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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AC adenylylcyklasaly

AMK aminokyselina/y

AMP adenosinmonofosfat

AP-2 adaptorovy protein 2

Arr3 arrestin 3

Asp asparagova kyselina

BSA ,,bovine serum albumine* — hovézi sérovy albumin
CAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CNS centralni nervova soustava

DOR d —opioidni receptor /y

ERK extracelularnim signalem regulovana kinasa /y

Glu glutamova kyselina

GPCR/s receptor/y spiazeny s G-proteiny

HRP ,,horseradish peroxidase* — kienova peroxidasa
JNK Jun N-terminalni kinasa/y

KO knock-out/vypnuty gen kodujici napt. sledovany protein u

pokusnych zvirat

KOR K-opioidni receptor/y

MAPK ,»mitogen activated kinase“ — kinasa aktivovana mitogenem
MOPS 4-morfolinpropansulfonova kyselina
MOR u-opioidni receptor/y

OR opioidni receptor/y

P anorganicky fosfat

PBS fostatovy pufr s NaCl

PKA protein kinasa A

PKC protein kinasa C

PMFS fenylmethylsulfonyl fluorid

PTX pertussis toxin
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fosfatovy pufr podle S6rensena
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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studiem vlivu podavani morfinu laboratornim potkaniim na
zastoupeni p-opioidnich receptor a kaveolind v jejich mozkovém kortexu. Uéinek
morfinu je vyvolan vazbou na opioidni receptory, predevsim podtypu p. Jeho dlouhodobé
pusobeni mé za nasledek snizeni funkEnosti a mnozstvi téchto receptorti v ramci vzniku
tolerance a zavislosti.

Kaveoliny jsou proteiny nezbytné pro utvaieni membranovych mikrodomén
kaveol. Dnes je znamo, ze jejich pfitomnost neni omezena na kaveoly a také jejich funkce
je pravdépodobné na téchto doméndch nezéavisld (mohou se ucastnit regulace signalnich
drah, transportu lipidd, aj.). Funkce kaveolini v mozkovych buitkach vSak dosud neni
piesn€ znama.

V experimentalni ¢asti byly metodou ,Western blot“ detekovany proteiny
kaveolin-1 a kaveolin-2 v kortexech potkanti po desetidenni aplikaci morfinu a v kortexech
kontrolnich zvifat. Zaznamenan byl signifikantni narast mnozstvi kaveolinu-1 ve vzorcich
z morfinem ovlivnénych potkanii ve srovnani s kontrolnimi, mensi nartist mnoZzstvi
kaveolinti-2 byl vyhodnocen jako nesignifikantni. Mnozstvi p-opioidnich receptorti u
morfinem ovlivnénych zvitat oproti kontrolam signifikantné pokleslo, po deseti dnech tak
byly zaznamendny zmény odpovidajici dlouhodobé adaptaci.

V literatufe je uvadéno zvySeni mnozstvi kaveolinu-1 v mozkové tkani poskozené
neurodegenerativnimi procesy (Gaudreault SB, Blain JF, Gratton JP, Poirier J. 2005.
J Neurochem 92: 831-9). Protoze je znamo, ze dlouhodobé ptlisobeni morfinu také
zpusobuje neurodegenerativni zmény, je mozné spekulovat, Ze nami pozorované zvyseni

mnozstvi kaveolinu-1 odpovida t¢émto zménam.

Kli¢ova slova: receptory opioidu, biologické membrany, lipidové rafty, kaveoliny, morfin



ABSTRACT

In this Thesis, we examined the influence of morphine administration to the
laboratory rats on the amount of p-opioid receptors and caveolins in their cerebral cortex.
Effect of morphine is known to be caused by its binding to opiod receptors, in particular to
the p subtype, and a long-term exposure to morphine reduces the functionality and number
of these receptors as part of the resulting tolerance and addiction.

Caveolins are proteins essential for formation of the membrane microdomains of
caveolae, although it is known today that presence of these proteins is not limited to
caveolae and their function is probably independent of these domains (they may participate
in the regulation of cell signaling pathways, lipid transport, etc.). The function of caveolins
in brain cells is not precisely known yet.

In the experimental part of this work, we used the Western blot method to estimate
the presence of caveolin-1 and caveolin-2 in the cerebral cortex of the rats after ten-days
morphine application and in control animals. A significant increase of caveolin-1 was
observed after morphine treatment as compared to control animals; a smaller,
non-significant increase of caveolin-2 was also found. The amount of p-opioid receptors in
morphine affected animals was significantly decreased compared to controls. Thus, the
changes corresponding to the long-term adaptation were observed already after ten days.

Key words: opioid receptors, biological membranes, lipid rafts, caveolins, morphine



1.  UvoD

Pied asi dvéma dekadami let byla plasmatickA membrana povaZovana za
jednotnou dvojnou vrstvu fosfolipidii s ndhodné distribuovanymi membranovymi proteiny.
Dnes je znamo, 7e plasmatickda membrana mize obsahovat organizované struktury -
lipidové rafty a kaveoly (Sprenger R. R. a kol., 2006). Kaveoly byly prvni popsané
mikrodomény plasmatické membrany. Maji tvar banky a jsou bohaté na sfingolipidy,
cholesterol i rizné signalni molekuly. Kaveoly se Gi¢astni regulace rozmanitych bunéénych
funkci, jako je napf. exo- a endocytdza, membranové leSeni, transmembranovy pienos
signalu a reguluji i mnoho signalnich kaskad (Stern C. M., Mermelstein P. G., 2010).
Kaveoly se vyznacéuji obsahem pro n¢ typickych proteind - kaveolind. Byly identifikovany
tii ¢leny kaveolinové rodiny, kaveolin-1, kaveolin-2 a kaveolin-3 (Trushina E. a kol.,
2006).

V bunkach centralniho nervového systému (CNS) je vyskyt kaveol omezen na
gliové bunky a astrocyty. V neuronech nebyly identifikovany kaveoly, ale i tak jsou v nich
ptitomny vSechny tii typy kaveolinl. Predpoklada se, ze kaveoliny mohou regulovat
nitrobunéénou signalizaci a funkce nervového systému (Stern C. M., Mermelstein P. G,
2010). Kaveoly a kaveoliny mohou ovliviiovat i signalni drahu vedouci pfes receptory
sprazené s G -proteiny (GPCRs) (Allen J. A. a kol., 2009; Zhao H., Loh H. H., Law P. Y.,
2006). Do rodiny GPCRs patfi i opioidni receptory (OR).

Opioidni receptory jsou transmembranové proteiny, které se nachazeji predevs§im
Vv centralni nervové soustavé (CNS), ale jsou pfitomny i Vjinych perifernich tkanich
sav¢iho organizmu (Janecka A., Fichna J., Janecki T., 2004). Klasifikované byly ¢&tyfi
podtypy opioidnich receptord: p-opioidni receptory (MOR), 8-opioidni receptory (DOR),
k-opioidni receptory (KOR) a opioidni receptor like-1 (ORL1) (Al Hasani R., Bruchas M.
R., 2011). V buikach, v kterych byly nalezeny kaveoly, se OR soustied’uji pravé do téchto
membranovych mikrodomén (Zhao H., Loh H. H., Law PY., 2006). Opioidni receptory
byly objeveny v roce 1973 pii snaze o vysvétleni uc¢inki morfinu. Candace Pertova pouzila
radioaktivné zna¢eny morfin k lokalizaci mista ¢inku morfinu. Ukézalo se, Ze morfin se
vaze na specifickd mista v mozku, neboli ,morfinové receptory* (pozdéji opioidni
receptory). Morfin je fyziologicky aktivni slozkou opia, neboli §tavy maku setého, je to
tedy latka nevlastni télu. Vyskyt specifického receptoru pro cizorodou latku je velice

nepravdépodobny. Bylo tak zahajeno hledani molekul télu vlastnich, které by na tyto



receptory pusobily. Objevené byly ,,endogenni morfiny* neboli endorfiny a pozdéji i jiné
opioidni peptidy. Opioidy jsou obecné latky pusobici na opioidni receptory, opiaty jsou
ptirodni latky jako napf. morfin nebo kodein (Satoh M., Minami M., 1995; Trescot A. M. a
kol., 2008).

