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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studiem opioidnich receptorti typu p, 6, ak v lymfocytech
izolovanych ze sleziny potkant ovlivnénych konkanavalinem A a opiatem morfinem po
dobu 48 hodin. Exprese opioidnich receptorti je v imunitnich bunkach za fyziologickych
podminek velice nizkd. Vliv rGznych faktord jako je pfitomnost opioidii, mitogend,
dlouhodobého puisobeni stresu, muze vést K nartistu mnozstvi téchto receptort v buiikach
imunitniho systému. V této studii byl prokazan kvantitativni nartst p-, 8- i k-opioidnich
receptort v lymfocytech stimulovanych konkanavalinem A, pficemz v kontrolnich
lymfocytech nebyl zaznamenan zadny signifikantni signal odpovidajici p- a 6-receptorm.
Naproti tomu, k-opioidni receptory byly ve vyznamné mife stanoveny jiz v kontrolnich,
nestimulovanych lymfocytech. Stimulace konkanavalinem A zpisobila 2,4 - nasobny
vzestup téchto receptort.

V lymfocytech, kterym byl podavan pouze morfin, doslo knarGistu pouze u
p-opioidnich receptorti, pfi¢emz v kontrolnich buitkach nebyl zaznamenan zadny signal.
d-opioidni receptory nebyly detekovany v kontrolnich ani morfinem ovlivnénych buiikéach.
k-opioidni receptory byly stanoveny v kontrolnich i morfinem ovlivnénych lymfocytech a
jejich mnozstvi se po vystaveni uc¢inku morfinu oproti kontroldm nezménilo.

Vyse uvedené vysledky detekce p-, o- ak-opioidnich receptori metodou ,, Western
blot“ v lymfocytech pfipravenych ze sleziny potkant, které byly vystavéné ucinku
konkanavalinu A nebo morfinu jsou publikované poprvé v této diplomové praci.

Kromé opioidnich receptori byly Vv kontrolnich a konkanavalinem A stimulovanych
slezinnych lymfocytech stanoveny i dalsi proteiny, které se tcastni regulace a signalizace
opioidnich receptori ato aktin, kaveolin-1 a p-arestin-1/2. U vSech proteini byl
zaznamenan pokles monomerni formy ti¢inkem konkanavalinu A.

Radioligandové vazebné studie opioidnich receptorti neposkytly pozitivni vysledek jak
Vv kontrolnich lymfocytech, tak i v lymfocytech stimulovanych konkanavalinem A. Jejich
mnozstvi je ziejmé pod detekénim limitem této metody. Jinou moznosti je, Ze nové
syntetizované receptory nevazi ligand s povahou agonisty a signalizace neni funkéné
spojena s G-proteiny.

Nejvétsi mnozstvi opioidnich receptorti je v mozkové tkani, kde zprosttedkovavaji
ucinky endogennich peptidi = opioidu (enkefaliny, endorfiny) i exogennich opiodnich
latek, morfinu, kodeinu a heroinu (polosynteticky derivat morfinu). S aplikaci téchto latek

jsou spojené analgetické a euforizujici efekty, ale pti jejich opakovaném podévani vznika



tolerance a zavislost na téchto drogach. Opioidni receptory (u-, 6-, x-) byly stanoveny v
kife predniho mozku potkant, kterym byl podavan morfin po dobu deseti dni metodou
., Western blot”. Celkova hladina p-opioidnich receptori se nezménila. Vysledky této
prace ukazuji pokles nékterych minoritnich forem 8- a k-opioidnich receptord. Zmény
téchto forem je mozno interpretovat jako kompenzacéni reakce, ke kterym dochazi vlivem

dlouhodobého podavani morfinu.

Kli¢ova slova: opioidni receptory, vztahy SAR, morfin, lymfocyty
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ABSTRACT

In this Thesis, we studied properties of p-, 8-, and k-opioid receptors in lymphocytes

isolated from rat spleen. This splenocytes were exposed to mitogen concanavalin A or
opiate morphine and cultivated for 48 hours. Under physiological conditions, level of
opioid receptors in immune cells is very low. Due to various factors such as presence of
opioids, mitogens, long-term exposition to stress, expression of these receptors can be
amplified. In this study we demonstrated, that concanavalin A causes up-regulation of p-,
0- and x-opioid receptors in lymphocytes isolated from rat spleen. In control cells no
significant signal of p- or d-receptors was observed. In contrast, k-opioid receptors were
detected already in control cells. Concanavalin A stimulation caused a 2.4 - fold increase
of these receptors.
In lymphocytes treated with morphine only p-opioid receptors were up-regulated, whereas
in control cells, there was no signal for these receptor type. 6-opioid receptors were not
detected in control or morphine treated cells. k-opioid receptors were determined in control
and also in morphine affected lymphocytes but the amount of these receptors wasn’t
changed by morphine.

Detection of -, 6- and k-opioid receptors using Western blot technique in lymphocytes
isolated from rat spleen, that were exposed to concanavalin A or morphine are published
for the first time in this thesis.

Besides opioid receptors, three other proteins were established in rat spleen
lymphocytes, which were exposed to concanavalin A. Actin, caveolin-1 and p-arrestin-1/2.
These proteins participate in regulation and signaling of opioid receptors. Monomeric form
of all these three proteins was down-regulated by concanavalin A.

Radioligand binding studies of opioid receptors has provided a negative result in both,
control cells and in cells stimulated by concanavalin A. It’s possible, that amount of opioid
receptors is below the detection limit of this method. Another interpretation could be that
the newly synthesized receptors do not bind ligand and/or signaling pathways are not
coupled to G-proteins.

Opioid receptors are mostly widespread in brain regions. Activation of opioid receptors
in CNS by endogenous opioid peptides (enkephalins, endorphins) and exogenous opioids
like morphine, codeine and heroin provide analgesic and euphoric effects. Repeated
administration of these drugs causes negative side effects such as tolerance and

dependence. Opioid receptors (u-, 8-, k-) were detected by Western blotting in rat brain
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cortex. Animals were exposed to morphine or saline solution in case of control rats for 10
days. Amount of p-opioid receptors wasn't affected by morphine exposure. Small changes
in level of minor forms of 6- and k-opioid receptors were examined. Changes of these
forms could be result of compensatory reactions that occur due to prolonged administration

of morphine.

Key words: opioid receptors, structure-function relationships, morphine, lymphocytes
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1 UvoD

Historie uzivani i zneuzivani opioidnich latek je velice obsahld. Prvni zminky o
péstovani maku setého a izolaci opia z jeho §tavy pochazeji z tretiho tisicileti pt.n.l. od
Sumerti z oblasti dneSniho Irdku. Z Mezopotamie se ,,rostlina radosti®, jak ji Sumefi
nazyvali, rozsifila do celého starého svéta. Dodnes jsou Iran, Afghanistan, Pakistan a
Irdk nejvetsimi producenty opioidli na svéte.

Historickym milnikem ve vyuzivani a nasledné i zneuzivani opioidnich drog se stal
konec 19. stoleti, kdyz Friedrich Sertiirner isoloval z opia nejaktivnéjs$i slozku —
alkaloid morfin. V medicin¢ se morfin zacal vyuzivat pfedev§im jako analgetikum a
anestetikum, bohuzel se prokazalo, ze tak jako opium vyvolava zavislost. Nasledovalo
mnoho pokust o vytvoreni nendvykového opioidu, které¢ vedly krom jiného k syntéze
heroinu — diacetylmorfinu. Heroin byl jest¢ pomé&mé dlouhou dobu piedpisovan jako
détska medicina proti kasli, proti bolesti, ale i na 1é¢bu zavislosti na morfinu [1,2].

Ve 20. stoleti nastal nartist spotifeby opia a opioidi hlavné v USA béhem valky ve
Vietnamu. Dnes je vSeobecné znamo, ze heroin je vysoce navykovy a je cCasto
povazovan za nejtvrds$i drogu, kterd je lidmi naSi spoleCnosti zneuzivani. Snaha o
vytvofeni latky se stejn¢ silnymi analgetickymi ucinky jako ma morfin, kterd by
nevyvolavala zéavislost, je stale aktualni. Bylo syntetizovano mnoho opioidnich latek
napt. fentanyl, metadon, oxomorfon, buprenorfin aj. Morfin je vSak stale nejsilnéj$im
analgetikem moderni mediciny piedepisovanym hlavné pii silnych, chronickych
bolestech, u terminalnich stadii rakoviny ¢i AIDS a heroin je nejvice zneuzivany opioid,
1 kdyZ se také vyuziva v klinické praxi.

V Evropé je prevalence vysoce rizikovych uzivatelt opioida 1,3 milionu (rok 2013) z
kterych 82% wuzivd heroin, ktery je zaroven nejCastéj$i pfiCinou smrti spojenou s
drogami. Heroin je ,,potentné&$i verzi“ morfinu, protoze je vic lipofilni a tak lépe
vstupuje do mozku. Jejich G¢inky — analgesie, euforie, sedace, deprese dechového
centra, redukce stievni — jsou ale stejné, protoZe heroin se v téle rychle pfeménuje na
6-acetylmorfin, ktery vyvolava stejny ucinek jako morfin. 6-acetylmorfin se dal
preméni na morfin [2-6]. V sedmdesatych letech minulého stoleti bylo objasnéno, Ze
efekt opioidnich latek na centrdlni nervovou soustavu je zprostiedkovan vazbou na
opioidni receptory (OR). Posléze byla exprese tii hlavnich typt téchto receptort p-, 6- a

k-OR prokézana i v jinych tkanich nez mozku, napt. srdecnim svalu, plicich, stfevech.
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Existence p-, 8- a k-opioidnich receptorti v bunikach imunitniho systému byla dlouho
pouze ptredpokladand, i kdyz imunomodula¢ni G¢inky byly zaznamenany v klinickych
studiich jiz od 60. let 20. stoleti. Dnes existuje vicero praci, které popisuji pfitomnost
mRNA p-, 8- i k-opioidnich receptorti v buiikach imunitniho systému [7] [8] [9, 10]
[11-13]. Za fyziologickych podminek je exprese genti pro tyto receptory jen velice mala
[14]. Ovlivnénim imunitnich bunék pomoci cytokint, interleukind, proliferaénich
agens, ale napiiklad i1 stresem a morfinem mize byt vyvoland zvySena exprese
opioidnich receptort [14-19].

Imunologické ucinky opioidi jsou zprostiedkovany centrdlnimi a perifernimi
mechanismy. Potencidlni mechanismus, kterym centrdlni opioidni receptory
zprostiedkovavaji periferni imunomodulaci, muize zahrnovat osu hypothalamus-
hypofyza-nadledviny a autonomni nervovy systém. Periferni imunitni buiiky pod
vlivem cytokini mohou uvoliiovat endogenni opioidy jako je napt. B-endorfin, které
mohou ovlivnit analgesii a zanétlivé odezvy. Kromé této odezvy, mizou tyto bunky
vice exprimovat opioidni receptory, coz vytvaii obousmérny systém, v némz opioidy,
buiiky imunitniho systému, cytokiny a centralni nervova soustava dynamicky interaguji
[6]. Vétsina vyzkumi zabyvajicich se uc¢inkem morfinu se soustfed’'uje na p-opioidni
receptory v mozkové tkani. Morfin je silny agonista u-OR a signalizaci v CNS, pies
prave tento typ receptorl, Vyvolava morfin své uc€inky.

I kdyz doSlo k pokroku v porozuméni exprese genli opioidnich receptorli v
nervovych buiikach 1 bunkach imunitniho systému, pfenos signélu do jadra a jeho vliv
na expresi genu pro opioidni receptory neni dobfe definovan. To je obzvlast’ zajimaveé v
lymfocytech, protoze je ziejmé, Ze aktivaci opioidnich receptorti dochazi k modulaci
fady fyziologickych procest napiiklad bunécéné proliferaci, apoptosy ¢i migraci téchto
bunék. Je prokazané, Ze zmény v expresi genll opioidnich receptorti, pfedev§im u-OR v
lymfocytech, které¢ vyplyvaji ze zneuzivani opioidd, jsou dulezitym faktorem progrese
patologickych poruch imunity, jako je napf. AIDS [20]. Obecné, vazba na d-opioidni
receptory je spojovana se silné€jsi a vazba na k-opioidni receptory se snizenou imunitni
odpovédi. Zatimco vazba na p-opioidni receptory je asociovana jak se silnéjsi tak i
snizenou az inhibovanou imunitni reakci [21-24]. V dusledku vazby jednotlivych
ligandi na opioidni receptory imunitnich buné¢k mohou byt spusténé riizné signalni
drahy. Ligand se mlZe vazat i na netypické misto nebo preferovat jinou signaliza¢ni

drahu nez napt. v mozkové tkani [25, 26].
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Molekularni mechanismus, ktery reguluje expresi opioidnich receptord, jejich funkce
i reakce, které probihaji po jejich aktivaci v bunikdch imunitniho systému, vSak doposud

nejsou objasnény.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Imunitni systém a slozky imunitniho systému

Imunitni systém patii mezi zdkladni mechanismy nezbytné pro preziti organismui. V
priabéhu evoluce se imunitni systém vyvinul v silny soubor obrannych mechanismt na
ochranu proti potencialnim patogenim i1 proti poskozenym a zmutovanym bunkam
vlastnich tkéni. Zarovenl musi byt tento systém tolerantni k zdravym buitkdm daného
organismu a také k ptirozené mikroflofe v stievech, na kuzi atd.

Za dobu mnoha milionu let, se vyvinuly rizné typy imunitni obrany, vhodné k
identifikovani patogenti, v riznych skupinach organismi — napf. hmyz, plazi. Diky
tomu se savCéi imunitni systém sklada z vicevrstvé imunitni obrany: nespecifické
neadaptivni obranné mechanismy lze zaclenit k evoluéné star§im, kdezto antigenné

specifické, coZ jsou humoralni a bunééné zprostiedkované mechanismy, jsou mladsi.

2.1.1 SloZky imunitniho systému

Imunitni odpovédi jsou zprostiedkovany bufikami a rozpustnymi molekulami, které
tyto bunky vylucuji (chemokiny, cytokiny, interleukiny...). Leukocyty jsou esencidlnimi
buiikami v obranném systému, které¢ se déli na fagocyty a lymfocyty. Fagocyty jsou
zasadni pfedevS§im v boji proti mikroorganismiim, proti uréitym nitrobunéénym
bakteriim, virim a prvokum. Vzajemné vztahy mezi fagocyty a lymfocyty jsou
nepostradatelné pro indukci imunitni odpovédi. Stfet antigenu s makrofagem se zda byt
dilezity, ne-li zasadni krok ve vyvolani kompletni imunitni odpovédi. Jakmile je
imunitni proces vyvolan, aktivace lymfocytli zavisi na fagocytech pro vytvofeni silné
obrany. Je zifejmé, Ze interakce lymfocytl a makrofagh se projevuji v riznych fazich
vyvoje imunitni reakce [27, 28]. Piehled téchto bun¢k podava obr. 1. na nasledujici

strané.
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Obr. 1. Schéma typu bunék zapojujicich se do imunitni odpovédi organismu a

rozpustnych molekul, které tvofi. (Pfevzato a upraveno z [27].)

Mezi fagocytarni buiiky patii monocyty a neutrofily. Monocyty patii pod myeloidni
bunéénou linii a jejich funkci je pohltit podezielé Castice a zniCit je. Tyto imunitni
bunky migruji z krve do tkani, kde se z nich vyvinou tkanové, zralé makrofagy.
Neutrofily, které tvoii vétsinu krevnich leukocytd, se vyvinuly ze stejnych prekurzori
jako monocyty. Neutrofily jsou také dualezité pro funkci imunitniho systému a to hlavné
pfi zénétu, kdy jsou schopné migrovat z krevniho feciSt¢ do mista infekce. Jelikoz
neutrofily jsou kratce Zijici buiiky, po fagocytose Castice a jejim néasledném zniceni,
také zaniknou.

Nékteré typy bunek, tzv. cytotoxické buiiky, maji schopnost zabijet jiné bunky, které
by se mohly stat infekénimi. Cytotoxické bunky zahrnuji CTL (cytotoxické T-
lymfocyty), velké granularni lymfocyty - NK buiky z anglického "natural killer", tedy
buiiky pfirozené schopné zabijet a eozinofily. VSechny tyto typy bunék maji za ukol
poskodit cil uvolnénim obsahu jejich intracelularnich granuli. Cytokiny, které jsou
vylu¢ovany cytotoxickymi buiikami, ale nejsou uskladnéné v granulich, také pfispivaji
k poskozeni patogenniho objektu [27, 29].

Komplexni imunitni odpovédi se ucastni 1 basofily a zirné buiiky. Tyto builkky maji
granule, které obsahuji celou fadu mediatori schopnych vyvolat zanét a také tidi vyvoj

imunitni reakce. Zirné buiiky leZi v cévach v blizkosti viech tkani a nékteré z jejich
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mediatorti pisobi i na buniky ve sténach cév. Basofily jsou funkéné podobné Zirnym
buiikam, ale jsou to mobilni, cirkulujici bunky.

Ackoli krevni desticky nejsou imunitni buiiky, mohou byt také aktivovany v pribéhu
imunitni odpovédi a uvoliovat mediatory zanétu [27].

Velice vyznamnymi bunkami imunitniho systému jsou lymfocyty, kterym je

vénovana nasledujici kapitola.

