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Abstrakt 

 Cílem této práce bylo studium exprese proteinů účastnících se reakcí, při kterých jsou v 

organismu odbourávány škodlivé volné radikály. Byl sledován rozdíl v expresi vybraných proteinů 

v myokardu mezi neovlivněnými zvířaty a těmi, kterým byl jednou denně podáván morfin v menších 

dávkách (0,1 mg/kg a 1 mg/kg) nebo ve větších dávkách (10 mg/kg). Menší dávky se podávaly po 

dobu 28 dní a větší pak 10 dní. U malé dávky 1 mg/kg byly též sledovány důsledky abstinence po 

vysazení, která trvala jeden týden. Aplikace morfinu v nízké (0,1 mg/kg) dávce způsobila zvýšení 

hladiny glutathionperoxidáza-1/2, což může být považováno za jeden z možných důsledků 

probíhajícího oxidativního stresu. glutathionperoxidáza-6 v tomto případě neprokázala žádné 

významné rozdíly v naměřených hodnotách. 

 Dalším cílem bylo studium exprese antioxidačních enzymů.  Tento výzkum byl proveden na 

vzorcích myokardu ze zvířat, kterým byly každý den po dobu 10 dní podávány stálé dávky morfinu 

(10 mg/kg). Vzorky tkáně z těchto zvířat posloužily pro naměření hodnot odpovídajících celkové 

antioxidační kapacitě a též pro stanovení hladiny markeru oxidativního stresu 8-isoprostanu, jehož 

obsah byl separátně měřen v tkáni z levých a pravých komor. Byla také zavedena metodika pro in situ 

analýzu hladiny superoxidových radikálů v řezech srdce potkana a měřena hladina exprese 

antioxidačních enzymů glutathionperoxidázy-1/2, glutathionperoxidázy-6, superoxiddismutázy-1, 

superoxiddismutázy-2, superoxiddismutázy-3 a katalázy.  Signifikantní změnu se podařilo zjistit na 

vzorcích levých komor v případě superoxiddismutázy-2 a superoxiddismutázy-3. Oba typy těchto 

superoxiddismutáz jsou důležitými prvky obrany organismu proti volným radikálům a jejich zvýšené 

hladiny mohou reflektovat zvýšené působení oxidativního stresu uvnitř buněk myokardu. Měření 

hladiny 8-isoprostanu přineslo výsledky, které poukázaly na zvýšený oxidativní stres jak v pravých, 

tak levých komorách. Podobně tomu bylo i u měření celkové antioxidační kapacity vzorků myokardu, 

přičemž byla zvýšená náchylnost k působení oxidativního stresu pozorována především ve tkáni 

levých komor. Je zajímavé, že in situ analýza také indikovala přítomnost zvýšeného množství 

superoxidových radikálů především v levých komorách. 

 Celkově se několika nezávislými metodami podařilo prokázat, že podávání morfinu může 

v potkaním myokardu vyvolávat škodlivý oxidativní strsss, což je doprovázeno změnou redoxního 

stavu této tkáně. 

 

 

 

Klíčová slova: oxidativní stres, morfin, myokard, antioxidanty 
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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 situ 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 situ 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 

 

 



 

6 

 

Obsah  

 



 

7 

 

 

  



 

8 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

9 

 

Seznam zkratek 

 

Akt Akt kináza 

APS Amonium persulfát 

cAMP Cyklický adenosinmonofosfát 

CAT Kataláza 

CNS Centrální nervový systém 

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

DHE Dihydroethidium 

DNA Deoxyribonukleová kyselina 

DOP  δ opioidní receptor 

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctová 

ER Endoplazmatické retikulum 

GDP Guanosindifosfát 

GPCR Receptory spražené s G-proteiny 

G-proteiny Heterotrimerní GTP-vazebné proteiny 

GPx-1/2 Glutathionperoxidáza 1/2 

GPx-6 Glutathionperoxidáza 6 

GSH Glutathion 

GSSG Glutathion disulfid 

GTP Guanosintrifosfát 

JAK2 Janusova kináza 2 

kDa Kilodalton 

KOP κ opioidní receptor 

LVC Levé komory kontrolní skupiny 

LVM Levé komory zvířat ovlivněných morfinem 

MAPK MAP-kináza 

MOP μ opioidní receptor 

NADPH Nikotinamid adenindinukleotid fosfát 

OFQ/N Orfanin-FQ/nociceptin 

OR Opioidní receptor 

PBS Fosfátový  

PFA Paraformaldehyd 

PI3K Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát 3-kináza 

ROS Reaktivní formy kyslíku 

RVC Pravé komory kontrolní skupiny 
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RVM Pravé komory zvířat ovlivněných morfinem 

SDS Sodiumdodecylsulfát 

SDS-PAGE SDS-polyakrylamidová gelová elektroforéza 

SOD-1 Superoxiddismutáza 1 

SOD-2 Superoxiddismutáza 2 

SOD-3 Superoxiddismutáza 3 

STAT STAT protein 

TEMED N,N,N´,N´-tetramethyl-1,2-diaminomethan 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Tween Polyoxyethylensorbitan monolaurát 
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1. Úvod 

Morfin je jeden z nejznámějších exogenních opioidů, který je již po staletí extrahován z opia. I dnes je 

hojně využíván v různých klinických studiích a jako součást mnohých anestetik. Má analgetické a 

tišící účinky. Je též používán při léčbě angíny pectoris, infarktu myokardu a tišení kašle, či proti 

průjmům díky jeho konstipačnímu účinku. Patří však také mezi  dobře známé látky, které mohou 

indukovat vznik závislosti. 

Volné radikály jsou v těle běžně přítomné reaktivní formy různých molekul, které obsahují orbital s 

nepárovým elektronem, což vede k jejich zvýšené reaktivnosti. V organismu vznikají při běžných 

metabolických procesech a často jsou následně zapojeny do regulace dalších mechanismů. Volné 

radikály mohou vystupovat jako signální molekuly i jako součást enzymatických mechanismů. Jejich 

koncentrace v buňce je regulována enzymatickými antioxidanty, mezi které patří 

glutathionperoxidáza, superoxidismutáza a kataláza. Tyto enzymy udržují hladinu ROS v organismu v 

určitých mezích, aby nedocházelo k problémům spojených s jejím překročením. Zvýšená koncentrace 

ROS je pro buňky toxická a dochází k poškození biomolekul, což je zvláště závažné v případě 

poškození DNA.  

Ne téma morfinu a jeho vlivu na fyziologické funkce bylo provedeno již mnoho experimentálních 

studií, z nichž byla část zaměřena i na srdce, či právě na jeho spojitost s indukcí zvýšené produkce 

volných radikálů například v jaterní tkáni. Vzhledem k častému použití této látky právě ve spojitosti se 

srdečními chorobami j je tedy důležité provádění dalších experimentů, které mohou pomoci rozšířit 

spektrum  účinků morfinu na myokard, jejichž podkladem může být mj. tvorba ROS v této tkáni. 
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2. Teoretická část 

 

2.1. Opioidy a jejich výzkum 

 Opioidy jsou molekuly peptidické povahy. V dnešní době jsou hojně používány především 

jako analgetika při léčbě bolesti a příbuzných poruch. Historie jejich používání však sahá do dávné 

minulosti, kdy byly požívány především ve formě morfinu obsaženého v opiu. Už ve starém Egyptě 

byly na papyrus zaznamenány případy, kdy bylo opium používáno ke zmírnění bolesti [1]. Samotné 

opium bylo ale nejspíše získáváno zhruba už od roku 3400 př.n.l.. Mák setý (Papaver somniferum) 

začal být tehdy pěstován mmj. pravděpodobně také za účelem získávání opia[2]. Během třetího století 

se opium rozšířilo díky arabským obchodníkům a lékařům. Zásady jeho používání sepsal ve svých 

spisech Theoprastus, řecký filosof, přírodovědec i fyzik. Opium tehdy nebylo používáno pouze jako 

analgetikum, ale inhalace jeho výparů byla využívána také při náboženských rituálech a byly objeveny 

též záznamy, kdy bylo předepisováno jako lék pro příliš často plačící dětí [3]. 

 V roce 1806, Friedrich Sertürner izoloval aktivní látku z opia a pojmenoval ji morfin, podle 

řeckého boha snů, Morfea. O několik let později byl z opia izolován další alkaloid, a to kodein. Čistý 

morfin začal být připravován ve velkých dávkách a po vynalezení podkožní injekce a duté jehly, v 

padesátých letech 19. století, začal být morfin využíván při drobných chirurgických zákrocích a též 

jako přídavek do běžných analgetik. Prvním, kdo použil průběžné podávání morfinu na pokusných 

zvířatech, byl Claude Bernard. Objevil fakt, že zvířata, jimž byl předem podáván morfin, potřebovala 

méně chloroformu ke vzniku anestezie. V roce 1898 byl poprvé syntetizován heroin, který byl 

okamžitě prohlášen za silnější potentnější opiát v porovnání s morfinem. Hledání dalších umělých 

náhrad pokračovalo a tak byl v roce 1939 objeven meperidin, první opiát, jehož struktura byla velmi 

odlišná od struktury morfinu [4]. Následovala syntéza metadonu v roce 1946[5]. Také se jednalo o 

další od morfinu strukturně odlišnou molekulu, která však měla podobné účinky. Weijlard a Erikson v 

roce 1942 poprvé nasyntetizovali nalorfin (N-allylnormorfin), prvního opioidního antagonistu [6]. 

Tato látka byla schopná zvrátit respirační depresi působenou morfinem a uspíšit nástup abstinenčního 

syndromu u závislých jedinců. 

 Od poloviny šedesátých let 20. století začínalo být jasné, že výsledky působení opioidních 

agonistů, antagonistů a smíšených antagonistů/agonistů mohou být nejlépe vysvětleny představou 

různých typů opioidních receptorů. O průkaz jejich existence se pokoušelo několik vědeckých týmů a 

v roce 1973 uspělo s tímto cílem hned několik výzkumných skupin prakticky zároveň [7,8,9]. 

 Po prokázání existence opioidních receptorů, které reagovaly na exogenní látky, bylo nasnadě 

hledat podobné látky endogenního původu, které by měly s těmito receptory interagovat. Jako první 
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endogenní opioid byl objeven enkefalin [10] a v poměrně krátkém časovém úseku následovala 

úspěšná izolace dalších opioidních peptidů, kterými byly dynorfiny a endorfiny [11]. V těchto letech 

byla také intenzivně zkoumána vazebná místa těchto peptidů a tak byla brzy prokázána existence hned 

několika podtypů základních opioidních receptorů. Dnes rozlišujeme tři základní podtypy, které byly 

naklonovány na začátku 20. století. Tyto tři skupiny jsou značeny μ (MOP), κ (KOP), δ (DOP) 

[12,13,14].  

 Výzkum mechanismů signalizace zprostředkované opioidními receptory a s tím spojená 

možnost ovlivnění rozmanitých fyziologických funkcí je stále předmětem zájmu mnohých vědeckých 

studií i v současnosti.  

 

2.2. Opioidní receptory 

 2.2.1. Strukturální charakteristika 

 Hydrofobní analýzy předpokládaných sekvencí aminokyselin klonovaných receptorů odhalily, 

že tyto receptory mají sedm transmembránových  helixů charakteristických pro rodinu receptorů 

spřažených s G proteiny. Model membránové topografie potkaního MOP je uveden na obrázku 1. 

 GPCR jsou receptory na povrchu buněk, které mají na sobě navázané heterotrimerní GPT-

vázající regulační proteiny, jsou označované jako G proteiny. G proteiny zajišťují přenos signálu z 

receptoru na jeden či více efektorových proteinů. G proteiny mají tři samostatné podjednotky – alfa, 

beta a gama, které jsou uspořádané tak, že alfa podjednotka je s navázaným GDP připojena k beta a 

gama podjednotce a společně tak tvoří trimerní protein. Aminokyselinové sekvence opioidních 

receptorů jsou při vzájemném porovnání zhruba asi z 60% identické. Vyšší podobnost je možno najít v 

transmembránových oblastech, kde shoda dosahuje 73-76%, ovšem pouze u dosud objevených 

receptorů. Naproti tomu extracelulární části jsou poměrně rozdílné a shodují se asi jen v 34-40%. 

Mimo skupinu opioidních receptorů jsou to poté somatostatinové receptory, také z rodiny GPCR 

receptorů, které vykazují jistou shodu ve struktuře s opioidními receptory (34-42%) [15]. Na 

extracelulárních N-koncových doménách se často vyskytují  glykosilační  místa  a  intracelulární   C-

koncová doména je bohatá na cysteinová residua. 
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Obr. 1: Schéma potkaního MOP receptoru. TM - transmembránový segment, EL - extracelulární 

smyčka, IL - Intracelulární smyčka (upraveno z [55]) 

  

 2.2.2. Distribuce OR 

 Opioidní receptory se nachází ve velkém množství tkání, ale jejich výskyt je nejvyšší v 

centrální nervové soustavě, kde se mohou účastnit regulace vnímání bolesti.  V CNS je několik oblastí, 

které jsou specificky zodpovědné za regulaci určitých fyziologických funkcí. OR v mozkovém kmenu 

hrají roli v regulaci krevního tlaku, dýchacích funkcí a vniku nausey. Mediální thalamus pak 

představuje oblast, kde dochází k řízení vjemu bolesti. Vysoká hustota OR je též v míšním oblasti 

substantia gelatinosa, kde dochází k utlumení bolestivého aferentního stimulu. OR v limbickém 

systému mohou ovlivňovat emoce a receptory v hypothalamu pro změnu neuroendokrynní sekreci. OR 

jsou však rozšířeny i na periferních nervových vláknech, kde se nachází především na jejich koncích 

[16]. 
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2.2.3. Typy OR 

  2.2.3.a MOR - µ-opioidní receptor 

 MOR byl poslední rodinou opioidních receptorů, která byla naklonována roku 1993 [12]. 

