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1. Abstrakt

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv nizkych davek (0,1 mg/kg, 1 mg/kg,
1 mg/kg naden po dobu 28 dni + 7 dni abstinence) a vysokych davek (10 mg/kg na den
po dobu 10 dni) morfinu nasignalizaci, ktera je zprostfedkovéana receptory spfazenymi
s G-proteiny (GPCRs) v myokardu potkana. Mezi vyznamné receptory z této skupiny patii
opioidni receptory (OR) a hlavn¢ B-adrenergni receptory (B-AR).

NejpocetnéjSimi OR v srde¢ni tkani jsou 6-OR a k-OR. Vysledky studie téchto dvou
OR v této diplomové praci naznacuji, ze v myokardu po ovlivnéni morfinem nedochazi
k signifikantnim zménam Vv expresi 6-OR ani k-OR pfi podani zadné ze studovanych davek.

Srde¢ni tkan obsahuje vSechny tfi dosud znamé typy B-AR (B1-AR, B2-AR a f3-AR).
Diraz byl v diplomové praci kladen hlavné na studium exprese B1-AR a B2-AR, nebot’ bylo
zjisténo, ze pravé tyto dva podtypy B-AR se podileji na vétsin€é signalizacnich drah
ovlivilujicich kardiovaskularni systém. Pouzitim techniky imunoblotu nebyly nalezeny zadné
vyrazné€j$i zmeény V expresi fi1-AR a exprese Po-AR se ponékud snizila po pouziti davky
10 mg/kg po dobu 10 dni. Senzitivnéjsi saturacni vazebné pokusy s pouzitim neselektivniho
B-antagonisty [PH]JCGP 12177 odhalily signifikantni narist specifické vazby pii podani
morfinu v davce 1 mg/kg/den po dobu 28 dni a po nasledné 7-denni abstinenci byl detekovan
naopak vyznamny pokles. Signalizace téchto dvou podtypl receptorti se lisi na Grovni
G-proteind. Zatimco B1-AR pusobi sviyj G¢inek pouze pies Gos proteiny, B2-AR se mohou
spfahovat i s pertusis toxin citlivymi Ga; proteiny. Pti detekci GB, Gaip, a Gognr1 proteind
nebyla nalezena zadna signifikantni zména v jejich expresi ptisobenim morfinu, pouze u Gais
podjednotky doslo ke zvySeni exprese.

Pomoci ¢ty riznych solubilizaénich ¢inidel (Triton X-100, CHAPS, cholat sodny,
uhli¢itan sodny) se podafilo izolovat membranové mikrodomény. Ve vzorcich tkané
kontrolnich zvifat i u zvifat po podani morfinu (10 mg/kg/den) byla pozorovana vyrazné
odliSna membranova lokalizace Bi1-AR a P-AR. Zatimco Bi1-AR byly pfitomny jak
V supernatantu (solubilizované proteiny) tak v peleté (lipidové rafty), B,-AR byly pfitomny

témet vyhradné v peleté.

Klicova slova: B-adrenergni receptor, G-protein, GPCRs, morfin



2. Abstract

The aim of this dissertation was to evaluate the effect of low doses (0,1 mg/kg,
1 mg/kg, 1 mg/kg per day for 28 days + 7 days of abstinence) and high doses (10 mg/kg
per day for 10 days) of morphine on transmembrane signaling mediated by G-protein coupled
receptors (GPCRS) in the rat myocardium. Opioid receptors (OR) and mainly B-adrenergic
receptors (B-AR) belong to the most important receptors of this receptor family.

8-OR and k-OR are the most numerous OR in the myocardium. Results of the present
work indicated that there are no significant changes in the expression of these two receptor
subtypes after any studied doses of morphine.

There are three subtypes of B-AR (Bi-AR, PB2-AR and fs-AR) represent
in the myocardial tissue. Here we studied the expression of B;-AR and B.-AR, because
these two major subtypes of B-AR regulate through their signaling pathways functioning
of the cardiovascular system. Our immunoblot analysis did not reveal any changes in the
expression of B;1-AR, but the expression of ,-AR was significantly decreased after treatment
with morphine at the dose of 10 mg/kg for the 10 days. More sensitive saturation binding
experiments with the nonselective B-antagonist [PH]JCGP 12177 indicated a significant
increase in specific binding after treatment with morphine (1 mg/kg/day for 28 days) and,
by contrast, there was a marked decrease after 7 days of drug withdrawal. B-AR are known
to differ in their coupling to G-proteins. While B;-AR exert their effect only through
Gos proteins, B,-AR can additionally couple to pertussis toxin sensitive Go; proteins.
We did not observe any significant change in the expression of G, Gaiz, and Gag11 proteins
in samples after morphine exposure, but Gajz subunit was increased.

We succeeded to isolate detergent-resistent microdomains (DRMs) by four different
solubilizing agents (Triton X-100, CHAPS, sodium cholate, sodium carbonate).
Tissue samples of control animals and those treated with morphine (10 mg/kg/day) showed
different membrane localization of ;-AR and B,-AR. Whereas [3;-AR were present in the
supernatant (solubilized proteins) as well as in the pellet (DRMs), B-AR were present

almost exclusively in DRMs.
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5. Uvod

Je velmi dobfe znamo, ze morfin je schopny svym ptisobenim pies ptislusné receptory
sprazené s G-proteiny (GPCRs) ovliviiovat G-proteinovou signalizaci a tim i aktivitu
adenylylcyklazy, ustiedniho enzymu tvorby cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP).
CAMP ma v bufice mnoho vyznamnych signalizacnich funkci; ucastni se naptiklad
ovlivilovani metabolismu glukozy, uceni, paméti a bunééného rustu.

Jednim z nejrozsifenéjSich a nejdulezitéjsich bunéénych GPCRs je B-adrenergni
receptor (B-AR), ktery hraje vyznamnou roli nejen v regulaci kardiovaskularniho systému,
ale také napriklad v mobilizaci zasobniho tuku, zvySeni jaterni glykogenolyzy
a glukoneogeneze. Dosud neexistuje mnoho informaci tykajicich se mozného ucinku morfinu
na srdecni B-ARs. Ve své praci jsem se proto zabyvala tim, jak plsobi podavani nizkych
¢i vysokych davek morfinu na myokard potkana. V myokardu se exprimuji hlavné podtypy
B1- a P2-AR. Existuje fada dikazid, ze tyto dva podtypy receptortt mohou ovliviiovat
odlisné signalizacni drahy, a mohou se liSit jiz svymi interakcemi s G-proteiny.
Byla prokazana i rozdilna lokalizace Bi1- a B2-AR V ramci bunééné membrany. Porozuméni
B-AR signalizaci je velmi dulezité, nebot’ tato signalizace patii mezi jeden z klicovych
regulacnich systému srdce a své uplatnéni ma i pti regulaci srde¢nich arytmii ¢i pfi srdecnim

selhani.



6. Literarni prehled

6.1 Heterotrimerni G-proteiny

Heterotrimerni vazebné proteiny guaninovych nukleotidt, zkracené G-proteiny,
funguji jako transduktory signalli v bunce. PfenaSeji signal z obrovské Skaly receptorti
na efektorové systémy. Efektorovymi systémy mohou byt napiiklad iontové kandly
nebo enzymy, které méni rychlost produkce, vylevu nebo degradace intracelularnich druhych
posli (napiiklad cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP), inositoltrifosfat (IP3)). Tyto regulaéni
proteiny byly identifikovany teprve v 70. letech 20. stoleti (Milligan and Kostenis, 2006).

Heterotrimerni G-proteiny se skladaji ze tii riznych podjednotek — a, B a y. Ke kazdé
z téchto podjednotek existuje nekolik isoforem. Napiiklad bylo identifikovano 16 gend
pro a podjednotky, 5 pro B podjednotky a 11 genti pro y podjednotky G-proteini. Nékteré
Z téchto proteinii maji jeSté navic riizné sestfithové varianty nebo jsou rtizné modifikovany.
Kdyby vsechny mozné kombinace podjednotek G-proteinti vedly ke vzniku funkéniho
heterotrimeru, bylo by tak mozno rozliSit vice nez 1000 variant G-proteini. Zda se,
ze podjednotkova heterogenita hraje dulezitou roli jak ve formovani funkéniho trimeru,

tak v signalizaci heterotrimernich G-proteina (Hildebrandt, 1997).

Ga podjednotky

Alfa podjednotky heterotrimernich G-proteinti jsou proteiny s molekulovou hmotnosti
v rozmezi 39-52 kDa. V dnesni dobé je znamo asi 20 o podjednotek G-proteind, pticemz
16 z nich jsou produkty riznych geni a zbytek predstavuji jejich sestfihové varianty.
Alfa podjednotky byly rozdéleny na zakladé podobnosti aminokyselinové sekvence do Ctyf
tiid (Obr. 1). Ttidy byly oznaceny nasledovné: as, 0i, 0 a 012 a ar3. Gas podjednotky byly
pojmenovany podle své schopnosti stimulovat adenylylcyklazu (AC), do této tiidy patii
podjednotky as a agr. Naproti tomu podjednotky patiici do tfidy o; byly nazvany podle
schopnosti prvniho z jejich ¢lent inhibovat aktivitu AC. Tato tfida zahrnuje podjednotky a;.1,
Qi-2, 0i-3, Olo, O, O @ 0. Podjednotky ze tfidy oq aktivuji fosfolipazu C (PLC) a fadi se sem ay,
a11 a age. Posledni tfida je tvofena podjednotkami a1z a aq3 a o jejich funkci se toho jesté stale
mnoho nevi. Podjednotky Go; a Gagir jsou vysoce bunécné specifické, ostatni Ga podjednotky

jsou Siroce exprimovany ve vSech buné¢nych typech (Neer, 1994; Neves et al., 2002).
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Obr. 1: Ttidy a podjednotek G-proteint, jejich podtypy a efektorové molekuly. Nejriznéjsi
ligandy pouzivaji receptory sprazené s G-proteiny (GPCRs) ke stimulaci membranovych,
cytoplasmatickych i jadernych molekul (upraveno podle Dorsam and Gutkind, 2007).

Vysvétlivky: 5-HT = 5-hydroxytryptamin, GABA = Kkyselina gama-aminomaselna,
PI3K = fosfoinositol-3-kinaza, PLC = fosfolipaza C, GRK = kinaza GPCRs, PKA
nebo PKC = protein kindza A nebo C, RhoGEF (p115-RhoGEF, PDZ-RhoGEF, a LARG) =
vyménny faktor guaninovych nukleotidi pro Rho (malda GTPaza), AKAP = protein kotvici

A-kinazu, ECM = extracelularni matrix.

Gpy podjednotky

Podjednotky B a y spolu tvoii funkéni komplexy. Tyto dimery maji po disociaci
od a podjednotky v buiice srovnatelnou roli pfi signalizaci jako o podjednotky. Bylo popsano
pfingjmensim 5 B a 12 vy podjednotek G-proteind, ne vSechny jejich kombinace
vSak v buikach mohou vznikat (Milligan and Kostenis, 2006). Mezi efektory
GPy podjednotek patii predevsim fosfoinositol-3-kinaza (PI3K), nékteré izoformy AC, PLC,
vapnikové kanaly a kinazy receptori spiazenych s G-proteiny (GRKSs) (Salazar et al., 2007).


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=P115-RhoGEF&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=PDZ-RhoGEF&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=LARG&action=edit&redlink=1

6.2 Receptory sprazené s G-proteiny

Rodina receptorti spiazenych s G-proteiny (GPCRs) se nachazi pouze u eukaryot
a obsahuje konzervovanou strukturu 7 transmembranovych a-helixi (Rockman et al., 2002).
V lidském genomu bylo identifikovano vice nez 1000 typt receptort spiazenych s G-proteiny
(GPCRs). Vétsina z nich jsou receptory senzorické, naptiklad chutové nebo olfaktorické
receptory. Ptiblizn¢ 400 az 500 z GPCRs rozpoznava nonsenzorické ligandy, jako jsou rtizné
hormony, neurotransmitery ¢i parakrinni faktory. Pro vice nez 200 GPCRs jsou znamy
endogenni ligandy (Wettschureck and Offermanns, 2005).