2.1.1.1 Lymfocyty
Lymfocyty jsou zcela odpovédné za specifické mechanismy rozpoznavajici patogeny

a zahajeni adaptivni imunitni odpovédi. Vsechny lymfocyty jsou odvozeny z
kmenovych bun¢k kostni diené, ale T-lymfocyty se pak rozvijeji v brzliku, zatimco
B-lymfocyty se rozvijeji v kostni dieni (u dospélych savci) [27, 30]. B- a T-lymfocyty
maji na svém povrchu antigenné specifické receptory. B-lymfocyty maji povrchové
imunoglobuliny (BCR, "B-cell receptor”), T-lymfocyty maji T-receptory (TCR); u obou
typt lymfocytt jsou jejich povrchové receptory funkéné spojené se signalnimi
molekulami a transmembranovymi proteiny a dal$imi kostimula¢nimi molekulami.
Funkce i struktura TCR a BCR je podobna, ale receptory B-bunék rozpoznavaji antigen
jako takovy, zatimco receptory T-bunék reaguji na komplexy MHC proteind s
peptidovymi ¢astmi antigend. (MHC proteiny: glykoproteiny téméf na vSech bunkach,
maji za ukol prezentovat antigenni peptidy T-lymfocytim). Prostiednictvi B-lymfocyti
jsou produkovany protilatky neboli imunoglobuliny. Maji typickou stavbu, dva tézké
fetézce a jeden lehky. Podle urcité konstantni Césti tézkych fetézcl lze urcit izotyp
imunoglobulinu - IgG, IgA, IgM, IgD a IgE [31, 32]. Mistem vzniku specifické imunitni
odpovédi jsou sekundarni periferni lymfatické organy jako lymfatické uzliny, muko6zni
lymfatickd tkan (sliznice Ustni dutiny, stfev, pochvy) a slezina. V té€chto tkanich je vyssi
pravdépodobnost vyskytu patogenti, proto se tady koncentruji i lymfocyty, aby mohlo
dojit k jejich aktivaci a imunitni odpovédi [30] [27].

Slezina je v téle nejvetsi organ filtrujici krev. V podstaté je slezina organizovana jako
systém arterialniho vétveni, ve kterém mensi tepénky kon¢i v sinusech (rozsifené tiseky
krevniho fecisté), které husté protkavaji cervenou pulpu (obr. 2. str. 19). Slezina je
obalena pouzdrem z pojivové tkang, ze které vedou vazivové tramce, které podporuji
vaskularitu [32, 33]. Mensi cévni vétve jsou obklopeny lymfatickou tkani, ktera tvofi

bilou pulpu sleziny. U hlodavci nékteré arterialni vétve konéi v okrajovém
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(marginalnim) sinusu (prostor mezi bilou pulpou a marginalni zénou sleziny) zatimco

jiné prochazeji marginalni zonou do zilniho systému cervené pulpy [33].

“ i ———— —
J

?/UZ// U \\W R o ———wnnn aferentni slezinova tepna
U ——=

shérna zila

zilni sinus

Billrothovy provazce
pouzdro

centralni tepénky
uzliky lymfatické tkané
zona T-lymfocytt
marginalni zona

Obr. 2. Schéma sleziny (ptrevzato é upraveno z [33]).

Slezinova tepna se vétvi do centralnich tepének, které jsou obalené bilou pulpou. Tato
bila pulpa se sklada ze zény T-bunék a zony B-bunék. Tepénky konci v Billrothovych
provazcich v cervené pupé, odkud je krev odvedena do Zilniho splavu, kterym se
shromazduje do odvodni slezinné Zily.

Cervena pulpa sleziny ma specializovanou strukturu Zilniho systému, ktery dava této
oblasti jedine¢nou schopnost filtrovat krev a odstrafiovat tak staré erytrocyty, ¢i
patogeny. Krev z cév prichazi do cévnich sinusi v Cervené pulpé, ktera se sklada z
fibroblastti a retikularnich vlaken (Billrothovy provazce). V této oblasti se nachazi
mnozstvi makrofagi, a také se tu shromazd’uji erytrocyty a neutofily, které se nachazeji
jesté v marginalni zon€ [33]. Bila pulpa je tvofena uzliky lymfatické tkané a
periarterialnimi lymfatickymi pochvami, které obsahuji lymfocyty. Mnoho lymfocytt
migruje do bilé pulpy. B- a T-lymfocyty se nejprve pohybuji podél spolecné drahy, pak
se rozdéli do svych pfislusnych oblasti (B-lymfocyty - uzliky, T-lymfocyty -
periarterialni lymfatické pochvy). Migrace B a T-bunék do bilé pulpy je povazovano za
dilezité pro u¢innou imunitni reakci ve slezing, protoZe v této oblasti dochazi k antigen-
specifické interakci mezi lymfocyty a pomocnymi buiitkami. Spravna organizace a
funkce bilé pulpy je fizena pomoci specifickych cytokind (kap. 2.1.2). Exprese
cytokind, které jsou zodpovédné za migraci lymfocytl, je kontrolovdna dalSimi

cytokiny, jako napf. TNF (ang. ,,tumor necrosis factor®), které zaroven ovliviuji i
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hladinu cytokinti/chemokint udrzujicich homeostazu sleziny [33, 34]. Jedna se o aktivni
vicekrokovy proces, ktery zahrnuje i signalizaci prostfednictvim receptord Sprazenych s
G-proteiny (GPCR), protoze receptory pro chemokiny patii do této rodiny
sedmtransmembranovych proteind [34]. Pfesna molekularni interakce, kterou lymfocyty
vstupuji do bilé pulpy, je jesté stdle neznama [33, 35]. Margindlni zéna obsahuje
makrofagy, dendridické buiky i B-lymfocyty. Kontinudlni migrace krevnich bun¢k do
lymfatickych organt a zpét do krve je u€inny zpisob, pro hledani patogent a antigend.
Marginalni neboli okrajova zoéna ve sleziné je dalezitym pfechodovym prostorem pro

bunky, které odchazeji z krevniho fecisté a vstupuji do bilé pulpy [33, 35].

2.1.1.2 Cytokiny

Termin cytokiny obecné oznacuje velkou skupinu molekul podilejicich se na
signalizaci mezi bunikami pifi imunitni odpovédi. VSechny cytokiny jsou proteiny nebo
glykoproteiny a déli se na nékolik kategorii. Mezi hlavni podskupiny cytokinli patii
interferony, interleukiny, chemokiny [27]. Piehled cytokinové sité je na obr. 3. str. 21.

Tvorba interferonti (IFN) je diilezitd hlavné pii virové infekci, dokdZzou totiz omezit
jejich Sifeni. Interferony se déli podle toho, zda je produkuje infikovana buiika - IFNa a
IFNB nebo typ - IFNy , ktery je uvolhovan aktivovanymi pomocnymi T-buikami.
Vyrabéji se v pocatecni fazi infekce a jsou dilezité pro zadrzeni Sifeni viru do doby, nez
imunitni systém vytvoti adekvatni odpoveéd’ [27, 36].

Interleukiny (IL) maji rizné funkce a produkuji je hlavné T-lymfocyty, i kdyz
nékteré z nich jsou také produkovany mononukledrnimi fagocyty nebo tkanovymi
bunikami. Mnoho interleukinli zasahuje do bun&tné diferenciace a déleni - napt. IL-2.
Rodina interleukint je oznacovana Cisly, nejvyssi je momentalné 1L-38 [27, 30, 36].

Dalsi skupinou cytokinti jsou chemokiny - chemotaktické cytokiny. Jednou z jejich
mnoha funkci je fidit pohyb leukocytl v organismu tj. z krevniho ob&hu k tkanim a zpét
[37].

Skupina cytokintli zahrnuje také tumor nekrotizujici faktory (TNF) a to napt. TNF-a
a TNF-B, a také transformujici rastovy faktor B (TGF-B). Maji celou fadu funkci, ale
jsou zvlaste dilezité pii zprostiedkovani vzniku zanétu a cytotoxické reakce.

Kazdy typ bunék uvolnuje urcitou sadu cytokini, v zavislosti na typu bunky a

zpusobu aktivace. Nemén¢ dulezitou soucasti reakce vyvolanou cytokiny je exprese
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receptorl pro tyto molekuly imunitnimi buiikami. Jen burka, kterd méa odpovidajici
receptory, mize reagovat na konkrétni cytokin. Obecné lze fici, Ze cytokinové receptory
jsou specifické pro jejich vlastni cytokiny, ale jsou samoziejmé vyjimky, kdy receptor
akceptuje n€kolik riznych cytokind [27].

Tvorba cytokini je sledovana pii riznych zanétovych onemocnénich jako AIDS, ale
maji potencial jako biomarkery i pfi Alzheimerové nemoci, nemocich srdce, rakoviny
aj. [36].
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Obr. 3. Bunky imunitniho systému a cytokinova signalizace. (Pfevzato a upraveno z
[36]). Zkracena verze cytokinové sité zvyraziujici komunikaci pomoci téchto molekul
mezi rlznymi typy bunék imunitniho systému. IL: interleukin; IFN: interferon; TNF:
tumor nekrotizujici faktor.

2.2 Morfin, heroin a imunitni systém

Morfin je alkaloid obsazeny Vv opiu — §tavé nezralych tobolek maku setého (Papaver
somniferum). Krom morfinu se v opiu nachazi dalsi alkaloidy kupf. kodein, papaverin,
noskapin - souhrnné zvané opiaty. Termin opioidy zahrnuje pfirodni i syntetické latky s
ucinkem na opioidni receptory, opiaty jsou latky isolované z opia. Opium bylo od
nepaméti lidstvem vyuzivano k 1é¢bé bolesti, v dnesni dobé se k t€émto ucelim z n¢ho
izoluje morfin, ktery slouzi v mediciné jako nejsilngj$i analgetikum. Heroin,

polosynteticky derivat morfinu, je nejvice zneuzivany opioid. Ma podobné silné
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analgetické ucinky, zato vyssi euforizujici efekt, vétSi potencial zplsobit zévislost a
toleranci [38, 39].

Molekula morfinu se sklada ze tfi kondenzovanych kruht, které vytvareji
fenanthrenovou kostru. C3 a C6 hydroxylova skupina, spole¢né s aminovou skupinou,
jsou zasadni pro strukturdlné rigidni molekulu a podmifiuji danou chemickou aktivitu.
Pro obsah hydrofilnich OH-skupin je morfin Spatné rozpustny v lipidech. Morfin v
organismu podléha biotransfomac¢nim reakcim. Dva kvantitativné i kvalitativné nejvice
dilezité metabolity morfinu jsou morfin-3-glukuronid (produkovan jako hlavni
metabolit) a morfin-6-glukuronid [40].

Heroin (diacetylmorfin) je pfeméhovan na morfin a to deacetylaci ve dvou
hydrolytickych krocich. Nejdtive rychlou chemickou a/nebo enzymatickou hydrolysou
na meziprodukt 6-acetylmorfin a ten je dale metabolizovan na morfin u¢inkem esteras

[41]. Schematicky souhrn téchto reakcei je na nésledujicim obrazku.
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Obr. 4. Metabolicka biotransformace morfinu a heroinu (pfevzato a upraveno z [40]

(3]).

Analgesie, nejvyznamnéjsi pozitivni efekt, je vyvolana predevSim reakcemi v
centralni (CNS) a periferni nervové soustavé. Také nejvyznamnéjsi negativni G€inky -
zavislost a tolerance - vznikaji pisobenim na CNS. Morfin i heroin vSak vyznamné
ovlivilyji 1 jiné organy a systémy napfi. ¢innost srdce, plic, jater a také imunitni systém.
Chroniéti uzivatelé tak Casto trpi hypertenzi, ischemickou chorobou srde¢ni, diabetem
mellitem 2. typu ¢i AIDS [41, 42]. Morfin i heroin jsou molekuly, které po reakci na

receptor vyvolaji aktivacni signalni kaskddu a patii tak k tzv. plnym agonistim.
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Agonisté a antagonisté vazbou na své receptory méni konformacéni stavy téchto
receptorti a uréuji schopnost aktivace signalnich molekul. Agonisté stabilizuji aktivni
konformace receptorti a schopnost vyvolat signalizaci, zatimco antagonisté stabilizuji
neaktivni konformac¢ni stavy a brani tak signalizaci. Agonisté jsou klasifikovani podle
miry aktivace receptorii. Plny agonista zpusobuje maximalni aktivaci receptort
(maximalni ve srovnani s nativnhim ligandem), zatimco castecny/parcialni agonista
aktivuje receptory v mensim rozsahu i pii nejvysSich koncentracich. Na rozdil od
agonistu inhibuje antagonista aktivaci tak, ze bud’ zabira vazebné misto pro piirozeny
ligand (orthostericka mista), nebo se vaze na jiné (alosterické) misto. Tim brani;
ptipadnému agonistovi Vv aktivaci signalizace ptes receptor. Celkoveé lze fici, ze
molekuly, které se vaZzou na receptor, mohou mit vliv na funkci receptoru od plné
aktivace pies uplnou deaktivaci [43].

Kromé¢ opioidnich alkaloidt jako je morfin plisobi na imunitni systém i endogenni
opioidni peptidy, véetné B-endorfinu a dynorfinu. Tyto peptidy moduluji funkci
lymfocytt i ostatnich bunék zapojenych do obranné imunitni reakce. Vysledky nékolika
laboratofi ukazaly, Zze opioidy mohou piisobit jako cytokiny a ze jsou také tvoreny
imunitnimi bunikami [44]. Pokud tedy opioidy maji pfimy vliv na funkce imunitnich
bunck, da se predpokladat, Ze se jedna o reakci ptes opioidni receptory exprimovanymi

témito bunkami [45].

2.3 Receptory sprazené s G-proteiny a opioidni receptory

Receptory pro opioidy patii do nejvetsi nadrodiny proteini v cytoplasmatické
membrané bunky, rodiny receptort spiazenych s GTP vazajici proteiny (GPCR - z ang.
"GTP-binding protein coupled receptors™ nebo "G-protein coupled receptors™) i kdyz v
poslednich letech byly zaznamenany také na G-proteinu (GTP (guanin nukleotid
trifosfat)-vazajici protein) nezavislé signalni drahy, jako jsou naptiklad aktivace
arrestinu, nebo extracelularni signal regulujici kinasy - ERK1/2 (z ang.
"extracellularsignal-regulated kinases™) ¢i dalSich kinas [46, 47]. GPCR jsou
vSudypiitomné v sav€ich bunkdch a jsou soucasti slozitych mechanismi bunécné
signalizace a komunikace. GPCR jsou transmembranové molekuly, mohou byt
aktivovany rozmanitymi extracelularnimi signaly, jako jsou biogenni aminy, aromatické

latky, lipidy, ionty, nukleotidy, peptidy a dokonce i fotony. Proto je Siroky rozsah
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fyziologickych funkci regulovan pravé pomoci GPCR (neurotransmise, vizualni
vnimani, vang, chut, rast, chod metabolismu a imunitni a zanétlivé reakce). GPCR
proto piedstavuji hlavni cile pro vyvoj 1é¢iv [46, 48]. Nadrodina GPCR se déli na tii
hlavni rodiny. GPCR v téchto rodinach mezi sebou nesdileji vyznamnou sekvencéni
podobnost, i kdyz vSechny maji sedm transmembranovych domén (7TM). Rodina C
jsou tzv. receptory podobné metabotropnimu glutamatovému receptoru, rodina B jsou
sekretinu podobné receptory [49, 50]. Nejvétsi rodinou GPCRs je rodina proteind
podobnych rhodopsinu (rodina A), kam patii i receptory pro opioidy. Receptory této
rodiny; se vyznacuji nékolika vysoce konzervovanymi aminokyselinami a disulfidickym
mistkem, ktery spojuje prvni a druhou extracelularni smycku. VétSina z téchto
receptoru je palmitoylovana na cysteinu na karboxylovém konci (intracelularni), ktery
slouzi jako kotva v plasmatické membrané (obr. 5. A.). Uréeni krystalové struktury
rhodopsinu ukazalo, ze transmembranové domény tohoto typu receptord jsou
"naklonéné" a "zalomené", v dasledku pritomnosti aminokyselin, jako je prolin, které
narusuji a-helikalni transmembranovou doménu (obr. 5. B.) [49-51].

A. c B.

Intracelularni

g}
,’ %W/
Extracelufari

Obr. 5. A. Strukturni zndzornéni 7TM GPCRs rhodopsinové rodiny. B. Grafické
znazornéni krystalové struktury rhodopsinu. A. Schematické znazornéni zalomeni
transmembranovych domén. Jednotlivé domény jsou oznaceny fimskymi Cislicemi (I.-
VIL.). Oranzova vinovka na intracelularni strané membrany na C-konci reprezentuje
palmitoylaci (vlastni). B. Krystalova struktura rhodopsinu. "C" (karboxylovy konec se
nachazi vintraceluldrnim prostoru, "N" (aminoskupinovy) konec je v prostoru
extracelularnim. Jednotlivé smycky jsou onaceny Zlutymi timskymi cislicemi (l.-VII.).
Pfevzato z [52], upraveno.
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2.3.1 Signalizace pi'es G-proteiny

Funkéni spojeni s trimernimi (podjednotky a,,y) G-proteiny mtize byt selektivni, ale
7TM receptory jsou casto "promiskuitni" v této signdlni draze. Heterotrimerni
G-proteiny jsou rozd€leny do étyt skupin na zakladé homologie a funkéni podobnosti
jejich Ga podjednotky - Gaijo, Gas, Gagar @ Gags, kterd je v deaktivovaném stavu
spojena s GDP a podjednotkmi [ a y. Pii aktivaci je GDP vyménéno za GTP a trimerni
struktura podjednotek afy se v disledku konformac¢nich zmén na receptoru rozpadne na
a-GTP a Py komplex, které dal interaguji a spousti rizné signalni kaskady [53, 54].
Aktivaci a schematickou strukturu GPCR podava obr. 6. Je pravdépodobné, ze
signaliza¢ni repertoar GPCR odpovidd souborim moznych konformaci receptoru.
Molekularni principy, podle kterych receptor pievadi chemické vlastnosti ligandu do

urcité signalizacni drahy, jsou stale nevyfesené [55].

Obr. 6. Usporadani GPCR a G-proteinu v membrdné a jeho regulace. Prevzato a
upraveno z A (vlastni); B. [56]. A: spojeni GPCR s trimernim G-proteinem (podjednotky
o a Py) pres C-konec na vnitfni strané bunééné membrany. N-konec se nachazi na
extraceluldrni strané. B: signalizace podjednotek o a Py. Po aktivaci receptoru (R*)
dojde k disociaci trimerni struktury podjednotek, které se nasledné vazou na dany
efektor (E). Pomoci proteind regulujicich signalizaci G-proteind (RGS) dojede k
opétovnému spojeni podjednotek do trimerniho komplexu a také s receptorem.

