhodnéj$i metodou homogenizace a frakcionace myokardu (viz 4.2 Standardizace
metody homogenizace a frakcionace myokardu — vybrana metoda II. viz 5.1). Takto

upravené vzorky pak byly pouzity k dal§im pokustm.

Tabulka 1.: Schéma podavani morfinu a zakladni parametry jednotlivych skupin

pokusnych zvifat.

Skupina C Mv-10R2 Mv-10R3 M\/-].ORG MN-].O Mv-27 MN-27
Pocet jedinci 10 12 12 12 12 12 12
Umrti béhem ) i i 1 i 1 i
podavani
Davka morfinu
(mg/kg/den) - 10 10 10 1 10 1
DLy [pai e 10 10 10 10 10 27 27
(den)
Regrese (den) - 2 3 6 - - -
Primérna TH 335,4 301,0 297,6 315,5 312,5 314,8 361,1
rumérna TH(®) | |55 | L3 + 4.4 +54 | +54 | +53 | +62
Priimérna HLK 0,449 0,408 0,408 0,405 0,428 0,420 0,472
R @® | r001 | 002 | 001 | 002 | +001 | +001 | 0,02
Celkova HLK (g) 4,49 4,89 4,90 4,45 5,14 4,62 5,65
LK/TH 1,34 1,35 1,37 1,28 1,37 1,33 1,30
HS/TH 2,37 2,42 2,42 2,35 2,41 2,36 2,24

TH - télesna hmotnost, HLK - hmotnost levé komory, HS - hmotnost srdce.
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4.2 Optimalizace metody homogenizace a frakcionace myokardu

4.2.1 Roztoky

Homogenizaé¢ni pufr TMES (pH 7,4): 20mM Tris, 3mM MgCl,, 1ImM EDTA, 250
mM sachar6za

Pufr TME (pH 7,4): 20mM Tris, 3mM MgCl,, ImM EDTA

18% Percoll: Percoll nafedén na 18% v homogeniza¢nim pufru TMES

4.2.2 Postup prace

K optimalizaci metody byly pouzity ¢tyfi vzorky srdeéni tkané o stejné
hmotnosti (levé komory + septa ziskané¢ z mladych dospélych potkanti kmene Wistar).
Vsechny vzorky srdecni tkané byly nafedény vychlazenym homogenizaénim pufrem
TMES (na 1g tkané 4 ml pufru) a nahrubo nastiihany. Aby se zabranilo §tépeni proteint
béhem homogenizace a frakcionace, byl ke vzorklim pfidan inhibitor protedz Complete
Protease Inhibitor Cocktail (Roche). Jednotlivé vzorky tkané byly dale rtiznym
zpusobem mechanicky homogenizovany (viz tab. 2 - 1. homogenizace). Poté byly
homogenaty centrifugovany pii 2 100 ot./min (600g), 10 min, 4°C, bez brzdy na

centrifuze Hettich Universal R30.

Tabulka 2.: Jednotlivé vzorky srde¢ni tkané (I-1V.) s uvedenou metodou prvni a druhé
homogenizace.

Vzorek 1. homogenizace 2. homogenizace
I Ultra-Turrax (24 000 ot./min) Ultra-Turrax (24 000 ot./min)
' —-15s —-15s
Ultra-Turrax (24 000 ot./min)
I —-15s

' P-E sklo-teflonovy homogenizator P-E sklo-teflonovy homogenizator
(1 200 ot./min) - 10x nahoru-doli (1200 ot./min) - 10x nahoru-doli
i P-E sklo-teflonovy homogenizator P-E sklo-teflonovy homogenizator
' (1 200 ot./min) - 10x nahoru-doli (1200 ot./min) - 10x nahoru-doli
IV P-E sklo-teflonovy homogenizator P-E sklo-teflonovy homogenizator
' (1200 ot./min’) - 30x nahoru-dolt (1200 ot./min) - 30x nahoru-dola

P-E — Potter-Elvehjemliv homogenizator.
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Supernatanty (S1) byly odebrany a uchovany na ledu. Pelety byly
resuspendovany v pufru TMES (na 1 g pivodniho mnozstvi tkan¢ ptidany 4 ml pufru).
K resuspendovanym peletim byl pfidan inhibitor proteaz (Complete Protease Inhibitor
Cocktail) a jednotlivé skupiny peletd byly riznym zptsobem rehomogenizovany (viz
tab. 2 — 2. homogenizace). Po 2. homogenizaci byly homogenaty opét centrifugovany
pti 2 100 ot./min (600g), 10 min, 4°C, bez brzdy, na centrifuze Hettich Universal R30.
Supernatanty z druhé centrifugace (S2) byly spojeny a dikladné promichany se
supernatanty S1 stejné skupiny. Spojené supernatanty™ byly poté navrstveny na 18%
Percoll a centrifugovany pii 26 000 ot./min (60 000g), 15 min, 4°C, maximalni
zrychleni, minimalni zpomaleni, rotor Ti50.2 Beckman. Vysokoobratkovou centrifugaci
byly v Percollu separovany dvé frakce - horni frakce obohacena o plasmatické
membrany a dolni buné¢na frakce obohacena o mitochondrie. Ob¢ frakce byly postupné
odebrany, natedény v piebytku TME a centrifugovany pii 40 000 ot./min (150 000g),
60 min, 4°C, maximalni zrychleni, maximalni zpomaleni, rotor Ti50.2 Beckman. Po
centrifugaci byly odsaty supernatanty a jednotlivé pelety byly resuspendovany v TME

pufru.

*Pfi homogenizaci a frakcionaci myokardu kontrol a morfinem ovlivnénych potkanii
byly spojené supernatanty rozdéleny na dvé Casti. Priblizné€ 3/5 byly navrstveny na 18%
Percoll (dale postup viz vyse) a 2/5 byly vyuzity na izolaci cytosolu a hrubych
membran. Druha ¢ast supernatantii byla centrifugovana pii 300 000 x g, 60 min, 4°C,
rotor MLA-80 (ultracentrifuga Beckman Optima). Po centrifugaci byl odsat supernatant
(cytosol) a pelet (hrubé membrany) byl resuspendovan v TME pufru.

