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Abstrakt

Cilem této prace bylo studium exprese proteinti ucastnicich se reakci, pfi kterych jsou v
organismu odbourdvany Skodlivé volné radikaly. Byl sledovan rozdil v expresi vybranych proteint
v myokardu mezi neovlivnénymi zvifaty a témi, kterym byl jednou denn¢ podavan morfin v mensich
davkéch (0,1 mg/kg a 1 mg/kg) nebo ve vétSich davkach (10 mg/kg). Mensi davky se podavaly po
dobu 28 dni a vétsi pak 10 dni. U malé davky 1 mg/kg byly téz sledovany dtsledky abstinence po
vysazeni, kterd trvala jeden tyden. Aplikace morfinu v nizké (0,1 mg/kg) davce zptsobila zvySeni
hladiny glutathionperoxidaza-1/2, coz muze byt povazovano za jeden z moznych dusledki
probihajiciho oxidativniho stresu. glutathionperoxidaza-6 v tomto piipadé neprokazala zadné

vyznamné rozdily v naméfenych hodnotach.

Dalsim cilem bylo studium exprese antioxida¢nich enzymti. Tento vyzkum byl proveden na
vzorcich myokardu ze zvitat, kterym byly kazdy den po dobu 10 dni podavany stalé davky morfinu
(10 mg/kg). Vzorky tkané€ z téchto zvifat poslouzily pro naméteni hodnot odpovidajicich celkové
antioxida¢ni kapacité a téz pro stanoveni hladiny markeru oxidativniho stresu 8-isoprostanu, jehoz
obsah byl separatné méten v tkani z levych a pravych komor. Byla také zavedena metodika pro in situ
analyzu hladiny superoxidovych radikdld v fezech srdce potkana a meéfena hladina exprese
antioxida¢nich enzymi glutathionperoxiddzy-1/2, glutathionperoxidazy-6, superoxiddismutazy-1,
superoxiddismutazy-2, superoxiddismutazy-3 a katalazy. Signifikantni zménu se podafilo zjistit na
vzorcich levych komor v pfipad€¢ superoxiddismutazy-2 a superoxiddismutazy-3. Oba typy téchto
superoxiddismutéaz jsou dtlezitymi prvky obrany organismu proti volnym radikalim a jejich zvySené
hladiny mohou reflektovat zvySené ptisobeni oxidativniho stresu uvniti buné¢k myokardu. Méteni
hladiny 8-isoprostanu ptineslo vysledky, které poukazaly na zvySeny oxidativni stres jak v pravych,
tak levych komorach. Podobné tomu bylo i u méfeni celkové antioxida¢ni kapacity vzorkd myokardu,
pficemz byla zvySena nachylnost k plsobeni oxidativniho stresu pozorovana piedev§im ve tkani
levych komor. Je zajimavé, ze in situ analyza také indikovala pfitomnost zvySeného mnoZstvi

superoxidovych radikald pfedevsim v levych komorach.

Celkove se nékolika nezavislymi metodami podafilo prokazat, Ze podavani morfinu muize
v potkanim myokardu vyvolavat skodlivy oxidativni strsss, coZ je doprovdzeno zménou redoxniho

stavu této tkane.

Klic¢ova slova: oxidativni stres, morfin, myokard, antioxidanty



Abstract

The aim of this work was to study the expression of proteins involved in reactions in which
harmful free radicals are degraded in an organism. was observed difference between the expression of
selected myocardial proteins in non-influenced animals, animals who were treated with low dosage of
morphine (0.1 mg/kg/day or 1 mg/kg/day), and animals administered high dosage of morphine (10
mg/kg/day). Low dosages were administered for 28 days and high dosage for 10 days. In addition, the
effect of abstinence lasting one week was assessed after cessation of morphine administration (1
mg/kg/day). Morphine at low dosage (0.1 mg/kg/day) increased levels of glutathion peroxidase-1/2,
which may be considered as one of the possible consequences of the ongoing oxidative stress. There

were no significant differences in glutathion peroxidase-6 expression.

Next aim of this work was to study the expression of antioxidant enzymes. These experiments
were carried out on myocardial preparations from the animals treated with a constant dosage of
morphine (10 mg/kg/day) for 10 days. Samples from these animals were used for measuring the total
antioxidant capacity of the left and right ventricles. These samples were also used for determination
of concentration of the oxidative stress marker 8-isoprostane. We also aimed to establish a novel
methodology for in sifu analysis of the levels of superoxide radicals in rat heart slices and to assess the
levels of expression of antioxidant enzyme glutathion peroxidase-1/2, glutathion peroxidase-6,
superoxid dismutase-1, superoxid dismutase-2, superoxid dismutase-3 and catalase. There was a
significant change in the expression of superoxid dismutase-2 and superoxid dismutase-3 in the left
ventricles. Both these types of superoxide dismutase are important components of the cell defense
against free radicals. Increased levels of these components may reflect the effect of oxidative stress in
cardiocytes . Determination of elevated 8-isoprostane levels indicated an increased oxidative stress in
both the right and left ventricles. Similarly, measurement of the total antioxidant capacity of
myocardial samples indicated that there the left venticles were more susceptible to oxidative stress.
Interestingly, the in sifu analysis also showed increased levels of superoxide radicals mainly in the left

ventricles.

Overall, several independent methods proved that morphine treatment can induce harmful

oxidative stress in rat myocardium , which may be accompanied by altered redox state of this tissue.

Key words: oxidative stress, moprhine, myocardium, antioxidants
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1. Uvod

Morfin je jeden z nejznaméjSich exogennich opioidd, ktery je jiz po staleti extrahovan z opia. I dnes je
hojn€¢ vyuzivan v rGznych klinickych studiich a jako soucast mnohych anestetik. M4 analgetické a
tisici u€inky. Je téz pouZzivan pii 1é€bé anginy pectoris, infarktu myokardu a tiSeni kasle, ¢i proti
prijmim diky jeho konstipacnimu ucinku. Patii vSak také mezi dobie znamé latky, které mohou

indukovat vznik zavislosti.

Volné radikaly jsou v téle bézné ptitomné reaktivni formy riznych molekul, které obsahuji orbital s
neparovym elektronem, coz vede k jejich zvySené reaktivnosti. V organismu vznikaji pfi béznych
metabolickych procesech a Casto jsou nasledné zapojeny do regulace dalSich mechanismii. Volné
radikaly mohou vystupovat jako signalni molekuly i jako soucast enzymatickych mechanismi. Jejich
koncentrace v buiice je regulovdna enzymatickymi antioxidanty, mezi které patii
glutathionperoxidaza, superoxidismutaza a katalaza. Tyto enzymy udrzuji hladinu ROS v organismu v
uréitych mezich, aby nedochazelo k problémtim spojenych s jejim piekroenim. Zvysena koncentrace
ROS je pro bunky toxicka a dochazi k poSkozeni biomolekul, coz je zvlaste¢ zavazné v piipade

poskozeni DNA.

Ne téma morfinu a jeho vlivu na fyziologické funkce bylo provedeno jiz mnoho experimentalnich
studii, z nichZ byla ¢ast zamétena i na srdce, €i pravé na jeho spojitost s indukci zvySené produkce
volnych radikalt naptiklad v jaterni tkani. Vzhledem k Castému pouziti této latky prave ve spojitosti se
srde¢nimi chorobami j je tedy dtlezité provadéni dalSich experimentil, které mohou pomoci rozsitit

spektrum ucinkii morfinu na myokard, jejichz podkladem muize byt mj. tvorba ROS v této tkani.
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2. Teoreticka Cast

2.1. Opioidy a jejich vyzkum

Opioidy jsou molekuly peptidické povahy. V dnesni dobé jsou hojné€ pouzivany predevsim
jako analgetika pri 1€cbé bolesti a pribuznych poruch. Historie jejich pouzivani vSak saha do davné
minulosti, kdy byly pozivany piedevs§im ve formé morfinu obsazené¢ho v opiu. Uz ve starém Egypté
byly na papyrus zaznamenany piipady, kdy bylo opium pouzivano ke zmirnéni bolesti [1]. Samotné
opium bylo ale nejspise ziskavano zhruba uz od roku 3400 pt.n.l.. Mak sety (Papaver somniferum)
zacCal byt tehdy pé€stovan mmj. pravdépodobné také za ucelem ziskavani opia[2]. Béhem tietiho stoleti
se opium rozsifilo diky arabskym obchodnikiim a I1ékatim. Zasady jeho pouzivani sepsal ve svych
spisech Theoprastus, fecky filosof, ptirodovédec i fyzik. Opium tehdy nebylo pouzivano pouze jako
analgetikum, ale inhalace jeho vypart byla vyuzivana také pii ndbozenskych ritudlech a byly objeveny

téz zaznamy, kdy bylo predepisovano jako 1€k pro ptili§ ¢asto placici déti [3].

V roce 1806, Friedrich Sertiirner izoloval aktivni latku z opia a pojmenoval ji morfin, podle
feckého boha snii, Morfea. O nékolik let pozd&ji byl z opia izolovan dalii alkaloid, a to kodein. Cisty
morfin zac¢al byt pfipravovan ve velkych davkach a po vynalezeni podkozni injekce a duté jehly, v
padesatych letech 19. stoleti, zacal byt morfin vyuzivan pti drobnych chirurgickych zakrocich a téz
jako pridavek do béznych analgetik. Prvnim, kdo pouzil pribézné¢ podavani morfinu na pokusnych
zvitatech, byl Claude Bernard. Objevil fakt, Ze zvifata, jimz byl predem podavan morfin, potfebovala
méné chloroformu ke vzniku anestezie. V roce 1898 byl poprvé syntetizovan heroin, ktery byl
okamzité prohldsen za siln€jsi potentnéjsi opiat v porovnani s morfinem. Hledani dal§ich umélych
nahrad pokracovalo a tak byl v roce 1939 objeven meperidin, prvni opiat, jehoz struktura byla velmi
odlisna od struktury morfinu [4]. Nasledovala syntéza metadonu v roce 1946[5]. Také se jednalo o
dalsi od morfinu strukturné odliSnou molekulu, ktera vsak méla podobné ucinky. Weijlard a Erikson v
roce 1942 poprvé nasyntetizovali nalorfin (N-allylnormorfin), prvniho opioidniho antagonistu [6].
Tato latka byla schopnd zvrétit respiracni depresi ptisobenou morfinem a uspisit nastup abstinenc¢niho

syndromu u zavislych jedinct.

Od poloviny Sedesatych let 20. stoleti zacinalo byt jasné, ze vysledky pusobeni opioidnich
agonistl, antagonistl a smiSenych antagonistli/agonistt mohou byt nejlépe vysvétleny predstavou
riznych typt opioidnich receptort. O prikaz jejich existence se pokouselo nekolik védeckych tymu a

v roce 1973 uspélo s timto cilem hned nékolik vyzkumnych skupin prakticky zaroven [7,8,9].

Po prokazani existence opioidnich receptorti, které reagovaly na exogenni latky, bylo nasnadé

hledat podobné latky endogenniho plivodu, které by mély s témito receptory interagovat. Jako prvni
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endogenni opioid byl objeven enkefalin [10] a v pomémé kratkém casovém useku nasledovala
uspésna izolace dalsich opioidnich peptidd, kterymi byly dynorfiny a endorfiny [11]. V téchto letech
byla také intenzivné zkoumana vazebna mista téchto peptidii a tak byla brzy prokazana existence hned
nekolika podtypt zédkladnich opioidnich receptort. Dnes rozliSujeme tfi zakladni podtypy, které byly
naklonovany na zacatku 20. stoleti. Tyto tfi skupiny jsou znaceny pu (MOP), k¥ (KOP), & (DOP)
[12,13,14].

Vyzkum mechanismil signalizace zprosttedkované opioidnimi receptory a s tim spojena
moznost ovlivnéni rozmanitych fyziologickych funkei je stale pfedmétem zajmu mnohych védeckych

studii 1 v sou¢asnosti.

2.2. Opioidni receptory

2.2.1. Strukturalni charakteristika

Hydrofobni analyzy ptedpokladanych sekvenci aminokyselin klonovanych receptorti odhalily,
Ze tyto receptory maji sedm transmembranovych o helixii charakteristickych pro rodinu receptort

sptazenych s G proteiny. Model membranové topografie potkaniho MOP je uveden na obrazku 1.

GPCR jsou receptory na povrchu buné¢k, které maji na sobé navazané heterotrimerni GPT-
vazajici regulaéni proteiny, jsou oznacované jako G proteiny. G proteiny zaji§tuji pfenos signalu z
receptoru na jeden ¢i vice efektorovych proteind. G proteiny maji tfi samostatné podjednotky — alfa,
beta a gama, které jsou usporadané tak, ze alfa podjednotka je s navazanym GDP pfipojena k beta a
gama podjednotce a spolecné tak tvofi trimerni protein. Aminokyselinové sekvence opioidnich
receptort jsou pii vzajemném porovndni zhruba asi z 60% identické. Vyssi podobnost je moZno najit v
transmembranovych oblastech, kde shoda dosahuje 73-76%, ovSem pouze u dosud objevenych
receptor. Naproti tomu extracelularni ¢asti jsou pomérné rozdilné a shoduji se asi jen v 34-40%.
Mimo skupinu opioidnich receptori jsou to poté somatostatinové receptory, také z rodiny GPCR
receptorti, které vykazuji jistou shodu ve struktufe s opioidnimi receptory (34-42%) [15]. Na
extracelularnich N-koncovych doménach se Casto vyskytuji glykosilaéni mista a intracelularni C-

koncova doména je bohata na cysteinova residua.
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EL - Extracelularni smycka
TM - Transmembranovy helix

IL - Intracelutarni smycka

Obr. 1: Schéma potkaniho MOP receptoru. TM - transmembranovy segment, EL - extracelularni

smycka, IL - Intracelularni smycka (upraveno z [55])

2.2.2. Distribuce OR

Opioidni receptory se nachdzi ve velkém mnozstvi tkéni, ale jejich vyskyt je nejvyssi v
centralni nervové soustave, kde se mohou ucastnit regulace vnimani bolesti. V CNS je n¢kolik oblasti,
které jsou specificky zodpovédné za regulaci urcitych fyziologickych funkci. OR v mozkovém kmenu
hraji roli v regulaci krevniho tlaku, dychacich funkci a vniku nausey. Medidlni thalamus pak
predstavuje oblast, kde dochazi k fizeni vjemu bolesti. Vysoka hustota OR je téZ v mi$nim oblasti
substantia gelatinosa, kde dochazi k utlumeni bolestivého aferentniho stimulu. OR v limbickém
systému mohou ovliviiovat emoce a receptory v hypothalamu pro zménu neuroendokrynni sekreci. OR
jsou vSak rozsifeny i na perifernich nervovych vlaknech, kde se nachazi predevsim na jejich koncich
[16].