Na molekularni trovni vSechny GPCRs sdileji stejnou architekturu (Obr. 2). Jeden
polypeptidovy fetézec tvofi v membrané 7 a-helikdlnich transmembranovych domén,
spojenych 3 extraceluldrnimi a 3 intracelularnimi smyckami. N-konec se nachazi
Vv extracelularnim prostoru, naproti tomu C-konec je v cytosolu (Tikhonova and Costanzi,
2009). Nejvyznamngjsi rozdily ve struktufe GPCRs se nachazeji v mistech vazby ligandu

a v oblastech extracelularnich smycek (Rosenbaum et al., 2009).

s AS

¥ N-glykosylace
¢ palmitoylace
@ vazba ligandu
@ fosforyvlace GRK
@ fosforylace PKA

COOH

Obr. 2: Struktura receptori spfazenych s G-proteiny. Piedpokladané znazornéni
heptahelikalni struktury B,-AR. Sedm transmembranovych domén (TM | — TM VII)
je propojeno 3 extracelularnimi (el-3) a 3 intracelularnimi (il1-3) smyckami. Uvedeny jsou
také ptiblizné pozice posttranslacnich modifikaci, N-glykosylace na extracelularnim N-konci
a palmitoylace na intracelularnim C-konci. Znazornény jsou i Casti fetézce, které se ucastni
vazby ligandu (napf. adrenalinu) a piedpokladana mista fosforylace PKA a GRK (upraveno

podle Gesty-Palmer and Luttrell, 2004).
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Kazdy receptor mize mit rizny pocet konformacnich stavi, které jsou stabilizovany
v zavislosti na typu navazané¢ho ligandu a jeho wcinnosti. Pon¢kud odliSnym zpisobem
ovlivituje dany receptor plny agonista, jinym parcidlni ¢i inverzni agonista. Také vazba
strukturné odlisnych agonisti na tentyz receptor miZze znamenat vznik ruznych
konformacnich stavii daného receptoru, nebot’ dojde k rozruseni odliSnych nekovalentnich
intramolekularnich interakci ve struktute receptoru (Kobilka and Deupi, 2007).

GPCRs hraji kli¢ovou roli v signalni transdukci v srdci. Slouzi jako cile pro mnoho
latek pouzivanych pro 1é¢bu kardiovaskularnich chorob. Z téchto receptorti jsou v srdci
dilezit¢ zejména adrenergni a cholinergni muskarinové receptory, nebot se ucastni

homeostatické regulace kardiovaskularniho systému (Rockman et al., 2002).

6.2.1 Signalizace pies receptory spirazené s G-proteiny

Drahy zahrnujici aktivaci G-proteinli pfedstavuji nejrozsifenéjsi zplsob signalizace
U savcl. Serpentinovy receptor je aktivovan extracelularnim podnétem, a diky konformacni
zméné¢ tohoto receptoru je signal dale prenesen na heterotrimerni G-proteiny
(Engelhardt and Rochais, 2007). Aby byly aktivované receptory s efektory dynamicky
propojeny, podstupuji  heterotrimerni  G-proteiny cyklus aktivace a deaktivace
(Wettschureck and Offermanns, 2005). V inaktivnim stavu je na o podjednotce G-proteinu
navazano GDP a tato podjednotka je spojena s By komplexem. Po konformacni zméné GPCR
dochéazi na o podjednotce ptislusného G-proteinu k vyméné GDP za GTP, ¢imz dojde
k aktivaci tohoto G-proteinu anasledné disociaci o podjednotky a By dimeru. Jak o tak
By podjednotky poté aktivuji rozlisné signaliza¢ni kaskady. Jelikoz o podjednotka G-proteini
je GTPaza, nasledné rychle iniciuje svou vlastni deaktivaci prostfednictvim hydrolyzy GTP
(Obr. 3). Pravé cyklus aktivace a deaktivace G-proteinti je piedmétem regulace
prostfednictvim proteinti z rodiny RGS (regulatory G-proteinové signalizace), které zvySuji
GTPazovou aktivitu o podjednotky a tim negativné reguluji  signalizaci

(Engelhardt and Rochais, 2007).
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Obr. 3: Mechanismus pusobeni G-proteini. Navazanim agonisty (Ag) na receptor dojde
k viméné¢ GDP za GTP na a podjednotce G-proteinu a naslednému rozpadu G-proteinu
na o podjednotku a Py dimer. Tyto podjednotky ovliviiuji funkci raznych efektorovych
molekul. Samovolna hydrolyza GTP na GDP mize byt urychlena pomoci riznych efektori
a proteint regulujicich G-proteinovou signalizaci (RGS). Ga podjednotka s GDP pak znovu

reasociuje s GBy dimerem (upraveno podle Wettschureck and Offermanns, 2005).

Aktivace G-proteinti nezavisle na aktivaci GPCRs

Vseobecné je uznavan zpusob aktivace G-proteinii prostfednictvim aktivovanych
GPCRs, ale existuji i prace, které dokazuji, ze G-proteiny mohou byt v ur¢ité mife aktivovany
I nezavisle na aktivaci GPCRs. Skupina proteint, které dokazi aktivovat G-proteiny nezavisle
na GPCRs, byla nazvana terminem aktivatory G-proteinové signalizace (AGS proteiny).
Tyto proteiny pfimo interaguji jak s o podjednotkami G-proteinu, tak s By dimery, ¢imz jsou
schopny zahajit G-proteinovou signalizaci nezavisle na aktivaci GPCRs a jako partnefi
podjednotek G-proteinii zastdvat rozmanité funkce souvisejici s bunéénym délenim,
diferenciaci a strukturou organel (Engelhardt and Rochais, 2007).

Na zakladé mechanismu, kterym AGS aktivuji G-proteiny, byly tyto proteiny
rozdéleny do 3 skupin. Skupina I je tvofena pouze proteinem AGSI1, ktery plsobi aktivaci
G proteini shodn¢ s GPCRs, funguje tedy jako guanin nukleotid vyménny faktor (GEF).
Pro skupinu Il (AGS3-6) je charakteristicka pfitomnost G-proteinového regulacniho motivu
(GPR motiv), ktery stabilizuje konformaci Ga s navazanym GDP, funguje tedy jako inhibitor

disociace podjednotek G-proteinti (GDI). Clenové skupiny III (AGS2,7,8) na rozdil
12



od predchozich dvou skupin interaguji vyhradné s GPy dimery. Uloha AGS7 a 8 nebyla jesté
stanovena, zatimco AGS2 nejspiSe reguluje funkci molekularniho motoru dyneinu
(Blumer et al., 2005; Blumer et al., 2007).

Dalsi zptisob aktivace heterotrimernich G-proteinti je uskute¢fiovan prostiednictvim
fosforylace histidinu 266 na GB podjednotce pomoci nukleosiddifosfatkinazy B (NDPK B).
Tento enzym ptenasi fosfat z nukleotidtrifosfatu, predevsim z ATP, pfes histidin 118 ve své
struktufe na histidin 266 ve struktufe GP podjednotky. Nasledné je pienesen Vvysoce
energeticky fosfat na GDP, dochazi tak k lokalnimu utvafeni GTP, které se vaze na piislusné
Ga podjednotky a tim je aktivuje. Takto muze byt aktivovana urcita subpopulace G-proteintl,

které tvoti komplexy s NDPK B (Cuello et al., 2003; Kimura et al., 2003; Wieland, 2007).

6.2.2 Regulace G-proteinové signalizace
Jak jiz bylo zminéno vyse, G-proteiny a GPCRs jsou soucasti velmi rozsitenych
signaliza¢nich drah v sav¢ich bunkach (Hildebrandt, 1997). Je proto velmi dilezité, aby byly

tyto drahy ucinné a rychle modulovany.

Regulace na drovni receptorii

Dulezitym mechanismem, pomoci kterého dochazi kregulaci GPCRs,
je desenzitizace. Je to proces, jenz nastava Vv fadech sekund az minut po stimulaci receptoru
a je popisovan jako ztrata schopnosti receptoru reagovat na dalsi stimulaci agonistou, ¢imz
dochdzi k zabranéni dalSi aktivace efektorl. Desenzitizace nastdva prostiednictvim
downregulace receptord, tj. ubytku jejich po¢tu z bunééné membrany, nebo ,,rozpfaZzenim®
receptoru a G-proteinu prostiednictvim fosforylace tohoto receptoru na serinovych
a treoninovych zbytcich a naslednou vazbou B-arrestinu, ktery stericky brani dal§imu spfazeni
receptoru s G-proteinem a zpusobuje jeho endocytozu (Salazar et al., 2007). Fosforylace
mize byt fizena bud’ kindzami aktivovanymi druhymi posly (napt. PKA), které stimuluji
receptory nezavisle na tom, zda jsou ¢i nejsou obsazeny ligandem. Jedna se v tomto ptipadé
0 desenzitizaci heterologni nebo také ,,non-agonist-specifickou. Druhym typem fosforylace,
ke které¢ dochazi po aktivaci receptorti ligandy, je fosforylace fizena kindzami receptort
sprazenych s G-proteiny (GRKS), a ta souvisi s desenzitizaci homologni, ,,pro agonistu
specifickou® (Lemaire and Rockman, 2004; Lohse et al., 1996; Myslivecek and Trojan, 2003).
Ttetim procesem, ktery indukuje agonista navazdnim na receptor, je receptorova sekvestrace,
pfi niZ jsou receptory z bunééného povrchu piemistény do endozomi, kde jsou bud’
degradovany nebo defosforylovany a recyklovany zpét do bunécné membrany (Lohse et al.,

1996; Hausdorff et al., 1989).
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Hlavnimi spousté¢i internalizace a endocytozy receptori jsou GRKs a B-arrestiny.
Ugastni se iniciace dileZitého procesu recyklace receptort.

Dosud bylo klonovano 6 ¢lenit GRK rodiny (GRK1-GRK®6), které spolu sdili velkou
sekven¢ni podobnost. Jsou to serin/treoninové proteinkinazy, které sestavaji z 3 domén:
N-koncové, katalytické a C-koncové domény. Odlisnosti v jejich struktuie jsou patrné hlavné
v oblasti C-terminalni domény, tedy v oblasti, ktera slouzi k ukotveni GRK k membrang.
Od drozofily po savce maji vSechny domény GRK vysoce konzervované struktury, coz
naznacuje velmi dilezitou tlohu GRKs u mnoha druht (Inglese et al., 1993). Ke zjisténi
vyznamnosti GRKs v interakci GPCRs s [-arrestiny byl pouzit konjugat [-arrestinu
se zelenym fluorescencnim proteinem (Parr-GFP). Pomoci konfokalni mikroskopie bylo
sledovano, jak tento konjugat odpovida na ligandem zprostfedkovanou receptorovou aktivaci
a fosforylaci GRKs. Tyto experimenty prokazaly rozhodujici roli GRKSs v regulaci GPCRs
pomoci B-arrestinu (Barak et al., 1997).

B-Arrestiny jsou cytosolické multifunkéni adaptorové proteiny, které se netcastni
pouze desenzitizace GPCRs, ale interaguji sKklatriny a jejich adaptorovymi proteiny
a zpusobuji internalizaci GPCRs umisténim té€chto receptori do klatrinovych vackd.
Je zndmo, Ze heterotrimerni klatrinovy adaptorovy protein (AP-2) zprostiedkovava
internalizaci mnoha typt proteint plazmatické membrany. Laporte se spolupracovniky zjistili,
Ze by se tento adaptorovy protein mohl ucastnit také endocytézy GPCRS, nebot po vazbé
ligandu dochazi k asociaci 2-adaptinu, podjednotky AP-2, s B-arrestinem. Komplex GPCRs,
B-arrestinu a AP-2 pak spusti propojovani triskelionti a tvorbu vacku (Laporte et al., 1999).
Tato védecka skupina dale odhalila specificka mista v C-koncové doméné B-arrestinu, ktera
slouzi k interakci s AP-2 proteiny (Laporte et al., 2000).

Dal$im mechanismem, kterym B-arrestin iniciuje endocytézu GPCRs, je aktivace
malého GTP-vazebného proteinu, ADP-ribosyla¢niho faktoru 6 (ARF 6). V tomto ptipadé
B-arrestin slouZzi jako leSeni pro vazbu jednak vyménného faktoru guaninovych nukleotid
(GEF), tak i ARF 6 s navazanym GDP, ¢imz podporuje vyménu GDP za GTP na ARF 6,
atim 1 jeho aktivaci v blizkosti receptoru. Cely tento proces je vlastné pod kontrolou
receptoru, nebot’ pouze diky navazani agonisty na GPCRs dojde k aktivaci ARF 6 a jeho

disociaci od B-arrestinu a ke spusténi endocytického procesu (Claing et al., 2001).