Agonistou tohoto receptoru je morfin, po kterém je také pojmenován. MOR má velkou afinitu k 

morfinu, naloxonu a enkefalinu. Též se na něj dobře váže  selektivní ligand DAMGO [17]. 

 MOR receptory jsou lokalizovány především v CNS v předním, středním i zadním mozku. 

Dále je na jejich množství bohatá také mozková kůra, thalamus, hipokampus a amygdala. Jejich 

rozložení jasně odkazuje na jejich významnou roli v regulaci vnímání bolesti a v sensomotorice [21]. 

Rozlišují se dva podtypy - µ1 a µ2 (Tab. 1) 

Tab. 1: Fyziologický vliv aktivace MOR receptorů [upraveno z 21] 

Typ MOR Fyziologický účinek 

µ1  Supraspinální analgezie, euforie, uklidnění a 

uvolnění prolaktinu, indukce katalepsie 

µ2 Respirační deprese, fyzická závislost, svědění, 

uvolnění růstového hormonu, konstipační účinek, 

bradykardie (snížení srdeční činnosti) 

  

  2.2.3.b KOR – κ-opioidní receptor  

 KOR byl druhou rodinou opioidních receptorů, která byla naklonována roku 1993 [13]. 

Agonisty tohoto receptoru jsou např. ketocyklazocin, dynorfin A, bremazocin a tifluadol. KOR jsou 

přítomny v mozkovém kmeni, míše, amygdale, čichovém bulbu, thalamu a hypothalamu (area 

preoptica) [16]. Dělí se do tří podtříd – κ1-κ3. Výše zmíněné ligandy se neselektivně váží na všechny 

tři podtypy. Selektivním agonistou například pro κ1 je pak U69 a 593 [19]. Aktivace KOR vede k 

mióze (zúžení očních zornic) a tyto receptory jsou zapojeny také v regulaci nocicepce, diurézy, příjmu 

potravy a neuroendokrynních a imunitních funkce.  
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  2.2.3.c DOR – -opioidní receptor 

 DOR byl prvním naklonovaným opioidním receptorem [14]. Tyto receptory jsou méně široce 

distribuované ve srovnání s předchozími skupinami OR. Jejich nejvyšší hustota se nachází v čichovém 

bulbu, mozkové kůře, nucleus accumbens a caudate putamen. Jsou umístěny presynapticky na 

primárních aferentních neuronech, kde inhibují výlev neurotransmiterů. Ovlivňují tedy analgesii a též 

snižují gastrointestinální motilitu a dechovou frekvenci [11, 20]. 

  2.2.3.d NOR – N/OFQ opioidní receptor 

 Tento receptor by naklonován až roku 1994. To vedlo k objevu nového neuropeptidu 

pojmenovaného orfanin PQ nebo též nociceptin (OFQ/N) [22]. S ostatními receptory sdílí vysokou 

strukturní homologii, ale jeho afinita k jejich typickým ligandům je nízká nebo nulová. S předchozími 

OR se shoduje především v transmembránových oblastech. Největší odlišnost je pak v 

extracelulárních doménách, sloužících jako vazebná místa pro ligandy [13]. Aktivací tohoto receptoru 

dochází ke snižování nervové vzrušivosti a inhibici výlevu neurotransmiterů. Jeho klinické využití se 

stále hledá, ale prozatímní testy prokázaly jeho anxiolytické a analgetické působení. 

 2.2.4. Přenos signálu pomocí GPCR  

 Receptor musí být nejdříve aktivován vazbou ligandu, který se váže na extracelulárně 

umístěné smyčky α helixů receptoru. Po navázání ligandu, který zde působí jako agonista, dojde ke 

konformační změně OR a jeho aktivaci. Heterotrimerní G protein, umístěný intracelulárně, je též po 

aktivaci receptoru pozměněn a dojde k u něj na Gα podjednotce k výměně GDP za GTP. Tato výměna 

je vlastně znakem aktivace G proteinu. Když proběhne tato výměna, dojde k odpojení α podjednotky 

od βγ dimeru a G protein inhibuje aktivitu adenylátcyklázy (Obr. 2) Díky aktivaci opioidního 

receptoru může dojít k uzavření napěťově citlivých vápníkových kanálů. Zároveň je také stimulován 

výtok draselných iontů ven z buňky. Díky těmto změnám nastane na membráně hyperpolarizace. 

Kromě těchto změn je ještě snížena syntéza cyklického adenosinmonofosfátu (cAMP), buněčného 

druhého posla. Inhibice enzymatické aktivity adenylátcyklázy, která katalyzuje přeměnu ATP na 

cAMP, způsobí pokles koncentrace intracelulárních hladin cAMP. Všechny tyto změny vedou ke 

snížení nervové vzrušivosti a poklesu, či až inhibici přenosu nervových signálů a výlevu 

neurotransmiterů. GTP je nakonec hydrolyzováno vnitřní  GTPázovou  aktivitou  α podjednotky a α 

podjednotka se poté připojuje zpět k βγ dimeru. 



 

17 

 

 

Obr. 2: Přenos signálu pomocí OR. G - G protein, AC - adenylátcykláza, cAMP - cyklický 

adenosinmonofosfát, ATP - adenosintrifosfát (upraveno z [21]) 

 

 2.2.5. Vazba ligandu 

 Jako agonisté působí ligandy, které se váží na receptor na jeho vazebném místě a aktivují jej, 

což vyvolá příslušnou fyziologickou odpověď. Tyto ligandy se podle síly jejich účinku dělí na plné a 

částečné agonisty. Některé ligandy však na jednom typu receptorů působí jako agonisté a na jiném 

jako antagonisté. Tyto látky řadíme do skupiny smíšených agonistů-antagonistů. Do této skupiny patří 

například buprenorfin (Obr. 3), který se silně váže na receptory, avšak jeho aktivita je velmi nízká. 

Na  receptorech vystupuje tento ligand jako antagonista. Je dnes hojně využíván při medikaci 

drogově závislých [23]. 

 Antagonisté jsou pak ligandy, které zabraňují účinku agonistů na receptoru. Svou vazbou 

blokují (kompetitivním způsobem) vazebné místo pro agonisty, případně se váží na jiném místě, ale po 

jejich navázání dojde ke konformační změně vazebného místa pro ligandy, což též vede k znemožnění 

vazby agonisty (alosterická inhibice) a následné aktivaci receptoru. Reverzibilní kompetitivní agonisté 

kompetují o vazebné místo s agonisty. Jejich účinek může být vyrušen, když je navýšena koncentrace 
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agonistů. Naopak u ireverzibilního kompetitivního agonisty v tomto případě k jeho uvolnění dojde jen 

velmi slabě nebo vůbec [24]. 

 

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

 A. Aktivace KOR indukuje úzkost a stres, který často vyústí v další příjem drogy. 

 Aktivace MOR vede k posílení drogové závislosti. 

 B. Buprenorfin má výhodnou schopnost blokovat aktivaci KOR, ovšem i tak zde může 

 vznikat závislost díky aktivaci MOR. 

 C. Společné podávání  opioidního antagonisty naltrexonu blokuje aktivaci MOR 

 buprenorfinem a zabraňuje tak vzniku závislosti (upraveno z [25]). 

 

 2.3. Morfin 

  2.3.1. Syntéza 

 Dnes je mnoho látek, které mají podobné farmakologické vlastnosti jako morfin, ten je však i 

nadále běžně užívaným standardem, se kterým jsou všechna nová analgetika poměřována. Syntéza 

morfinu je složitým procesem a tak je tato látka stále extrahována z opia. Opium jako takové obsahuje 

množství alkaloidů, ale klinicky využitelné jsou jen 3 – morfin, kodein a papaverin (Obr. 4). Tyto 

alkaloidy se mohou rozdělit do dvou chemických skupin – fenantreny a benzylsochinoliny. Hlavními 

fenantreny jsou morfin (10 % opia), kodein (0,5%) a tebain (0,2%). Hlavními benzylsochinoliny jsou 

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

 Struktura uhlíkatého řetězce opioidních alkaloidů je zobrazena na obrázku 4. Mnoho 

semisyntetických derivátů je tvořeno jednoduchými modifikacemi morfinu. Kodein je například 

metylmorfin, methylová skupina je připojena na fenolovou hydroxylovou skupinu. Vlastnosti opioidů 

mohou být ovlivněny jejich strukturními modifikacemi. Může se tak změnit jejich afinita k různým 

typům opioidních receptorů, jejich aktivita ve vztazích agonista vs. antagonista, rozpustnost v tucích a 

odolnost proti metabolickému odbourání.  

 

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

  

 2.3.3. Absorbce a metabolismus 

 Běžně jsou opioidy absorbovány v gastrointestinálním traktu. Je možná absorpce i přes 

rektální mukózu, čehož je využíváno pro výrobu čípků obsahujících morfin, hydromorfon a další. 

Lipofilní opioidy jsou také absorbovány skrze nazální a bukální mukózu [26]. Opioidy s nejvyšší 

tukovou rozpustností mohou být dokonce absorbovány transdermálně [27]. Jejich absorpce probíhá 

také při subkutánní, či intramuskulární injekci a mohou pronikat adekvátně do míchy po epidurální či 

intratekální aplikaci. Většina opioidů, včetně morfinu, má snížený efekt při stejné dávce podané orálně 

oproti parenterální administraci, protože zde dochází k metabolickým dějům v játrech. Například 

biodostupnost morfinu při orálním požití je pouze 25% a časová křivka účinku je také poněkud delší. 

Pokud je však morfin podán intravenózně, nastupuje jeho efekt okamžitě [28]. 

 Morfin je asi z jedné třetiny v plazmě vázán na proteiny a sám ve tkáni nepřetrvává déle než 

24 hodin. V metabolismu morfin tvoří konjugáty s kyselinou glukuronovou. Jsou to morfin-6-

glukuronid a morfin-3-glukuronid. Tyto molekuly jsou značně polární, ale stále mohou procházet 

hematoencefalitickou bariérou tak, aby měly signifikantní klinický efekt [29]. Morfin-3-glukuronid je 
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znám, že ve vyšších koncentracích způsobuje hyperalgézii, zatímco morfin-6-glukuronid je 

zodpovědný za přídatné analgetické efekty morfinu [56,57]. 

 Jen velmi malá množství nepozměněného morfinu jsou exkretována z těla. Primárně je v těle 

totiž eliminován glomerulární filtrací, především ve formě morfin-3-glukuronidu. Během prvního dne 

je vyloučeno zhruba 90%. Enterohepatická cirkulace však způsobuje, že se morfin a jeho glukuronidy 

s malých množstvích objevují v moči a stolici ještě několik dnů po poslední dávce [30]. 

 

 2.3.4. Morfin a kardiovaskulární systém 

 Bylo prokázáno, že opioidní receptory a k nim se vážící endogenní opioidy jsou přítomny také 

v srdci. Jejích vliv na základní srdeční funkce může probíhat několika cestami. Dalším faktem však je, 

že srdeční onemocnění či stres mohou působit na opioidní systém a ten pak zpětně ovlivní funkci 

myokardu. Opioidní receptory přítomné na srdci byly prokázány podáním nespecifického antagonisty 

naloxonu. Tato látka v srdci zvýšila kontraktilitu, hladinu vápníku v cytosolu a též alkalózu [38]. 

 U ležících pacientů nevyvolávají léčebné dávky morfinu žádné markantní zvýšení srdečního 

rytmu, avšak způsobí periferní vasodilataci a inhibici baroreceptorových reflexů. Proto při změně 

polohy z leže do sedící dochází ortostatické hypotenzi a občasným mdlobám. U lidských zdravých 

pacientů nebyly prozatím prokázány signifikantní změny ve funkci myokardu. Intravenózně 

aplikované dávky 8 až 15 mg morfinu vedly ke snížení spotřeby kyslíku, koncového diastolického 

tlaku v levých komorách a celkové práce srdce. U pacientů s infarktem myokardu se odpovědi na 

podání morfinu více lišily jak v typu, tak v síle odpovědi [31, 37].  

 Morfin projevuje také terapeutický efekt při léčbě angíny pectoris a akutních infarktech 

myokardu, kdy pomáhá ulevit při ischemii. Není stále jisté, jestli analgetické účinky morfinu v této 

situaci jsou vyvolané reverzí acidózy, což může stimulovat lokální acido-senzitivní iontové kanály 

nebo díky přímému analgetickému účinku na nociceptivních aferentních vláknem přímo v srdci [32]. 

 Pokud byl morfin podán před experimentálně vyvolanou ischemií, byly prokázány jeho 

kardioprotektivní účinky. Morfin dokáže napodobovat fenomém ischemického preconditioningu, kdy 

krátká ischemická epizoda může paradoxně ochránit srdce před další rozsáhlejší ischemií. Tento efekt 

je způsoben především díky δ receptorům, které signalizují skrze mitochondriální ATP-senzitivní 

draselné kanály v kardiomyocytech. Tento efekt je také pozorovatelný u dalších GPCR signalizujících 

pomocí Gi proteinů [33]. Bylo též zjištěno, že opioidy vážící se na δ receptory by mohly mít 
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antiarytmické a antifibrilační vlivy během a po periodách ischemie [34]. Naproti tomu existují i studie, 

které naopak tvrdí, že opioidy vázající se na δ receptory mohou být arytmogenní [35]. 