Aktivace G-proteinu je zavisla na primarni stimulaci GPCR. Pokud nedochazi

k vazbé¢ GPCR s agonistou, jsou tyto membranové receptory neaktivni a G-protein ma
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typickou trimerni konformaci. Pfi aktivaci GPCRs maji svou tlohu i faktory usnadnujici
vyménu guanosinovych nukleotidd (GEF — zang. , guanine nucleotid exchanchge
factor®) - sprostiedkuji vyménu GDP za GTP na a-podjednotce G-proteinu [56, 57].
Tato vyména stimuluje disociaci podjednotek z trimerni konformace na o-GTP a
By-podjednotkovy komplex. a-GTP dal spousti aktivaci efektort jako adenylyl cyklasy,
fospolipasy C, coz vede k zvySenému mnozstvi nitrobunéénych druhych posld — CAMP
(cyklicky adenosinmonofosfat), nebo IP3 (inositol-3-fosfat), DAG (diacylglycerol).
Podjednotka By také aktivuje né€kolik efektorti jako draslikové kanaly, proteinkinasy
jako napt. GRK2 (z ang. ,,G protein-coupled receptor kinase-2“). Pro navrat do
neaktivniho stavu je GTP na a-podjednotce hydrolyzovan na GDP. Nasledné o-GDP
oddisocijuje od efektori a znovu se spoji S By-podjednotkovym komplexem. Tim, Ze se
a i By podjednotky uvolnily z vazby na svych efektorech, je ukoncena cela signaliza¢ni
kaskada [56, 58-60]. Piehled signaliza¢nich kaskad je na obr. 7.

Extraceluldarni

Intraceluldrni

cAMP | I
cAMP t55
DAG
Pk 2

Obr. 7. Schematické znazorneni 7TM GPCR v membrané a signalizaéni kaskady podle
typu Ga podjednotky a GBy (vlastni - inspirace z [43]).

Jednotlivé transmembranové domény jsou oznaceny feckymi Cislicemi. ,L“ - modry
pétiuhelnik = ligand. Aktivaci Ga, dojde k aktivaci PLC a nasledné druhych posli IP3,
DAG, Ca®*. Signalizaci pres Ga; dochazi k inhibici adenylyl cyklas a tim cAMP, zatimco
signalizaci pres Gas jsou AC stimulovany. Podjednotkovy komplex GBy ovliviiuje funkci
draslikovych kanald.
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2.3.2 Signalizace pres B-arrestin a GRK

Arrestiny byly pavodné diskutované v spojitosti s GPCR pro jejich schopnost
"znecitlivét" neboli  desenzitizovat signalizaéni drahu GPCR a to interakci
s fosforylovanymi, ligandem aktivovanymi receptory spfazenymi s G-proteiny. Pfi aktivaci
agonistou GPCR aktivuji G-proteiny a jsou fosforylovany u¢inkem kinas pro GPCR tzv.
GRK (z ang. ,, G protein-coupled receptor kinases*). Studie na rhodopsinovych GPCR
prokazaly, Ze agonistou aktivované GPCR reaguji s arrestinem, coz vede K jejich
desenzitizaci, ale jen pfi reakci s B-arrestinem dochazi i k internalizaci (viz dale) [61-63].
V nasledujicich studiich se objevilo, Ze B-arrestiny interaguji nejen se samotnymi GPCR a
transportnimi molekulami, ale i mnohymi signilnimi molekulami jako jsou MAPK
(mitogenem aktivované protienové Kinasy - z ang. ,, mitogen activated protein kinases ),
ERK1/2 (z ang. ,, Extracellular signal regulated kinase*), INK3 (z ang. ,,c-Jun NH2-
terminal kinase-3 ), ubikvitinligasy, cAMP, fosfodiesterasy, diacylglycerolkinasy,
regulatory nuklearniho faktoru-xB, komplex aktinu a dé¢licich filament [64]. Nedavné
studie uvadgji predpoklad, Ze arrestiny spousti pro GPCR netradi¢ni signalni drahy praveé

pies aktivaci téchto receptord, ale také i jinymi cestami (obr. 8. str. 28) [47, 65].
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Obr. 8. Schéma signalizacni drahy 7TM GPCRs pres G-proteiny i B-arrestin. Po
navazani agonisty ,A“ dojde k aktivaci receptoru a spusténi signalizacni drahy pres G-
proteiny nebo B-arrestin, které vedou k celkové bunécné odpovédi (jako exprese genl
aj.). Pfi aktivaci B-arrestinvé drahy dochazi k fosforylaci (,,P“) receptoru pomoci GRK. N-
konec receptoru je v extraceluldrnim prostoru, C-konec se nachdzi uvnir bunky.

2.3.3 Desenzitizace/Sekvestrace/Internalizace/ Downregulace

Mnozstvi ligandu, ktery stimuloval GPCR, urcuje pribéh signalni kaskady uvniti
buriky. Cim vétsi mnoZstvi agonisty, tim vétsi je odpovéd’. Protoze stimulace GPCR je
reakce, kterd je nasledn€ mnohonasobend, sta¢i malé mnozstvi ligandu vaziciho se na
frakci receptorii a dojde k maximalni odpovédi. Kazdy receptorovy systém vsSak
zaroven disponuje jakousi ,,paméti“ predchozi aktivace, ktera ovliviiuje schopnost
receptoru byt aktivovan pii budouci stimulaci. Také mnoZstvi receptord, které musi byt
aktivované k dosahnuti plné odpovédi, zavisi na tom, jak moc byl systém nedavno
stimulovan. Bunky s receptory, které byly aktivovany v posledni dob¢, reaguji tim, Ze se
stavaji min citlivé k dalsi stimulaci. Tento fenomén se nazyva desenzitizace [66-68].

Schopnost ménit citlivost GPCR na ur€ité ligandy je rozhodujici pro bunécnou

odpovéd jako je chemotaxe, kdy buika reaguje na gradient tvofeny chemotaktickym
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agonistou [69]. Imunitni bunky vyuzivaji tento mechanismus s cilem migrovat smérem
k poranénym tkanim tak, Ze sleduji gradient cytokind (které jsou ligandy GPCR)
tkanovych buné¢k [70].

Mnozstvi receptoru v plasmatické membrané se dynamicky méni a zavisi 1 na tom, ¢i
doslo k stimulaci receptoru. Receptory jsou po aktivaci do¢asné odstranéné z membrany
a k jejich navratu dochazi, kdyz se snizi koncentrace agonisty. Tento proces je nazyvan
sekvestrace [71]. K dal$imu procesu - internalizaci receptori rovnéz dochazi po jejich
aktivaci. Vynéti receptorti z membrany se ale (podle typu receptoru) ucastni klathrinové
vacky nebo kaveoly, které umoziuji receptorovou endocytosu. Internalizované
receptory putuji ve vaccich fadou intracelularnich kompartmenti (endoplasmatické
retikulum, Golgiho aparat atd.), coz nakonec vede k uvolnéni receptoru zpét do
membrany v aktivovatelném stavu. To, ¢i dojde k receptorové internalizaci, zavisi vSak
I schopnosti daného ligandu vyvolat tuto akci [72-74].

Dlouhodoba nadmérna aktivace GPCR muze vést k trvalému snizeni poctu receptoru
na povrchu bunék neboli downregulaci. Mechanizmus downregulace zahrnuje
odstranéni receptoru z membrdny a oznaceni receptord pro vnitini degradaci Vv
lysozomech. Obnoveni normalniho poctu receptorti na bunééném povrchu pak vyzaduje

syntézu nového receptoru [47, 75].

2.4 Opioidni receptory

Opioidni receptory (OR) patii pravé do vySe diskutované rhodopsinové rodiny
receptori sprazenych s G-proteiny. Existuji tfi hlavni typy opioidnich receptort a to
p-opioidni receptory, d-opioidni receptory a k-opioidni receptory. Aktivace opioidnich
receptorti endogennimi a exogennimi ligandy mé za nasledek velké mnozstvi efekti,
které zahrnuji analgesii, respirani depresi, euforii, pfijem potravy, uvolfiovani
hormont, inhibice gastrointestinalniho tranzitu a potlaceni tzkosti. Obecné plati, Ze
agonisté selektivni pro u-OR, nebo 3-OR zplsobuji analgesii a euforii, zatimco k-OR
selektivni agonisté maji dysforicky uc¢inek. Podtypy opioidnich receptorta jsou z 60%
sekven¢né identické. Nejvic homologni jsou transmembranové Sroubovice (TM) a
nejvetsi rozmanitost je na jejich amino-(N)-konci (extracelularni) a karboxy-(C)-konci

(intracelularnim) a extracelularnich smyckach mezi TM [74, 76, 77]. Krom¢ toho maji
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vSechny tfi typy opioidnich receptorti dva konzervované cysteiny mezi prvni a druhou
extracelularni smyckou, které¢ tvofi typicky disulfidicky mustek. VSechny typy
opioidnich receptori mohou byt modifikovany, a to glykosylované na asparagové
kyseliné na raznych mistech jejich N-terminalni domény [78]. Rozdily v sekvenci mezi

jednotlivymi typy OR jsou znadzornény na obr. 9.
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Obr. 9. Sinusoidni model opioidniho receptoru. (Pfevzato a upraveno z [74]).

Kazdy transmembrdnovy helix je oznacen fimskou Cislici. Bilé prazdné kruhy
pfedstavuji nekonzervované neboli variabilni aminokyseliny mezi pu-OR, 6-OR a k-OR.
Bilé a fialové kruhy s pismenem predstavuji identické aminokyseliny mezi vsemi
opioidnimi receptory. Zelené kruhy zdulraznuji vysoce konzervované aminokysleiny v
receptorové rodiné (rhodopsinova rodina 7TM GPCR). Zluté kruhy znazorfiuji dva
konzervované cysteiny v extracelularnich smycékach 1. a Il.,, které mohou tvofit
disulfidovy mastek. "C" oznacuje karboxylovy intraceluldrni konec, "N"
aminoskupinovy konec v extracelularnim prostoru.

Na zéklad¢ rtznych studii struktury (mutaéni analyzy, pocitacové modelovani)

opioidnich receptorli je ziejmé, Ze opioidni receptory maji nékteré spolecné znaky

definujici vazebné misto pro opioidy, ale také vicero odlisnych aspektt, které vymezuji

vysokou afinitu a selektivitu urcitého ligandu pro dany typ opioidniho receptoru [76, 79]

[77, 80]. Stejna cast OR je "vazebna dutina" pro ligand, ktera se nachazi ve vnitinim

konzervovaném regionu Ill., IV., V., VI. a VII. transmembranové Sroubovice. "Vazebna

dutina” je casteéné zakryta Castmi extracelularnich smycek - B-vlasenky (ang. f-harpin)
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spojujici TM doménu IV. a V. Extracelularni ¢ast smycek je odlisna u p-, 6- a k-opioidnich
receptortl a spolu s extracelularnimi segmenty ostatnich transmembranovych smycek (1.,
I1.) hraje roli v selektivit¢ ligandd, zejména pro peptidy (endorfiny, enkefaliny,
dynorfiny...). Mensi molekuly alkaloidnich agonisti jako je napiiklad morfin, se vazou
pfevazné v dolni Casti vazebné dutiny. Alkaloidni antagonisté (jako je naloxon) se
pravdépodobné vazou jesté hloub&ji nez agonisté, ¢imz stericky brani posunu TM3 a TM7,
v dusledku toho také brani aktivaci receptoru. Pro komplementaritu opioidii a jejich
vazebnych mist v modelech opioidnich receptorti jsou dualezita dvé rtizna kritéria. Dobra
geometricka kompatibilita; ligandy se mohou vazat do spodni ¢asti vazebné dutiny, aniz by
vznikaly vyznamné piekazky nebo mezery v oblasti kontaktu. Druhym faktorem je dobra
prostorova komplementarita skupin s podobnou polaritou, takze téméf vSechny polarni
skupiny ligandi tvoii vodikové vazby s odpovidajicimi polarnimi skupinami aminokyselin
postrannich fetézcl v rdmci vazebné dutiny. VSechny nepolarni skupiny ligandl jsou v
kontaktu s nepolarnimi ¢astmi fetézcu [79]. Nasledujici obrazek (obr. 10.) znazoriuje
usporadani transmembranovych domén a extracelularnich smycek rhodopsinu v krystalové

struktufe.

Obr. 10. Grafickd podoba krystalové struktury p-opioidniho receptoru s ligandem
JOM-13. EL — extracelularni smycka; TMH — transmembranovy helix, pfevzato a
upraveno z [79].
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2.4.1 Signalizace

Jak jiz je zminéno v kapitole zabyvajici se rhodopsinovymi 7TM GPCR, proteiny
této rodiny, do které opioidni receptory (OR) patii, spousti signaliza¢ni kaskadu pftes
G-protein nebo B-arrestin. Opioidni receptory jsou spiazeny s G-proteiny tiidy Gajo a
Go [81]. V pritomnosti pertusiss toxinu je signalizace pies Gaij, inhibovana, ale Ga
neni PTX senzitivni. Studie na bunikdch mozku a neuroblastomovych bunéénych liniich
jiz v osmdesatych letech minulého stoleti prokazaly inhibici adenylyl cyklas
prostfednictvim Gaij, spirazenych s OR [82]. Inhibice adenylyl cyklas (AC) ma za
nasledek pokles intracelularni koncentrace druhého posla -  cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP). Na druhé stran¢, GBy mize stimulovat AC a také
aktivovat n€kolik dalSich signalnich molekul [83, 84]. Po dlouhodobé stimulaci
receptorti v§ak mize nastat proces tzv. superaktivace AC, tedy jejich zvyseni. Studie s
morfinem prokazaly, ze pti dlouhodobé expozici organismu vzrostou isoformy AC I. a
II. a tim dochazi k syntéze cAMP a zvySeni jeho koncentrace v bunce [84, 85]. Krom
adenylyl cyclas, navazani agonisty na OR a signalizace pies inhibi¢ni G-proteiny
ovliviiyje 1 Ca®* kanaly, K" kandly, fosfolipasu C, proteinkinasu A, Na'/K" ATPasu,
CAMP proteinkinasu, aj. [77, 84, 86].

Funkéni aktivita opioidnich receptord je krom inhibi¢nich G-proteinti spojena i s
[-arrestinem. B-arrestin se vaze na fosforylovany OR, coz vede k aktivaci mitogenem
aktivovanych proteinkinas (MAPK). Takto aktivované MAPK putuji z cytosolu do
jadra, kde se fosforyluji a aktivuji transkrip¢ni faktory, které reguluji proces transkripce
vedouci k proliferaci, diferenciaci a regulaci mnoha dalsich buné¢nych procesia. MAPK
vSak mohou fosforylovat i riizné cytosolické substraty, coz vede k odliSnym zménam -
jako zména tvaru buiiky, pohyblivosti. Proces téchto zmén vSak zatim neni dobte
objasnén [47, 87]. Reakce s B-arrestinem zpusobuje také blokaci Gij-proteinové drahy a
také internalizaci a endocytosu opioidnich receptorti. Mira téchto procesti zavisi na

jednotlivych ligandech [88, 89].
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2.4.2 Desenzitizace, internalizace a downregulace

Procesy desenzitizace, internalizace a downregulace opioidnich receptori jsou
sklonovany ve studiich zabyvajici se vznikem zavislosti (psychicka - touha po droze,
fyzicka - fyziologické zmény, zmény na bunécéné Grovni jako zvyseni hladiny cAMP) a
tolerance (postupné snizena odpovéd na stejnou davku agonisty). Vyvolani téchto
reakci zavisi na daném ligandu. Naptiklad agonista DAMGO vyvolava rapidni
endocytosu p-opioidniho receptoru, zatimco morfin ne. Pfesny mechanismus vzniku
zéavislosti neni objasnén. Za nejvyznamnéjsi proces se povazuje internalizace receptoru -
dochazi k ni i za ucasti arrestinii a fosforylaci receptord [88, 90, 91]. Obecné pro
procesy desenzitizace, internalizace a downregulace OR plati popis téchto procest
v kapitole 0 GPCR — kap. 2.3.3. Sled téchto procesu a jejich pravdépodobny prubéh

shrnuje obr. 11.
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Obr. 11. Schéma procesl recyklace a degradace p-opioidniho receptoru po
signalizaci.

Agonista p-OR - opioidni peptid nebo lé¢ivo (morfin). G-protein mize byt bud’ G;
nebo G, po navazani agonisty spousti efektorové drahy ovliviujici iontové kanaly,
adenylyl cyklasy atd. Proces desenzitizace zahrnuje fosforylaci a vazbu arrestinu.
Kinasy, které fosforyluji receptor, nejsou presné znamé, ale mohly by zahrnovat PKA,
PKC, kalmodulin dependentni protein kinasy atd. Vazba arrestinu na receptor
napomahd tvorbé klathrinovych, pripadné kaveolinovych endocytickych vackl. Po
endocytose dochdzi k tridéni receptor(. Bud dojde k resenzitizaci, tedy recyklaci
receptorll a navratu na membranu (proces internalizace) nebo downregulaci, t;j.
degradaci v lysozomech. AP-2 = adaptér protein 2; Arr3 = arrestin 3; GRK= G-proteinem
regulované proteinkinasy; P = fosfat (prevzato a upraveno z [92, 93]).
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2.4.3 p-OR

Klonovany p-opioidni receptor ma vysokou afinitu k morfinu (agonista), naloxonu
(antagonista) a u-OR selektivnimu ligandu, agonistovi DAMGO
([D-Ala?, MePhe* Gly(ol)’Jenkefalin). Receptor se také vyskytuje v riznych
sestithovych (z ang. splicing) variantach a prochazi také posttransla¢nimi modifikacemi
(pt. glykosylace) [94-96].

2.4.4 56-OR

Prvni opioidni receptor, ktery byl naklonovan, byl mysi 8-opioidni receptor v roce
1992 z bunééné linie se NG108-15. 5-OR specifické ligandy jsou napf. opioidni ligandy
DPDPE ([D-Pen2, D-Pen 5] enkefalin), DADLE ([D-Ala2, D-Leu5] enkefalin). V
zavislosti na farmakologickych atributech 3-OR se uvazovalo o existenci alespon dvou
podtypt 6-OR, nové se ruzné farmakologické odpoveédi vysvétluji riznymi

sestifihovymi varianty jako u u-OR [74, 76, 95, 96].