Regulace na tirovni G-proteinii
Regulatory G-proteinové signalizace (RGS) patii do velké rodiny tvofené
pfinejmensim 25 proteiny, které se 1isi strukturou, zptisobem exprese i funkci. Sdili spolu

120 AA homologickou doménu (RGS doménu), pomoci niz urychluji spusténi
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GTPazové aktivity a podjednotky heterotrimernich G-proteini, ¢imZz negativné reguluji
signalizaci prostfednictvim GPCRs. Navic vétsina téchto proteinti funguje také jako efektory
G-proteinové signalizace, GPy scavengery nebo scaffolding proteiny pro signalizacni

komplexy (Wieland and Mittmann, 2003).

6.2.3 Opioidni receptory

V padesatych letech 20. stoleti, pozorovanim vztahli mezi strukturou a biologickou
aktivitou morfinu a dalSich pfirodnich ¢i syntetickych slou¢enin, které s morfinem sdilely
jeho analgeticky uc¢inek, byla navrzena existence opioidnich receptori (OR), s kterymi
tyto latky interaguji. Klonovanim a sekvenovanim proteini bylo zji§téno, Ze existuji
3 zakladni typy OR: p-, 8- a x-OR. Dalsi receptor, ORL-1 (opioid receptor like receptor),
jehoz endogennim ligandem je nociceptin/orfanin FQ, sdili podobnost s tfemi predchozimi
OR, ale na rozdil od nich se ucastni spiSe zvySeni vnimavosti K bolestivym podnétim
nez analgezie (Calo et al., 2000; Calo et al., 2002).

Trvalo témér 20 let, nez védci objevili endogenni opioidni peptidy, které tyto
receptory bézné aktivuji. V 70. letech byly objeveny enkefaliny a endorfiny, které¢ vykazovaly
pomérné nizkou selektivitu a ucinnost k u-OR, a nasledné i endomorfin-1 a endomorfin-2,
které naopak davaly piednost vazbé na u-OR (Horvath, 2000).

Vsechny typy OR patii mezi GPCRs. Distribuce p-, k- a 8-OR v ramci centralniho
nervového systému (CNS) byla objasnéna. V néekterych oblastech, naptiklad v zadnich
kotenech misnich, jsou exprimovany jak p-, tak k- i 8-OR. Naproti tomu V jinych oblastech
CNS, jako jsou talamicka jadra, je exprimovan pouze u-OR (Pleuvry, 2005).
Take v perifernich tkanich byla zjiSténa rozdilna distribuce OR. VSechny tii typy OR
byly Siroce exprimovany v tenkém i tlustém stievu, nadledvinach, ledvinach, plicich, slezing,
varlatech, vajecnicich a déloze. V zaludku byly detekovany pouze 8- a x-OR. V srdci byly
prevazné detekovany transkripty pro 6-OR, v mensi mife také pro k-OR. Pro u-OR nebyl
na srdci detekovan zadny signal (Ventura et al., 1992; Wittert et al., 1996). N¢které studie
ale dokazuji, ze i p-OR se na membranach myocytt nachdzeji, a to jak na sarkolemalnich

tak i intracelularnich membranach (Head et al., 2005).

6.2.4 Adrenergni receptory

V roce 1948 byly Ahlquistem klasifikovany adrenergni receptory (AR) do dvou
skupin: a-AR, jako receptory, které po aktivaci agonistou pisobily stimula¢né na krevni cévy,
dochazelo tedy ke kontrakci hladkého svalstva, a B-AR pro receptory, které mely po stimulaci

agonistou inhibi¢ni, dilataéni u¢inek na krevni cévy (Xiao et al., 1999b).
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V dnesni dobé je znamo 9 podtypt AR, které byly rozliSeny pomoci selektivnich
ligandt a diky pouziti technik klonovani do tii skupin - a;-AR, a2-AR a B-AR. Kazda skupina
je reprezentovana 3 c¢leny. Pro o;-AR jsou znamy podtypy oia-, oig- a o1p-AR,
a2-AR skupina zahrnuje opa-, o2s-, o2c-AR a skupina B-AR je tvofena Pi-, B2- a B3-AR
(Philipp and Hein, 2004). o;-Adrenergni receptory se Uc¢astni regulace krevniho tlaku.
Pusobi ptes Gog proteiny, aktivuji tedy enzym PLC, ktery hydrolyzuje membranovy
fosfoinositol-4,5-bifosfat, a tim generuje druhé posly diacylglycerol (DAG)
a inositol-(1,4,5)-trisfosfat (IP3) a spousti vapnikovou signalizaci. a,-AR maji nezastupitelnou
roli v mnoha fyziologickych procesech v ramci kardiovaskularniho a také centralniho
nervového systému. Plsobi pfes Go; proteiny, ¢imz inhibuji AC a Ucastni se kontrakce
hladkého svalstva. B1-AR je nejpocetnéjsim podtypem AR v srdci, predstavuje tam 75-80 %
celkového mnozstvi B-AR a ma velmi dilezitou roli v regulaci srdeéni kontraktility. V srdci
se nachazeji také B,-AR, ale vzhledem K jejich niz§imu poétu ve srovnani s B1-AR je jejich
vyznam za normalnich fyziologickych podminek pon¢kud mensi. Naproti tomu B3-AR hraji
mnohem vyznamnéj$i roli v tukové tkani nez v srdci (Lemaire and Rockman, 2004;
Rockman et al., 2002).

6.3 Adrenergni signalizace v myokardu

Existuje nékolik receptorovych systémt v srdci, které se podili na regulaci
kontraktility a srde¢ni frekvence. Jednu skupinu tvoii receptory, které pisobi ptes Gos protein
na AC (B-AR, serotoninové receptory, histaminergni receptory), dalsi signaliza¢ni kaskadu
spoustéji receptory sprahujici se S Ga; proteinem a ovliviiyjici AC (muskarinoveé
a adenosinové receptory) a V neposledni fadé signaliza¢ni drahy v srdci vedou pfes Gogia
podjednotky G-proteint a Fidi signalizaci pfes PLC a PKC (a3-AR, endotelinové receptory
a receptory pro angiotensin 1) (Brodde et al., 2006).

Stimulace adrenergnich receptorit katecholaminy (adrenalinem a noradrenalinem)
predstavuje  nejvyznamnéj$i  regulacni mechanismus kardiovaskularniho  systému
(Xiao et al., 1999b). Piestoze P1-AR i B2-AR odpovidaji v srde¢nich myocytech na stejné
stimuly - zprostiedkovavaji fyziologické odpovédi na hormon adrenalin (A, epinefrin)
a neurotransmiter noradrenalin (NA, norepinefrin) - jejich signaliza¢ni kaskady se zna¢né lisi.

Vsechny tfi typy PB-AR po navazani katecholamini plsobi v cilové tkani
ptes stimula¢ni G protein (Gas) na adenylylcyklazu (AC). To vede ktvorbé cyklického
adenosinmonofosfatu (CAMP), ktery aktivuje intracelularni proteinkinazu A (PKA). PKA pak
fosforyluje bunécné proteiny, vcetné kalciovych kanala typu L (Obr. 4). Diky tomu dochazi

k zvySenému vtoku kalciovych (Ca**) iontd do cytosolu a zvyené kontrakei.
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Adrenergni stimulace myocyti podporuje také diastolickou relaxaci, nebot’ navrat Ca*
z cytosolu do sarkoplasmatického retikula je regulovan fosforylovanym fosfolambanem
(PLB). Fosfolamban je membranovy protein sarkoplazmatického retikula, ktery ve své
nefosforylované podobé inhibuje  vychytadvani Ca?*  pomoci SERCA pumpy
(ATPaza endoplazmatického retikula svalovych buné€k). Je znamo, Ze navzdory vySSimu
poméru B1-AR ku B2-AR v lidském srdci, jsou B,-AR mnohem efektivngji funkéné sprazeny
s AC nez B1-AR. Stimulaci AC ptsobi oba dva typy AR pozitivni inotropni (zvySuje se sila
srde¢ni kontrakce a s ni 1 srdecni vydej) a pozitivni chronotropni (ovlivnéni srdecni frekvence,
jeji zvySeni) efekt (Brodde and Michel, 1999; Rohrer et al., 1996; Xiao et al., 1999a;
Xiao et al., 1999D).

Ca-ATPasa

CaMKII

Obr. 4: Signaliza¢ni drahy B-AR v srdci. G-proteiny a efektorové molekuly zapojené v B-AR
signalizaci v myokardu (upraveno podle ™).

Vysvétlivky: AC = adenylylcyklaza, b-ARR = p-arrestin, Tnl = troponin |,
PDE = fosfodiesteraza, PLB = fosfolamban, CaMKII = kalcium/kalmodulin dependentni
proteinkinaza II, Cn = Kalcineurin, RGS = regulatory G-proteinové signalizace,

RyR = ryanodinové receptory.
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Mimo to B2-AR mohou Vv srdci pasobit také pies a; podjednotku G-proteint. Stimulaci
B2-AR Vvizolovanych myocytech novorozenych mySi byl zpisoben pocateéni nartst
kontraktility nasledovan jejim poklesem. Kdyz se k takto reagujicim myocytim pfidal
pertusis toxin, ktery inaktivuje Gi/G, proteiny, tento negativni chronotropni ucinek
byl odstranén (Devic et al., 2001).

Zda bude B,-AR aktivovat Gos ¢i Go; signalizacni drahu s nejvétsi pravdépodobnosti
zalezi na agonistovi, ktery se na tento receptor navaze. Bylo zjisténo, Ze fenoterol stimuluje
predevsim Gas, zatimco po pusobeni terbutalinu, salbutamolu a zinterolu doslo k stimulaci
jak Gas, tak G signalizace (Xiao et al., 2003).

B-AR signalizace hraje velkou roli také v regulaci apoptézy myocytl. Bylo zjisténo,
ze stimulace B1-AR zvySuje apoptéozu kardiomyocytl prostiednictvim Gos, AC, PKA
a CAMP-dependentni signalizace, zatimco f2-AR inhibuje apoptézu spousténim drahy
ptes Go; podjednotku G-proteind. B2-AR mohou tedy diky své schopnosti aktivovat Gasi G
proteiny modulovat bunécnou smrt a bunééné prezivani. Zhu se spolupracovniky v roce 2001
odhalili signalizaci, ktera po aktivaci Go; proteinu vede pravé k bunéénému piezivani. Udastni
se ji GBy, PI3K a Akt (PKB), coz je dulezity enzym branici apoptoze (Zhu et al., 2001).
Aktivace Go; bud’to pomoci agonistii muskarinového receptoru nebo stimulaci B2-AR ma tedy
antiapoptoticky ucinek a mohla by byt vyuzita jako terapeuticky cil pti patofyziologiich srdce
(Communal et al., 1999).

B-AR se neli§i pouze signalizatnimi drdhami, které ovliviiuji, ale také svou
membranovou (subbunéénou) lokalizaci (Obr. 5). Je to dano odlisnou asociaci subtypt f-AR
s intracelularnimi signalizacnimi a scaffolding proteiny. Interakce mezi C-koncem f;-AR
a proteinem PSD-95 (protein postsynaptické density o 95 kDa, obsahujici PDZ motiv
(PSD-95/disc large/ZO-1 homologni doména)) je zodpovédna za to, Ze tento receptor ziistava
na povrchu membrany a spiahuje se pouze s G-proteiny z rodiny os (Xiang et al., 2002a).
Naproti tomu C-terminalni PDZ motiv B,-AR je potfebny pro aktivaci Na'/H" vyménného
regulacniho faktoru (NHERF) a pro recyklaci internalizovanych receptort na plasmatickou
membranu (Philipp and Hein, 2004). Navic, f-AR jsou v membrané pfitomny ve vysoké
koncentraci v kaveolach, na sfingolipidy a cholesterol bohatych oblastech plasmatické
membrany intracelularné lemované proteinem kaveolinem, zatimco B1-AR se nachazeji spiSe
v nekaveolarnich oblastech membrany (Xiang et al., 2002b). V kaveolach jsou funkéné
spojeny GPCRs, G-proteiny, efektorové kinazy a enzymy, coz svymi vyzkumy potvrdili
Ostrom se svymi spolupracovniky a Rybin skolegy na ptikladu B-AR a AC V/VI
(Ostrom et al., 2000; Rybin et al., 2000). V srde¢nich myocytech bylo dale popsano, ze f3-AR
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se také mohou funk¢né sprahovat jak s Gs tak s G proteiny, pficemz pfevazuje signalizace

pies inhibi¢ni G-protein (Devic et al., 2001).

rea k’uucz
endosom

CaMKli

i cAMPO
apoptoza mira kontrakce

Srdeéni mvocvt

Obr. 5: Membranova lokalizace podtypu B-AR a jejich signalizace v srde¢nim myocytu.
PSD-95, MAGI-2 a NHERF jsou proteiny, které obsahuji PDZ doménu, kterd reaguje
s C-koncem B-AR a tim ptfedurcuje zptisob jejich signalizace, rozloZeni na membrané i tlohu

v bunécné smrti (upraveno podle Philipp and Hein, 2004).