2. TEORETICKA CAST

2.1. Morfin

Morfin je pfirodni alkaloid, ktery dostal sviij trividlni ndzev podle feckého Boha
spanku Morphea. Byl izolovan Friedrichem W. A. Sertiirnerem na poc¢atku devatenactého
stoleti. Od té doby az po dneSek je morfin jednim z nejucinnéjSich 1éka proti bolesti
(Brownstein M. J., 1993; Hameed H., Hameed M., Christo P. J., 2010).

Uhlikovy skelet molekuly morfinu je podobny fenantrenu. Hydroxylové skupiny
Vv poloze 3 a 6 mohou byt esterifikovany, acetylovany aj. Napiiklad heroin ma tyto skupiny
acetylované (diacetylmorfin). Dulezity pro analgetické G¢inky morfinu je terciarni dusik.
Prevedenim tercidrniho dusiku na kvartérni se snizuji analgetické ucinky. Morfin je
opticky aktivni molekula a pouze levotoc¢ivy isomer je analgetikum (Trescot A. M. a kol.,
2008).
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Obr. €. 1: Strukturni vzorec morfinu (pfevzaté z Trescot A. M. a kol., 2008).

2.2.  Struktura opioidnich receptori

Opioidni receptory jsou ¢leny rodiny GPCRs, strukturné podobné rhodopsinu.
G-proteiny, skterymi jsou OR asociovany, maji strukturu trimeru tvofenou

dvéma podjednotkami o a Py. a-podjednotka je vazana s GDP, ktery je pii aktivaci
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vyménén za GTP. Nastane disociace trimeru na a-podjednotku snavazanym GTP a
By-podjednotkovy komplex, ob¢ slozky jsou aktivni v regulaci signalizace ¢i jinych dé&ju
(Pierce K. L., Premont R. T., Lefkowitz R. J.,, 2002). GPCRs obsahuji sedm
transmembranovych domén spojenych relativné  kratkymi  extracelularnimi a
intracelularnimi smyc¢kami. Amino-konec (N-konec) GPCRs je na extracelularni strané
plasmatické membrany a byva glykosylovan. Je taktéz dilezity pro vazbu ligandu.
Karboxylovy konec téchto receptorii je orientovan dovniti buiiky a je vyznamny pii
interakci s G-proteiny. extracelularni

Velikost p-, 8-, k-receptort a thodopsinového receptoru je celkem podobna: 398,
372, 380 a 348 aminokyselin (AMK). Rhodopsin i opioidni receptory maji z velké ¢asti
konzervovanou strukturu AMK, coz pravdépodobné hraje roli ;tracelulsrni tOrové
struktury. Podobnost v aminokyselinovych sekvencich mezi opioidnimi receptory je dost
vyrazna; p- a 8- receptory jsou identické z 62%, p- a k- receptory z 61% a 6- a k- receptory
jsou identické z 57% (Blake A. D., Bot G., Reisine T., 1996). Podobnost ve struktuie

naznacuje obr. €. 2 na str. 12.
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Obr. €. 2: Porovnani pfedpokladanych aminokyselinovych sekvenci klonovanych mysSi u, & a k opioidnich
receptorll. Extracelulami a intracelularni oblast znaCi orientaci receptoru v membrané. Modré kulicky
znazoriuji rozdilné AMK v ramci i typ(i receptord, oranzové kuligky shodné AMK. Rimské &islice uréuji sedm

transmembranovych segmentd (pfevzaté a upravené z Blake A. D., Bot G., Reisine T.,1996).
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N- a C- termindlni regiony jsou nejvice riiznorodé¢, co se tyce aminokyselinovych
sekvenci, jak je vidét i na obr. ¢. 2. Naopak sekvence transmembranovych domén je spise
konzervativni v ramci vSech typl opioidnich receptorii. Sedm TM domén je uspotfaddanych
tak, ze vytvareji centralni misto, neboli vacek, pro vazbu ligandu. Ohyby ve struktuie TM
domén, casto diky pritomnosti prolinu, ptispivaji k tvaru vazebného vacku jednotlivych
receptord. Extracelularni smycky jednotlivych receptorii jsou téz pomérné variabilni.
Druhéd extracelularni smycka receptorii KOR je odlisnd od MOR a DOR zvySenou
frekvenci vyskytu kyselych AMK (Asp a Glu), vytvaii se tak kyselé ohraniceni vazebné¢ho
vacku a ligandy pro KOR maji proto bazicky charakter (Cox B. M., 2012). Také se
ukézalo, ze nahrazeni kyseliny asparagové asparaginem ¢i glutamovou kyselinou v druhé
TM doméné MOR snizuje afinitu morfinu k receptoru (Minami M., Satoh M., 1995).
Z toho vyplyva, Ze rizné opioidni receptory maji rozdilnou afinitu k riznym ligandim.
Struktura vazebni kapsy pro ligand a interni vazebné interakce jsou zasadni pro afinitu
k ligandu.

OR miZzou vytvaret dimery, homodimery (napf. MOR — MOR) nebo také
heterodimery (MOR — DOR), ale i jiné oligomery (Cox B. M., 2012) - obr. ¢. 3 (B).

Obr. €. 3: (A) Krystalograficka struktura mySiho MOR, TM1-5 oznacuji transmembranové segmenty (probrané
a upravené z Perez - Aguilar J. M., 2012). (B) Dimer MOR vizualizace struktury vazebného vacku na zakladé
krystalografické studie (pfevzaté a upravené z Manglik A. a kol., 2012).
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2.3.  Funkce, aktivita a signalni systém opioidnich receptori

Opioidni receptory (OR) jsou prototypem receptori spiazenych S inhibi¢nimi
G-proteiny (Gij, proteiny). Signalizace OR je G¢inné blokovana pertussis toxinem (PTX),
coz je bakterialni toxin (Bordettela pertussis), ktery inaktivuje a-podjednotku G, proteint.
Pienos signalu OR je spojen s inhibici adenylylcyklasy a Ca** iontovych kanald, ale také
se stimulaci K* iontovych kanal. Znamé je, 7e OR reguluji i mitogen-aktivaéni
proteinkinasovou (MAP kinasovou) kaskadu. (Obr. ¢. 4, str. 12) Ovliviuji také aktivitu
fosfolipasy C a vylev neurotransmiterd (obr. 4, str. 16) (Law P. Y., Wong Y. H., Loh H.
H., 2000).

Z pohledu analgetickych uc¢inkl i vzniku zavislosti na morfiu ma z opioidnich
receptorti nejvétsi vyznam MOR. Studie na ,,knock-out” (KO) mysich ukazuji, ze morfin
ses nejvyssi afinitou vaze k p-opioidnim receptorim kodovanych MOR-1 genem.
Vsechny fyziologické reakce na ptitomnost morfinu, zahrnujici analgezii i toleranci, chybi
u mysi, které mély gen MOR-1 vypnuty (MOR-1 KO-mysi) (Waldhoer M., Bartlett S. E.,
Whistler J. L., 2004; Contet C., Kieffer B. L., Befort K., 2004; Williams J. T. a kol. 2013).

2.3.1. Inhibice /superaktivace adenylylcyklasy

Pfi interakci agonisty (jako je morfin) s OR dochazi za ucasti disociované a-Gi/o
podjednotky k inhibici aktivity adenylylcyklasy (AC). Snizena aktivita AC vede k poklesu
intracelularni koncentrace cAMP (cyklického adenosinmonofosfatu), ktery ma tlohu
bunééného druhého posla. Za nepfitomnosti opioidii je hladina cAMP zvySend, coz
pozitivné ovliviiuje aktivitu proteinkinasy A (PKA), kterd zvySuje vyplavovani
neurotransmiterti. Opioidni inhibice adenylylcyklasy tak vede pies PKA ke zlepSenému
uvolnovani neurotransmiterti (Corbett A. D. a kol., 2006).