14



2.2.3. Typy OR

2.2.3.a MOR - p-opioidni receptor

MOR byl posledni rodinou opioidnich receptorti, ktera byla naklonovana roku 1993 [12].
Agonistou tohoto receptoru je morfin, po kterém je také pojmenovan. MOR ma velkou afinitu k

morfinu, naloxonu a enkefalinu. Téz se na n&j dobfe vaze p selektivni ligand DAMGO [17].

MOR receptory jsou lokalizovany pfedevsim v CNS v piednim, stfednim i zadnim mozku.
Déle je na jejich mnozstvi bohata také mozkova ktira, thalamus, hipokampus a amygdala. Jejich

rozloZeni jasné odkazuje na jejich vyznamnou roli v regulaci vnimani bolesti a v sensomotorice [21].

Rozlisuji se dva podtypy - ul a p2 (Tab. 1)

Tab. 1: Fyziologicky vliv aktivace MOR receptorti [upraveno z 21]

Typ MOR Fyziologicky t¢inek

pl Supraspinalni analgezie, euforie, uklidnéni a

uvolnéni prolaktinu, indukce katalepsie

u2 Respiracni deprese, fyzicka zavislost, svédéni,
uvolnéni ristového hormonu, konstipa¢ni ucinek,

bradykardie (snizeni srde¢ni Cinnosti)

2.2.3.b KOR - k-opioidni receptor

KOR byl druhou rodinou opioidnich receptort, kterd byla naklonovana roku 1993 [13].
Agonisty tohoto receptoru jsou napi. ketocyklazocin, dynorfin A, bremazocin a tifluadol. KOR jsou
pfitomny v mozkovém kmeni, miSe, amygdale, ¢ichovém bulbu, thalamu a hypothalamu (area
preoptica) [16]. Déli se do tii podtiid — x1-k3. VySe zminéné ligandy se neselektivné vazi na vSechny
tfi podtypy. Selektivnim agonistou napiiklad pro x1 je pak U69 a 593 [19]. Aktivace KOR vede k
midze (zazeni ocnich zornic) a tyto receptory jsou zapojeny také v regulaci nocicepce, diurézy, piijmu

potravy a neuroendokrynnich a imunitnich funkce.
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2.2.3.c DOR - d-opioidni receptor

DOR byl prvnim naklonovanym opioidnim receptorem [14]. Tyto receptory jsou méné Siroce
distribuované ve srovnani s pfedchozimi skupinami OR. Jejich nejvyssi hustota se nachdzi v ¢ichovém
bulbu, mozkové kife, nucleus accumbens a caudate putamen. Jsou umistény presynapticky na
primarnich aferentnich neuronech, kde inhibuji vylev neurotransmitert. Ovliviiuji tedy analgesii a téz

snizuji gastrointestinalni motilitu a dechovou frekvenci [11, 20].

2.2.3.d NOR — N/OFQ opioidni receptor

Tento receptor by naklonovan az roku 1994. To vedlo k objevu nového neuropeptidu
pojmenovaného orfanin PQ nebo téz nociceptin (OFQ/N) [22]. S ostatnimi receptory sdili vysokou
strukturni homologii, ale jeho afinita k jejich typickym ligandiim je nizka nebo nulova. S ptfedchozimi
OR se shoduje pifedevS§im v transmembranovych oblastech. Nejveétsi odliSnost je pak v
extracelularnich doménach, slouZzicich jako vazebna mista pro ligandy [13]. Aktivaci tohoto receptoru
dochazi ke snizovani nervové vzrusivosti a inhibici vylevu neurotransmiterti. Jeho klinické vyuziti se

stale hleda, ale prozatimni testy prokazaly jeho anxiolytické a analgetické piisobeni.

2.2.4. Pfenos signalu pomoci GPCR

Receptor musi byt nejdiive aktivovan vazbou ligandu, ktery se vaZze na extracelularné
umisténé smycky a helixt receptoru. Po navazani ligandu, ktery zde ptisobi jako agonista, dojde ke
konformacéni zméné OR a jeho aktivaci. Heterotrimerni G protein, umistény intracelularné, je téz po
aktivaci receptoru pozménén a dojde k u néj na Ga podjednotce k vyméné GDP za GTP. Tato vyména
je vlastné znakem aktivace G proteinu. Kdyz probéhne tato vyména, dojde k odpojeni a podjednotky
od Py dimeru a G protein inhibuje aktivitu adenylatcyklazy (Obr. 2) Diky aktivaci opioidniho
receptoru muze dojit k uzavieni napétove citlivych vapnikovych kanal.. Zaroven je také stimulovan
vytok draselnych iontl ven z bunky. Diky témto zménam nastane na membrané hyperpolarizace.
Kromé téchto zmén je jeSté snizena syntéza cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), bunééného
druhého posla. Inhibice enzymatické aktivity adenylatcyklazy, ktera katalyzuje preménu ATP na
cAMP, zpusobi pokles koncentrace intracelularnich hladin cAMP. VSechny tyto zmény vedou ke
snizeni nervové vzruSivosti a poklesu, ¢i az inhibici pfenosu nervovych signall a vylevu
neurotransmiterd. GTP je nakonec hydrolyzovéno vnitini GTPazovou aktivitou o podjednotky a a

podjednotka se poté piipojuje zpét k By dimeru.
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Obr. 2: Pfenos signalu pomoci OR. G - G protein, AC - adenylatcyklaza, cAMP - cyklicky

adenosinmonofosfat, ATP - adenosintrifosfat (upraveno z [21])

2.2.5. Vazba ligandu

Jako agonisté pusobi ligandy, které se vazi na receptor na jeho vazebném misté a aktivuji jej,
coz vyvola ptislusnou fyziologickou odpovéd’. Tyto ligandy se podle sily jejich uc¢inku déli na plné a
CasteCné agonisty. Nékteré ligandy vSak na jednom typu receptord plsobi jako agonisté a na jiném
jako antagonisté. Tyto latky fadime do skupiny smiSenych agonistii-antagonisti. Do této skupiny patii
napiiklad buprenorfin (Obr. 3), ktery se siln¢ vaze na p receptory, avsak jeho aktivita je velmi nizka.
Na « receptorech vystupuje tento ligand jako antagonista. Je dnes hojné vyuzivan pii medikaci

drogové zavislych [23].

Antagonisté jsou pak ligandy, které zabranuji ucinku agonistli na receptoru. Svou vazbou
blokuji (kompetitivnim zplisobem) vazebné misto pro agonisty, pfipadné se vazi na jiném mist¢, ale po
jejich navazani dojde ke konformacni zméné vazebného mista pro ligandy, coz téZ vede k znemoznéni
vazby agonisty (alostericka inhibice) a nasledné aktivaci receptoru. Reverzibilni kompetitivni agonisté

kompetuji o vazebné misto s agonisty. Jejich uc¢inek mtiZze byt vyrusen, kdyz je navySena koncentrace
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agonistil. Naopak u ireverzibilniho kompetitivniho agonisty v tomto ptipadé k jeho uvolnéni dojde jen

velmi slabé nebo vibec [24].

Buprenorfin Naltrexon

- -Eastedny agonista

I UL[—— antagonista
K - fdstedny antagonista

? drogovi
ﬁ zavislost

Opioid —9
6 q
QO
K-receptor fL-receptor|

I I

uzkost  drogovi
stres zavislost

Obr. 3: Vazba smiseného agonisty-antagonisty buprenorfinu na OR.

A. Aktivace KOR indukuje uzkost a stres, ktery casto vyusti v dals$i pfijem drogy.
Aktivace MOR vede k posileni drogové zavislosti.

B. Buprenorfin ma vyhodnou schopnost blokovat aktivaci KOR, ovSem i tak zde muze
vznikat zavislost diky aktivaci MOR.

C. Spolecné podavani p opioidniho antagonisty naltrexonu blokuje aktivaci MOR

buprenorfinem a zabranuje tak vzniku zavislosti (upraveno z [25]).

2.3. Morfin

2.3.1. Syntéza

Dnes je mnoho latek, které maji podobné farmakologické vlastnosti jako morfin, ten je vSak i
nadale bézné uzivanym standardem, se kterym jsou vSechna nova analgetika poméfovana. Syntéza
morfinu je slozitym procesem a tak je tato latka stale extrahovana z opia. Opium jako takové obsahuje
mnozstvi alkaloidd, ale klinicky vyuzitelné jsou jen 3 — morfin, kodein a papaverin (Obr. 4). Tyto
alkaloidy se mohou rozdélit do dvou chemickych skupin — fenantreny a benzylsochinoliny. Hlavnimi
fenantreny jsou morfin (10 % opia), kodein (0,5%) a tebain (0,2%). Hlavnimi benzylsochinoliny jsou

pak papaverin (1%) a noskapin (6%) [29].

18



2.3.2. Struktura

Struktura uhlikatého fetézce opioidnich alkaloidii je zobrazena na obrazku 4. Mnoho
semisyntetickych derivati je tvofeno jednoduchymi modifikacemi morfinu. Kodein je naptiklad
metylmorfin, methylova skupina je pfipojena na fenolovou hydroxylovou skupinu. Vlastnosti opioidi
mohou byt ovlivnény jejich strukturnimi modifikacemi. Muze se tak zménit jejich afinita k riznym
typtim opioidnich receptord, jejich aktivita ve vztazich agonista vs. antagonista, rozpustnost v tucich a

odolnost proti metabolickému odbourani.

HO =
=N
O
¥ | = \'CH3
N—
\\/‘ GHs = ~CHy
Ho' O
Morfin Kodein Papaverin

Obr. 4: Chemicka struktura morfinu, kodeinu a papaverinu (upraveno z [97])

2.3.3. Absorbce a metabolismus

Bézné jsou opioidy absorbovany v gastrointestinalnim traktu. Je mozna absorpce i pres
rektalni mukozu, cehoz je vyuzivano pro vyrobu Cipkd obsahujicich morfin, hydromorfon a dalsi.
Lipofilni opioidy jsou také absorbovany skrze nazalni a bukalni mukozu [26]. Opioidy s nejvyssi
tukovou rozpustnosti mohou byt dokonce absorbovany transdermalné [27]. Jejich absorpce probiha
také pfi subkutanni, ¢i intramuskuldrni injekci a mohou pronikat adekvatné do michy po epiduralni ¢i
intratekalni aplikaci. Vét§ina opioidt, véetné morfinu, ma snizeny efekt pii stejné davce podané oralné
oproti parenteralni administraci, protoze zde dochazi k metabolickym dé&im v jatrech. Naptiklad
biodostupnost morfinu pfi oralnim poZiti je pouze 25% a Casova kiivka ucinku je také pon€kud delsi.

Pokud je vSak morfin podan intraveno6zné, nastupuje jeho efekt okamzité [28].

Morfin je asi z jedné tfetiny v plazmé vazan na proteiny a sam ve tkani nepfetrvava déle nez
24 hodin. V metabolismu morfin tvoii konjugaty s kyselinou glukuronovou. Jsou to morfin-6-
glukuronid a morfin-3-glukuronid. Tyto molekuly jsou zna¢né polarni, ale stale mohou prochazet

hematoencefalitickou bariérou tak, aby mély signifikantni klinicky efekt [29]. Morfin-3-glukuronid je
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znam, ze ve vysSSich koncentracich zplsobuje hyperalgézii, zatimco morfin-6-glukuronid je

zodpovédny za ptidatné analgetické efekty morfinu [56,57].

Jen velmi mald mnozstvi nepozménéného morfinu jsou exkretovéna z téla. Primarné je v téle
totiz eliminovéan glomerularni filtraci, pfedev§im ve formé morfin-3-glukuronidu. Béhem prvniho dne
je vylouceno zhruba 90%. Enterohepaticka cirkulace vSak zptsobuje, ze se morfin a jeho glukuronidy

s malych mnozstvich objevuji v moci a stolici jest¢ n€kolik dnt po posledni davce [30].

2.3.4. Morfin a kardiovaskularni systém

Bylo prokazano, Ze opioidni receptory a k nim se vazici endogenni opioidy jsou piitomny také
v srdci. Jejich vliv na zakladni srde¢ni funkce mize probihat nékolika cestami. Dalsim faktem vsak je,
ze srdecni onemocnéni ¢i stres mohou plsobit na opioidni systém a ten pak zpétné ovlivni funkci
myokardu. Opioidni receptory pfitomné na srdci byly prokazany podanim nespecifického antagonisty

naloxonu. Tato latka v srdci zvysila kontraktilitu, hladinu vapniku v cytosolu a téz alkal6ézu [38].

U lezicich pacientii nevyvolavaji lécebné davky morfinu zadné markantni zvySeni srde¢niho
rytmu, avSak zplsobi periferni vasodilataci a inhibici baroreceptorovych reflexti. Proto pfi zméné
polohy z leze do sedici dochézi ortostatické hypotenzi a obcasnym mdlobam. U lidskych zdravych
pacienti nebyly prozatim prokdzany signifikantni zmény ve funkci myokardu. Intraven6zné
aplikované davky 8 az 15 mg morfinu vedly ke sniZeni spotieby kysliku, koncového diastolického
tlaku v levych komorach a celkové prace srdce. U pacientd s infarktem myokardu se odpovédi na

podani morfinu vice lisily jak v typu, tak v sile odpovédi [31, 37].