6.4 Morfin a jeho ptisobeni na GPCRs signalizaci

Morfin je alkaloid piirozené se vyskytujici v opiu. Nejen jeho blahodarné, ale také
nezadouci ucinky vyplyvaji z jeho plisobeni na opioidni receptory. Pfi jeho uzivani se rychle
vyviji tolerance a sni souvisejici navykovost. Morfin je Vv mediciné pouzivan
jako analgetikum nebo jako latka pro vyrobu dalSich opioidi. Dochazi vsak i k jeho
zneuzivani jako drogy.

Schopnost opioidii pusobit protektivné byla popsdna v fadé studii na nervovém
systému i v myokardu (Murphy et al., 2006). Bylo zjisténo, Ze morfin a ostatni agonisté OR
vyvolavaji své protektivni U€inky odliSnymi signalizaénimi drdhami, v zavislosti na délce
podavani. Akutni pisobeni morfinu aktivuje Ga; proteiny a inhibuje tak aktivitu AC a tim
snizuje intracelularni mnozstvi cAMP. Naproti tomu chronicky podavany morfin aktivuje
signalizaci zahrnujici PKA, B,-AR a Gas proteiny (Peart and Gross, 2006).

Kim se svymi spolupracovniky popsali, ze morfin mize chranit primarni astrocyty
od apoptozy zpusobené oxidem dusnatym (NO) a peroxynitritem signaliza¢ni drahou
zahrnujici G-proteiny a PI3K (Kim et al., 2001).

Murry se spolupracovniky vroce 1986 jako prvni popsali protektivni ucinek
ischemického preconditioningu, kdyZz experimentdlné ovéfili, ze kratkd obdobi ischemie

chrani myokard pfed naslednym trvalym ischemickym poskozenim (Murry et al., 1986).
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Studie Schultze a jeho kolegii potvrzuji, Ze opioidy také mohou chranit srdce
pred ischemickym  poSkozenim.  Zapojeni OR v ischemickém  preconditioningu
bylo experimentalné zjisténo pouzitim naloxonu, neselektivniho antagonisty OR,
ktery blokoval kardioprotekci navozenou kratkymi obdobimi ischemie. Kromé toho
tato vyzkumna skupina dale objasnila, Ze morfin, neselektivni agonista OR, muze
napodobovat kardioprotektivni ti€inek ischemického preconditioningu, ktery je antagonizovan
naloxonem. Vysledky jejich dalsi studie ukézaly, ze pfiiischemickém preconditioningu
a/nebo morfinem indukované kardioprotekci V potkanim myokardu jsou zapojeny 6-OR
(Schultz et al., 1997). Navic vyzkumnou skupinou vedenou Bellem bylo dokazano, Ze 3-OR
je exprimovan i v lidském srdci a jeho stimulace ma stejny kardioprotektivni ucinek
na ischemii (Bell et al., 2000).

V srde¢ni tkani jsou vSak exprimovany 6-OR dvou podtypu: 6;-OR a 6,-OR
stejné tak i p-OR a «-OR. Proto Schultz dale zkoumal, zda maji na ischemickém
preconditioningu podil oba podtypy 6-OR, ¢i pouze jeden znich. Pouzitim selektivnich
antagonistd jednotlivych receptorti doSel Schultz se spolupracovniky k zavéru, ze dulezitou
roli pfi kardioprotektivnim wé¢inku ischemického preconditioningu v myokardu potkana
hraje 8;-OR (Schultz et al., 1998).

Peart se spolupracovniky v roce 2010 provedli experiment, ktery prokazal, ze opioidni
preconditioning ochrafiuje pted ischemii, je zprostiedkovan plisobenim agonisti na 6-OR
a dale spousti signalizaci ptes PI3K nezavisle na PKA (Peart et al., 2011).

Jsou také znadmy kardioprotektivni UC€inky endogennich opioidi (Takasaki et al.,
1999).

Stejné tak jako preconditioning je svymi blahodarnymi ucinky na srdce znam
| postconditioning. Jako prvni prokdzal jeho zapojeni v kardioprotekci Zhao
se spolupracovniky v roce 2003, kdy po dlouhém obdobi ischemie nasledované kratkymi
opakovanymi pieruSenimi na pocatku reperfuze doSlo ke sniZeni poSkozeni myokardu,
které bylo srovnatelné s ti¢inkem preconditioningu (Zhao et al., 2003).

Zda se, ze morfinova  kardioprotekce  vyvoland  preconditioningem
nebo postconditioningem je zprostifedkovana odliSnymi signaliza¢nimi drahami. Jak jiz bylo
psano vySe, morfinovy preconditioning nastava prostfednictvim ovlivnéni 8-OR.
Naproti tomu morfinovy postconditioning je veden pfes k-OR a konecnym efektorem
je mito-Katp kanal (Chen et al., 2008).

Jsou zde urCité naznaky, ze opioidy mohou modulovat funkci B-AR v myokardu
(Kindman et al., 1991). Na zakladé toho, ze opioidni receptory se spiahuji s Go; proteiny
a B-AR s Gos proteiny se predpokladd, Ze pisobeni opioidnich peptidi by mohlo mit
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modula¢ni ucinek na B-AR signalizaci (Xiao et al., 1997). Bylo zjisténo, ze dlouhodobé
podavani vysokych déavek agonisti OR podstatné méni expresi vyznamného enzymu
signalizacni drahy GPCRs, adenylylcyklazy (AC) (Zhao et al., 2006). Fenomén
této tzv. supersenzitizace byl nedavno popsan u myokardialni AC (Skrabalova et al., 2012).

Dalsi studie potvrzuji funkéni propojeni B-AR systému a opioidniho systému v srdci
(Xiao et al., 1997). Béhem stimulace sympatiku dochazi na nervovych myokardialnich
zakoncenich K vylevu noradrenalinu spole¢né s opioidnimi peptidy. Tento mechanismus
pusobi modulacné na myocyty tim, ze inhibuje piilisSny vylev Ca**. Funkéni propojeni
téchto dvou signalizacnich systémii ma velky fyziologicky, ale i patofyziologicky vyznam
(Pepe et al.,, 2004). Po dlouhodobém pisobeni morfinu a nasledné abstinenci dochazi
ke zvyseni vylevu noradrenalinu v CNS (Fuentealba et al., 2000) i v myokardu potkana
(Rabadan et al., 1997; Rabadan et al., 1998).

21



7. Cile diplomové prace

I) studium exprese OR a vybranych proteinti B-adrenergni signalizace (3-OR a k-OR,
G-proteiny, Bi- a B2-AR, AC V/VI) v myokardu potkana po podani riznych davek morfinu
pomoci SDS-PAGE elektroforézy a imunoblotu

I) identifikace B;- a P-AR a B-arrestinu v membranovych mikrodoménach ve vzorcich

kontrol a pti podani 10 mg/kg morfinu pomoci SDS-PAGE elektroforézy a imunoblotu

I1l) stanoveni mnozstvi a afinity B-AR ve vzorcich postnuklearniho supernatantu pomoci
satura¢nich vazebnych experimentti a porovnani vazby B-AR V plazmatickych membranach
kontrolnich vzorkti myokardu a vzorkl plazmatickych membran ovlivnénych morfinem

za pomoci specifického radioligandu [*H] CGP 12177
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8. Material a metody

8.1 Laboratorni zvirata

K pokusu byli pouziti samci potkani kmene Wistar, kterym byly podavany rtzné
davky morfinu po rtizn¢ dlouhou dobu. Tabulka ¢. 1 ukazuje 5 skupin potkand pouzitych
v experimentu. Prvni skupinu tvofila zvifata kontrolni, kterym nebyl podavan morfin,
ale pouze fyziologicky roztok. Nasledujicim skupindm byly podavany nizs§i davky morfinu
(0,1 mg/kg a 1 mg/kg za den) po dobu 28 dnid a vyssi davky (10 mg/kg za den) po dobu
10 dnti. Po usmrceni byla zvifatim vyjmuta srdce a rozdélena na levou komoru, pravou

komoru a siné. K dalS$imu zpracovani byly pouzity pouze levé komory.

Tab. 1: Schema podavani morfinu a ziskany biologicky material

C MO,1 M1 M1R M10
Davka morfinu - 01mg/kg 1mg/kg 1mg/kg 10 mg/kg
Délka podavani morfinu/+ nasledna
abstinence (dny) - 28/0 28/0 2817 10/0
Hmotnost LV (g) 6,98 7,40 7,68 8,00 6,50
Pocet LV 13 14 14 14 19

C = kontrolni skupina, M = skupiny, kterym byl podavan morfin, M1R = skupina po vysazeni
morfinu po podani posledni davky (abstinence 1 tyden), LV = levé komory

8.2 Homogenizace a frakcionace myokardu

8.2.1 Roztoky
Tab. 2: Roztoky pouzité pii homogenizaci tkané

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

Homogeniza¢ni pufr TMES 20 mM Tris (pH 7,4)
3 mM MgCl,
1 mM EDTA

250 mM sachar6za

18% Percoll
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8.2.2 Pracovni postup

Tkan levych komor byla nastithdna a nafedéna v homogenizacnim pufru TMES
(1 g nastiihané tkan¢ + 4 ml pufru). Aby nedoslo k rozstépeni proteinti v prubéhu
homogenizace, byl k homogenatu pfidan inhibitor proteaz Complete Protease Inhibitor
Cocktail (Roche). Takto zpracovana tkan byla homogenizovana piistrojem Ultra-Turrax
po dobu 15 sekund a nasledné pomoci sklo-teflonového homogenizatoru (10x posun pistu
nahoru a dol). Vznikla smés byla centrifugovana na centrifuze (Hettich Universal R30)
po dobu 10 minut pii 4°C rychlosti 2 100 rpm (600 X g). Supernatant byl odebran a pelet byl
opét resuspendovan v pufru TMES arehomogenizovan Ultra-Turraxem a sklo-teflonovym
homogenizatorem. Homogenat byl opét sto¢en rychlosti 2 100 rpm (600 x g), pfi4°C,
po dobu 10 min. Supernatant byl odebran a spojen s pifedchozim, ¢ast této suspenze byla
rozpipetovana (postnuklearni supernatant), ¢ast ponechdna na stanoveni obsahu proteini,
Castbyla pouzita dale vpokusu pro izolaci membranovych mikrodomén a 3 ml
postnuklearniho supernatantu (PNS) byly navrstveny na percollovy gradient pro oddéleni
plazmatickych membran a mitochondrii.

Gradientova centrifugace probihala po dobu 15 minut pti 26 000 rpm (60 000 x Q)
s pouzitim rotoru Ti50.2 v centrifuze Beckman-Coulter. Nasledné byly postupné odebrany
vrstvy cytosolu (CYT), plazmatickych membran (PM) a mitochondrii (MITO). PM a MITO
byly nafedény pufrem TME a centrifugovany po dobu 1 hodiny pti 40 000 rpm (150 000 x g).
Po stoceni byl odsat supernatant jak ze vzorku MITO, tak PM a pelet byl resuspendovan opé&t
vpufru TME. Takto pfipravené vzorky byly rozpipetovany a byl odebran alikvot
pro stanoveni proteinit. CYT byl centrifugovan pii 300 000 x g¢/60 min v centrifuze
Beckman-Coulter a supernatant byl rozpipetovan do eppendorfek, vcetné alikvotu
pro stanoveni proteinll ve vzorcich.

Pelet vznikly po oddéleni PNS byl déle resuspendovan v pufru TME a sonikovan
ve zkumavce umisténé na ledu ultrazvukem (2x 10 sekund). VSechny vzniklé vzorky byly
zamrazeny Vv tekutém dusiku a ulozeny pfti -80°C v mrazaku.