Novy pohled na inhibici AC pfinesl objev, Zze G, protein, ¢len podrodiny
inhibi¢nich G-proteinti, je nesenzitivni vii¢i PTX. Je schopen inhibovat akumulaci cCAMP
po aktivaci receptort. Podobnosti mezi Gaijo a Ga, podjednotkami naznacuji, Ze je mozné
nahrazeni Ga; za Gaij, podjednotku pfi opioidy indukovaném pienosu signalu. Studie v
této oblasti ukazuji, ze diky Ga, podjednotce mohou opioidni receptory vyuzit
PTX-nesenzitivni signalni pienos a tim inhibovat adenylycyklasu (Law P. Y., Wong Y. H.,
Loh H. H., 2000).
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Superaktivace adenylylcyklasy je fenomén, ktery nastava pii dlouhodobé aktivaci
opioidnich receptort. Pti tomto d&ji dochazi k naristu a fosforylaci isoform AC, zacina i
jeji syntéza de novo. Je to kompenzacni proces dlouhodobé inhibice. V zavislosti na
proteinové fosforylaci Whistler a von Zastrov navrhuji ,,RAVE® teorii jako zaklad pro
adenylylcyklasovou superaktivaci (Zhao H., Loh H. H., Law P. Y., 2006). RAVE teorie,
neboli ,relative activity versus endocytosis®, je teorii, kterd se snazi o potencialni
vysvétleni vzniku zavislosti a tolerance jako vysledek vztahu mezi aktivitou agonisty a
endocytosou MOR (He L. a kol., 2002; von Zastrow M., 2010). Podle této teorie je
opioidni agonista, ktery nevyvoldva rapidni endocytosu receptord, vice navykovy a
zpusobuje vétsi adenylylcyklasovou superaktivaci. Tato teorie tedy predpoklada, ze
napt. metadon zapfticinuje mensi adenylycyklasovou superaktivaci a je tak méné navykovy
oproti morfinu pro svou vétsi schopnost vyvolat endocytézu opioidnich receptort (Martini
L., Whistler J. L., 2007; Finn A. K., Whistler J. L., 2001). Studie Kreeka a kol. vSak
naznacuji, ze metadon je stejné navykovy jako morfin (Kreek M. J. a kol., 2000). Jiny
nazor (Law P. Y. a kol., 2005) zaloZeny na studiich DOR svéd¢i o tom, Ze receptorova
internalizace vyzaduje disociaci receptorovych oligomerdi na monomery, a proto se
receptory nepiesouvaji do nitra buniky béhem dlouhodobého piisobeni agonisty.

U DOR velikost adenylylcyklasové superaktivace vykazovala zavislost na koncentraci
receptort (Zhao H., Loh H. H., Law P. Y., 2006). Ve studiich Uj¢ikové a kol. byl prokazan
nartst isoforem adenylylcyklazy I a II v poctu molekul po 10 dennim podévani morfinu,
ale narist ostatnich isoforem adenylylcyklasy nebyl zaznamenan. Po 20 dnech od posledni
davky morfinu se hladiny adenylylcyklas | a Il upravily (Uj¢ikova H. a kol., 2014).
Dlouhodobé podéavani agonisty jako je morfin vyvolava procesy zavislosti (viz nize), které
souvisi také se superaktivaci adenylylcyklasy a ovlivnéni hladiny cCAMP. Superaktivitu je
také mozné chépat jako urcitou formu adaptace buniky/organizmu na zménu. Zménéna je

tak funkéni aktivita opiatovych receptori na urovni adenylylcyklasy a cAMP.

2.3.2. Ovlivnéni iontovych kandlu

2.3.2.1. Viapnikové kanaly

Vysledkem piisobeni agonisti na OR je také redukce bunécné excitability a

vyplavovani neurotransmiterti pies inhibici napétové-tizenych kalciovych kanali. Inhibice
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Ca?* kanald ginkem opioidl je také blokovana PTX, coz indikuje ucast Gij, proteinti
(Minami M., Satoh M., 1995). Bylo zjisténo, Ze spi§ nez o, podjednotka G-proteinu
inhibuje Ca®* kanaly dimer podjednotek B a y. I kdyZ je za inhibici kalciovych kanali
zodpovédna GPy podjednotka, Gaij, podjednotka hraje urcitou roli v u€innosti tohoto déje.
Nejpresvédcivejsi dikaz pochéazi z Goj, KO (,,knock out” = vypnuty gen) studii. V
neuronech ziskanych z Goj, KO-mysi je schopnost opioidnich agonistdi inhibovat Ca?*
kanaly vyznamné& narusena (Law P. Y., Wong Y. H., Loh H. H., 2000). Ovliviiovani Ca®*
kanalt se dé&je také diky sptfazeni k-opioidnich receptorti a kalciovych kanali. Tato

interakce zpusobuje redukci vodivosti Ca?" kanalti (Minami M., Satoh M., 1995).

2.3.2.2. Draslikové kanaly

Dalsim vysledkem ptsobeni opioidii je hyperpolarizace bunééné membrany
zptisobend nartistem vodivosti draslikovych kanalt. Aktivace K* kanaldi vznika po
stimulaci p-, 6-, k-opioidnich receptort a je mozné ji blokovat PTX. To indikuje zapojeni

Gi/o proteinti do tohoto procesu (Minami M., Satoh M., 1995).

2.3.2.3. MAP-kinasa

Velky poc¢et GPCR reguluje bunécné udalosti jako je rist a diferenciace stimulaci
MAP kinazové kaskady. MAP-kinasy (,,mitogen activated protein kinase®) jsou
extracelularnim signalem regulované kinasy (ERKs), Jun N-terminalni kinasy (JNK) a p38
Kinasy. Mitogenni signaly z GPCR jsou Casto ptenaSeny podél ERK. Stimulace opioidy
z ERK-1 a ERK-2 byla poprvé prokézana u p-opioidnich receptori. Stimulace ukazala
ligandovou selektivitu, zavislost na davce agonisty a citlivost PTX, coz znaci
zainteresovani Gij, proteinu na aktivaci MAP-kinazy. VSechny zakladni typy OR stimuluji
ERK-1 a ERK-2. U¢innou podjednotkou Gij je dimer By (Law P. Y., Wong Y. H., Loh H.
H., 2000).
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Obr. ¢&. 4: Prehled signalizacnich drah OR (pfevzato a upraveno z Al-Hasani R., Bruchas M. R., 2011).

2.4.  Regula¢ni procesy: desenzitizace, internalizace, downregulace

Morfin i jiné opioidni derivaty jsou vyuzivany v medicinské praxi pfedevsim pro
své analgetické uc¢inky. Limitaci pro jejich dlouhodobé uzivani je fyziologicka tolerance,
neboli rapidni pokles analgetickych ucink, a fyzickd a psychicka zavislost. Navzdory
mnoha vyzkumum zustava pfesny bunécny mechanizmus podstaty vzniku tolerance a
zavislosti neobjasnény (Walhoer M., Bartlett S. E., Whistler J. L., 2004; Baily C. P.,
Connor M., 2005). Desenzitizace, internalizace, downregulace a tolerance jsou pojmy,
s kterymi se Casto setkdvdme v odborné literatute pti snaze o vysvétleni slozitého principu

téchto jevi. Souhrn téchto procesi je uveden na obrazku €. 5 str. 17.
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Obr. €. 5: Pfehled drah regulace MOR. Mechanizmus drah aktivace a internalizace nebyl doposud definovan.
Pfedpoklada se, ze MOR je fosforylovan a naslednou vazbou na arrestin je funkéné desenzitizovan. OR jsou
pravdépodobné fosforylovany prostfednictvim kinas. Role PKA, PKC a CaM proteinkinasy v receptorové
desenzitizaci a/nebo funkce GRK vSak zatim nejsou piesné znamy. Pfiblizné 80% endocytovanych MOR je

recyklovano a zbylych 20% je degradovano v lyzozomech. AP-2 = adaptorovy protein 2, Arr3 = arrestin 3,

P = fosfat (pfevzaté a upravené z Bailey C. P., Connor M., 2005).

