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ABSTRACT

Drug addiction, opiates respectively, is a sociabbfem which seriousness is
currently on the rise. One of key elements causiddiction is tolerance to increasing
doses of drug causing abstinence syndrome duritiglvawal and craving.

Opioid receptors are members of a large group aep®rs coupled with
heterotrimeric G-proteins (GPCR), whose propertias be investigated using agonist-
stimulated binding ¥S] GTR/S. Many extracellular signals are transferred iataell
through GPCR. Opioid receptor agonists inhibit #otivity of adenylyl cyclase and are
coupled with G-protein group Gi/Go. This work isvdeed to the study of changes in
isolated plasma membranes of rat forebrain comtginpioid receptors of healthy subjects
with membranes acquired from morphine addicted exbj The rats were long-term
morphine treated in increasing doses, to develepd#pendency. The comparison is done
firstly by binding of PH]ouabain to Na,K-ATPase, which proves to be a tiegatandard
of changes, secondly by binding°$]GTP/S to G-proteins, thereby providing the
functional activity of G-protein in stimulating thieinding by the agonist ob-opioid
receptors DADLE or agonist of p-opioid receptors NDBO. Furthermore, it has been
studied the influence of prostaglandin E1 on bigdifi°S]GTP/S after long-term
stimulation by morphine and identified the effettittle potentiation of binding DAMGO
by the influence of PGE1 after long-term morfinensdation.

(In Czech)

ABSTRAKT

Zavislost na drogach, resp. opioidech, je celogpeolskym problémem, jehoz
zavaznost je v s@¢asné dob na vzestupu. Se zneuZzivanim navykovych latek ggesp
také fenomén tolerance ke zvysujici se davce anashi syndrom zppsobeny vysazenim
drogy a bazeni po droze (tmraving).

Receptory pro opioidy pétdo velké skupiny receptbrspgazenych s G-proteiny
(GPCR), jejichz vlastnosti Ize zkoumat metodou agjon-stimulovanou vazbou
[**S]GTP/S. Mnoho extracelularnich sigige zprostedkovano do hiky prostednictvim
GPCR. Agonisté opioidnich recepiomhibuji aktivitu adenylylcyklasy a jsou igZeny



s G-proteiny skupiny @5, Tato prace je &novana studiu zem izolovanych
plasmatickych membran obsahujicich opioidni reagpto p'edniho mozku potkain
zdravych jeding s plasmatickymi membranami ziskanymi z jedindkterym bylo
dlouhodolé podavano morfium ve zvysujicich se davkach tak; wabnikla zavislost.
Srovnavani je provéto jednak pomoci vazbyH]ouabainu na Na,K-ATPasu, ktera se
projevi jako negativni standard #m jednak pomoci vazby*BJGTP/S na G-protein,
¢imz je stanovena fukhi aktivita G-proteinu f stimulaci vazby agonistot-opioidnich
receptoi DADLE nebo agonistou p-opioidnich receitdd)AMGO. Dale byl zkouman
vliv prostaglandinu E1 na vazb&$]GTP/S po dlouhodobé stimulaci morfiem a zjist

efekt mirné potenciace vazby DAMGO vlivem PGE1 fmutlodobé stimulaci morfiem.
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Zakladni pojmy

agonista vaze se na specificky recepimz jej aktivuje

antagonista vaze se na specificky recegianz blokuje odpo¥d’” vyvolanou
vazbou agonisty, inhibuje funkci agonisty

radioligand radioaktivéa zna&ena latka vazajici se na receptor

desensitizace utlumeni, pokles intenzity nebo atidrkce receptoru vlivem
opakovaného nebo prodlouzeného (chronickébedlpeni
primarniho signalu receptoru; ztrata afinity agonksreceptoru

down-regulace snizeni o membranovych receptona povrchu biky,
internalizace do hiky, po utité dokE zpitné vyneseni na povrch
anebo degradace

tolerance v souvislosti s opioidy: pro dosazerjhéteo &inku je teba
podéavat stale vysSi davky

drogova zavislost siln4, nutkava a opakujici selpgicka poteba aplikovat si
drogu; definovatelna pojmy jako bazeni po droze. tzaving),
zvySovani tolerance, absting priznaky po vysazeni

percollové membrany purifikované plasmatické memp ziskané izolaci na

percollovém gradientu



1. UVOD

1.1. Molekularni struktura membran

Zivé buiky maji swij vnitini prostor oddlen od vigj$iho prostedi plasmatickou
membranou.  Strukturu membran rozliSujeme na milkopslkou  strukturu,
submikroskopickou strukturu (elektronovym mikros&op rozliSitelna vniii organizace
membrany) a molekularni strukturu (makromolekulggalymef a jiné molekuly tvéci
funkéni a strukturni komponenty membrany) (1). Subcehilérganely jsou membranou
ohranteny, reékteré obsahuji dokonce dvojitou membranu (u eukaryaitochondrie,
jadro). Membrany obsahujici transportni proteinydpvidaji za selektivni transport
raiznych latek do hitky ¢i do burg¢cnych kompartmerit Struktura membran je
stabilizovana fevazre hydrofobnimi interakcemi a vyztiaje se fluidnim charakterem,
hovatime o tzv. modelu fluidni mozaiky. S&asti membran jsou i tzv. membranové
domény neboli rafty (2). Membranové domeény jsoiastils vysSim obsahem cholesterolu
a sfingolipidi.

Z hlediska molekularni struktury jsou membrany sloZ z orientované dvojvrstvy
fosfolipidi a dalSich chemickych komponent- molekul lipid proteiri, sacharid, i
cholesterolu. Zlipid jsou v  membranach obsazeny  fosfatidylcholin,
fosfatidylethanolamin, fosfatidylserin, sfingomyelfosfatidylinositol a cholesterol (3).

Proteiny obsazené v membranach jsou co do jejinkckl velmi iznorodé, mohou
to byt molekuly enzym (nag. adenylylcyklasa), transportni protein§i, receptorové
proteiny. Nekteré proteiny obsazené v membranach Ize snadnenzonany odéit (napr.
cytochrom ¢ z mitochondrialnich membran, ktery jkomtaktu pouze s polarni ,hlavou*
lipidd), nazyvame je periferni membranové proteiny. N&ppgaoteiny pevdji vazaneé
v membraf ozna&ujeme jako integralni proteiny (prostupuji dvojviai fosfolipidi, jsou
v kontaktu i s hydrofobnimi konci). Tyto jsou vSa& rozdil od perifernich proteirtémsi
nerozpustné ve ved Integralni proteiny obsahuji vice apolarnich askyselin nez
proteiny cytoplasmy, a&sSina integralnich proteinma globularni strukturu &helikalni
konformaci (2).

Sacharidy jsou v membranach obvykle vazany na dsi8iky, na proteiny
(glykoproteiny) nebo lipidy (glykolipidy). Néasgji zastoupenymi monosacharidy
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v membranach jsou L-fukosa, mannosa, glukosa, tgak N-acetylglukosamin, N-
acetylgalaktosamin a sialova kyselina.

Jak jiz bylo vySe uvedeno, z hlediska strukturniabdefi je membrana popisovana
jako mozaika molekul lipidl a globularnich protein(4, 5, 6). Fosfolipidy jsou uspadany
do molekularni dvojvrstvyiedstavujici vlastni matrix membrany. Do této dvsivy jsou
vloZeny molekuly integrélnich protdinkteré mohou hbdi byt pouze z jedné stranyang
hluboko zangeny ¢i prochazet celou dvojvrstvou (penetrujici protgirBozice proteinu je
uréena hydrofobnimi interakcemi. Hydrofilni proteinysop vazany na hydrofobni
integralni proteiny nebo tvbperiferni proteiny. Nkteré proteiny se vazi na sebe navzajem
protein-proteinovymi interakcemi¢imz vytvaeji agregaty, vola plovouci v matrici

fosfolipidové dvojvrstvy a vytvdji tzv. tekutou mozaiku (1).

2. TEORETICKA CAST

2.1. Membranové receptory

Jiz paatkem minulého stoleti byl Paulem Ehrlichem fornvalo model selektivniho
rozpoznavani prostdi povrchem butk pomoci specifickych membranovych receptor
(7). Plasmatickd membrana je schopna diky membgénaeceptoim prenosu dinku
riznych latek (nap hormony, neurotransmitery, antigenyjstové faktory, toxiny,
lektiny), které jsou schopny vyvolat specifickowdhemickou odpaxd’. Po vazbk ligandu
na receptor (cytoplasmaticky, jaderny apod.), decké konformani zmené receptoru a
aktivaci nasledné signalni drahy. Hlavnimi vlastmasnembranovych receptibjsou tedy
jednak specifické rozliSeni a vazba daného ligaadigle penos informace do nitra hky
(resp. kompartmentu), a vyvolat odgdv

Membranové receptory jsou unéisy na povrchu membrany (b&ime, i membrany
burg¢nych kompartmerif) a zprostedkuji interakci biiky s extracelularnim prostorem,
respektive s cytoplasmou (viipad membrany bugnych kompartmeri). Uloha
burg¢nych membranovych receptorspaiva pedevSim v selektivnim rozpoznavani
ligandi z extracelularniho prostoru, &posu této informace do intracelularniho prostoru.

Receptory jsou nekovalentnimi hydrofobnimi silamso@ovany s membranou a

11



piedpoklada se, Zeétina receptdr jsou integralni proteiny. Hydrofobniasti jsou
membranové receptory zakotveny v membramatimco hydrofilni ¢ast obsahujici
rozpoznavaci misto je valrexponovana do extracelularniho prostoru.

Zakladni typy penosu signalu dime podle mechanismuignosu signalu do
nékolika skupin: 1) efektor (enzym) je integralni &asti receptorové molekuly
(tyrosinkinasové receptory); 2) efektor (iontovy nkd je spazen s receptorem,
receptorovy protein je integralni s@sti iontového kanalu (ligandettizené iontové
kanaly- z angl.ligand-gated ion channéls 3) efektor je sfaZzen s receptorem pomoci
pienaSée (receptory funén¢ sprazené s trimernimi GTP-vazebnymi proteiny (GPCR) (8
Praw posledni zmiovanou skupinou receptor- efektorovych systése nyni budeme
zabyvat.

2.1.1. Receptory sfFazené s G-proteiny

Receptory funkné sprazené s trimernimi GTP- vazebnymi proteiny (z arG.
protein coupled receptorsGPCR) jsou nejtSi skupinou membranovych recepitor
zodpowdnych za penos signalu. S@asné zdroje uvadi, Ze jsou kédovany asi jednim
procentem saifho genomu a jejich get se odhaduje okolo tisice (9, 10). Receptory
sprazené s G-proteinyélime do 100 podrodin podle sekwain homologie, struktury
ligandi a funkce (11). Mozn& dysfunkcé&chto receptar, nagiklad vlivem mutace, rive
zpisobit neschopnostignosu signaldi vazby ligandu, a v kokeém disledku niize byt
pricinou cetnych onemocmi (8). GPCR receptory jsou cilovymi misty terapekého
Gcinku vice nez poloviny prodavanychcie (8). Zprostedkovavaji signal mnoha
signélnich molekul, hormdn¢i nervovych mediétdr (12).

Obecna struktura receptosprazenych s G-proteiny je u vSech G-proteaibdobna-
obsahuji jediny polypeptidovyetzec, jenz sedmkrat prostupuje dvojvrstvu fosfolipid
(viz obr. 1, str. 13). Struktura recept@p‘azenych s G-proteiny obsahuje nasledujhsii:
N-terminalni konec, ktergni do extracelularniho prostoru, sedm transmembrséio
helixd, tii extracelularni ait intracelularni smyky, které je spojuji a C-terminalni konec
v intracelularnim prostoru. Je-li C-terminalni kongalmitoylovan na cysteinu, tkiose

¢tvrta intracelularni smifka (11). Helixy prostupujici membranou jsou iy 20- 27
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aminokyselinami (11). Na N-terminalnim konci a exglularnich snmikach dochazi k
vazl® ligandu a glykosilaci, C-koneciiie byt posttranstamé modifikovan palmitoylacéi
fosforylaci (11). Obech miaZeme receptory $pZené s G-proteiny nazyvat také
sedmitransmembranové (7TM) receptory, jelikadSina 7TM receptdr pirenasSi signal

prostednictvim heterotrimernich G-protéin

N-Terminal Segment

-:-‘FF‘_
| mloop 2
Exmog 51 -~ Emloop 3

Cy‘toh::op c y‘tﬂmcrﬂ > Cmuimp 5 C?tialunp 4

C-Terminal Segment

Obr. 1: Obecna struktura GPCR: TM1-TM7 zna&ugi transmembranové useky hélix
umiseénych v membrahbuwiky; v hornicasti obrazku je znazo#n N-terminalni segment,
v dolni c¢asti obrazku je C- terminalni segment; déle vidimkeorni ¢asti obrazku 3
extracelularni smgky, v dolnicasti obrazku 4 intracelularni (cytoplasmatické) shyy
Prejato z (11).

Sedm transmembranovych Useje prava@podobré vyhodny pd@et pro vytvdeni
vhodné funkni konformace, tzv. jadra (z anglTM cord. Predpoklada se, Ze
transmembranové Useky jsou v memBrampa‘adany do kruhu, do jehoZzistlu se u
n¢kterych GPCR véaze ligand. Jednotlivé Useky lelijsou vzajema vazany
nekovalentnimi vazbami- vodikovymi a disulfidickymiistky (11).

Nazev 7TM vychazi ze strukturniho uggdani sedmi transmembranovych héelix
(13). Tyto receptory lze téz nazyvat heptahelikalelbo serpentinové. 7TM receptory Ize
delit do tii zakladnich skupin podle sekwen podobnosti aminokyselin podle Pierce a kol.

(13). NejrozsahlejSi skupinou je skupirma, ktera zahrnuje receptory pro éfo
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(rhodopsin), adrenalin (adrenergni receptory) akidfrické receptory (receptory pro
cichové vjemy). SkupindB ma 25 ¢lent, obsahuje receptory pro peptidové hormony
gastrointestindlniho traktu, hormon ukgjlici kortikotropin, kalcitonin a parathormon.
Receptory této skupiny aktivuji adenylylcyklasu sifednictvim G-proteinuridy Gs. Do
skupiny C fadime metabotropni glutamatové receptory, GAB#&ceptory, galcium-
sensing receptor (CaSR) a cliavé receptory (13).

Jediné receptory, jejichz krystalické strukturyybgbsud popsany, jsou rhodopsin a
beta-adrenergni receptor (14, 77). Roma nedavno bylo zji¢ho, Ze GPCR mohou
vytvéaret dimery (15), a heterodimerizace byla &kterych popsana jako Kbva pro
signalizaci a vazbu agonis{16).