Morfin projevuje také terapeuticky efekt ptfi 1é€bé anginy pectoris a akutnich infarktech
myokardu, kdy pomaha ulevit pfi ischemii. Neni stale jisté, jestli analgetické uc¢inky morfinu v této
situaci jsou vyvolané reverzi acidozy, coz mize stimulovat lokalni acido-senzitivni iontové kanaly

nebo diky pifimému analgetickému i¢inku na nociceptivnich aferentnich vlaknem ptimo v srdci [32].

Pokud byl morfin podan pfed experimentalné¢ vyvolanou ischemii, byly prokazany jeho
kardioprotektivni G¢inky. Morfin dok4ze napodobovat fenomém ischemického preconditioningu, kdy
kratké ischemicka epizoda mlize paradoxné ochranit srdce pied dalsi rozsahlejsi ischemii. Tento efekt
je zpusoben pifedevsim diky o receptoriim, které signalizuji skrze mitochondrialni ATP-senzitivni
draselné kanaly v kardiomyocytech. Tento efekt je také pozorovatelny u dalSich GPCR signalizujicich

pomoci G; proteinti [33]. Bylo téz zjiSténo, ze opioidy vazici se na & receptory by mohly mit

20



antiarytmické a antifibrila¢ni vlivy béhem a po periodach ischemie [34]. Naproti tomu existuji i studie,

které naopak tvrdi, Ze opioidy vazajici se na & receptory mohou byt arytmogenni [35].

Vysoké davky morfinu mohou byt pouzity pro celkovou anestézii, avSak sniZzeni krevniho
tlaku a periferniho odporu, jsou problematické faktory. Fentanyl a sufentanil jsou latky, které jsou
silnymi selektivnimi p agonisty a které nezptisobuji takovou hemodynamickou nestabilitu béhem
operaci, coz je zpisobeno také zCasti tim, Ze nezpusobuji vylev histaminu [36]. Podavani morfinu
nebo kodeinu potkaniim u nich nezpiisobilo ovlivnéni krevniho tlaku a byl zaznamenan pouze mirny
pokles srde¢ni frekvence [39]. Chronické podavani morfinu pstim po dobu dvou tydnt tak, aby vznikla
zavislost, zpisobilo progresivni snizeni v srde¢ni frekvenci, které bylo evidentni béhem prvnich 3
hodin po davce a vydrzelo po dobu dvou dni. Navrat na bézné hodnoty trval az 10 dni v dob¢ nasledné

abstinence [40].

Morfin spolecné s fentanylem byly téZ prokazany jako latky snizujici kontraktilitu myokardu.
Ovsem mechanismy jejich ucinku se ziejmé znacné odliSuji, protoze pii podani fentanylu doslo ke
snizeni hladiny koncentrace intracelularniho Ca®’, avsak morfin Zadnou takovou zménu nevyvolal
[41]. Morfinem indukovany preconditioning snizil velikost infarktu, avSak tento efekt byl zrusen
podanim naloxonu [42]. Kardioprotektivni u¢inek morfinu neni nejspiSe zptisoben aktivaci MOR
receptort, protoze DAMGO, téz MOR agonista, nemélo vliv na velikost infarktu po vyvolané ischemii
[43]. Predpokladany mechanismus vzniku této zvySené odolnosti na poskozeni zahrnuje aktivaci
mitochondrialnich ATP-senzitivnich K' kandld v kardiomyocytech. Otevieni téchto kanald je
povazovano za protektivni z divodu zachovani mitochondridlni integrity ztratou membranového

potencialu a naslednou redukci vapnikového pietizeni a apoptotické bunééné smrti [44, 45].

2.4. Volné radikaly

Volné radikaly patii mezi silné reaktivni molekuly, ionty ¢i slouceniny, které bézné vznikaji v
organismu a maji znacny fyziologicky a patologicky vyznam. Jejich charakteristickym znakem je
pfitomnost volného orbitalu s jednim, tedy neparovym elektronem, ktery je zodpovédny za jejich
reaktivnost jak s antioxidanty, tak s ruznymi biologickymi strukturami bunék. Jsou vyznamnymi
prenaseCi energie, faktory imunitni ochrany a téZ jsou zafazeny i do signdlnich molekul bunécéné
regulace. V organismu v8ak mohou plsobit i toxicky, je-li jejich hladina zvySena nad ramec kapacity
jeho antioxida¢niho systému [46]. Nejznaméjsi reaktivni formy kysliku jsou znazornény v tabulce 2. a

v tabulce 3. jsou poté reaktivni formy dusiku.
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Tab. 2: Reaktivni formy kysliku [upraveno z 47]

Radikal Neradikalova latka
Superoxid, O,* Peroxid vodiku, H,O,
Hydroxylovy radikal, HO* Kyselina chlornd, HOCI
Alkoxyl, RO Singletovy kyslik 10,
Peroxyl, RO,* Ozon, O;
Hydroperoxyl, HO,* Peroxynitrit, ONOO"

Tab. 3: Reaktivni formy dusiku [upraveno z 47]

Radikal Neradikalova latka
Oxid dusnaty, NO* Kyselina dusita, HNO,
Oxid dusicity, NO,* Oxid dusity, N,Os

Oxid dUSiéity, N204

Nitronium, NO,*

Peroxynitrit, ONOO

Kyselina peroxydusita, ONOOH

Alkylperoxynitrit, ROONO

Nitroxyl, NO

Nitrosil, NO"

Nitryl chlorid, NO,Cl

2.4.1. Reaktivni formy kysliku

Molekuly fazené do této kategorie se podileji na uvoliiovani a pfeméné energie vyuzivané v

zivotnich pochodech, patii téz mezi soucasti enzymatickych mechanismt a nékteré jsou dilezitymi
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signalnimi molekulami v bunécné signalizaci. Jejich Skodlivy efekt nastava pouze v piipade, ze se
jejich koncentrace vymkne kontrole udrzované antioxidacnimi mechanismy. Pokud molekula kysliku
pfijme jeden elektron, redukuje se tak na monoradikal superoxid a po pfijeti dalsiho elektronu vznika
peroxid vodiku. Nasledné piijeti dal§iho elektronu rozrusi strukturu molekuly peroxidu vodiku natolik,
ze se rozpadne na vodu a hydroxylovy radikal. Dalsi elektron poté redukuje hydroxylovy radikal na

dalsi molekulu vody. Tyto reakce probihaji béhem dychaciho fetézce v mitochondriich.

02 +e — 02.-
0, +e¢ +2H" — H,0,
H202 +e¢ — OH + OH'

OH +e¢ — OH

2.4.1.1. Molekularni kyslik (O,)

Mezi radikaly se fadi i bézna dvouatomarni molekula kysliku, protoze jeji dva orbitaly maji
kazdy po jednom neparovém elektronu. Patii tedy mezi biradikaly. Dva neparové elektrony maji
opacnou rotaci (spin) a pokud dochdzi k reakcim s dal$imi molekulami, musi dojit ke zméné spinu
jednoho z elektront z divodu nutnosti piekondni spinové restrikce. Proto také jsou reakce této
molekuly s jinymi biomolekulami pomérné pomalé. Dojde-li u tripletového kysliku k dodavce energie,
jenz vytdhne neparové elektrony do jinych orbitald, pfipadné zméni jejich spin (napf. ozafeni),
vznikne singletovy kyslik. To je velice reaktivni molekula, ktera se velmi intenzivné slucuje s

mastnymi kyselinami na lipidové peroxidy.

2.1.4.2. Superoxid (0,")

Byva produkovan nékterymi enzymy, jako je napiiklad aldehydoxiddza a xanthinoxidaza.
Pfipadné byl jesté jeho vznik zaznamenan v mitochondrialnim dychacim fetézci a ptfi oxidaci hemu
[58]. Vykazuje oxidacni i redukéni vlastnosti a muze podléhat dismutaci, jenz je v biologickych

procesech urychlovana superoxiddismutazou [60].
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2.1.4.3. Peroxid vodiku (H,0,)

Je vyznamnym spolucinitelem Fentonovy reakce. Jeho zivotnost v organismu pfi bézné teploté
37°C je v8ak pouze nékolik minut. P¥i Fentonové reakci dochazi k redukci HO™ diky piitomnosti
tranzitnich kovii, jako jsou ionty Fe,", ¢i Cu', které peroxid vodiku redukuji a vytvaii se tak jiz
zminény radikdl HO". Kataldza ma téz velky vyznam v regulaci koncentrace H,0,, jelikoz pomaha

inaktivaci téchto radikald v peroxisomech [59,69].

HzOz + Fe2+ — HO + OH + Fe3+

2.1.4.4. Hydroxylovy radikal (HO+)

Radi se mezi nejreaktivngjsi kyslikové radikaly, jelikoz ve tkanich ihned reaguje s téméf
jakoukoliv blizkou molekulou, ptipadné ji vytrhne z elektronového obalu elektron a tak ji aktivuje. Ma
viak velmi kratkou Zivotnost, kterd dosahuje zhruba 10  vtefin. Hydroxylové radikaly se prakticky
nemohou pfili§ §ifit do bun€k, protoze Casto reaguji s prvni molekulou, kterou potkaji. V ptipade
reakce s aminokyselinami a bazemi nukleovych kyselin dochazi k jejich hydroxylaci a nenasycenym

mastnym kyselinam bere elektron.

2.1.4.5. Kyselina chlorna (HCIO)

Je syntetizovana pomoci fagocytl, a to piredevS§im neutrofilnich granulocyti. Tvofi se diky
enzymu myeloperoxidaze, ¢asto v mistech zanétu, kdy se na misto dostavaji aktivované neutrofily.
Peroxid vodiku pfi této reakci reaguje spolecné s chloridovym aniontem za pomoci katalyzatoru ve
formé myeloperoxidazy. Vznikla kyselina chlorna je silné oxidacni ¢inidlo a ma zna¢né mikrobicidni

ucinky.

H,0, + CI' + H — HCIO + H,0
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2.4.2. Reaktivni formy dusiku

Sem fazené molekuly hraji v organismu rozmanité spektrum dulezitych uloh. Ucastni se
prenosu signald v riznych systémech od neurondlniho pies imunitni az ke kardiovaskularnimu. Nesmi
se vSak podcetiovat jejich toxicita, protoze i tyto molekuly jsou ve vyssich koncentracich v organismu

toxické. Nejvyznamnéj$imi zastupci této kategorie jsou oxid dusnaty a peroxynitrit.

2.4.2.1. Oxid dusnaty (NO)

I ptes svou jednoduchost hraje tato mala molekula v organismu vyznamnou roli. Je to hlavni
signalni molekula neuront i imunitniho systému, stejné tak je vyznamna také v cévnim endotelu.
Pusobi jak uvniti bunék, kde vznikd, a zrovna tak mize pronikat pfes membranu ven z bunky a
ovliviiovat tak bunky sousedni. Jeho koncentrace v zZivém organismu je vSak velmi nizkd a jeho
syntéza probiha komplikovanym enzymatickym mechanismem, kde jako katalyzator vystupuje
syntaza oxidu dusnatého. I ptes to, Ze je oxid dusnaty fazen mezi radikaly, jsou jeho reakce s vétSinou
biomolekul pomalé. Casto velmi rychle prochazi do krve, kde je vychytavan erytrocyty, které jej
inaktivuji. Jeho metabolity jsou naproti tomu velmi reaktivnimi molekulami. V organismu jsou tfi
dilezitd mista ptisobeni oxidu dusnatého a to CNS a autonomni nervovy systém, imunitni systém a

nakonec cévni soustava [68].

2.4.2.2. Peroxynitrit (ONOO)

Je to toxicka latka, kterd vznika pii reakci oxidu dusnatého a superoxidu. Casto se tato reakce
déje, kdyz jsou jeji vychozi latky intenzivné syntetizovany, jako tieba pfi oxidativnim vzplanuti, kdy
je hladina peroxynitritu az na mikromolarnich hodnotach. Molekula NO' mtze soutézit o reakci se
superoxidem se superoxiddismutdzou. Pii pH 7,0 je protonovany peroxynitrit rozkladan na oxid

dusicity a hydroxylovy radikal.
OONO + H" <> HOONO — HO' + NO,"

V roztocich jsou molekuly peroxynitridu stabilni, zvlasté diky schopnosti zaujimat cis-
konformace, pfi kterych je jejich negativni ndboj rovnomérné rozlozen po celé molekule. Jeho
molekuly téZ mohou tvofit silné¢ vodikové vazby s dvéma az tfemi molekulami vody. Peroxynitrit je

castym hydroxyla¢nim c¢inidlem zplsobujicim hydroxylaci tyrozinu. Tranzitni kovy a aktivni centra
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superoxiddismutaz spolecn¢ s myeloperoxydazami katalyzuji jeho herolytické rozstépeni za vzniku

hydroxidovych aniontti a nitroniovych kationd [61].

HOONO — NO," + OH"

2.4.3. Vyznam ROS

Volné radikély jsou v organismu intenzivné vyuzivany mj. jako ptenaseci energie. Ziskani
energie u aerobnich organismil se déje pomoci pfenosu elektronil ze zivin na kyslik. To je umoznéno
cytochromoxidazou, kterd je poslednim enzymem v dychacim fetézci na vnitini mitochondridlni
membran€. Ptebira elektrony, které pochdzeji ze zivin (citrdtovy cyklus, anaerobni glykolyza a
oxidace mastnych kyselin) a predava je na molekuly kysliku pomoci koenzymu Q a cytochromu c.
Kyslik je redukovan 4 elektrony a vznikaji dvé molekuly vody. Pfi tomto d&ji se uvoliiuje energie
pouzivana pro syntézu ATP, pti které je jako substrat vyuzita redukovana forma NADH, ktera je pak
nasledné oxidovana na NAD', ktery funguje jako akceptor elektrondi v citratovém cyklu. Jako
meziprodukty této reakce vznikaji volné radikaly peroxid vodiku a superoxid, které ziistavaji navazany

na enzym.

Dalsim enzymem zodpovédnym za vznik volnych radikalt je monoxygenaza. Nachazi se v ER
jater, ¢i nadledvinkovych mitochondriich. Dochazi zde k redukci kysliku pomoci 3 elektronti za
vzniku hydroxylového radikalu, ktery ma poté svou roli pfedevSsim v hydroxylaci mnohych

endogennich a exogennich latek, jako jsou tieba i 1éky.