4.3 Stanoveni proteini

Obsah proteint v jednotlivych frakcich ziskanych po homogenizaci a frakcionaci

srdeéni tkané byl stanoven metodou BCA (Bicinchoninic acid protein assay).
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4.3.1 Roztoky

Standard BSA (hovézi sérovy albumin) ¢ = 1 pg/ulac=0,1 pg/ul

Cinidlo A (pH 11,25): 8 mg monohydratu uhli¢itanu sodného a 1,6 mg vinanu sodného
doplnéno do objemu 100 ml

Cinidlo B: 4 mg BCA (Bicinchoninic acid) ve 100 ml vody
Cinidlo C: 0,4 mg pentahydratu siranu méd’natého v 10 ml vody

Pracovni roztok: 1 dil ¢inidla C smichany s 25 dily ¢inidla B a s 26 dily ¢inidla A

4.3.2 Postup prace

Na mikrotitracni desticce byla pfipravena fada BSA standardii obsahujicich

0,2 - 50 pg proteind ve 100 pl. (viz tab. 3).

Tabulka 3.: Schéma pipetovani BSA standardd na mikrotitracéni desticku.

Cislo
standardu

ng BSA 0O 02 05 1 15 25 4 o6 10 15 20 30 50

BSA

(0,1pg/pl)
BSA

(Ipg/ph)
H,O 100 98 95 90 8 75 60 40 - 85 80 70 50
BL — blank.

BL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- 2 5 10 15 25 40 60 100 - - - -

Vzorky bunéénych frakci byly v poméru 0,1:100 nafedény vodou a po 100 ul
pipetovany v triplikdtech na mikrotitraéni desticku. Ke vSem standardiim a vzorkim
bylo poté ptidano 100 pl pracovniho roztoku a desticka byla inkubovéna 30 minut pti
60°C. Mikrotitracni desticka se vzorky byla poté piectena pii vinové délce 562 nm na
destiCovém multireaderu Synergy. Zméfené vysledky byly vyhodnoceny v programu
Gen 5.
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4.4 Elektroforéza a imunobloting

Pomoci elektroforézy a imunoblotingu bylo za pomoci specifickych protilatek
pro plasmatické membrany zjistovano, pii kterém zpisobu homogenizace myokardu
doslo k nejlepsi separaci frakce plasmatickych membran. Na vzorcich ziskanych

z morfinem ovlivnénych jedinct byla pak zkoumana exprese AC a vybranych GPCR.

4.4.1 Roztoky

Leammliho vzorkovy pufr: 2,4 ml 1 M Tris-HCI1 1 ml glycerolu, 0,8 g dodecylsiranu
sodného (SDS), 0,8 g dithiothreitolu (DTT) a 1 mg bromfenolové modii doplnéno
vodou do objemu 10 ml

TBS pufr (pH 8,0) 10x koncentrovany: 45 ml 4 M NaCl, 12 ml 1 M Tris-HCI (pH
8,0) a 63 ml H,O

Blokovaci pufr: TBS obsahujici (5% mléko) a 0,1% Tween-20

Redici pufr: TBS obsahujici 1% mléko a 0,1% Tween-20

Promyvaci pufr: TBS obsahujici 0,3% Tween-20

4.4.2 Postup prace

K izolovanym vzorkim frakci plasmatickych membran a frakci mitochondrii
(mitochondrialni frakce vyuzita pouze pii zjiStovani optimalnich podminek pro
homogenizaci a frakcionaci myokardu) byl pfidan Leammliho vzorkovy pufr v poméru
3:1 kone¢né koncentrace vzorku 1 pg/pl a poté byly vzorky povareny 2 min pii 100°C.
Proteiny byly rozdéleny na 10% (nebo 8% v piipadé detekce AC) polyakrylamidovém
gelu a elektroforeticky pfeneseny na nitrocelulosovou membranu. Nitrocelulosova
membrana byla 30 min blokovana v blokovacim pufru a poté inkubovana piiblizné 12 h
pti 4°C s primarnimi protilatkami nafedénymi v poméru 1:100-1:1000 v fedicim pufru.
Po inkubaci byla membrana 3x 10 min promyta v promyvacim pufru a poté inkubovana
1 h pti laboratorni teploté v sekundarnich protilatkadch znacenych kienovou peroxiddzou
nafedénych 1:40 000 v fedicim pufru (viz tab. 4). Po druhé inkubaci byla membrana
nékolikrat dikladné proplachnuta vodou, 3x 10 min promyta promyvacim pufrem a

kratce inkubovéana s chemoluminiscenénim substratem pro kienovou peroxidazu (Pierce
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Super Signal). Intenzita chemiluminiscence byla detekovana vyvolanim na film na

ptistroji Optimax (Fomei) a vyhodnocena programem ImageQuant.

Tabulka 4: Pouzité protilatky pro detekci jednotlivych proteind, jejich fedéni a

specifické sekundérni protilatky.

Standardizace metody homogenizace a frakcionace myokardu

Protein PP redéni PP Blok. pufr SP
Gs sc-378 (SCBt) 1:10000 s mlékem AR
Na/K-ATPaza sc-28 800 (SCBt) 1:5000 s mlékem AR
AC a GPCR

Protein PP redéni PP Blok. pufr SP
AC V/IVI sc-590 (SCBt) 1:100 s mlékem AR
6-OR sc-7492 (SCBt) 1:100 bez mléka DAG
k-OR sc-7493 (SCBt) 1:100 bez mléka DAG
B:-AR sc-568 (SCBt) 1:3000 s mlékem AR
B.-AR sc-569 (SCBt) 1:5000 s mlékem AR

PP - primarni protilatky, SP — sekundarni protilatky, SCBt — Santa Cruz Biotechnology,
AR - anti-rabbit 1gG Horseradish Peroxidase-linked (GE Healthcare UK), DAG —
donkey anti-goat 1gG sc-2033 (Santa Cruz Biotechnology).