Receptory sfaZzené s G-proteinyienasi signal prodnictvim G-proteitl. Nekteré
receptory této skupiny jsou schopnéemosu signalu i prosdnictvim alternativnich

signalnich molekul, nappomoci Jak2 kinasy, fosfolipasy Giebo proteinkinasy C (11).

2.1.2. Opioidni receptory

Opioidni receptory pé&tdo skupiny receptérsprazenych s G-proteiny, do skupiny
A (17). Ligandy &chto receptar jsou endogenni mozkové opioidy exogenni latky-
piirodni alkaloidy (morfium, opium, kodein), polysgtické opioidy (heroin) nebo pin
syntetické opioidy (fentanyl, metadon), zneuzZivgako navykoveé latky (17). Akutni
intoxikace opioidy se projevuje euforii, ospalostijzenim dechové frekvence a poklesem
telesné teploty (17). Zmé&mé navykové latky vyvolavaji psychick@ufyzickou zavislost,
projevujici se po vysazeni latky abstitieim syndromem, dochazi téz k vyvoji tolerance
na drogu- zavisly musi zvySovat davku.

Receptory pro opioidy dime do ti skupin: pu§ a x- opioidni receptory (i, a k-
OR). Tyto receptory aktivuji G-proteinyigdevsim zifdy Gi/Go (17), které inhibuji
adenylylcyklasu. V této praci se zabyvaropioidnimi receptory, které stimuluji vazbou
agonisty DADLE-[D-Ald,D-Lew’]-enkefalin a p-opioidnimi receptory, jeZ jsou
stimulovany vazbou DAMGO-[D-Afa N-Me-Phé, Gly>-ol]-enkefalin. Antagonisté
opioidnich receptdr jsou vyuzivany klinicky jako latky pottajici abstinetni syndrom

drogow zavislych pacierit neba’ pasobi jako kompetitivni inhibitory ditych opioidnich
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receptod (18). V sodasnosti existuji latky s vlastnosti specifickyclomaigti i antagonisdi,
pusobicich selektivhina jednotlivé typy opioidnich recepiiol8).

Pro experimentélni agly, tykajici se funéni analyzy G-proteiln sgazenych <5-
opioidnimi receptory, se mohou pouzit stabilnansfekované HEK-293 hkly, které
exprimuji fazni konstrukd-opioidniho receptoru s dal proteinem. Tuto linii nazyvame
DOR-Gi (19, 20). Vyhodou¢thto burgk je snadna manipulace a mnozeni dua tak
nejsme limitovani mnozstvim na rozdil od Bkipochézejicich z modelovych ad.

S dlouhodobym {sobenim opioitl na opioidni receptory jsou spjaty pojmy
tolerance (uci analgetickému efektu), snizenighw urtitych membranovych receptona
povrchu membrany (tzv. ,down-regulace”) a desersie (nebo téz desenzibilizace), tj.
utlumeni, pokles intenzity nebo ztrata funkce sighdrahy iniciované receptorem vlivem
opakovaného nebo prodlouZzeného (chronickélisplpeni primarniho signélu recepgtor
shizenici ztrata afinity agonisty k receptoru (18, 21). Manismus desensitizace probiha
v piipad¢ GPCR jako rychlé funii rozgazeni receptdr od G-protei fosforylaci
daného receptoru proteinkinasou C (PKC), protesdmu A (PKA) neboiftdou kinas
sprazenych s G-proteiny G-protein coupled kinasesGRKs) (13, 22). Fenomén
desensitizace je kibvym pro pochopeni dlouhodobéhdispbeni gkterych latek na
organismus, jako n@pziskani resistenceaidi lekam ¢i vznik zavislosti a tolerance (23).

V minulych letech byla zji§ha pozoruhodna skuteost. Zkoumana zidta byla
vystavena opakovanému podavani opioi(imorfia), @icemz byly poté zkouméany
mechanismy signalizace G-proté&irOpioidni receptory obvykle adenylylcyklasu inhibu
neba jsou spazeny s G-proteinytidly G/G,. Vlivem opakovaného dlouhodobého
podavani morfia vSak byla zj&ta vazba G-proteindity Gs na p-opioidni receptor. Tato
vazba byla prawpodobré zpisobena snizenou efektivitou vazby p-opioidnich ptwé
ke G-proteifim tiidy G/G, vlivem desensitizace (24-27). Vysledkem 2alG/G, za G
(tzv. switch byla stimul&ni kaskada vlivem aktivace adenylylcyklasy G-pnoden tidy
Gs (27). Tento efekt zasmy G/G,za G a spojenou toleranci a zavislost Ize zmirnit velm
nizkou davkou naloxonu (antagonistou p-opioidnateptoti, nizkou afinitu ma i ¥ ax-
OR) (27). Dale bylo prokdzano, Ze podjednotkpyGpochézejici z G-proteinu typu
Gdinteraguji s AC2 a AC4, a ze komplegsspolen¢ s podjednotkou & (pochazejici téz
z &) prispivaji k excitanimu efektu opiodnich receptompo dlouhodobém podavani
morfia (27, 28). Je vSakikbzité si uedomit, Zze k zarn¢ G/G, za G (switch dochazi
pravdEpodobré praw po dlouhodobém a opakovaném podavani morfia, &iavznikla
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zavislost. V rozporu tedy neni Sharma a kol.fiktosli k za¥ru, Zze morfium a dalSi
opioidy inhibuji aktivitu adenylylcyklasové aktiyitcoz ale nejspiSe plati pro kratkodobé
anebo jednorazové podani morfia (skupina pracovadurgénymi liniemi
neuroblastomovych a gliomovych kiknin vitro) (29). Tato skupina zjistila, Ze zatimco
morfium i kratkodobém podavani inhibuje adenylylcyklasowaidivitu, prostaglandin
E1l (PGEL, ligand prostaglandinovych receptopaticich do skupiny GPCR, jsou
sprazeny s G-proteinyridy G;) naopak aktivitu AC zvySuje, coz se projevi tsiem
hladiny cAMP (29). Nelze srovnavat zdravé a nadérbuiky, a proto je tato prace také
zantiena na studium vlivu PGE1 a DAMGO na opioidni réogppoté, co mozkova tka

bylain vivovystavena dlouhodobému (10 dni) vlivu morfia.

2.1.3. G-proteiny, déleni podle tid

Heterotrimerni GTP-vazebné proteiny neboli G-progeimaji funkci penasSée
signalu mezi membranovym receptorem a efektorenenidglcyklasa, fosfolipasa C,
iontové kanaly pro Ka C&") (8). G-proteiny jsou slozeny z& tpodjednoteka, B, v
(podle snizujici se molekularni hmotnosti) (8). ®ulbsti Gx podjednotek uwji tfidu a
funkci G-proteinu. Dlouho se spekulovalo o moznekfti komplexu @y, az v posledni
doke bylo prokazano, Ze tento komplex aktivujekieré iontové kanaly (30). Krain
heterotrimernich G-proteinexistuji i monomerni G-proteiny s obdobnou funkisou to
malé GTPasy s molekulovou hmotnosti 20-25 kDa gktetjsou fimo sggazené s GPCR.
Tyto malé G-proteiny maji tdezitou funkci v mnoha bunych procesech, jako je
burgcny rast, cleni, diferenciace, translace, sekrece neurotraesmiintracelularni
vezikularni transpoxti internalizace receptdr31-33).

V roce 1971 fiSel Martin Rodbell na myslenku, Ze v adenylylcgdaém systému
regul&ni GTP-protein funéné¢ spojuje receptory s efektory,figemz po aktivaci
adenylylcyklasy dochazi k tvatbcyklického adenosin monofosfatu cAMP (34). Dalsi
moznosti je aktivace fosfolipasy C pr@stnictvim G-proteinu, ktera potéigpbi na
membranovy fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat, ktejgy S€pen na diacylglycerol a inositol-
1,4,5-trisfosfat (inositolfosfolipidova draha) (12) obecném fipact pro receptory

sprazené s GPCR probiha takovato signalni kaskadadwdst: V neaktivnim (basalnim)
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stavu ma G-protein ve vysokoafinnim niiska podjednotky navazany GDP (31). Po
navazani substratu, ktery je ozaaan jako 1. posefi(st messengeér(tj. hormon, ligand),
na receptor v membréndojde k vyngné GTP za GDP na &podjednotce a G-protein se
rozpada na @ a komplex @y. Timto djem je heterotrimerni G-protein aktivovan.
Komplex Gu-podjednotka-GTP se poté vaze na efektor (adengdidsa, fosfolipasa C,
cyklicka GMP fosfodiesterasa apod. (13)), kteryutade 2. posly gecond messenger
napf. cAMP, ionty C&", Na', K*, diacylglycerol, inositol 1,4,5 trifosfat).

of GD
;/i GT;_- “\ "EDP

P /
?ﬁl RG-% ¥y
.,
Pi < ;’;‘
- ¥
(oF G
Lo
Downstream
effectors

Obr. 2: Model aktivaniho cyklu G-proteinu: V klidovém stavu je G-proteivaen
podjednotkamia, B, y a ma navazany GDP. Po navazani ligandu na receptmde

k vymené GDP za GTP a disociaci G-proteinu na podjednotky & Gfy komplex
(aktivace), nyni fisobi na efektory. Poté dojdaigpbenim vnihi GTPasové aktivity
k hydrolyze GTP na GDRi(piisobenim regulater G-proteinové signalizace, RGS) a k

reasociaci dimerniho G-proteinu (deaktivacejefato z (76).
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Tito druzi poslové jsou vnitrobgdné molekuly, diky nimz dochazi k biochemické
odpowdi buiky. Kuprikladu cAMP zfisobuje ve #tSiné burgk mimo jiné aktivaci
proteinkinasy A, ktera f¥e z@tné ovliviovat aktivaci G-proteiin K hydrolyze GTP
dojde uvolgnim anorganického fosfatuagobenim enzymu GTPasy (Mmit GTPasova
aktivita a podjednotky G-proteinu), a z GTP se stava GDP. tdikrokem dojde
k deaktivaci G-proteinu. Deaktivovana podjednotkep®té asociuje s heterodimererfiyG
(35, 36). G-proteiny tedy zprdetlkovavaji penos signalu mezi receptorem a efektorem.
Cyklus aktivace a deaktivace je ve zjednoduSemaganazorgn na obr. 2., str. 17.

Cyklus aktivace G-proteinmiZe byt ovlivién vazbou RGS protein(regulatory G-
proteinové signalizace), které vazbou na& @Godjednotku G-proteinu uspisi rozklad GTP,
¢imz G-protein deaktivuji (37).

Bunécna signalizace receptorutie byt dale ovlivéina tzv. desensitizaci (18). Dale
muze dojit k vazb molekuly arrestinu, jez odll receptor od G- proteinu (tzv.
uncoupling, ke shlukovani receptibma povrchu biky a k jejich internalizaci (nebo téz
endocytdza, f@nos do nitra hiky), kde jsou vazany na endosomy. V tomto staditnano
setrvat, nebudou-li 2p zabudovany do biiné membrany jako pnfunkéni receptory
s nhavazanym G-proteinem (tzv. inserce). Vangan gfipad nastane degradace receptoru

(tzv. ,down-regulace”) (8, 38).

Tridy G-proteini

G-proteiny klasifikujeme na z&kladstruktury a funknich vlastnosti jejich &
podjednotek (38). Je znamo asi dvadetngch Gi podjednotek, které jsou podle své
aminokyselinové sekvence rageny doctyi tiid- GJGorr, G/Go, Gy/G11 a Giof13 (40-42).
Dale bylo identifikovano ¢ Gp podjednotek a dvanact yGpodjednotek (31). &
podjednotka se sklada ze dvou domén- G domeény Msalwji vSechny proteiny
s GTPasovou aktivitou) a helikalni domény (je sfiel@ pro vSechny heterotrimerni G-
proteiny), které sviraji &tbinu vazajici guaninové nukleotidy (31).

Do tridy GJGqtadime Ga Guor proteiny. Go obsahujectyii izoformy, Gosl,
Gos2, Gas3, God. Go protein je exprimovan vignych tkanich, Gy se naproti tomu
vyskytuje pouze ¥ichovém epitelu. Oba proteiny aktivuji adenylylaali, Gis navic
stimuluji otevirani C4 kanah a K" kanah zavislych na C& (39). Oba proteiny jsou

citlivé vaci cholera toxinu, ktery katalyzuje ADP ribosilagexifickych zbytk argininu,
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nasledkem je inhibice viiiti GTPasové aktivity €& podjednotek, jejich permanentni
aktivace a zvySena aktivita adenylylcyklasy (39).

Do tridy Gi/Gopati tti Ga; proteiny- Gil, Goi2, Go;3, dva G, proteiny- Gy, Gooz,
transduciny G, Goy (proteiny s¥tlocivného epitelu sitnice), gustducinag (protein
chwového epitelu) a G protein. Tyto proteiny se ve velkém mnozstvi vysiiyt
v mozkové tkani (38). & inhibuji adenylylcyklasu, j@dpoklada se aktivace’Kkanafi,
inhibice C&* kanati, aktivace fosfolipasy C a modulace aktivity fogiaby A (39). G,
proteiny inhibuji adenylylcyklasy, aktivuji neuroré K" kanaly, inhibuji C& kanaly a
piedpoklada se aktivace fosfolipasy C (39 Foteiny se vyskytuji pouze v sitnici oka a
aktivuji fosfodiesterasu v retinalnichetykach acipcich. U gustducinu & se gedpoklada
aktivace fosfodiesterasy v davém epitelu a u proteinu o ktery se vyskytuje
v cytoplazné¢ neurori (43) se pedpoklada inhibice adenylylcyklasy (39). ¥ad
nakazeni pertusis toxinem dojde k ADP ribosila@csfickych cysteinovych zbytku této
tiéidy s vyjimkou G, proteinu, inaktivacen podjednotek je ddna neschopnosti &an
GDP za GTP (39).

Trida G4/G1i0bsahuje @t cleni- Gog, Goi1, Goia, Gags, Gose. VSechny proteiny této
tiidy aktivuji fosfolipasu @ (44, 45). Exprese € a Goi1 neni tkdoveé specificka, G4,
Goys, Gaye S€ naopak vyskytuji pouze v pojivovych a epitelidintkanich a v hikach
myelomu (31).

Proteiny fidy Gio/13- Goiz, Gaaz jsou exprimovany viznych tkanich. Oba proteiny
jsou resistentniigi bakterialnim toxiim. Proteiny Gy/13 aktivuji transportni systém pro
Na'/H" ionty (46).