 Vysoké dávky morfinu mohou být použity pro celkovou anestézii, avšak snížení krevního 

tlaku a periferního odporu, jsou problematické faktory. Fentanyl a sufentanil jsou látky, které jsou 

silnými selektivními μ agonisty a které nezpůsobují takovou hemodynamickou nestabilitu během 

operací, což je způsobeno také zčásti tím, že nezpůsobují výlev histaminu [36]. Podávání morfinu 

nebo kodeinu potkanům u nich nezpůsobilo ovlivnění krevního tlaku a byl zaznamenán pouze mírný 

pokles srdeční frekvence [39]. Chronické podávání morfinu psům po dobu dvou týdnů tak, aby vznikla 

závislost, způsobilo progresivní snížení v srdeční frekvenci, které bylo evidentní během prvních 3 

hodin po dávce a vydrželo po dobu dvou dní. Návrat na běžné hodnoty trval až 10 dní v době následné 

abstinence [40]. 

 Morfin společně s fentanylem byly též prokázány jako látky snižující kontraktilitu myokardu. 

Ovšem mechanismy jejich účinku se zřejmě značně odlišují, protože při podání fentanylu došlo ke 

snížení hladiny koncentrace intracelulárního Ca
2+

, avšak morfin žádnou takovou změnu nevyvolal 

[41]. Morfinem indukovaný preconditioning snížil velikost infarktu, avšak tento efekt byl zrušen 

podáním naloxonu [42]. Kardioprotektivní účinek morfinu není nejspíše způsoben aktivací MOR 

receptorů, protože DAMGO, též MOR agonista, nemělo vliv na velikost infarktu po vyvolané ischemii 

[43]. Předpokládaný mechanismus vzniku této zvýšené odolnosti na poškození zahrnuje aktivaci 

mitochondriálních ATP-senzitivních K
+
 kanálů v kardiomyocytech. Otevření těchto kanálů je 

považováno za protektivní z důvodu zachování mitochondriální integrity ztrátou membránového 

potenciálu a následnou redukcí vápníkového přetížení a apoptotické buněčné smrti [44, 45]. 

 

 2.4. Volné radikály 

 Volné radikály patří mezi silně reaktivní molekuly, ionty či sloučeniny, které běžně vznikají v 

organismu a mají značný fyziologický a patologický význam. Jejich charakteristickým znakem je 

přítomnost volného orbitalu s jedním, tedy nepárovým elektronem, který je zodpovědný za jejich 

reaktivnost jak s antioxidanty, tak s různými biologickými strukturami buněk. Jsou významnými 

přenašeči energie, faktory imunitní ochrany a též jsou zařazeny i do signálních molekul buněčné 

regulace. V organismu však mohou působit i toxicky, je-li jejich hladina zvýšena nad rámec kapacity 

jeho antioxidačního systému [46]. Nejznámější reaktivní formy kyslíku jsou znázorněny v tabulce 2. a 

v tabulce 3. jsou poté reaktivní formy dusíku. 
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Tab. 2: Reaktivní formy kyslíku [upraveno z 47] 

Radikál Neradikálová látka 

Superoxid, O2* Peroxid vodíku, H2O2 

Hydroxylový radikál, HO* Kyselina chlorná, HOCl 

Alkoxyl, RO Singletový kyslík 1O2 

Peroxyl, RO2* Ozon, O3 

Hydroperoxyl, HO2* Peroxynitrit, ONOO
- 

 

Tab. 3: Reaktivní formy dusíku [upraveno z 47] 

Radikál Neradikálová látka 

Oxid dusnatý, NO* Kyselina dusitá, HNO2 

Oxid dusičitý, NO2* Oxid dusitý, N2O3 

 Oxid dusičitý, N2O4 

Nitronium, NO2* 

Peroxynitrit, ONOO
- 

Kyselina peroxydusitá, ONOOH 

Alkylperoxynitrit, ROONO 

Nitroxyl, NO
- 

Nitrosil, NO
+ 

Nitryl chlorid, NO2Cl 

   

 2.4.1. Reaktivní formy kyslíku 

 Molekuly řazené do této kategorie se podílejí na uvolňování a přeměně energie využívané v 

životních pochodech, patří též mezi součásti enzymatických mechanismů a některé jsou důležitými 
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signálními molekulami v buněčné signalizaci. Jejich škodlivý efekt nastává pouze v případě, že se 

jejich koncentrace vymkne kontrole udržované antioxidačními mechanismy. Pokud molekula kyslíku 

přijme jeden elektron, redukuje se tak na monoradikál superoxid a po přijetí dalšího elektronu vzniká 

peroxid vodíku. Následné přijetí dalšího elektronu rozruší strukturu molekuly peroxidu vodíku natolik, 

že se rozpadne na vodu a hydroxylový radikál. Další elektron poté redukuje hydroxylový radikál na 

další molekulu vody. Tyto reakce probíhají během dýchacího řetězce v mitochondriích. 

 

O2 + e
-
 → O2

•-
 

O2
•-
 + e

-
 + 2H

+
 → H2O2 

H2O2 + e
-
 → OH

-
 + OH

•
 

OH
•
 + e

-
 → OH

-
 

   

  2.4.1.1. Molekulární kyslík (O2) 

 Mezi radikály se řadí i běžná dvouatomární molekula kyslíku, protože její dva orbitaly mají 

každý po jednom nepárovém elektronu. Patří tedy mezi biradikály. Dva nepárové elektrony mají 

opačnou rotaci (spin) a pokud dochází k reakcím s dalšími molekulami, musí dojít ke změně spinu 

jednoho z elektronů z důvodu nutnosti překonání spinové restrikce. Proto také jsou reakce této 

molekuly s jinými biomolekulami poměrně pomalé. Dojde-li u tripletového kyslíku k dodávce energie, 

jenž vytáhne nepárové elektrony do jiných orbitalů, případně změní jejich spin (např. ozáření), 

vznikne singletový kyslík. To je velice reaktivní molekula, která se velmi intenzivně slučuje s 

mastnými kyselinami na lipidové peroxidy. 

 

  2.1.4.2. Superoxid (O2
•-
) 

 Bývá produkován některými enzymy, jako je například aldehydoxidáza a xanthinoxidáza. 

Případně byl ještě jeho vznik zaznamenán v mitochondriálním dýchacím řetězci a při oxidaci hemu 

[58]. Vykazuje oxidační i redukční vlastnosti a může podléhat dismutaci, jenž je v biologických 

procesech urychlována superoxiddismutázou [60]. 
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  2.1.4.3. Peroxid vodíku (H2O2) 

 Je významným spolučinitelem Fentonovy reakce. Jeho životnost v organismu při běžné teplotě 

37ºC je však pouze několik minut. Při Fentonově reakci dochází k redukci HO
•
 díky přítomnosti 

tranzitních kovů, jako jsou ionty Fe2
+
, či Cu

+
, které peroxid vodíku redukují a vytváří se tak již 

zmíněný radikál HO
•
. Kataláza má též velký význam v regulaci koncentrace H2O2, jelikož pomáhá 

inaktivaci těchto radikálů v peroxisomech [59,69]. 

 

H2O2 + Fe2
+
 → HO

•
 + OH

-
 + Fe3

+
 

 

  2.1.4.4. Hydroxylový radikál (HO•) 

 Řadí se mezi nejreaktivnější kyslíkové radikály, jelikož ve tkáních ihned reaguje s téměř 

jakoukoliv blízkou molekulou, případně jí vytrhne z elektronového obalu elektron a tak ji aktivuje. Má 

však velmi krátkou životnost, která dosahuje zhruba 10
 -9

 vteřin. Hydroxylové radikály se prakticky 

nemohou příliš šířit do buněk, protože často reagují s první molekulou, kterou potkají. V případě 

reakce s aminokyselinami a bázemi nukleových kyselin dochází k jejich hydroxylaci a nenasyceným 

mastným kyselinám bere elektron.  

 

  2.1.4.5. Kyselina chlorná (HClO) 

 Je syntetizována pomocí fagocytů, a to především neutrofilních granulocytů. Tvoří se díky 

enzymu myeloperoxidáze, často v místech zánětu, kdy se na místo dostávají aktivované neutrofily. 

Peroxid vodíku při této reakci reaguje společně s chloridovým aniontem za pomoci katalyzátoru ve 

formě myeloperoxidázy. Vzniklá kyselina chlorná je silné oxidační činidlo a má značné mikrobicidní 

účinky. 

H2O2 + Cl
-
 + H

+
 → HClO + H2O 
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 2.4.2. Reaktivní formy dusíku 

 Sem řazené molekuly hrají v organismu rozmanité spektrum důležitých úloh. Účastní se 

přenosu signálů v různých systémech od neuronálního přes imunitní až ke kardiovaskulárnímu. Nesmí 

se však podceňovat jejich toxicita, protože i tyto molekuly jsou ve vyšších koncentracích v organismu 

toxické. Nejvýznamnějšími zástupci této kategorie jsou oxid dusnatý a peroxynitrit. 

   

  2.4.2.1. Oxid dusnatý (NO
•
) 

 I přes svou jednoduchost hraje tato malá molekula v organismu významnou roli. Je to hlavní 

signální molekula neuronů i imunitního systému, stejně tak je významná také v cévním endotelu. 

Působí jak uvnitř buněk, kde vzniká, a zrovna tak může pronikat přes membránu ven z buňky a 

ovlivňovat tak buňky sousední. Jeho koncentrace v živém organismu je však velmi nízká a jeho 

syntéza probíhá komplikovaným enzymatickým mechanismem, kde jako katalyzátor vystupuje 

syntáza oxidu dusnatého. I přes to, že je oxid dusnatý řazen mezi radikály, jsou jeho reakce s většinou 

biomolekul pomalé. Často velmi rychle prochází do krve, kde je vychytáván erytrocyty, které jej 

inaktivují. Jeho metabolity jsou naproti tomu velmi reaktivními molekulami. V organismu jsou tři 

důležitá místa působení oxidu dusnatého a to CNS a autonomní nervový systém, imunitní systém a 

nakonec cévní soustava [68]. 

  

  2.4.2.2.  Peroxynitrit (ONOO
-
) 

 Je to toxická látka, která vzniká při reakci oxidu dusnatého a superoxidu. Často se tato reakce 

děje, když jsou její výchozí látky intenzivně syntetizovány, jako třeba při oxidativním vzplanutí, kdy 

je hladina peroxynitritu až na mikromolárních hodnotách. Molekula NO
•
 může soutěžit o reakci se 

superoxidem se superoxiddismutázou. Při pH 7,0 je protonovaný peroxynitrit rozkládán na oxid 

dusičitý a hydroxylový radikál. 

OONO
-
 + H

+
 ↔ HOONO → HO

•
 + NO2

•-
 

 V roztocích jsou molekuly peroxynitridu stabilní, zvláště díky schopnosti zaujímat cis-

konformace, při kterých je jejich negativní náboj rovnoměrně rozložen po celé molekule. Jeho 

molekuly též mohou tvořit silné vodíkové vazby s dvěma až třemi molekulami vody. Peroxynitrit je 

častým hydroxylačním činidlem způsobujícím hydroxylaci tyrozinu. Tranzitní kovy a aktivní centra 
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superoxiddismutáz společně s myeloperoxydázami katalyzují jeho herolytické rozštěpení za vzniku 

hydroxidových aniontů a nitroniových kationů [61]. 

HOONO → NO2
+
 + OH

-
 

 

 2.4.3. Význam ROS 

 Volné radikály jsou v organismu intenzivně využívány mj. jako přenašeči energie. Získání 

energie u aerobních organismů se děje pomocí přenosu elektronů ze živin na kyslík. To je umožněno 

cytochromoxidázou, která je posledním enzymem v dýchacím řetězci na vnitřní mitochondriální 

membráně. Přebírá elektrony, které pocházejí ze živin (citrátový cyklus, anaerobní glykolýza a 

oxidace mastných kyselin) a předává je na molekuly kyslíku pomocí koenzymu Q a cytochromu c. 

Kyslík je redukován 4 elektrony a vznikají dvě molekuly vody. Při tomto ději se uvolňuje energie 

používaná pro syntézu ATP, při které je jako substrát využita redukovaná forma NADH, která je pak 

následně oxidována na NAD
+
, který funguje jako akceptor elektronů v citrátovém cyklu. Jako 

meziprodukty této reakce vznikají volné radikály peroxid vodíku a superoxid, které zůstávají navázány 

na enzym.  

 Dalším enzymem zodpovědným za vznik volných radikálů je monoxygenáza. Nachází se v ER 

jater, či nadledvinkových mitochondriích. Dochází zde k redukci kyslíku pomocí 3 elektronů za 

vzniku hydroxylového radikálu, který má poté svou roli především v hydroxylaci mnohých 

endogenních a exogenních látek, jako jsou třeba i léky.  

 Volné radikály jsou též využívány v imunitní odpovědi, kdy neutrofilní leukocyty a 

makrofágy používají reaktivní formy kyslíku pro odstranění mrtvých buněk a jejich zbytků a též k 

zabíjení bakterií. Na své plazmatické membráně mají enzym NADPH-oxidázu, která obsahuje 

flavocytochrom b558. Dochází zde k přenosu elektronů na kyslík a tak k tvorbě superoxidu a následně 

peroxidu vodíku [47]. 