2.4.1. Desenzitizace

Opakovana expozice opioidnich receptori (OR) vlivem agonisti vede k postupné
ztraté funkce (prenosu signalu) OR, tedy k desenzitizaci (Chaturvedi K. a kol., 2001; Koch

T., Hollt V., 2008). Mechanizmus desenzitizace OR zahrnuje agonistem aktivovanou
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fosforylaci GPCRs ¢lenem rodiny G-protein asociovanych receptorovych kinas (GRK).
GRK zabezpecuji interakci s arrestinem, ktera rozru$i vazbu mezi heterotrimernim
G-proteinem a GPCRs/OR (Chaturvedi K. a kol., 2001). Fosforylace OR zavisla na
agonistovi vyvola zménu konformace receptoru a tim zvysi afinitu k cytosolickému
B-arrestinu (Koch T., Hollt V., 2008). Pferuseni spojeni G-proteinu s GPCRs a zapojeni
endocytozy vede k receptorové internalizaci (viz nize).

Desenzitizace byva na urovni receptorové signalizace délena na homologni a
heterologni. U homologni desenzitizace je snizeni efektu zptisobeno u¢inkem agonisty pres
specificky receptor, kinasou je GRK. Pfi heterologni desenzitizaci vede snizeni efektu
vyvolaného agonistou jest¢ pres dalsi receptory, které sdileji signalizacni drdhu a za
fosforylaci jsou zodpovédné piedev§im PKC a PKA (protein kinasy C a A) (Williams J. T.
a kol., 2013). Na fosforylaci/desenzitizaci se vSak mizou podilet i CaM kinasa II
(Ca**/kalmodulin-dependentni protein kinasa 11) a MAP kinasy (Law P. Y., Wong Y. H.,
Loh H. H., 2000).

2.4.2. Internalizace
Komplex receptoru a arrestinu vede pies klathrin-dependentni drahu k translokaci

receptoru z membrany do nitra builky a nasledné endocytose. Interakce receptoru a
arrestinu je zavisla na obsahu cholesterolu, coZ naznacuje tlohu membranovych domén 1
v této draze (Williams J. T. a kol., 2013). Receptory miizou byt nasledné resenzitizovany,
kdy je jejich funkce obnovena a jsou vraceny do membrany, nebo mohou byt oznac¢ené pro
degradaci (downregulace). Endocytosa receptori je zavisla na daném agonistovi.
Napiiklad agonista DAMGO ([D-Ala’-N-MePhe*-Gly-ol]-enkefalin) vyvolava rapidni
endocytosu MOR, zatimco interakce MOR s morfinem neprokazala detekovatelné
vyvolani endocytosy. Pocetné publikace uvadéji, ze internalizace MOR hraje dtlezitou roli
pfi rozvoji tolerance u dlouhodobého uZzivani opioida (Koch T., Hollt V., 2008; Bailey C.
P., Connor M., 2005; Chaturvedi K. a kol., 2001). Internalizace se tedy jevi jako klicovy
proces pii vzniku tolerance a zavislosti a je pfedmétem mnoha vyzkumu a hypotéz (teorie

RAVE aj).
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2.4.3. Downregulace

Downregulace (negativni regulace) opioidnich receptorti po chronickém podavani
opioidu je dlouhodoby adapta¢ni proces, ktery muze vést k degradaci internalizovanych
OR a/nebo k snizeni receptorové syntézy a tim k snizenému poctu funkénich receptord.
Downregulace vyzaduje vyssi davky a del§i Cas nez desenzitizace, jsou to tedy dva
nezavislé buné¢né adaptacni procesy (Koch T., Hollt V., 2008) Chronické vystaveni MOR
opioidim vyvolava funk¢ni regulacni procesy, které vedou ke ztrat€¢ funkce MOR a ke

znemoznéni aktivace receptort (Williams J. T. a kol., 2013).

2.5.  Membranové mikrodomény

Lipidové rafty a kaveoly jsou oznacované jako (mikro-)domény plasmatické
membrany. Tyto membranové domény jsou bohaté na glykosfingolipidy, sfingomyelin,
cholesterol aj. Obsahem cholesterolu reguluji fluiditu membranové fosfolipidové
dvojvrstvy a organizuji membranové proteiny. Typickou vlastnosti lipidovych
mikrodomén je jejich resistence vici neiontovym detergentim jako je napt. Triton X-100
(Galbiati F., Razani B., Lisanti M. P., 2001).

Kaveoly vlastné reprezentuji specializované sety lipidovych rafti s morfologicky
odlisnou strukturou, tvarem pfipominajicim baiku nebo fecké pismeno omega — Q,
velikosti 50-100 nm (obr. ¢. 6 str. 20) (Sprenger R. a kol., 2006; Head B. P., Insel P. A,
2006). Kaveoly jsou typické obsahem kaveolint, integralnich membranovych proteint.
Znamé jsou kaveolin-1 (Cav-1), kaveolin-2 (Cav-2) a kaveolin-3 (Cav-3). Kaveolin-1 tvofi
kaveolarni ,,plast* (Stan R. V., 2005; Head B. P., Insel P. A., 2006; Cameron P. L. a kol.,
1997). Vsechny tii typy kaveolint v§ak byly nalezeny i v nekaveolarni oblasti plasmatické
membrany, kterd kaveoly obsahuje, ale také v téch bunénych membranéch, u kterych
nebyla prokazana piitomnost kaveol (Head B. P., Insel P. A., 2006). Kaveoly byly
identifikovany ve vétSing savéich bunék kromé neuront, lymfocytd, monocytl, tkani

makrofagl a n€kterych epitelovych bunék (Cameron P. L., 1997; Schwab W. a kol., 1999).
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X

Obr. €. 6: Schéma strukturnich odliSnosti lipidovych rafti (A) a kaveol (B). Oranzové znazornéna &ast je

bohatd na sfingomyeliny, cholesterol a glykosfingolipidy. Zelené znazornéné oblasti maji vysoky podil
v zastoupeni fosfolipidl (fosfatidylserin, fosfatidylcholin). (B) Po integraci proteinu Cav-1 do oblasti s vysokym
podilem cholesterolu a sfingomyelini se vytvori malé barkovité invaginace — kaveoly (pfevzaté a upravené
z Galbiati F., Razani B., Lisanti M. P., 2001).

Lipidové rafty a kaveoly selektivné participuji na regulaci rozmanitych bunécnych
funkei, jako napf. exo- a endocytdza, membranové leSeni, transport cholesterolu nebo
transmembranova transdukce signalu, a reguluji i mnoho GPCR signalnich kaskad. (Allen
J. A. a kol., 2009). V mikrodoménach byly lokalizovany rtuzné signalni proteiny, GPCRs
(také MOR), adenylylcyklasa, a- a By-podjednotky G-proteind, rizné protein Kinasy aj.
(Zzhao H., Loh H. H., Law P. Y., 2006). Kaveolin-1 a kaveolin-2 interaguji s Ga

podjednotkou, maji vsak odlisné vlivy na GTPasovou aktivitu. Cav-2 aktivuje GTP
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hydrolysu, zatimco Cav-1 GTP ji inhibuje (Schlegel A. a kol., 1998). Ovlivnuji tak signalni
kaskady spojené s G-proteiny.