2.1.4. Adenylylcyklasa

Adenylylcyklasa (AC) je vyznamnym efektorem eukdigkeho fenosu signalu. Je
to enzym katalyzujici vznik cyklického adenosin rofosfatu (CAMP) z ATP, ktery
funguje jako tzv. ,druhy posel”. cAMPienasi extracelularni signaly doiiky a aktivuje
proteinkinasu A (PKA), jez fosforylaci ¢itych proteini reguluje jejich aktivitu (31).

Dosud bylo identifikovano dev sawich gem kodujicich membranav vazané

adenylylcyklasy a jeden gen pro rozpustnou formd).(84embrano¥ vazané AC jsou
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velké 120- 140 kDa. Jejich struktura je sloZzenadgeu intracelularnich domén M1
(obsahujici intracelularni N-konec) a M2 figemz kazdou z domén tkio Sest
transmembranovych- helixa. Obs domény jsou spojeny cytoplasmatickou gkou C1.
Po domeén M2 nasleduje druha cytoplasmaticka ska; C2, obsahujici intracelularni C-
konec (31). Domény C1 a C2 twdatalytické misto, vazajici ATP, jez jégpenovano na
CAMP.

Na zaklad aminokyselinové sekvence, a z ni vyplyvajicichktimich vlastnosti,
délime adenylylcyklasy roztit do péti podrodin (47, 48). V saiasné dob je znamo deset
izoforem AC. De¥t izoforem adenylylcyklasy je membrarovazanych (AC1-AC9),
deséata izoforma (sAC) je nejvice odliSna, nelpo rozpustnd a nachazi se v cytosolu.
VSech de¥t membranov vazanych AC bylo lokalizovdno v mozkuéRleré izoformy
AC, predevSim AC3 a AC5 jsou exprimovany jen vitych oblastech, zatimco AC2, AC4
a AC7 jsou vice rozigné v celé CNS (49).

Regulace adenylylcyklasové aktivity probiha v zkpgs na dané izoforth Gas
proteiny stimuluji aktivitu vSech s&ch membranoy vdzanych izoforem adenylylcyklas
(50, 51), Gy proteiny inhibuji jen skteré izoformy adenylylcyklas- AC1, AC5, AC6 (52,
53). Gu, inhibuji AC1 (48, 53). By aktivuje AC2, AC4, AC7 a inhibuje AC1 a AC8 (54-
56).

2.2. Na,K-ATPasa

ATPasy jsou transportni proteiny plasmatické memprdMembranové ATPasy
katalyzuji aktivni transport sodnych, draselnyc@penatych, vodikovych a dalSich iont
(57). Transport&hto ionfi probih& proti koncentéaimu gradientu (za spetby ATP).
Reakce membranovych ATPas je reverzibilni, tj. @éych experimentalnich podminek je
elektrochemicky gradient ioijprevadn na chemickou energii ve fod\TP, coz ale plati
pouze pro ATPasy typuiFy- nag. mitochondrialni ATPasa. &Sina ATPas buftné
membrany je typu fE,, u nichz by zvrat reakich podminek nastal jen za extrémnich
podminek, a nedoSlo by k vlastni syntéze ATP (BlgjvyznamgjSi ATPasou bugne
membrany je Na,K-ATPasa. Na, K-ATPasa byla objewerae 1957 danskymgdcem J.

C. Skou, ktery za jeji objev obdrzel v roce 199bbdlovu cenu (58).
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Na,K-ATPasa (viz obr. 3, str. 21) je integralni nieémovy lipoprotein, je
aktivovana sodnymi a draselnymi ionty a inhibovdoaabainem. Vyskytuje se
v plasmatickych membranach Zzégnych burk (58) a katalyzuje aktivni transport
sodnych a draselnych ignpres plasmatickou membranu (38). Mechanismus kat&Byti
¢innosti Na,K-ATPasy Ize popsat jako cyklicky fapeny proces Na-dependentni
fosforylace s K-dependentni defosforylaci enzymi).(5Behem jednoho reakiho cyklu
za spoiteby jedné molekuly ATP dochazi k transportu 3 Ma extracelularniho prostoru a
2 K" do intracelularniho prostoru tky, jedna se o elektrogenni transport. Fosforykitae
podjednotky proteinovéhofettzce probiha tak, Ze fosfatovA skupina reaguje
s karboxylovou skupinou acylfosfatu na postrantétizci glutamatu. Fosforylace je Na
Mg® dependentni. Defosforylaci aktivuji Konty za vzniku fosfatové skupiny a anhydridu
kyseliny glutamové (58).

vazebna mista pro glykosidy

— SARRSG
_{NYYY

Obr. 3: Schematické znazem Na,K-ATPasy: Hlavnéast katalytické podjednotky je
umiseéno na cytosolarni strahmembrany. Nax podjednotce probiha &ieni ATP,a
podjednotky pumpuji sodné ionty do extracelularnfirostoru a draselné ionty do
intracelularniho prostoru. Na 8i strare membrany se nachazi vazebna mista pro

kardioglykosidy (ouabain) né podjednotkach. Upraveno dle (58).
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Na,K-ATPasa je aktivni viftomnosti fosfolipidi, zejména fosfatidylserinu (58).
Vysledkem aktivity Na,K-ATPasy je vznik jednoho agigniho naboje na vrii strar
burg¢né membrany,éimz se enzym podili na udrZzovani klidového membrého
potencialu (58). N&innost Na,K-ATPasy v hice se spdebuje asi 30% celkové energie
buriky (58).

Enzym Na,K-ATPasa je ze strukturniho hlediska loetienerem, skladajicim se ze
dvou nekovalenthvazanych podjednotek- alfa (95- 110 kDa) a bekal(m47 kDa) (57,
58). Podjednotka alfa midyii isoformy (o1, oz, 03, 04) @ obsahuje aktivni centrum enzymu
a vazebna mista pro ATP, ADP, volny fosfat a sodrdraselné ionty (59-63). Protkava
membranu a sklada se ze 7 hydrofobnich segmpridchazejicich membranou (58).
Podjednotka beta je glykoprotein zodpdry za transport a Zkenéni alfa podjednotky do
plasmatické membrany, mé isoformy (1, B2, B3) (64-69).

Na,K-ATPasa specificky vaze kardioaktivni glykosidpz jsou pirodni alkaloidy s
vyznamnym dinkem na myokard- gsobi zvySeni sily a frekvence stahu grdieo svalu.
Jednim z takovych kardioglykosid které jsou specificky vazany Na,K-ATPasou, je
ouabain (57). Ouabain se jako dalSi kardioglykp¢ith této skupiny latek pattaké nap.
digitonin) vaze na Na,K-ATPasu, blokuje jeji alttivzvySovanim intracelularnich hladin

sodiku a kalcia a vyviji silni pozitivni inotropefiekt na myokard (38).

2.3. Ouabain

Ouabain (G-strofantin), jehoz struktura je znaZoen na obr. 4, str. 23, je
kardioglykosid, pirodni alkaloid s klinicky vyznamnym efektem na rkgad. Jak jiz bylo
fe¢eno, ma pozitivni inotropni efekt (zvySeni silyhstaa chronotropni efekt (zvySeni
frekvence stahu). Dale sniZzuje tepovou frekvenrvysuje intracelularni hladinu vapniku.
Je specifickym inhibitorem Na,K-ATPasy, inhibujetiaki transport sodnych a draselnych
iontd. Vazebné misto pro ouabain je lokalizovano na pifdjednotce Na,K-ATPasy na
vngjSi stra’k burgcné membrany. Vazba ouabainu na Na,K-ATPasu probiea

stechiometrii 1:1.
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Existuji dva typy ouabainové vazby, tzv. ATP+Mg+Mapendentni ouabainova
vazba, tj. ndi se v gitomnosti ATP a hie¢natych ionéi, a Mg+Pi dependentni vazba,
meti se v pitomnosti anorganického fosfatu ar&matych iont (57).

S pomoci radioaktivhznaenych derivat daného ligandu je moznécitrmnozstvi
vazebnych mist receptoru pro dany ligand (57). &ama radioaktivita ve vzorku,fip
zname specifické radioakti¥jitudava pimo paet vazebnych mist. Jedna-li se o specificky
ligand, kdy nespecificka vazba je zanedbateln&, znama stechiometrie vaztyi pocet
vazebnych mist na receptoru, pakgtoreceptal je dan pétem vazebnych mist. Vazebneé
studie s {H] ouabainem tedy «uji, diky specifické inhibici Na,K-ATPasy a znamé
stechiometrii 1:1 p&et molekul Na,K-ATPasy (57). Tyto vazebné stud®ujpouzivany
ke stanovendistoty plasmatickych membran, které jsme izolovali.

Obr. 4: Struktura ouabainu

2.4. Princip vazby radioligandu- charakterizace receptou

pomoci primé vazebné studie

Pojmem receptor oztiajeme specifické misto na membEarkde se vaziizné
biochemicky aktivni latky, ligandy. Ligand (agomistintagonista) vazajici se na receptor
musi mit d¢ zakladni vlastnosti. Zaprvé, musi mit afinitu kéau receptoru, tedy musi

byt schopen s receptorem fitovazebny komplex (70). Zadruhé, ligand musi mit
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schopnost vyvolat v molekule receptoriité zmeny vedouci k penosu signalu (tvorba
druhych posil, biochemicka odpasd’ buiky) (70). Receptory umakiji prenos nervového
vzruchu mezi déma bukami, sodasré jsou také mistem regulaich proces ¢innosti a
funkce buiky (18). Charakterizace biochemickych vlastnosteptofi je stale v pofedi
zajmu neurochemie (18).

Receptor ma dvzékladni definini vlastnosti: schopnost specificky rozliSit a waza
dany hormonc¢i nervovy genaSeé- specificka vazebna kapacita, a schopndsingst
informaci do nitra bilky a vyvolat biologickou odpa@d- vnitini aktivita receptoru. iffma
charakterizace receptoru vychazi ze schopnostipteae vazat ligand. Pro tuto
charakterizaci receptoru se vyuZiva radioaktivieéeni daného ligandu.

Biologicka odpo¥d’ zavisi na p&u a koncentraci receptoia koncentraci ligandu,
hovaiime o p@étu okupovanych receptip(18). Tato tzv. okupani teorie je podobna teorii
Michaelise- Mentenové pro enzymovou kinetiku, stafiei rychlost reakce.

Grafickym vyjadenim velikosti vazby v zavislosti na zvysSujici senkentraci
radioligandu je obvykle hyperbola, kterou nazyvéaturéni kiivka. Ze saturéni kiivky
ziskAvame rovnovaznou diso@d konstantu l pro niz plati, Ze ip rovnovaze
reprezentuje koncentraci radioliganduj gteré je prag polovina receptdr obsazena
ligandem. Disoci&ni konstanta je obdobou Michaelisovy konstanty. KProvadime-li
satur&ni vazebny experiment, ziskanou hyperbolu ¢gjeme jako satutai kiivku
(vazebnou izotermu), na ose y je vynesena celka#ba oznéovana By, piicemz
asymptotou k hyperbolické satdm kiivce je Bnax maximalni vazebna kapacita
(maximalni pdet vazebnych mist). Na ose x vynaSime hodnoty vaddéaktivity, tedy
nenavazaného ligandu, kterou oamame F. Celkova vazba je dana &em vazby
specifické By, tj. vazby radioligandu na specificky receptoraaby nespecifické B Cili
vazby na ostatni mista na plasmatické men#hidaankrétni matematicky rozbor je uveden

v kapitole metody- Stanoveni ouabainové vazby n28t
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3. CILPRACE

1) Vazba fH]ouabainu jako ukazatel obsahu plasmatickych mémise frakcich
buné¢éného homogenéatu mozku, stanoveni ouabainové vazpakcich sacharosového
gradientu

2) Vazba fH]ouabainu jako negativniho standarduémnplasmatické membrany
vlivem dlouhodobé expozice morfia

Prvni dva uUkoly této prace se tykaji vazby triciog#ao analoga kardioglykosidu
ouabainu, ktery se vaze na Na,K-ATPasu. Prvnimmchbglo zjistit, jakym zjfsobem Ize
zvysit vytznost bilkovin pi filtraci na @istroji Cell Harvestorv jednotlivych frakcich
buné¢éného homogenatu mozku potkana. Bimy homogenat byl ziskanéénim na
percollovém gradientu a poté na sacharosovém gradi®ruhym cilem mé prace bylo
owétit, zda dochazi ke zénam Na,K-ATPasy po dlouhodobé expozici skupiny gnik
morfiem, cilem bylo porovnat vyslednou specifickaazbu PH]Jouabainu v obou
skupinach vzork.

3) Analyza percollového gradientu frakci iné linie DOR-Gi pomoci vazby
[*°*SIGTH/S

Cilem fteti ¢asti je analyzovat frakce percollového gradientoebné linie DOR-Gi,
(stabilre transfekované HEK-293 hky exprimujici fuzni konstruktd-opioidniho
receptoru s @1 proteinem) a zjistit pomoci vazby’$]GTP/S na G-protein, které frakce
obsahuji nejvice plasmatickych membrén, résppioidni membranoveé receptory. Vazba
byla stimulovana agonistasopioidnich recept@r DADLE.

4) Studium vlivu DAMGO a PGE1 na opioidni receptorytegu potkana pomoci
vazby f°|GTPyS, vliv dlouhodobé expozice morfia

Ukolem poslednicasti prace bylo zjistit, jakym #gobem ovliviuji aktivitu
adenylylcyklasy DAMGO a PGEL, nejprve kazdy zvlaspoté oba dohromady, v zdravé
mozkové tkani (kontrolni vzorky) a cortexech potkajez byli vystaveni dlouhodobym
acinkam morfia (agonista p-opioidnich receptotéz se vaze n& OR i k-OR). Cilem
bylo téz zjistit, zda skut@ost, Ze jiz vznikla zavislost na morfiwjakym zpisobem
ovliviuje (&inek DAMGO (agonista p-opioidnich receptpve zdravé tkani $pzeny s G-
proteiny typu @G, inhibuje adenylylcyklasugi PGE1 (spazeny s G-proteiny typu &5

stimuluje adenylylcyklasu).
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4.