Volné radikaly jsou téz vyuzivany v imunitni odpovédi, kdy neutrofilni leukocyty a
makrofagy pouzivaji reaktivni formy kysliku pro odstranéni mrtvych bun€k a jejich zbytku a téz k
zabijeni bakterii. Na své plazmatické membrané maji enzym NADPH-oxidazu, ktera obsahuje
flavocytochrom b558. Dochazi zde k pienosu elektronti na kyslik a tak k tvorbé superoxidu a nasledné

peroxidu vodiku [47].

I v bunécné signalizaci maji volné radikaly své tlohy. Antioxidacni systém nikdy neodstraiuje
vSechny volné radikaly, ale kontroluji jejich koncentraci, kterou udrzuje na urcitych hladinach. U
bunécnych kultur bylo zaznamenano zvyseni proliferace v pfipad¢ snizené¢ hladiny ROS, zatimco po
zvyseni jejich koncentrace doslo k utlumeni bunécného déleni a pfipadné ke vzniku cytotoxického

efektu [48].
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2.4.4. Oxidativni stres

ROS a jejich plisobeni v organismu je opravdu Sirokospektralni, a mize mit jak pozitivni, tak
negativni vliv. Zde zavisi na koncentraci ROS v bunkach a tkanich a kapacité jejich antioxidacniho
systému. ROS mohou pfichdzet do bun¢k také z intracelularnich zdrojii a naruSovat tak bunécnou
rovnovahu v antioxidaénim mechanismu [49]. Jakmile dojde k narusSeni této rovnovdhy, mize
dochazet k oxidativnim poskozenim zplsobenym volnymi radikaly a ke vzniku oxidativniho stresu.

Oxidativni stres se muze rozvinout diky ptisobeni jednoho nebo vice z téchto faktort:

1. zvySena tvorba antioxidanti
2. snizeni kapacity antioxida¢nich mechanismil

3. neschopnost opravy oxidativnich poskozeni

Mezi antioxida¢ni mechanismy fadime ¢innost enzymi, jako je napf. superoxiddismutaza
(SOD), katalaza (CAT) a glutathionperoxiddza (GPx). Reaktivni metabolity tvotené pii zvySeném
oxidativnim stresu jsou dnes povazovany za vyznamny faktor podilejici se na vzniku fady zdvaznych
nemoci od Alzheimerovy choroby, ptes Parkinsonovu chorobu az po rakovinu, ale také souvisi také

s procesem bézného starnuti [50,51,52].

2.4.4.1. Oxidativni poSkozeni biomolekul

Velké mnozstvi molekul je schopno reagovat s reaktivnimi formami kysliku i dusiku.
Nenasycené dvojné vazby mastnych kyselin v lipidech mohou byt v tomto ptipadé ruSeny a dojde ke
vzniku dalsich reaktivnich metabolitl, jako jsou tfeba peroxidy a aldehydy. Byly zaznamenany zmény
v propustnosti membran a produkuji se chemoatraktivni latky pro makrofagy. Napftiklad
metaloproteazy mohou svym kovovym ligandem reagovat s ROS a stejné tak i oxyhemoglobin diky
svému obsahu zeleza. ROS nejcastéji reaguji s nenasycenymi vazbami a molekulami obsahujicimi
siru, ¢imz byvaji nejvice postiZeny proteiny bohaté na tryptofan, tyrosin, fenylalanin, histidin,

methionin a cystein [62].

Také maze dojit k modifikacim thiolovych skupin a benzenovych jader na aminokyselinach.
Vsechny tyto zmény mohou nasledné ovlivnit vstup Ca®" do cytosolu a zptisobit zmény v enzymatické
aktivité. DNA muze byt rovnéz poSkozena volnymi radikaly, pficemz dochazi k rozstépeni kruhu
deoxyribozy, modifikacim a poSkozeni bazi a téZ ke zlomim v fetézci nebo vzniku kiizovych vazeb
fetézcd. Tyto zmény mohou nasledné vést k mutacim, translaénim chybam i dokonce k inhibici

proteosyntézy [63].
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H,0, v bunkach slouzi jako signalni molekula pro buné¢nou proliferaci nebo naopak muze
zpisobit bunécnou smrt. Pfi nizkych koncentracich slouzi H,O, jako druhy posel k aktivaci NF-xB a
rozli¢nych kinaz (p38 MAPK, PI3K, Akt, JAK2, STAT). H,0, v lehce vysSich koncentracich mtize
vSak zplisobit uvolnéni cytochromu ¢ a apoptotickych faktordi z mitochondrii do cytosolu, kde spusti

aktivaci kaspaz vedouci k apoptotické smrti buniky [64].

2.4.5. Antioxidac¢ni obranny systém

Mala ¢ast kysliku ptijatého pro aerobni procesy byva preménéna na superxidovy anion, ktery
musi byt vychytan, ptipadné preménén na méné reaktivni a nebezpecnou molekulu (Obr. 5) Tyto
procesy jsou regulovany pomoci né€kolika hlavnich enzymii — superoxiddismutiz (SOD),

glutathionperoxidaz (GPx) a katalaz (CAT).
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Obr. 5: Schematické znadzornéni antioxida¢nich obrannych mechanismi. GSH-Px — glutathion

peroxidaza, GSH- glutathion, GSSG — glutathion disulfid (upraveno z [70])
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SOD jsou povazovany za prvni obrannou linii v obrané proti ROS. Tento enzym je piitomen
témét ve vSech bunkach v organismu a pievadi O, na H,O [59]. Mitochondrialni a bakterialni SOD
obsahuji mangan, zatimco cytosolické SOD jsou dimery obsahujici méd’ a zinek. Protoze H,O, muze
stale reagovat s dalsimi ROS, musi byt dale degradovan jednim nebo druhym z antioxida¢nich
enzymt, GPx nebo katalazou [71]. GSH peroxidaza je lokalizovana v mitochondriich. Katalyzuje
degradaci H,O, tim, ze jej redukuje, zatimco jsou dvé molekuly GSH oxidovany na glutathion
disulfid. Regenerace GSH pomoci GSHTreduktazy vyzaduje spotiebu NADPH, ktery je pii tom
oxidovan na NADP".

Kataldza je naproti tomu priméarné lokalizovana v peroxisomech a tak vychytava H,0,, ktery
difunduje z mitochondrii do cytosolu, pfeméiujic jej tak na vodu a molekularni kyslik. [65,66]
Existuji také neenzymatické antioxida¢ni mechanismy, které nejcastéji pomahaji regenerovat GSSG
zpét na GSH. Antioxida¢ni vitaminy, jako je napiiklad A, C, E a alfa-lipoova kyselina, patfi do vyse
zminéné skupiny. I pfesto, Ze vSechny tyto antioxida¢ni mechanismy pracuji spoleéné za ucelem
eliminace H,O, v bunce, mize v pfitomnosti redukovanych prechodnych kovi (Cu, Fe) dojit k

transformaci H,O, na OH’, ktery je silné reaktivnim ROS [67].

2.4.6. Enzymatické antioxidanty

Jsou to télem produkované antioxidacni enzymy, které jsou zapojené do mechanismu
odstrafiovani a udrZzovéni hladiny ROS v organismu. NejznaméjSimi zastupci této kategorie jsou

glutathionperoxidazy, superoxiddismutazy, katalazy a glutathion reduktazy.

2.4.6.1. Superoxiddismutaza (SOD)

SOD se fadi mezi metaloenzymy a je jeden z nejefektivnéjsich intracelularnich enzymatickych
antioxidantd. SOD eliminuji O, tim, Ze katalyzuji jeho dismutaci za vzniku H,O, a O,. SOD se déli
dle svych kovovych kofaktort do ¢tyt skupin: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Ni-SOD a Fe-SOD, které se lisi

ve své intracelularni distribuci [71].

Produkce SOD klesa s postupujicim vékem organismu, ktery je pak mnohem nachylnéjsi k
plsobeni ROS, coz vede ke starnuti a smrti bunék. SOD je antioxidantem, ktery je pfitomny téz v

rostlinach, kde plni stejnou funkci [72].

29



2.4.6.2. Katalaza (CAT)

Kataldzy jsou tetramerni hem obsahujici enzymy s potencidlem pfimo dismutovat H,O, na

H,0 a O, a jsou nezbytné pro ROS detoxifikaci béhem stresovych podminek [73].

CAT maji jedenu z nejvétSich vytéznosti ze vsech enzymil: jedna molekula CAT dokaze
premenit 6 milioni molekul peroxidu na vodu a kyslik za minutu [74]. Ovsem i jeji produkce s vékem

klesa a dochazi k nedostatecnému odbouravani peroxidu, jenz zptisobuje Sediveéni vlast [75].
2.4.6.3. Glutathionperoxidaza (GPx)

U savct rozliSujeme néekolik podtypt GPx, které se oznacuji Cisly od 1 do 8. K jejich aktivaci
je vSak nutny selen, ktery se v aktivnim misté vaZe na selenocystein. Dokazi pak zpomalovat rychlost
peroxidace lipida a nasledny vznik poskozeni uvnitt bunky. Jejich ukolem je téZ odstranovat H,O, tim,

Ze jej pfeméni na vodu a oxidovany glutathion (GSSG) [76].
2.4.6.4. Glutathionredutkaza (GR)

Jak jiz nazev napovida, je tento enzym zodpovédny za katalyzu zpétné redukce GSSG na
GSH, jenz probiha za spotieby NADPH. GR jsou slozeny ze dvou podjednotek obsahujicich v
aktivnim misté flavinadenidinukletid, ktery redukuje NADPH, jehoz elektrony jsou ptredany
disulfidickému mustku za vzniku dvou -SH skupin, reagujicich s GSSG za tvorby GSH [73].

3. Cile diplomové prace

1. Monitorovani vlivu morfinu na celkovou antioxida¢ni kapacitu tkané levé a pravé komory
srde¢ni potkana

2. Stanoveni hladiny 8-isoprostanu jako markeru oxidativniho stresu ve tkani levé a pravé
komory srde¢ni potkana po podavani morfinu

3. Studium vlivu morfinu na expresi vybranych antioxida¢nich enzymti v srdci potkana

4. Zavedeni metodiky pro in situ analyzu hladiny superoxidovych radikalt v fezech srdce

potkana.
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4. Material a metody

4.1. Laboratorni zvirata - skupina A

K pokusu byli pouziti potkani kmene Wistar, kterym byly podévany rozdilné davky morfinu po
ruzné¢ dlouhou dobu. V tabulce 4 je znazornéno rozdéleni zvifat do skupin. Kontrolni skupina byla
slozena ze zvifat, kterym byl podavan pouze fyziologicky roztok. Dal$im skupindm pak byly
podavany tfi rizné davky morfinu, u kterych se jesté liSila doba podavani. Po usmrceni byla poté
zvifatim vyjmuta srdce a rozdélena na pravou, levou komoru a siné. K dalsimu zpracovani byly

pouzity pouze levé komory.

Tab. 4: Hmotnostni parametry skupiny A

C MO, 1 M1 MIR M10
Davka morfinu - 1 1 1 10
(mg/kg/den)
Doba podavani - 28/0 28/0 28/7 10/0
morfinu/nasledna
abstinence
Hmotnost LV (g) 6,98 7.4 7,68 8 6.5
Pocet LV 13 14 14 14 19

C = kontrolni skupina, M = skupiny, které dostavaly morfin, M1R = regresni skupina po vysazeni

morfinu (abstinence 1 tyden), LV = levé komory

4.1.1. Homogenizace a frakcionace myokardu

Tkan byla poté zpracovana za pouziti nize uvedenych roztokd.

Pufr TME 20 mM Tris (pH 7,4)
3 mM MgCl,
1 mM EDTA
Homogenizacni pufr TMES 20 mM Tris (pH 7,4)
3 mM MgCl,
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1 mM EDTA

250 mM sachardza

K levym komoram byl pfidan homogenizacni pufr TMES (v poméru 1 g tkdn€ + 4 ml pufru) a
inhibitor protedz Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche). Tkan byla poté nastfihdna na drobné
kousky a po dobu dvakrdt 15 vtefin homogenizovana pfistrojem Ultra-Turrax. Dale probihala
homogenizace ve skloteflonovém homogenizatoru (pohybem pistu desetkrat nahoru a doli, 1200
rpm). Homogenat byl stocen na centrifuze (Hettich Universal R30) pti 4°C po 10 minut pfi rychlosti
2100 rpm (600 x g). Byl odebran supernatant a pelet byl resuspendovan v pufru TMES a
rehomogenizovan na pfistroji Ultra-Turrax a skloteflonovém homogenizatoru. Homogenat byl stocen,
opét pii 4°C, rychlosti 2100 rpm (600 x g), po dobu 10 minut. Supernatant byl odebran, spojen s
pfedchozim a rozpipetovan (postnuklearni supernatant). Béhem tohoto kroku byly téz odebrany

vzorky pro stanoveni obsahu proteinti.

4.2. Laboratorni zvirata - skupina B

K pokusu byli pouziti potkani kmene Wistar, kterym byly pravidelné podavany stalé davky
morfinu (10 mg/kg) po dobu deseti dni (viz tabulka 5). Byla také vytvotfena kontrolni skupina, ktera
vSak dostavala pouze fyziologicky roztok. Po ukon¢eni pokusu byli potkani usmrceni, srdce vyjmuta a
rozdélena na pravou, levou komoru a septum a zvazena. K dal$imu zpracovani byla pouzita tkan

pravych a levych komor.

Tab. 5: Hmotnostni parametry skupiny B

Skupina C M
Celkovy pocet jedinci 15 15
Umrti béhem podavani - 1

Délka podavani 10 10
(den)
Déavka morfinu - 10
(mg/kg/den)
Hmotnost TH 522.5 518.,0
(8 29,7 48,6
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Hmotnost LV 0,814 0,730

(2 40,254 40,157
Hmotnost RV 0,197 0,197
(2 40,093 40,059

C - kontrolni skupina, M - skupiny, které dostavaly morfin, TH - t¢lesna hmotnost, LV - levé komory,

RV - pravé komory

4.2.1. Homogenizace a frakcionace myokardu

Tkan byla poté zpracovana za pouziti nize uvedenych roztoku.