Signalni draha vedouci pies aktivaci opioidnich receptorti patii k t¢ém draham,
které jsou asociovany S G-proteiny, konkrétnéji Gi, proteiny. Jak jiz bylo zminéno,
p-opioidni receptor stimulovany morfinem aktivuje Gaijp podjednotku, kterd inhibuje
adenylycyklasu a ve vysledku ovlivituje hladinu CAMP v bufice. MOR i Gaiy, podjednotka
se Vv kaveolach nachazi, avSak kaveoly nebyly nalezeny v neuronech, v nichZ ma naopak
MOR intenzivni zastoupeni. Zaroven bylo také zjiSténo, ze kaveoly prostrednictvim Cav-1
neovliviiuji odpovéd” cAMP, generovanou pies MOR a Gj,. Ukézalo se, ze kaveoliny
participuji na protekci a pfenosu proteind do a z plazmatické membrany. Navzdory jejich
jménu je mozné kaveoliny oznacit za proteiny, které usporadavaji signalni a jiné proteiny
Vv kaveolach i nekaveolarnich regionech, jako jsou neurony a leukocyty (Head B. P., Insel
P. A., 2006). Jak jiz bylo zminéno, pivodné¢ byly kaveoliny spojovany jen s
piritomnosti kaveol. Vicero vyzkumnych skupin prokazalo, ze kaveolin-1 je tvofeny i
v neuronech a lymfocytech (Trushina E. a kol., 2006; Stern C. M., Mermelstein P. G.,
2010; Bu J. a kol., 2003; Jasmin J. F. a kol., 2009). Cav-1 byl nalezen piedevsim
V hipokampalnich neuronech. Mikrodomény participuji na signalizaci OR tim, ze jsou
bohaté na lipidy jako sfingolipidy, cholesterol aj. Cholesterol ma v lipidovych raftech
a kaveolach dilezitou roli, protoze jeho redukci jsou kaveoly rozruSovany (Huang P. a
kol., 2007). Cholesterol reguluje i transkripci kaveolint (Head B. P., Insel P. A., 2006).
Studie Yu Qui a kol. p-opioidnich receptord poukazuji na jeho dulezitost v procesu
internalizace téchto receptort (Qui Y. a kol., 2011). Jejich funkce je regulovana vazbou na
cholesterol v TM doménach a zména ve viskozit¢ membrany moduluje pienos signalu
spusténého vazbou opioidu na opioidni receptory (Emmerson P. J. a kol., 1999). Zhao, Loh
a Law navrhuji, Ze soustfedéni MOR v kaveolach je nevyhnutné pro superaktivaci
adenylylcyklasy (Zhao H., Loh H. H., Law P. Y., 2006). Kromé& kompartmentace
signalnich molekul maji tak kaveoly funkci 1 ve stabilit¢ a regulaci signalizace OR.
Cholesterol stabilizuje MOR ve stavu vysoké afinity, ale odstranéni cholesterolu ma rizny
efekt na aktivaci MOR (Williams J. T. a kol., 2013; Levitt E. S. a kol., 2009).

Lokalizace MOR v mikrodoménach se ukazala byt selektivni v zavislosti na
navazaném ligandu. Bez pfitomnosti agonisty byly p-opioidni receptory lokalizovany

v mikrodoménach. Navazani agonisty etorfinu indukovalo translokaci MOR ven
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z membranovych mikrodomén. Interakce etorfinu nejdiiv zpusobila disociaci p-opioidnich
receptorl a Gai, podjednotky, a pak navazani na B-arrestin. Etorfin tedy indukuje ERK
fosforylaci jen pies B-arrestin zavislou drahu. Navazani morfinu na MOR neindukuje
translokaci receptoru z domén. NaruSeni komplexu MOR s Gaij, podjednotkou vede
k translokaci receptoru, lokalizace v mikrodoménach je proto zasadni pro signalizaci pies
G-proteiny, kterou indukuje morfin. Ten aktivuje ERK jen prostfednictvim G-protein
zavislé drahy. Signalizacni draha indukovana rtznymi agonisty je tedy zavisld na

lokalizaci MOR vné/uvniti membranovych mikrodomén (Zheng H. a kol., 2008).
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3. CiL PRACE

Cilem této prace je prispet k objasnéni funkce kaveolinli a vlivu morfinu na
p-opioidni receptory. Experimentalni ¢ast byla zaméfena na detekci mnoZzstvi p-opioidnich
receptortl a kaveolarnich proteintt kaveolinu-1 a kaveolini-2 s vyuzitim metody ,,Western
blot* a zaznamenani potencidlnich zmén v mnoZzstvi stanovovanych proteinti v potkanich

kortexech po dlouhodobém vystaveni G¢inku morfinu.
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4, PRAKTICKA CAST
4.1. Material a metody

4.1.1. Materidal
Pfistroje
Elvehjm-Pottertiv pistovy homogenizator (teflon-sklo), B Braun Biotech International
Centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen
Spektrofotometr BioPhotometer Plus, Eppendorf
Elektroforeticka aparatura XCell SuperLock Mini-Cell EI0001, Invitrogen
Blotovaci aparatura 170-3930, Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, BioRad
Vyvolavaci ptistroj OPTIMAX X-Ray Film Processor, Optimax
Termoblok BBD2, Grand Boekel
Tiepacka MiniMix 3D, Enduro

Chemikélie a roztoky

Morfin sulfat, Sigma

Tris-HCI, STEM, EDTA, PMSF, Na,COs;, NaOH, vinan sodno-draselny, CuSO4, Sigma a
Fluka

Pufr STEM: (0,25M sachar6za, ImM EDTA, 1M Tris-HCI, 3mM MgCl,, H,0, pH = 7,6)
COMPLETE tableta, smés inhibitorli proteas, Rocher Diagnostic

Fysiologicky roztok (0,9% NaCl)

PBS pufr: (137mM NacCl, 2,7mM KCI, 10mM Na;HPO,-2 H,0, 2mM KH;PO4,, H,0)
Lowryho roztoky A (2% Na,COsz, 0,IM NaOH), B (2% vinan sodno-draselny), C
(1%CuSO0y4-5 H,0)

Folinovo-Cioccaltteauovo fenolové reagens, Sigma

Standard BSA, Sigma

Laemmliho pufr 4x koncentrovany (1M Tris-HCI, glycerol, SDS, DTT, H0,
bromfenolova modf)

Gel pro elektroforézu Nu-PAGE (4-12% Bis-Tris gel), Novex® Invitrogen

Elektroforeticky pufr MOPS SDS: (5,23 g MOPS, 3,03 g Tris, 0,5 g SDS, 0,15 g EDTA,
doplnéno vodou na 1000 ml)

Antioxidant Nu-PAGE® NP0005, Invitrogen

Standard molekulovych hmotnosti (SDS7B2), Sigma
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TBS pufr 10x koncentrovany: (45 ml 4M NaCl, 12 ml 1M Tris-HCI, 63 ml H,0)
Blotovaci TMG pufr 4x: (15 g Tris, 72 g glycin, 1000 ml methanol, 5000 ml H,0)
Blokovaci pufr: (2,5 g susené mléko, 50 ml TBS pufr, 50 ul Tween 20)

Redici puft: (0,5 g sugené mléko, 50 ml TBS pufr, 50 ul Tween 20)

Promyvaci pufr: (200 ml TBS pufr, 600 ul Tween 20)

Protilatka primarni kaveolin-2 (H-96) (rabbit, sc-7942), Santa Cruz

Protilatka sekundarni IgG-HRP (Donkey anti-rabbit NA934V), GE Healthcare
Protilatka primarni MOR 1 (C -20), sc-7488, Santa Cruz Biotechnology

Protilatka primarni kaveolin-1 (C13630-050, rabbit), Transduction Laboratories
Pozitivni kontrola kaveolin-1 (Human endothelial lysate), Transduction Laboratories
Protilatka sekundarni IgG-HRP (goat-antirabbit, sc-2004), Santa Cruz biotechnology
Chemiluminiscen&ni substrat s kienovou peroxidasou, SuperSignal® West DURA, Thermo

Scientific Pierce

PrisuSenstvi
Autoradiograficka kazeta, Hypercassette RPN 13642, 18x24 cm, Amersham Biosciences
UK
Film 13x18 (Medical X-Ray film blue), Afga

Nitrocelulozova membrana, Whatman Protran BA 83, Koneko

4.1.2. Metody

4.1.2.1. Piiprava vzorki

Aplikace morfinu — desetidenni

Morfin byl podévan potkaniim injek¢né do svalu po dobu deseti dntl, davka byla
postupné zvySovana podle rozpisu v tabulce ¢. 2. Kontrolnim potkaniim byl stejnym

zpusobem podavan fysiologicky roztok.