PRAKTICKA CAST

4.1. Material

4.1.1. Chemikalie
[*H]-ouabain, Perkin-Elmer, specificka radioaktiv@@ Ci/mmol
[**S]GTR/S (Stock solutiohPerkin-Elmeyspecificka radioaktivita 1250 Ci/mmol
DADLE [D-Ala?, D-Lel’]-enkefalin, Sigma-Aldrich
DAMGO [D-Ala?, N-Me-Phé, Gly>-ol]- enkefalin, Sigma- Aldrich
PGEL1, Sigma
Percoll®, Sigma
Folin-Cioccaltteau fenolové&nidlo, Sigma
Standard BSA, Sigma-Aldrich
Scintilatni roztok Rotiszint EcoPlus, P-Lab
NaCl, MgCh, kyselina askorbova, BDH
GDP, DTT, HEPES, Sigma- Aldrich
Ethanol, Sigma-Aldrich
Sacharosa, Fluka
PEF Sigma-Aldrich
Tris-HCI, STEM, EDTA, TE, PMSF, N&0O;, NaOH, vinan sodno-draselny,
CuSQ . 5 HO, Sigma a Fluka.

4.1.2. Pristroje

Pistovy homogenizator teflon-sklo Elvehjm-Potter BiBaun Biotech International
Centrifuga Hettich, typ Universal 320R, Brandel

Ultracentrifuga Beckman Optima XL 100K, uhlovy rofb 70, vykyvny rotor SW
41

Eppendorf Bio-Photometer

Filtrovaci gistroj Cell Harvestor, Brandel

Trepaci vodni laze CSAV
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4.1.3. Vzorky

Experimentélni materiél:

1) Cortexy potkat kmene Wistar usmrcenych dekapitaci v éterové rzarko

2) Cortexy potkaf kmene Wistar usmrcenych dekapitaci v éterové markéd
dlouhodoba adaptace na morfium- srovnani s koritrolrzviraty (podavan
fyziologicky roztok)- 1,2 den- 10 mg; 3,4 den- 1§;n%,6 den- 20 mg; 7,8 den-
30 mg; 9 den- 40 mg; 10 den- 50 mg morfia’lkg hmstinopodavano

intraperitoneald.

4.2.Metody

4.2.1. Frakcionace bunééného homogenatu s pomoci diferami

centrifugace

Pouzita metoda je podle (71).

Pouzité roztoky
Pufr STEM:0,25 M sacharosa, 20 mM Tris-HCI, 1 mMTED 3 mM MgChb
- na 500 ml: 42,8 g sacharosy, 10 ml 1 M Tris-H&ZMm! 100 mM EDTA, 15 ml
100 mM MgC}
Pufr TE: 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA
-na 500 ml: 25 ml 1 M Tris-HCI, 5 ml 100 mM EDTA
1 mM PMSF: 25Qd 200 mM PMSF, 50 ml pufru STEM
30% Percoll, 150 ml: 45 ml Percoll, 105 ml pufruESa

Pouzité pristroje

homogenizator (pistovy homogenizéator teflon-sklo)

Centrifuga Hettich, typ Universal 320R

Ultracentrifuga Beckman Optima XL 100K, uhlovy rofid 70, vykyvny rotor SW 41
Eppendorf Bio-Photometer
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4.2.1.1. Priprava post-nuklearniho supernatantu (PNS)

Pred zapoetim experimentu bylo nutné&guchladit rotor Hettich. Rotor na 15 ml
konické zkumavky se chladil 30 mirfipt°C. Ke kazdému vzorku cortexu v o&imém
valci bylo gidano 5 ml 1 mM PMSF v pufru STEM (250 200 mM PMSF, 50 ml pufru
STEM), aby vyslednad koncentrace homogenatu byla.18%Es byla gevedena do
pistového homogenizatoru teflon-sklo, homogenizavdmminut pi teplog tajiciho ledu
tak, aby nedoslo k n&peni vzorku. Do 6 kénickych zkumavek bylo napipetavdoo 5 ml
homogenatu, ktery byl centrifugovan 10minit 3000 rpm (1000xg) a 4 °C na centrifuze
Hettich. Po centrifugaci byly odebrany 4 ml postiedkniho supernatantu, PNS. Frakce
PNS byla zamrazena v kapalném dusiku a ulozen8@f&€- Sediment (jaderna frakce) se

dale nezpracovaval.

4.2.1.2. 1zolace plasmatickych membran mozk na Percollovém gradientu

Déleni na percollovém gradientu

Pripravili jsme si 6 kyvet a do kazdé jsmigdali 20 ml 30% Percollu. Pracovali jsme
pii teplog tajiciho ledu. Postnuklearni supernatant jsmeropatavrstvili po 3 ml na
Percoll (koloidni¢astice oxidu kemkitého obalené polyvinyl pyrrolidonem) v kyvetach,
zbyly postnuklearni supernatant jsme zamrazili pakaém dusiku a uskladniliip-80°C.
Kyvety jsme pedvazili, aby vzdy protilehlé dvojice gty stejnou hmotnost. Poté jsme je
vlozili do vychlazeného Uhlového rotoru Ti 70 (deej o stejné hmotnosti naproti $db
Centrifugovali jsme na ultracentrifuze Beckman 3w pii 30 000 rpm (65 000xg) a
4°C.

Supernatant nad frakci A jsme opétradsali. Z frakce A (viz obr. 5, str. 29)
obsahujici plasmatické membrany, jsme z kazdé lywdebrali po 6 ml do odénnych
valci, ziedili jsme v pordru 1:3,¢ili pfidali jsme 18 ml pufru STEM (0,25 M sacharosa,
20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 3 mM MgGl celkem 6x 24 ml). Sasi jsme pevedli z
odmernych valé do kyvet, opt predvazili a upravili hmotnost tak, aby p¥@i dvojice v
rotoru Ti 70 nély stejnou hmotnost. Centrifugace na ultracentef&eckman probihala 90
minut @ 50 000 rpm (180 000xg) a 4°C. Po centrifugaci gsodstranili supernatant.

Z gelovitého sedimentu Percollu jsme odebrali wstbsahujici plasmatické membrany.
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Membrany jsme resuspendovali v 6p0pufru TE a pevedli do konickych zkumavek.
Smis jsme promichali na vortexu a poté jtepedli do homogenizatoru a cng
homogenizovali. Nakonec jsme homogenat rozpipeit@@R50 ul do mikrozkumavek a
zamrazili v tekutém dusiku a uskladnilii p80°C. V odebraném malém mnozstvi byly

druhy den stanovovany proteiny podle Lowryho metfuy nize).

Percollovy gradient

N = ‘I‘ | |

Beckman Ti70 g ,l ll
35 min iy
30 000 rpm

4°C

-

Frakce A

Frakce B

Obr. 5: Percollovy gradient- vznik frakci, frakce gupernatant obsahujici mj. plasmatické

membrany, frakce B- mitochondrie

4.2.2. 1zolace membranovych domén - flotace v hustotnim

gradientu sacharosy

Flotace v hustotnim gradientu sacharosy je zalozenachopnosti deni riznych
¢astic homogenatu podle jejich hustoty. Vychozim eridtem pro flotaci v hustotnim
gradientu sacharosy byly percollové membrany, Jénikzolaci z postnuklearniho

supernatantu na Percolluigd zapdetim samotného experimentu jsme néiinplastové

29



kyvety pres noc do destilované vody. V experimentu jsme iiorgztoky sacharosy o
koncentracich 15, 20, 25, 30, 35 a 80 % (hm.).

cislo frakce

/:"-.
-
S
!
=X
=
N
(48]
=
[&]
[4n]
(73]
3]
g
Q
3
o
=
=

Obr. 6 Flotace percollovych membran na sacharosovém gradjenapravo jsouwfisly
ozna’eny frakce, které jsme sbirali- frakce 2 obsahejeké vezikuly, frakce 3 obsahuje

plasmatické membrany

Vzorek percollovych membran byfigeplo& tajiciho ledu rozpush a poté pomoci
pistového homogenizatoruéné zhomogenizovan. Pouzili jsme &dkyvety- v jedné byl
obsazen vzorek a ve druhé- vyvazovaci- byla migtokw pouzita destilovana voda. Do
kyvet jsme napipetovali nejprve 2 ml 80% sacharasg ml homogenatu, resp. 2 ml
destilované vody. Poté jsme opdtnrstvili jednotlivé koncentrace sacharosy na sebe
tomto pdadi: 35, 30, 25, 20, 15 % sacharosa a dbali nalg, se jednotlivé vrstvy
nesmichaly. Jednotlivé vrstvy byly patrni& mohledu proti sdtlu.

Centrifugace probihala 24 hodin na ultracentriftBeckman, g 38000 rpm
(188 000xg) a 4°C. Pouzit byl vykyvny rotor SW #o centrifugaci byly patrné jasn
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ohrantené frakce (odshora kyvety ke dnu): frakce 1, feaRc(lehké vesikuly), frakce 3
(plasmatické membréany), frakce 4 (viz obr. 6, 3@). Frakce byly odebrany kazda z¥1as
do konické zkumavky a zamrazeniy #80°C. Poté byly v jednotlivych frakcich stanoyen

proteiny dle Lowryho metody.

4.2.3. Stanoveni proteini — Lowryho metoda

Metoda stanoveni obsahu proteire vzorku byla pouzita podle Lowry a kol. (72).

Na Lowryho metodu je nutné mitipraveny ti roztoky o nasledujicim sloZeni. Roztok
A se gipravi rozpu&tnim 2 g NaOH a 10 g N&Os; v 0,5 | destilované vody. Roztok B
obsahuje 2% vinan sodno-draselny, roztok C je 1%@u 5 HO. Dale je paebacerstw
naredit Folin- Cioccaltteau fenolow@nidlo 1:1 (v/v) s destilovanou vodou. Jako staddar

byl pouZzit ho¥zi sérovy albumin (BSA) o koncentraci 1 mg/ml.

Tabulka 1: Kalibra®ni 7ada standard s BSA

¢. zk. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

H,O (ul) {500 |[490 | 480 | 470 | 460 450 425 400 350 300

BSA@l) |0 10 20 30 40 | 50 75 100 150 200

Vzorky membran, ve kterych stanovujeme proteinyp Itfeba nejprve Setérozpustit
pii teplo® tajiciho ledu. Mli jsme dw sady zkumavek- jednagxstavuje kalibréni fadu s
BSA (viz tabulka 1) a druha sada obsahuje vzorkyobn&enych zkumavek jsme nejprve
pipetovali destilovanou vodu a poté BSA dle tabulky Do dalSich zkumavek, tj.
zkumavek se stanovovanym vzorkem jsme pipetovdliid9H,0 a 10ul stanovovaného
vzorku proteii. Smisili jsme roztoky A+B+C: 50 ml A, 1 ml B, 1lmoztoku C v daném
poradi a do vSech zkumavekcgtne kalibraini fady) jsme pipetovali 1,5 ml daného

roztoku. Poté jsme ponechali zkumavky stat 15 mptuiaboratorni teplat Fripravili
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jsme si Folinovo ¢inidlo v pomeéru s destilovanou vodou 1:1, které poskytuj
tyrosylovymi zbytky bilkovin modrofialové zabarveljehoz intenzita se stanovi pom
méteni absorbanceDo kazdé zkumavky jsme ripetovali 150 ul vzdy ve stejném
casovém intervalu (20 sekund). VSechny zkumavky jsprtemichali na vortext
Zkumavky byly poté ponechany 30 minut faboratorni teplat Nakonec byla progitena
absorbance kalibtai fady a vzork, vzdy v danémtasovém irervalu (20 sekuni na
spektrofotometriEppendorfBio Photometepii 595nm. Provyhodnoceni vysledt jsme
pouZili program GraphPad Prism a pomoci nelined@giese pro polynom 2aduy = ax’

+ bx + cjsme utili tvar kalibrani kiivky, pomoci niz jsme zjtili hodnoty koncentrac

nami stanovovanych vzail

4.2.4. Stanoveni ouabainové vazt

4.2.4.1. Stanoveni ouabainové vazk- matematicky rozbor

Pti pifimé vazebné studii pouzivame radioak&ianaeny ligan- v tomto gipad
triciem zn&eny ouabain([*H]ouabain). Po vad® radioligandu na receptor dfime
mnoZstvi navazané radioaktivity a stanovujemé&puazebnych mist a afinitu ligandu
receptor tj. schopnost ligand receptorem tviit vazebny komplex. Ret vazebnych mi

udava mnozstvi receptove vzorku.
Interékce ligandu receptorem probiha podle zjednoduSeného sché

R+L — RL — biologickad odpo¥d’

Vychazime ze zakona digobeni aktivnich hmc
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kde R je receptor, L je ligand, RL je komplex retoe-ligand. Ri rovnovaze plati, ze

rychlost asociace je rovna rychlosti disoci.
[R].[L]. ki = [RL].k,
z ¢ehoz plyne

- _Fea_
[RL] k1

kde k jerychlostni konstanta asociace .min™), k, rychlostni konstanta disocia
(min') a Ky rovnovézna disocéni konstanta (M), kter4 vyjadje koncentrac
radioligandu wovnovaze, kdy je obsazena polovina recept

Rovnice charakterizujici interakci ligandu (hormpna receptoru je forméadr

obdobna rovnici Michaeli-Mentenoveé:

V _ VTT’LQJX"S
Kp+ 5
tzv. saturéni vazebnakvka (vazebnd izoterma)

Bmax.F
 Kd+F

kde B je koncentrace radioligandu navazaného reptery (buiky, membrany), F ji
koncentrace volného radioligandumax je maximalni vazebna kapacita, tj. maxim:

pocet vazebnych mistmnozstvi receptévw daném vzorku), Kje cisociani konstanta

receptoru vyjatljici afinitu receptoru. Pro celkovou koncentraadioligandu T plat

T=B4+F
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Maximalni p@&et vazebnych mist v daném vzorku a afinitu receplze vypditat 1)
z linearizované formy rovni- Scatchardv vynos, anebo2) ptimym fitovanim
experimentalnich bdd-nelinearni regresi pomoci rfaprogramu GraphPad Pris|

Scatchardv vynos ve tvaru pro rovniciipmky (y = a— bx):

Bmaxr 1 B

Hti Kti .

&
F

Linearni regresi ziskdme max praseiik piimky Scatchardova vynosu osou X.
Disociani konstani vazebné reakce ziskame ¥hghim hodnoty Iya, praseikem gimky

Scatchardova vynosu s osou Yy, tj. podilem vazaroére radioaktivity

Ky = 2max

ws)
"rj|t:m§
i

4.2.4.2.Stanoveni ouabainové vazk- postup

Vzorek: 50100ug (membany, frakce gradientu)

Izotop:’H]ouabain (Perki-Elmer, specificka radioaktivita 30 Ci/mm

Inkubani médium50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 200 xedkné

Promyvaci pufr50 mM Tri-HCI, 5 mM MgCb, pH 7,4 (25 ml 1M Tis-HCI, 2,5 ml 1M
MgCl,, doplreno do 5 | destilovanou vodou)

Scintilatni roztok:Rotiszint Ecofus (P-Lab)

Vazba fH]ouabainu na Na,-ATPasu byla stanovenpodle metody Svobody a ki
(73).