K izolaci membranovych mikrodomén z frakce PNS byly pouzity 4 rGzné
solubiliza¢ni roztoky: Triton X-100 (Tx), CHAPS, cholat sodny (CHOL) a uhlicitan
sodny (U). Ke kazdé frakci PNS o objemu 2,5 ml byl pfidan jeden z téchto roztokt o vysledné
1% koncentraci v poméru 1:1. Nasledn¢ byly smési inkubovany na ledu po dobu 1 hodiny
apoté centrifugovany centrifugou (Beckman-Coulter) pii 128 000 x g po dobu 1 hodiny
pii 4°C za ucelem oddéleni solubilizovanych proteind a detergent-rezistentnich lipidovych
domén. Vznikly supernatant byl odebran v alikvotech, zamrazen tekutym dusikem a ulozen

pti -80°C v mrazéku. Peleta byla dale resuspendovana v1 ml TME a homogenizovana
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sklo-teflonovym homogenizatorem pii 1200 rpm (10X pohyb pistu nahoru/dolt)

a alikvotovana pro néslednou analyzu.

8.3 Stanoveni proteini — BCA metoda

Celkové mnozstvi proteinii ve vzorcich pfipravenych homogenizaci a frakcionaci

levych komor bylo stanoveno kolorimetrickou metodou BCA (bicinchoninic acid assay).

8.3.1 Roztoky
Tab. 3: Roztoky pouzité ke kvantifikaci proteind

Cinidlo A 8 g monohydratu uhli¢itanu sodného
1,6 g vinanu sodného
doplnit do 100 ml H,O
upravit na pH 11,25

CinidloB 4 g BCA (bicinchoninova kyselina)
doplnit do 100 ml H,O

CinidloC 0,4 g pentahydratu siranu méd’natého
doplnit do 10 ml H,O

Pracovni roztok: 1 dil ¢inidla C, 25 dila ¢inidla B, 26 dili Cinidla A

8.3.2 Pracovni postup

Do mikrotitracni desticky byly podle nasledujici tabulky (Tab. 4) napipetovany

standardy (BSA) a vzorky. Vzorky byly pfedem nafedény destilovanou vodou v poméru 1:99

a po 100 pl pipetovany v triplikatech do jamek mikrotitra¢ni desti¢ky. Poté bylo do kazdé

jamky ptiddno 100 pl pracovniho roztoku a mikrotitra¢ni desticka byla inkubovana 30 minut

pii 60°C. Vzorky byly spektrofotometricky zméteny pomoci pfistroje Synergy HT pii vinové

délce 562 nm a vyhodnoceny programem Gen 5.

Tab. 4: Redici fada pro standardy - vytvoreni kalibraéni kiivky

Standardy BL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
BSA(0,l pg/ul) . - 2 5 10 15 25 40 60 100 - - - -
BSA(lpg/ul) W - - - - - - - - - 15 20 30 50
H,0 ul 100 98 95 90 85 75 60 40 - 85 80 70 50

BL = blank, BSA = bovinni serumalbumin
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8.4 SDS-PAGE elektroforéza
Vzorky postnuklearniho supernatantu byly dale pouzity k pokusu. Pro rozdéleni
proteinti byly pfipraveny ve vétsin¢ piipadi standardni SDS-polyakrylamidové gely.

Pro rozd¢leni Giyo-proteini byly pouzity 12% gely v pfitomnosti mocoviny.

8.4.1 Roztoky
Tab. 5: Roztoky pro standardni SDS-PAGE elektroforézu
30% akrylamid - 0,8% N,N"-methylenbisakrylamid 30 g akrylamidu

0,8 g N,N"-methylenbisakrylamidu
doplnit do 100 ml H,O

Buffer 1 (pH 8,8) 18,17 g Tris-HCI

doplnit do 100 ml H,O
Buffer 2 (pH 6,8) 6,05 g Tris-HCI

doplnit do 100 ml H,O
Running Buffer, 10x koncentrovany 30,3 g Tris-HCI
(promyvaci pufr) 141,1 g glycinu

10 g SDS

doplnit do 1 000 ml H,O
Laemmliho pufr 4x koncentrovany 2,4 ml 1M Tris-HCI (pH 6,8)
(sample loading buffer) 1 ml glycerolu

0,8 g SDS (dodecylsulfat sodny)
0,8 g DTT (dithiothreitol)
1 mg bromfenolové modfi

doplnit do 10 ml H,O
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Tab. 6: Roztoky pouzité pro ureovou SDS-PAGE elektroforézu

9M urea 270,27 g urea
doplnit do 500 ml H,O

30% akrylamid - 0,15% N,N"-methylenbisakrylamid - urea 30 g akrylamidu
0,15 g N,N"-methylenbisakrylamidu
66,7 ml 9M urea
doplnit do 100 ml H,O

Buffer 1 (pH 8,8) - urea 18,17 g Tris-HCI
66,7 ml 9M urea
doplnit do 100 ml H,O

Sample loading buffer - urea, 2x koncentrovany 500 pl 1M Tris-HCI (pH 6,8)
3 g urea
500 mg SDS
600 mg DTT
1 mg bromfenolové modii

doplnit do 10 ml H,O

8.4.2 Pracovni postup

Vzorky PNS byly nejprve nafedény vzorkovym pufrem na kone¢nou koncentraci
2 ug/ul. Nasledn¢ byly povateny po dobu 3 minuty pfi 95 °C. Byly pfipraveny
SDS-polyakrylamidové d¢lici gely podle tabulek ¢. 7 a ¢ 8 a poté zaostfovaci gel
podle tabulky ¢. 9.

Tab. 7: Slozeni 10% déliciho SDS-polyakrylamidového gelu
8 ml H,O
5ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) - buffer 1
6,7 ml 30% akrylamidu s 0,8% N,N’-methylen bisakrylamidem
200 pl 10% SDS
8 ul TEMED
90 ul 10% APS
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Tab. 8: Slozeni 12% ureového gelu
6,8 ml 6M urea
5 ml buffer 1 - urea
8 ml 30% Ac - Bis - urea
200 pl 10% SDS
34,5 ul 10% APS
2,3 Wl TEMED

Tab. 9: Slozeni 4% zaostfovaciho gelu
6 ml H,O
2,5ml 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) - buffer 2
1,3 ml 30% akrylamidu s 0,8% N,N"-methylen bisakrylamidem
100 pl 10% SDS
8 ul TEMED
90 pl 10% APS

Elektroforéza probihala pii konstantnim napéti 200 V pfiblizn¢ po dobu 1 hodiny.

Dale byly proteiny pieneseny z geld na nitrocelulosovou membranu v blotovacim pufru.
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8.5 Western blotting a imunodetekce

8.5.1 Roztoky
Tab. 10: Roztoky potiebné na Western blotting a imunodetekci
TBS Buffer (pH 8), 10x koncentrovany 21,03 g NaCl
2,99 Tris
doplnit do 240 ml H,O
TGM Buffer (blotovaci pufr) 15 g Tris
72 g glycinu

1 000 ml methanolu

doplnit do 5 000 ml H,O
Blocking buffer (blokovaci pufr) 2,5 g mléka

50 ml TBS pufru

50 pl Tween 20

Diluting buffer (tedici pufr) 0,5 g mléka
50 ml TBS pufru
50 pl Tween 20
Washing buffer (oplachovaci pufr) 100 ml TBS pufru
900 ml H,0O
3 ml Tween 20

8.5.2 Pracovni postup

Gel po provedeném elektroforetickém  rozdéleni proteini byl pfilozen
na nitrocelul6zovou membranu a pomoci blotovaciho zafizeni byly proteiny pieneseny
pusobenim elektrického proudu na tuto membranu. Western blotting probihal po dobu
1 hodiny pfi konstantnim napéti 100 V. Poté byla membrana vyjmuta z blotovaciho zafizeni,
oplachnuta kratce vodou a 1 hodinu inkubovana v blokovacim pufru na tfepacce
pfi laboratorni teploté. Po blokovani byla membrana pienesena do zfedéného roztoku
primarni protilatky (Tab. 11) viedicim pufru a inkubovana do druhého dne pii4°C
na ttepacce. Druhy den byla membrana dikladné proplachnuta vodou a 3x 10 minut byla
promyvana oplachovacim pufrem. Nasledné byla membréna inkubovéana V sekundéarnich
protilatkach znacenych kienovou peroxidazou nafedénych v fedicim pufru po dobu 1 hodiny
pii laboratorni teploté. Poté byla membrana opét dikladné promyta vodou a promyvana

oplachovacim pufrem 3x 10 minut. Po promyti oplachovacim pufrem byla membrana
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inkubovana 1 minutu se substratovym roztokem pro kienovou peroxidazu (Pierce Super

Signal). Nakonec byla membréana exponovana na film a vyvolana.

Tab. 11: Seznam protilatek uzitych pro imunoblot

primarni katalogové sekundarni
protilatka Cislo redéni protilatka redéni
k-OR sc-9112 1 000x Anti-R 40 000x
d-OR sc-9111 1 000x Anti-R 40 000x
B1-AR Sc-568 3 000x Anti-R 40 000x
B2-AR Sc-569 2 000x Anti-R 40 000x
AC VIVI sc-590 1 000x Anti-R 40 000x
GB sc-378 10 000x Anti-R 40 000x
Gais - 3 000x Anti-R 40 000x
Gai1z - 5 000x Anti-R 40 000x
Gog11 - 3 000x Anti-R 40 000x
B-arrestin 1/2 sc-28869 3 000x Anti-R 40 000x

sc = Santa Cruz Biotechnology, Anti-R = sekundarni protilatky proti krali¢im proteinim
(anti-rabbit 1gG Horseradish Peroxidase-linked (GE Healthcare UK))

8.6 Analyza dat

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

poslouzily jednorozmérnd ANOVA a t-test.
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8.7 Vazebné pokusy
Ve vazebnych pokusech byly pouzity vzorky plazmatickych membran (PM)

nebo postnuklearniho supernatantu (PNS).

8.7.1 Roztoky
Tab. 12: Roztoky pro vazebné pokusy
Inkubaéni médium (pH 7,4) 50mM Tris-HCI

10mM MgCl, x 6 H,0

ImM kyselina askorbova

doplnitdo 1 1 H,O
Promyvaci pufr (pH 7,4) 50mM Tris-HCI

10mM MgCl, x 6 H,0

doplnitdo 51 H,0O

Specificka aktivita radioligandu: 66 600 dpm

8.7.2 Pracovni postup

Pro stanoveni poctu receptort a jejich afinity byly ve vazebnych pokusech pouzity
vzorky PNS a plazmatickych membran, které jsou bohaté na receptory. Byly provedeny
tfi druhy pokusil, a to saturani pokusy, zavislost vazby radioligandu na mnoZstvi tkané

a jednobodové stanoveni.

Saturaéni pokusy

Satura¢nimi vazebnymi pokusy byla zmétena specifickd vazba receptoru ve vzorcich
PNS pii 6 riiznych koncentracich radioligandu. Koncentrace radioligandu byly vytvofeny
poloviénim fedénim Vv inkuba¢nim médiu a byly nasledujici: 4 nM, 2 nM, 1 nM, 0,5 nM,
0,25nM a 0,125 nM. Jako radioligand byl pouzit [*H]CGP 12177, coZ je neselektivni
antagonista B-AR. Pokus byl provadén v triplikatech. Zkumavky s celkovou vazbou
obsahovaly 300 pl inkuba¢niho média, 100 pl radioligandu a 100 pl tkan¢ nafedéné tak,
aby koncentrace ve 100 pl inkubacniho média cinila 200 pg proteini. Do zkumavek
pro méfeni nespecifické vazby bylo v duplikatech pipetovdno 200 pl inkubac¢niho média,
100 pl radioligandu, 100 pl tkané¢ a 100 pl 1mM L-propranololu. Poté byly zkumavky
inkubovany pii teplot¢ 37°C po dobu 1 hodiny ve vodni lazni pro dosazeni rovnovazného

stavu specifické vazby radioligandu. Reakce byla ukoncena filtraci obsahu zkumavek
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ptes GF/C filtry, které byly piedtim inkubovany v 0,3% roztoku polyethyleneiminu.
Filtry se zadrzenou radioaktivitou byly zality 4 ml scintilaéniho roztoku RotiZcint

a provedeno méteni kapalnou scintilaéni spektrometrii na scintilaénim pocitac¢i (Packard).