2.4.5 x-OR

Klonovany «-opioidni receptor ma vysokou afinitu k endogennimu peptidu
dynorfinu a také k vice selektivnim syntetickym agonistim (ketocyklazocin, U50,488 a

U69,593), stejné jako pu-OR a 8-OR podléha sestiihu a posttranslaénim modifikacim.
Opioidni receptory mohou mezi sebou vytvaret také homo-/heterodimery i

oligomery. Tento jev ma vliv na farmakologické vlastnosti OR a také mize byt

odrazem dlouhodobé stimulace OR opioidy [96-98].
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2.5 Opioidni receptory v imunitnim systému

Pii 1écbé zavislosti na morfinu a heroinu byla jiz v 60. letech minulého stoleti
pozorovana u téchto pacientd imunosuprese. Vyskyt opioidnich receptori v bunkach
imunitniho systém tak byl pfedpokladan dlouhou dobu. Farmakologicky potvrdily
vyskyt OR vazebné studie na Mehrishiho a Millse v destickach a lidskych perifernich
krevnich lymfocytech [99]. Zavedenim metody RT-PCR (polymerasova fetézova reakce
v realném Case, z ang. real-time polymerase chain reaction) byla prokazana existence
MRNA vsech tfi hlavnich typt opioidnich receptorii v rtiznych lymfoidnich liniich i
sav¢ich imunitnich bunkach [7-13]. Mnozstvi mRNA pro opioidni receptory je v téchto
bunkach vsak velice malé [100]. Miller akol. detekovali v lidskych perifernich
lymfocytech pouze mRNA pro x-OR [101]. Gaveriaux a kol. zaznamenali v mysich
imunitnich bunkach ze sleziny pfitomnost transkripti pro 6- a k-OR ne vSak pro p-OR
[12]. Je tak ziejmé, ze distribuce opioidnich receptorit v buiikach imunitniho systému se
1isi podle typu OR a zavisi i na typu bunék.

Immunofluorescenéni metody spojené s pritokovou cytometrii jsou citlivym
nastrojem, ptimé fluorescencni barveni pomoci konjugovaného naltrexonu vSak selhalo
pfi stanoveni opioidnich receptori v lymfocytech ze sleziny abrzliku mysi [102].
Stimulaci lymfocyti pomoci mitogenu, dochazi k amplifikaci OR. Znamym mitogenem,
ktery pusobi na lymfocyty, je konkanavalin A, rostlinny lektin z Canavalia ensiformis
[103, 104]. Vyuzitim jeho vlastnosti byla ptitomnost opioidnich receptorti prokazana
I metodou ,, Northern blot* v lidskych perifernich lymfocytech [10, 11]. Vazebné
radioligandové  studie, RT-PCR, ,Northern blotting” adal$i metody prokazaly
pfitomnost opioidnich receptori v riznych typech lymfoidnich bun&tnych linii, ale
i v lymfocytech, monocytech/makrofazich a dendridickych buiikach rtznych savcu
I jejich riznych tkani a krve [105].

Funkce opioidnich receptori v imunitnich buiikach je zatim z vétsi Casti nezndma,
bylo v8ak pozorovano vicero procest, které ovliviiuji expresi OR v lymfocytech i jinych
bunkach imunitniho systému a buné¢énych liniich. Vystaveni organismu/bunék ptsobeni
opioidii jako morfin, methadon, ale i endogennim opioidnim peptidim (B-endorfin)
reguluje expresi opioidnich receptorit v imunitnich bunkach. V lidskych T-lymfocytech

vlivem opioidii vazajicich se na p-opioidni receptory dochazi k indukci cytokinu
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interleukinu-4 (IL-4) [14]. Podani morfinu (agonista hlavn¢ pu-OR) potkanim zptisobilo
snizeni prolifera¢ni odpovédi krevnich lymfocytl na konkanavalin A, a soucasné doslo
k zvySeni hladiny cirkulujiciho IL-6. Zménény obou parametrit byly blokovany
ucinkem opioidniho antagonisty naltrexonu. Tyto vysledky naznacuji, Ze také aktivace
opioidnich receptort CNS se podili na inhibici rastu lymfocyttd pod vlivem morfinu,
jakoz i zvySeni hladin IL-6 [106].

Predpoklada se ze, centralni imunomodulace spojena s aktivovanymi opioidnimi
receptory je bud vedena prostiednictvim neuroendokrinni osy [(hypothalamus-
hypofyza-nadledviny (HPA)], nebo sympatickym nervovym systémem. Jevi se vsak, ze
akutni a chronické podavani morfinu méni imunitni odpoveéd’ prostiednictvim rtiznych
cest. Akutni podavani exogennich opioidd primarné reguluje imunitni funkce ptes
sympaticky nervovy Systém, zatimco chronické podavani aktivuje spis§ HPA osu [107].
Dalsimi cytokiny, které hraji roli v regulaci exprese p-opioidniho receptoru, jsou TNF-
a, interferon-y (IFNy), IL-1pB, IL-2, také transformujici riastovy faktor § (TGF-B) a IL-7.
IFNy, IL-1pB, IL-2 a zejména TGF-B vyvolavaji vyznamné zvySeni mnozstvi p-OR,
TNFa a IL-7 vykazovaly mnohem slabsi G¢inky. Tyto vysledky ukazuji, Ze exprese p-
opioidnich receptorti v maturujicich T-lymfocytech je silné regulovana témito cytokiny,
zapojenymi do vyvoje T-bunék v brzliku [108].

Studie Liu a kol. prokdzala na hybridnich liniich lidskych T- a B-lymfocytl, Ze
zapojeni fosfatidylinositol-kinasové signaliza¢ni drahy mize byt zdsadni v morfinem
indukované genové expresi p-opioidnich receptort v lymfocytech [20]. Podle Suzukiho
a kol. je u€inkem morfinu zvySend exprese vsech tii typt opioidnich receptort v opicich
krevnich lymfocytech a lidskych lymfoidnich liniich [16, 109]. Studie na makrofagové
bunécné linii P388D1 prokazaly, ze vazba k-selektivniho opioidniho agonistu U50,488
inhibuje syntézu IL-1 a TNF-a, ale neovliviiuje produkci IL-6 v té€chto bunkéch.
Makrofagy (i T-lymfocyty) jsou ovlivnény i endogennim x-OR agonistou dynrofinem,
jehoz tcinkem se zvysuje produkce IL-1 [110, 111]. T-buniky a makrofagy jsou cilem
pro «-opioidni agonisty, které inhibuji T-buikami zprostfedkovanou produkci
protilatek. Tyto studie naznacuji, ze k-opioidni receptory na T-buitkkdch a makrofazich
jsou zapojeny do wudrzovani homeostasy téchto bunék. Nadmérna stimulace

K-opioidnich receptori v T-bunkach a makrofazich exogennimi nebo endogennimi
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opioidy (opioidnimi peptidy) tak mize ménit hladinu cytokinl, coz se projevi
potlacenim tvorby protilatek [45].

Exprese o-opioidnich receptort v T-lymfocytech muze byt zvySena v dusledku
aktivace CD3 (receptor cytotoxickych T-lymfocytech, podili se na aktivaci imunitni
odpovédi) [25, 112]. Agonisté d-opioidnich receptorti maji rozmanité imunomodulacni
ucinky na T-lymfocyty, vcetné proliferace T-bunék, produkce cytokina (IL-2),
chemotaxe. Také se predpoklada, ze endogenni d-selektivni opioidni peptidy maji vliv
na vyvoj zralych T-bunék Vv brzliku a modulaci apoptotickych signala [113, 114].

Dalsi proces, ktery souvisi s regulaci tvorby opioidnich receptori v imunitnich
bunkach, je stres. Stres ovliviiuje nas kazdodenni zivot a je nevyhnutny pro preziti a
feSeni nepredvidanych situaci. Nicméné, chronicky stres, jako je dlouhodoby emocni
stres, muze snizit imunitni funkce. Yin a kol. prokazali, Ze chronicky stres snizuje pocet
imunitnich bunék sleziny mysi, a Ze tento proces souvisi s endogennimi opioidy a jejich
vazbou na opioidni receptory [115, 116]. Ve studii na u-OR-KO mysich (KO - z ang. "
knock-out” - vypnuti genu (pro p-OR) a "normalnich" mysSich pozorovali pokles
mnozstvi imunitnich bunék sleziny po vystaveni stresu jen u kontrolnich zvitat (S
genem pro pu-OR). Krom toho doslo také k inhibici produkce IL-2 a IFN-y lymfocyty v
stresovanych "normalnich" mysich, zatimco u KO-mysi nebyl tento ucinek pozorovan
témet vitbec. Oba typy zvifat vykazovaly vyznamné vyssi koncentrace plasmatického
kortikosteronu v porovnani s kontrolami, pti¢emz u "normalnich" mysich byla vyssi nez
v KO-mysich. U KO-mysi vSak nedoslo k imunosupresivnim G¢inkiim. Tyto tdaje jasné
prokazaly, Ze p-Opioidni receptory jsou zapojené do stresem vyvolanych imunitnich
zmén prostiednictvim mechanismu apoptické bunééné smrti.

Do odpovédi na stres se zapojuji i 8- a x-opioidni receptory. U¢inkem naloxonu
(antagonista vSech tii typi OR) byla HPA osa a tim koncentrace kortikosternu v
stresovanych KO-mySich upIné inhibovana. Mechanismy, které tidi expresi a funkci

opioidnich receptorti v bunikach imunitniho systému, zatim nejsou dobie znamy [19, 20,
117].

Opioidni receptory v lymfocytech 1 ostatnich imunitnich bunikdch jsou genové

shodné s opioidnimi receptory v mozku i jinych tkanich, mohou se ale liSit preferencni

variantou sestiihu [94]. Vyzkum opioidnich receptori je zaméfen na OR v mozkové
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tkani, kde se OR se fadi k receptorim Sprazenym s G-proteiny, které ale spousti
signalizaci 1 pres P-arrestin. V nervovych bunkach se tak po navazani morfinu
(agonista) spusti pomoci G-proteinu signalni draha vedouci k navozeni analgesie. Jak
jiz bylo zminéno v kapitole 2.3, aktivace opioidnich receptor vede k regulaci nékolika
intracelularnich efektort, napt. adenylyl cyklas (AC), kdy po dlouhodobé stimulaci OR
dojde k tzv. superaktivaci AC, coz vede k zvyseni intracelularni koncentrace CAMP [81,
118].

Cyklické AMP je u T-lymfocytl negativnim reguldtorem jejich aktivace. ZvysSena
intracelularni koncentrace CAMP inhibuje i indukovanou mitogenezi riznymi agonisty i
pomoci interleukinu-2. Chronické vystaveni T-bunék morfinu zpusobuje tak jako u
nervovych bunék zvySeni adenylyl cyklas a nasledné zvyseni intracelularniho CAMP.
Tento d¢&j Gsti v imunosupresi a je spojeny s inhibi¢nimi G-proteiny. Je mozné, ze krom
hladiny CAMP ovliviiuje morfin vazbou na OR (pievazné u-OR) i aktivu promotoru
genové exprese INF-y jako dal$i mechanismus imunosuprese vyvolané morfinem [119].
Naproti tomu Suzuki a kol. popisuji mitogenni/antiapoptické ucinky morfinu na
periferni opici a lidské lymfocyty [109]. Je také znamé, Ze aktivaci opioidnich receptor
imunitnich bunék dojde k aktivaci signalizaénich drah MAPK i ERK (PKC, PKA)
[120].

Poznani o funkci, signalizaci a expresi opioidnich receptorit v buitkdch imunitniho
systému je v pouze zarodku, i kdyz se jevi jako vyznamny faktor ve funkci imunitniho

systému a Vyvoji imunitni odpovédi.
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3 CiL PRACE

e detekce opioidnich receptori metodou "Western blot" v primarnich a mitogenem
stimulovanych lymfocytech potkani sleziny, a tim potvrzeni schopnosti lymfocytt

potkani sleziny produkovat tyto receptory.

e zaznamenani pfipadnych zmén v mnozstvi dalSich proteini (aktin, kaveolin-1, [3-

arrestin-1/2) po stimulaci konkanavalinem A metodou "Western blot™.

e zaznamenani pfipadnych zmén v expresi opioidnich receptorti v T- a B- lymfocytech

potkani sleziny po aplikaci morfinu metodou "Western blot".

e mcéfeni funkéni aktivity opioidnich receptord v konkanavalinem A stimulovanych

potkanich lymfocytech pomoci radioligandovych vazebnych studii.

e srovnani tvorby opioidnich receptor v buiikach rtiznych tkani potkana - mozku, srdci,

lymfocytech ze sleziny.

o Celkovym cilem je tak pfispét k objasnéni funkci opioidnich receptorti v bunkach

imunitniho systému.

39



4 PRAKTICKA CAST

4.1 Materidl a metody

Stanoveni mnozstvi proteinii metodou pirenosu "Western blot”
Ptistroje

e Elvehjm-Potteriv pistovy homogenizator (teflon-sklo), B Braun Biotech

International
e Centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen
e Spektrofotometr BioPhotometer Plus, Eppendorf

e Elektroforeticka aparatura/Blotovaci aparatura: Mini-PROTEAN Tetra system,
BioRad

e Vyvolavaci ptistroj OPTIMAX X-Ray Film Processor, Optimax
e Termoblok BBD2, Grand Boekel

e Ttepacka MiniMix 3D, Enduro

Chemikalie a roztoky

e Morfin sulfat, Tris-HCI, STEM, EDTA, PMSF, Na,CO3;, NaOH, vinan sodno-
draselny, CuSO4, glycerol, Sigma-Aldrich

e TEMED, bromfenolova modr, Serva
e Butanol, Penta

e Pufr STEM: (0,25M sacharéza, ImM EDTA, IM Tris-HCI, 3mM MgCl,, H,0, pH
=7,6)
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Gel elektroforeticky délici 10%: (2 ks) (5 ml 1,5M Tris-HCI pH = 8,8, 6,7 ml 30%
Ac-Bis, 200 ul 10% SDS, 8 ul TEMED, 90 ul 10% APS, 8 ml H,0)

Gel elektroforeticky zaostiovaci: (2 ks) (2,5 ml 0,5M Tris-HCI pH = 6,8, 1,3 ml
30% Ac-Bis, 100 ul 10% SDS, 8 ul TEMED, 90 ul 10% APS, 6 ml H,0)

COMPLETE tableta, smés inhibitort proteas, Rocher Diagnostic
Fyziologicky roztok: (0,9% NaCl v H,0)

PBS pufr: (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10mM Na;HPO, -2 H,0, 2mM KH,POy,
H,0)

Lowryho roztoky A (2% Na2CO3, 0,IM NaOH), B (2% vinan s6dno-draselny), C
(1%CuS0O4-5 H20)

Folinovo-Cioccaltteauovo fenolové reagens, Sigma
Standard BSA, Sigma-Aldrich
Vzorkovy pufr: LDS Sample Buffer 4x koncentrovany, Invitrogen

Elektroforeticky pufr 10x koncentrovany: (30,3 g Tris-HCI, 141,1 g glycin, 10 g
SDS, doplnéno do 1000 ml H,0)

Tris-EDTA (TE) pufr: (50mM Tris-HCI, 1ImM EDTA)

Fosfatovy (PBS) puft: 1 tableta do 200 ml vody, P4417-100TAB, Sigma
M¢édium-RPMI-1640, R8758, Sigma

Sérum-FCS (foetal calf serum): 10270, Gibco

Ficoll-Paque PLUS, 17-1440-02, GE Healthcare

Kompletni médium RPMI-1640 pro kultivaci: (10% FCS, 10mM HEPES pH =
7,4; 5*10"°M 2-merkaptoethanol, 100 U/ml penicilin, 100 pg/ul streptomycin)

Konkanavalin A: C2272, Sigma

Standard molekulovych hmotnosti (SDS7B2), Sigma-Aldrich
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TBS pufr 10x koncentrovany: (45 ml 4M NaCl, 12 ml 1M Tris-HCI, 63 ml H,0)
Blotovaci pufr: (15 g Tris, 72 g glycin, 1000 ml methanol, 5000 ml H,0O)
Blokovaci puft: (2,5 g susené mléko, 50 ml TBS pufr pH = 8, 50 ul Tween 20)
Redici puft: (0,5 g susené mléko, 50 ml TBS pufr, 50 pl Tween 20)

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

Protilatka  sekundarni: 1gG-HRP, sc-2004, goat-antirabbit, Santa Cruz
Biotechnology

Protilatka sekundarni: IlgG-HRP, NA931V, sheep-antimouse, GE Healthcare

Protilatka primarni: Aktin (I-19), sc-1616-R, rabbot polyclonal, Santa Cruz
Biotechnology

Protilatka primarni:B-arrestin-1/2 (H-290), sc-28869, rabbit polyclonal, Santa Cruz
Biotechnology

Protilatka primarni: 3-OR-1 (H-60), sc-9111, rabbit polyclonal, Santa Cruz
Biotechnology

Protilatka primarni: x-OR-1 (H-70), sc-9112, rabbit polyclonal, Santa Cruz
Biotechnology

Protilatka primarni: kaveolin-1, 610060, rabbit polyclonal, Transduction

Laboratories

Protilatka primarni: p-OR-1 (H-80), sc-15310, rabbit polyclonal, Santa Cruz
Biotechnology

Protilatka primarni: p-OR-1 (C-20), sc-7488, rabbit polyclonal, Santa Cruz
Biotechnology

Pozitivni kontrola: k kaveolin-1, Human endothelial cell lysate, Transduction

Laboratories
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e Chemiluminiscenc¢ni substrat s kienovou peroxidasou, SuperSignal ® West DURA,

Thermo Scientific Pierce

Vzorky

e Postnuklearni supernatant: lymfocyty ze sleziny (smésny vzorek, 3 potkani),
frontalni kortexy mozku (smésny vzorek, 15 (CTR) a 12 (MORF) potkanti), leva
srde¢ni komora (smésny vzorek, 15 (CTR) a 12 (MORF) potkanti).

PiisluSenstvi

e Skla, stojanky, drzaky a ostatni pfislusenstvi k naliti elektroforetickych gelu,
BioRad

e Injekéni stiikacky
e Rucni sklenény homogenizator, nizky, pinzeta, laboratorni sklo

e Autoradiografickd kazeta, Hypercassette RPN 13642, 18 x 24 cm, Amersham
Biosciences UK

e Film 13x18 (Medical X-Ray film blue), Agfa
e Nitrocelul6zova membrana, Whatman Protran BA 83, Koneko

Ptiprava vzorkli mozku a srdce. Potkanim samcim (Wistar) byl intramuskularné

podavan morfin jednou denné po dobu deseti dnii. Davka byla postupné zvySovana dle
rozpisu Vv tabulce ¢. 2. Kontrolnim potkanim byl stejnym zptisobem podavan fyziologicky
roztok.