4.5 Stanoveni enzymové aktivity adenylylcyklazy

Aktivita AC byla sledovana na frakci plasmatickych membréan ziskanych ze srde¢ni
tkané morfinem ovlivnénych potkani (skupina My-10R2: 10 mg/kg/den, po dobu

10 dni, odstup 2 dny- viz 4.1) a porovnana oproti kontroldm. Zkouméano bylo:

e Bazalni aktivita AC

e Stimulovana aktivita AC

- ptimou stimulaci AC pomoci MnCl, a forskolinu
- stimulaci Gos plisobenim NaF,

- aktivaci pfes Pi1- a B2-AR isoprenalinem
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Inhibi¢nich vliv selektivnich agoninisti

8-OR DADLE ([D-alanin?, D-leucin’]-enkefalin)

k-OR U50488

acetylcholinovych receptorti muskarinového typu (mMAChR) karbacholu

4.5.1 Roztoky

Reakéni smés: 240 mM, 0,1 M MgCl,, 10 mM GTP, 10 mg/ml BSA, 1 mM IBMX
(isobutylmethylxantin), 300 mM KPEP (draselna stl fosfoenolpyruvatu), 2500 jednotek
PK, 2,5 M NacCl

4.5.2 Postup prace

Plasmatické membrany kontrol a morfinem ovlivnénych jedinct byly nafedény
na stejnou koncentraci 0,5 pg/ul. Vzorky pro stanoveni basalni aktivity byly pfipraveny
smichanim 40 pl reakéni smési (RS), 30 ul H,0 a 20 pl tkédn€. Vzorky pro stanoveni
stimulované aktivity byly pfipraveny smichanim 40 pl RS, 10 pul jednoho ze stimulanta
(1200 mM MnCl,, 10 uM forskolinu, 100 mM NaF a 10 uM isoprenalinu), 20 ul H0 a
20 ul tkang. Vzorky pro stanoveni inhibované aktivity byly ptfipraveny smichanim 40 ul
RS, 10 pl H20, 10 pl 10 uM forskolinu, 10 pl jednoho z inhibitora (10 uM DADLE, 10
uM U50488, 10 uM karbachol) a 20 pl tkdné. VSechny vzorky byly nejdiive
inkubovany 1 min ve vodni 1azni pii 30°C. Reakce byla odstartovana pfidanim 10 pl
0,4 mM ATP a dikladnym promichdnim. Vzorky byly ihned poté inkubovany 20 min
ve vodni ladzni pfi 30°C. Reakce byla ukoncena ptidanim 200 pl 0,15 M HCI,
promichdnim a ulozenim vzorkl na led. Enzymova aktivita v pfipravenych vzorcich
byla detekovana pomoci komercniho kitu ke zjistovani produkce cAMP (Monoclonal
Anti-cAMP Antibody Based Direct cAMP ELISA kit, NewEast Biosciences), méteni

provedeno na pfistroji Synergy a vysledky vyhodnoceny v programu Gen 5.
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4.6 Saturacni vazebné pokusy

Pfi saturacnim vazebném experimentu bylo méteno mnozstvi a afinita B1- a -
AR ve vzorku hrubych membran kontrol a morfinem ovlivnénych jedincti za pomoci

specifického radioligandu [*H]-CGP12177.

4.6.1 Roztoky

Inkubaéni médium (pH 7,4): 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl;, 1 mM kyselina

askorbova
Promyvaci pufr (pH 7,4): 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,
[*H]-CGP12177: radioaktivné znadeny agonista P1- a P2-AR, 50,0 Ci/mmol

0,6% Polyethyleneimine (PEI): PEI natedén na 0,6% roztok ve vodé

4.6.2 Postup prace

Stanoveni bylo provadéno v triplikdtech s pouzitim sedmi koncentraci
radioligandu [*H]-CGP12177 (4 nM, 2 nM, 1 nM, 0,05 nM, 0,025 nM, 0,0125 nM a
0,00625 nM). 100 ul vzorku hrubych membran o koncentraci 1 ug/ul bylo spolu
s 300 pl inkuba&niho média a 100 pl radioligandu [*°H]-CGP12177 inkubovano ve vodni
lazni pi1 37°C do rovnovahy =1 h (celkovy objem reakéni smési 0,5 ml). Nespecificka
vazba byla stanovena v duplikatu jako vazba [*H]-CGP12177 v pfitomnosti 10 pM
L-propranolu. Reakce byla ukoncena ptfidanim 3 ml vychlazeného promyvaciho pufru
ke vzorku a filtraci ptes filtry ze skelnych vladken GF/B (Watman). Filtry byly poté jesté
dvakrat promyty 3 ml promyvaciho pufru. Aby se zabrénilo ztraté receptorti v malych
membranovych fragmentech, které by nemusely byt zachyceny, byly filtry pied filtraci
1h namaceny ve vychlazeném 0,6% PEI. Radioaktivita zachycend na filtrech byla
stanovena kapalnou scintilacni spektrometrii na pfistroji Ray-Test ve 4 ml scintilacniho
koktejlu (CytoScint). Maximalni pocet vazebnych mist (Bmax) v daném vzorku a
rovnovazna disociacni konstanta (Kd) byly urCeny pomoci pocitatového programu

(GraphPad Prism).
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4.7 Analyza dat

Ziskana data jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka ze tii nezavislych
experimentl. Vysledky byly statisticky analyzovany uzitim Studentova t-testu.

Statisticka vyznamnost byla ur¢ena na hladiné p<0,05-0,001.
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5. Vysledky

5.1 Optimalizace metody homogenizace a frakcionace myokardu

Cilem optimalizace této metody bylo nalezeni nejvhodné&jsiho zptsobu
homogenizace srde¢ni tkané tak, aby dosSlo k co nejlepsi separaci plasmatickych
membran, které budou pouzity pro dal$i experimenty. Pro hodnoceni jednotlivych
zpusobll homogenizace byly vybrany dva b&zné proteiny plasmatickych membran Gg a
Na/K-ATPaza a za pomoci elektroforézy a imunobloti bylo porovnavano jejich
mnozstvi ve frakci mitochondrialni oproti frakci plasmatickych membran a tak byla
urc¢ena mira kontaminace mitochondrialni frakce proteiny plasmatické membrany (viz

obr. 7 a 8).
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Obr. 7: Distribuce proteinu Gg V hornich frakcich obohacenych o plasmatické
membrany (1) a spodnich frakcich obohacenych o mitochondrie (2) u jednotlivych
zpiisobll homogenizace myokardu (I-IV). Na grafu porovnavano procento kontaminace

mitochondrialnich frakci proteinem Gg.
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Obr. 8: Distribuce proteinu Na/K-ATPazy v hornich frakcich obohacenych o
plasmatické membrany (1) a spodnich frakcich obohacenych o mitochondrie (2) u
jednotlivych zptisobii homogenizace myokardu (1-IV). Na grafu porovnavano procento

kontaminace mitochondrialnich frakci proteinem Na/K-ATPazou.