Zavislost vazby radioligandu na mnozstvi tkané

Aby bylo vybrano nejlepsi fedéni tkané¢ pro jednobodové stanoveni, byla zmétena
zavislost vazby radioligandu na mnozstvi tkdné ve vzorcich plazmatickych membran. Tkan
byla nafedéna tak, aby v davce bylo 100 pg proteinu ve 100 ul inkuba¢niho média. Tabulka
¢. 13 ukazuje schéma, podle kterého byly jednotlivé objemy pipetovany do zkumavek.
V tomto pokusu byl pouzit 10 uM L-propranolol a izotop o koncentraci 2 nM. Dalsi postup

byl shodny s protokolem satura¢nich pokust.

Tab. 13: Davkovaci schéma

tkan inkubaéni L-propranolol

(ug na zkumavku) izotop (ul)  médium (ul) (ul)
celkové vazba 50 100 350 -
nespecificka vazba 50 100 250 100
celkova vazba 75 100 325 -
nespecificka vazba 75 100 225 100
celkova vazba 100 100 300 -
nespecificka vazba 100 100 200 100
celkové vazba 150 100 250 -
nespecificka vazba 150 100 150 100

Jednobodové stanoveni

Jednobodové stanoveni slouzi ke stanoveni mnozstvi vdzané¢ho radioligandu v jedné
jeho koncentraci.

Pro jednobodové stanoveni byly opét pouzity vzorky PM, které byly natfedény
na koncentraci 100 pg/100 pl, dale 10 uM L-propranolol, 2 nM koncentrace
izotopu [*H]JCGP 12177 a inkubatni médium. Jednotlivé celkové a nespecifické vazby
pro vSechny vzorky PM byly pipetovany v tripletech podle tabulky ¢. 14. Zkumavky byly
opét poté inkubovany pii 37°C a jejich obsah prefiltrovan pies GF/C filtry.

Pokus byl zopakovan 4x, naméfena radioaktivita byla vyhodnocena v programu

Microsoft Excel a GraphPad Prism 6.
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Tab. 14: Davkovaci schéma

tkan izotop inkuba¢ni  L-propranolol
(1g na zkumavku) (ul) médium (ul) (ul)
celkové vazba 100 100 300 -
nespecifickd vazba 100 100 200 100
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9. Vysledky

9.1 Studium exprese GPCRs, G-proteini a AC V/VI vmyokardu potkana
pomoci SDS-PAGE a Western blottingu

) Pomoci metod SDS-PAGE a Western blottingu byla studovana exprese
nasledujicich GPCRs a G-proteinii V myokardu potkana po podani riznych davek morfinu:
k-OR, 6-OR, B1-AR, B2-AR, GB, Gaiiz, Gaiz, Goga1.

Exprese k-OR a 0-OR

V srde¢ni tkani se podafilo pomoci SDS-PAGE elektroforézy a Western blottingu
detekovat jak k-OR (Graf 1), tak 8-OR (Graf 2). Zadny ze zkoumanych receptort
nevykazoval statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) v expresi v myokardech potkant

ovlivnénych niz§imi ¢i vy$§imi davkami morfinu v porovnani s kontrolni skupinou.
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Graf 1: Imunoblot a grafické znazornéni exprese k-OR. Vyhodnoceni exprese k-OR
po podani riznych davek morfinu vztazenych ke kontrolni skupiné. Statisticka vyznamnost
byla zamitnuta na hladin€ p < 0,05. Procenta na ose y udéavaji relativni Groven exprese k-OR
v morfinovych vzorcich oproti kontrole (C).
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Graf 2: Imunoblot a grafické znazornéni exprese 8-OR. Vyhodnoceni exprese 6-OR
po podani nizkych (0,1 mg/kg nebo 1 mg/kg za den) a vysokych (10 mg/kg za den) davek
morfinu vztazenych ke kontrolni skuping. Statistickd vyznamnost byla zamitnuta na hladiné
p < 0,05. Procenta na ose y udavaji relativni troven exprese 6-OR v morfinovych vzorcich

oproti kontrole (C).
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Exprese 1-AR a f>-AR

Ve zpracovanych vzorcich ze srdci potkant ovlivnénych nizkymi (0,1 mg/kg
nebo 1 mg/kg za den) a vysokymi (10 mg/kg za den) davkami morfinu u kontrolnich zvirat
byla detekovana exprese Pi- a P-AR. V piipadé B;-AR (Graf 3) nebyla zjisténa zadna
signifikantni zména v expresi tohoto receptoru Vv zadném z analyzovanych vzorkd,
naproti tomu exprese B,-AR (Graf 4) byla po podani davky morfinu 10 mg/kg/den

vyhodnocena jako statisticky snizena na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

48 kDa
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Graf 3: Imunoblot a grafické znazornéni exprese PBi1-AR. Procentudlni vyhodnoceni
exprese B1-AR pro ¢tyfi rizné davky morfinu vztazené ke kontrolni skuping. Vyhodnocenim
bylo zjisténo, Ze zadna z pouzitych davek morfinu nevyvolava ve vztahu ke kontrolni skupiné
zadnou statisticky vyznamnou zménu v expresi 1-AR na hladiné p < 0,05. Procenta na ose y

udavaji relativni tiroven exprese 1-AR v morfinovych vzorcich oproti kontrole (C).
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Graf 4: Imunoblot a grafické znazornéni exprese P,-AR. Vyhodnocenim exprese B,-AR
u kontrolni skupiny a u skupin ovlivnénych morfinem bylo zjisténo, ze davka 10 mg/kg
morfinu podavanych po dobu 10 dni signifikantné snizila expresi tohoto receptoru oproti
kontrolni skuping. Ostatni analyzované morfinové davky nevyvolaly statisticky vyznamnou
zménu v expresi tohoto proteinu. Statisticka vyznamnost byla hodnocena na hlading p < 0,05.
Procenta na ose y udavaji relativni Uroven exprese B2-AR v morfinovych vzorcich

oproti kontrole (C).
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Exprese vybranych G-proteinii

Dalsi molekuly, kter¢ byly vramci B-AR a OR signalizace studovany, jsou
G-proteiny. Exprese Gos proteinu se bohuzel nezdafila, nejspiSe v disledku velké
nespecificnosti komercnich protilatek. Naproti tomu, V naSich vzorcich byla detekovana
exprese proteinti GB (Graf 5), Gag11 (Graf 8) a dvou inhibi¢nich G-proteinti: Gaiy, (Graf 6)
a Goyz (Graf 7).
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Graf 5: Imunoblot a grafické znazornéni exprese G podjednotky G-proteind. Vztazenim
kazdé z morfinovych skupin ke kontrolni skupiné bylo vyhodnoceno, Ze exprese
Gp podjednotky nebyla v ramci Zadné z morfinovych skupin v porovnani s kontrolou nijak
vyrazn¢ zménéna. Statistickd vyznamnost byla zamitnuta na hladiné p < 0,05. Procenta

na ose y udavaji relativni Groven exprese G v morfinovych vzorcich oproti kontrole (C).
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Graf 6: Imunoblot a grafické znazornéni exprese Gajy, podjednotky G-proteint. Gojy | Gaiz
podjednotky maji shodnou molekularni hmotnost. Z toho divodu byly pro rozdéleni téchto
dvou proteinii pouzity ureové gely, které umoznily jejich samostatnou detekci. Pri
vyhodnoceni byla exprese obou proteini pro jednoduchost hodnocena spole¢né. Z grafu
by se dalo vy¢ist, ze ve vzorcich ze tii poslednich morfinovych skupin byla mirné zvysena
hladina téchto proteint, statistickym testem nebylo vSak toto zvySeni vyhodnoceno
jako signifikantni na hladiné p < 0,05. Procenta na ose y udavaji relativni troven exprese

Gaiz2 v morfinovych vzorcich oproti kontrole (C).
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Graf 7: Imunoblot a grafické znazornéni exprese Gajz podjednotky G-proteinti. Na rozdil
od podjednotky Gaiip, V piipadé Gaiz podjednotky doslo k signifikantnimu zvyseni v expresi
tohoto proteinu v ramci vSech morfinem ovlivnénych skupin. Statisticka vyznamnost byla
hodnocena na hladin¢ p < 0,05. Procenta na ose y udavaji relativni Groven exprese Gois

v morfinovych vzorcich oproti kontrole (C).
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Graf 8: Imunoblot a grafické znazornéni exprese Gog1 podjednotky G-proteinti. V piipadé
tohoto proteinu bylo oproti kontrolnim vzorkiim patrné mirné zvyseni exprese v jednotlivych
morfinovych skupinach. Tyto zmény vSak nebyly statisticky vyznamné na hladiné p < 0,05
z diivodu velkych odchylek od priméru. Procenta na ose y udéavaji relativni Groven exprese

Gog1 v morfinovych vzorcich oproti kontrole (C).
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I1) Studium exprese AC V/VI v myokardu potkana po podani nizsich a vyssich davek
morfinu metodami SDS-PAGE a Western blotting.

Exprese AC V/VI

Metodou imunoblotu byl zkouman jeden zustiednich enzymt G-proteinové
signalizace, AC. AC V a VI jsou nejbézngjsi podtypy tohoto enzymu v srdci. AC V/VI
(Graf 9) byla detekovana ve vzorcich kontrolnich potkand i morfinem ovlivnénych potkanti
a pii nejvyssi davee morfinu (10 mg/kg za den, 10 dni) doslo k signifikantni zméné v expresi

tohoto enzymu.
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Graf 9: Imunoblot a grafické znazornéni exprese AC V/VI. V porovnani oproti kontrolnim
vzorkiim vykazoval tento enzym zvySenou expresi po podani jak nizsich (0,1 mg/kg nebo
1 mg/kg za den), tak vyssich (10 mg/kg za den) davek morfinu. Ale pouze v piipadé davky
10 mg/kg byla zména v expresi AC V/VI vyhodnocena jako signifikantné zvysena. Statisticka
vyznamnost byla hodnocena na hladiné p < 0,05. Procenta na ose y udéavaji relativni uroven

exprese AC V/VI v morfinovych vzorcich oproti kontrole (C).
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9.2 Studium exprese Bi- a P,-AR a p-arrestinu v membranovych mikrodoménach
v kontrolnich vzorcich myokardu potkana a ve vzorcich po podani vysokych davek

morfinu (10 mg/kg za den) pomoci SDS-PAGE a Western blottingu

I) Imunobloty (a, b) a grafické znazornéni (Graf 10) exprese B;-AR v membranovych
mikrodoménach (P) a frakci solubilizovanych proteinti (S) u vzorkt ziskanych z kontrolnich
potkanti (&) a potkant po podani davky morfinu 10 mg/kg/den (b). Po podani morfinu v davce
10 mg/kg za den nedochazelo k signifikantnim zménam v distribuci tohoto receptoru v ramci
membrany po pouziti nami vybranych detergentd. p;-AR byl lokalizovan jak

v detergent-rezistentnich lipidovych doménach, tak ve frakci solubilizovanych proteint.

(@) C B1-AR
48 kDa s
S P S P S P S P &
[ | | i | | |
Tx CHAPS CHOL U
(b) M10 B-AR
48 kDa e
| S P o S P | S P | S P | C
Tx CHAPS CHOL U

Tx = Triton X-100, CHOL = cholat sodny, U = uhli¢itan sodny, S = solubilizované proteiny,

P = detergent-rezistentni lipidové domény, C = kontrolni vzorek PNS mozku.
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Graf 10: Grafické znazornéni exprese f1-AR v membranovych mikrodoménach u kontrolnich
(C) a morfinem (M10 = 10 mg/kg/den) ovlivnénych zvifat po pouziti ¢tyt riznych detergentd.
Na ose y je zndzornéna relativni uroven exprese [1-AR vyjadiend pomérem
imunochemického signalu  detergent-rezistentnich  lipidovych domén (P, pelet)
a solubilizovanych proteini (S, supernatant). Statisticka vyznamnost byla zamitnuta

na hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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I1) Imunaobloty (a, b) a grafické znazornéni (Graf 11) exprese B,-AR v membranovych
mikrodoménach (P) a frakci solubilizovanych proteinti (S) u vzorkt ziskanych z kontrolnich
potkant (a) a potkanil po podani davky morfinu 10 mg/kg/den (b). Po podani morfinu v davce
10 mg/kg za den dochazelo ve vsech vzorcich ke zvyseni signalu tohoto receptoru. Pii pouziti
detergentu Triton X-100 a CHAPS se mnozstvi f,-AR v morfinem ovlivnénych vzorcich
zvysilo statisticky vyznamné. Také dochazelo ke zménam v distribuci tohoto receptoru
vV ramci bunééné membrany. Po pouziti detergenti CHAPS, CHOL a U byl B,-AR ptitomen
vyhradné v detergent-rezistentnich lipidovych doménach a to jak ve vzorcich kontrolnich,

tak morfinovych.