Tab. &. 1: PoCet a vaha potkanu (samci Wistar, +90, C - kontrola, M — podani morfinu).

Pocet Véha (g)
Pted aplikaci (20. 11. 2013) 15C+15M 420
Po aplikaci (1. 12. 2013) 15C+12 M 500
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Tab. &. 2: Rozpis aplikace morfinu béhem deseti dn(.

Den| Morfin/fysiologicky Koncentrace Davka

roztok (pl) roztoku morfia | (mg/kg)
(mg/ml)

1 265 10 10

2 265 10 10

3 400 10 15

4 400 10 15

5 256 20 20

6 256 20 20

7 400 20 30

8 400 20 30

9 350 30 40

10 350 30 40

Potkani byli usmrceni dekapitaci v etherové narkoze béhem 24 hodin po posledni davce.

Pitvu a odbér kortexii vykonal Mgr. Dmytro Kagan.

Odebrana tkan (vlhka vaha):
Kortexy kontrolnich potkanti, hmotnost 15 g.
Kortexy potkanil ovlivnénych morfinem, hmotnost 14 g.

Kortexy byly nasledné zmrazeny tekutym dusikem a ulozeny pfi - 80°C.

4.1.2.2. Homogenizace kortexi a frakcionace bunééného homogenatu

Ptiprava homogenatu: vzorky byly rozmrazeny na ledu. Prace probihala na ledové
tfisti. Ke dvéma gramim (vlhka vaha) vzorka bylo ptidano 10 ml ImM PMSF nafedéného
v pufru STEM s rozpusténou tabletou COMPLETE. Koncentrace homogenatu tak byla
20%. Homogenizace probihala po dobu 7 minut Elvehjm-Potterovym pistovym
homogenizatorem.

Ptiprava postnuklearniho supernatantu (PNS): rotor centrifugy byl predem
vychlazen na 4°C. Objem homogenatu 9,5 ml (cca 0,5 ml bylo odebrano pro stanoveni

bilkovin) byl rozdélen na 2 stejné dily a centrifugovan po dobu 7 minut. Nasledné bylo
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odebrano 9 ml PNS. Bylo odebrano 5 pl PNS pro stanoveni bilkovin Lowryho metodou,

zbytek byl zmrazen tekutym dusikem a uchovan pii - 80°C.

4.1.2.3. Stanoveni mnoZstvi proteinii Lowryho metodou

Podle tab. ¢. 3 bylo do deseti zkumavek pipetovano dané mnozstvi standardu
BSA. Do tii jinych zkumavek byly vzdy pipetovany vzorky (3 pl homogenat, 3 ul PNS) a
nasledn¢ doplnény destilovanou vodou na objem 500 pl. Do vSech zkumavek pak bylo
ptidano 1,5 ml roztoku A + B+ C 25 ml A + 0,5 ml B + 0,5 ml C). Roztoky byly
ponechany 10 — 15 min pfi laboratorni teploté. Nasledné se do vSech zkumavek pipetovalo
150 pl Folinova reagens ve 20sekundovych intervalech. Obsah zkumavek byl promichan a
inkubovan 30 minut pii laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byla prométfovana

absorbance pti 595 nm ve 20sekundovych intervalech.

Tab. €. 3: Rozpis pipetovani kalibracni fady standardu BSA (1 mg/ml) pro stanoveni obsahu bilkovin Lowryho

metodou.
Standard ¢. | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10
BSA (ul) 0O |10 20|30 |40 |50 | 75 (100|150 (200
H20 (ul) |500|490 480|470 |460 | 450 | 425|400 | 350|300
BSA (ug) 0O |10 20|30 |40 |50 | 75 |100|150(200
4.1.2.4. Detekce p-opioidnich receptori (MOR), kaveolinu-1 (Cav-1) a

kaveolinu-2 (Cav-2) metodou ,,Western blot* — elektroforeticka technika v prostiredi
SDS
Detekce MOR

Tab. €. 4: Schéma pfipravy vzork( pro elektroforézu v SDS pro y-opioidni receptor.

Vzorek | PNS (ul) | Vzorkovy pufr (ul) | Destilovana voda
PNS C 10,0 50,0 140,0
PNS M 8,8 50,0 141,2

Konec¢na koncentrace vzorkt byla 1 pg/ml.

Na gel bylo nanaseno 20 pl roztoki vzorki (C, M) a 3 pl standardu.
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Primarni protilatka MOR-1 (sc-7488), fedéni 1:200, Santa Cruz
Sekundarni protilatka (Donkey antirabbit IgG-HRP (NA934V)), fedéni 1:40000, GE
Healthcare UK Limited

Detekce Cav -1

Tab. &. 5: Schéma pfipravy vzork( pro elektroforézu v SDS pro kaveolin-1.

Vzorek | PNS (ul) | Vzorkovy pufr (ul) | Destilovana voda
PNS C 5,04 25,00 69,96
PNSM | 4,40 25,00 70,60

Kone¢na koncentrace vzorki byla 1 pg/ml.
Na gel bylo nanaSeno 10 pl roztokti vzorkd (C, M), 3 ul standardu a 5 pl pozitivni
kontroly.

Primarni protilatka kaveolin-1 ((C13630-050) rabbit), fedéni 1:5000, Transduction
Laboratories

Sekundarni protilatka IgG-HRP (goat-antirabbit), fedéni 1:40000, sc-2004, Santa Cruz
biotechnology

Pozitivni kontrola kaveolin-1 (Human endothelial lysate), Transduction Laboratories

Detekce Cav-2

Tab. €. 6: Schéma pfipravy vzorkd pro elektroforézu v SDS pro kaveolin-2.

Vzorek | PNS (ul) | Vzorkovy pufr (ul) | Destilovana voda
PNS C 5,04 25,00 69,96
PNSM | 4,40 25,00 70,60

Koneéna koncentrace vzorka byla 1 pg/ml.

Na gel bylo nanaseno 10 pl roztoki vzorki (C, M) a 3 pl standardu.
Protilatka primarni kaveolin-2 (H-96) (rabbit, sc-7942), fedéni 1:200, Santa Cruz

Sekundarni protilatka (Donkey antirabbit 1gG-HRP (NA934V)), tfedéni 1:40000 GE
Healthcare UK Limited
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Pracovni postup elektroforézy v prostiedi SDS a metody ,,Western blot“ pro detekci
MOR, Cav-1, Cav-2

Vzorky byly rozmrazeny na ledu. Po piipravé vzorku k elektroforéze byly
inkubovany pfi teplot¢ 95°C po dobu 3 minut. Nasledné byly promichdny na vortexu a
ulozeny na led. Vzorky a standard (ptfipadné pozitivni kontrola) byly pipetovany do jamek
Vv elektroforetickém gelu zalitém pufrem pro elektroforézu. Elektroforéza probihala pfi
konstantnim napéti 200 V po dobu 50 — 70 minut.

Po ukonceni elektroforézy nasledovala technika pfenosu proteinu na
nitrocelul6zovou membranu tzv. ,,Western blot*. Gely byly vyjmuty z plastovych obald a
ve vani¢ce pod hladinou blotovaciho/pienosového pufru byl pfipraven ,sendvic*
Vv blotovaci kazeté v sestavé: porézni houbicka, filtraéni papir, gel, membrana, filtracni
papir, porézni houbicka. Po vytésnéni vzduchu byly kazety umistény do aparatury pro
pienos s blotovacim pufrem. Pienos probihal pii napéti 100 V a po dobu 60 minut.