Na obrazcich 1. a 2. je mozné vidét, ze k nejmensi kontaminaci mitochondrialni
frakce proteiny plasmatické membrany, tudiz k zachovani maxima membranovych
proteinii ve frakci plasmatickych membran, doslo u 1. a II. zptisobu homogenizace.
S ptihlédnutim na vytéznost daného zpiisobu homogenizace (viz tab. 5) byl pro dalsi
pokusy zvolen 1l. zpisob homogenizace (1. homogenizace: Ultra-Turrax (24 000
ot./min ) — 15 s, sklo-teflonovy homogenizator (1200 ot./min ) - 10x nahoru-doli, 2.

homogenizace sklo-teflonovy homogenizator (1200 ot./min ) - 10x nahoru-dolt).

Tab. 5: Koncentrace proteinti hornich a spodnich frakci u jednotlivych zpusobu
homogenizace.

Vzorek L1 | L2 [t w2 a2 vt | v.?2
Koncentrace | o4 | 3, | 68 | 41 | 57 | 35 | 70 | 46
(mg/ml)
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5.2 Vliv dlouhodobého podavani morfinu na expresi adenylylcyklazy v myokardu

potkani

Podle nasich vysledkd dochazelo po dlouhodobém podavani vysokych davek
morfinu (10 mg/kg/den) k signifikantnimu zvySeni exprese AC podtypu V/VI. Mnozstvi
exprimované AC se pfitom snizovalo s dobou odstupu od ukonceni podavani morfinu.
Pti podavani nizkych davek morfinu (1 mg/kg/den) po dobu 10 dni nedochazelo
k signifikantnimu zvySeni exprese, zatimco pii podavani nizkych davek po dobu 27 dni
byla exprese AC mirn¢ zvysSena, ale zdroven byla tato exprese niz§i nez pii podavani
vysoké davky morfinu po stejné dlouhou dobu. Mnozstvi exprimované AC u zvirat,
kterym byly podavany vysoké davky morfinu, je vyssi u krat$itho podévani po dobu 10

dni, nez u dlouhodobé¢jsiho podavani morfinu po dobu 27 dni (viz obr. 9).
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Obr. 9: Exprese AC podtypu V/VI u kontrol a jednotlivych skupin morfinem
ovlivnénych potkanli. V grafu je relativni Groven exprese vyjadiena v procentudlni
zmén€ oproti kontrolam. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05 (porovnavana kontrolni

skupina oproti skupindm s morfinem ovlivnénymi jedinci).
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5.3 Stanoveni aktivity adenylylcyklizy v myokardu potkani

5.3.1 Bazalni a stimulovana aktivita AC

Bazalni aktivita AC nebyla u morfinem ovlivnénych jedinci (My-10R2)
vyznamné zménéna. U stimulované aktivity doslo k signifikantnimu zvySeni pii piimé
stimulaci AC pomoci MnCl, i forskolinu. K signifikantnimu zvySeni aktivity doslo i pfi
zprostiedkované stimulaci pomoci NaF, ktery aktivuje Gas podjednotky a pisobenim
isoprenalinu, ktery aktivuje Pi- a B2-AR (viz obr. 10). K procentualné vétsi zméné
aktivity doslo u nepfimé stimulace, kdy doslo k naristu aktivity o 105 % pfi stimulaci
isoprenalinem a o 91 % pfti stimulaci NaF. Pii pfimé stimulaci byla aktivita zvySena o

73 % pfti stimulaci forskolinem a o 66 % pfi stimulaci MnClo.

300
I:I Kontroly

*k*k

250+ A B - 10R2

AC aktivita (pmol.min"t.mg™)

Obr. 10: Bazalni a stimulovana aktivita AC u kontrol a potkand ovlivnénych morfinem
My-10R2. FSK - forskolin, ISO - isoprenalin, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05
(porovnavana kontrolni skupina oproti skupiné morfinem ovlivnénych jedincii

My-10R2).
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5.3.2 Inhibiéni vliv selektivnich agonisti na aktivitu AC

Inhibi¢nim pasobenim selektivnich agonisti doSlo k signifikantnimu snizeni
forskolinem stimulované aktivity AC u kontrolnich i morfinem ovlivnénych skupin
potkani My-10R2. Aktivita AC byla ptitom o 5-9 % vice snizena u kontrol (DADLE o
22 %, U50488 0 26%, karbachol 0 39 %) nez u skupiny My-10R2 (DADLE o0 17 %,
U50488 0 20%, karbachol o 30 %), viz obr. 11.
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Obr. 11: Inhibovana aktivita AC kontrol a skupiny jedinci ovlivnénych morfinem
My-10R2 ptisobenim specifickych agonisti 6-OR, k-OR a mAChR. FSK - forskolin,
D - DADLE, U-U50488, C -karbachol, **p<0,001, *p<0,01 (porovnavana
stimulovana aktivita forskolinem oproti inhibované aktivit¢ ptsobenim specifickych

agonistill).