 I v buněčné signalizaci mají volné radikály své úlohy. Antioxidační systém nikdy neodstraňuje 

všechny volné radikály, ale kontrolují jejích koncentraci, kterou udržuje na určitých hladinách. U 

buněčných kultur bylo zaznamenáno zvýšení proliferace v případě snížené hladiny ROS, zatímco po 

zvýšení jejich koncentrace došlo k utlumení buněčného dělení a případně ke vzniku cytotoxického 

efektu [48]. 
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 2.4.4. Oxidativní stres 

 ROS a jejich působení v organismu je opravdu širokospektrální, a může mít jak pozitivní, tak 

negativní vliv. Zde závisí na koncentraci ROS v buňkách a tkáních a kapacitě jejich antioxidačního 

systému. ROS mohou přicházet do buněk také z intracelulárních zdrojů a narušovat tak buněčnou 

rovnováhu v antioxidačním mechanismu [49]. Jakmile dojde k narušení této rovnováhy, může 

docházet k oxidativním poškozením způsobeným volnými radikály a ke vzniku oxidativního stresu. 

Oxidativní stres se může rozvinout díky působení jednoho nebo více z těchto faktorů:  

1. zvýšená tvorba antioxidantů 

2. snížení kapacity antioxidačních mechanismů 

3. neschopnost opravy oxidativních poškození 

Mezi antioxidační mechanismy řadíme činnost enzymů, jako je např. superoxiddismutáza 

(SOD), kataláza (CAT) a glutathionperoxidáza (GPx). Reaktivní metabolity tvořené při zvýšeném 

oxidativním stresu jsou dnes považovány za významný faktor podílející se na vzniku řady závažných 

nemocí od Alzheimerovy choroby, přes Parkinsonovu chorobu až po rakovinu, ale také  souvisí také 

s procesem běžného stárnutí [50,51,52]. 

  

  2.4.4.1. Oxidativní poškození biomolekul 

 Velké množství molekul je schopno reagovat s reaktivními formami kyslíku i dusíku. 

Nenasycené dvojné vazby mastných kyselin v lipidech mohou být v tomto případě rušeny a dojde ke 

vzniku dalších reaktivních metabolitů, jako jsou třeba peroxidy a aldehydy. Byly zaznamenány změny 

v propustnosti membrán a produkují se chemoatraktivní látky pro makrofágy. Například 

metaloproteázy mohou svým kovovým ligandem reagovat s ROS a stejně tak i oxyhemoglobin díky 

svému obsahu železa. ROS nejčastěji reagují s nenasycenými vazbami a molekulami obsahujícími 

síru, čímž bývají nejvíce postiženy proteiny bohaté na tryptofan, tyrosin, fenylalanin, histidin, 

methionin a cystein [62]. 

 Také může dojít k modifikacím thiolových skupin a benzenových jader na aminokyselinách. 

Všechny tyto změny mohou následně ovlivnit vstup Ca
2+

 do cytosolu a způsobit změny v enzymatické 

aktivitě. DNA může být rovněž poškozena volnými radikály, přičemž dochází k rozštěpení kruhu 

deoxyribózy, modifikacím a poškození bazí a též ke zlomům v řetězci nebo vzniku křížových vazeb 

řetězců. Tyto změny mohou následně vést k mutacím, translačním chybám i dokonce k inhibici 

proteosyntézy [63]. 
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 H2O2 v buňkách slouží jako signální molekula pro buněčnou proliferaci nebo naopak může 

způsobit buněčnou smrt. Při nízkých koncentracích slouží H2O2 jako druhý posel k aktivaci NF-κB a 

rozličných kináz (p38 MAPK, PI3K, Akt, JAK2, STAT). H2O2 v lehce vyšších koncentracích může 

však způsobit uvolnění cytochromu c a apoptotických faktorů z mitochondrií do cytosolu, kde spustí 

aktivaci kaspáz vedoucí k apoptotické smrti buňky [64]. 

 

 2.4.5. Antioxidační obranný systém 

 Malá část kyslíku přijatého pro aerobní procesy bývá přeměněna na superxidový anion, který 

musí být vychytán, případně přeměněn na méně reaktivní a nebezpečnou molekulu (Obr. 5) Tyto 

procesy jsou regulovány pomocí několika hlavních enzymů – superoxiddismutáz (SOD), 

glutathionperoxidáz (GPx) a kataláz (CAT). 

 

 

Obr. 5: Schematické znázornění antioxidačních obranných mechanismů. GSH-Px – glutathion 

peroxidáza, GSH- glutathion, GSSG – glutathion disulfid (upraveno z [70]) 
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 SOD jsou považovány za první obrannou linii v obraně proti ROS. Tento enzym je přítomen 

téměř ve všech buňkách v organismu a převádí O2
•-
 na H2O [59]. Mitochondriální a bakteriální SOD 

obsahují mangan, zatímco cytosolické SOD jsou dimery obsahující měď a zinek. Protože H2O2 může 

stále reagovat s dalšími ROS, musí být dále degradován jedním nebo druhým z antioxidačních 

enzymů, GPx nebo katalázou [71]. GSH peroxidáza je lokalizována v mitochondriích. Katalyzuje 

degradaci H2O2 tím, že jej redukuje, zatímco jsou dvě molekuly GSH oxidovány na glutathion 

disulfid. Regenerace GSH pomocí GSH
-
reduktázy vyžaduje spotřebu NADPH, který je při tom 

oxidován na NADP
+
. 

 Kataláza je naproti tomu primárně lokalizována v peroxisomech a tak vychytává H2O2, který 

difunduje z mitochondrií do cytosolu, přeměňujíc jej tak na vodu a molekulární kyslík. [65,66] 

Existují také neenzymatické antioxidační mechanismy, které nejčastěji pomáhají regenerovat GSSG 

zpět na GSH. Antioxidační vitamíny, jako je například A, C, E a alfa-lipoová kyselina, patří do výše 

zmíněné skupiny. I přesto, že všechny tyto antioxidační mechanismy pracují společně za účelem 

eliminace H2O2 v buňce, může v přítomnosti redukovaných přechodných kovů (Cu, Fe) dojít k 

transformaci H2O2 na OH
•
, který je silně reaktivním ROS [67]. 

  

 2.4.6. Enzymatické antioxidanty 

Jsou to tělem produkované antioxidační enzymy, které jsou zapojené do mechanismu 

odstraňování a udržování hladiny ROS v organismu. Nejznámějšími zástupci této kategorie jsou 

glutathionperoxidázy, superoxiddismutázy, katalázy a glutathion reduktázy.  

 

  2.4.6.1. Superoxiddismutáza (SOD) 

SOD se řadí mezi metaloenzymy a je jeden z nejefektivnějších intracelulárních enzymatických 

antioxidantů. SOD eliminují O2
•-
 tím, že katalyzují jeho dismutaci za vzniku H2O2 a O2. SOD se dělí 

dle svých kovových kofaktorů do čtyř skupin: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Ni-SOD a Fe-SOD, které se liší 

ve své intracelulární distribuci [71]. 

Produkce SOD klesá s postupujícím věkem organismu, který je pak mnohem náchylnější k 

působení ROS, což vede ke stárnutí a smrti buněk. SOD je antioxidantem, který je přítomný též v 

rostlinách, kde plní stejnou funkci [72]. 
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  2.4.6.2. Kataláza (CAT) 

Katalázy jsou tetramerní hem obsahující enzymy s potenciálem přímo dismutovat H2O2 na 

H2O a O2 a jsou nezbytné pro ROS detoxifikaci během stresových podmínek [73]. 

CAT mají jedenu z největších výtěžností ze všech enzymů: jedna molekula CAT dokáže 

přeměnit 6 miliónů molekul peroxidu na vodu a kyslík za minutu [74]. Ovšem i její produkce s věkem 

klesá a dochází k nedostatečnému odbourávání peroxidu, jenž způsobuje šedivění vlasů [75]. 

  2.4.6.3. Glutathionperoxidáza (GPx)  

U savců rozlišujeme několik podtypů GPx, které se označují čísly od 1 do 8. K jejich aktivaci 

je však nutný selen, který se v aktivním místě váže na selenocystein. Dokáží pak zpomalovat rychlost 

peroxidace lipidů a následný vznik poškození uvnitř buňky. Jejich úkolem je též odstraňovat H2O2 tím, 

že jej přemění na vodu a oxidovaný glutathion (GSSG) [76]. 

  2.4.6.4. Glutathionredutkáza (GR) 

Jak již název napovídá, je tento enzym zodpovědný za katalýzu zpětné redukce GSSG na 

GSH, jenž probíhá za spotřeby NADPH. GR jsou složeny ze dvou podjednotek obsahujících v 

aktivním místě flavinadenidinukletid, který redukuje NADPH, jehož elektrony jsou předány 

disulfidickému můstku za vzniku dvou -SH skupin, reagujících s GSSG za tvorby GSH [73]. 

 

3. Cíle diplomové práce 

1. Monitorování vlivu morfinu na celkovou antioxidační kapacitu tkáně levé a pravé komory 

srdeční potkana  

2. Stanovení hladiny 8-isoprostanu jako markeru oxidativního stresu ve tkáni levé a pravé 

komory srdeční potkana po podávání morfinu 

3. Studium vlivu morfinu na expresi vybraných antioxidačních enzymů v srdci potkana  

4. Zavedení metodiky pro in situ analýzu hladiny superoxidových radikálů v řezech srdce 

potkana. 
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4. Materiál a metody 

 

4.1. Laboratorní zvířata - skupina A 

K pokusu byli použiti potkani kmene Wistar, kterým byly podávány rozdílné dávky morfinu po 

různě dlouhou dobu. V tabulce 4 je znázorněno rozdělení zvířat do skupin. Kontrolní skupina byla 

složena ze zvířat, kterým byl podáván pouze fyziologický roztok. Dalším skupinám pak byly 

podávány tři různé dávky morfinu, u kterých se ještě lišila doba podávání. Po usmrcení byla poté 

zvířatům vyjmuta srdce a rozdělena na pravou, levou komoru a síně. K dalšímu zpracování byly 

použity pouze levé komory.  

Tab. 4: Hmotnostní parametry skupiny A  

 C M0,1 M1 M1R M10 

Dávka morfinu 

(mg/kg/den) 

- 1 1 1 10 

Doba podávání 

morfinu/následná 

abstinence 

- 28/0 28/0 28/7 10/0 

Hmotnost LV (g) 6,98 7,4 7,68 8 6,5 

Počet LV 13 14 14 14 19 

C = kontrolní skupina, M = skupiny, které dostávaly morfin, M1R = regresní skupina po vysazení 

morfinu (abstinence 1 týden), LV = levé komory 

 4.1.1. Homogenizace a frakcionace myokardu 

Tkáň byla poté zpracována za použití níže uvedených roztoků. 

Pufr TME 20 mM Tris (pH 7,4) 

3 mM MgCl2 

1 mM EDTA 

Homogenizační pufr TMES 20 mM Tris (pH 7,4) 

3 mM MgCl2 
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1 mM EDTA 

250 mM sacharóza 

K levým komorám byl přidán homogenizační pufr TMES (v poměru 1 g tkáně + 4 ml pufru) a 

inhibitor proteáz Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche). Tkáň byla poté nastříhána na drobné 

kousky a po dobu dvakrát 15 vteřin homogenizována přístrojem Ultra-Turrax. Dále probíhala 

homogenizace ve skloteflonovém homogenizátoru (pohybem pístu desetkrát nahoru a dolů, 1200 

rpm). Homogenát byl stočen na centrifuze (Hettich Universal R30) při 4°C po 10 minut při rychlosti 

2100 rpm (600 x g). Byl odebrán supernatant a pelet byl resuspendován v pufru TMES a 

rehomogenizován na přístroji Ultra-Turrax a skloteflonovém homogenizátoru. Homogenát byl stočen, 

opět při 4°C, rychlostí 2100 rpm (600 x g), po dobu 10 minut. Supernatant byl odebrán, spojen s 

předchozím a rozpipetován (postnukleární supernatant). Během tohoto kroku byly též odebrány 

vzorky pro stanovení obsahu proteinů.  

4.2. Laboratorní zvířata - skupina B 

K pokusu byli použiti potkani kmene Wistar, kterým byly pravidelně podávány stálé dávky 

morfinu (10 mg/kg) po dobu deseti dní (viz tabulka 5). Byla také vytvořena kontrolní skupina, která 

však dostávala pouze fyziologický roztok. Po ukončení pokusu byli potkani usmrceni, srdce vyjmuta a 

rozdělena na pravou, levou komoru a septum a zvážena. K dalšímu zpracování byla použita tkáň 

pravých a levých komor.  

 

Tab. 5: Hmotnostní parametry skupiny B  

Skupina C M 

Celkový počet jedinců 15 15 

Úmrtí během podávání -  1 

Délka podávání  

(den) 

10 10 

Dávka morfinu 

(mg/kg/den)  

- 10 

Hmotnost TH 

(g) 

522,5  

 29,7  

518,0  

 48,6  
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Hmotnost LV 

(g) 

0,814  

 0,254 

0,730  

 0,157  

Hmotnost RV 

(g) 

0,197  

 0,093  

0,197  

 0,059 

C - kontrolní skupina, M - skupiny, které dostávaly morfin, TH - tělesná hmotnost, LV - levé komory, 

RV - pravé komory 

 4.2.1. Homogenizace a frakcionace myokardu 

Tkáň byla poté zpracována za použití níže uvedených roztoků. 