Stanoveni vazbyf]ouabainubylo pouZito:1) jako ukazatele obsahu plasmatick
membran ve frakcich b&tného homogenatu mozku; jako negativniho standardu 2n
plasmatické membrany vlivem dlouhodobé expozicefianc

Béhem prvniho Ukolu jsme stanovovali satumia vazebnou ikvku ouabaint

v rozsahu izotopov&ady a provedli jsme Scatchérd vynos. Dale byla stanovel
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ouabainova vazba ve frakcich vzniklyctleshim percollovych membran na sacharosovém
gradientu, picemz byly zkoumany moznosti zvySeni &&mosti proteif (z angl.recovery

pii filtraci na filtracnim pristroji Cell Harvestorvzhledem k ivodnimu obsahu proteinve
vzorku percollovych membran. Pro zvySeni&tosti byly vSechny vzorkyiedny na
polovi¢ni koncentraci. Dale jsme v pokusu zkousSeli impesgrisF/C filtru pomoci 0,2%
polyethyleniminu (PEI) pro sniZzeni nespecifickélwaV/ zavru byly pouZzity oba postupy
souwasre.

Druhym ukolem bylo zjistit, zda dojde ke 2né¢ Na,K-ATPasy poté, co byla skupina
potkari kmene Wistar vystavenaciaku morfia @ zvySujicich se davkach. Vzorky
plasmatickych membran mozkové tkariskané od této skupiny potkabyly srovnavany
se vzorky ziskanymi od kontrolni skupiny potkakteré byl podavan intraperitonedln
fyziologicky roztok (byli tedy stresovani stejnymtsobem, ale bez podani morfia).

Nejprve bylo nutné fipravit si inkub&ni médium, 50 mM Tris-HCI o pH 7,4, které
bylo 200 x ¥edkno. Dale byl pipraven promyvaci pufr- 50 mM Tris-HCl a 5 mM Mg@
pH 7,4. Bylo smichano 25 ml 1M Tris-HCI a 2,5 ml IWGCl,, tato snés byla doplgna
do 5 | destilovanou vodou. Promyvaci roztok bylaskivan v chladové mistnostireé

pouzitim byl roztok umigh do velké nadoby obsahujici &nody a drceného ledu.

Tabulka 2:Rada o klesajici koncentraci izotopem #@@ého ouabainu, T Ty je oznaeni

zkumavek

T T1 T, T3 Ta Ts Te Ty Tg To T1o

c (nM) | 500 250 125 62,5| 31,2 156 7,8 3,9 1,95 0,97

Vzorek, membranové frakce (50-1QaQ proteinu ve vzorku), ve kterém stanovujeme
ouabainovou vazbu, byl rozpo&stpri teplok tajiciho ledu. Mezitim byl ozian potebny
pocet zkumavek a scintitmich lahveéek. Pro stanoveni celkové radioaktivity radioligand
byl do i scintilatnich lahvéek vloZzen kulaty filtr ze skelnych vidken Whatmak/G (z
vysledku se stanovi fim&rna hodnota) a napipetovano B[ *H]-ouabainu. Byla zapnuta
vodni lazeée s tepakou a nastavena na 30°C. Rozpoét vzorky byly dkladns

promichany na vortex mixéru.
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Do zkumavek bylo napipetovano 3pDizotopem zné&ného ouabainu: a) izotopova
fada o klesajici koncentraci radioligandii gianoveni satutai kiivky (viz tabulka 2, str.
31), timto zfisobem byl proveden experiment 1, #jJouabain o dané koncentradi fzv.
»,one-point assay;, a 100ul daného vzorkui destilované vody (kontrola).

Pfi experimentuc. 2 jsme pipetovali nejprve u vzdrkpochazejicich od kontrolni
skupiny potkaf (CTR) 450ul [*H]ouabainu o klesajici koncentraci (koncetigada viz
tabulka 2, str. 35), il vody, 41ul suspenze; u vzotkpochazejicich od potkanjimz bylo
dlouhodols podavano morfium (MOR) 45@ [*H]ouabainu o klesajici koncentraci, iR
vody a 38ul membranové suspenze. Zkumavky obsahujici MOR R Byly stanovovany
v duplikatech. Pro nespecifickou vazbu byl pouz#zm&eny ouabain o vysledné
koncentraci 13 M. Bylo pipetovano: u CTR 450 [*H]ouabainu o klesajici koncentraci,
4 pl vody, 5pl ouabainu nezri@ného, 41ul suspenze; u MOR 45@ [*H]ouabainu o
klesajici koncentraci, il vody, 5ul nezng&eného ouabainu, 3@ membranoveé suspenze.
Koncentrace pouzitych membranovych suspenzi byGIR 1,33 mg/ml a u MOR 1,57
mg/ml.

Vzorky byly inkubovany po dobu 90 minuti@0°C. Béhem probihajici inkubace
byl promyt filtracni pristroj (Cell- Harvestof vychlazenym pufrem (inkuldai médium)
Tris-HCI a vloZen filtr GF/C. Inkubace byla poté ankena pgidanim 3 ml ledo¥
vychlazeného promyvaciho pufru pomoci fitmého @istroje. Dale byly zkumavky jeSt
dvakrat promyty 5 ml vychlazeného pufru. Nasledritttaci vznikly kruhové filtra&ni
zony na GF/C filtru. Tyto zony byly pomoci pinzgigstupg vyjimany a vkladany do
scintilatnich lahvEéek. Do vSech scintitaich lahvEek, wetrg téch na stanoveni celkové
radioaktivity, bylo poté fidano 5 ml scintiléaniho roztoku Rotiszint EcoPlus (komplexni
smés na bazi diizopropyl naftalenu). Vzorky byly ust@& 1 hodinu fed vlastnim
meienim radioaktivity metodou kapalné scintigrafie.b@on®teni vzorki byla 5 minut.
Ziskana data byla analyzovana pomoci programu ®agtPrism (GraphPad Software
Inc., San Diego, USA).
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4.2.5. Agonistou stimulované stanoveni vazby{S|GTPyS

Funkeni aktivita G-proteinu byla gitena pomoci agonistou stimulované vazby
[**S]GTH/S (74, 75).

Agonistou membranovych recepioje stimulovana vazba radioaktivniho analoga
pavodniho GTP, S]GTP/S (struktura tohoto analoga viz obr. 7), na G-proté nasem
piipadt se jedna @-opioidni receptory a agonistu DADLE nelpeopioidni receptory a
DAMGO. Fri vazke za konstantni koncentrace agonisty i izotopu, jeme point assay*
zkoumame zrnu funkéni aktivity G-proteinu ped a po fidani agonisty.

Pred pidavkem agonisty, tj. basal, se na G-proteiny nav&DP (obsaZeny
v roztoku 2x MIX nebo jestdodany zvla® nebo f°S]GTP/S, picem? tyto kompetuji o
vazebné misto na G-proteinu. ¥tpmnosti agonisty je aktivovan receptor a nasiddié
G-protein. Na jeho o podjednotce dojde kzame GDP za radioaktivni
nehydrolyzovatelny analog GTP,35$]GTPyS. GTPasa neni schopna hydrolyzovat
[**S]GTH/S, a proto G-proteinistava v aktivovaném stavu.

(@)
NH

N

(\ />\NH2
PR 0 .

HO—P—O0—P—0—P—0
| | | o)
(0] O (0]
OH OH

Obr. 7: Strukturni vzorec GTHB

Na pipravu roztok jsme pouZivali sterilizovanou, deionizovanou- \gesgistou

vodu gipravenou filtraci systémem od firmy Millipore netedestilovanou vodu.
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10x koncentrovany mix (10x MIX)

10x koncentrovany mix bylifpraven podle tabulky 3.

Tabulka 3: Navazky a vysledné koncentrace cherhikéliebnych k piprave 100 ml

roztoku 10x MIX

Nazev Navazka Finalni koncentrace
HEPES 4,779 200 mM
MgCl, 0,619 30 mM
NaCl 5,84 g 1M
Kyselina askorbova 35,3 mg 2 mM
DTT 154,3 mg 10 mM

Promyvaci roztok

Promyvaci roztok se pouziva pro ukeni vazebné reakce a promyti radioaktivity

vazané na filtru. Nejprve bylo geba gipravit 0,5 M roztok HEPES a 1 M roztok MgCl

Promyvaci roztok o objemu 5 litra pH 7,4 byl poté ipraven z &chto vychozich
roztoki. Bylo odnéieno 20 ml 0,5 M HEPES a smichano s 750 pl 1M raetdgCh. Do
5 litrd byla smés doplrena redestilovanou vodou. Promyvaci roztok byl shiech

v chladové mistnosti.iBd pouzitim byl roztok umigh do velké nadoby obsahujici &n

vody a drceného ledu.

GDP

Pro experiment je zapetbi roztok GDP, ktery je skladovan v mrazicim bgxu

teplog -20 °C. Ripraveny zasobni roztok Tavl GDP byl fed zapoetim pokusu nizdsn

na 200 pM.

Agonista

Pro experiment byly pouZity agonisté DADLE, agoaist opioidnich receptdr a

DAMGO, agonista p-opioidnich recepioddAMGO, které jsou komene vyrakené. Byly

smichany s vodou na vyslednou koncentract M Oba roztoky skladujeme v mrazicim

boxu @i teplog -20°C.
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Membranova suspenze
Suspenze plasmatickych membran byla dlefghyt gislusného experimentu

na‘eddna.

2x koncentrovany mix (2x MIX) s izotopem

2x MIX byl ptipraven tak, Ze jako 1/5 vysledného objemu byl jitqui#vodni roztok
10x MIX a byl gidan [°S]GTR/S v takovém mnoZstvi, aby v 50 pl vysledného raztok
bylo obsaZeno cca 100 aZ 200 tisic dpm. Roztokmof S]GTR/S byl doplén vodou na

pozadovany objem (podle rozsahu experimentdtupzkumavek).

Vazebny experiment

Pred zapoetim experimentu je ptetba filtrovaci pistroj promyt (stejny postup
provadime ped zapoetim experimerit, prechazime-li z jednoho typu izotopu na druhy),
aby nedoSlo kifpadnému zvySovani radioaktivity pozadi. Promyvamovadime tak, Zze
do sady 24 zkumavek ¥#tneme pomoci #tky 70% ethanol, cca do dvotetin objemu.
Po gefiltrovani ges filtratni papir poté filtrujeme 10x destilovanou vodoustidevanou
vodu napoustime zhruba do 1/2objemu zkumavek).upgsst jednou zopakujeme. Po
promyti kontaktni plochy fjistroje ofteme buniinou s ethanolem a vlozime GF/C filtr
Whatman (tlougka 260 pum, velikost péarl,2 pm).

Vzorek membran a dalSi roztoky byly rozp@nst pri teplog€ tajiciho ledu (jsou
vloZené v polystyrenové vaftie naplgné vodou s ledovouitti). Byl pipraven patebny
pocet zkumavek, popsan a viozen do ledu. Zkumavky bglydvou sadach- jedna sada
obsahovala misto agonisty pouze vodu- nazyvameagalp druha sada zkumavek
obsahovala agonistu DADLE- tuto sadu nazyvame stirbéle byly gipraveny a
ocislovany scintilani lahvicky o stejném pétu jako zkumavky plusiit dalSi na celkovou
radioaktivitu (,totaly”). Do €chto ¥i lahvicek byl pomoci pinzety vloZzen kruhovy GF/C
filtr a napipetovano 50 pl roztoku 2x MIX.

Do jednotlivych zkumavek bylo v experimentu 3 (analyza frakci percollového
gradientu bu&iné linie DOR-GI) napipetovano nasledujici: (v dangmfadi): basal: 40 pl
redestilované vody, 50 pl 2x MIX, 10 ul frakce 1-28mul: 30 pl vody, 10 pl DADLE,
50 pl 2x MIX, 10 pl vzork frakce 1-22. Pipetovali jsme 2x v témZe schémttkazda
zkumavka nila svij duplikat.
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Pipetovaci schéma experimeritu4 (studium vlivu PGE1 a DAMGO na opioidni
receptory) je uvedeno vtabulce 4, str. 41. Celk@ofet zkumavek byl 48, kazda
zkumavka ndla hexaplikat.

Zkumavky byly inkubovany po dobu 30 minut v lazniteplogé 30°C. Poté byla
vazebna reakce zastaven@anim cca 3 ml ledavvychlazeného promyvaciho roztoku.
Naslednou filtraci pomoci filteaiho pistroje Cell Harvestorbyl roztok gefiltrovan ges
GF/C filtr ze skelnych vidken. Poté byly zkumavigd§ 2x promyty cca 5 ml téhoz
promyvaciho roztoku.