5.4 Sledovani exprese vybranych GPCR v myokardu potkanii po dlouhodobém

podavani morfinu

5.4.1 Exprese opioidnich receptori

V srde¢ni tkani se nachédzi predevS§im k-OR a 6-OR. V naSich experimentech

byla za pomoci imunoblotl a specifickych protilatek sledovana exprese téchto receptorti
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u potkantl, ktefi byli dlouhodob¢ ovlivnéni piisobenim morfinu. Detekce OR za pomoci
dostupnych protilatek (6- OR: sc-7492, Santa Cruz Biotechnology, x-OR: sc-7493,
Santa Cruz Biotechnology) byla velmi problematicka a 6-OR se nepodatilo viibec
detekovat. Po tpravé metodiky (pouziti blokovaciho pufru bez mléka, snizeni fedéni
primarnich protilatek na 1:100 s fedicim pufrem, dikladném nékolikandsobném promyti
nitrocelulosovych membran vodou po obou inkubacich v protilatkdich a zvySeni
natedéni sekundarnich protilitek DAG na 1:40 000 sfedicim pufrem) se podafilo
detekovat k-OR. Exprese k-OR nebyla podle naSich vysledkli zménéna pifi podavani
nizkych 1 vysokych davek morfinu po dobu deseti dnli. K mirnému signifikantnimu
snizeni exprese k-OR doSlo u dlouhodobéjSiho podavani morfinu po dubu 27 dni a to u
podavani vysokych 1 nizkych davek. K vétSimu sniZeni exprese ptitom doslo u skupiny,

ktera dostavala vyssi davky morfinu (viz obr. 12).
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Obr. 12: Exprese k-OR u kontrol a jednotlivych skupin morfinem ovlivnénych potkant.
V grafu je relativni Groven exprese vyjadiend v procentudlni zméné oproti kontrolam.
**p<0,01, *p<0,05, (porovnavana kontrolni skupina oproti skupindim s morfinem

ovlivnénymi jedinci).
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5.4.2 Exprese pi- a Bo-adrenergnich receptorii — stanoveni pomoci imunoblotingu

V myokardialnim adrenergnim signalnim systému hraji dtilezitou roli predev§im
B-AR, kterych se zde vyskytuje asi 10x vice nez a-AR. V srde¢ni tkani jsou zastoupeny
predevsim podtypy P1 a B2. Podle nékterych hypotéz by mohlo dlouhodobé podavani
morfinu ovliviiovat obrat katecholaminii a tim i myokardidlni adrenergni signalni
systém. Podle nasich experimenti nedochazelo pii dlouhodobém podavani vysokych i
nizkych davek morfinu k signifikantni zméné exprese PBi-AR (viz obr. 13) ani B,-AR
mimo skupiny, které¢ byly podavany nizké davky morfinu po dobu 27 dni (Mn-27). U

této skupiny doslo k signifikantnimu snizeni exprese -AR (viz obr. 14).
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Obr. 13: Exprese B1 u kontrol a jednotlivych skupin morfinem ovlivnénych potkand.
V grafu je relativni Groven exprese vyjadiend v procentudlni zméné oproti kontrolam.
p<0,05 (porovnavana kontrolni skupina oproti skupindm s morfinem ovlivnénymi

jedinci).
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Obr. 14: Exprese B, u kontrol a jednotlivych skupin morfinem ovlivnénych potkand.
V grafu je relativni uroven exprese vyjadiend v procentudlni zméné oproti kontroldm.
*p<0,05 (porovnavana kontrolni skupina oproti skupindm s morfinem ovlivhénymi

jedinci).

5.4.3 Exprese Bi- a Pr-adrenergnich receptorii — stanoveni pomoci saturaénich

vazebnych studii

Vazebné studie byly zvoleny jako dopliujici experiment imunoblotli pro
sledovani mnozstvi B-AR. Tato metoda je oproti imunoblotiim citlivéjsi a tak lze 1épe
detekovat rozdil v expresi receptori mezi jednotlivymi pokusnymi skupinami. Za
pomoci saturacniho vazebného experimentu byla ve vzorcich jednotlivych
experimentalnich skupin meéfena a porovnavana specifickd vazba ligandu
[3H]-CGP12177 na B-AR v rovnovazném stavu v zavislosti na rostouci koncentraci

radioligandu (viz obr. 15).
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Obr. 15: Porovnani saturacni vazebné kiivky kontroly se satura¢nimi vazebnymi

ktivkami morfinem ovlivnénych skupin: My-10R2 (A), My-10R3 (B), My-10R6 (C),

Mn-10 (D), My-27 (E), Mn-27(F).
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Pomoci saturacni vazebné kiivky byl ur¢en maximalni pocet vazebnych mist
(Bmax) a rovnovazna disocia¢ni konstanta (Kd). Pocet receptorii (Bmax) se signifikatné
zménil pouze pti podavani vysokych davek morfinu po dobu 27 dnti (M,-27), kdy doslo
K nardstu poétu vazebnych mist o 57% oproti kontrolni skupiné. Afinita receptort
k radioligandu (Kd) nebyla u zadné z pokusnych skupin signifikantné zménéna (viz
tab. 6).

Tab. 6: Vazabné charakteristiky B-AR Vv myokardu kontrolnich a morfinem

ovlivnénych potkand.

Skupina Bmax (fmol/mg) Kd (nM)
C 23.0+0.7 0.31 +£0.03
M,-10R2 23.5+14 0.36+0.11
My-10R3 20.5+0.5 0.22 £0.02
My-10R6 25.3+0.1 0.38 £0.05
Mn-10 222+1.2 0.36+0.12
My-27 36.2+0.7 * 0.32+£0.03
Mn-27 20.4 £0.7 0.40 £0.07