Nasledné se membrany vyjmuly, proplachly destilovanou vodou a vlozily do
blokovaciho pufru na 1 hodinu. Nasledovala inkubace S nafedénou (podle navodu)
primdrni protilatkou v prostfedi fedicitho pufru. Membrany se inkubovaly pifes noc
v chladové mistnosti.

Redici pufr s primarni protilatkou byl na druhy den odstranén a membrany byly
promyty destilovanou vodou. Nasledné¢ byly membrany promyvany jesté tiikrat
VvV promyvacim pufru, vzdy po dobu 10 minut. Pak byly umistény do fediciho pufru, ktery
obsahoval natedénou (podle ndvodu) sekundarni protilatku, inkubace trvala 1 hodinu. Po
inkubaci byly membrany znova promyvané destilovanou vodou a pak tfikrat promyvacim
pufrem vZdy 10 minut. Nasledné se membrany jemné osuSily filtraénim papirem a byl
nanesen chemiluminiscenéni substrat (pfipraven podle navodu), ktery se nechal pusobit 1
minutu. Poté byl odsat filtratnim papirem a membrany byly umistény do folie ve
vyvolavaci kazeté. Diky chemiluminiscenci byly experimentalni vysledky ,,pfekopirovany*
z membrany na citlivy film. Uzitim vyvolavaciho automatu byly vysledky na filmu

zobrazeny. Doba inkubace filmu s membrany se 1i$i pro dosazeni zietelnych dat.
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5. VYSLEDKY

5.1.  Stanoveni bilkoviny metodou podle Lowryho

Mnozstvi proteinit ve vzorcich bylo stanoveno vzdy ve tfech paralelnich

fedénich. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci vypocetniho programu GraphPadPrism.

Prubéh kalibra¢ni kiivky byl uréen nelinearni regresi s polynomem druhého stupné,

s odpovidajici rovnici y = ax® + bx + c. Z t¥ hodnot absorbance pro dané fedéni byl

stanoven pramér.

Tab. €. 7: Pfehled obsahu bilkovin v jednotlivych vzorcich, stanoveno Lowryho metodou.

Mnozstvi Mnozstvi (mg/ml)
(mg/ml), kontrolni | ovlivnéné morfinem
Homogenat 43,18 + 0,05(7%) 47,20 + 0,03(4%)
kortexti
PNS 19,83 + 0,03(5%) 22,70 £ 0,04(6%)

5.2.  Detekce u-opioidnich receptorii

C C

cC C

} <« 1(40-90kDa)

<« 2(28-32kDa)

M M M M

Obr. ¢ 7: Experimentalni vysledky imunodetekce p-opioidniho receptoru (MOR). Pismenem ,C* jsou

oznaceny vzorky z kontrolnich zvifat, ,M* oznaCuje vzorky z potkant ovlivnénych morfinem. Difuzni prouzky

oznaCené (1) na filmu odpovidaji glykosylovanému monomeru MOR, (2) deglykosylovanému monomeru

MOR.
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Na obrazku ¢. 7 na piedeslé stran¢ je vyfez z filmu, na ktery byly pieneseny
experimentalni vysledky imunodetekce p-opioidnich receptorii (metoda stanoveni viz
kapitola 4.1.2.4.). Prouzky v prvnich ¢tyfech (zleva) pomysinych sloupcich odpovidaji
mnozstvi p-opioidnich receptort ve vzorcich z kontrolnich zvifat, druha ¢tvetice sloupct s
prouzky representuje zastoupeni téchto receptor v morfinem ovlivnénych potkanech.
Molekulova hmotnost glykosylovaného monomeru se pohybuje v rozmezi 40 — 90 kDa a
jeho prouzek ma difuzni charakter, ktery je dan mirou glykosylace. Grafické vyhodnoceni
zastoupeni této formy receptoru je na obr. ¢. 8, str. 32. Hmotnost deglykosylovaného
monomeru MOR je priblizné 28 — 32 kDa a prouzek je ,,zaostfen. Zastoupeni této formy
je blize popséno na obr. €. 9, str. 33. Uvedené¢ hmotnosti MOR odpovidaji molekulovym
hmotnostem monomeru p-opioidniho receptoru v mozcich potkani a byly uréeny
porovnanim se standardem molekulovych hmotnosti BSA. Ziskané prouzky byly pro
jednotlivé  formy  receptord  vyhodnoceny pomoci pocitatového  programu
AidalmageAnalyzer a nasledné¢ graficky zpracovany v programu GraphPadPrism, ve
kterém bylo provedeno i statistické vyhodnoceni zmén, pouzity byl Studentiv t-test s 95%

intervalem spolehlivosti.
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(1) MOR - glykosylovany

(40 — 90 kDa)

c ¢ ¢c c MM M M

B
S
100-
75
S
50-
25-
0
C M

Obr. €. 8: (A) Vysledky imunodetekce glykosylované formy monomeru p-opioidnich receptord (MOR).
Prouzky ,C* odpovidaji vzorkim z kontrolnich zvifat, prouzky ,M* vzorkim z potkan( ovlivnénych morfinem.
(B) Graf zastoupeni glykosylovaného monomeru MOR v procentech. Zastoupeni v kontrolnich vzorcich je
oznaCeno pismenem ,C* - bily sloupec. Vzorkim z potkand, kterym byl podavan morfin, odpovida cerny

sloupec ,M*.

Cast ,,A* obr. ¢&. 8 piiblizuje vysledek imunodetekce p-opioidnich receptorii (vyiez z obr.
¢. 7, str. 30), konkrétné glykosylované formy, ktera ma charakter difuznich prouzku.
Z grafu (Cast ,,B“) na tomto obrazku je zfejmé, ze nastal pokles mnozstvi glykosylovanych
monomerl tohoto receptoru ve vzorcich z morfinem ovlivnénych potkanli oproti
kontrolnim, a to pfiblizné¢ 0 25%. Statistickym vyhodnocenim byla procentudlni zména

mnozstvi uznana jako signifikantni.
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(2) MOR - deglykosylovany

(28 — 32 kDa)

c ¢c cc MMM M

B
100 '
75
X
50
25
0
C M

Obr. €. 9: (A) Mnozstvi deglykosylovanych monomerd p-opioidnich receptord (MOR) stanovené metodou
,Western blot‘. Prouzky oznaceny jako ,C* odpovidaji vzorkim z kontrolnich zvifat, prouzky oznageny jako
,M* representuji vzorky z potkan ovlivnénych morfinem. (B) Procentudlni grafické vyjadfeni zastoupeni
monomerd MOR v kontrolach je oznageno ,C* (bily sloupec) a ve vzorcich od morfinem ovlivnénych potkanu

,M* (Cerny sloupec).

Prvni cast obrazku 9 (A) je vyiez zobrazku ¢. 7 na strané¢ 30 a piiblizuje vysledné
stanoveni mnozstvi minoritni monomerni deglykosylované formy p-opioidnich receptorti
(MOR). Je patrné, ze ve Ctvefici prouzkd oznacenych pismenem ,,M“ je receptori méné
(prouzky jsou mensi a méné vyraznéjsi) nez v prvni ¢tvefici oznaenych pismenem ,,C*.
Prouzky ,,M*“ odpovidaji vzorkim z potkand, kterym byl podavan morfin. Grafické

zpracovani (B) prokazalo, Ze nastal ubytek deglykosylovanych p-opioidnich receptortii a to
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jesté vyrazngjsi nez u jeji glykosylované formy (obr. 8, str. 32). Statisticky je tato zména

signifikantni.