Vzniklé kruhoveé filtr&ni zény byly z filtru vyjmuty pomoci pinzety a vieidy do
oznaenych scintilanich lahviek. Do vSech scintitanich lahvéek bylo gidano 5 ml
scintilatniho roztoku Rotiszint EcoPlus. Lakiky byly opateny Sroubovacim vkem a
byly ponechany stat 1 hodinu v digastdPoté byly odneseny naédieni radioaktivity
pomoci metody kapalné scintigrafie. Data byla am@ahna pomoci programu GraphPad

Prism.
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Tabulka 4: Pipetovaci schéma experimehtd

¢. frakce obsah | DAMGO GDP PGE1 H,0 2XMIX
vzorku | 104 (M) |2.10*(M)| 10%*(M)
1 CTR 20 pl - 10 pl - 20 pl 50 pl
2 CTR 20 pl - 10 pl - 20 pl 50 pl
3 CTR 20 pl - 10 pl - 20 pl 50 pl
4 CTR 20 pl 10 pl 10 pl - 10 pl 50 pl
5 CTR 20 pl 10 pl 10 pl - 10 pl 50 ul
6 CTR 20 pl 10 pl 10 pl - 10 pl 50 ul
7 CTR 20 pl - 10 pl 10 pl 10 pl 50 pl
8 CTR 20 pl - 10 pl 10 pl 10 pl 50 pl
9 CTR 20 pl - 10 pl 10 pl 10 pl 50 pl
10 CTR 20 pl 10 pl 10 pl 10 pl - 50 pl
11 CTR 20 pl 10 pl 10 pl 10 pl - 50 ul
12 CTR 20 pul 10 pl 10 pl 10 pl - 50 pl
13 MOR 20 pl - 10 pl - 20 pl 50 pl
14 MOR 20 pl - 10 pl - 20 pul 50 ul
15 MOR 20 pl - 10 pl - 20 pul 50 ul
16 MOR 20 pl 10 pl 10 pl - 10 pl 50 pl
17 MOR 20 pl 10 pl 10 pl - 10 pl 50 ul
18 MOR 20 pl 10 pl 10 pl - 10 pl 50 ul
19 MOR 20 pl - 10 pl 10 pl 10 pl 50 pl
20 MOR 20 pl - 10 pl 10 pl 10 pl 50 ul
21 MOR 20 pl - 10 pl 10 pl 10 pl 50 ul
22 MOR 20 pl 10 pl 10 pl 10 pl - 50 pl
23 MOR 20 pl 10 pl 10 pl 10 pl - 50 ul
24 MOR 20 pl 10 pl 10 pl 10 pl - 50 ul
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4.3. Vypatty a vysledky

1) Vazba PH]ouabainu jako ukazatele obsahu plasmatickych memian v
bunééném homogenatu mozku, stanoveni ouabainové vazby frakcich

sacharosového gradientu

Byla stanovena satufai vazebna lvka ouabainu (graf 1, str. 44) vrozsahu
izotopovérady, a proveden Scatchavdvynos (graf 2, str. 44). Koncentrace proteinu ve

vzorku bylo 0,05 mg/ml. Nagiiené a vypstené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Hodnoty vazby*H]ouabainu, By je oznaeni pro radioaktivitu specificke
vazby, F zné koncentraci volného radioligandu

é.m. Bspo Bsp@ Bsp@ F (dpm) F(pmol) F(nM) Bs,@/F
(dpm) (pmol)  (pmol/mg) (ml/mg)

T10 | 1127 0,1692 0,3384 1652 0,0248 0,062 5,458
T10 | 1140 0,1712 0,3424 1645 0,02471 0,061775,542
T9 2101 0,03155 0,631 3113 0,04675 0,116875 5,398
T8 3937 0,05912 1,1824 5316 0,07983 0,199575,924
T7 9151 0,1374 2,748 10491 0,15752  0,3938 6,978
T6 | 17795 0,2672 5,344 22238 0,3339 0,83475 6,401
T5 | 32917 0,4943 9,886 56696 0,8513  2,12825 4,645
T4 | 59422 0,8922 17,844 116634  1,7513  4,37825 4,075
T3 | 83476 1,2534 25,068 264004 3,96402 9,91005 2,529
T2 | 132280 1,9862 39,724 589056 8,84468 22,1117  1,y96
T1 | 198145 2,9752 59,504  118325347,7666 44,4165 1,339

T1 | 181690 2,7281 54,562 12676319,0335 47,58375 1,146
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Pro vypa@et je nutné znatippaitovy koeficient mezi jednodkmi Ci a dpm (z angl.
desintegratbns per minutetj. rozpady za minutu). gcificka radioaktivita zasobnit
roztoku PH]ouabainubyla 30 Ci/mmc:;

1mmol =30 Ci=30.3,7.1°dps=30.3,7.10.60 dpm =6,66 . dpm =
666 . 18> dpm
1pmol = 30 x 3.7 x 10x 60 = 66600 dj

MnoZstvi radioligandu pmol tedy vypéteme znamefenych dat jednotkach dpm
podélenim timto koeficientel, ¢imz jej vztdhneme na mg proteinu.

Dale byl porovnaan vypocet rovnovazne disodiai konstanty Ly ze saturéni
vazebné kivky ouabainu (graf 1) a viocet Kyze Scatchardova vynosu (gratf

Vypocet Ky ze Scatchardova vyno:

max = 66,4pmol/mc

K = B"g‘” = 66,4 :5,87 =11,31 nM

F

Stanoveni I ze saturéni vazebné kvky ouabaini pomoci nelinearni regre:

Bmax = 79pmol/mc
Kg =19 nM
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Graf 1: Satur@ni vazebna #vka ouabainu s uvedenymi hodnotamj,Ba Ky, B znai

celkovou koncentraci vazaného radioligandu, F jedemtrace volného radioligandu.
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Graf 2: Scatchardv vynos, B je celkova vazba, B/F je poncelkové koncentrace

vazaného a volného radioligandu
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DalSim ukolem v prvni fazi experiménbylo stanovit koncentraci protéirve frakcich
sacharosového gradientu pomoci Lowryho metody. derakenikly flotaci percollovych
membran v hustotnim gradientu sacharosy. Vznikdkce byly ¢tyfi, a s &mi jsme
pracovali triplikatech, a dale triplikattyi frakci, které neobsahovaly protein (kontroly),
tj. celkem 24 zkumavek. Vzorkti vody jsme do zkumavek pipetovali po pD Déale jsme
pracovali s kalibréni fadou deseti zkumavek a také jsme stanovovali olpsateini
v percollovych membranach (tedy vzorku ¢edpied rozalenim na sacharosovém
gradientu), v 5 a 1(l, opct v triplikatech.

Vysledné hodnoty koncentraci v mg/ml zobrazuje it 6.

Tabulka 6: Narwené hodnoty koncentraci ve frakcich sacharosovéudientu

¢ (mg/ml) ¢ (mg/ml)
Vzorek Frakcel 0,33 Frakce 1,15
Frakce3 2,67 Frakcel 0,67
Kontrola Frakcel 0,39 Frakce 0,27
Frakce3 0,17 Frakcel 0,05
Percoll. m. 7,71

Pfi stanovovani ouabainové vazby ve frakcich vznikljiotaci na sacharosovém
gradientu nas zajimalo, jak zvySit ¥¥host proteifi (recovery - pii filtraci na Cell
Harvestoru, jelikoz fwodni data poukazovala ndilg nizky vygzek (41 %, Tabulka 8a,
str. 46, 8b, str. 47) vzhledem kekavané teoretické hodraf73,8 %, Tabulka 7, str. 46).
Byly pouZity dva pistupy: 1) ¥edini vSech vzork na 0,25 mg/ml (25ug ve 100ul, tj
assay, Tabulka 10a, str. 48, 10b, str. 49), 2) impregn&F/C filtru pomoci 0,2 % PEI
(polyethylenimin), ¢imz se snizi nespecificka vazba, coz pozéivovlivni retenci
radioligandu na filtru (Tabulka 9a, str. 47, 9y, 8). V za¥ru byly pouZzity oba postupy
souwasre (Tabulka 11a, str. 49, 11b, str. 50).

Vzorky byly fedény destilovanou vodou do celkového objemu GDO
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Tabulka 7: Vy#Zznost proteir po flotaci percollovych membran

Koncentrace Virakce (MI) Celkovy protein Procenta (%)
proteinu (mg/ml) (mg/frakce)
Percoll. m 7,71 2 15,42 100
Frakce 1 0,33 2 0,66 4,3
Frakce 2 1,15 3,5 4,03 26,1
Frakce 3 2,67 1,5 4,01 26,0
Frakce 4 0,67 4,0 2,68 17,4
Celkem 73,8

Tabulka 8a: Vy#Znost ouabainové vazby po flotaci percollovych nmémbkoncentrace
bilkoviny 0,05 mg/assay

Vazba Celkovy protein Celk. vazba Procenta (%)
(pmol/mg) (mg/frakce) (pmol/frakce)
Percoll. m 8,36 15,42 128,9 100
Frakce 1 0,12 0,66 0,076 0,06
Frakce 2 4,82 4,025 19,38 15
Frakce 3 4,69 4,005 18,80 14,6
Frakce 4 5,43 2,68 14,55 11,3
Celkem 41
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Tabulka 8b: Vy#Znost ouabainové vazby po flotaci percollovych nmémbkoncentrace

bilkoviny 0,05 mg/assay

Vyzorku Vazba Vproteinu Celk. vazba Procenta

(ul /assay) (pmol/assay) Fedéni/frakce (pmol/frakce) (%)
Percoll. m 100 0,42 308,4x 129 100
Frakce 1 100 0,004 20x 0,08 0,06
Frakce 2 100 0,55 35x 19,4 15
Frakce 3 100 1,25 15x 18,8 14,5
Frakce 4 100 0,36 40x 14,5 11,3
Celkem 40,86

Tabulka 9a: Vy#Znost ouabainové vazby po flotaci percollovych brém impregnace
filtru GF/C 0,2% PEI, koncentrace bilkoviny 0,05/agsay

Vazba Celk. protein Celk. vazba Procenta

(pmol/mg) (mg/frakce) (pmol/frakce) (%)
Percoll. m 6,19 15,4 95,5 100
Frakce 1 0,08 0,66 0,053 0,06
Frakce 2 4,76 4,025 19,16 20,07
Frakce 3 4,13 4,005 16,54 17,3
Frakce 4 4,59 2,68 12,3 12,9
Celkem 50,3
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Tabulka 9b: Vy#Znost ouabainove vazby po flotaci percollovych brém impregnace
filtru GF/C 0,2% PEI koncentrace bilkoviny 0,05 aggay

Vproteinu ~~ Vazba V proteinu Celk. vazba Procenta
(ul /assay) (pmol/assay) Fedéni/frakce (pmol/frakce) (%)
Percoll. m 100 0,31 20x 15,42 95,6 100
Frakce 1 100 0,003 20x 0,05 0,06
Frakce 2 100 0,55 35x 19,2 20,06
Frakce 3 100 11 15x 16,5 17,3
Frakce 4 100 0,31 40x 12,3 12,9
Celkem 50,3

Tabulka 10a: Vy¥Znost ouabainové vazby po flotaci percollovych mémbkoncentrace

bilkovin 0,025 mg/assay

Protein Vazba Celk. Vazba Procenta
(mg/assay) (pmol/mg) protein (pmol/frakce) (%)
(mg/frakce)

Percoll. m 0,025 6,79 15,42 105 100
Frakce 1 0,025 0,047 0,66 0,031 0,03
Frakce 2 0,025 4,93 4,025 19,8 19
Frakce 3 0,025 9,81 4,005 36,2 39,3
Frakce 4 0,025 3,94 2,68 10,6 10,1
Celkem 68,4
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Tabulka 10b: Vy¥#Znost ouabainové vazby po flotaci percollovych btémkoncentrace
bilkoviny 0,025 mg/assay

V proteinu Vazba V proteinu Vazba Procenta

(ul /assay) (pmol/assay) redéni/frakce (pmol/frakce) (%)
Percoll. m 100 0,17 20x 30,84 104,7 100
Frakce 1 100 0,0012 20x 1,32 0,031 0,03
Frakce 2 100 0,12 35x 4,6 19,8 18,9
Frakce 3 100 0,25 15x 10,68 39,3 37,5
Frakce 4 100 0,098 40x 2,68 10,6 10,1
Celkem 66,5

Tabulka 1la: VyZnost ouabainové vazby po flotaci percollovych bram impregnace

filtru GF/C 0,2% PEI a soéasné né@edeni proteinu, koncentrace bilkoviny 0,025wg

vzorku
Protein Vazba Celk. Celk. vazba Procent
(mg/assay) (pmol/mg) protein (pmol/frakce) a (%)
(mg/frakce)
Percoll. m 0,025 6,7 14,5 97 100
Frakce 1 0,025 0,49 0,059 0,029 0,03
Frakce 2 0,025 5,34 3,91 20,9 215
Frakce 3 0,025 8,62 4,16 35,8 37,0
Frakce 4 0,025 4,67 2,42 11,3 11,6
Celkem 70,1
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Tabulka 11b: V¥¥Znost ouabainové vazby po flotaci percollovych bram impregnace

filtru GF/C 0,2% PEI a sotasné naedeni proteinu

V proteinu Vazba V proteinu Celk. vazba Procenta
(ul /assay) (pmol/assay) Fedéni/frakce  (pmol/frakce) (%)

Percoll. m 100 0,22 20x 25,4 110,5 100
Frakce 1 100 0,0012 20x 1,092 0,027 0,02
Frakce 2 100 0,16 35x 4,14 22,58 20,4
Frakce 3 100 0,27 15x 9,824 40,32 36,5
Frakce 4 100 0,16 40x 2,036 13,45 12,2
Celkem 69,1

Shrnutim k ziskanym vysledin Izetici nasledujici:
1) Celkova vy¥znost (ecovery bilkovin percollovych membran po flotaci byla 835.
2) Celkova vytznost (ecovery ouabainové vazby percollovych membran (0,05 mg ve
vzorku) po flotaci byla 41 %.
3) Celkova vytznost (ecovery ouabainové vazby percollovych membran (0,05 mg ve
vzorku) s impregnaci filtru 0,2 % PEI po flotacil&p0,3 %.
4) Celkova vy¢znost (ecovery ouabainové vazby percollovych membran (0,025 mg v
vzorku) bez impregnace filtru po flotaci byla 66¢8,4 %.
5) Celkova vytznost fecovery ouabainové vazby percollovych membran (0,025 mg v
vzorku) s impregnaci filtru 0,2 % PEI po flotaci&y9,1 -70,1 %.
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2) Vazba PHJouabainu jako negativniho standardu znén plasmatické
membrany vlivem dlouhodobé expozice morfia

Jak jiz bylo uvedeno, cilem druhého Ukolu bylotitjizda dojde ke zeém¢ Na,K-
ATPasy mozkové tkanpotkari po expozici dinku morfia @i zvySujicich se davkach.
Vzorky byly srovnhavany se vzorky ziskanymi od kohif skupiny potkafl. Prehled davek
morfia: 1,2 den- 10 mg; 3,4 den- 15 mg; 5,6 denri2Q 7,8 den- 30 mg; 9 den- 40 mg; 10
den- 50 mg morfia/kg hmotnosti. €p byl pouZit triciovany ouabain o celkové
radioaktivie 30 Ci.

Nanmetené hodnoty celkové vazbyB kontrolnich vzork (CTR) s hodnotami
nespecifické vazby (NSP), tj. vazby na ostatni anigtasmatické membrany krém
specifického receptoru, a vzdrlplasmatickych membran potkamwvystavenych davkam
morfia (MOR) s hodnotami nespecifické vazby (NSBbrazuji tabulky¢. 12 a 13 (str.
52). Prvni d¢ a posledni d¥ zkumavky dané série obsahuiji tentyZ vzorek- hodbgty

poté zpimérovany, vysledkem bylo deset hodnot.