*p<0,001 (porovnavana kontrolni skupina oproti skupindm s morfinem ovlivnénymi

jedinci)
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6. Diskuse

Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv chronického pisobeni nizkych a
vysokych davek morfinu na vybrané signalni systémy fizené trimernimi G-proteiny
v srdci potkana. Sledovdna byla exprese vypranych GPCR — &- a k- opioidnich
receptord, Pi1- a B2- adrenergnich receptort a exprese a aktivita adenylylcyklazy izotypu
VIVI v plasmatickych membranach kardiomyocytd, které byly separovany nami
optimalizovanou metodikou homogenizace a frakcionace myokardu. Vysledky ukazaly,
7e podavani nizkych 1 vysokych davek morfinu po dobu 10 dni neovlivituje mnoZstvi
KOR, zatimco podavani nizkych i1 vysokych davek morfinu po dobu 27 dni sniZuje
expresi KOR. Detekce DOR se v ramci této prace nezdafila. Dlouhodobé pusobeni
nizkych ani vysokych davek morfinu nemélo vliv na expresi Bi-AR. Pfi podavani
nizkych davek morfinu po dobu 27 dni jsme pozorovali mirné snizeni exprese -AR,
ackoli dlouhodobé podavani vysokych davek, ptipadné nizkych i vysokych davek po
dobu 10 dni, expresi B2-AR neovlivnilo. Pokud byla exprese stanovena saturacni
vazebnou studii s neselektivnim ligandem B-AR, dochazelo pfi podavani vysokych
davek morfinu po dobu 27 dni k narGstu poctu receptort, pfi¢emz jejich afinita
k ligandu zistala zachovana. Podafilo se nam prokazat, ze podavani vysokych davek
morfinu indukuje expresi AC V/V. Mnozstvi exprimované AC se po ukonceni podavani
morfinu postupné snizovalo smérem k hladiné AC u morfinem neovlivnénych potkanti.
Dlouhodobg;jsi podavani vysokych i nizkych davek morfinu po dobu 27 dnt zvySovalo
expresi AC, nicméné zvysena exprese u vyssich davek morfinu byla na nizsi hlading,
nez pfi 10dennim podéavani. Tento jev by mohl znamenat, Ze se buiika vypoiadava
S pisobenim morfinu postupnym zapojovanim ridznych regula¢nich mechanismu. Pti
dlouhodobém podavani vysokych davek morfinu nedochézelo ke zméné basalni aktivity
AC, zatimco stimulovana aktivita byla oproti kontroldm signifikantné¢ zvySena.
K vét§imu nartistu stimulované aktivity pfitom dochazelo pfi nepfimé aktivaci AC
pomoci stimulace Gas a aktivace B-AR, nez pii piimé stimulaci AC. Z téchto vysledkt
je patrné, Ze se zvySena aktivita AC po chronickém podavani morfinu neda zdivodnit
pouze zvySenou expresi AC. Inhibi¢ni vliv aktivovanych Gi podjednotek na aktivitu AC
byl niz§i u morfinem ovlivnénych jedinch nez u kontrol, coz svéd¢i o tom, ze pfi

chronickém ptlisobeni morfinu dochazi k aktivaci regulacnich mechanismi, které
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zpusobi downregulaci drah vedoucich k inhibici AC. Nase vysledky naznacuji, Ze se
signdlni systémy v myokardu potkana funkéné adaptuji na pfetrvavajici stimulaci OR i
jinak nez pouhou downregulaci receptorti. V buiice ziejmé dochazi k soubéznému
zapojeni fady adaptacnich mechanismi, které pomahaji buitkdm myokardu vyporadat se
s dlouhodobou aktivaci a ptisobenim inhibi¢nich Gi proteind.

Morfin se vaze s nejvétsi afinitou na MOR, ale zarovenl se miize vazat také na
DOR a KOR (Martin, 1983). V srde¢ni tkani potkana byla popsana pfitomnost pouze
KOR a DOR, ptitomnost MOR nebyla potvrzena (Ventura et al., 1992; Wittertet et al.,
1996). V naSich experimentech jsme se proto zamétili na sledovani exprese DOR a
KOR. Detekce DOR se prili§ nezdatila, pravdépodobné piredevsim kviili malo ué¢innym
komer¢nim protilatkdm. Na tento nezdar mohl mit ¢astecné vliv 1 fakt, Ze se v srde¢ni
tkani zfejmé vyskytuje pomérné malé mnozstvi DOR ( Wittertet al., 1996).

S analogii k jinym GPCR pfevlada teorie, ze dlouhodobé ptisobeni opioidu
vyvolava nékolik odliSnych udalosti, které zabranuji danému opioidnimu agonistovi
prenaset signal déle do bunky (Kieffer a Evans, 2002). Mezi tyto procesy patii
heterologni desenzitizace skrze nespecifickou fosforylaci receptorii, ktera zpusobi
rozprazeni receptoru od G-proteinu, nebo rychla homologni desenzitizace spojena
s fosforylaci receptoru specifickou GRK, kterd byla aktivovana pravé plsobenim
daného receptoru. Pfi homologni desenzitizaci dochazi po fosforylaci receptoru k
navazani arrestinu. Vznikly komplex je poté internalizovan do bunky, kde je nasledné
recyklovan nebo degradovan (Lefkowitz, 1998; Pitcher et al. 1998). Timto procesem tak
dochazi k omezeni pisobeni daného opioidniho agonisty v disledku snizeni poctu jeho
receptord na povrchu bunky. Zminéné procesy jsou povazovany za jeden z hlavnich
davodi vzniku tolerance po chronickém plisobeni opioidi. Zatimco dlouhodobé
pusobeni mnoha endogennich a exogennich opioidii indukuje internalizaci receptoru
(Kieffer a Evans, 2002), ptisobeni morfinu podle nékolika studii internalizaci receptoru
neindukuje. Naptiklad pfi studii, kterou provedli Keith a spolupracovnici (1996)
na bunéénych kulturach, nedochdzelo pii ptsobeni morfinu k internalizaci DOR a
MOR, a to ani v davkach, které siln¢ inhibovaly AC. Pfitom plsobeni dalSich agonistl
enkefalinu a etropinu na stejné bunécné kultury zplsobilo internalizaci OR v fadu
n€kolika minut. K obdobnym vysledkim doslo i v dalsi studii, ktera byla rovnéz
provedena na bunécnych kulturach (Arden et al., 1995). Nase vysledky ukazaly, ze
podéavani nizkych i1 vysokych ddvek morfinu po dobu deseti dni nezptisobuje zménu