Tab. 1. Pocet a hmotnost potkan( (CTR — kontrola, MORF — poddvdn morfin).

pocet hmotnost (g)
pred aplikaci 15 CTR + 15 MORF 420
po aplikaci 15 CTR + 12 MORF 500
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Tab. 2. Rozpis davek morfinu béhem deseti dnu.

Den Morfin/fyziologicky Koncentrace roztoku Davka
roztok (pl) morfinu (mg/ml) (ma/kg)
1 265 10 10
2 265 10 10
3 400 10 15
4 400 10 15
5 256 20 20
6 256 20 20
7 400 20 30
8 400 20 30
9 350 30 40
10 350 30 40

Potkani byli usmrceni dekapitaci v etherové nark6ze béhem 24 hodin po posledni davce.

Usmrceni zvifat a odbér tkani (mozek-kira, srdce) bylo vykonano pod vedenim Mgr.

Dmytra Kagana, Ph.D. Mnozstvi odebrané tkan¢ je uvedeno v tab. 3.

Tab. 3. VIhkda hmotnost odebranych tkani od kontrolnich (CTR) a morfinem ovlivnénych

zvitat (MOREF).

Vzorky tkani byly nasledné zmraZeny tekutym dusikem a uloZeny pfi - 80°C.

Homogenizace tkani, frakcionace bunééného homogenatu a pfiprava postnukledrniho

mozek-kara srdce
potkani CTR ~15¢g ~6 9
potkani MORF ~14¢g ~6,5¢g

supernatantu mozku a srdce.

Priprava homogenatu tkani (srdce, mozek): vzorky tkéni byly voln€ rozmraZeny na

ledu. Tkané byly rozstifihané na mensi kousky. Ke 2 g (vlhka hmotnost) tkan¢ bylo
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pfidano 10 ml 1mM PMSF natedéného v pufru STEM s rozpusténou tabletou COMPLETE
(1 tableta v 50 ml STEM pufru) pro ziskani 20% homogenatu. Homogenizace probihala po
dobu 7 minut Elvehjm-Potterovym sklo-teflonovym pistovym homogenizatorem (1000

rpm). Veskera prace se vzorky probihala na ledu.

Priprava postnukledrniho supernatantu (PNS) (srdce, mozek): rotor centrifugy byl
pfedem vychlazen na 4°C. Objem homogenatu (cca 10 ml) byl rozdélen na 2 stejné dily a
centrifugovan po dobu 7 minut pii 3500 rpm (Hettich Universal 320R, rotor 1619).
Nasledn¢ bylo odebrano cca 9 ml PNS. 5 ul PNS bylo odebrano pro stanoveni bilkovin

Lowryho metodou, zbytek byl zmrazen tekutym dusikem a uchovavan pfi - 80°C.

Izolace sleziny

Potkani (Wistar, samec, 250-300g - 3 kusy) byli podrobeni éterové narkoze a pak
usmrceni dekapitaci. Slezina byla vypreparovana bez tuku a Slach a vlozena do sterilni

nadoby s RPMI-1640 médiem (+ 5% FCS).

Izolace lymfocyth - separace pomoci gradientové centrifugace.

Cely postup byl provadén ve sterilnim lamindrnim boxu za pouziti sterilnich nastroji.

Slezina (1 ks) byla rozstfihana na velmi malé kousi¢ky (1-2 mm) v malém mnozstvi
média (RPMI-1640 + 5% FCS). Nasledné byla tkan homogenizovana v ru¢nim sklenéném
homogenizatoru v celkovém objemu média cca 7 ml. Poté byl homogenat piefiltrovan pies
sito vloZené v nalevce do sterilnich zkumavek a homogenizator byl vyplachnuty jesté cca 3
ml média. Uzaviené zkumavky byly centrifugovany 8 min pii 1020 rpm (170 x g) (Hettich
Universal 320R, rotor 1619), pii laboratorni teploté. Supernatant byl oddélen. Pellet byl
rozvolnén a resuspendovan do 8 ml sterilniho PBS. Do zkumavek na pfipraveny a
temperovany Ficoll (3 ml, 18-20°C) bylo navrstveno 4 ml suspenze bunck v PBS.
Nasledna centrifugace probihala po dobu 35 min pii 19°C, 2180 rpm (800 x g), bez brzdy.
Po centrifugaci byla opatrné odstranéna vrchni vrstva supernatantu a nasledné odebran
prstenec lymfocyti z rozhrani Ficollu. Frakce lymfocytd byly spojené a prevedené do Cisté
zkumavky a nafedéné médiem do objemu cca 8-10ml. Opét byly vzorky centrifugovany 8
min, 170 X g pii laboratorni teploté. Supernatant byl slit, pellet rozvolnén. Nasledné bylo

pfidano 8 ml média a pellet byl resuspendovan. Promyti bylo opakovano 2-3x. Nakonec
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byl pellet nafedén do cca 8 ml média. Mnozstvi bunék bylo spoc¢teno v pocitaci komirce

podle Biirkera.

Cast lymfocytt byla dale promyta v PBS, pak resuspendovana v malém mnozstvi PBS

(1-2 ml) a zamrazena v -80°C(kontrolni buriky).

Cast pripravenych &erstvych lymfocyti (400 x 10° bungk) byla kultivovana
Vv kompletnim médiu RPMI za pfidani konkanavalinu A (1,5 pg/ml)/ morfinsulfatu (10'5
M) po dobu 48 hodin pti 37°C v 5% CO..

Piiprava homogenatu a postnuklearniho supernatantu z lymfocytu

Priprava homogendtu z lymfocytii: zamrazené vzorky bunék byly pozvolna rozmrazeny
na ledu. Nasledn¢ byly pfevedeny do malého mnozstvi TE pufru s inhibitory proteaz (1mM
PMSF, 1x Complete). Homogenizace probihala po dobu 7 minut Elvehjm-Potterovym
pistovym homogenizatorem (1300 rpm). Ziskano bylo 1,5 ml homogenatu (z kontrolnich 1
konkavalinem A stimulovanych lymfocytl). Veskera prace se vzorky probihala v ledové

tTisti.

Priprava postnukledrniho supernatantu (PNS) z lymfocytii: rotor centrifugy byl piedem
vychlazen na 4°C. Homogenat (cca 1,5 ml) byl centrifugovan po dobu 7 minut pii 1000 x g
(Hettich Universal 320R, rotor 1619). Nasledn¢ bylo odebrano cca 1,4 ml PNS. 5 ul PNS
bylo odebrano pro stanoveni bilkovin Lowryho metodou, zbytek byl zmraZen tekutym

dusikem a uchovavan pti - 80°C.

Celkové mnozstvi proteint bylo stanoveno ve vSech vzorcich Lowryho metodou [121].

K vytvoreni kalibra¢ni fady pfi stanoveni bilkovin byl pouZzit standard BSA (1mg/ml).

Detekce proteinii metodou ,, Western blot* — elektroforeticka technika v prostredi SDS s
naslednim prenosem na nitrocelulosovu membranu a imunodetekci (detekce za uZiti

protilatek)

Pracovni postup metody ,, Western blot “*

Nejdiive byly ptipraveny elektroforetické gely. Skla byla o€isténa a umisténa do drzaku
a stojanku. Separacni gel byl pfipraven smichédnim vSech slozek, kdy na konec bylo
pfidano APS. Hned nasledné, byl roztok gelu pomoci injekéni stiikacky nalit mezi skla v

stojanku a ihned ptevrstven 600 ul butanolu s vodou (4:1). Gel byl ponechan v klidu asi 40
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minut, do Gplné polymerace. Pak byl butanol s vodou slit a byl pfipraven zaostfovaci gel
stejnym zpiisobem jako separacni, a hned byl nalit na vrstvu tuhého separac¢niho gelu.
Okamzité po naliti byly do zaostfovaciho gelu zanofeny "hifebinky" pro vytvoreni jamek,
kam se nanaseji vzorky. Zaostiovaci gel polymeroval asi 20 min. Polymerace obou gela

probéhla pii pokojové teploté.

Vzorky byly rozmrazeny na ledu a nafedéné na stejnou koncentraci bilkoviny a byl
k nim pfidan vzorkovy pufr. Po pfipravé vzorka k elektroforéze, byly vzorky zahtaté
v termoboxu (T = 95°C, t = 3 min). Nésledné byly promichané na vortexu a opét ulozeny
na led. Vzorky a standard (piipadné pozitivni kontrola) byly naneseny do jamek
Vv elektroforetickém gelu zalitém ,,running® pufrem pro elektroforézu. Elektroforéza
probihala pfi konstantnim napéti 200 V, po dobu 35-45 minut. Po ukonceni elektroforézy
byly proteiny pomoci metody ,, Western blot* pteneseny na nitrocelul6zovou membranu.
Gely byly vyjmuty ze skel a ve vanicce, pod hladinou pfenosového pufru byl sestaven
,sendvic¢® v blotovaci kazeté: porézni houbicka filtraéni papir, gel, membréna, filtra¢ni
papir, porézni houbicka. Po vytésnéni vzduchu byly kazety umistény do aparatury s
pfenosovym pufrem. Pfenos probihal pii konstantnim napéti 100 V, vzdy po dobu 60
minut. Po dokonceni procesu byly membrany vyjmuté ze ,sendvice* s gelem, tiikrat
proplachnuté destilovanou vodou a pak vlozené do blokovaciho pufru na 1 hodinu pfi
laboratorni teploté. Po blokaci byly membrany opét proplachnuté 3x destilovanou vodou.
Pak nasledovala inkubace s primarni protilatkou (nafedénou dle névodu vyrobce)
Vv prostiedi fediciho pufru. Membrany se inkubovaly pfes noc v chladové mistnosti (4°C).
Druhy den byl fedici pufr s priméarni protilaitkou odstranén, a membrany byly opét 3x
promyté destilovanou vodou. Nasledné¢ byly membrany promyvany jesté tfikrat
Vv promyvacim pufru, vzdy po dobu 10 minut. Pak byly umistény do fediciho pufru, ktery
obsahoval nafedénou sekundarni protilatku. Inkubace trvala 1 hodinu pifi laboratorni
teploté. Po inkubaci byly membrany znova promyté 3x destilovanou vodou a pak tfikrat
promyvacim pufrem vzdy 10 minut. Nasledné¢ se membrany jemné osuSily filtraénim
papirem a byl nanesen chemiluminiscencni substrat, pfipraveny podle navodu vyrobce,
ktery se nechal ptsobit 1 minutu. Poté byl odsat filtracnim papirem a membrany byly
zabaleny do folie a umistény do vyvoldvaci kazety. Chemiluminiscenéni reakci byly

experimentalni vysledky z membrany zachyceny na svétlocitivy film, ktery byl vyvolan za
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pouziti pristroje OPTIMAX. Doba inkubace filmu s membranami se lisila podle

detekovanych proteinti a protilatek pro dosazeni ztetelnych dat.

Do jedné jamky na gelu pti elektroforéze bylo naneseno 20 pg bilkoviny v pfipadé
vzorkd kontrolnich a konknavalinem A ovlivnénych (stimulovanych) lymfocyti a vzorki
mozku a srdce (kontrolni, ovlivnéné morfinem). 35 ug bilkoviny na jamku bylo naneseno u

pokust se vzorky lymfocytl ovlivnénych morfinem a jejich kontrol.

Redeénti jednotlivych protilatek: protilatky priméarni: Aktin sc-1616-R: 5000x; B-arrestin-
1/2 sc-28869: 1000x; 6-OR-1 sc-9111: 1000x; k-OR-1 sc-9112: 1000x; kaveolin-1 610060:
5000x; p-OR-1 sc-15310: 1000x; p-OR-1 sc-7488 1000x.

Protilatky sekundéarni: sc-2004: 10 000x; NA931V: 10 000x

1.1 Stanoveni agonistou stimulované vazby [35S JGTP)S a vazby
radioligandu [3H Jnaloxonu na opiodni receptory v kontrolnich a
konkanavalinom A stimulovanych lymfocytech

Izolace, kultivace a piiprava PNS z lymfocytl je popsdna vySe u metody “Western
blot", timto zpusobem byly pfipraveny i vzorky lymfocytd pro stanoveni vazby

[*°S]GTPyS a [H*]naloxonu.

Pristroje
e Filtrovaci pfistroj: Cell Harvestor, Brandel
e Tiepaci vodni lazeii, CSAV

Chemikalie
e Scintilac¢ni roztok Rotiszint EcoPlus, Carl Roth
¢ DAMGO: Sigma-Aldrich
e DADLE: Sigma-Aldrich
o U-69593: Sigma-Aldrich

e [H%naloxon, specifické radioaktivita 51,1 Ci/mmol, ARC Radiochemicals
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e [®S]GTPyS (Stock solution), Perkin-Elmer, specifickd radioaktivita 1250

Ci/mmol
e Promyvaci pufr: (50mM Tris-HCI, 5mM MgCl,, pH = 7,4)

e MIX pufr: 10x koncentrovany (200mM HEPES, 30mM MgCl, 1M NaCl, 2mM
kyselina askorbova, 20uM GDP)

e Pufr TE: (50mM Tris-HCI, 1ImM EDTA, pH =7,4)
e NaCl, MgCly, kyselina askorbova: BDH
e GDP, HEPES: Sigma-Aldrich

Vzorky

e postnuklearni supernatant z lymfocyti potkani sleziny stimulovanych

konkanavalinem A a kontrolnich lymfocytt.
PtisluSenstvi

e Sklenéné mikrovldknoveé filtry: (GF/C; GF/B), Whatman®

Pracovni postup stanoveni agonistou stimulované vazby [358]GTPVS

Vzorky PNS z kontrolnich a stimulovanych lymfocyti byly rozmrazeny na ledu a byly
nafedény na stejnou koncentraci bilkoviny (5 mg/ml) pufrem TE. 10x koncentrovany
roztok MIX byl smichin svodou v poméru 1:4, zarovenn byl pfidan radioligand
[358]GTPVS (vysledna koncentrace radioligandu byla 1,5 nM). Naésledné byly vzorky
smichané s pfipravenym pufrem 2x MIX s radioligandem, s (vodou) nafedénym agonistou
(vysledna koncentrace 10°M) pro stanoveni stimulované vazby (stimul) a do celkového
objemu 100 pl v kazdé zkumavce byl doplnén pufr TE. Podobné byly pfipraveny také
vzorky bez agonisty - pro stanoveni bazalni vazby (basal) — pipetovaci schéma viz tab. 4.
na nasledujici stran€¢ Vysledni koncentrace bilkoviny ve vSech vzorcich byla 100 pg/ul.
Nespecificka vazba (nsp) byla stanovena v pritomnosti 10*M neradioaktivniho GTPyS.

Veskera prace piipravy vzorki probihala v ledové tristi.
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Filtra¢ni pfistroj Cell Harvestor byl pfedem promyty vychlazenym promyvacim pufrem.

Po 30 minutové inkubaci (v tfepaci lazni) vzorkd pfi 30°C byl odstranén nenavéazany

radioligand [*°S]GTPyS filtraci na pfistroji Cell Harvestor pies sklenéné filtry GF/C.

Krouzky filtru (filtracni zony) se vzorkem byly pieneseny do oznaCenych scintilacnich

lahvicek. K filtraim bylo pfidano 5 ml scintilatniho roztoku Rotiszint Eco plus. Takto

upravené vzorky byly odesliny na odd. radiometric FGU AV CR pro stanoveni

radioaktivity metodou kapalinové scintigrafie.

Agonisté a jejich specifita: DAMGO - p-opioidni receptory; DADLE - 3-opioidni

receptory, U69593-«-opioidni receptory.

Tab. 4. Pipetovaci schéma pro stanoveni agonistou stimulované vazby [3SS]GTPyS.

¢ vzorek | GTPyS | agonista pufr TE | 2xMIX/[*°>S]GTPyS
1 basal 20 ul - - 30 ul 50 wl
2 | basal 20 ul - - 30 ul 50 pl
3 | basal 20 ul - - 30 ul 50 pl
4 | stimul 20 ul - 10 wl 20 pl 50 ul
CTR 5 | stimul 20 ul - 10 pl 20 ul 50 pl
6 | stimul 20 ul - 10 wl 20 pl 50 ul
7 nsp 20 wl 10 pl - 20 pl 50 ul
8 nsp 20 ul 10 ul - 20 pl 50 wl
9 nsp 20 wl 10 pl 10 pl 10 pl 50 ul
10 nsp 20 ul 10 wl 10 wl 10 ul 50 ul
11 | basal 20 ul - - 30 ul 50 pl
12 | basal 20 ul - - 30 ul 50 wl
ConA | 13 | basal 20 ul - - 30 ul 50 wl
14 | stimul 20 ul - 10 pl 20 ul 50 pl
15 | stimul | 20 pl - 10 pl 20 ul 50 ul
16 | stimul 20 ul - 10 pl 20 ul 50 ul
17 | nsp 20 ul 10 pl - 20 ul 50 ul
18 nsp 20 ul 10 wl - 20 ul 50 ul
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19

nsp

20 pl

10 ul

10 ul

10 pl

50 ul

20

nsp

20 ul

10 pl

10 pl

10 ul

50 ul

CTR-vzorky kontrolnich lymfocytu, ConA-vzorky konkanavalinem A ovlivnénych lymfocyti.

Pracovni postup stanoveni vazby [3H]naloxonu v PNS lymfocyta

Vzorky byly rozmrazeny na ledu a nafedény na stejnou koncentraci bilkoviny roztokem
TE, z nichz nésledné byly pfipraveny vzorky s radioligandem pro stanoveni vazby podle
tabulky ¢. 5. Vysledna koncentrace bilkoviny ve vSech vzorcich byla 60 ug/ul.
Nespecificka vazba byla stanovena v pfitomnosti 10*M neradioaktivniho naloxonu.

Veskera prace ptipravy vzorkl probihala v ledové tiisti.