PGN pufr  

 

5 mM KH2PO4 (pH 7,4) 

0,9% NaCl 

0,1% glukóza 

Pufr TME 20 mM Tris (pH 7,4) 

3 mM MgCl2 

1 mM EDTA 

250 mM sacharóza 

 

Ke tkáni komor byl přidán homogenizační PGN pufr (v poměru 1 g tkáně + 4 ml pufru) a inhibitor 

proteáz Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) a komory byly poté nastříhány na drobné 

kousky. . Tkáň byla poté nastříhána a po dobu 15 vteřin homogenizována přístrojem Ultra-Turrax. 

Dále probíhala homogenizace na sklo-teflonovém homogenizátoru (pohybem pístu desetkrát nahoru a 

dolů). Homogenát byl stočen na centrifuze (Hettich Universal R30) při 4°C po 10 minut při rychlosti 

2000 rpm (544 x g). Horní fáze byla odebrána a přesunuta do zkumavek umístěných do rotoru (Ti 50 

Beckman) pro další centrifugaci. Ta probíhala po dobu 30 minut, ve vakuu, při 4°C, rychlostí 20 000 

rpm (26 000 x g), maximální zrychlení, minimální zpomalení. Horní fáze byla poté rozpipetována 

(postnukleární supernatant) a byly odebrány vzorky pro následné stanovení bílkovin. Po odebrání 

supernatantu byl pelet resuspendován v pufru TME (1,5 ml k LV a 0,5 ml k RV) a rehomogenizován 

na přístroji Ultra-Turrax a skloteflonovém homogenizátoru. Výsledný homogenát byl rozdělen do 

zkumavek (plazmatické membrány) a zároveň byly odebrány vzorky pro stanovení bílkovin. 
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4.3. Laboratorní zvířata - Skupina C 

K pokusu byli použiti potkani kmene Wistar, kterým byly pravidelně podávány stálé dávky 

morfinu (10 mg/kg) po dobu deseti dní (Tab. 6).  

Tab. 6:  Hmotnostní parametry skupiny C 

Skupina C M 

Počet jedinců 1 4 

Úmrtí během podávání -  1 

Délka podávání  

(den) 

10 10* 

Dávka morfinu 

(mg/kg/den)  

- 10 

*Při podávání morfinu došlo u jednoho jedince k chybě, takže jeho naměřené hodnoty nemohly být 

zařazeny do souhrnných výsledků. 

 4.3.1. Fluorescenční značení ROS dihydroethidiem 

V tomto případě se jednalo pouze o zkušební pokus, kdy bylo naším cílem vyzkoušet jinou 

metodiku vhodnou pro použití při detekci oxidativního stresu přímo v řezech nativní tkání myokardu. 

Dihydroethidium zde fungovalo jako marker ROS. Bylo vyzkoušeno několik variant pokusu, ale jako 

nejlépe fungující se ukázal tento postup:  

Dva dny před plánovaným usmrcením byl potkanům aplikován roztok DHE (dihydroethidia) v 

dávce 50 mg/kg (i.p.). Před usmrcením byla zvířata anestetizována intraperitoneální injekcí 

thiopentalu v dávce 50 mg/kg a byl jim intrakardiálně aplikován heparin (přibližně 500 U/zvíře).  

Dále použité roztoky:  

4% PFA 80 g práškového PFA (Sigma Aldrich) bylo 

smícháno s 1 l PBS při zahřívání na 80°C a 

po vychladnutí byl roztok naředěn PBS na 

výsledný objem 2 l. Výsledný roztok 4% 

PFA byl přefiltrován přes filtrační papír do 
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perfúzní láhve.  

0,1 M Fofátový pufr (pH 7,4) V jednom litru destilované vody byl 

rozmíchán 1 sáček soli 

  

Poté byla provedena intrakadiální perfuze roztokem PBS po zhruba 4 minuty a následně začala fixace 

4% PFA, která probíhala 5 minut. Srdce byla post-fixována 12 hodin v roztoku 4% PFA a poté 

vložena do kryoprotektivního roztoku 20% sacharózy. Po zhruba 24 hodinách byla srdce rozdělena na 

pravou, levou komoru a septum a uložena do -80°C. Zamražené levé a pravé komory byly krájeny na 

mrazícím mikrotomu (Cryocut Leica CM 1850) při teplotě -20°C. Byly zhotoveny řezy o tloušťce 20 

μm, které byly přeneseny přímo na mikroskopická skla. Jedna skupina řezů byla poté následně 

inkubována v roztoku 0,1 M glycinu v PBS po dobu 30 minut. Všechny řezy byly poté barveny 

barvivem ProLong bez Dapi. Náhodně vybrané oblasti z 10 řezů pro každou skupinu byly nasnímány 

světelným mikroskopem Olympus Provis (20x zvětšení, 480GFP/RED) a vyhodnoceny v programu 

ImageJ.  

 4.4. Stanovení proteinů 

Obsah proteinů v jednotlivých frakcích získaných po homogenizaci a frakcionaci byl u obou 

skupin stanoven metodou BCA (Bicinchonicic acid protein assay). Metoda využívá kyseliny 

bicinchoninové ke spektofotometrickému stanovení celkových proteinů. Jejím základem je alkalická 

redukce měďnatého iontu proteinem na měďný a následná chelatace měďného iontu kyselinou 

bicinchoninovou za vzniku nafialovělého zabarvení [96].  

  4.4.1. Roztoky 

Ke kvantifikaci proteinů byly použity tyto roztoky: 

Činidlo A 

(pH 11,25) 

8 mg monohydrát uhličitanu sodného, 1,6 mg 

vinan sodný, doplněno vodou na 100 ml 

Činidlo B 4 g BCA (bicinchoninová kyselina), 

doplněno vodou na 100 ml 

Činidlo C 0,4 g pentahydrát síranu měďnatého, 

doplněno vodou na 10 ml 

Standard BSA 

(hovězí sérový albumin) 

c = 1 μg/μl a c = 0,1 μg/μl  
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Pracovní roztok 

 

1 díl činidla C smíchaný s 25 díly činidla B a 

s 26 díly činidla A 

 

  4.4.2. Postup práce 

Dle tabulky 7 byly na mikrotitrační destičku napipetovány standardy a vzorky. Vzorky však 

byly nejdříve naředěny destilovanou vodou v poměru 1:99. Pipetovány byly poté pro přesnější měření 

v triplikátech do jamek na miktrotitrační destičce. Následně byl do každé jamky přidán pracovní 

roztok (100 μl) a izolepou přelepená miktrotitrační destička byla inkubována při 60°C po 30 minut. 

Poté byly vzorky spektofotometricky proměřeny na přístroji Synergy HT při vlnové délce 562 nm. 

Vyhodnocení proběhlo v programu Gen 5.  

 

Tab. 7: Schéma přípravy kalibrační křivky pro stanovení proteinů    

Číslo 

standardu 

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

μg BSA 0 0,2 0,5 1 1,5 2,5 4 6 10 15 20 30 50 

BSA 

(0,1 μg/μl) 

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

BSA 

(μg/μl) 

- - - - - - - - - 15 20 30 50 

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 proteinů s plazmatickými membránami byly použity při metodě využívající standardní 

SDS-polyakrylamidové gely. SDS, neboli dodecylsíran sodný, se váže na bílkoviny ve vzorku a udílí 

jim uniformní záporný náboj, překrývajíce tak vlastní náboj proteinu. Díky tomu se při SDS-PAGE 

bílkoviny dělí především na základě molekulární hmotnosti [96]. 
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 4.5.1. Roztoky 

Ke kvantifikaci proteinů byly použity tyto roztoky: 

Laemmliho pufr 4x koncentrovaný (sample 

loading buffer) 

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

1 ml glycerol 

0,8 g SDS (dodecylsulfát sodný) 

0,8 g DTT (dithiothreitol) 

1mg bromfenolová modř 

Doplněno vodou na 10 ml 

30 % akrylamid – 0,8% N,N - 

methylenbisakrylamid 

30 g akrylamid 

0,8 g N,N´-methylenbisakrylamid 

Doplněno vodou na 100 ml 

Pufr 1 (pH 8,8) 18,17 g Tris-HCL 

Doplněno vodou na 100 ml 

Pufr 2 (pH 6,8) 6,05 g Tris-HCl 

Doplněno vodou na 100 ml 

Running pufr, 10x koncentrovaný 30,3 g Tris HCl 

141,1 g glycinu 

10 g SDS 

Doplněno vodou na 1000 ml 

TBS pufr (pH 8,0) 10x koncentrovaný 84,2 g NaCl 

11,6 g Tris 

Doplněno vodou na 1000 ml 

Blokovací pufr 1,5 g mléko 

50 ml TBS 

0,05 ml Tween 20 
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Ředící pufr 1 g mléko 

100 ml TBS 

0,1 ml Tween 20 

Blotovací pufr 15 g Tris 

72 g glycin 

1000 ml methanol 

Doplněno vodou na 5000 ml 

Oplachovací pufr 100 ml TBS 

900 ml voda 

3 ml Tween 20 

 

Během pokusů byla používána aparatura Mini-Protean II (Bio-Rad). Samotné dělení proteinů 

probíhalo na standardních 10% SDS polyakrylamidových gelech dosahujících výšky cca 5,5 cm, které 

byly připraveny z níže uvedených reagentů.  

10% Gel 

 

8 ml H20 

5 ml pufr 1 (pH = 8,8) 

6,7 ml 30 % akrylamid – 0,8% N,N´- 

methylenbisakrylamid 

200 μl 10% SDS 

90 μl 10% APS 

8 μl TEMED (N,N,N´,N´-tetramethyl-1,2-

diaminomethan) 

 

Na nalitý gel bylo napipetováno asi 500 μl nasyceného vodného roztoku butanolu a byl 

zanechán hodinu při laboratorní teplotě, aby mohl zpolymerovat. Po hodině byl butanol slit a horní 

rozhraní gelu opláchnuto vodou od jeho případných zbytků. Čerstvě namíchaný zaostřovací gel, 

připravený z níže uvedených reagentů, byl poté navrstven na pevný dělící gel a byly do něj zasunuty 

rozdělovací hřebínky (spacery) pro tvorbu vzorkových jamek.  
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Zaostřovací gel 

 

6 ml H2O 

2,5 ml pufr 2 (pH 6,8) 

1,3 ml 0 % akrylamid – 0,8% N,N´- 

methylenbisakrylamid 

100 μl 10% SDS 

90 μl 10% APS 

8 μl TEMED 

Po uplynutí 30 minut, kdy byl gel ponechán opět při laboratorní teplotě, byly hřebínky 

vyjmuty a gel byl připraven na nanesení vzorků. Vzorky byly naředěny Laemliho pufrem a 2 minuty 

zahřáty na 100°C. Pro lepší přehlednost byl na gel kromě vzorků též nanášen předznačený standard 

molekulových hmotností, které se nalézaly v rozmezí 26,6 až 180 kDa. Elektroforéza poté probíhala 

zhruba 50 minut v předpřipraveném pufru (Running pufr) za konstantního napětí 200 V, dokud čelo 

postupující bromfenolové modři těsně dosáhlo konce gelu. Po ukončení fórézy následoval další krok 

nutný k přenesení proteinů na membránu. 

  4.5.2. Přenos proteinů na nitrocelulózovou membránu  

Přenos proteinů na označenou nitrocelulózovou membránu probíhal za přítomnosti 

vychlazeného blotovacího pufru. Aparatura byla připojena na zdroj konstantního napětí (100 V) a celý 

proces probíhal 1 hodinu. Membrány byly po uběhnutí daného času přeneseny do blokovacího pufru, 

kde byly při laboratorní teplotě ponechány 30 minut. Nespecifická vazebná místa na membráně se po 

této době díky proteinům v mléce zablokovala a membrána pak mohla být dána k inkubaci s 

primárními protilátkami přes noc při teplotě do 4°C. Primární protilátky byly ředěny v ředícím pufru v 

uvedených ředěních (Tab. 8). 

Tab. 8: Seznam použitých primárních protilátek 

Primární protilátka Šarže Ředění  Sekundární protilátka 

GPx 1/2 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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Druhý den byl ředící pufr s primárními protilátkami slit a membrána byla omyta 3x10 minut v 

promývacím pufru (3% Tween 20 v TBS). Sekundární protilátky byly naředěny v ředícím pufru (Anti-

M 20 000x, Anti-R a Anti-G 40 000x) a přidány k membránám na jednu hodinu inkubace při 

laboratorní teplotě. Následně byl roztok promývacího pufru a sekundárních protilátek opět slit a 

membrány byly 3x10 minut promývány v promývacím pufru. Membrána byla poté vysušena 

filtračním papírem a připravena na nanesení roztoku substrátu křenové peroxidázy (Substrat Super 

Signal Pierce), který zde sloužil pro detekci pomocí chemiluminiscence (ECL). Navázané sekundární 

protilátky byly značené křenovou peroxidázou, která reagovala s tímto naneseným roztokem za vzniku 

chemiluminiscence, detekovatelné vyvoláním na film pomocí přístroje Optimax (Fomei) a 

vyhodnocené programem ImageQuant.  