Vv poctu KOR v cytoplasmatickych membranéch a potvrzuji tak predchozi studie. Buiika
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tedy zfejmé reaguje na zvySenou aktivaci OR morfinem pouze fosforylaci receptoru bez
nasledné internalizace a degradace receptoru. Internalizace receptoru je spojena
s tvorbou vacku, coz je pomérné energeticky naro¢ny proces. Strategie pouhého
rozprazeni receptoru od jeho efektoru pii nahlé zvySené aktivaci by tak mohla byt
energeticky vyhodnéjsi, zvlasté uvédomime-li si, Ze po ukonceni daného stimulu buiika
musi znovu navratit, nebo znovu syntetizovat a navratit (v ptipad¢ internalizace spojené
S degradaci) odstranéné receptory zpatky do membrany. Duvod, pro¢ putisobeni
nékterych agonistli zplsobuje internalizaci, zatimco po pusobeni jinych agonistli na
stejny receptor k internalizaci nedochazi, neni doposud jasny. Tento jev nelze ziejmé
vysvétlit ani riznou afinitou agonistd na dany receptor, protoze u dalSich typd GPCR
dochazi k internalizaci receptoru po stimulaci ¢aste¢nym i plnym agonistou (Jasper a
Insel, 1992). Mirny tbytek mnozstvi KOR v membran¢, ke kterému doslo pii podavani
morfinu po dobu 27 dnd, bychom mohli vysvétlit SirSim zapojenim adaptacnich
mechanismi buiiky pii déletrvajicim stimulu. Je mozné, Ze buiika po 27 dnech pisobeni
morfinu ¢ast receptll internalizovala, zdrovent mohlo dojit k ovlivnéni signdlnich drah
vedoucich do jadra a k sniZeni nebo zastaveni exprese novych opioidnich receptort.

B-Adrenergni signalni systém je jednim z kli¢ovych regulatorit srde¢ni funkce
(Naga Prasad et al., 2001). V srde¢ni tkani se nachazi piedevS$im B;-AR a B,-AR,
pticemz pievlada podtyp Bi-AR, ktery tvofi asi 75-80% vSech B-AR (Rockman et al,
2002). Signalni systém B-AR je v srdci ziejm& funkEn€ propojen se signdlnim
systémem opioidnich receptort. Bylo naptiklad zjisténo, Zze pii aktivaci sympatiku jsou
spolu s noradrenalinem uvoliovany i opioidni peptidy, které pisobi proti jeho funkci
(Xiao et al., 1997). Blokaci OR tak dochazi ke zvySeni srde¢ni odpovédi na ptisobeni
B-AR (Imai et al., 1994). Zaroven existuje nékolik studii, které prokazuji, ze poptisobeni
morfinu dochazi ke zméné obratu katecholamint (Rabadan, 1997; Fuentealba, 2000). Z
téchto divodl jsme se v naSich experimentech zabyvali otdzkou, zdali dlouhodobé
pusobeni morfinu ovlivni B-AR signdlni systém na trovni exprese jeho receptori. Pii
detekci pomoci imunoblotll jsme nezaznamenali zZadné rozdily v expresi f1-AR ani -
AR, vyjma mirného snizeni exprese u P-AR pii podavani nizkych davek morfinu po
dobu 27 dni. Tento vysledek je pomérné kontroverzni a z logického hlediska neni pfili§
zdivodnitelny, s velkou pravdépodobnosti se jednd spiSe o chybu v nepiili§ citlivé
metod€. Pfi citliv€jSim stanoveni exprese pomoci saturacnich vazebnych studii s
neselektivnim ligandem B-AR, doslo pfi podavani vysokych davek morfinu po dobu 27

dni k nariistu poctu B-AR o 50 %. Podobny jev sledoval i Ammer a Schulz (1996)
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v bunécnych kulturdch, kdy po chronickém ptisobeni morfinu, doslo k nariistu poctu
B2-AR o 40 %. Abychom mohli potvrdit, Ze chronické podavani morfinu vede ke
zvySeni exprese jednoho nebo vice podtypti f-AR, bude zapotiebi pokracovat v dalsich
saturacnich nebo kompetitivnich vazebnych studiich se specifickymi ligandy pro
jednotlivé typy B-AR.

V srdci se nachdzi ctyfi isoformy AC (IV - VII). Pfitom dominantnimi
isoformami jsou zde AC V a AC VI, isoformy AC IV a AC VII se zde vyskytuji
v daleko mensim mnozstvi (Wang a Brown, 2004). Nase experimenty prokazaly, Ze pti
podavani vysokych davek morfinu dochazi ke zvyseni exprese AC V/VI v myokardu
potkana. Je tedy zfejmé, ze plisobeni morfinu mize mit ptimy vliv na expresi AC. Toto
dokazuje 1 skutecnost, Ze spolu s odeznivanim vlivu morfinu dochéazelo k postupnému
snizovani mnozstvi AC. Obecné je znamo, ze AC V/VI je negativné regulovana Gi
proteiny (Patel et al., 2001). Aktivaci OR morfinem tak dochazi k inhibici AC a snizuje
se intraceluldrni koncentrace cAMP. Snizena koncentrace cAMP vede ke sniZeni
aktivity PKA. Fosforylaéni aktivitou PKA dochdzi k regulaci mnoha bunéénych
pochodt, véetné regulce MAPK drah, které mohou vést az ke zmén¢ jaderné signalizace
(Williams et al., 2001). Mtzeme si tak ptredstavit, Ze ur¢ita signalni draha aktivovana
PKA mitize pasobit inhibi¢né na transkripcni faktory AC, nebo naopak aktivacné na
supresory exprese AC. Snizend aktivita PKA, ke které dochazi v disledku inhibi¢niho
vlivu aktivovanych OR na AC, by tak mohla vést k uvolnéni exprese AC a tak i k
nartistu mnozstvi AC v cytoplasmatickych membranach. Nase vysledky nejsou pftilis
podpoteny nedavnou studii, ve které Steiner a spolupracovnici (2005) sledovali expresi
AC VIII po chronické aktivaci (18 h) inhibi¢nich Gi proteinii v bunéénych liniich.
Béhem této studie nedochazelo ke zvySeni exprese AC VIII. Na druhou stranu si
musime uvédomit, ze tato studie probihala v zcela jinych experimentalnich podminkach
(buné¢né kultury vs. srdce potkana, 18 h vs. 10denni ptisobeni Gi) a Ze byla sledovana
exprese isoformy AC s jinymi regula¢nimi mechanismy nez ma AC V/VI (Patel et al.,
2001). Podle nasich vysledkt hraje navic dileZitou roli v indukci exprese AC nejen
mnozstvi podavaného morfinu, ale i délka jeho podavani. Zatimco 10denni podavani
nizkych davek morfinu nezplsobilo zménu exprese, 27denni podavani stejnych davek
expresi AC signifikantné zvysilo. Pfi podavani vysokych davek morfinu, naopak
dochazelo po 10. ti dennim podéavani k vyS$§imu nértstu exprese AC nez pii 27dennim
podavani. Mensi nartist AC V/VI by mohl byt zdlivodnén sniZenym poctem inhibi¢niho