Filtra¢ni ptistroj Cell Harvestor byl pfedem promyty vychlazenym promyvacim pufrem.
Po 60 minutové inkubaci vzorki pfi 30°C byl odstranén nenavazany radioligand filtraci na
pristroji Cell Harvestor. Filtry se vzorkem byly rozdéleny do oznacenych scintilacnich

lahvicek. K filtrim bylo pfiddno 5 ml scintilaéniho roztoku. Ve vzorcich byla zmétena

radioaktivita.

Tab. 5. Pipetovaci schéma pro stanoveni [*H]naloxonu.

¢ vzorek naloxon pufr TE [’H]naloxon
1 | total 20 ul - 40 pl 50 ul
2 | total 20 ul - 40 ul 50 ul
CTR 3 | total 20 ul - 40 pl 50 ul
4 | total 20 pl - 40 pl 50 ul
5 nsp 20 wl 10 pl 30 ul 50 pl
6 nsp 20 ul 10 wl 30 ul 50 ul
7 | total 20 ul - 40 pl 50 ul
8 | total 20 ul - 40 pl 50 ul
9 | total 20 wl - 40 ul 50 pl
ConA | 10 | total 20 pl - 40 ul 50 ul
11 | nsp 20 ul 10 ul 30 ul 50 ul
12 | nsp 20wl 10 ul 30 ul 50 ul

CTR-vzorky kontrolnich lymfocytu, ConA-vzorky konkanavalinem A ovlivnénych lymfocyti.
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4.2 Statistické vyhodnoceni a grafické zpracovani

Hodnoceni relativnich signalnich intenzit definovanych prouzkd u vSech vyse
zminénych pokusti provedenych metodou ,, Western blot* bylo provedeno v programu
AidalmageAnalyzer3. Grafy reprezentuji miru relativnich signalnich intenzit prouzku
vV daném experimentu pro zkoumany typ vzorku (CTR, ConA nebo MORF) a byly
vytvofeny v programu GraphPad Prism 4. Statisticka vyznamnost zmén intenzity signalt
definovanych prouzkii byla ovéfena Studentovym T-testem s 95% intervalem spolehlivosti,

rovnéz v programu GraphPad Prism 4.

4.3 Stanoveni bilkoviny metodou podle Lowryho

Mnozstvi proteini ve vzorcich bylo stanoveno vzdy ve tfech paralelnich fedénich a
vicekrat ovéfeny. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci vypocetniho programu GraphPad
Prism4. Prabéh kalibra¢ni kiivky byl urfen nelinearni regresi s polynomem druhého
stupng, s odpovidajici rovnici y = ax® + bx + ¢. Z ti hodnot pro dané fedéni byl udé&lan

primér. Podrobny popis metody v [122].
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5 VYSLEDKY

Mnozstvi bilkoviny bylo stanoveno Lowryho metodou. Veskeré vzorky nandsené na
elektroforeticky gel pro separaci v prostfedi SDS i pro radioligandové studie byly natedény
tak, aby koncentrace celkové bilkoviny v obou typech vzorkli uzivanych v pokusu byla

stejna.
5.1 Vysledky stanoveni mnoZstvi proteinii metodou "Western blot”

Vysledkem stanoveni mnozstvi proteini metodou "Western blot" je membrana ve které
je dany protein nejprve zachyceny a nasledné rozpoznén (identifikovan) s pomoci
specifické vazby prislusné primarni protilatky. Misto vazby primarni protilatky (tedy misto
vazby daného proteinu v membrang) je v nasledujicim kroku ,,0znaceno® tak, ze se na
primdrni protilatku vdze konjugédt sekundéarni protilatky s peroxidasou. Vlastni detekce
signdlu proteinu probiha pfi ,,vyvolani“, kdy po pfidani chemiluminiscen¢niho substratu
ziskame signal dané bilkoviny na svétlocitivém filmu. Velikost signalu je imérna mnozstvi
zkoumané bilkoviny v daném vzorku. Vyvolany film je obrazem immunoblotu. Nasledujici
Obr. 12. — 21. (22) jsou sestaveny tak, Ze k danému imunoblotu (horni ¢ast) je ptifazen graf
(dolni ¢ast), ktery vyjadiuje kvantitativni miru intenzity definovanych signalt — prouzkd,

které odpovidaji danému proteinu.
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5.1.1 Stanoveni -, 8- a k-opioidnich receptori ve vzorcich PNS
pripravenych z kontrolnich (CTR) a konkanavalinem A
(ConA) -stimulovanych lymfocyti sleziny potkanti.

Stanoveni p-opioidniho receptoru v lymfocytech

Na obrazku 12. sekce (A.) byly detekovany prouzky molekulové vahy ~50 kDa a ~60
kDa, které odpovidaji moznym formam p-OR i pozitivni kontrole (vzorek srdce) [123, 94].
U kontrol (CTR) nebyl rozpoznan zadny signifikantni signél, ale u konkanavalinem A
ovlivnénych vzorcich jsou vidét dva tfadky zietelnych prouzkii odpovidajici receptorim.
Pouzita byla protilatka sc-15310 proti N-konci p-OR-1. V oddilu (C.) v CTR opét nebyl
detekovan zadny signifikantni signal odpovidajici p-OR, po konkanavalinu A bylo ale
zaznamenano mnoho (pravdépodobné nespecifickych) prouzki rizné molekulové vahy.
Pouzita byla protilatka sc-7488 proti C-konci p-OR-1. Po srovnani vysledki s protilatkou
sc-15310 a pozitivni kontrolou, byly jako p-OR vyhodnoceny prouzky s molekulovou
hmotnosti ~50 kDa a ~60 kDa. Oddil (A.) i (C.) jsou representativni obrazky (vyiez z
filmi po imunodetekci). Kazdy pokus byl proveden tiikrat. Sekce (B.) je grafickym
vyhodnocenim tfi pokusi s protilatkou sc-15310, které¢ vyjadiuje miru signdlnich intenzit
prouzkii v kontrolnich a konkanavalin A stimulovanych vzorcich lymfocyti. Vysledek

detekce p-OR protilatkou sc-7488 [obr. 12. (C.)], odpovida graf (D.).
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A. jL-OR (sc-15310) c. I-OR (sc-7488)
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Obr. 12. Vysledky imunodetekce p-opioidniho receptoru v lymfocytech a grafické
vyhodnoceni imunobloti. CTR - kontrolni vzorky; ConA - konkanavalinom A ovlivnéné
vzorky. H-vzorek srdce (kontrolni potkani). (A.) Pro imunodetekci byla pouZita primarni
protilatka proti u-OR-1 sc-15310. (B.) Grafické, kvantitativni zpracovani experimentalnich
vysledkll reprezentovanych sekci (A.). (C.) Pro imunodetekci byla pouzitd primarni
protilatka sc-7488 proti p-OR-1. (D.) Grafické zpracovani vysledk(i pokust s protilatkou sc-
7488.

Stanoveni 8-opioidniho receptoru v lymfocytech

Obrazek 13. sekce (A.) odpovida vyiezu z filmu, na kterém byly zobrazeny vysledky
imunodetekce 5-OR. Byly detekovany prouzky molekulové vahy (Mw) ~37 kDa, ~54 kDa
a ~120 kDa, coz odpovida moznym formam o6-OR [124]. U kontrol (CTR) i ConA
stimulovanych vzorkti lymfocytd jsou viditelné prouzky s vysokou molekulovou hmotnosti
(120 kDa), které by mohly byt trimerem 5-OR, ale lze také uvazovat o nespecifickém
proteinu. Zadny signifikantni signal nebyl zaznamenan v kontrolnich vzorcich pti Mw ~37
kDa a ~54 kDa odpovidajicich monomernim formam d&-opioidnich receptort. Pouzita byla
protilatka sc-9111 proti N-konci 8-ORs-1. Oddil (A.) obr. 13 je reprezentativnim
imunoblotem ze série tii pokust detekce 6-opioidnich receptorid. Sekce (B.) obr. 13 je

grafickym vyhodnocenim miry signalnich intenzit prouzkl z tfi imunoblotii, pro kontrolni
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a konkanavalinem A stimulované lymfocyty. NarGst mnozstvi 6-OR s molekulovou vahou

~37 kDa a ~54 kDa u vzorki ovlivnénych konkanavalinom A je signifikantni.
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Obr. 13. Imunodetekce d-opioidnich receptord v lymfocytech a grafické zpracovani
ziskanych vysledkl. CTR - kontrolni vzorky; ConA - konkanavalinom A ovlivhéné vzorky
lymfocytd. (B.) Grafické zpracovani experimentdlnich vysledkl ze tfi stanoveni 6-OR.

Stanoveni k-opioidniho receptoru v lymfocytech

Obrazek 14. sekce (A.) je imonoblot, na kterém jsou detekované k-OR. Byly
detekovany prouzky molekulové vahy ~ 48 kDa, coz odpovidd molekulové hmotnosti
téchto receptord i vysledkim [125]. Pfitomnost k-OR je evidovana jak u kontrolnich, tak i
u konkanavalinem ovlivnénych vzorcich. Pouzita byla protilatka sc-9112 proti N-konci «-
ORs-1. Oddil (A.) obr. 12 je typicky vysledek detekce k-ORs, kterd byla provedena v
triplikatu. Sekce (B.) je grafickym vyhodnocenim primérné hodnoty intenzity signalu z tii
imunobloti. Mnozstvi k-OR v CTR 1 ConA vzorcich ovlivnénych bylo vyhodnoceno jako
relativni intenzita signali prouzktl. NarGst intenzity a tedy mnozstvi k-ORs v ConA

vzorcich oproti kontrolnim je statisticky vysoce signifikantni.
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Obr. 14. (A.) Imunoblot «k-opioidnich receptord na lymfocytech a (B.) grafické
vyhodnoceni vysledkl experimentl. CTR - kontrolni vzorky; ConA - konkanavalinom A
ovlivnéné vzorky lymfocyta.

5.1.2 Stanoveni aktinu, B-arrestinu-1/2 a kaveolinu-1 v
kontrolnich (CTR) a konkanavalinem A (ConA) ovlivnénych
vzorcich PNS z lymfocytl potkani sleziny

Stanoveni mnozstvi aktinu

Na obrazku 15. v sekci (A.) je vybrany vysledek ,, Western blot* stanoveni aktinu
V kontrolnich a konkanavalinem A ovlivnénych potkanich lymfocytech. Prouzky
reprezentujici aktin se nachazi pti ~43 kDa, coZ odpovidd Mw stanovovaného proteinu.
Cast (B.) je grafickym vyhodnocenim velikosti relativni intenzity signald prouzki aktinu
ze série tii pokusd. Kvantitativni zmény v expresi aktinu v ConA vzorcich, oproti

kontrolnim jsou vysoce signifikantni.
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Obr. 15. (A.) Vysledek stanoveni aktinu metodou , Western blot”. (B.) Kvantitativni
vyhodnoceni stanoveni aktinu. Kontrolni vzorky — CTR, konkanavalinem A stimulované
vzorky — ConA.

Stanoveni mnoZstvi B-arrestinu-1/2

Obrazek 16. sekce (A.) reprezentuje stanoveni mnozstvi proteinu B-arretinu-1/2.
Rozdily intenzit prouzki na filmu odpovidaji rozdiliim v mnozstvi tohoto proteinu v CTR
a ConA vzorcich. Pokles [-arretinu-1/2 v konkanavalinem A ovlivnénych vzorcich
lymfocytl oproti kontrolnim byl vysoce signifikantni. Vyhodnocena byla oblast ~ 49 kDa
az ~58 kDa, ktera zahrnuje oblast Mw arrestinu-1/2 (~55 kDa) a odpovida pozitivni
kontrole. Graf (B.) je kvantitativnim vyhodnocenim velikosti signalnich intenzit prouzkt
odpovidajicich kontrolam (CTR, bily sloupec) a konkanavalinem A ovlivnénym vzorkiim

(ConA, sedy sloupec).
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Obr. 16. Detekce B-arrestinu-1/2. (A.) Vyfez z filmu, ktery je vysledkem imunodetekce
B-arrestinu-1/2. Pozitivni kontrolou (oznaceni pismenem B v obrazku v sekci (A.)) byl
vzorek kortexu potkaniho mozku. (B.) Grafické zpracovani vysledk(i zaznamenanych na
imunoblotu (sekce (A.)). CTR - vzorky kontrolnich lymfocytd, ConA - vzorky
konkanavalinem A ovlivnénych bunék.

Stanoveni mnozstvi kaveolinu-1

Stanoveni mnozstvi kaveolinu-1 vyjadiuje obr. 17. sekce (A.) - monomer tohoto
proteinu ma cca 20 kDa a pomoci pozitivni kontroly a standardu molekulovych hmotnosti
byl identifikovan pouze v kontrolnich vzorcich. Prouzky pfi vy$Sich molekulovych vahach
(~37 kDa a ~49 kDa) mohou byt také formou kaveolinu-1 (agregaty mezi monomery, s
jinymi proteiny) a byly proto také vyhodnoceny. V zeleném ¢tverci je piiblizeni ¢asti grafu
(B.) na formy s mens$i intenzitou signalu. Mira relativni intenzity jednotlivych prouzki je
graficky vyjadiena v sekci (B.) obr. 17. V ptipadé prouzku s Mw ~37 kDa a ~20 kDa jsou
zmény V sile intenzity téchto prouzkl a tedy v mnozstvi bilkoviny v ConA vzorcich oproti
CTR vysoce signifikantni. Mnozstvi formy s hmotnosti ~49 kDa nebylo ucinkem

konkanavalinu A zménéno.
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A. Kaveolin-1
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Obr. 17. (A.) Imunoblot ziskany detekci kaveolinu-1 v lymfocytech metodou "Western
blot". Pismeno ,,P“ oznaduje pozitivni kontrolu ke kaveolinu-1 (caveolin-1 positive control:
Human endothelial cell lysate; Transduction Laboratories). (B.) Grafické vyjadreni zmén
mnozstvi kaveolinu-1 zimunoblotu z ¢asti (A.). (A. B.) Zkratkou CTR jsou oznaceny
kontrolni vzorky, ConA oznacuje vzorky ovlivnéné konkanavalinem A.

5.1.3 Stanoveni -, 8- a k-opioidnich receptori v kontrolnich
(CTR) a morfinem (MORF) ovlivnénych vzorcich lymfocyti
ze sleziny potkant

Detekce p-opioidniho receptoru

Pomoci metody "Western blot" byla stanovena exprese p-opioidnich receptoru v
lymfocytech z potkani sleziny. (A.) Ve vzorcich z bunék vystavénych morfinu byla
pozorovana pfitomnost téchto receptorli, na rozdil od kontrolnich vzorkli, kde nebyl
zaznamenan zadny signél odpovidajici p-OR. Vyhodnoceny byly prouzky s molekulovou
vahou priblizné 40 kDa, 47 kDa a 58 kDa, které odpovidaji moznym formam pu-OR [123].
Sekce (B.) obr 18. je grafickym vyhodnocenim signalnich intenzit prouzkli zaznamenanych

na imunoblotu v sekci (A.).
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Obr. 18. Detekce mnoizstvi p-opioidnich receptord v PNS z lymfocytd kontrolnich a
ovlivnénych morfinem. (A.) Vysledek stanoveni u-OR metodou "Western blot". (A. B.) CTR
- kontrolni vzorky, MORF - morfinem ovlivnéné vzorky. Sekce B. je grafickym
vyhodnocenim vysledk( v ¢asti A.

Stanoveni 6-opioidniho receptoru

Stanoveni §-opioidnich receptori v lymfocytech kontrolnich a ovlivnénych morfinem
probéhlo stejnym zpisobem jako p-OR i k-OR. V primarnich (kontrolnich) i morfinu
vystavénych builkkdch nebyl zaznamenan zadny signal odpovidajici d-opioidnim
receptorum, jak v CTR, tak v MORF vzorcich. Pouzita byla protilatka sc-9111 proti N-
konci 3-OR-1.

Stanoveni k-opioidniho receptoru

Metodou "Western blot™ byla stanovena i exprese k-opioidnich receptort v lymfocytech
z potkani sleziny. ((A.) obr. 12) Ve vzorcich z bun¢k vystavénych morfinu i v kontrolnich
vzorcich byl pozorovan signal odpovidajici k-opioidnim receptorim (~48 kDa) [125].

Sekce (B.) obr 19. je grafickym vyhodnocenim miry signdlnich intenzit prouzki

61



zaznamenanych na imunoblotu v sekci (A.), které odpovidaji mnozstvi exprimovanych «-
OR. Mirny pokles mnozstvi k-OR v morfinem ovlivnénych lymfocytech, ktery je vidét

v grafu byl vyhodnocen jako statisticky nesignifikantni.

k-OR
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Obr. 19. Stanoveni mnozstvi exprimovanych k-opioidnich receptord v kontrolnich a
morfinem ovlivnénych lymfocytech. (A.) Vyrez filmu s detekovanymi k-OR. (A. B.) CTR -
kontrolni vzorky, MORF - morfinem ovlivnéné vzorky. (B.) Grafické vyhodnoceni
kvantitativnich zmén v signalni intenzité prouzku ze sekce (A.).