PGN pufr 5 mM KH,PO, (pH 7.,4)
0,9% NaCl
0,1% glukoza
Pufr TME 20 mM Tris (pH 7,4)
3 mM MgCl,
1 mM EDTA

250 mM sachar6za

Ke tkani komor byl pfidan homogeniza¢ni PGN pufr (v poméru 1 g tkan€ + 4 ml pufru) a inhibitor
protedz Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) a komory byly poté nastfithdny na drobné
kousky. . Tkan byla poté nastfihana a po dobu 15 vtefin homogenizovana ptistrojem Ultra-Turrax.
Dale probihala homogenizace na sklo-teflonovém homogenizatoru (pohybem pistu desetkrat nahoru a
dolt1). Homogenat byl stocen na centrifuze (Hettich Universal R30) pii 4°C po 10 minut pfi rychlosti
2000 rpm (544 x g). Horni faze byla odebrana a ptesunuta do zkumavek umisténych do rotoru (Ti 50
Beckman) pro dalsi centrifugaci. Ta probihala po dobu 30 minut, ve vakuu, pti 4°C, rychlosti 20 000
rpm (26 000 x g), maximalni zrychleni, minimalni zpomaleni. Horni faze byla poté rozpipetovana
(postnuklearni supernatant) a byly odebrany vzorky pro nasledné stanoveni bilkovin. Po odebrani
supernatantu byl pelet resuspendovan v pufru TME (1,5 ml k LV a 0,5 ml k RV) a rehomogenizovan
na pristroji Ultra-Turrax a skloteflonovém homogenizatoru. Vysledny homogenat byl rozdélen do

zkumavek (plazmatické membrany) a zaroven byly odebrany vzorky pro stanoveni bilkovin.
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4.3. Laboratorni zvirata - Skupina C

K pokusu byli pouziti potkani kmene Wistar, kterym byly pravidelné¢ podavany stalé davky
morfinu (10 mg/kg) po dobu deseti dni (Tab. 6).

Tab. 6: Hmotnostni parametry skupiny C

Skupina C M
Pocet jedinci 1 4
Umirti béhem podéavani - 1
Délka podavani 10 10*
(den)
Davka morfinu - 10
(mg/kg/den)

*Pti podavani morfinu doslo u jednoho jedince k chybg, takze jeho naméfené hodnoty nemohly byt

zatazeny do souhrnnych vysledk.
4.3.1. Fluorescen¢ni znaceni ROS dihydroethidiem

V tomto pripad€ se jednalo pouze o zkuSebni pokus, kdy bylo nasim cilem vyzkouset jinou
metodiku vhodnou pro pouziti pti detekci oxidativniho stresu piimo v fezech nativni tkani myokardu.
Dihydroethidium zde fungovalo jako marker ROS. Bylo vyzkouSeno n¢kolik variant pokusu, ale jako

nejlépe fungujici se ukazal tento postup:

Dva dny pied planovanym usmrcenim byl potkantim aplikovan roztok DHE (dihydroethidia) v
davce 50 mg/kg (i.p.). Pfed usmrcenim byla zvifata anestetizovana intraperitonealni injekci

thiopentalu v davce 50 mg/kg a byl jim intrakardialn€ aplikovan heparin (pfiblizné 500 U/zvite).
Dale pouzité roztoky:

4% PFA 80 g praskového PFA (Sigma Aldrich) bylo
smichédno s 1 1 PBS pfi zahtivani na 80°C a
po vychladnuti byl roztok nafedén PBS na
vysledny objem 2 1. Vysledny roztok 4%
PFA byl ptefiltrovan ptes filtracni papir do
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perfuzni ldhve.
0,1 M Fofatovy pufr (pH 7,4) V jednom litru destilované vody byl

rozmichan 1 sacek soli

Poté byla provedena intrakadidlni perfuze roztokem PBS po zhruba 4 minuty a nésledné zacala fixace
4% PFA, kterd probihala 5 minut. Srdce byla post-fixovana 12 hodin v roztoku 4% PFA a poté
vlozena do kryoprotektivniho roztoku 20% sachar6zy. Po zhruba 24 hodinach byla srdce rozdélena na
pravou, levou komoru a septum a ulozena do -80°C. Zamrazené levé a pravé komory byly krajeny na
mrazicim mikrotomu (Cryocut Leica CM 1850) pfi teploté -20°C. Byly zhotoveny fezy o tloust’ce 20
um, které byly pfeneseny piimo na mikroskopicka skla. Jedna skupina fezd byla poté nasledné
inkubovéna v roztoku 0,1 M glycinu v PBS po dobu 30 minut. VSechny fezy byly poté barveny
barvivem ProLong bez Dapi. Nahodn¢ vybrané oblasti z 10 fezl pro kazdou skupinu byly nasnimany
svételnym mikroskopem Olympus Provis (20x zvétseni, 480GFP/RED) a vyhodnoceny v programu
Imagel.

4.4. Stanoveni proteint

Obsah proteint v jednotlivych frakcich ziskanych po homogenizaci a frakcionaci byl u obou
skupin stanoven metodou BCA (Bicinchonicic acid protein assay). Metoda vyuziva kyseliny
bicinchoninové ke spektofotometrickému stanoveni celkovych proteind. Jejim zakladem je alkalicka
redukce médnatého iontu proteinem na médny a naslednd chelatace médného iontu kyselinou

bicinchoninovou za vzniku nafialovélého zabarveni [96].
4.4.1. Roztoky

Ke kvantifikaci proteinti byly pouzity tyto roztoky:

Cinidlo A 8 mg monohydrat uhli¢itanu sodného, 1,6 mg
(pH 11,25) vinan sodny, dopIn&no vodou na 100 ml
Cinidlo B 4 g BCA (bicinchoninova kyselina),

doplnéno vodou na 100 ml
Cinidlo C 0,4 g pentahydrat siranu méd’natého,
doplnéno vodou na 10 ml
Standard BSA c=1pg/ulac=0,1pg/ul

(hovézi sérovy albumin)

35



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

4.4.2. Postup prace

Dle tabulky 7 byly na mikrotitracni desticku napipetovany standardy a vzorky. Vzorky vsak
byly nejdfive nafedény destilovanou vodou v poméru 1:99. Pipetovany byly poté pro presnéjsi meteni
v triplikatech do jamek na miktrotitraéni desti¢ce. Nasledn¢ byl do kazdé jamky ptidan pracovni
roztok (100 pl) a izolepou pielepena miktrotitracni desticka byla inkubovéana pti 60°C po 30 minut.
Poté byly vzorky spektofotometricky prométeny na pfistroji Synergy HT ptfi vinové délce 562 nm.

Vyhodnoceni probéhlo v programu Gen 5.

Tab. 7: Schéma ptipravy kalibracni kiivky pro stanoveni proteinti

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

standardu

ng BSA 0 10,21 0,5 1 LS | 2,5 4 6 10 15 20 30 50

BSA -121 5 10 | 15|25 40 | 60 | 100 | - - - -
(0,1 pg/ul)

BSA - 1-1 - - - - - - - 15 1 20 | 30 | 50
(ng/ul)

Voda 100 | 98 | 95 90 85 75 60 40 - 85 80 70 50

BL- blank
4.5. SDS elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) a imunobloting

Vzorky proteinti s plazmatickymi membranami byly pouZity pii metod¢ vyuzivajici standardni
SDS-polyakrylamidové gely. SDS, neboli dodecylsiran sodny, se vaze na bilkoviny ve vzorku a udili
jim uniformni zaporny naboj, piekryvajice tak vlastni naboj proteinu. Diky tomu se pti SDS-PAGE

bilkoviny déli predevsim na zékladé molekularni hmotnosti [96].
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4.5.1. Roztoky

Ke kvantifikaci proteinti byly pouzity tyto roztoky:

Laemmliho pufr 4x koncentrovany (sample

loading buffer)

30 % akrylamid — 0,8% N,N -
methylenbisakrylamid

Pufr 1 (pH 8,8)

Pufr 2 (pH 6,8)

Running pufr, 10x koncentrovany

TBS pufr (pH 8,0) 10x koncentrovany

Blokovaci pufr

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

0,8 g SDS (dodecylsulfat sodny)
0,8 g DTT (dithiothreitol)
Img bromfenolova modf
Doplnéno vodou na 10 ml

30 g akrylamid

0,8 g N,N"-methylenbisakrylamid
Doplnéno vodou na 100 ml
18,17 g Tris-HCL

Doplnéno vodou na 100 ml
6,05 g Tris-HC1

Doplnéno vodou na 100 ml
30,3 g Tris HCl1

141,1 g glycinu

10 g SDS

Doplnéno vodou na 1000 ml
84,2 g NaCl

11,6 g Tris

Doplnéno vodou na 1000 ml
1,5 g ml¢ko

50 ml TBS

0,05 ml Tween 20
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Redici pufr

Blotovaci pufr

Oplachovaci pufr

1 g mléko

100 ml TBS

0,1 ml Tween 20

15 g Tris

72 g glycin

1000 ml methanol
Doplnéno vodou na 5000 ml
100 ml TBS

900 ml voda

3 ml Tween 20

Béhem pokust byla pouzivana aparatura Mini-Protean II (Bio-Rad). Samotné d€leni proteint

probihalo na standardnich 10% SDS polyakrylamidovych gelech dosahujicich vysky cca 5,5 cm, které

byly pfipraveny z nize uvedenych reagentd.

10% Gel

8 ml H,0

5 ml pufr 1 (pH = 8§,8)

6,7 ml 30 % akrylamid — 0,8% N,N"-
methylenbisakrylamid

200 pl 10% SDS

90 ul 10% APS

8 ul TEMED (N,N,N",N’-tetramethyl-1,2-

diaminomethan)

Na nality gel bylo napipetovano asi 500 pl nasyceného vodného roztoku butanolu a byl

zanechan hodinu pfi laboratorni teplote, aby mohl zpolymerovat. Po hodiné byl butanol slit a horni

rozhrani gelu oplachnuto vodou od jeho piipadnych zbytki. Cerstvé namichany zaostfovaci gel,

pfipraveny z niZze uvedenych reagentl, byl poté navrstven na pevny délici gel a byly do né€j zasunuty

rozdélovaci hfebinky (spacery) pro tvorbu vzorkovych jamek.

38



Zaostiovaci gel 6 ml H,O
2,5 ml pufr 2 (pH 6,8)
1,3 ml 0 % akrylamid — 0,8% N,N’-
methylenbisakrylamid
100 pl 10% SDS
90 ul 10% APS
8 ul TEMED

Po uplynuti 30 minut, kdy byl gel ponechén opét pfi laboratorni teploté, byly hiebinky
vyjmuty a gel byl pfipraven na naneseni vzorkd. Vzorky byly nafedény Laemliho pufrem a 2 minuty
zahtaty na 100°C. Pro lepsi piehlednost byl na gel kromé vzorki téZ nanasen predznaceny standard
molekulovych hmotnosti, které se nalézaly v rozmezi 26,6 az 180 kDa. Elektroforéza poté probihala
zhruba 50 minut v pfedpfipraveném pufru (Running pufr) za konstantniho napéti 200 V, dokud celo
postupujici bromfenolové modri tésné dosahlo konce gelu. Po ukonceni forézy nasledoval dalsi krok

nutny k pfeneseni proteini na membranu.
4.5.2. Pi‘enos proteint na nitrocelulozovou membranu

Prenos proteini na oznaCenou nitrocelulozovou membranu probihal za pfFitomnosti
vychlazeného blotovaciho pufru. Aparatura byla pfipojena na zdroj konstantniho napéti (100 V) a cely
proces probihal 1 hodinu. Membrany byly po ub&hnuti daného ¢asu preneseny do blokovaciho pufru,
kde byly pfi laboratorni teploté ponechany 30 minut. Nespecificka vazebna mista na membrané se po
této dobé diky proteinim v mléce zablokovala a membrana pak mohla byt dana k inkubaci s
primarnimi protilatkami pfes noc pii teploté do 4°C. Primarni protilatky byly fedény v fedicim pufru v

uvedenych fedénich (Tab. 8).

Tab. 8: Seznam pouzitych primarnich protilatek

Primarni protilatka Sarze Redéni Sekundarni protilatka
GPx 12 SC-133160 1000 Anti-R
GPx 6 SC-55102 1000 Anti-R
SOD 1 SC-11407 1000 Anti-M
SOD 2 SC-30080 1000 Anti-M
SOD 3 SC-32222 1000 Anti-G
Cat (H-300) Sc-50508 2000 Anti-R
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Druhy den byl fedici pufr s primarnimi protilatkami slit a membrédna byla omyta 3x10 minut v
promyvacim pufru (3% Tween 20 v TBS). Sekundarni protilatky byly nafedény v fedicim pufru (Anti-
M 20 000x, Anti-R a Anti-G 40 000x) a pfidany k membranam na jednu hodinu inkubace pfi
laboratorni teploté. Nasledné byl roztok promyvaciho pufru a sekundarnich protilatek opét slit a
membrany byly 3x10 minut promyvany v promyvacim pufru. Membrana byla poté vysuSena
filtracnim papirem a pfipravena na naneseni roztoku substratu kienové peroxidazy (Substrat Super
Signal Pierce), ktery zde slouzil pro detekci pomoci chemiluminiscence (ECL). Navazané sekundérni
protilatky byly znac¢ené kienovou peroxidazou, kterd reagovala s timto nanesenym roztokem za vzniku
chemiluminiscence, detekovatelné vyvolanim na film pomoci pfistroje Optimax (Fomei) a

vyhodnocené programem ImageQuant.

4.6. Stanoveni celkové antioxidaéni kapacity

Cilem tohoto pokusu bylo stanovit celkovou antioxidacni kapacitu vzorkidl ze zvitat skupiny B. K
tomuto ucelu jsme pouzili Antioxidant Assay kit od Cayman Chemicals (Item. No. 709001). Tento kit
je zaloZen na schopnosti antioxidantli obsazenych ve vzorku inhibovat oxidaci ABTS

(2,2'-azino-di-[3-ethylbenzthiazolin sulfonat]) na ABTS+ vyvolanou metmyoglobinem. Intenzita
probéhlé oxidace je porovnavana s oxidaci inhibovanou Troloxem, ve vod¢ rozpustnym analogem

tokoferolu. SloZeni Antioxidant Assay kitu je uvedeno v Tab. 9.