 

4.6. Stanovení celkové antioxidační kapacity  

Cílem tohoto pokusu bylo stanovit celkovou antioxidační kapacitu vzorků ze zvířat skupiny B. K 

tomuto účelu jsme použili Antioxidant Assay kit od Cayman Chemicals (Item. No. 709001). Tento kit 

je založen na schopnosti antioxidantů obsažených ve vzorku inhibovat oxidaci ABTS  

(2,2'-azino-di-[3-ethylbenzthiazolin sulfonát]) na ABTS+ vyvolanou metmyoglobinem. Intenzita 

proběhlé oxidace je porovnávána s oxidací inhibovanou Troloxem, ve vodě rozpustným analogem 

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

Tab. 9: Antioxidant Assay Kit 

Název Množství Item No.  

AA Buffer 10x 1 lahvička 10004872 

AA Chromogen 3 lahvičky 10004873 

AA Metmyoglobin 2 lahvičky 10004875 

AA Trolox 3 lahvičky 10004876 

AA Hydrogen Peroxide 1 lahvička 10004877 

AA = Antioxidant Assay 
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 4.6.1. Roztoky 

Nejdříve byly připraveny dle přiloženého návodu potřebné roztoky. 

AA Buffer 

 

Byly odebrány 3 ml roztoku a přidány do 27 ml 

vody. 

 

AA Chromogen 

 

Do jedné lahvičky bylo přidáno 6 ml vody. Jedna 

lahvička obsahovala množství na zpracování 

výsledků ze 40 jamek. 

 

AA Metmyoglobin 

 

Do jedné lahvičky bylo přidáno 600 μl 

Antioxidant Assay Bufferu. Jedna lahvička 

obsahovala množství na zpracování výsledků ze 

60 jamek. 

 

AA Trolox 

 

Do jedné lahvičky byl přidán 1ml vody. 

 

AA Hydrogen peroxid 

 

Bylo odebráno 10 μl a přidáno do 990 μl vody. 

Poté bylo z promíchaného roztoku odebráno  

20 μl a přidáno do 3,9 ml vody. 

 

Roztoky byly uchovávány během celého průběhu těchto pokusů na ledu.  

 4.6.2. Postup 

Následně byly dle tabulky 10 namíchány standardy o různých koncentracích nutných pro 

vyhotovení kalibrační křivky (Tab. 10).  
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Tab. 10: Ředění AA Trolox standardů 

 AA Trolox (μl) AA Buffer (μl) Výsledná 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 mikrotitrační destičku v duplikátech napipetován standard (A-G). Vzorky ze 

skupiny B (postnukleární supernatant) byly 20x naředěny za pomoci AA pufru a v duplikátech 

naneseny na destičku v množství 10 μl. Do všech jamek, včetně standardů, bylo poté přidáno 150 μl 

AA Chromogenu a 10 μl AA Metmyoglobinu. AA Hydrogen peroxid v množství 40 μl byl poté 

napipetován v krátkém časovém měřítku, aby se zamezilo zkreslení výsledků následně probíhající 

reakcí. Destička byla zakryta plastovou fólií a ponechána k inkubaci na třepačce v laboratorní teplotě 

po dobu 5 minut. Výsledné načervenalé zabarvení jsme měřili při vlnové délce 750 nm na přístroji 

Synergy HT. Vyhodnocení proběhlo v programu Gen 5 a GraphPad Prism 6. 

4.7. Stanovení koncentrace 8-isoprostanu 

Zde bylo naším cílem změřit ve vzorcích množství volného 8-isoprostanu. 8-isoprostan je považován 

za jeden z markerů deficience antioxidantů a zvýšeného oxidativního stresu. Jeho zvýšené hladiny 

byly zjištěny například u těžkých kuřáků [77]. Ke stanovení jsme zvolili 8-isoprostane EIA kit od 

Cayman Chemicals (Item No. 51635, Tab. 11). Tento kit funguje na principu analýzy kompetice mezi  

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

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

Tab. 11: Složení 8-Isoprostane EIA kitu 

Název Množství Item No. 

8-isoprostane EIA Antiserum 1 lahvička 416352 

8-isoprostane AChE Tracer 1 lahvička 416350 

8-isoprostane EIA Standard 1 lahvička 416354 

EIA Buffer Concentrate (10x) 2 lahvičky/10ml 400060 

Wash Buffer Concentrate (400x) 1 lahvička/5ml 400062 

Polysorbate 20 1 lahvička/3ml 400035 

Mouse Anti-Rabbit IgG destička 1 destička 400004/400006 

Ellamn's Reagent  3 lahvičky 400050 

EIA Tracer Dye 1 lahvička 400040 

EIA Antiserum Dye 1 lahvička 400042 
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  4.7.1. Roztoky 

Kvůli citlivosti kitu byla během celé přípravy používána deionizovaná voda. 

 

EIA pufr 

 

Do jedné lahvičky bylo přidáno 90 ml vody. 

 

Oplachopací pufr Odpovídajícím naředěním připraven 1 litr, do 

kterého byl přidán 1 ml Polysorbate 20. 

 

8-isoprostane AChE tracer 

 

Do jedné lahvičky bylo přidáno 6ml EIA pufru a 

60 μl EIA Tracer Dye pro lepší přehlednost. 

 

8-isoprostane EIA Antiserum 

 

Do jedné lahvičky bylo přidáno 6 ml EIA pufru a 

60 μl EIA Antiserum Dye  

 

 

 4.7.2. Příprava standardu 

Špička pipety byla před samotným pipetováním smočena v 70% ethanolu a poté bylo 

odebráno 100 μl EIA Standardu, ke kterému bylo přidáno 900 μl vody, aby výsledná koncentrace byla 

5ng/ml. Dále probíhalo ředění ředící řadou (Obr. 7) 

 

Obr. 7: Ředící řada EIA standardu 
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 4.7.3. Postup 

Vzorky ze skupiny B byly v prvním případě 10x naředěny EIA pufrem a v druhém případě 

byly naředěny na výslednou koncentraci 1 mg/ml, aby se zamezilo případným nepřesnostem v měření, 

pokud by saturace nebyla lineární. Pipetovány byly v triplikátech. 

Pipetování dalších reagentů pak probíhalo dle níže uvedeného schématu (Tab. 12) 

Tab. 12: Schéma rozvržení napipetovaných reagentů 

Jamka EIA Buffer Standard/Vzorek Tracer Antiserum 

Blk - - - - 

TA - - 5 μl - 

NSB 100 μl - 50 μl - 

B0 50 μl - 50 μl 50 μl 

Standard/vzorek - 50 μl 50 μl 50 μl 

Blk - blank, TA -celková aktivita, NSB -  nespecifická vazba, B0 -  maximální vazba 

Destička byla poté zakryta plastovým filmem a ponechána inkubovat 18 hodin při 4°C. 

Další den byl těsně před použitím připraven Ellman’s Reagent. Obsah jedné lahvičky byl 

rozpuštěn v 20 ml vody. Jamky byly poté slity a 5x promyty promývacím pufrem. Do každé jamky 

bylo následně přidáno 200 μl Ellman’s Reagent a do TA jamek 5 μl EIA Traceru. Opět jsme zakryli 

plastovým filmem a nechali na třepačce ve tmě při pokojové teplotě inkubovat po dobu zhruba 70 

minut. Bylo nutné průběžně při 420 nm přeměřovat absorbanci v B0 jamkách, které nesměla překročit 

rozmezí 0,3-1,0 A.U. (blank odečten). Destička byla poté čtena při vlnové délce 420 nm a výsledky 

vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 6 dle rovnice: logit (B/B0) = ln [B/B0/(1 – B/B0)].  

4.8. Analýza dat 

Výsledky SDS-PAGE elektroforézy a Western blottingu byly hodnoceny programem 

ImageQuant. Grafy byly vytvořeny z dat vyjádřených jako průměr ± směrodatná odchylka ze tří 

nezávislých pokusů v programu GraphPad Prism 6. K určení statistické významnosti byla použita 

analýza pomocí Studentova t-testu. Statistická významnost byla určena na hladině p<0,05-0,001. 
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5. Výsledky 

 

 5.1. Stanovení koncentrace 8-isoprostanu 

  5.1.1. První skupina 

Z naměřených hodnot pro skupinu 10 pokusných zvířat (5 kontrol + 5  ovlivněných morfinem, vzorky 

ředěny 10x, měřeno v triplikátech) byly dle vytvořené kalibrační křivky (Obr. 8) zpětně odečteny 

hodnoty koncentrace 8-isoprostanu (Graf. 1). 
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Obr. 8: Standardní křivka 8-isoprostanu znázorňující procentuální poměr B/B0 (osa y) vztažený na 

koncentraci 8-isoprostanu (osa x). Data byla zpracována za použití Microsoft Excel a GraphPad  

Prism 6. 
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 5.1.1.1. Porovnání koncentrace 8-isoprostanu ve tkáni levých a pravých komor 

 potkaního myokardu   

                                                                           

  

                                                                                                                           * 

 

 

 

 

 

 

Graf 1: Koncentrace 8-isoprostanu vztažená na 1 mg proteinu ve vzorcích myokardu. LVC – levé 

komory kontrolní skupiny, LVM – levé komory morfinové skupiny, RVC – pravé komory kontrolní 

skupiny, RVM – pravé komory morfinové skupiny. 

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

 Vyhodnocení proběhlo za pomoci programu GraphPad Prism 6 a za použití Studentova t-testu. 

Ve skupině LVM nebylo nalezeno signifikantní zvýšení, avšak skupina RVM po porovnání s kontrolní 

skupinou (RVC) prokázala signifikantní zvýšení na hladině významnosti p < 0,05.  

  

 5.1.2. Druhá skupina 

Z naměřených hodnot pro skupinu 8 pokusných zvířat (4 kontroly + 4  ovlivněných morfinem, 

vzorky ředěny na výslednou koncentraci 1mg/ml, měřeno v triplikátech) byly dle vytvořené kalibrační 

křivky (Obr. 9) zpětně odečteny hodnoty koncentrace 8-isoprostanu (Graf 11). 
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Obr. 9: Standardní křivka 8-isoprostanu znázorňující procentuální poměr B/B0 (osa y) vztažený na 

koncentraci 8-isoprostanu (osa x). Data byla zpracována za použití Microsoft Excel a GraphPad Prism 

6. 

  

 5.1.2.1. Porovnání koncentrace 8-isoprostanu ve tkáni levých a pravých komor 

 potkaního myokardu   

  Graf 2 znázorňuje naměřená množství 8-isoprostanu ve vzorcích, které byly zpracovány 

pomocí 8-isoprotane EIA kitu. Množství naměřeného 8-isoprostanu je zde vyjádřeno v pg 8-

isoprostanu odpovídajícím 1mg proteinu ve vzorku. I zde byla v levých a pravých komorách 

komorách patrná signifikantně zvýšená hladina 8-isoprostanu, která značí zvýšený oxidativní stres v 

buňkách. 
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                                                                                     *                                     ** 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 2: Koncentrace 8-isoprostanu vztažená na 1 mg proteinu ve vzorcích myokardu.  

LVC – levé komory kontrolní skupiny, LVM – levé komory morfinové skupiny, RVC – pravé komory 

kontrolní skupiny, RVM – pravé komory morfinové skupiny.  

 

* p < 0,05 statisticky významný rozdíl (t-test): LVM vs. LVM, ** p < 0,05 statisticky významný rozdíl 

(t-test) RVM vs. RVM 

  

Vyhodnocení proběhlo za pomoci programu GraphPad Prism 6 a za použití Studentova t-testu. 

Skupina LVM i RVM vykazovala při porovnání s příslušnými kontrolními skupinami (LVC,RVC) 

významné signifikantní zvýšení na hladině významnosti p < 0,05.  

 

 5.2. Stanovení celkové antioxidační kapacity Antioxidant Assay kitem 

  5.2.1. První skupina 

Cílem těchto pokusů bylo stanovit celkovou antioxidační kapacitu vzorků, která byla 

vyhodnocena jako ekvivalent antioxidační kapacity standardu (Trolox), z jehož hodnot byla sestrojena 

kalibrační křivka (Obr. 10).  

Pokus proběhl na vzorcích z deseti zvířat (5 kontrol + 5  ovlivněných  morfinem). Samostatně 

zde byly v duplikátech měřeny vzorky pravých a levých komor obou skupin. 
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Obr. 10: Kalibrační křivka Trolox standardu. Na ose Y jsou vyznačeny naměřené hodnoty absorbance 

a osa X zde představuje koncentraci Troloxu.  

5.2.1.1. Porovnání antioxidační kapacity tkáně pravých a levých komor 

Graf 3 poukazuje na rozdíly v antioxidační kapacitě mezi skupinami vzorků. U pravých komor 

zde nebyl zaznamenán statisticky významný rozdíl, avšak levé komory morfinové skupiny zde 

vykazují poměrný nárůst antioxidační kapacity v porovnání s kontrolní skupinou, což poukazuje na 

zvýšenou tvorbu antioxidačních enzymů, která je odpovědí na zvýšený oxidativní stres.  

 

Graf 3: Antioxidační kapacita myokardu vyjádřená jako TE (Trolox ekvivalent) na 1 mg proteinu, 

LVC – levé komory kontrolní skupiny, LVM – levé komory morfinové skupiny, RVC – pravé komory 

kontrolní skupiny, RVM – pravé komory morfinové skupiny   
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 Vyhodnocení proběhlo za pomoci programu GraphPad Prism 6 a za použití Studentova  

t-testu. Ve vzorcích připravených ze skupiny LVM a RVM  nebyly po porovnání se vzorky z kontrolní 

skupiny (RVC) nalezeny žádné signifikantní rozdíly na hladině významnosti p < 0,05.  