5.1.4 Stanoveni opioidnich receptort typu p, 8 a k v srdci
kontrolnich potkanii a zvifatech ovlivnénych morfinem

Na obrazku 20. se nachazi vysledek imunodetekce vSech tii hlavnich typa opioidnich
receptort v postnuklearnim supernatantu z potkanich srdci. Vzorky pochazi bud z
kontrolnich zvifat, nebo z potkanti, kterym byl poddvan roztok morfinu (rozpis tab. 2.).
Prvni ¢ast obrazku - sekce (A.) je vysledny imunoblot a (B.) je grafickym zpracovanim

detekce p-opioidnich receptort. Prouzky v oblasti ~ 40 kDa a ~ 47 kDa odpovidaji formam
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u-OR. Pro detekci u-OR byla pouzita protilatka sc-7488. Graf (B.) je kvantitativni
vyhodnoceni intenzity signali/prouzkii detekovanych na imunoblotu (A.). Tyto zmény
intenzit signdlu predstavuji zmény v poctu p-opioidnich receptortt po podani morfinu.
Pokles byl jak u formy ~ 40 kDa, tak i u ~ 47 kDa vyhodnocen jako statisticky velmi
signifikantni. Sekce (C.) a (D.) obrazku 20. odpovidaji stanoveni d-opioidnich receptort.
((C.) obr. 20.) Vysledek imunodetekce d-OR. Signalem 6-OR jsou definované prouzky s
Mw cca 58 kDa a cca 70 kDa, coz odpovida moznym formam o-opioidnich receptort.
Sekce (D.) je grafické zpracovani imunodetekce d-OR, kde je kvantitativné vyjadiend mira
intenzity prouzkti 3-OR. Pfi detekci k-opioidnich receptord ((E.) obr. 20.) byly opét
zaznamenany dvé formy - prouzky s Mw kolem 48 kDa a 62 kDa. Grafickym zpracovanim
¢asti imunoblotli k-OR (E.) je graf oznaeny (F.). Graf vyjadfuje, jak intenzivni jsou
signaly k-OR Vv kontrolnich a morfinem ovlivnénych vzorcich. Statistické hodnoceni
signalt ukazalo na maly, lez signifikantni vzestup minoritni 48kDa formy x-opidnich

receptorti u¢inkem morfinu.
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Obr. 20. Detekce mnozstvi opioidnich receptord v srdcich potkan(, kterym byl podavan
morfin a kontrolnich potkand. Vysledky imunodetekce (A.) p-opioidnich receptord, (C.) o-
opioidnich receptord, (E.) k-opioidnich receptori. Vysledky v ¢astich (A.); (C.) a (E.) byly
zpracovany do graf(. Casti (A.) odpovida graf (B.). Casti (C.) odpovida graf (D.) K (E.) patfi
graf (F.). Pro vSechny sekce plati, Ze "CTR" jsou oznaceny kontrolni vzorky a "MORF"
vzorky ze srdci potkan(, kterym byl podavan morfin.

5.1.5 Stanoveni opioidnich receptoru v kiife predniho mozku
potkanii ovlivnénych morfinem a kontrolnich zvirat

Obrazek cislo 21. reprezentuje vysledek detekce tii hlavnich typi opioidnich receptorti
v Kkortexu potkant, kterym byl podavan morfin a v kortexu mozku kontrolnich zvifat.
Sekce (A.) a (B.) obr. 21. jsou vysledkem a grafickym zpracovanim detekce p-opioidnich
receptord. (A.) Prouzky s molekulovou vahou cca 58 kDa odpovidaji p-OR stanovenych
imunotedekei [123]. Pro detekci u-OR byla pouzita protilatka sc-7488. Sekce (B.) je
grafickym vyhodnocenim relativnich intenzit prouzkd odpovidajicich pu-OR a tim
relativnimu mnozstvi p-OR ve vzorcich kontrol i morfinem ovlivnénych zvifatech.

Statistické vyhodnoceni neukdzalo Zadné zmény v mnozstvi exprimovanych p-OR v CTR
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a MORF vzorcich. Sekce (C.) a (D.) obr. 21. odpovidaji stanoveni 3-opioidnich receptorti.
(C.) - imunodetekce, (D.) je grafické zpracovani imunodetekce &-OR, kde byly
vyhodnoceny relativni intenzity prouzkii odpovidajicich 8-OR a tim mnozstvi 3-OR ve
vzorcich kontrol a ve vzorcich s morfinem. Signalem 3-OR jsou definované prouzky s Mw
~55 kDa a ~68 kDa, coz odpovida realnym moznym formam &-opioidnich receptori [124].
Pii statistickém vyhodnoceni se zmény v expresi 8-OR pii ~55 kDa neprokazaly. U formy
s ~68 kDa byl pokles vyhodnocen jako vysoce signifikantni. Pti detekci k-opioidnich
receptort (E.) byly opét zaznamenany dvé formy - prouzky s Mw kolem 48 kDa a 60 kDa.
Grafické zpracovani relativnich intenzit prouzkh (pro CTR 1 MORF vzorky)
odpovidajicich k-OR z ¢asti (E.) je graf v sekci obr. 21. oznacen jako (F.). Statistické
hodnoceni signalti ukazalo na maly pokles formy «k-opioidnich receptort s Mw cca 60 kDa.

Mnozstvi majoritni formy s ~48 kDa se nezménilo.
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Obr. 21. Detekce -, 8-, a k-opioidnich receptoru v kGfe pfedniho mozku potkand. CTR
- kontrolni vzorky, MORF - vzorky z potkanl ovlivnénych morfinem. Vysledky
imunodetekce (A.) p-opioidnich receptorq, (C.) 6-opioidnich receptord, (E.) k-opioidnich
receptor(. Vysledky v €astich (A.); (C.) a (E.) byly kvantitativné zpracovény do grafd. Casti
(A.) odpovida graf (B.). Césti (C.) odpovida graf (D.) K sekci (E.) patfi graf (F.).

5.1.6 Imunodetekce -, 8- a k-opioidnich receptori ve vzorcich
kontrolnich a stimulovanych lymfocytech potkani sleziny,
vzorcich kii‘e predniho mozku a srdce (leva komora) na
jedné nitrocelulosové membrané

Test citlivosti protilatek orientovanych proti p-OR, 6-OR a k-OR V rliznych tkanich
potkana (primarni a stimulované lymfocyty ze sleziny, klira ptedniho mozku a leva komora

srde¢niho svalu).

Stanoveni p-, 8-, k-opioidnich receptorii ve vzorcich kontrolnich (primarnich) a
konkanavalinem A (Con A) -stimulovanych lymfocyti sleziny, srdce a kiiry pfedniho
mozku potkana

Obrézek 22. ptiblizuje mirné rozdily v mnozstvi exprimovanych opioidnich receptort a
jejich forem mezi jednotlivymi tkdnémi a také funkcnost pouzitych protilatek. Rozdily v
expresi OR jsou mezi riznymi tkanémi znamé [94]. Definované prouzky na jednotlivych
vytezech filmi odpovidaji moznym formam daného typu receptoru.
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Obr. 22. Detekce opioidnich receptorli metodou "Western blot" v kontrolnich
lymfocytech (L), stimulovanych lymfocytech (LS), mozku (B) a srdce (H) potkana. p-
opioidni receptor byl stanoven pomoci protilatky sc-15310 zamérené na N-konec p-OR-1
a pomoci protilatky sc-7488 zamérfené na C-konec p-OR-1 (horni ¢ast obrazku). V spodni
Casti obrazku je stanoveni &-opioidnich receptord (protilatky sc-9111) a k-opioidnich
receptorl (sc-9112).

5.2 Vysledky stanoveni agonistou stimulované vazby [3°S [cGTPyS na
U-OR, 5OR a k-OR v PNS kontrolnich a konkanavalinom A
stimulovanych lymfocytech ze sleziny potkana

Z grafu na obr. 23 je zjevné, Ze vazba [°S]GTPyS oproti bazélni (bez ligandd) je velice
mald u vSech pouzitych ligandl, jak u kontrolnich tak i u konkanavalinem A
stimulovanych lymfocytli. Zména stimulované vazby oproti bazalni hodnot€ je minimalni a
nejsou signifikantni. Moznym vysvétlenim negativnich vysledkd je, ze bud’ se dany ligand
na receptor nevaze (DADLE - 6-OR, DAMGO p-OR, U59693 - x-OR), nebo mnoZstvi
receptorit je pod detekénim limitem metody, anebo nedochdzi k vyrazngjsi stimulaci
G-proteinu vlivem vazby agonisty a tim vyznamné vyméné GDP za radioaktivni
[®°S]GTPYS, a tudiz vyrazn&j§imu zvyseni stimulované vazby. Naméfené hodnoty v dpm

("desintegrations per minute") byly piepo¢teny na pmol podle hodnot specifické
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radioaktivity (udavané v Ci/mmol) [**S]GTPyS (2,22*10* dpm = 1 Ci ; 1 pmol = spec.
radioaktivita*10™® Ci). Grafické zpracovani a vyhodnoceni bylo provedeno v programu
GraphPad Prism 4.

vazba [*S]GTPyS
—1Bazal
BN DADLE
0.04-
= DAMGO
. 1 =+ I | C3U59693
© 003 ES .
X
©
2 0.02-
o
0.01-
0.00

CTR ConA

Obr. 23. Vazba [3SS]GTPyS vyjadrend v pmol/mg proteinu, s 2 uM GDP. Legenda pfi
grafu uvadi, ktery agonista byl pouZit. CTR-kontrolni vzorky, ConA-vzorky konkanavalinem
ovlivnénych lymfocytll. Graf ukazuje vysledky stanoveni vazby ze dvou pokus.

5.3 Vysledek stanoveni vazby [?H Jnaloxonu v post-nukledrnim
supernatantu kontrolnich a konkanavalinem A stimulovanych
lymfocytech sleziny potkana

Z grafu na obr. 24. ktery je zjevné, Ze specifickd vazba [*H]naloxonu je velice mala jak
v kontrolnich, tak i v konkanavlinem A stimulovanych lymfocytech. Zména celkové vazby
oproti nespecifické vazbé je minimalni, specifickd vazba je velmi mald. To muze
znamenat, Zze bud’ se antagonista [*H]naloxon na opioidni receptory (u-, 8-, k-OR) moc
nevaze, nebo mnozstvi receptori ve vzorcich je pod detek¢nim limitem pouzité metody.
Naméfené hodnoty v dpm (“desintegrations per minute") byly pfepocteny na pmol, stejné
jako u stanoveni vazby [*°S]GTPyS. Grafické zpracovani a vyhodnoceni bylo provedeno v

programu GraphPad Prism 4.
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vazba [*H]Naloxonu
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Obr. 24. Vazba [*H]naloxonu vyjadfend v pmol/mg proteinu. Legenda pfi grafu
oznacuje, ktery sloupec patfi specifické, nespecifické a celkové vazbé. CTR-kontrolni
vzorky, ConA- vzorky konkanavalinem A ovlivnénych lymfocytl. Stanoveni vazby bylo
provedeno dvakrat.
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6 DISKUSE

Vyzkumné prace zaméfené na opioidni receptory se soustieduji pievazné na
problematiku zavislosti, tolerance, analgesie a tim na hlavni oblast ptisobeni opioidnich
latek - centralni nervovou soustavu. Organismus je slozitou siti reakci, kde vSe se vSim
souvisi. Pfitomnost opioidi i endogennich opioidnich molekul tak ovliviiuje 1 dalsi
fysiologické procesy a soustavy, jako je 1 imunitni systém. Hlavni funkeci imunitniho
systému je odolnost (z lat. "immunitas™) vici cizorodym latkam a jeho selhani je pro
organismus fatalni. V mnoha smérech je tento systém doposud neprobadany. Funkce,
signalizace a regulace exprese opioidnich receptori v burikach imunitniho systému patii
pravé do malo prozkoumané oblasti. Tato prace se proto vénuje vyzkumu opioidnich

receptort v lymfocytech izolovanych z potkani sleziny.

Metodou ptenosu (z ang. ,, Western blot ) byly stanovovany tfi hlavni typy opioidnich
receptorti - u-, 6-, Kk-opioidni receptory (-OR). V prvni ¢asti experimentalni prace byl
lymfocytim (B-lymfocyty + T-lymfocyty), izolovanym z potkani sleziny, podavan
konkanavalin A. Tento mitogen je znamy svymi stimula¢nimi G¢inky na lymfocyty [126,
127] a jeho aplikaci se mé&l potvrdit pfedpoklad o zvySené expresi opioidnich receptort v
téchto buikach. U vSech tfi detekovanych typti OR doSlo k nariistu mnozstvi téchto
receptori u stimulovanych lymfocytd. Pfitomnost «-opioidnich receptorii byla
zaznamenana v mensim mnozstvi i u primarnich, kontrolnich lymfocytl, zatimco opioidni
receptory typu p neposkytly v primarnich bunikach zadny signal. Pti detekci d-opioidniho
receptoru byl danou protilatkou rozpoznan protein o Mw cca 120 kDa. Vzhledem
k molekulové hmotnosti by mohlo jit o trimer 3-OR. Tento signal byl detekovan jak u
kontrolnich, tak i stimulovanych bun¢k. Vyskyt opioidnich receptori za normalnich
podminek je velmi nizky, takze se v piipadé 6-OR (u 120 kDa) jedna spi$ o nespecifickou
bilkovinu [128]. Maly pocet OR odpovida tedy i naSim vysledkim. Pritomnost
k-opioidnich receptort jiz v primarnich lymfocytech mtze byt odrazem fyziologickych
podminek. k-opioidni receptory byly ve vétSim mnoZstvi, za normalnich podminek,
nalezeny v T-lymfocytech ve vyvoji v brzliku. Také bylo pozorovano, ze agonisté k-OR
indukuji tvorbu IL-7, ktery je dulezitym cytokinem pro vyvoj lymfocytd. Endogennim
k-OR agonistou je napt. dynorfin. U mysi postradajicich k-OR (KO-mysi) byl pozorovan
pokles poctu lymfocyti oproti kontrolnim mySim. Na zdkladé téchto studii lze

predpokladat ucast k-OR v regulaci vyvoje lymfocytt. Podle studie Guan a kol. [129] se
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K-opioidni receptory se podileji na udrzovani homeostasy T-lymfocyti a makrofagti. Nase
pokusy byly provadény na lymfocytech ze sleziny dospélych jedincii, kde jsou maturované

lymfocyty, coz podporuje ti¢ast k-OR na regulaci homeostasy.

Krom opioidnich receptorti byly metodou pfenosu stanoveny ve vzorcich lymfocyt
ovlivnénych konkanavalinem A a kontrolnich, jest¢ tfi dalsi proteiny a to aktin,

B-arrestin-1/2 a kaveolin-1.

Z detekce aktinu bylo zjisténo, ze dochazi k poklesu monomerni formy (43 kDa) tohoto
proteinu u konkanavalinem A (ConA) ovlivnénych lymfocytech oproti kontrolnim
bunkam. Pouzita protilatka detekovala jak a-aktin, tak i - a y-formu. Pti pokusech s
konkanavalinem A bylo zji$téno, Ze membrany bunék jsou schopny tvofit tzv. (z ang.)
"cup formations", dochazi tedy k formaci utvard podobnych ¢i§im. V téchto ttvarech
dochazi k rigidizaci (inhibici mobility) receptorti pro ConA, coz pravdépodobné reguluje
navazani velkého mnozstvi jeho dalSich molekul. Kromé receptort pro konkanavalin A se
vSak v téchto membranovych utvarech nachéazeji i dalsi membranové receptory a molekuly,
jejichZz mobilita je také omezena. K vytvoreni takovych utvarti samoziejmé musi dochazet
k prfestavbdm v cytoplasmatické membran¢, kterych se ucastni mikrotubuly a
mikrofilamenta (aktin). Zmény v distribuci téchto cytoskeletarnich prvkia jsou vysoce
korelované se zménami v distribuci membranovych receptort [130, 131]. Stejnou zménu
v mnozstvi monomerniho aktinu pozorovali Varani a kol. v lidskych perifernich krevnich
lymfocytech a peritonealnich leukocytech z Sprague-Dawley potkant [132]. Pti tomto
procesu dochazi k polymerizaci aktinu a jeho pevné vazby v "cup formations”, coz se
projevi jako pokles monomerni formy aktinu v konkanavalinem A stimulovanych
lymfocytech [132, 133]. Nami zaznamenany pokles monomerni formy tedy spis§ ukazuje na

polymeraci aktinu, neZ na jeho degradaci/sniZenou produkci.

Stanoveni mnozstvi [-arrestinu-1/2 v ConA a kontrolnich lymfocytech pfineslo
podobny vysledek jako u aktinu a to pokles mnozstvi 3-arrestinu-1/2 u ConA ovlivnénych
burikach. B-arrestiny se ukazuji jako multifunkéni proteiny, které stoji i za regulaci GPCR,
predevsim jejich endocytosy. Mezi GPCR lymfocytl patfi chemokinové receptory i nami
zkoumané opioidni receptory. Piesné zapojeni B-arrestinti do regulace funkce imunitnich
bunék neni znamé. Studie ukazuji, ze B-arrestiny mohou hrat §irsi roli v regulaci migrace,

chemotaxe lymfocyti a signalnich molekul v pfirozené imunitni odpovédi [134]. Podle
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Fong a kol. [135] B-arrestin-2 zvySuje chemotaktickou aktivitu lymfocytu. Pfi stimulaci
proliferace lymfocytd konkanavalinem A dochazi k zvySené tvorbé migra¢né inhibi¢nich
faktort v lymfocytech, pficemz nedochazi k ovlivnéni stimulacniho ucinku na rast [136,
137]. Konkanavalin A vyvolava protichidny uc¢inek k B-arrestinu-2, a tak by hypoteticky
mohlo dojit k ovlivnéni tvorby B-arrestinu-2 v stimulovanych buikach. V této praci by
vyvozeni takového zavéru jen na zakladné téchto experimentii bylo spekulativni.
B-arrestiny maji Sirokou pusobnost, stejné tak i konkanavalin A ovliviiuje mnoho

bunéénych procesi.