Tabulka 12: Hodnoty celkové vazby; Bontrolnich vzork, hodnoty celkové nespecifické

vazby NSP a hodnoty specifické vazhy B

Celkovéa vazba CTR Celkova vazba NSP-CTR|  Specifickéazba CTR
¢. vzorku | Bo (dpm) | & vzorku Bot (dpm) By (dpm)
1 481,5 61 88 393,5
2 402 62 103 299
3 854,5 63 107 7475
4 1531,5 64 202 1329,5
> 2865 65 193 2672
6 6194,5 66 338 5856,5
! 11805,5 67 549 112565
8 20012 68 1021 18991
9 35277 69 2372 32905
10 48214,5 70 3950 44264,5
11 77204,5 1 7602 69602,5
12 72649 72 8230 64419
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Tabulka 13: Hodnoty celkové vazby,B vzorki plasmatickych membran potkan

vystavenych davkam morfia- MOR

Celkova vazba MOR Celkova vazba NSP- MOR Specificka vazba MOR

¢. vzorku | Bo (dpm) | & vzorku Bot (dpm) By (dpm)
25 428 49 70 358
26 411 S0 59 352
21 826 o1 91 735
28 1509 52 111 1308
29 2875 53 168 2707
30 6261 54 314 5947
31 10337 55 715 9622
32 20196 56 1037 19159
33 33299 S/ 2012 31287
34 51146 58 4387 46759
35 67288 59 7422 59866
36 67665 60 6987 60678

Tabulka ¢. 14 uvadi hodnoty celkové radioaktivity ve 450 (rhéfili jsme

radioaktivitu pouze 100 pl, natiené hodnoty byly nasobeny 4,5x).

Tabulkac. 14: Hodnoty celkové radioaktivity ve 450 pul

¢. vzorku TOTAL RA (dpm)
73 3510
74 6984
75 13370
76 25862
77 58775
78 100251
79 225779
80 419679
81 853232
82 1714676
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Nasledujici tabulka 15 wuvadi vygené hodnoty pro koncentraci volného
radioligandu (tu Ize vypditat B - Bsp) a vzorki od mofiem exponovanych potkargF
CTR, F MOR), pepaet z jednotek dpm na nM, specifickou vazbu vztaname miligram

proteinu a podil hodnot B/F kontrol a vzéred mofiem exponovanych potkan

Tabulka 15: Hodnoty volného radioligandu F kontiiadkupiny a MOR skupiny, specificka
vazba kontrolni a MOR skupiny vyj@ma v pmol/mg proteinu

FCTR | FMOR | FCTR | FMOR | BCTR | BMOR
(dpm) | (dpm) | (M) | (nM) | (pmol/mg) | (pmol/mg)
3164 3155 0,10 0,09 0,13 0,14
6237 6249 0,19 0,19 0,27 0,29
12040 | 11972 0,36 0,36 0,49 0,55
23190 | 23155 0,70 0,70 0,98 1,07
52918 | 52828 1,59 1,59 2,14 2,35
88995 | 90630 2,67 2,72 4,12 3,80

206788 | 206620| 6,21 6,20 6,95 7,57

386774 | 388393 11,61 11,66 12,05 12,36

808967 | 806473 | 24,29 24,23 16,21 18,48

1647665 1654404 49,48 49,68 24,54 23,82

Nasledujici grafy 3 a 4 na str. 54 u¥pdcelkovou a nespecifickou vazbu
[*HJouabainu ve vzorcich membrén kontrolnich, resprfim exponovanych zywat,
vyjadienou v jednotkach dpm. Graf 5 na str. 55 srovn&ixékk specifické vazby CTR a
MOR [*H]ouabainu v jednotkach pmotgpastenou na mg bilkoviny. Hodnoty maximalni

vazebné kapacity a diso¢rd konstanty pro absaturg&ni vazebné ivky jsou uvedeny v
grafu.
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3) Analyza percollového gradientu frakci buéné linie DOR-Gi pomoci vazby
[*°*S]GTPyS

Cilem tohoto Ukolu bylo zjistit, jaké frakce perceiého gradientu buwiné linie
DOR-Gi obsahuji nejvice plasmatickych membran. Vi bmozné zjistit pomoci vazby
[**S]GTH/S na G-protein §pZzeny s3-opioidnim receptorem, ktery byl stimulovan vazbou
agonisty DADLE. Ve frakci s vysSim obsahem plasokgith membran jsme
piedpokladali narst celkové vazby.

Na percollovém gradientu doSlo k rekhi percollovych membran, viz postup
vySe. Gradient byl odebiran po 1 ml, vysledkem B®ofrakci, které byly pouzity jako
vychozi vzorek experimentu. &ni probihalo a) beziipomnosti agonisty DADLE, tj.
basal, kdy se na G-proteiny ve frakci obsahujicisplatické membrany navazal GDP
(obsaZeny v roztoku 2x MIX) nebd®B]GTR/S, gicemz oba vzajenin kompetuji o
vazebné misto na G-proteinu, b) péidavku DADLE, kdy GDP byl zagmén za
radioaktivni nehydrolyzovatelny analog GTP, §°SJGTP/S. Tento analog jiz GTPasa
neni schopna hydrolyzovat, a proto G-protein sgtrwéaktivovaném stavu.

Nasledujici grafy ukazuji srovnani dvou experinieriznych vzork percollového
gradientu. Grafyé. 6 a 7 na str. 57 znazmiji srovnani vazby®fS]GTP/S ve frakcich
percollového gradientu u prvniho experimentu beazdgmi agonisty d-opioidnich
receptod- tj. basal, a poifdani agonisty DADLE, kdy doslo ke zvySeni vazBRB[GTP/S
na G-protein. Grat. 6 (str. 57) znazauje prepaiteni vazby PS]GTP/S na 1 ml frakce,
graf&. 7 (str. 57) zobrazujeigpaset vazby {°S]GTPS na 1 mg proteinu vzorku. Obdabn
grafy 8 a 9 (str. 58) zobrazuji totéZz u druhéhoeexpentu. Grafy 10 a 11 (str. 59)
znazotuji srovnani basalnich hodnot fepaitu na ml frakce, respektive mg proteinu.
Grafy 12 a 13 (str. 60) znazwiji srovnani hodnot porplani agonisty DADLE, obdobnym
zpisobem jako v fedchozich fipadech.
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Graf 6: Srovnani profilu bazalni vazby (basal) by stimulované (DADLE) ve frakcich

percollového gradientu buériné linie DOR-GI, pepa‘et na ml frakce- experiment |
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Graf 7: Srovnani profilu bazalni vazby (basal) &by stimulované (DADLE) ve frakcich

percollového gradientu buétiné linie DOR-GIi, pepa’et na mg proteinu- experiment |
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Graf 8: Srovnani profilu bazalni vazby (basal) &by stimulované (DADLE) ve frakcich

percollového gradientu buytiné linie DOR-Gi, pepa’et na ml frakce- experiment Il
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Graf 9: Srovnani profilu bazalni vazby (basal) &by stimulované (DADLE) ve frakcich

percollového gradientu butiné linie DOR-GI, pepa‘et na mg frakce experiment- I
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Graf 10: Srovnani profilu bazalni vazby z experitieha 1l ve frakcich percollového

gradientu buécné linie DOR-Gi, pepa‘et na ml frakce
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Graf 11: Srovnani profilu bazalni vazby z experitieha 1l ve frakcich percollového

gradientu buécneé linie DOR-Gi, pepa’et na mg proteinu
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Graf 12:Srovnéni profilu stimulované vazby agonistdADLE z experimetit] a Il ve

frakcich percollového gradientu betmé linie DOR-Gi, pepa’et na ml frakce
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Graf 13 Srovnani profilu stimulované vazby agonistou DADL Experimerit | a Il ve

frakcich percollového gradientu betmé linie DOR-Gi, pepa’et na mg proteinu
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4) Studium vlivu DAMGO a PGE1 na opioidni receptory cortexu potkana
pomoci vazby f°JGTPyS, vliv dlouhodobé expozice morfia

Vychozim materidlem byly cortexy potkianimz bylo podavano morfium obdoén
jako tomu bylo u experimenttt 2. Davky morfia: 1,2 den- 10 mg; 3,4 den- 15 b@
den- 20 mg; 7,8 den- 30 mg; 9 den- 40 mg; 10 démm§ morfia/kg vahy. Vzorky byly
srovnavany se vzorky ziskanymi od kontrolni skupgioykani. Izolované membrany byly
uchovavany v -80 °C.ied experimentem byly membrangrstw naredny na koncentraci
0,5 mg/ml. Dale byly pouzity roztoky prostaglandili (PGE1) v ethanolu o koncentraci
10* M, DAMGO o koncentraci 1M a GDP o koncentraci 0,5 a 0,2 mM. GDPuarné
koncentraci bylo pouZzito pro dwarianty tohoto experimentu. Pipetovaci schémattoh
experimentu je uvedeno v tabulce 4.&QOkrianty experimentu (s 0,5 a 0,2 mM GDP)
obsahovaly kontrolni vzorky a vzorky ze iati vystavenych dlouhodobému podavani
morfia. Pokus byl rfen v hexaplikdtech a byla dena bazalni vazba (basal), tj. bez
piidavku DAMGOZ¢i PGEL, poté pouze gigdavkem DAMGO, pouze PGELl a na &v
oba ligandy sotasre.

V nésledujicich sloupcovych grafech je na ose yesgnma vazba>*JGTPyS
v pmol/mg proteinu. Sloupce jsou dogy standardni chybou joméru (z angl.standard
error of mean SEM), které jsowiselrt uvedeny v tabulkach. 16, 17, 18 a 19 (str. 64).
Grafy & 14 a 15 (str. 62) znazaiji vazbu fJGTPyS @i vysledné koncentraci 5QM
GDP, grafy¢. 16 a 17 (str. 63) znazaiji vazbu fJGTPyS pi vysledné koncentraci 20
UM GDP.
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Graf 14: Vazba{]GTPyS v pmol/mg proteinu, s 5 GDP, legenda vpravo uvadi

sloZeni variant experimentu a vyslednou koncentigandi
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Graf 15: Vazba{]GTPyS vyjadena v procentech basalu, s BB GDP, legenda vpravo

uvadi sloZeni variant experimentu a vyslednou kanaei ligand:
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Graf 16: Vazba{]GTPyS v pmol/mg proteinu, s 20M GDP, legenda vpravo uvadi

sloZeni variant experimentu a vyslednou koncentigandi
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Graf 17: Vazba{]GTPyS vyjadena v procentech basalu, s 201 GDP, legenda vpravo

uvadi sloZeni variant experimentu a vyslednou kanaei ligand:
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Tabulkac. 16: Hodnoty vazby*lS]GTPS+ SEM v 5QuM GDP

Vazba [°S|GTPyS| Basal |DAMGO 10°M| PGE110°M |DAMGO+PGE1
(pmol/mg) (pmol/mg) (pmol/mg) (pmol/mg)
CTR 0,170+0,001] 0,230+0,004 0,170+0,003 0,230+0,005
MOR 0,210+0,003 0,280+0,003 0,210+0,006 0,280+0,003
Tabulkac. 17: Hodnoty vazby*lS]GTPS+ SEM v 5QuM GDP
Vazba [°S]GTPyS| Basal |DAMGO 10°M | PGE110°M |DAMGO+PGE1
(%) (%) (%) (%)
CTR 100+1 135+2 102+2 135+2
MOR 10042 133+1 101+3 135+1
Tabulkac. 18: Hodnoty vazby*!S]GTP)S+ SEM v 2QuM GDP
Vazba [°S]GTPyS| Basal |DAMGO 10°M| PGE110°M |[DAMGO+PGE1
(pmol/mg) (pmol/mg) (pmol/mg) (pmol/mg)
CTR 0,110 £0,001 0,130+0,001 0,120+0,005 0,140+0,003
MOR 0,160+0,002 0,180+0,003 0,160+0,002 0,200+0,001
Tabulkac. 19: Hodnoty vazby*}S]GTP)S+ SEM v 2QuM GDP
Vazba [°S]GTPyS| Basal |DAMGO 10°M| PGE110°M |[DAMGO+PGE1
(%) (%) (%) (%)
CTR 100+1 % 119+1 % 10525 % 12622 %
MOR 1001 % 1162 % 103+1 % 1250 %
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5. DISKUSE

1) Vazba PH]ouabainu jako ukazatel obsahu plasmatickych membn ve
frakcich bunééného homogenatu mozku, stanoveni ouabainové vazbg frakcich
sacharosového gradientu

V daném experimentu jsme stanovovali rovnovaznaodi@ni konstantu K a
maximalni pdet vazebnych mist By ze saturéni vazebné #ivky [*H]ouabainu a
porovnavali s hodnotami ziskanymi po linearizadi zka Scatchardova vynosu. Déale jsme
se snazili zvySit v@Znost ouabainové vazbyiipfrakcionaci pomoci sacharosového
gradientu.

Vypoétené hodnoty Bax (79 a 65 pmol/mg) a rovnovazné dis@aia konstanty
receptoru K (11,32 nM a 19 nM), stanovené ze satofarazebné kvky ouabainu pomoci
nelinearni regrese a ze Scatchardova vynosu jspanwrné dobré shoél Drobna
odchylka obou hodnot #ie byt zgisobena tim, Ze linearni transformace dat do tvaru
Scatchardova vynosu je zatizenéitou chybou.

Co se tyk& druh&asti ukolu, Izefici ndsledujici. K vyznamnému navySenidzytosti
(recovery ouabainové vazby, o cca 27 %, dochéiinaredni vzorki plasmatickych
membran na polo¥ni koncentraci jejichjovodni hodnoty v pokuse, tj. z 0,050 mg ve 100
ul vzorku(assayna 0,025 mg ve 100 pl vzorkassay)viz Tabulka 10 a, str. 48, 10b, str.
49). Pfi tomto postupu jsme dosahli vhodného mnoZstvi npéekych membran pro
splreni podminky maximak 10% ,vyvazani“ radioaktivity z jeji celkové hodyot
vnesené do pokusu, které lezi v lineatasti saturéni vazebné #vky. Splreni této
podminky je vyznamné z hlediska pouzitelnosti uvgdd matematickych vztéhpro
vypocet zejména K a Bnax a z hlediska dobré reprodukovatelnosti vystedk naristu
vytéZzku dochazi téZipimpregnaci GF/C filtru 0,2% polyethyleniminempecelych 10 %
pii koncentraci proteinu 0,05 mg ve 100 pl vzoassay) P pouziti nizSi koncentrace
0,025 mg ve 100 pl vzorkfassay)iz k vyznamrjSimu natistu vyg€znosti @i impregnaci
filtru 0,2% PEI nedochazi.