 

  5.2.2. Druhá skupina 

Pokus proběhl na vzorcích z deseti zvířat (5 kontrol + 5  ovlivněných morfinem). Samostatně 

zde byly v duplikátech měřeny vzorky pravých a levých komor obou skupin. 
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Obr. 11: Kalibrační křivka Trolox standardu. Na ose y jsou vyznačeny naměřené hodnoty absorbance 

a osa x zde představuje koncentraci Troloxu.  

 

 5.2.2.1. Porovnání antioxidační kapacity tkáně pravých a levých komor 

Graf 4 poukazuje na rozdíly v antioxidační kapacitě mezi skupinami vzorků. U levých komor 

zde byl zaznamenán signifikantní rozdíl v antioxidační kapacitě, která byla u zvířat s morfinem 

zvýšená. U pravých komor jsme tentokrát naměřili vzestup antioxidační kapacity, který byl poněkud 

zvýšen naopak u kontrolní skupiny zvířat, avšak s velkou průměrnou odchylkou.  
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Graf 4: Antioxidační kapacita myokardu vyjádřená jako TE (Trolox ekvivalent) na 1 mg proteinu, 

LVC – levé komory kontrolní skupiny, LVM – levé komory morfinové skupiny, RVC – pravé komory 

kontrolní skupiny, RVM – pravé komory morfinové skupiny.  

* p < 0,05 statisticky významný rozdíl (t-test) LVM vs. LVM 

  Vyhodnocení proběhlo za pomoci programu GraphPad Prism 6 a za použití Studentova t-testu. 

Ve skupině RVM nebylo zjištěno signifikantní zvýšení, avšak skupina LVM po porovnání s kontrolní 

skupinou (LVC) vykázala signifikantní zvýšení na hladině významnosti p < 0,05.  

 

 5.3. Fluorescenční značení ROS dihydroethidiem 

Vyhodnocovali jsme výsledky jak vzorků, u kterých byla použita inkubace v 0,1 M glycinu, 

tak vzorky bez tohoto ošetření, abychom mohli lépe určit nejvhodnější metodu pro toto měření. V níže 

uvedených grafech 5 a 6 a přiloženém obrázku 12 je vidět rozdíl ve výsledcích takto zpracovaných 

řezů. Vyhodnocení probíhalo v programu ImageJ. 
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Graf 5, 6: Kvantifikace fluorescenčního signálu odpovídajícího množství ROS v řezech myokardu.   

A. řezy myokardu inkubované navíc s glycinem, B. řezy myokardu pouze s DHE. Výsledky jsou 

vyjádřeny jako průměr ± S.D.S  z vyhodnocení 10 řezů a jejich míra signifikance je stanovena za 

základě Studentova t-testu.  DHE-Glyc - inkubace s glycinem, DHE - dihydroethidium, Kontrola ROS 

- kontroly s DHE, M2 a M3 - zvířata  ovlivněná podáváním morfinu 

 

A. * p < 0,05 statisticky významný rozdíl (t-test) M2 vs. kontrola ROS, ** p < 0,05 statisticky 

významný rozdíl (t-test) M3 vs. kontrola ROS 

B. * p < 0,05 statisticky významný rozdíl (t-test) M2 vs. kontrola ROS, ** p < 0,05 statisticky 

významný rozdíl (t-test) M3 vs. kontrola ROS 

 

Na grafech můžeme vidět, že v myokardu zvířat, kterým byl podáván morfin, byla zvýšená 

hladina ROS. Byly použity vzorky zvířat skupiny C. Vyhodnocení proběhlo za pomoci programu 

GraphPad Prism 6. Skupina M2 i M3 vykázala v obou případech při porovnání s příslušnými kontrolní 

skupinou (kontrola ROS) významné signifikantní zvýšení na hladině významnosti p < 0,05.  
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Obr. 12: Ukázka snímků 20 μm řezů levých komor zvířat skupiny C pořízených konfokálním 

mikroskopem (20x zvětšení, 480GFP/RED) 

  

 5.4. Sledování exprese enzymů účastnících se antioxidačních procesů myokardu 

Dalším cílem bylo sledování exprese vybraných typů antioxidačních enzymů v potkaním 

myokardu a její ovlivnění podáváním morfinu. Jedním z testovaných enzymů byla 

glutathionperoxidáza (GPx), u které byly provedeny analýzy několika jejích podtypů, a to GPx-1/2 a 

GPx-6 (graf 7, 8, 9, 10). GPx enzymy jsou selenobsahující tetramerické glykoproteiny, které zabraňují 

peroxidaci buněčných membrán. GPx-1/2 jsou pak nejčastěji přítomny v kosterní svalovině a 

nervových buňkách, zatímco GPx-6 jsou nejvíce koncentrované v čichovém epitelu, avšak i v srdci 

jsou jejich měřitelné hodnoty [80]. Dále byla sledována exprese SOD 1, SOD2, SOD 3 a CAT (graf 

11, 12, 13, 14). Vyhodnocení proběhlo na vzorcích z testovacích skupin A a B. 
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 5.4.1. GPx 1/2 

A. 

 

B. 

 

 

                         

                                                                         * 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Graf 7: Imunoblot (A) a grafické vyjádření (B) exprese GPx-1/2. Kvantitativní vyhodnocení bylo 

provedeno s použitím programu GraphPad Prism 6. Exprese GPx-1/2 při podávání různých dávek 

morfinu byla vyjádřena percentuálně (  SEM) vzhledem k množství stanovenému v odpovídajících 

kontrolních vzorcích (100%). U skupiny zvířat M0,1 bylo pozorováno signifikantní zvýšení exprese 

GPx-1/2 na hladině významnosti p < 0,05.  * p < 0,05 statisticky významný rozdíl (t-test): M0,1 vs. C 
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A. 

 

B. 

 

Graf 8: Imunoblot (A) vzorků levých komor a grafické vyjádření (B) exprese GPx-1/2. 

Kvantitativní vyhodnocení bylo provedeno s použitím programu GraphPad Prism 6. Exprese GPx-1/2 

při podávání různých dávek morfinu byla vyjádřena percentuálně ( SEM) vzhledem k množství 

stanovenému v odpovídajících kontrolních vzorcích (100%). Po porovnání morfinových skupin 

pravých a levých komor s kontrolními skupinami, nedocházelo k signifikantním rozdílům na hladině 

významnosti p < 0,05. 
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  5.4.2. GPx-6 

 

A. 

 

B. 

 

Graf 9: Imunoblot (A) a grafické vyjádření (B) exprese GPx-6. Kvantitativní vyhodnocení 

bylo provedeno s použitím programu GraphPad Prism 6. Exprese GPx-6 při podávání různých dávek 

morfinu byla vyjádřena percentuálně ( SEM) vzhledem k množství stanovenému v odpovídajících 

kontrolních vzorcích (100%). Po porovnání morfinových skupin s kontrolní skupinou, nebyl zjištěn 

signifikantní rozdíl na hladině významnosti p < 0,05.  
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A. 

 

B. 

 

 

 

Graf 10: Imunoblot vzorků levých komor a grafické znázornění exprese GPx-6. Kvantitativní 

vyhodnocení bylo provedeno s použitím programu GraphPad Prism 6. Exprese GPx-6 při podávání 

různých dávek morfinu byla vyjádřena percentuálně ( SEM) vzhledem k množství stanovenému v 

odpovídajících kontrolních vzorcích (100%). Po porovnání morfinových skupin pravých a levých 

komor s kontrolními skupinami, nedocházelo k signifikantním rozdílům na hladině významnosti p < 

0,05.  
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  5.4.3. SOD-1 

 

A. 

 

 

B. 

 

 

  

Graf 11: Imunoblot (A) vzorků levých komor a grafické vyjádření (B) exprese SOD-1. 

Kvantitativní vyhodnocení bylo provedeno s použitím programu GraphPad Prism 6. Exprese SOD-1 

při podávání různých dávek morfinu byla vyjádřena percentuálně ( SEM) vzhledem k množství 

stanovenému v odpovídajících kontrolních vzorcích (100%). U LVM i RVM skupiny zvířat bylo 

pozorováno signifikantní zvýšení exprese SOD-1 na hladině významnosti p < 0,05. * p < 0,05 

statisticky významný rozdíl (t-test): LVM vs. LVC, ** p < 0,05 statisticky významný rozdíl (t-test): 

RVM vs. RVC 
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  5.4.4. SOD-2 

 

A. 

 

 

 

B. 
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   Graf 12: Imunoblot (A) vzorků levých komor a grafické  vyjádření (B) exprese SOD-2. 

Kvantitativní vyhodnocení bylo provedeno s použitím programu GraphPad Prism 6. Exprese SOD-2 

při podávání různých dávek morfinu byla vyjádřena percentuálně ( SEM) vzhledem k množství 

stanovenému v odpovídajících kontrolních vzorcích (100%). Po porovnání morfinových skupin 

pravých a levých komor s kontrolními skupinami, nedocházelo u RVM skupiny k žádnému 

signifikantním rozdílům na hladině významnosti p < 0,05. U LVM skupiny zvířat bylo pozorováno 

signifikantní zvýšení exprese SOD-2 na hladině významnosti p < 0,05.  * p < 0,05 statisticky 

významný rozdíl (t-test): LVM vs. LVC 
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 5.4.5. SOD-3 

 

A. 

 

 

 

B.                                                                     

                                                                       

 

                                                  

Graf 13: Imunoblot (A) vzorků levých komor a grafické vyjádření (B) exprese SOD-3. 

Kvantitativní vyhodnocení bylo provedeno s použitím programu GraphPad Prism 6. Exprese SOD-3 

při podávání různých dávek morfinu byla vyjádřena percentuálně ( SEM) vzhledem k množství 

stanovenému v odpovídajících kontrolních vzorcích (100%). U LVM skupiny zvířat bylo pozorováno 

signifikantní zvýšení exprese SOD-3 na hladině významnosti p < 0,05. * p < 0,05 statisticky 

významný rozdíl (t-test): LVM vs. LVC 
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  5.4.6. CAT 

 

 A. 

 

 

 

  

 

 B. 

 

 

Graf 14: Imunoblot (A) vzorků levých komor a grafické vyjádření (B) exprese Cat. 

Kvantitativní vyhodnocení bylo provedeno s použitím programu GraphPad Prism 6. Exprese Cat při 

podávání různých dávek morfinu byla vyjádřena percentuálně ( SEM) vzhledem k množství 

stanovenému v odpovídajících kontrolních vzorcích (100%). Po porovnání morfinových skupin 

pravých a levých komor s kontrolními skupinami  nebyl zjištěn signifikantní rozdíl na hladině 

významnosti p < 0,05.  
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6. Diskuze 

 

Jedním z cílů této diplomové páce bylo zjistit, jaký vliv má podání morfinu potkanům (čtyři různé 

způsoby dávkování: 0,1 mg/kg za den po dobu 28 dní; 1 mg/kg za den po dobu 28 dní; 1 mg/kg za den 

po dobu 28 dní + následná abstinence 7 dní; 10 mg/kg za den po dobu 10 dní) na expresi glutathion 

peroxidáz v srdci.  Zaměřili jsme se na GPx-1/2 a GPx-6, které jsou často se vyskytujícími podtypy 

těchto antioxidačních enzymů, přičemž dominantní je zde především GPx-1/2. GPx-1 i GPx-2 jsou 

enzymy, které obsahují ve své struktuře selen. GPx-1 hraje svou úlohu v antioxidačních 

mechanismech, které se týkají právě především cév a její hladiny ovlivňují třeba též tloušťku intimy-

medie karotid a riziko kardiovaskulárních onemocnění [81]. GPx-1 je považována za silný prediktor 

kardiovaskulárních onemocnění [82]. GPx-2 je též důležitým enzymem, jenž je aktivní zvláště ve 

svalech. Vzhledem ke své skoro totožné distribuci je studován společně s GPx-1. Bylo prokázáno, že 

společně v případě poškození genů pro jejich syntézu docházelo k zvýšenému počtu bakteriálních 

infekcí a vzniku rakoviny ve střevním epitelu [83]. Jejich úlohou je redukovat lipidové hydroperoxidy 

na odpovídající alkoholy a peroxid vodíku na vodu a jejich zvýšená syntéza tedy může být jedním z 

prediktorů probíhajícího oxidativního stresu. GPx-6 je též podtypem, který se vyskytuje v srdci, avšak 

v nižších hladinách, než tomu bylo u předchozích dvou podtypů. Jeho primárním místem účinku je 

především čichový epitel, ale jeho biosyntéza probíhá i v myokardu [80]. 

Měření pomocí imunoblotů přineslo několik výsledků. V případě GPx-6 se nepodařilo 

prokázat žádný signifikantní rozdíl v množství tohoto enzymu při porovnání s kontrolami, což se dá 

přisuzovat nepříliš vysoké expresi GPx-6 v daném typu tkáně a tak i nižší významnosti a 

ovlivnitelnosti možných oxidativním stresem. Naproti tomu hladina GPx-1/2 byla na hladině 

významnosti p< 0,05 signifikantně zvýšená u M0,1 skupiny, což naznačuje její zvýšenou expresi v 

důsledku oxidativního stresu vyvolaného podáváním morfinu a následné odpovědi organismu na tyto 

nové podmínky, jenž zahrnuje zvýšenou produkci antioxidantů, kterými se tělo snaží bránit před 

nebezpečím ve formě volných radikálů. Je tedy možné se domnívat, že vlivem podávání morfinu a 

následným oxidativním stresem dochází k různě silnému ovlivnění exprese rozmanitých 

antioxidačních enzymů, a že tyto vlivy primárně silněji působí na více exprimované typy enzymů.  