pusobeni v disledku snizeni KOR, ke kterému podle naSich vysledkli dochazelo prave
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pouze pii podavani morfinu po dobu 27 dnl. Nase dalsi vysledky, které se tykaji
aktivity AC, ukazuji, Ze pfi chronickém podavani morfinu dochazi ke zvySeni produkce
cAMP. Zvysena produkce cAMP tak oponuje tisudku o indukci exprese AC snizenou
aktivaci PKA, na druhou stranu je mozné, ze expresi AC V/VI vyvolava primarni akutni
podani morfinu a jeji zvySena hladina ptetrvava i ve chvili, kdy se inhibi¢ni vliv
morfinu méni na aktivani. Toto by zarovenn mohlo vysvétlovat i mensi mnozstvi
exprimované AC V/VI pii 27 dennim ptisobeni morfinu. Teorii o indukci exprese AC
po chronickém pilisobeni morfinu tedy nemizeme vyvratit, nicméné¢ pro jeji plné
potvrzeni bude tfeba dalSich experimenti.

Zatimco akutni ptisobeni opioidl je spojeno se snizenim hladiny cAMP v burice,
jejich chronické pusobeni vede naopak ke zvySeni aktivity AC - supersenzitizace
(Watts, 2002). V souvislosti se snahou vysvétleni vzniku tolerance a nastupu
abstinen¢niho syndromu byl tento jev zkouman piedev§im v CNS (Nestler, 1996;
Nestler et al., 1996; Kieffer et al., 2002). Zména v aktivité¢ AC (heterologni senzitace )
po chronickém pusobeni morfinu byla pozdé€ji pozorovana i v bunécnych kulturach
(Steiner et al., 2005; Schallmach et al., 2006). Z téchto pozorovani je tedy ziejmé, ze
heterologni senzitizace neni vyhradni vlastnosti pouze neurondlnich bunck. Existuje
pouze jedina studie, ktera se zabyvala touto problematikou Vv signalnim systému
myokardu. V této studii, kterd byla provadéna konkrétné na psim srdci, nebyla
prokazana zadna vyznamna zména v enzymatické aktivité AC (Napier et al., 1999).
V naSich experimentech provadénych na potkanech dochazelo po dlouhodobém
podavani morfinu k signifikantnimu zvySeni stimulované aktivity AC. K vétSimu
nartstu stimulované aktivity pfitom dochézelo pii nepiimé aktivaci AC pomoci
stimulace Gas (91 %) a aktivace B-AR (105 %), nez pti pfimé stimulaci AC (66-73 %).
Pii chronickém ptlisobeni inhibi¢nich vlivh na AC tedy zfejm&é nedochdzi jen ke
zménam v ramci molekuly AC (zvySeni citlivosti, zvySeni exprese), ale jsou nejspis
upregulovany 1 drahy vedouci k jeji aktivaci. Ammer a Shultz (1996) zjistili, Ze pfi
chronické ptsobeni morfinu se zvySuje aktivita AC a zaroven, jak jiz bylo popsano
vySe, dochdzi k naristu poctu B2-AR. Ve stejné studii pak demonstrovali, Ze pfi pfidani
ireverzibilniho agonisty B2-AR dochézi k poklesu zvySenych hladin aktivity AC. Dalsi
studie ukazuji, Ze k heterologni senzitizaci AC nedojde, pokud je zablokovano pisobeni
Gi pfidanim pertussis toxinu (Schallmach et al., 2006). Za heterologni senzitizaci je
tedy s nejvétsi pravdépodobnosti zodpoveédné pisobeni Gi podjednotky, ktera aktivuje

zatim neznamym zplUsobem narlst $2-AR. Dilezitou roli v heterologni senzitizaci AC
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by mohla mit i zvySend hladina katecholamini, ke které dochazi pti dlouhodobém
podévani morfinu (Rabadan, 1997; Fuentealba, 2000). Podle dosavadnich vyzkumu se
tedy da usoudit, ze by hlavni vliv na supersenzitizaci AC mohla mit upregulace B-AR
signdlniho systému. Podle nasich vysledkt byl také po dlouhodobém podéavani morfinu
mirné snizen inhibi¢ni vliv aktivovanych Gi podjednotek na aktivitu AC. Je tedy mozné
ze supersenzitizace AC prispiva nejen upregulace B-AR signalniho systému, ale zaroven

i soucasna downregulace signalniho systému OR.
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Vysledky naSich experimentl ukazuji, ze chronické pisobeni morfinu ovliviiuje
nejenom opioidni ale i B-adrenergni signalni systém v myokardu potkana. Z naSich
pozorovani vyplyva, Ze na expresi vybranych opioidnich a -adrenergnich receptortit ma
vliv pouze 27denni podavani morfinu, pficemz exprese opioidnich receptorti se snizuje,
zatimco exprese P-adrenergnich receptortt se zvySuje. Chronické podavani vysokych
davek morfinu po dobu 10 dni zvySuje expresi AC V/VI, podavéani nizkych davek
morfinu ovliviluje expresi AC V/VI az po 27dennim pusobeni. Podle naSich
experiment vede chronické plsobeni morfinu k wupregulaci stimulacnich a
downregulaci inhibi¢nich drah ovliviwjicich aktivitu AC. Tyto vysledky naznacuji, Ze
bunika reaguje na pietrvavajici piisobeni morfinu postupnym zapojovanim riaznych
regulatnich mechanismii a Ze signalni drdhy opioidnich receptort jsou ziejmé
propojeny se signdlnimi drahami B-adrenergnich receptor. Dosazené vysledky osvétluji
zatim prakticky neprozkoumany vliv chronické ptsobeni morfinu na signalni drahy
Vv srdci potkana. Je patrné, ze si tato malo probadana oblast zasluhuje vice pozornosti uz
kvili moznému Uzkému propojeni s B-adrenergnim signdlnim systémem, ktery je

klicovym regulatorem srdec¢nich funkci.
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