(@) C B-AR

48 kDa

(b) M10 Bo-AR

T — - - -

IS PIIS PIIS PIIS PIC

Tx CHAPS CHOL U

Tx = Triton X-100, CHOL = kyselina cholova, U = uhli¢itan sodny, S = solubilizované

proteiny, P = detergent-rezistentni lipidové domény, C = kontrolni vzorek PNS mozku.
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Graf 11: Grafické znazornéni exprese P-AR v membranovych mikrodoménach u kontrolnich
(C) a morfinem (M10 = 10 mg/kg/den) ovlivnénych zvitat po pouZiti ctyt riznych detergenti.
Na ose y je =zndzornéna relativni tUroven exprese [2-AR vyjadfena pomérem
imunochemického signalu  detergent-rezistentnich  lipidovych domén (P, pelet)
a solubilizovanych proteint (S, supernatant). Statisticka vyznamnost byla méfena na hlading

p < 0,05.
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[11) Imunobloty (a, b) a grafické znazornéni (Graf 12) exprese [-arrestinu
vV membranovych mikrodoménach (P) a frakci solubilizovanych proteini (S) u vzorkd
ziskanych z kontrolnich potkant (a) a potkanti po podani davky morfinu 10 mg/kg/den (b).
Po podani morfinu v davce 10 mg/kg za den nedochdzelo k signifikantnim zménam
v distribuci tohoto receptoru v ramci membrany po pouziti nami vybranych detergentt.
B-arrestin byl lokalizovan jak v detergent-rezistentnich lipidovych doménach, tak ve frakci

solubilizovanych proteint.

(@) C p-arrestin 1/2
S55kDa me—
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Tx = Triton X-100, CHOL = kyselina cholova, U = uhli¢itan sodny, S = solubilizované

proteiny, P = detergent-rezistentni lipidové domény, C = kontrolni vzorek PNS mozku.
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Graf 12: Grafické znazornéni exprese [-arrestinu v membranovych mikrodoménach
U kontrolnich (C) a morfinem (M10 = 10 mg/kg/den) ovlivnénych zvifat po pouziti
Ctyf riznych detergentd. Na ose y je znazornéna relativni Groven exprese [-arrestinu
vyjadiena pomérem imunochemického signalu detergent-rezistentnich lipidovych domén
(P, pelet) a solubilizovanych proteinti (S, supernatant). Statisticka vyznamnost byla zamitnuta

na hladiné€ p <0,05.

48



9.3 Stanoveni mnoZstvi a afinity f-AR ve vzorcich postnuklearniho supernatantu (PNS)
a porovnani vazby B-AR Vv plazmatickych membranach kontrolnich vzorkda myokardu
avzorki plazmatickych membran ovlivnénych morfinem za pomoci specifického

radioligandu [*'H]CGP 12177

Jako citlivéj$i metoda nez imunoblot byly pro zjisténi distribuce B-AR pouzity
saturaéni vazebné experimenty. Byla zkouména zavislost vazby radioligandu [*H]CGP 12177
na mnozstvi proteinii (receptorti) ve vzorku, neboli na mnozstvi vazebnych mist (Bmax),
a jejich afinité (Kg).

Saturacnimi vazebnymi experimenty bylo ve vzorcich PNS u kontrolni skupiny
potkani mé&feno mnoZstvi specificky vazaného radioligandu [*H]CGP 12177 v zavislosti
na jeho rostouci koncentraci (Grafy 13 a 14). Graf 15 zobrazuje zavislost vazby radioligandu

[3H]CGP 12177 na mnozstvi tkané€ ve vzorcich PM kontrolnich potkanti.
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Graf 13: Vazebna kiivka znazornujici celkovou, specifickou a nespecifickou vazbu
[*H]CGP 12177 ve vzorcich PNS kontrolnich skupin potkantl. Vyhodnoceni experimentu
bylo provedeno vprogramu Microsoft Excel, graf byl vytvofen v programu
GraphPad Prism 6. Specifickd vazba odpovida rozdilu primérnych hodnot vazby celkové
anespecifické. Na ose x je zndzornéna nanomolarni koncentrace ligandu [*H]CGP 12177
anaose y celkova, specifické a nespecifickd vazba ligandu [*H]CGP 12177 v po&tech pfemén
za minutu (dpm).
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Graf 14: Saturaéni vazebna kiivka znazoriwjici specifickou vazbu [*H]CGP 12177
ve vzorcich PNS u kontrolnich potkant (C). Parametry Bnax a Kg, které urcuji mnozstvi
a afinitu B-AR ve vzorku za pomoci specifického radioligandu, byly hodnoceny nelineédrni

regresi pomoci programu GraphPad Prism 6.
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Graf 15: Grafické znazorndni zavislosti vazby radioligandu [*H]CGP 12177 na mnozstvi
tkan¢ v kontrolnich ~ vzorcich PM. Vyhodnoceni bylo provedeno v programu
GraphPad Prism 6. Z naméfenych hodnot bylo pro dalsi experimenty vyhodnoceno
jako vhodné fedéni tkané 100 pg/100 pl.



Porovnani vazby B-AR v plazmatickych membranach kontrolnich vzorkia myokardu
avzorki plazmatickych membran ovlivnénych morfinem za pomoci specifického

radioligandu [°H]CGP 12177

Graf 16 znazoriuje porovnani exprese B-AR ve vzorcich PM pomoci saturacnich
vazebnych pokusi s pouZitim neselektivniho ligandu B-AR [*PH]CGP 12177. Znazornény jsou
priméry hodnot ze Ctyf nezéavislych vazebnych pokusti. Ve vsech ctyfech pokusech doslo
k signifikantnimu zvySeni vazby piipodani davky 1 mg/kg za den po dobu 28 dni.
Naproti tomu ta sama davka nasledovana 7 dny abstinence byla statisticky vyhodnocena

jako signifikantn¢ snizena. Statistickd vyznamnost byla ur¢ena na hladiné p < 0,0001.

B-AR

£ 60-

- * %

g’ =

© 40+

g * % % f
(1] . e

2 -

© 20- /
> o

0 o, /
S

(% C MO0,1 M1 M1R M10

Graf 16: Jednobodové stanoveni. Grafické znazornéni primértt hodnot ziskanych ze ¢tyr
nezavislych vazebnych pokust s pouzitim vzorki PM pfipravenych z LV kontrolnich potkanti
a potkani ovlivnénych ¢tyfmi  riznymi davkami  morfinu.  Vysledky byly
vyhodnoceny programem GraphPad Prism 6. Na ose y je znazornéna specificka vazba
ligandu [*H]CGP 12177 k B-AR.
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10. Diskuse

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv maji Ctyfi rGzné davky morfinu
(0,1 mg/kg za den po dobu 28 dni; 1 mg/kg za den po dobu 28 dni; 1 mg/kg za den po dobu
28 dni + nasledna abstinence 7 dni; 10 mg/kg za den po dobu 10 dni) na GPCRs (OR a B-AR)
a G-proteiny v myokardu potkana. V ramci opioidniho systému byla zkoumana exprese k-OR
a 0-OR, nebot’ tyto dva subtypy OR patii mezi nejvice se vyskytujici OR v myokardu.
U B-AR systému jsme se zaméfili na expresi B1-AR a 2-AR. V ramci této prace byly dale
predmétem studia i1 G-proteiny, které interaguji s GPCRs a spolecné tvoii jedny
z nejrozsitengjSich a nejvyznamnéjSich signalizacnich drah v bunkach. Gos podjednotku
se bohuzel v ramci této prace nepodarilo detekovat, s nejvétsi pravdépodobnosti v disledku
malé specificity nami pouzité protilatky. Mezi podjednotky G-proteind, jejichz exprese
se nam podafila detekovat, patii Gaiip, Goiz, Gogrr a GB. V souvislosti s témito dvéma
signalizacnimi systémy byla také studovana exprese enzymu AC, dulezité efektorové
molekuly pro stimula¢ni i inhibi¢ni Ga podjednotky heterotrimernich G-proteint.

Nami detekovany k-OR a 8-OR nevykazovaly zaddné zmény v expresi ve vzorcich
PNS z levych komor myokardu po podani morfinu. Nedochazelo ani k vyznamnym zménam
v expresi B1-AR. Exprese (,-AR se signifikantné snizila pfi pouziti davky 10 mg/kg/den.
Kdyz jsme zvolili citlivéjsSi metodu a stanovili vazbu B-AR Vv naSich vzorcich pomoci
neselektivniho ligandu [*H]CGP 12177, pti podani davky morfinu 1 mg/kg/den po dobu
28 dni bylo detekovano vyznamné zvysSeni specifické vazby. Naproti tomu ta samé davka
morfinu (1 mg/kg/den po dobu 28 dni) nasledovana 7 dny abstinence signifikantné snizila
specifickou vazbu. Podaftilo se nam prokazat rozdilnou distribuci B;-AR a P-AR Vv ramci
buné¢né membrany. Zatimco P;-AR se vyskytovaly jak ve frakci detergent-rezistentnich
lipidovych domén, tak ve frakci solubilizovanych proteini, B,-AR byl lokalizovan téméf
vyhradné ve vzorcich obsahujicich detergent-rezistentni lipidové domény. U B,-AR dokonce
doslo k signifikantnimu zvySeni mnozstvi tohoto receptoru v ramci detergent-rezistentnich
lipidovych mikrodomén izolovanych detergenty Triton X-100 a CHAPS po podani davky
10 mg/kg/den morfinu po dobu 10 dni oproti kontrolni skupiné potkant. [-arrestin,
dilezity regula¢ni faktor GPCRs, se vyskytoval v obou frakcich — ve frakci bohaté na lipidové
mikrodomény 1 ve frakci solubilizovanych proteinti a nedochéazelo k signifikantnim zménam
v jeho lokalizaci pfi srovnani kontrolnich a morfinem ovlivnénych vzorki.

Opioidni receptory i P-adrenergni receptory patii do rodiny receptort spfaZzenych
s G-proteiny (Knapp et al., 1995; Salazar et al., 2007). Po podani morfinu nedochazelo
K vyznamnému zvySeni ¢i snizeni v expresi GP, Gogi, ani Gaiyp  podjednotek
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heterotrimernich G-proteinti. Rozdil v expresi byl detekovan pouze u Gajz podjednotky,
u které dochazelo ve vsech zkoumanych davkach morfinu k signifikantnimu zvyseni.

Morfin se mize vazat na vSechny tfi typy OR. Nejhojnéji je v srde¢ni tkani zastoupen
0-OR, zatimco exprese p-OR Vv srdeCni tkani nebyla prokazana (Wittert et al., 1996).
Proto v ramci této prace byly studovany pouze 3-OR a k-OR. Exprese téchto dvou receptora
se vV myokardu potkanii pii dlouhodobém podavani morfinu Vv nizkych davkach po dobu
28 dni neménila. Nedochazelo ke zménam v expresi ani pii podavani vysoké davky morfinu
po dobu 10 dni. To by mohlo byt vysvétleno tak, Ze zadna z analyzovanych davek morfinu
nespoustéla v bunkach desenzitizaci téchto opioidnich receptori nebo dokonce jejich
internalizaci. Desenzitizace je vyznamnym regulacnim mechanismem vSech receptort
spfazenych s G-proteiny, tedy i opioidnich receptort. Pfedchazi ji dlouhodobé aktivace
receptoru piisluSnym ligandem a jeho nésledna fosforylace. Pokud je receptor fosforylovan
nespecifickou kinazou, dochazi ke spusténi tzv. heterologni desenzitizace (Hausdorff et al.,
1989; Myslivecek and Trojan, 2003). Pii homologni desenzitizaci fosforyluje specificka
kindza receptorti sprazenych s G-proteiny (GRK) pouze receptory, které jsou aktivovany
ligandem a je aktivovana tzv. homologni desenzitizace. Nasledné dojde k vazb¢ B-arrestinu,
coz je proces, ktery piimo vede k ,rozpfazeni“ receptoru od ptislusného G-proteinu
(Ferguson, 2001). Po desenzitizaci jsou receptory endocytovany ve vaccich
do intracelularniho prostoru, odkud mohou byt nasledné recyklovany do bunétné membrany
(resenzitizace), ¢i jsou ptipraveny k degradaci (downregulace). Tyto procesy mohou piimo
prispét k toleranci snizovanim poctu receptorti na povrchu buiiky. Nase uvaha by mohla byt
podpotena studiemi na buné¢nych kulturach, které prokazuji, ze piisobeni morfinu neiniciuje
desenzitizaci a internalizaci receptoru (Whistler and Zastrow, 1998). Keith se svymi
spolupracovniky zkoumali vliv enkefalinti, etorfinu a morfinu na indukci desenzitizace
p- ao-OR. Zatimco plsobeni endogennich opioidii a etorfinu vyvolavalo internalizaci
p-  ao-OR, pisobeni morfinu nespoustélo internalizaci téchto dvou receptor
ani pii koncentracich, které siln¢ inhibovaly adenylylcyklazu (Keith et al., 1996).
nejspise nevedlo kiniciaci slozitych a velmi energeticky naro¢nych procest, jako jsou
desenzitizace a internalizace.