Další zkoumanou skupinou zvířat byli potkani, kterým byla podávána konstantní dávka 

morfinu (10 mg/kg) po dobu deseti dní. Srdce byla rozdělena na pravé a levé komory, ze kterých byly 

následně optimalizovanou metodikou frakcionace a homogenizace myokardu separovány plasmatické 

membrány. Tyto vzorky se staly výchozím materiálem pro několik rozdílných pokusů. Zkoumání 

pomocí imunoblotů proběhlo za použití několika různých protilátek, které byly zaměřené na detekci 
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antioxidačních enzymů GPx-1/2, GPx-6, SOD-1, SOD-2, SOD-3 a CAT. V těchto experimentech však 

GPx-1/2 ani GPx-6 nevykazovaly žádné signifikantní zvýšení u vzorků pravých nebo levých komor, 

takže je jejich podíl na odstraňování oxidativního stresu při této dávce morfinu diskutabilní . V případě 

GPx-1/2 byla sice patrná určitá tendence ke zvýšené expresi, avšak vzhledem k relativné vysokým 

odchylkám při hodnocení výsledků nebyly tyto rozdíly statisticky významné. 

SOD-1 je měď a zinek vázající antioxidační enzym, který je zodpovědný za odstraňování 

volných superoxidových radikálů jejich přeměnou na molekulární kyslík a peroxid vodíku. Je to 

rozpustný cytoplazmatický isoenzym a též se nachází v buněčných mitochondriích. Mutace SOD-1 

vedou často ke vniku amyotrofické laterální sklerózy, jejíž vznik může být ovlivněn zvýšenou 

produkcí hydroxylových radikálů [84]. V našich experimentech zaměřených na sledování vlivu 

morfinu SOD-1 nevykázala žádnou zvýšenou hladinu v porovnání s jejími koncentracemi v 

kontrolních vzorcích. Její úloha v srdci při regulaci oxidativního stresu za těchto podmínek je tedy 

zřejmě minoritní. Naproti tomu hladina SOD-2 v levých komorách překročila potřebnou hladinu pro 

uznání signifikantního rozdílu a vykázala zřetelné zvýšení oproti kontrolní koncentraci. SOD-2 je z 

rodiny Fe-Mn superoxiddismutáz. Jsou to mitochondriální homotetramery, které váží jeden Mn
2+

 ion 

na jednu podjednotku. Váží se na superoxidové vedlejší produkty vzniklé oxidativní fosforylací a mění 

je peroxid vodíku a dvouatomární kyslík. Mutace genu pro SOD-2 je asociována se vznikem 

idiopatické kardiomyopatie, předčasného stárnutí a rakoviny [85,86]. Její zvýšený význam v srdci 

naznačil i výsledek našeho pokusu, neboť došlo k rozdílům v expresi tohoto enzymu. Je patrné, že 

organismus reagoval na pravidelné dávky morfinu zvýšenou syntézou SOD-2). Zajímavé bylo však 

zjištění, že ve vzorcích pravých komor nebyly zaznamenány žádné statisticky významné rozdíly. 

Mechanismy zahrnující odpověď, která aktivuje syntézu SOD-2, tedy budou pravděpodobně citlivější 

v levých komorách, případně tato tkáň může být náchylnější na vznik oxidativního stresu. 

SOD-3 je Cu/Zn enzym, který též katalyzuje dismutaci dvou superoxidů za vzniku peroxidu 

vodíku a kyslíku. Chrání především mozek a plíce, kde je hladina jeho exprese nejvyšší, avšak 

vyskytuje se i v jiných typech tkání, kde plní stejnou funkci. Je syntetizována uvnitř buněk a její část 

prochází do extracelulárního prostoru, kde tvoří glykosylované homotetramery ukotvené v 

extracelulární matrix. Je též spojována se zánětlivou odpovědí a systemickou sklerodermou [88]. Jako 

jeden z několika antioxidačních enzymů byl studován ve spojitosti se vznikem rakoviny prsu, protože 

je schopen zabraňovat oxidativnímu poškození DNA, která je právě s tímto jevem asociována [87]. 

Imunobloty detekující hladinu SOD-3 prokázaly signifikantní rozdíl mezi kontrolní a 

morfinovou skupinou zvířat. Koncentrace tohoto antioxidačního enzymu byla opět v levých komorách 

zvýšená natolik, že je možné ji považovat za statisticky průkaznou. Pravé komory i v tomto případě 

vykazovaly velké odchylky v naměřených výsledcích a možný vliv morfinu na expresi tohoto enzymu 
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zde nebyl potvrzen. Z těchto výsledků je možné usuzovat, že i SOD-3  je jedním z enzymů, jehož 

syntéza může být přímo ovlivněna morfinem indukovaným oxidativním stresem ve tkáni myokardu. 

Posledním zkoumaným antioxidačním enzymem byla kataláza (CAT). CAT je enzym 

hemového typu, který je přítomen téměř ve všech buňkách aerobních organismů, kde transformuje 

peroxid vodíku na vodu a kyslík a tímto odbourává toxický efekt peroxidu vodíku. Je tedy spojována s 

většinou chorob, které souvisí s oxidativním stresem, jako je třeba cukrovka, astma, Alzheimerova 

choroba, revmatoidní artritida a rakovina. Mutace jejího genu, která má za následek její sníženou 

aktivitu, je však přímo zodpovědná pouze za jednu známou chorobu, a tou je akatalasemie [89,90,91]. 

Imunoblotová analýza hladin CAT provedená v našich experimentech neprokázala žádné markantní 

rozdíly v koncentracích tohoto enzymu v morfinových a kontrolních vzorcích myokardu. Nepodařilo 

se nám tedy potvrdit její potenciální roli v regulaci morfinem indukovaného oxidativního stresu. 

 Další metodika, která byla v této práci použita, využívala kitů od firmy Cayman Chemicals, 

které využívaly dvou různých principů. Prvním byl kit zaměřený na detekci koncentrace volného  

8-isoprostanu, který je považován za marker deficience antioxidantů a přítomnosti oxidativního stresu 

[77]. Isoprostany jsou totiž skupinou eikosanoidů neenzymatického původu, které vznikají náhodnou 

oxidací tkáňových fosfolipidů ROS. 8-isoprostan působí jako silný pulmonální a renální 

vazokonstriktor a je znám jako mediátor oxidativního poškození plic [92]. Pro účely analýzy pomocí 

této metody byly dle přiložených instrukcí použity vzorky supernatantu získaného během frakcionace 

myokardu. Byla provedena dvě měření, přičemž v prvním z nich byly zjištěny signifikantně zvýšené 

hladiny koncentrace 8-isoprostanu v pravých komorách morfinem ovlivněných zvířat, avšak v levých 

komorách nebyl zaznamenán prokazatelný rozdíl. V druhém opakování stejného pokusu na dalších 

vzorcích byly naměřeny ještě výraznější rozdíly ve vzorcích pravých komor, a markantní zvýšení 

hladin 8-isoprostanu bylo tentokrát zjištěno i v levých komorách, což koresponduje oxidativnímu 

stresu v této tkáni. Tyto výsledky souhlasí i s našimi nálezy získanými pomocí imunoblotů, které 

naznačily, že tkáň levých komor citlivě reaguje na morfinem indukovaný oxidativní stres zvýšenou 

expresí některých antioxidačních enzymů.  

 

 V další části byl náš výzkum zaměřen na monitorování celkové antioxidační kapacity vzorků, 

které bylo provedeno pomocí kitu od firmy Cayman Chemical. Tento Antioxidant Assay kit pracoval 

na principu měření celkové antioxidační kapacity a jejího porovnání s ekvivalenty troloxu, což je též 

látka s antioxidačními účinky a ve vodě rozpustný homolog tokoferolu [79]. Tato metoda je založena 

na schopnosti antioxidačních enzymů ve vzorcích inhibovat oxidaci ABTS (2,2'-azinobis-(3-

ethylbenzothiazol-6-sulfonová kyselina) na ABTS*. Množství vzniklého ABTS* je poté měřeno a 

porovnáváno s antioxidační aktivitou troloxu [93]. 
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První pokus neprokázal žádné velké rozdíly mezi kontrolami a morfinovými vzorky, ať už 

levých či pravých komor. V druhém opakování pokusu s novými vzorky se však podařilo naměřit 

signifikantní odchylku. V tomto případě byl tento výsledek opět zaznamenán na vzorcích levých 

komor, které vykazovaly mnohem vyšší antioxidační kapacitu než kontroly. To naznačuje, že u 

morfinem ovlivněných zvířat došlo ke zvýšené produkci antioxidantů, a to především ve tkáni levých 

komor následkem zvýšeného oxidativního stresu a koncentrace ROS. Toto zjištění odpovídalo i 

výsledkům předchozích metodik. 

Poslední metodikou, která byla testována pro budoucí využití v dalších experimentech, bylo 

využití dyhydroethidia jako markeru volných radikálů na řezech z myokardu. DHE reaguje se 

superoxidy za vzniku hydroxyethidia, které zvyšuje fluorescenci takto označené tkáně. Tato souvislost 

byla přímo prokázána přidáním SOD ke tkáňovým kulturám, ve kterých byla fluorescence snížena, 

protože SOD katalyzovala odbourání volných superoxidů [94].  

Potkaní byli rozděleni kontrolní a morfinové skupiny, které byly po dobu deseti dní 

medikovány buďto fyziologickým roztokem (kontroly) nebo morfinem (10 mg/kg). Dva dny před 

usmrcením jim bylo intramuskulárně podáno dihydroethidium, které zde sloužilo pro detekci 

superoxidových radikálů [78]. Byly testovány dvě metody, kdy při jedné byly řezy levých komor ještě 

na 30 minut inkubovány v roztoku glycinu, který měl údajně potlačit autofluorescenci spojenou 

s přítomností aldehydů [95]. Získané výsledky ze snímků pořízených konfokálním mikroskopem však 

neprokázaly zlepšení v měřeních řezů, které byly ošetřeny roztokem glycinu v porovnání s běžně 

zpracovanými řezy. Spíše naopak zde glycin snížil intenzitu fluorescenčního signálu všech řezů. V 

obou případech byla ovšem naměřena zvýšená koncentrace superoxidových radikálů u zvířat, kterým 

byl podáván morfin. Tyto radikály nebyly nijak centralizované kolem určitých intracelulárních 

struktur a byly spíše nepravidelně rozptýlené.  
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7. Závěr 

Výsledky této diplomové práce jasně naznačují, že chronické působení morfinu ovlivňuje 

redoxní stav v potkaním myokardu. Jak dlouhodobé podávání rozdílných dávek morfinu, tak i 

chronická distribuce jeho konstantního množství prokázali signifikantní rozdíly v naměřených 

výsledcích. V jednom z experimentů volný 8-isoprostan, který je obecně uznávaným markerem 

oxidativního stresu uvnitř buněk, zde vykázal jasně zvýšené koncentrace v tkáni myokardu. Je tedy 

možné uzavřít, že morfin podávaný po dobu 10 dní v dávce 10 mg/kg skutečně indukuje vznik 

oxidativního stresu. Dalším způsobem studia této problematiky u stejně ovlivněných potkanů bylo 

měření celkové antioxidační kapacity. Zde též došlo ke zjištění signifikantního rozdílu tentokrát 

především v levých komorách, jejichž antioxidační kapacita byla značně zvýšená. Tato odpověď může 

být patrně obrannou reakcí na probíhající zvýšení oxidativního stresu. 

Následovala série analýz exprese vybraných antioxidačních enzymů pomocí imunoblotů, při 

kterých byly měřeny tyto enzymy na vzorcích zvířat, kterým byl chronicky podáván morfin ve výše 

zmíněné dávce, tak na vzorcích levých komor ze zvířat, kterým byly po delší dobu podávány rozdílné 

dávky morfinu. Ve skupině zvířat ovlivněných pravidelným podáváním 0,1 mg/kg morfinu po dobu 28 

dní, byl nalezen signifikantní rozdíl v expresi GPx-1/2 v levé komoře myokardu, která byla zvýšená 

oproti kontrolám. GPx-6 zde však neprokázalo nějaké výrazné odchylky. Dále byla provedena měření 

na vzorcích srdce z potkanů, kterým byla podávána dávka morfinu 10 mg/kg/den. Signifikantní rozdíl 

se v tomto případě podařilo naměřit pouze pro SOD-2, která byla ve zvýšené míře syntetizována ve 

tkáni levých komor a podobně byla naměřena zvýšená hladina SOD-3, rovněž v levých komorách. 

Také tyto výsledky naznačují správnost představy, že morfin v srdci způsobuje vznik oxidativního 

stresu. Poslední testovanou metodou, jež byla v rámci této práce nově zaváděna pro budoucí použití 

pro podobnou detekci, jsme se snažili detekovat fluorescenčně značenou hladinu superoxidových 

radikálů v levých komorách. Výsledky jasně prokázaly jejich vyšší koncentraci v myokardu 

ovlivněném morfinem.  

Závěrem lze tedy říci, že morfin měl prokazatelně vliv na antioxidační stav v potkaním 

myokardu, a to především ve tkáni levých komor, která se jevila náchylnější ke vzniku oxidativního 

stresu. Je tedy potřeba počítat s potenciálními riziky a možným poškozením tkáně, které může 

podávání morfinu vyvolat vzhledem k tomu, že i dnes je morfin častou součástí běžně aplikovaných 

anestetik. 
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