5.3. Detekce kaveolini

Nasledujici obrazky jsou typickou ukazkou vyfezu z filml, na které byly
pfeneseny vysledky stanoveni kaveolinti pouzitim metody ,,Western blot“ (viz kapitola
4.1.2.4.). Detekovano bylo zastoupeni proteint kaveolin-1 (Cav-1) a kaveolin-2 (Cav-2) ve
vzorcich potkanich kortexii ovlivnénych morfinem a vzorcich kortext kontrolnich zviftat.
Mg¢teni bylo provedeno vzdy v tetraplikatu daného vzorku a celkem bylo zopakovano jesté
dvakrat. Molekulovd hmotnost proteinli, byla urfena srovnanim s molekulovymi
hmotnostmi standardu a v ptipadé kaveolinu-1 byla potvrzena pozitivni kontrolou. Na
vyhodnoceni vysledktt byl pouzity pocitaCovy program AidalmageAnalyzer. Graf
procentualniho zastoupeni pro oba proteiny byl vytvofen programem GraphPadPrism, ve
kterém bylo udé¢lano i statistické vyhodnoceni. Signifikance zaznamenanych zmén byla

ovéfena pomoci Studentova t-testu. Interval spolehlivosti byl 95%.

34



Kaveolin-1

(~22 kDa)

c ¢c ¢c c MM M M

175+
150+

125+

100+

%

75+

50+

25+

C M

Obr. €. 10: Experimentalné ziskané vysledky imunodetekce kaveolinu-1. Prouzky oznaceny pismenem ,C*
patfi vzorkim z kontrolnich potkand, ,M* jsou vzorky z potkand, kterym byl podavan morfin. (B) Grafické
vyhodnoceni &asti ,A“ - bily sloupec oznaen pismenem ,C* vyjadfuje procentualni zastoupeni Cav-1
v kontrolnich potkanech, &erny sloupec oznagen jako ,M* procentudlni zastoupeni Cav-1 v potkanech

ovlivnénych morfinem.

Na obrazku ¢. 10 (A) je vysledek jednoho z tfech stanoveni mnozstvi kaveolinu-1. Graf
na tomto obrazku (B) je vyhodnocenim vSech tfech nezéavislych pokust a je zjevné, ze
nastal procentualni nardst mnozstvi kaveolinu-1 u morfinem ovlivnénych zvifat ve
srovnani s kontrolnimi zvitaty, a to asi 0 45%. Statisticky byla tato zména vyhodnocena

jako signifikantni.
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Kaveolin-2

(~26 kDa)

cc¢c c c M M MM

C M

Obr. &. 11: Vysledek imunodetekce kaveolinu-2. Prouzky oznageny pismenem ,C* odpovidaji vzorkim z
kontrolnich potkand, ,M* jsou vzorky ziskané z potkanu, kterym byl podavan morfin. (B) Grafické zpracovani
experimentélnich dat (prouzkd) Cav-2 v kontrolach — bily sloupec oznagen ,C*, a ve vzorcich ovlivnénych

morfinem — erny sloupec oznaéen ,M".

Cast (A) obr. &. 11 je reprezentativni vysledek imunodetekce kaveolinu-2. Celkové byly
provedeny tfi méteni, jejichz grafické zpracovani vyjadfuje procentualni zastoupeni tohoto
proteinu ve zkoumanych vzorcich. Na grafu je vidét mirny nartst v kvantité kaveolinu-2 u
morfinem ovlivnénych zvifat. Zména vSak byla statisticky vyhodnocena jako

nesignifikantni.
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6. DISKUZE

Je znamo, ze pusobeni morfinu na organismus je spojeno s internalizaci
(endocytickou drahou) p-opioidnich receptort (MOR). Dlouhodobym piisobenim morfinu
se snizuje ucinnost internalizani drahy a receptory podléhaji degradaci (downregulaci)
(He L. a kol., 2002). To se mize projevit snizenim po¢tu MOR (Koch T., Hollt V., 2008).
Také vysledky této prace potvrzuji ibytek MOR ve vzorcich postnuklearniho supernatantu
kortexti potkan, kterym byl podavan morfin. Ve srovnani s kontrolnimi vzorky pokleslo
mnozstvi glykosylované formy (60 — 90 kDa) asi 0 25 %. Pii pouziti metody ,,Western
blot* maji ptislusné prouzky (viz obr. ¢. 8 na str. 32) difuzni charakter v disledku rtizné
miry glykosylace, a tedy rozdilné molekulové hmotnosti (Huang P., Liu-Chen L. Y.,
2009). Jesteé vyrazngjsi kvantitativni pokles po podavani morfia byl pozorovan pro
minoritni deglykosylovanou formu monomeru MOR (28 — 32 kDa). Nepiitomnost
glykosylace zptisobi, ze prouzek je ,,zaostien* (obr. ¢. 9 str. 33). Pokles poctu receptort je
spojovan se vznikem morfinové zavislosti a tolerance (Koch T., Hollt V., 2008).

Detekce proteinti kaveolin-1 a kaveolin-2 byla stejné jako pro p-opioidni receptor
provedena metodou ,,Western blot“. Mnozstvi kaveolinu-1 bylo ve vzorcich z morfinem
ovlivnénych potkant signifikantn€ zvysené oproti vzorkiim z kontrolnich zvifat (obr. ¢. 10
str. 35). Také mnozstvi kaveolinu-2 se ve srovnani s kontrolnimi zvitaty po aplikaci morfia
mirné zvysuje (obr. 11, str. 36), tato zména vsak byla vyhodnocena jako nesignifikantni. Je
mozné, zZe statisticka nevyznamnost tohoto vysledku je pouze disledkem mensiho objemu
dat (celkem 12 hodnot ze tfi nezavislych pokusli) a ze by se v rozsahleji koncipovaném
experimentu také tento nardst ukazal jako signifikantni.

Dlouhodobé vystaveni organizmu ufinkim morfinu muize vést k
neurodegenerativnim zménam, apoptose neuront a mikroglii (Mao J. a kol., 2002; Hu S. a
kol., 2002). Studie Gaudreaultové a spolupracovnikii (Gaudreault S. B. a kol., 2005)
uvadi, ze dochazi ke zvySené produkci kaveolinu-1 v posttraumatickych neuronech
pravdépodobné proto, Ze poSkozené neurony ho potiebuji k nastoleni homeostazy
cholesterolu, ktery je dllezity pii pfestavbé membrany a pro obnoveni synapse. Naznacuje
to, ze kaveolin-l by mohl ovliviiovat neuroplasticitu a mit tak ulohu v
neurodegenerativnich procesech (Gaudreault S. B. a kol., 2005). Podle jiné prace (Niesman
I. R. a kol., 2014) jsou kaveoliny regulatory signalu pro pieziti neuronti a glii pfi zranéni

mozku. Tito autofi nalezli u ,.knock out mysi bez kaveolinu-1 a kaveolinu-3 mnohem
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rozsahlejsi 1éze na mozku v porovnani s kontrolnimi zvifaty. Je tedy mozné predpokladat,
ze nalezené zvySeni mnozstvi kaveolinu-1 v kortexech potkanti po dlouhodobé adaptaci na
morfin signalizuje poSkozeni nervové tkané, a naslednou kompenzacni reakci viaci
pusobeni morfinu. Na zaklad¢ pouze kvantitativni zmény je odvazné vyslovit jednoznacny
zaveér. Tato skuteCnost vSak naznaCuje, ze by mohl existovat vztah mezi mnozstvim

kaveolinu-1 a u¢inkem morfinu.
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7. ZAVER

Podavani morfia po dobu deseti dnli vedlo ke snizeni mnozstvi p-opioidnich
receptorti v bunkach kortexu potkanti ve srovnani s kontrolnimi zvitraty. Tato zména je v
souladu se zménami pozorovanymi pii vzniku tolerance a zavislosti na morfinu.

Odlisny vliv ma podévani morfia na mnozstvi kaveolinl. Byl zaznamenan
signifikantni nartist mnozstvi kaveolinu-1 u morfinem ovlivnénych potkanti v porovnani
s kontrolou a mensi, nesignifikantni nartist mnozstvi kaveolinu-2. Neni mi znama zadna
publikovana prace, ktera by se zabyvala vzijemnym vztahem mnozstvi kaveolinu-1 a
uc¢inkem morfinu v potkanim kortexu/mozku. Proto ovéfeni tohoto poznatku a jeho

roz$iteni by mélo byt predmétem dalSich studii.
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