Tab. 9: Antioxidant Assay Kit

Nézev Mnozstvi Item No.

AA Buffer 10x 1 lahvicka 10004872
AA Chromogen 3 lahvicky 10004873
AA Metmyoglobin 2 lahvicky 10004875
AA Trolox 3 lahvicky 10004876

AA Hydrogen Peroxide 1 lahvicka 10004877

AA = Antioxidant Assay
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4.6.1. Roztoky

Nejdtive byly ptipraveny dle pfilozeného navodu potfebné roztoky.

AA Buffer Byly odebrany 3 ml roztoku a pfidany do 27 ml
vody.

AA Chromogen Do jedné lahvicky bylo ptidano 6 ml vody. Jedna
lahvicka obsahovala mnoZstvi na zpracovani
vysledki ze 40 jamek.

AA Metmyoglobin Do jedné lahvicky bylo ptidano 600 ul

Antioxidant Assay Bufferu. Jedna lahvicka

obsahovala mnozstvi na zpracovani vysledk ze

60 jamek.
AA Trolox Do jedné lahvicky byl pfidan 1ml vody.
AA Hydrogen peroxid Bylo odebrano 10 pl a ptidano do 990 pl vody.

Poté bylo z promichaného roztoku odebrano

20 pl a ptidano do 3,9 ml vody.

Roztoky byly uchovavany beéhem celého prubehu téchto pokusi na ledu.

4.6.2. Postup

Nasledné byly dle tabulky 10 namichany standardy o rtiznych koncentracich nutnych pro
vyhotoveni kalibra¢ni kiivky (Tab. 10).
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Tab. 10: Redéni AA Trolox standardil

AA Trolox (pl) AA Buffer (ul) Vysledna koncentrace (mM)

A 0 1000 0

B 30 970 0,045
C 60 940 0,090
D 90 910 0,135
E 120 880 0,180
F 150 850 0,225
G 220 780 0,330

Poté byl na mikrotitra¢ni desticku v duplikatech napipetovan standard (A-G). Vzorky ze
skupiny B (postnuklearni supernatant) byly 20x nafedény za pomoci AA pufru a v duplikitech
naneseny na desticku v mnozstvi 10 pl. Do vSech jamek, vCetné standardii, bylo poté piidano 150 pl
AA Chromogenu a 10 pl AA Metmyoglobinu. AA Hydrogen peroxid v mnozstvi 40 pl byl poté
napipetovan v kratkém Casovém métitku, aby se zamezilo zkresleni vysledkll nasledné probihajici
reakci. Desticka byla zakryta plastovou fo6lii a ponechdna k inkubaci na tfepacce v laboratorni teploté
po dobu 5 minut. Vysledné nacervenalé zabarveni jsme méfili pfi vinové délce 750 nm na pfistroji

Synergy HT. Vyhodnoceni probéhlo v programu Gen 5 a GraphPad Prism 6.

4.7. Stanoveni koncentrace 8-isoprostanu

Zde bylo nasim cilem zméftit ve vzorcich mnozstvi volného 8-isoprostanu. 8-isoprostan je povazovan
za jeden z markerd deficience antioxidantli a zvySené¢ho oxidativniho stresu. Jeho zvySené hladiny
byly zjistény naptiklad u tézkych kurakt [77]. Ke stanoveni jsme zvolili 8-isoprostane EIA kit od
Cayman Chemicals (Item No. 51635, Tab. 11). Tento kit funguje na principu analyzy kompetice mezi

8-isoprostanem a 8-isoprostan-acetylcholinesterasou (AchE), kterou zde piedstavuje 8-isoprostane

Tracer (Obr. 6)
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Obr. 6: Zakladni schéma principu 8-isoprostane EIA kitu

Tab. 11: SloZeni 8-Isoprostane EIA kitu

Y ~ Mouse Anti-Rabbit [9G

» = Blokovaci protein

e

= Acethylcholinesterasa navazana na
8-lsoprostane (tracer)

= Specifické 8-|soprostan antisérum

= Yolny 8-lsoprostan

Nazev MnoZstvi Item No.
8-isoprostane EIA Antiserum 1 lahvicka 416352
8-isoprostane AChE Tracer 1 lahvicka 416350
8-isoprostane EIA Standard 1 lahvicka 416354
EIA Buffer Concentrate (10x) 2 lahvicky/10ml 400060
Wash Buffer Concentrate (400x) 1 lahvicka/5ml 400062
Polysorbate 20 1 lahvicka/3ml 400035
Mouse Anti-Rabbit IgG desticka 1 desticka 400004/400006
Ellamn's Reagent 3 lahvicky 400050
EIA Tracer Dye 1 lahvicka 400040
EIA Antiserum Dye 1 lahvicka 400042
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4.7.1. Roztoky

Kwvili citlivosti kitu byla béhem celé ptipravy pouzivana deionizovana voda.

EIA pufr Do jedné lahvicky bylo ptidano 90 ml vody.

Oplachopaci pufr Odpovidajicim nafedénim pfipraven 1 litr, do

kterého byl ptidan 1 ml Polysorbate 20.

8-isoprostane AChE tracer Do jedné lahvicky bylo ptidano 6ml EIA pufru a
60 pul EIA Tracer Dye pro lepsi piehlednost.

8-isoprostane EIA Antiserum Do jedné lahvicky bylo ptidano 6 ml EIA pufru a
60 ul EIA Antiserum Dye

4.7.2. Piiprava standardu

Spi¢ka pipety byla pfed samotnym pipetovanim smodena v 70% ethanolu a poté bylo
odebrano 100 pl EIA Standardu, ke kterému bylo pfidano 900 pl vody, aby vysledné koncentrace byla
Sng/ml. Dale probihalo fedéni fedici fadou (Obr. 7)

100 l 100 pl 500l 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

51 52 S3 54 S5 56 57 58
Final
900 pl 900 |.|I 750 |.|i 750 pl 750 pl 750 l 750l 750 pl 750 pl
1:;“ UItraPure EIA EIA EIA EIA EIA EIA EIA EA
) / Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buffer Buf‘fE‘f Buffer
50 ng/ml 5 ng/mi 500 200 128 2.0 0.8
Standard Bulk Standard pg/mi pg/ml pg.fmi pg;ml pg/mli pg.fml pg/mi pg/mi

Obr. 7: Redici fada EIA standardu
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4.7.3. Postup

Vzorky ze skupiny B byly v prvnim pfipadé 10x natedény EIA pufrem a v druhém ptipadé
byly nafedény na vyslednou koncentraci 1 mg/ml, aby se zamezilo pfipadnym nepfesnostem v métent,

pokud by saturace nebyla linearni. Pipetovany byly v triplikatech.

Pipetovani dalSich reagentti pak probihalo dle nize uvedeného schématu (Tab. 12)

Tab. 12: Schéma rozvrzeni napipetovanych reagenti

Jamka EIA Buffer Standard/Vzorek Tracer Antiserum
Blk - - - -
TA - - 5ul -
NSB 100 pl - 50wl -
BO 50wl - 50wl 50wl
Standard/vzorek - 50 ul 50 ul 50 ul

Blk - blank, TA -celkova aktivita, NSB - nespecificka vazba, BO - maximalni vazba

Desticka byla poté zakryta plastovym filmem a ponechana inkubovat 18 hodin pii 4°C.

Dalsi den byl tésn¢ pied pouzitim ptipraven Ellman’s Reagent. Obsah jedné lahvicky byl
rozpustén v 20 ml vody. Jamky byly poté slity a 5x promyty promyvacim pufrem. Do kazdé jamky
bylo nasledné ptidano 200 pul Ellman’s Reagent a do TA jamek 5 pl EIA Traceru. Opét jsme zakryli
plastovym filmem a nechali na tfepaéce ve tmé pii pokojové teploté inkubovat po dobu zhruba 70
minut. Bylo nutné pribézné pii 420 nm preméfovat absorbanci v B0 jamkach, které nesméla prekrocit
rozmezi 0,3-1,0 A.U. (blank odecten). Desticka byla poté ¢tena pii vinové délce 420 nm a vysledky
vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 6 dle rovnice: logit (B/B0) = In [B/B0/(1 — B/B0)].

4.8. Analyza dat

Vysledky SDS-PAGE elektroforézy a Western blottingu byly hodnoceny programem
ImageQuant. Grafy byly vytvofeny z dat vyjadfenych jako primér + smérodatna odchylka ze tii
nezavislych pokust v programu GraphPad Prism 6. K urceni statistické vyznamnosti byla pouzita

analyza pomoci Studentova t-testu. Statistickd vyznamnost byla ur¢ena na hladin€ p<0,05-0,001.
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5. Vysledky

5.1. Stanoveni koncentrace 8-isoprostanu
5.1.1. Prvni skupina

Z namétenych hodnot pro skupinu 10 pokusnych zvitat (5 kontrol + 5 ovlivnénych morfinem, vzorky
fedény 10x, méfeno v triplikatech) byly dle vytvotené kalibracni kiivky (Obr. 8) zpétné odecteny

hodnoty koncentrace 8-isoprostanu (Graf. 1).

100 M
80 M

60 ™

% B /B 0

40 ™

20 9

-1 0 1 2 3

Konc. 8-isoprostanu

Obr. 8: Standardni kiivka 8-isoprostanu znazornujici procentualni pomér B/B0 (osa y) vztaZzeny na
koncentraci 8-isoprostanu (osa x). Data byla zpracovana za pouziti Microsoft Excel a GraphPad

Prism 6.
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5.1.1.1. Porovnani koncentrace 8-isoprostanu ve tkani levych a pravych komor

potkaniho myokardu
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Graf 1: Koncentrace 8-isoprostanu vztazena na 1 mg proteinu ve vzorcich myokardu. LVC — levé
komory kontrolni skupiny, LVM — levé komory morfinové skupiny, RVC — pravé komory kontrolni
skupiny, RVM — pravé komory morfinové skupiny.

* p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil (t-test) RVM vs. RVC

Vyhodnoceni probéhlo za pomoci programu GraphPad Prism 6 a za pouziti Studentova t-testu.
Ve skupiné¢ LVM nebylo nalezeno signifikantni zvySeni, avSak skupina RVM po porovnani s kontrolni

skupinou (RVC) prokazala signifikantni zvySeni na hladin€ vyznamnosti p < 0,05.

5.1.2. Druha skupina

Z namétenych hodnot pro skupinu 8 pokusnych zvitat (4 kontroly + 4 ovlivnénych morfinem,
vzorky fedény na vyslednou koncentraci Img/ml, méteno v triplikatech) byly dle vytvorené kalibracni

ktivky (Obr. 9) zpétné odecteny hodnoty koncentrace 8-isoprostanu (Graf 11).

47



150 M

10 oqg

B/B O

%

509

-1 0 1 2 3

Konc. 8-isoprostanu

Obr. 9: Standardni kiivka 8-isoprostanu znazornujici procentualni pomér B/B0 (osa y) vztazeny na
koncentraci 8-isoprostanu (osa x). Data byla zpracovana za pouziti Microsoft Excel a GraphPad Prism

6.

5.1.2.1. Porovnani koncentrace 8-isoprostanu ve tkani levych a pravych komor

potkaniho myokardu

Graf 2 znazorfiuje naméfend mnozstvi §-isoprostanu ve vzorcich, které byly zpracovéany
pomoci 8-isoprotane EIA kitu. Mnozstvi naméfeného 8-isoprostanu je zde vyjadifeno v pg 8-
isoprostanu odpovidajicim Img proteinu ve vzorku. I zde byla v levych a pravych komorach
komorach patrné signifikantné zvySena hladina 8-isoprostanu, kterd znaci zvySeny oxidativni stres v

bunkach.
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Graf 2: Koncentrace 8-isoprostanu vztaZzena na 1 mg proteinu ve vzorcich myokardu.
LVC — levé komory kontrolni skupiny, LVM — levé komory morfinové skupiny, RVC — pravé komory

kontrolni skupiny, RVM — pravé komory morfinové skupiny.

* p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil (t-test): LVM vs. LVM, ** p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil
(t-test) RVM vs. RVM

Vyhodnoceni prob¢hlo za pomoci programu GraphPad Prism 6 a za pouziti Studentova t-testu.
Skupina LVM i RVM vykazovala pfi porovnani s pfislusnymi kontrolnimi skupinami (LVC,RVC)

vyznamné signifikantni zvySeni na hladin€é vyznamnosti p < 0,05.

5.2. Stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity Antioxidant Assay kitem

5.2.1. Prvni skupina

Cilem téchto pokusi bylo stanovit celkovou antioxida¢ni kapacitu vzorku, ktera byla
vyhodnocena jako ekvivalent antioxidacni kapacity standardu (Trolox), z jehoz hodnot byla sestrojena

kalibracni ktivka (Obr. 10).

Pokus probéhl na vzorcich z deseti zvitat (5 kontrol + 5 ovlivnénych morfinem). Samostatné

zde byly v duplikatech méfeny vzorky pravych a levych komor obou skupin.
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Obr. 10: Kalibra¢ni kiivka Trolox standardu. Na ose Y jsou vyznac¢eny namefené hodnoty absorbance

a osa X zde predstavuje koncentraci Troloxu.
5.2.1.1. Porovnani antioxida¢ni kapacity tkané pravych a levych komor

Graf 3 poukazuje na rozdily v antioxida¢ni kapacité mezi skupinami vzorkd. U pravych komor
zde nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil, avSak levé komory morfinové skupiny zde
vykazuji pomérny narast antioxidacni kapacity v porovnani s kontrolni skupinou, coz poukazuje na

zvySenou tvorbu antioxida¢nich enzymd, ktera je odpovédi na zvySeny oxidativni stres.