B-Adrenergni systém je jeden z nejvyznamnéjSich regulacnich systéma v srdci.
Byly zde nalezeny Bi-AR a P,-AR a [P3-AR (Gauthier et al., 1996). Srdecni tkan tedy
exprimuje odlisné podtypy B-AR, které maji pon¢kud odlisné role v ovliviiovani srde¢nich
funkci a pfi srde¢nim selhani (Lohse et al., 2003). Pievladajicim podtypem téchto receptord

v myokardu jsou B;-AR. Tvoii tam az 80 % vSech B-AR (Rockman et al., 2002).
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Opioidy mohou modulovat funkci B-AR v myokardu. Pii aktivaci sympatickych nervovych
zakonceni v srdci dochdzi k spoleénému uvolnéni endogennich opioidi a noradrenalinu.
Vsechny typy B-AR se spfahuji se stimulacni podjednotkou G-proteinu. OR tak svym
spfazenim s o; podjednotkou G-proteini antagonizuji pozitivni G¢inky B-AR systému
na srde¢ni ¢innost (Pepe et al., 2004). O ptsobeni morfinu na katecholaminergni systém
je znamo, ze vyvolava zvySeni mnozstvi katecholaminii a to jak v mozkové tkani (Fuentealba
et al., 2000), tak v srde¢ni (Rabadan et al., 1997). Nase experimenty pii pouziti techniky
imunoblot nenaznadily zadné signifikantni rozdily v expresi B1-AR Vv porovnani morfinovych
vzorkli se vzorkem kontrolnim. Naproti tomu, B,-AR vykazoval statisticky vyznamné
snizenou expresi po podani 10 mg/kg/den po dobu 10 dni v porovnani Se vzorkem
kontrolnim, coz nekorespondovalo se zvySenou distribuci tohoto  receptoru
v detergent-rezistentnich membranovych mikrodoménach pii pouziti detergentu Triton X-100
a CHAPS po podani téze davky. Pfi pouziti choldtu a uhli¢itanu byl také pozorovan mirny
nartist v mnozstvi 32-AR v membranovych mikrodoménach po podani 10 mg/kg/den morfinu
po dobu 10 dni, ktery vSak nebyl vyhodnocen jako statisticky vyznamny. Tento urcity rozpor
mezi vysledky stanoveni receptori bychom nejspiSe mohli ¢éasteéné vysvétlit pouzitim
ruznych typt vzorkli a odlisSnych metod jejich detekce. Zajimavé bylo zjisténi obrovského
rozdilu v distribuci B1-AR a P-AR vramci vétSinové faze plazmatické membrany
a membranovych mikrodoménach. Zatimco B,-AR se preferencné nachazeji v oblastech
bohatych na kaveolin, lokalizace f1-AR neni v ramci membrany nijak rozlisena (Philipp
and Hein, 2004). V membranovych mikrodoménach dochazi k tvorbé signalizac¢nich
komplexti tvofenych receptory, G-proteiny a jejich efektory (Okamoto et al., 1998).
Po pusobeni ligandu (morfinu) dochazi k pfenosu signalu prostfednictvim komplexi OR
s piislusnymi G-proteiny na efektorové proteiny. Je mozné se domnivat, Ze stimulace
vysokymi davkami morfinu mohla vyvolat zvySené uvoliiovani katecholamintl, a ze se buiiky
myokardu s touto situaci vyrovanaly ponékud odlis$nou expresi B2-AR. Podani vysoké davky
morfinu mohlo tedy indukovat adaptacni procesy spojené se zmeénou genové exprese
membranovych receptori. Mizeme ale pouze spekulovat o tom, zda a pro¢ by se to buiice
meélo vyplatit. Aplikace 10 mg/kg/den morfinu po dobu 28 dni neméla vliv na expresi
B-arrestinu, proteinu hrajicimu roli v regulacnich procesech spojenych s recyklaci ¢i degradaci
receptort, a ziejm& nevyvolala desensitizaci a internalizaci B-AR. Citlivéjsi metoda
saturacnich vazebnych pokusli ukazala signifikantni zvySeni v poctu receptorii po podani
davky 1 mg/kg/den morfinu po dobu 28 dni. U té samé davky nésledované tydnem abstinence
piekvapivé dochazelo k vyznamnému poklesu v expresi téchto receptorti. ZvySeny pocet

B-AR byl pozorovan také ve studii Ammera a Schulze, kteti pozorovali vzrist P-AR
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spojeny se stimulaci AC po chronickém podani morfinu na bunéénych kulturach (Ammer
and Schulz, 1997). Jiz dfive bylo prokazano vazebnymi pokusy s radioligandy,
ze po chronickém podavani morfinu se zvysil pocet B-AR Vv mozkové tkani u potkant.
Po nasledujici abstinenci dochazelo k poklesu v poctu téchto receptoru (Moises and Smith,
1987). K obdobnym vysledkim se doSlo i v dalsi studii (Ackerman et al., 1994). Narust
a nasledny pokles v poc¢tu B-AR po dlouhodobém podavani morfinu by mohl byt nasledkem
kompenzacnich adaptaci postsynaptického systému na zmény Vv obratu noradrenalinu,
které jsou doprovodnym jevem pii opiatové abstinenci.

Studium signalizace na urovni G-proteinti zatim zUstava v literatuie kontroverzni.
Neékteré studie provadéné na CNS ukazuji, ze dlouhodobé podavani morfinu vedlo
k signifikantnim zmé&nam Vv expresi urcitych podjednotek G-proteind, ale pouze v piislusnych
oblastech CNS. V nucleus accumbens dochazelo po dlouhodobé aplikaci morfinu
anaslednych 2 hodinach od posledni aplikace K zvySeni Vv expresi Ga; podjednotky
a k poklesu v expresi Gas podjednotky. Po 48 hodinach od posledni aplikace morfinu
dochazelo knartistu exprese také podjednotek Gog, Gaiz, Gar a Goo. V amygdale
a prefrontalnim kortexu naproti tomu nedochdzelo k vyznamnym zméndm v expresi Gay,
Gayp, Goyg, ani Gos ¢i Go; podjednotek (Nalepa et al., 2007). Podobné vysledky jsou
pozorovany i v dalsi praci (Fabian et al., 2002). Jiné studie ale nezaznamenaly Zadnou zménu
v expresi G-proteini po dlouhodobém piasobeni morfinu (Skrabalova et al., 2012).
Ani z nasich vysledkl nemzeme jasné fici, zda po dlouhodobém podavani morfinu dochazi
¢1 nedochazi ke zméné v expresi Ga proteini. Zatimco exprese G podjednotky zUstala
po ptsobeni morfinu nezménénd pro vSechny analyzované davky, exprese Go podjednotek
se znac¢né liSila. Dochazelo k rozdilim dokonce i u dvou studovanych Go; podjednotek.
Goiz podjednotka vykazovala signifikantni zvySeni pro kazdou z morfinovych davek,
naproti tomu u Gaiz2 podjednotky se neprokazalo signifikantni zvyseni, ackoli byl pozorovan
mirny narist v jeji expresi po podani morfinu. Stejny vysledek jsme zaznamenali 1 pro Gaogi1
podjednotku. Tyto rozporuplné vysledky by se daly pficist relativné malo pfesné metodé
imunoblotu. Pro rozhodnuti, zda pfislusné podjednotky G-proteini meéni svou expresi
ve vzorcich myokardu po podani morfinu, by bylo tfeba pokusy jesté¢ zopakovat a vyvarovat
se velkym odchylkdm od priaméru.

Adenylylcyklaza (AC) je enzym, ktery preménuje ATP na cAMP. cAMP poté aktivuje
cAMP dependentni protein kindzu (PKA), kterd tidi mnoho dulezitych procesti v bunce.
Je znamo 9 izoforem AC s vysokou tkanovou specificitou. V srdci dominuji izoformy AC V
a AC VI, které jsou si ze vSech izoforem strukturné nejpodobnéjsi (Hanoune et al., 1997,

Katsushika et al., 1992). Je znamo, ze akutni aktivace receptori sprahujicich se s Gaip
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proteiny snizuje koncentraci intracelularniho cAMP, zatimco dlouhodobé pusobeni agonista
(v pripadé opioidnich receptort hlavné morfinu) zvySuje koncentraci cAMP.
Tomuto fenoménu se fika heterologni senzitizace AC a byl poprvé pouzit pro vysvétleni
tolerance a vzniku abstinen¢niho syndromu po chronickém ptisobeni opioidi. Mohl by byt
mechanismem, kterym se bunky adaptuji na dlouhotrvajici aktivaci inhibi¢nich receptort
(Watts, 2002). V nasem experimentu dochazelo k signifikantnimu zvySeni exprese AC
pouze po podani 10 mg/kg/den morfinu po dobu 10 dni. Ve studii provedené Ammerem
a Schulzem (Ammer and Schulz, 1997) zaroven spolu s heterologni senzitizaci AC dochazelo
Kk zvySenému naristu v poc¢tu B-AR (0 40 %), coz se nam pro tuto davku morfinu nepodatilo
prokazat ani pomoci imunoblotli, ani pomoci satura¢nich vazebnych pokusi. Zménu
v mnozstvi ¢i afinité B-AR nezaznamenala ani nedavna studie (Skrabalova et al., 2012).
Muzeme se domnivat, ze senzitizace AC byla zpusobena signifikantné zvysenou expresi Gais
podjednotky inhibi¢nich G-proteini a potencialné také zménou pocétu receptori
sptahujicich se s touto podjednotkou nebo ucinnosti tohoto sprazeni. Tato predstava vsak

zustava prozatim pouze V hypotetické roving.
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11. Zavér

Vysledky této diplomové prace naznacCuji, ze dlouhodobé pisobeni nizkych
i vysokych davek morfinu ovliviiuje signalizaci receptorti spiazenych s G-proteiny
v myokardu potkana. Po podavani davky morfinu 0,1 mg/kg/den po dobu 28 dni byla
pozorovana zvySena exprese pouze u Goiz heterotrimerniho G-proteinu. Ke zménam v expresi
dochazelo také v piipadé podavani morfinu v davkach 1 mg/kg/den po dobu 28 dni a u stejné
davky nasledované 7 dny abstinence, kdy jsme pomoci satura¢nich vazebnych pokusi
zaznamenali zmény v poctu B-AR. Prvotni vzrist v poctu téchto receptorti a nasledny pokles
pfi vysazeni morfinu bychom mohli vysvétlit aktivaci adaptacnich mechanismt
postsynaptického systému, Kkterda byla vyvolana zménami V obratu katecholamint.
Nejvetsi zmeény se vSak projevily po chronickém podavani morfinu v davce 10 mg/kg/den
po dobu 10 dni. Zaznamenali jsme zvySeni denzity ,-AR V lipidovych mikrodoménach.
Dochazelo k signifikantnimu zvysSeni exprese Go,z podjednotky G-proteinti, ktera by mohla
hrat kli¢ovou roli v procesu heterologni senzitizace AC V/VI. Z vysledku této prace bychom
tedy mohli usuzovat na propojeni opioidniho a B-adrenergniho systému v myokardu. V oblasti
této problematiky bude jesté potieba provést fadu studii, nebot’ -adrenergni systém je jeden
z klicovych regulatorii srdecnich funkci. Porozuméni u¢inkiim morfinu na B-adrenergni
signalizaci v srde¢ni tkani by mohlo pomoci odpovédét na fadu otazek spojenych

se srde¢nimi patofyziologiemi.
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