Kaveoliny jsou proteiny, za jejichz primarni funkci se povazuje vystavba kaveol -
membranovych domén bohatych na rizné signalni molekuly. Pfitomnost kaveolinil
v lymfocytech 1 neuronech byla dlouho hypotetizovand, protoze utvary odpovidajici
kaveolam nebyly v téchto buiikkach pozorovany. V poslednim desetileti je ale mozno najit
vicero praci, které uvadi, Ze kaveolin je v buiikach imunitniho systému i v neuronech a to
nezavisle na tvorbé kaveol [138-142]. Kaveolin tedy muze ptispét k regulaci bun€k v
jinych oblastech, nez v souvislosti s kaveolami, a to v regulaci signalnich proteint
zapojenych do tvorby CAMP, pii bunééné adhezi, zménach neuronové plasticity
indukované poskozenim, aktivaci T-lymfocytd, diapedéze leukocytii (pohyb bunck ptes
intaktni stény kapilar do okolnich tkani), modulaci odpovédi leukocytdi na zanét,
oxida¢nim stresu aj. [142-148]. Dalsi nedavné studie ukazuji, ze cytoskeletalni slozky
(aktin, tubulin) interaguji s kaveolinem a ovliviiuji interakci kaveolinu a G-proteinti a tim
produkci CAMP [149, 150]. Udavana molekulova hmotnost (Mw) monomeru kaveolinu-1
je 17-24 kDa [151]. Pii této Mw byl v nasem experimentu zaznamenan signal pouze u
kontrolnich a nikoli Vv konkanavalinem A stimulovanych lymfocytech. MnoZstvi
monomeru kaveolinu-1 bylo u¢inkem konkanavalinu A sniZzené pod detekéni limit metody.
U obou typt vzorki vSak byly detekovany prouzky u cca 37 a 49 kDa, které by mohly
odpovidat dimeru a trimeru. V bunkach kaveoliny tvofi rizné oligomery, které jsou
resistentni vuci pisobeni SDS [152]. Vyrazny vzestup formy s 37 kDa ve stimulovanych
vzorcich by mohl teoreticky souviset s tvorbou "cup formations” u¢inkem konkanavalinu
A, protoze kaveolin-1 interaguje s aktinem pii zménach v cytoskeletu [149]. Molekulova
hmotnost kolem 37 kDa a 49 kDa by ale také mohla odpovidat ubikvitinovanym formam
kaveolinu-1, které jsou urcené k degradaci. Vicero studii se zabyva funkci kaveolinu-1

jako antiproliferacni, nebo proapoptické regulacni molekuly [152-154]. Kaveolin by tak
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teoreticky mohl plisobit proti mitogenu konkanavalinu A. Je také znamo, ze kaveoliny
interaguji s G-proteiny, ¢imz reguluji GPCR, mezi které patii jak cytokinové, tak i opioidni
receptory [155]. V mozkové tkani u potkanu, kterym byl podavany morfin, doslo k narastu
kaveolinu-1, coz podporuje ucast kaveolind i na procesech vyvolanych morfinem [122].
Dal$im moznym vysvétlenim je, Ze pouzitd protilatka rozpoznava nespecifické proteiny
s Mw 37 kDa a 49 kDa. Obecn¢ kaveoliny a jejich funkce jsou nejen v lymfocytech malo

probadanou oblasti a budou predmétem naSich dalSich studii.

Stanoveni p-, 8-, k-opioidnich receptorti probéhlo i ve vzorcich lymfocytu z potkani
sleziny, které nebyly ovlivnény mitogenem, ale opioidem morfinem. Pti kultivaci bun¢k
s morfinem nedochazelo k stimulaci proliferace, spi§ naopak k apoptose lymfocytd.
Podévani morfinu témto buiikam ale zplsobilo zvySenou expresi p-opioidnich receptora.
u-OR neposkytly zadny signifikantni signal ve vzorcich z kontrolnich bun¢k. Morfin ma
afinitu ke vSem tfem uvedenym typtim opioidnich receptord, nejvyznamnéjsi ucinky v
CNS jsou spojovany s vazbou pravé na p-opioidni receptory. Je proto mozné, ze podavani
morfinu ovlivni nejvice expresi p-OR. Zvysené mnozstvi p-opioidniho receptorit po podani
morfinu lymfocytim uvadéji i prace Suzuki a kol. [156] s experimenty na lidskych
lymfoidnich bunécnych liniich. Narast mRNA p-OR ucinkem morfinu byl pozorovan i v
lymfoidnich bunikach Jurkat a byl zjistén také narust IL-4, ktery pozitivné ovliviiuje tvorbu
a antiprolifera¢ni efekt TNF. Pravé narist IL-4 vedl k indukci exprese p-opioidniho
receptoru. IFN-y je dalSim cytokinem, ktery hraje vyznamnou roli v expresi p-OR v
lymfocytech. Po aplikaci morfinu na T-lymfocyty (mysi) dochazi k poklesu hladiny IFN-y,
pti¢emz morfin moduluje promoter genu pro INF-y a tim snizuje jeho mnozstvi [119].
Prace Kraus a kol. popisuje represi transkripce geni p-opioidnich receptorii plisobenim
INF-y [157]. Krom IFN-y dochazi také k poklesu IL-2 - interleukin posilujici rust a vyvoj
lymfocytd [15]. Morfin ma také negativni efekt na stimulaéni odpovéd’ lymfocyti na
pfitomnost mitogenu konkanavalinu A. Slezinné lymfocyty potkant, kterym byl podavan
morfin byly mén¢ stimulované konknavalinem A neZ lymfocyty z kontrolnich zvitat [158].
Stimulace konkanavalinem A podporuje tvorbu IL-2 a tim aktivuje lymfocyty [104].
Protichtidnym uc¢inkem morfinu na IL-2 tak mize byt odezva na ConA sniZzend. Nejen
cytokiny mohou ovlivnit expresi p-opioidnich receptorti v imunitnich burnkach. Stres jest
dalsim faktorem, ktery ovliviiuje tvorbu p-OR. Pti dlouhodobém stresu u mysi doslo k

apoptose lymfocytu [19]. Je znamé, Ze morfin ma imunosupresivni u¢inky a snizuje pocet
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lymfocytl. U stresovanych mysi doSlo k zapojeni alternativni apoptické drahy, kterad
zahrnuje signalizaci pfes p-opioidni receptory [19, 115]. Tato draha by mohla probihat

I morfinem indukované apoptose lymfocytu, kterd byla v naSem experimentu pozorovana.

d-opioidni receptory nebyly detekovany ani u kontrolnich ani u morfinem ovlivnénych
lymfocytd. Nepfitomnost u-OR a 8-OR v primarnich kontrolnich lymfocytech odpovida
pfirozenym podminkam, kdy je exprese téchto receptoru v lymfocytech velice nizka.
Morfin ma afinitu i k 3-OR, ale je mozné, ze v lymfocytech nema stejné piisobeni jako v
CNS a tak neovliviiuje expresi 6-OR, tak aby poskytly dostate¢né signifikantni odezvu pii

stanovenich metodou "Western blot".

k-opioidni receptory byly detekovany jak v kontrolnich buiikach, tak i v lymfocytech,
kterym byl podavan morfin. MnozZstvi k-opioidnich receptorti nebylo nijak signifikantné
ovlivnéno G¢inkem morfinu. Pfitomnost k-OR v primarnich lymfocytech koreluje s nasimi
vysledky z experimentl s konkanavalinem A. TakZe je tady rovnéz mozné predpokladat,
ze exprese K-opioidnich receptorii je dilezitd pro zdkladni procesy jako udrZovani

homeostasy lymfocytu.

Vsechny tfi typy opioidnich receptori byly metodou "Western blot" stanoveny i na
vzorcich potkaniho mozku (kortexu) a srdce (leva srdecni komora).

Detekce p-opioidnich receptorii, 5-OR i k-OR potvrdila pfitomnost téchto receptort
v mozkové tkani. V piipadé p-OR byl zaznamenan signal u molekulové vahy ~58 kDa.
Teoreticka Mw podle aminokyselinové sekvence je pro vSechny OR kolem 43 kDa [159].
Vyss§i molekulovou véhu p-opioidnich receptort uvadi vicero praci. Opioidni receptory
podléhaji posttranslacnim Upravam, nejcastejsi je glykosylace, ktera se udava jako divod
mensi pohyblivosti pii elektroforetickém déleni a tak vySsi Mw receptori. Mira
glykosylace je riizna u riznych organiSmil i mezi tkdnémi ¢i oddily tkdni (pf. u CNS) a tim
se lisi i Mw opioidnich receptort [94, 160, 161]

Protilatkou proti d-opioidnim receptorim byly rozpoznany v kortexu CNS dva prouzky
o molekulové hmotnosti ~55 kDa a ~68 kDa. Jak jiz bylo popsané u detekce p-OR,
opioidni receptory jsou glykosylované, coz zvySuje Mw receptorit. Oba prouzky
odpovidaji 0-OR, jak je zminéno i v dalSich pracich [124, 159]. U formy s vyssi

molekulovou véhou, byl pozorovan statisticky vyznamny pokles po podani morfinu, coz
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by mohlo odpovidat adaptivnim procesiim vyvolanych opakovanou stimulaci opioidnich
receptord morfinem.

K-opioidni receptory detekované metodou ,, Western blot*“ v kortexu potkaniho mozku
poskytly signal v podobé dvou prouzkd. Majoritni formu s Mw ~48 kDa, ktera ptiblizné
odpovida teoretické Mw receptoru. Mnozstvi k-OR 48kDa nebylo zménéno vlivem
morfinu. Minoritni forma s ~60 kDa, u které byl pozorovan mirny pokles, piedstavuje

pravdépodobné glykosylované k-OR.

Dutkazu ptitomnosti opioidnich receptorti v srde¢nim svalu neni mnoho. V souvislosti
opioidnich receptort Vv srdci je Casto zminovan pozitivni efekt aktivace téchto receptori a
tim protektivni ucinek u ischemickych chorob a srde¢niho selhani [162-164]. Pomoci
metody ,, Western blot* byla prokazana pfitomnost vSech téi typt opioidnich receptori.
p-opioidni receptory poskytly signal u dvou riznych molekulovych vah - Mw ~40 a ~47,
pficemz doslo k poklesu mnozstvi obou forem téchto receptorti v morfinem ovlivnénych
vzorcich. Molekulovd hmotnost obou signali je téméf shodna s teoretickou véahou
(~43 kDa) a tak by spi$ nez o glykosylaci mohlo jit o rizné sestiihové varianty, jejichz
vyskyt v organismu je normalni [94]. Detekci 3-OR byly také zaznamenany dva prouzky.
Molekulova hmotnost téchto signaltt odpovida nejspis glykosylovanym formam téchto
receptord, protoze jejich Mw je cca 58 kDa a 70 kDa. Zmény v mnozstvi 3-opioidnich
receptortl nebyly pozorovany. Pti stanoveni k-opioidnich receptorti byly tak jako u 3-OR a
p-OR detekovany dvé formy x-OR (~48 kDa; ~62 kDa). Dé se piedpokladat, Ze prouzky u
~62 kDa jsou glykosylované k-receptory a jejich mnozstvi se nezmeénilo. U ~48 kDa k-OR
doslo ke kvantitativnimu malému narGstu u¢inkem morfinu. Pti¢ina zmén v distribuci a
mnozstvi opioidnich receptor v bunikdch srdce zatim neni zndma. Obecné se
kardioprotektovni ucinek pfipisuje pievazné o-opioidnim receptorim, které jako jediné
v nasem experimentu nebyly zaznamenany. Efekt k-opioidnich receptort je nékdy
popisovan jako protektivni, jindy pravé naopak, tedy Zze aktivaci k-OR dochazi
k silné¢jsimu srde¢nimu infarktu a poskozeni. I studie s morfinem piipisuji pozorované
kardioprotektivni G€inky hlavné &- a k-opioidnim receptorim, i kdyz je morfin znamy
svou nejvyssi afinitou k  p-OR. Exprese p-OR v srdci je pomérné kontroverzni, a ne
vSechny prace se shoduji na jejich pfitomnosti v tomto organu [164-167]. V této praci
poskytly p-OR pii detekci dobry signal. Prace Li a kol. uvadi zapojeni také p-OR

v kardioprotektivnich procesech [168]. Vyrazny pokles mnozstvi p-OR naznacuje zapojeni
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téchto receptori do morfinem vyvolanych reakci. Tato zména miZe byt zplUsobena

downregulaci receptori po dlouhodobém vlivu morfinu.

Pro detekci opioidnich receptori metodou ,, Western blot* byly pouzité protilatky
vytvoieny podle vlastnosti opioidnich receptorti vyskytujicich se v mozku ang. ,, brain
derivated antibodies . Jejich G¢innost na jinych tkanich, tedy srdci a lymfocytech byla
porovnana se vzorky mozku - na jeden elektroforeticky gel byly vedle sebe naneseny
vzorky postnukledrniho supernatantu primarnich lymfocytd, stimulovanych lymfocyti,
mozku a srdce (oba vzorky z kontrolnich zvifat). V takto uspofadaném experimentu byly
stanoveny p-, 8- i k-opioidni receptory. Na vyslednych vyfezech z filmu (obr. ¢. 22.)
je také mozné pozorovat ur¢ité rozdily v molekulové hmotnosti v jednotlivych vzorcich.
Mira glykosylace a také preferované sestfihové varianty receptorti se mohou mezi tkdnémi

lisit, coz prezentuji i tyto experimenty [94, 160, 161].

Vazebné radioligandové pokusy s [*H]naloxonem byly provedeny na kontrolnich a
konkanavalinem A (ConA) stimulovanych lymfocytech. [*H]naloxon ma afinitu k p-, 8- i
k-opioidnim receptoriim. Podle detekce metodou ,, Western blot*“ doslo k nartistu mnozstvi
vsech tii typt zkoumanych opioidnich receptorti. Vazebné pokusy neprokazaly tuto zménu
a jak u kontrolnich tak i u stimulovanych lymfocyti nebyla stanovena téméf zadna
specificka vazba ligandu. Tento vysledek byl pfedpokladan u kontrolnich lymfocyti, kde
je pocet opioidnich receptort velice maly a nachazi se pod detekénim limitem této metody.
Navzdory zvyseni mnozstvi OR V ptipadé ConA ovlivnénych lymfocytech, detekovaném
metodou ,, Western blot“, pii radioligandové studii nedoSlo k signifikantnimu narGstu
specifické vazby v téchto vzorcich. Je moZné, Ze i toto vétSi mnozstvi je stale pod
detekénim limitem metody vtomto typu vzorku (PNS). Optimalizace podminek této
metody bude dal predmétem naSich praci. Stejny negativni vysledek byl zaznamenan 1 pii
stanovenich agonistou stimulované vazby [355]GTPyS rovnéz v kontrolnich a
konkanavalinem A ovlivnénych lymfocytech.  Agonist¢ DAMGO pro p-opioidni
receptory, DADLE pro 8-OR ani U59693 pro k-OR nestimulovali vazbu [*S]GTPyS
V kontrolnich ani ConA ovlivnénych lymfocytech. Lze z toho vyvodit stejny zavér jako u
stanoveni vazby radioligandem [3H]naloxonem a bude zapotiebi pokusit se optimalizovat
podminky pii stanoveni agonistou stimulované vazby [*S]GTPyS. Také by se dalo
uvazovat, ze vazba ligandi na opioidni receptory lymfocytd spousti preferencné jinou

signaliza¢ni drdhu nez pies G-proteiny. Stanoveni opioidnich receptori pomoci
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radioligandovych vazebnych studii na bunikach imunitniho systému (vyjma lymfoidni
linie) se zda jako nelehky ukol. Obtize se stanovenim OR pomoci vazby radioligandt na
lymfocytech popisuje napi. prace Bidlack a kol. [45]. Zminka o uspé$ném pokusu je
v studii Sarkar a kol. na potkanich NK-bunkach [169] a v praci Mehrishi a Mills na
perifernich lidskych krevnich lymfocytech [99]. Potize s detekci téchto receptort
vazebnymi pokusy jsou zpusobeny pravdépodobné nizkym poctem opioidnich receptorii

v téchto buiikach [10, 45, 128].
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7 ZAVER
V lymfocytech dochdzi k ndrGstu mnozstvi p-, 8- a k-opioidnich receptorti ucinkem
konkanavalinu A. V primarnich lymfocytech byly detekovany pouze k-opioidni receptory,

kterych mnozstvi bylo 2.4 krat zvySeno po stimulaci mitogenem.

Vazebné studie s radioligandem [*H]naloxonem a stanoveni vazby [®S]GTPyS byly
provedeny ve vzorkach konkanavalinem A ovlivnénych a kontrolnich lymfocytech.
Funkéni spojeni s G-proteiny, prokazano nebylo pravdépodobné kvili malému mnoZzstvi
receptord. Optimalizace podminek této metody bude predmétem dalSiho vyzkumu. K

podobnym vysledkiim dosli v minulosti i dal$i autofi. [10, 45].

Stanoveni aktinu (a-, B-, y-formy) detekovalo pokles monomerni formy aktinu v
konkanavalinem A stimulovanych lymfocytech oproti kontroldm. Ptedpoklddame, ze
nedochdzi k snizeni produkce aktinu, ale k jeho polymerizaci u¢inkem mitogenu, coz se
odrazi jako men§i mnozstvi monomeru. Podobny vysledek uvadi i Varani a kol. [132].

Detekce B-arrestinu-1/2 a kaveolinu-1 pfinesla stejny vysledek jako u aktinu a to pokles
mnozstvi monomeru tohoto proteinu v konkanavalinem A ovlivnénych lymfocytech ve
srovnani s kontrolnimi buiikami. Jejich funkce a spojeni s receptory pro opioidy
v lymfocytech neni dobfe prozkoumdana. Pokud je ndm znamo, obdobné pozorovani nebylo

dosud nikym publikovéano.

Vlivem morfinu jsme pozorovali zménu pouze u p-opioidnich receptorii — u kterych
doSlo k narGstu oproti kontrolnimu vzorku, v némZ tyto receptory nebyly vibec
detekovatelné. Naproti tomu o-opioidni receptory zlstdvaji pod mezi detekce
v lymfocytech 1 po ovlivnéni morfinem, a mnoZstvi k-opioidnich receptorti se vlivem

morfinu neménilo

Detekce opioidnich receptorit potvrdila pfitomnost téchto receptorti v mozkové tkéni.
Kvantitativni pokles 5-OR a k-OR byl zaznamenan u minoritnich forem téchto receptort,

mnozstvi pu-OR nebylo G¢inkem morfinu ovlivnéno.
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V srdci byly rovnéz detekovany vSechny tii typy opioidnich receptorti, ptfi¢emz doslo
k vyraznému poklesu mnozstvi p-opioidnich receptori a malému narstu k-opioidnich
receptorti vlivem morfinu. Zmény v mnozstvi d-opioidnich receptori nebyly pozorovany.
Pficina zmén v distribuci a mnoZstvi opioidnich receptorti v bunkach srdce zatim neni

znama.

Zmény v mnozstvi opioidnich receptorti v lymfocytech potkani sleziny po stimulaci
mitogenem prokazuji schopnost imunitnich bunék exprimovat tyto receptory. Nartist
mnozstvi p-opioidnich receptorti u¢inkem morfinu poukazuje na jejich zapojeni do reakci
imunitniho systému na pfitomnost morfinu a dulezitost regulované exprese opioidnich
receptori v lymfocytech. Neni ndm zndma zddnd jinad préace, kterda by dokumentovala

podobné¢ vysledky.
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