65



2) Vazba PHJouabainu jako negativniho standardu znén plasmatické
membrany vlivem dlouhodobé expozice morfia

Pro naSe &ely byly pouzity purifikované plasmatické membréamglované z tkaé
piedniho mozku potkdn jimz bylo po dobu 10 dnhpodavano morfium, a srovnavany
s plasmatickymi membranami pochazejicimi z konfrakupiny pokusnych ziat. U
vSech zwufat vystavenych jsobeni morfia se podle provedenych behavioralrdst piné
rozvinula zavislost (22).

Jak jiz bylo uvedeno, Na,K-ATPasa je pouzivana jakazatel iharkep cistoty
plasmatickych membran. V tomto experimentu jsmeasestedili na to, zda bude Na,K-
ATPasa #jakym zpisobem ovlivina ve vzorku plasmatickych membran pochazejicim od
potkari s plnou zavislosti na morfiuié@pokladali jsme, Ze vazbdH]ouabainu v obou
vzorcich membran, tj. mnozstvi Na, K-ATPasy by sexfto zmenit (negativni standard
zmen).

Z grafu 7 (str. 52) vyplyva, Ze hodnoty specifickgzby a celkovy gibéh obou
kiivek vzorki kontrolnich (CTR) idch, které byly ziskany ze zat, jimz bylo podavano
morfium (MOR), jsou obdobné: B« = 36,6 2,4pmol/mg, Ky = 26,2+ 3,5 nM pro CTR a

max = 34,0+ 0,4pmol/mg, Ky = 20,8+ 0,5 nM pro MOR. Nedoslo tedy k signifikantnim

zmeénam Na,K-ATPasy vlivem dlouhodobého podavani morfia

3) Analyza percollového gradientu frakci buéné linie DOR-Gi pomoci vazby
[*°S]GTPyS

Abychom zjistili, které frakce percollového gradien obsahuji plasmatické
membrany, stanovili jsme aktivitu G-proteinui@peného sd-opiatovymi receptory,
pomoci n¥teni vazby {°S]GTP/S bez pitomnosti agonisty DADLE- tj. basal (bazalni
vazba) a v fitomnosti DADLE, tj. stimulovana vazba.

Grafy ¢. 6-13 (str. 57- 60) znazauji profily gradienti, ziskanych ze dvouiznych
frakcionaci budk DOR-Gi. Grafy 6, 7 (str. 57) a 8, 9 (str. 58) zoéuji profily bazalni a
stimulované vazby, nejprve ¥gpaitu na ml frakce a poté na mg obsaZzeného proteaku. J
je z grafi patrné, shoda profilobou gradierit je lepSi v pipac prepatu vazby na ml
frakce, profily maji strrjSi nakist i pokles s viditelnou nejvyssi hodnotou. Dalsifg, 10,
11 (str. 59) a 12 a 13 (str. 60) obsahuji srovimsalnich hodnot obou experimierat

66



srovnani profilu stimulované vazby agonistou DADLIEibeh profilu basalu 2 se mién
liSi od piibéhu basalu 1, u stimulované vazby maji profily patplpribéh. OdliSny
praibéh mize byt dan potkud rozdilnym rozebirdnim gradientu na jednotlinakée, které
se provadi manuain Nicmérg, shoda v profilech obou gradiénje pongrné dobra a
zgrafi vyplyva, Ze nejvyssi stimulace vazby°JJGTP/S agonistou DADLE je ve
frakcich 8., 9., 10., a 11. Proto I#&i, Ze nejvysSi obsah plasmatickych membran Ize
Podivame-li se znovu na obr. 5, str. 29, uvidimewete vpravo oblast ozri@nou
jako frakce A. Tato frakce by #a obsahovat tzv. percollové (purifikované plasiic)
membrany. Z tétgéasti gradientu je odebirdno 6 ml pro dalSi postoface membran. N&s
experiment tedy potvrdil, Zefipizolaci a purifikaci na percollovém gradientugkute&né
odebirano spravné mnozstvi i spravaat - frakce percollového gradientu, ktera obsahuje
plasmatické membrany. Mozné by tedy bylo odebeat j1 ml 12. frakce, ktera podle

nasich vysledk obsahuje jestzbytkové mnoZzstvi plasmatickych membran.

4) Studium vlivu DAMGO a PGE1 na opioidni receptory cortexu potkana
pomoci vazby f°JGTPyS, vliv dlouhodobé expozice morfia

Pro experiment byly pouzity purifikované plasmaéicknembrany, izolované z
piedniho mozku potkdn(metodika podle (71)), jimZz bylo po dobu 10udpodavano
morfium ve zvySujicich se davkach az do 50 mg/kgtmwsti, gicemz tato zvata byla
plné¢ zavisla na morfiu (MOR) (22). Uvedené vzorky plasickych membran byly
srovnavany s plasmatickymi membranami pochézeji@npiotkari z kontrolni skupiny
(CTR).

Jak jiz bylo vySe uvedeno, z literatury vyplyvasgni, ze vlivem opakovaného
dlouhodobého (chronického) podavani morfigzedojit k vazb G-proteinu tidy Gs na -
opioidni receptor. Tato vazba je prapddobré zpisobena sniZzenou afinitou vazby u-
opioidnich receptdr ke G-proteiim tiidy G/G, (se kterymi jsou za standardnich
podminek ve zdravé tkaniigizeny) vlivem desensitizace (24-27). Zaou G-proteinu
tiidy G/Goza G (tzv. switch miaze dojit k nasledné aktivaci adenylylcyklasy (27).

Zjiného zdroje vime, Ze prostaglandin E1 (PGEIgand prostaglandinovych
receptod, paticich do skupiny GPCR, které jsouiapeny s G-proteinyidy Gs naopak
aktivitu AC zvySuje, coz se projevi rigtem hladiny cAMP (29). Zajimalo nas tedy,
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jakym zpisobem se z#mi vazba ¥°S]GTP/S vlivem DAMGO a PGEL1 po dlouhodobém
podavani morfia.

U mozkové tkadd byla pozorovana vysoka bazalni aktivita G-praiem tedy i
bazalni vazba®fS]GTP/S je vysoka. Tyto vysoké hodnoty bazalni aktivitypteini je
tkeba snizit pomoci kompetitoru vazby GDP, dékeynuz je mozné lépe detekovatém
vazby nap. pii stimulaci agonistou. Bez pouziti GDP neni mozeé&kovat signifikantni
rozdil mezi celkovou stimulovanou a bazalni hodnotazby (22). Z tohotoidvodu byl
pouzit GDP ve vysledné koncentraci 50 a 20 uMg¢gmz z vySe uvedenych giaf
vyplyva, Ze nizSi pouzita koncentrace GDP, 20 upMo#uje |épe pozorovat vliv
DAMGO a zejména PGE1, zmy jsou ZetelrgjSi, tato koncentrace je tedy optimalni pro
pozorovani vlive morfia na opioidni receptory.

Z grafi vyplyva, Ze bazélni vazbd>B]GTP/S je vyssi u vzork pochazejicich od
potkani, jimz bylo dlouhodob podavano morfium (MOR) nez u vzdrpochazejicich od
kontrolnich zvfat (CTR), a to v obouifpadech riteni: u 50 uM GDP je rozdil o 0,04
pmol/mg a u 20 uM GDP je to 0,05 pmol/mguModem je pravépodobre fakt, ze
morfium stimuluje aktivitu G-proteinu (vazber§]GTP/S na G-protein).

Nyni budeme diskutovat vysledky experimentugouziti 50uM koncentrace GDP.
Ke zvySeni vazby*fS]GTR/S vzhledem k basalu (0,170 pmol/mg u CTR a 0,216lfong
u MOR) doslo podle gekavani po stimulaci p-opioidnich receftagonistou DAMGO (o
0,06 pmol/mg v CTR a o 0,07 pmol/mg v MOR, tj. \etthé hodnoty byly 0,230 pmol/mg
u CTR- stimulace 135 % a 0,280 pmol/mg u MOR- staoe 133 %). PGE1 nema
na vazbu zadny vliv, hodnoty odpovidaji v obou shd&orki hodnotam basalu.iaBobi-li
oba ligandy spola¢, pozorovali jsme zvySeni vazby, nicnégmouze veiselném rozsahu
vazby DAMGO, lze tedy fedpokladat, ze PGE1 nema na vazbu vliv. Zhodnolime-
vysledné hodnoty ip ptepaitu na procenta, kdy basalni vazbu pokladame za 10086
konstatovat, Ze DAMGO stimuluje opioidni receptor20% meég u MOR vzorki
plasmatickych membran nez u CTR. Tento efekt jerg#@odobre mozné picist vlivu
desensitizace p-opioidnich receptelivem dlouhodobé expozice morfiu.

Pii pouZiti 20 pM koncentrace GDP do$lo &pke zvyseni vazby3IS|GTR/S
vzhledem k basaluip stimulaci receptar agonistou DAMGO (hodnoty basalu- 0,110
pmol/mg u CTR, 0,160 pmol/mg u MOR), fdat je v obou fipadech o 0,02 pmol/mg
proteinu. Ridavek samotného PGE1 prakticky nema na vazbu Zdjimavou skut&nosti
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je, Zze doslo k dalSimu n#stu vazby za saasného fisobeni DAMGO i PGE1 (z 0,110 na
0,140 pmol/mg, tedy o 0,03 pmol/mg v CTR), tim sp&k étSi vazké doSlo ve vzorcich
exponovanych morfiem (z 0,160 na 0,2 pmol/mg pmtetedy o 0,04 pmol/mg v MOR).
Pro doplini zhodnotime vysledné hodnotyepaitené na procenta basalu: DAMGO
stimuluje opioidni receptor o 3% m&n MOR (0 16 % vice®i basalu) nez u CTR (0 19
% vice wi¢i basalu), pravépodobr se jednd o vysledek desenzitizace p-opioidnich
receptoél vliivem dlouhodobéhoisobeni morfia. U PGE1 pozorujeme také mirnyastr
stimulace vazby (0 5 % vice u CTR¢v basalu, o 3 % viceii basalu u MOR), ficemz

u MOR doslo ke snizeni vazby o 2 %vCTR. Sodasné jisobeni obou liganidzvysuje
vazbu o 26 % basalu u CTR a 0 25% u MOR.

Zda se, Zze PGE1 mifnpotencuje &inek DAMGO ve vzorcich plasmatickych
membran dlouhodabvystavenych &inkam morfia. Pro dsledné o¥ieni této skutgnosti
bude zapdtbi dalSich experimeitkteré jsme zasovych dvoda jiZ nemohli provést.

Otazkou je, jakym zjsobem a prd k danému jevu dochazi. Moznym vyHenim
by mohla byt teorie zaény G/G, (které jsou v normalnim stavu isgeny s opioidnimi
receptory) za G(tzv. switch vlivem dlouhodobého gsobeni morfia (73). Tak by mohlo
dochéazet k stimulai reakci adenylylcyklasy G-proteinerfidy G (73). K této reakci by
mohla také fispivat podjednotka (&, pochézejici z G-proteinu typusGcterd interaguje
s adenylylcyklasou typu 2 a 4. Nicnmé&oro piikazrgjSi tvrzeni této teorie by bylo peba

provést také dodateé metreni hladin CAMP.

69



6. ZAVER

Cilem jednotlivych soubdrexperimeni v této préci bylo pedevsim studium vlivu
opioida, jmenovi€ morfia, na opioidni receptorgi Na,K-ATPasu a charakterizace
schopnosti opioidnich receptoraktivovat trimerni G-proteiny typu &, v prednim
mozku potkana po dlouhodobémispbeni této navykové latky. Studium opioidnich
membranovych receptibbylo provaédno pomoci vazby radioligafidVVazba triciovaného
ouabainu na Na,K-ATPasu byla pouzita jako ukaza&tbty plasmatickych membran.
Druhym pouZzivanym radioligandem byP$]GTP/S, ktery se vaZe nao3odjednotku G-
proteinu namisto GTP. Diky"B]GTP/S je mozné studovat fuishi aktivitu G-proteinu,
neba’ [*S]GTP/S neni hydrolyzovatelny viiiti GTPasovou aktivitou @podjednotky G-
proteinu. Prace se téZ zabyvala optimalizaci paun&wmetodiky.

Ziskané vysledky |ze shrnout dékolika bodi:

1) Byla zmtiena saturéni vazebna #ivka [*H]ouabainu v bu&iném homogenatu
mozkové tk&a potkana. Z&kladni vazebné parametry tohoto marksasmatickych
membran - Bax(maximalni pdet vazebnych mist) agfrovnovazna disocimi konstanta)
byly uréeny jednak imym fitovanim ziskanych dat (nelinearni regres@dmak linearni
regresi ze Scatchardova vynosu. Oba postupy édpeedly k pongérné dobré shod
vysledii. NaSe vysledky id zjiStovani moznosti zvySeni W#nosti ouabainové vazby
vedou k zav¥ru, Ze optimalni mnoZstvi protéine 0,025 mg p celkovém objemu 100 pl
vzorku v jedné zkumavce, vysSSi mnozstvi proteindevé&e sniZzeni vygnosti vazby.
Impregnace filtru GF/C 0,2 % polyethyleniminem n@wek vyznamgSimu zvySeni
vytéZznosti ouabainové vazby.

2) Bylo zjistno, Ze nedochazi k Zzadnym signifikantnimémdm Na,K-ATPasy ve
vzorcich plasmatickych membran mozku potkapo pedchozim dlouhodobém
intraperitonealnim podavani morfia. Tato skutest byla prokazana stanovenim vazby
[*H]ouabainu a srovnanim vyslednych satafeh Kivek znienych ve vzorcich membran
potkani, jimz bylo podavano morfium, se vzorky kontrolnilitat.

3) Pomoci vazby ¥S]GTP/S stimulované agonistou DADLE bylo 2fen profil
frakci percollového gradientu btk linie DOR-Gi. Z vysledk meieni vyplyva, Ze
plasmatické membrany jsou obsazeny &wylucné ve frakcich 8., 9., 10. a 11., coz

odpovida pedpokladu a potvrzuje spravnost pouzité metody ipodaci a purifikaci
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plasmatickych membran z btimého homogenatu. Z metodologického hlediska je néod
odebirat frakce 6-12 po rodéni na percollovém gradientu, pro minimalizaciazta
zajise€ni co nejvyssiho vy¥ku plasmatickych membrén.

4) Pomoci vazby *fS]GTP/S bylo zjitno, 7e za fHtomnosti 20uM GDP
prostaglandin E1 mign potencuje &inek DAMGO ve vzorcich cortexu potkan
dlouhodols vystavenych &inkaim morfia. Toto zji&ni podporuje teorii Wanga a Burnse
(73, 74) o dlouhodobémipobeni morfia na opioidni receptory.
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