TE/mg proteinu

Graf 3: Antioxida¢ni kapacita myokardu vyjadiena jako TE (Trolox ekvivalent) na 1 mg proteinu,
LVC - levé komory kontrolni skupiny, LVM — levé komory morfinové skupiny, RVC — pravé komory

kontrolni skupiny, RVM — pravé komory morfinové skupiny
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Vyhodnoceni prob&hlo za pomoci programu GraphPad Prism 6 a za pouziti Studentova
t-testu. Ve vzorcich ptipravenych ze skupiny LVM a RVM nebyly po porovnani se vzorky z kontrolni

skupiny (RVC) nalezeny zadné signifikantni rozdily na hladin€ vyznamnosti p < 0,05.

5.2.2. Druha skupina

Pokus probéhl na vzorcich z deseti zvitat (5 kontrol + 5 ovlivnénych morfinem). Samostatné

zde byly v duplikatech méfeny vzorky pravych a levych komor obou skupin.

.60 M

Absorbance (750 nm)
o

Trolox (m M)

Obr. 11: Kalibra¢ni kiivka Trolox standardu. Na ose y jsou vyznaceny naméfené hodnoty absorbance

a osa x zde predstavuje koncentraci Troloxu.

5.2.2.1. Porovnani antioxida¢ni kapacity tkiané pravych a levych komor

Graf 4 poukazuje na rozdily v antioxidacni kapacité mezi skupinami vzorka. U levych komor
zde byl zaznamenan signifikantni rozdil v antioxidacni kapacité, kterd byla u zvifat s morfinem
zvySena. U pravych komor jsme tentokrat nameéfili vzestup antioxidacni kapacity, ktery byl pon¢kud

zvysen naopak u kontrolni skupiny zvitat, avsak s velkou primérnou odchylkou.
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Graf 4: Antioxida¢ni kapacita myokardu vyjadrena jako TE (Trolox ekvivalent) na 1 mg proteinu,
LVC — levé komory kontrolni skupiny, LVM — levé komory morfinové skupiny, RVC — pravé komory
kontrolni skupiny, RVM — pravé komory morfinové skupiny.

* p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil (t-test) LVM vs. LVM

Vyhodnoceni probéhlo za pomoci programu GraphPad Prism 6 a za pouzZiti Studentova t-testu.
Ve skupiné RVM nebylo zjisteéno signifikantni zvySeni, avSak skupina LVM po porovnani s kontrolni

skupinou (LVC) vykazala signifikantni zvySeni na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

5.3. Fluorescen¢ni znaceni ROS dihydroethidiem

Vyhodnocovali jsme vysledky jak vzorki, u kterych byla pouzita inkubace v 0,1 M glycinu,
tak vzorky bez tohoto oSetieni, abychom mohli 1épe urcit nejvhodnéjsi metodu pro toto méteni. V nize
uvedenych grafech 5 a 6 a priloZzeném obrazku 12 je vidét rozdil ve vysledcich takto zpracovanych

tezii. Vyhodnoceni probihalo v programu ImageJ.
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Graf 5, 6: Kvantifikace fluorescen¢niho signalu odpovidajiciho mnozstvi ROS v fezech myokardu.

A. fezy myokardu inkubované navic s glycinem, B. fezy myokardu pouze s DHE. Vysledky jsou
vyjadieny jako primér + S.D.S z vyhodnoceni 10 fezl a jejich mira signifikance je stanovena za
zakladé Studentova t-testu. DHE-Glyc - inkubace s glycinem, DHE - dihydroethidium, Kontrola ROS

- kontroly s DHE, M2 a M3 - zvifata ovlivnéna podavanim morfinu

A. * p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil (t-test) M2 vs. kontrola ROS, ** p < 0,05 statisticky
vyznamny rozdil (t-test) M3 vs. kontrola ROS
B. * p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil (t-test) M2 vs. kontrola ROS, ** p < 0,05 statisticky
vyznamny rozdil (t-test) M3 vs. kontrola ROS

Na grafech mizeme vidét, Ze v myokardu zvirat, kterym byl podavan morfin, byla zvySena
hladina ROS. Byly pouzity vzorky zvifat skupiny C. Vyhodnoceni prob&hlo za pomoci programu
GraphPad Prism 6. Skupina M2 i M3 vykazala v obou ptipadech pti porovnani s pfislusnymi kontrolni

skupinou (kontrola ROS) vyznamné signifikantni zvySeni na hladin€ vyznamnosti p < 0,05.
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Kontrola M2 M3

Obr. 12: Ukazka snimka 20 pm fezil levych komor zvitat skupiny C potizenych konfokalnim
mikroskopem (20x zvétseni, 480GFP/RED)

DHE+Cilyein

DHE

5.4. Sledovani exprese enzymii ucastnicich se antioxida¢nich procesi myokardu

Dalsim cilem bylo sledovani exprese vybranych typl antioxidac¢nich enzymt v potkanim
myokardu a jeji ovlivnéni poddvanim morfinu. Jednim z testovanych enzyml byla
glutathionperoxidaza (GPx), u které byly provedeny analyzy nékolika jejich podtypti, a to GPx-1/2 a
GPx-6 (graf 7, 8, 9, 10). GPx enzymy jsou selenobsahujici tetramerické glykoproteiny, které zabranuji
peroxidaci bunécnych membran. GPx-1/2 jsou pak nejcastéji pfitomny v kosterni svaloviné a
nervovych burikach, zatimco GPx-6 jsou nejvice koncentrované v ¢ichovém epitelu, avSak i v srdci
jsou jejich métitelné hodnoty [80]. Dale byla sledovana exprese SOD 1, SOD2, SOD 3 a CAT (graf
11, 12, 13, 14). Vyhodnoceni probéhlo na vzorcich z testovacich skupin A a B.



5.4.1. GPx 1/2
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Graf 7: Imunoblot (A) a grafické vyjadieni (B) exprese GPx-1/2. Kvantitativni vyhodnoceni bylo
provedeno s pouzitim programu GraphPad Prism 6. Exprese GPx-1/2 pfi podavani riznych davek
morfinu byla vyjadfena percentudlné (£ SEM) vzhledem k mnozstvi stanovenému v odpovidajicich
kontrolnich vzorcich (100%). U skupiny zvitat M0,1 bylo pozorovéno signifikantni zvySeni exprese
GPx-1/2 na hlading€ vyznamnosti p < 0,05. * p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil (t-test): MO,1 vs. C
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Graf 8: Imunoblot (A) vzorkll levych komor a grafické vyjadfeni (B) exprese GPx-1/2.
Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno s pouZzitim programu GraphPad Prism 6. Exprese GPx-1/2
pfi podavani riznych davek morfinu byla vyjadfena percentualné (£SEM) vzhledem k mmnozstvi
stanovenému v odpovidajicich kontrolnich vzorcich (100%). Po porovnani morfinovych skupin
pravych a levych komor s kontrolnimi skupinami, nedochéazelo k signifikantnim rozdilim na hladiné

vyznamnosti p < 0,05.

56



5.4.2. GPx-6
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Graf 9: Imunoblot (A) a grafické vyjadieni (B) exprese GPx-6. Kvantitativni vyhodnoceni
bylo provedeno s pouzitim programu GraphPad Prism 6. Exprese GPx-6 pti podavani riznych davek
morfinu byla vyjadiena percentudlné (+SEM) vzhledem k mnozstvi stanovenému v odpovidajicich
kontrolnich vzorcich (100%). Po porovnani morfinovych skupin s kontrolni skupinou, nebyl zjistén

signifikantni rozdil na hladin€ vyznamnosti p < 0,05.

57



23kDy - - - g — e —

Cl C2 C3 C4 Ml M2 M3 M4

GPx-6
150 -
)
o N —_
g 100 4
o
-4
@
5 s0-
™
o
14
D' T
G &
& &

Graf 10: Imunoblot vzorki levych komor a grafické znazornéni exprese GPx-6. Kvantitativni
vyhodnoceni bylo provedeno s pouzitim programu GraphPad Prism 6. Exprese GPx-6 pfi podavani
ruznych davek morfinu byla vyjadfena percentualné (£SEM) vzhledem k mnozstvi stanovenému v
odpovidajicich kontrolnich vzorcich (100%). Po porovnéni morfinovych skupin pravych a levych

komor s kontrolnimi skupinami, nedochazelo k signifikantnim rozdiliim na hladin€ vyznamnosti p <

0,05.
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5.4.3. SOD-1
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Graf 11: Imunoblot (A) vzorkd levych komor a grafické vyjadieni (B) exprese SOD-1.
Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno s pouzitim programu GraphPad Prism 6. Exprese SOD-1
pfi podavani riznych davek morfinu byla vyjadiena percentudlné (£SEM) vzhledem k mnozstvi
stanovenému v odpovidajicich kontrolnich vzorcich (100%). U LVM i RVM skupiny zvitat bylo
pozorovano signifikantni zvySeni exprese SOD-1 na hladiné vyznamnosti p < 0,05. * p < 0,05
statisticky vyznamny rozdil (t-test): LVM vs. LVC, ** p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil (t-test):
RVM vs. RVC
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5.4.4. SOD-2
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Graf 12: Imunoblot (A) vzorki levych komor a grafické vyjadieni (B) exprese SOD-2.
Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno s pouzitim programu GraphPad Prism 6. Exprese SOD-2
pti podavani riznych davek morfinu byla vyjadfena percentualné (+SEM) vzhledem k mnozstvi
stanovenému v odpovidajicich kontrolnich vzorcich (100%). Po porovnani morfinovych skupin
pravych a levych komor s kontrolnimi skupinami, nedochizelo u RVM skupiny k Zzadnému
signifikantnim rozdilim na hladin€¢ vyznamnosti p < 0,05. U LVM skupiny zvifat bylo pozorovano
signifikantni zvySeni exprese SOD-2 na hladiné vyznamnosti p < 0,05. * p < 0,05 statisticky
vyznamny rozdil (t-test): LVM vs. LVC
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5.4.5. SOD-3
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Graf 13: Imunoblot (A) vzorkli levych komor a grafické vyjadieni (B) exprese SOD-3.
Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno s pouZitim programu GraphPad Prism 6. Exprese SOD-3
pfi podavani riznych davek morfinu byla vyjadiena percentudlné (£SEM) vzhledem k mnozstvi
stanovenému v odpovidajicich kontrolnich vzorcich (100%). U LVM skupiny zvifat bylo pozorovano
signifikantni zvySeni exprese SOD-3 na hladiné vyznamnosti p < 0,05. * p < 0,05 statisticky
vyznamny rozdil (t-test): LVM vs. LVC

61



5.4.6. CAT
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Graf 14: Imunoblot (A) vzorkli levych komor a grafické vyjadieni (B) exprese Cat.
Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno s pouzitim programu GraphPad Prism 6. Exprese Cat pii
podavani riznych davek morfinu byla vyjadfena percentualné (£SEM) vzhledem k mnoZstvi
stanovenému v odpovidajicich kontrolnich vzorcich (100%). Po porovnani morfinovych skupin
pravych a levych komor s kontrolnimi skupinami nebyl zjistén signifikantni rozdil na hladiné

vyznamnosti p < 0,05.
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6. Diskuze

Jednim z cili této diplomové pace bylo zjistit, jaky vliv md podani morfinu potkantim (Ctyfi rizné
zpisoby davkovani: 0,1 mg/kg za den po dobu 28 dni; 1 mg/kg za den po dobu 28 dni; 1 mg/kg za den
po dobu 28 dni + nésledné abstinence 7 dni; 10 mg/kg za den po dobu 10 dni) na expresi glutathion
peroxiddz v srdci. Zaméfili jsme se na GPx-1/2 a GPx-6, které jsou Casto se vyskytujicimi podtypy
téchto antioxidacnich enzymd, pfiCemz dominantni je zde ptredevSim GPx-1/2. GPx-1 i GPx-2 jsou
enzymy, které obsahuji ve své struktufe selen. GPx-1 hraje svou ulohu v antioxidacnich
mechanismech, kter¢ se tykaji pravé predevs§im cév a jeji hladiny ovliviiuji tieba téz tloustku intimy-
medie karotid a riziko kardiovaskularnich onemocnéni [81]. GPx-1 je povazovana za silny prediktor
kardiovaskularnich onemocnéni [82]. GPx-2 je téz dulezitym enzymem, jenz je aktivni zvIasté ve
svalech. Vzhledem ke své skoro totozné distribuci je studovan spolecné¢ s GPx-1. Bylo prokazano, ze
spole¢n¢ v pripadé posSkozeni gent pro jejich syntézu dochazelo k zvySenému poctu bakterialnich
infekci a vzniku rakoviny ve stfevnim epitelu [83]. Jejich tlohou je redukovat lipidové hydroperoxidy
na odpovidajici alkoholy a peroxid vodiku na vodu a jejich zvySena syntéza tedy mize byt jednim z
prediktor( probihajiciho oxidativniho stresu. GPx-6 je téZ podtypem, ktery se vyskytuje v srdci, avSak
v niz§ich hladinach, nez tomu bylo u pfedchozich dvou podtypt. Jeho primarnim mistem ucinku je

piedevsim Cichovy epitel, ale jeho biosyntéza probiha i v myokardu [80].

Meéfeni pomoci imunoblotl pfineslo nékolik vysledki. V ptipadé GPx-6 se nepodafilo
prokazat zadny signifikantni rozdil v mnozstvi tohoto enzymu pti porovnani s kontrolami, coz se da
pfisuzovat nepfili§ vysoké expresi GPx-6 v daném typu tkan€ a tak i niz§i vyznamnosti a
ovlivnitelnosti moznych oxidativnim stresem. Naproti tomu hladina GPx-1/2 byla na hlading
vyznamnosti p< 0,05 signifikantn¢ zvySena u MO,1 skupiny, coz naznacuje jeji zvySenou expresi v
dasledku oxidativniho stresu vyvolaného podavanim morfinu a nasledné odpovédi organismu na tyto
nové podminky, jenz zahrnuje zvySenou produkci antioxidantl, kterymi se t€lo snazi branit pred
nebezpecim ve forme volnych radikald. Je tedy mozné se domnivat, ze vlivem podavani morfinu a
naslednym oxidativnim stresem dochazi k rizné€ silnému ovlivnéni exprese rozmanitych

antioxidacnich enzymt, a ze tyto vlivy primarné silnéji pisobi na vice exprimované typy enzymd.

Dalsi zkoumanou skupinou zvifat byli potkani, kterym byla podavéna konstantni davka
morfinu (10 mg/kg) po dobu deseti dni. Srdce byla rozdélena na pravé a levé komory, ze kterych byly
nasledné optimalizovanou metodikou frakcionace a homogenizace myokardu separovany plasmatické
membrany. Tyto vzorky se staly vychozim materidlem pro nckolik rozdilnych pokust. Zkoumani

pomoci imunoblotli prob¢hlo za pouziti nékolika riznych protilatek, které byly zamétené na detekci
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antioxida¢nich enzymt GPx-1/2, GPx-6, SOD-1, SOD-2, SOD-3 a CAT. V téchto experimentech vSak
GPx-1/2 ani GPx-6 nevykazovaly zadné signifikantni zvySeni u vzorki pravych nebo levych komor,
takze je jejich podil na odstranovani oxidativniho stresu pfi této davce morfinu diskutabilni . V ptipadé
GPx-1/2 byla sice patrna urcita tendence ke zvySené expresi, avSak vzhledem k relativné vysokym

odchylkdm pii hodnoceni vysledki nebyly tyto rozdily statisticky vyznamné.

SOD-1 je méd a zinek vazajici antioxidacni enzym, ktery je zodpovédny za odstrafiovani
volnych superoxidovych radikdli jejich pfeménou na molekuldrni kyslik a peroxid vodiku. Je to
rozpustny cytoplazmaticky isoenzym a téz se nachdzi v bunénych mitochondriich. Mutace SOD-1
vedou Casto ke vniku amyotrofické lateralni sklerdzy, jejiz vznik mtize byt ovlivnén zvySenou
produkci hydroxylovych radikali [84]. V naSich experimentech zaméfenych na sledovani vlivu
morfinu SOD-1 nevykazala Zadnou zvySenou hladinu v porovnani s jejimi koncentracemi v
kontrolnich vzorcich. Jeji tloha v srdci pii regulaci oxidativniho stresu za téchto podminek je tedy
ziejm& minoritni. Naproti tomu hladina SOD-2 v levych komorach piekrocila potiebnou hladinu pro
uznani signifikantniho rozdilu a vykazala zfetelné zvySeni oproti kontrolni koncentraci. SOD-2 je z
rodiny Fe-Mn superoxiddismutéz. Jsou to mitochondrialni homotetramery, které vazi jeden Mn”" ion
na jednu podjednotku. Vazi se na superoxidové vedlejsi produkty vzniklé oxidativni fosforylaci a méni
je peroxid vodiku a dvouatomarni kyslik. Mutace genu pro SOD-2 je asociovdna se vznikem
idiopatické kardiomyopatie, pfedCasného starnuti a rakoviny [85,86]. Jeji zvySeny vyznam v srdci
naznacil i vysledek naseho pokusu, nebot” doSlo k rozdilim v expresi tohoto enzymu. Je patrné, Ze
organismus reagoval na pravidelné davky morfinu zvySenou syntézou SOD-2). Zajimavé bylo vSak
zjisténi, Ze ve vzorcich pravych komor nebyly zaznamenany zadné statisticky vyznamné rozdily.
Mechanismy zahrnujici odpovéd’, ktera aktivuje syntézu SOD-2, tedy budou pravdépodobné citlivejsi

v levych komorach, ptipadné tato tkan mtze byt nachylnéjsi na vznik oxidativniho stresu.

SOD-3 je Cu/Zn enzym, ktery téz katalyzuje dismutaci dvou superoxidii za vzniku peroxidu
vodiku a kysliku. Chrani pfedevs§im mozek a plice, kde je hladina jeho exprese nejvyssi, avSak
vyskytuje se i v jinych typech tkani, kde plni stejnou funkci. Je syntetizovana uvniti bunék a jeji ¢ast
prochazi do extracelularniho prostoru, kde tvofi glykosylované homotetramery ukotvené v
extracelularni matrix. Je téZ spojovana se zanétlivou odpovédi a systemickou sklerodermou [88]. Jako
jeden z n¢kolika antioxida¢nich enzymu byl studovan ve spojitosti se vznikem rakoviny prsu, protoze

je schopen zabranovat oxidativnimu poSkozeni DNA, ktera je prave s timto jevem asociovana [87].

Imunobloty detekujici hladinu SOD-3 prokézaly signifikantni rozdil mezi kontrolni a
morfinovou skupinou zvifat. Koncentrace tohoto antioxidacniho enzymu byla opét v levych komorach
zvySend natolik, ze je mozné ji povazovat za statisticky prikaznou. Pravé komory i v tomto ptipadé

vykazovaly velké odchylky v naméfenych vysledcich a mozny vliv morfinu na expresi tohoto enzymu
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zde nebyl potvrzen. Z téchto vysledkd je mozné usuzovat, ze i SOD-3 je jednim z enzymu, jehoz

syntéza mlize byt piimo ovlivnéna morfinem indukovanym oxidativnim stresem ve tkani myokardu.

Poslednim zkoumanym antioxidaénim enzymem byla katalaza (CAT). CAT je enzym
hemového typu, ktery je pritomen téméf ve vSech builkdch aerobnich organismi, kde transformuje
peroxid vodiku na vodu a kyslik a timto odbourava toxicky efekt peroxidu vodiku. Je tedy spojovéana s
vétSinou chorob, které souvisi s oxidativnim stresem, jako je tfeba cukrovka, astma, Alzheimerova
choroba, revmatoidni artritida a rakovina. Mutace jejiho genu, ktera ma za nasledek jeji snizenou
aktivitu, je vSak pfimo zodpovédna pouze za jednu znamou chorobu, a tou je akatalasemie [89,90,91].
Imunoblotova analyza hladin CAT provedena v naSich experimentech neprokdzala zadné markantni
rozdily v koncentracich tohoto enzymu v morfinovych a kontrolnich vzorcich myokardu. Nepodafilo

se nam tedy potvrdit jeji potencidlni roli v regulaci morfinem indukovaného oxidativniho stresu.

Dalsi metodika, ktera byla v této praci pouzita, vyuzivala kitl od firmy Cayman Chemicals,
které vyuzivaly dvou riznych principit. Prvnim byl kit zaméfeny na detekci koncentrace volného
8-isoprostanu, ktery je povazovan za marker deficience antioxidantli a pfitomnosti oxidativniho stresu
[77]. Isoprostany jsou totiz skupinou eikosanoidii neenzymatického ptivodu, které vznikaji ndhodnou
oxidaci tkanovych fosfolipidi ROS. 8-isoprostan piisobi jako silny pulmondlni a renalni
vazokonstriktor a je zndm jako mediator oxidativniho poskozeni plic [92]. Pro tcely analyzy pomoci
této metody byly dle pfiloZzenych instrukci pouzity vzorky supernatantu ziskaného béhem frakcionace
myokardu. Byla provedena dvé méfeni, pfiCemz v prvnim z nich byly zjistény signifikantn€ zvysené
hladiny koncentrace 8-isoprostanu v pravych komorach morfinem ovlivnénych zvitat, avSak v levych
komorach nebyl zaznamenan prokazatelny rozdil. V druhém opakovani stejného pokusu na dalSich
vzorcich byly naméfeny jesté vyraznéjsi rozdily ve vzorcich pravych komor, a markantni zvySeni
hladin 8-isoprostanu bylo tentokrat zjist€no i v levych komorach, coz koresponduje oxidativnimu
stresu v této tkani. Tyto vysledky souhlasi i snasimi nalezy ziskanymi pomoci imunoblotl, které
naznadily, Ze tkan levych komor citlivé reaguje na morfinem indukovany oxidativni stres zvySenou

expresi nékterych antioxida¢nich enzymd.

V dalsi ¢asti byl na§ vyzkum zaméten na monitorovani celkové antioxidacni kapacity vzorkd,
které bylo provedeno pomoci kitu od firmy Cayman Chemical. Tento Antioxidant Assay kit pracoval
na principu méfeni celkové antioxidaéni kapacity a jejiho porovnani s ekvivalenty troloxu, coz je téz
latka s antioxida¢nimi U€inky a ve vodé rozpustny homolog tokoferolu [79]. Tato metoda je zalozena
na schopnosti antioxida¢nich enzymii ve vzorcich inhibovat oxidaci ABTS (2,2'-azinobis-(3-
ethylbenzothiazol-6-sulfonova kyselina) na ABTS*. Mnozstvi vzniklého ABTS* je poté méteno a

porovnavano s antioxidacni aktivitou troloxu [93].
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Prvni pokus neprokazal zadné velké rozdily mezi kontrolami a morfinovymi vzorky, at’ uz
levych ¢i pravych komor. V druhém opakovani pokusu s novymi vzorky se vSak podafilo naméfit
signifikantni odchylku. V tomto pfipadé byl tento vysledek opét zaznamendn na vzorcich levych
komor, které vykazovaly mnohem vys$i antioxidacni kapacitu nez kontroly. To naznacuje, ze u
morfinem ovlivnénych zvitat doslo ke zvySené produkci antioxidantd, a to predevsim ve tkani levych
komor nasledkem zvySeného oxidativniho stresu a koncentrace ROS. Toto zjisténi odpovidalo i

vysledkiim predchozich metodik.

Posledni metodikou, kterd byla testovana pro budouci vyuziti v dalSich experimentech, bylo
vyuziti dyhydroethidia jako markeru volnych radikald na fezech z myokardu. DHE reaguje se
superoxidy za vzniku hydroxyethidia, které zvysuje fluorescenci takto oznacené tkané. Tato souvislost
byla ptfimo prokazana ptfidanim SOD ke tkanovym kulturam, ve kterych byla fluorescence snizena,

protoze SOD katalyzovala odbourani volnych superoxida [94].

Potkani byli rozdéleni kontrolni a morfinové skupiny, které byly po dobu deseti dni
medikovany bud’to fyziologickym roztokem (kontroly) nebo morfinem (10 mg/kg). Dva dny pied
usmrcenim jim bylo intramuskuldrné podéno dihydroethidium, které zde slouzilo pro detekci
superoxidovych radikald [78]. Byly testovany dvé metody, kdy pti jedné byly fezy levych komor jeste
na 30 minut inkubovany v roztoku glycinu, ktery mel udajné potlacit autofluorescenci spojenou
s ptitomnosti aldehyda [95]. Ziskané vysledky ze snimkt pofizenych konfokalnim mikroskopem vsak
neprokazaly zlepSeni v métenich fezli, které byly oSetfeny roztokem glycinu v porovnani s bézné
zpracovanymi fezy. SpiSe naopak zde glycin snizil intenzitu fluorescenéniho signalu vSech fezi. V
obou piipadech byla ovS§em naméfena zvysena koncentrace superoxidovych radikalii u zvirat, kterym
byl podavan morfin. Tyto radikaly nebyly nijak centralizované kolem uréitych intracelularnich

struktur a byly spiSe nepravidelné rozptylené.
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7. Zavér

Vysledky této diplomové prace jasné¢ naznacuji, Ze chronické plisobeni morfinu ovliviluje
redoxni stav v potkanim myokardu. Jak dlouhodobé podavani rozdilnych davek morfinu, tak i
chronicka distribuce jeho konstantniho mnozstvi prokézali signifikantni rozdily v naméfenych
vysledcich. V jednom z experimentli volny 8-isoprostan, ktery je obecné uznavanym markerem
oxidativniho stresu uvniti bunék, zde vykazal jasn¢ zvySené koncentrace v tkani myokardu. Je tedy
mozné uzaviit, Zze morfin podavany po dobu 10 dni v davce 10 mg/kg skutecné indukuje vznik
oxidativniho stresu. Dal§im zplisobem studia této problematiky u stejné ovlivnénych potkant bylo
meéteni celkové antioxidacni kapacity. Zde téz doSlo ke zjiSténi signifikantniho rozdilu tentokrat
predevsim v levych komorach, jejichz antioxida¢ni kapacita byla znacné zvysena. Tato odpoveéd’ mize

byt patrné obrannou reakci na probihajici zvySeni oxidativniho stresu.

Nasledovala série analyz exprese vybranych antioxida¢nich enzymti pomoci imunoblott, pii
kterych byly méfeny tyto enzymy na vzorcich zvitat, kterym byl chronicky podavan morfin ve vyse
zminéné davce, tak na vzorcich levych komor ze zvitat, kterym byly po delsi dobu podavany rozdilné
davky morfinu. Ve skuping zvitat ovlivnénych pravidelnym podavanim 0,1 mg/kg morfinu po dobu 28
dni, byl nalezen signifikantni rozdil v expresi GPx-1/2 v levé komote myokardu, ktera byla zvySena
oproti kontrolam. GPx-6 zde vSak neprokéazalo néjaké vyrazné odchylky. Dale byla provedena méfeni
na vzorcich srdce z potkant, kterym byla podavana davka morfinu 10 mg/kg/den. Signifikantni rozdil
se v tomto piipad¢é podafilo naméfit pouze pro SOD-2, ktera byla ve zvy$ené mife syntetizovana ve
tkani levych komor a podobné byla naméfena zvySena hladina SOD-3, rovnéz v levych komorach.
Také tyto vysledky naznacuji spravnost predstavy, ze morfin v srdci zpiisobuje vznik oxidativniho
stresu. Posledni testovanou metodou, jez byla v rdmci této prace noveé zavadéna pro budouci pouziti
pro podobnou detekci, jsme se snazili detekovat fluorescencné znacenou hladinu superoxidovych
radikalt v levych komorach. Vysledky jasné prokazaly jejich vyssi koncentraci v myokardu

ovlivnéném morfinem.

Zavérem lze tedy fici, ze morfin mél prokazatelné vliv na antioxida¢ni stav v potkanim
myokardu, a to predevs§im ve tkani levych komor, ktera se jevila nachyInéjsi ke vzniku oxidativniho
stresu. Je tedy potfeba pocitat s potencialnimi riziky a moznym poSkozenim tkané, které muze
podavani morfinu vyvolat vzhledem k tomu, Ze i dnes je morfin ¢astou soucasti bézn¢ aplikovanych

anestetik.
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