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Abstrakt

Opioidy se v klinické praxi vyuzivaji k 1écb¢ akutni a chronické bolesti. Stereoselektivné se
vazi na opioidni receptory (OR) a aktivuji signalni kaskadu ptes inhibi¢ni Gi-proteiny,
zprostiedkujici analgeticky efekt. Jejich uzivani ale provazi mnoho nezadoucich Gcinkd, jako
je rozvoj zavislosti, analgetické tolerance, alodynie, hyperalgezie, zacpa a periferni
imunosuprese. Nedavné studie odhalily, ze opioidy mohou také nesterecoselektivné piisobit na
receptor vrozené imunity pro rozpoznavani lipopolysacharidu (LPS), receptor 4 podobny Toll
(TLR4). Ukazuje se, ze n¢které z téchto ucinki mohou byt nasledkem prave této interakce. Ta
indukuje expresi prozanétlivych mediatort v centralni nervové soustaveé (NS), za pritomnosti
infekéniho agens vSak miiZze zanét naopak tlumit. Komunikace mezi receptorovymi systémy
OR a TLR4 probihd na né€kolika tirovnich. Pochopeni jednotlivych mechanismi by znamenalo
velky piinos pro vyvoj novych terapeutickych strategii v opioidni analgetické 1écbé, které by
minimalizovaly jeji nezddouci G¢inky, dale by mohlo dojit k vyuziti protizanétlivého potencialu

opioidii.

Kli¢ova slova: Opioidy, receptor 4 podobny Toll, bunécné signalizace, zanét, lipopolysacharid,

cytokiny

Abstract

Opioids are commonly used in clinical practice to treat acute and chronic pain. They
stereoselectively bind to opioid receptors and trigger a signal cascade through inhibitory
Gi-proteins, resulting in analgetic effects. However, their use can lead to various adverse
effects, such as the development of addiction, analgetic tolerance, allodynia, hyperalgesia,
constipation, and peripheral immunosuppression. Recent studies have found that opioids also
bind non- stereoselectively to Toll-like receptor which belongs to innate immune system
receptors recognizing lipopolysacharide. Findings suggest that some of these adverse effects
may be a result of this interaction. It induces the expression of proinflammatory mediators in
the central nervous system, but under certain conditions, it may also suppress inflammation.
Communication between these different receptor systems occurs at multiple levels.
Understanding these mechanisms could greatly benefit the development of new therapeutic
approaches in opioid analgetic treatment, aiming to minimize their adverse effects, it could also

lead to the therapeutic use of the antiinflammatory potential of opioids.

Keywords: Opioids, Toll-like receptor 4, cellular signaling, inflammation, lipopolysaccharide,

cytokine
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PK proteinkinaza

PL fosfolipaza

PM plazmaticka membrana

SiglR sigma receptor 1

Syk tyrosinkinaza sleziny, spleen tyrosine kinase

TAB vazebny protein kinazy aktivované transformujicim rustovym faktorem
P,

transforming growth factor f-activated kinase binding protein



TAK

TANK

TBK1

TIR doména

TIRAP

TLR

TMD

TNF-a

TRAF

TRAM

TRIF

VTA

WT

transformujicim rtstovym faktorem B aktivovana kinaza,
transforming growth factor f-activated kinase

aktivator NF-«xB ptidruzeny k rodiné TRAF

TRAF family member associated NF-kB activator
TANK-vazajici kinaza 1, TANK-binding kinase 1

toll-like /interleukin-1 receptorova homologicka doména,
toll-like/interleukin-1 receptor homology domain

adaptorovy protein obsahujici TIR doménu, TIR adaptor protein
receptor podobny Toll, toll-like receptor

transmembranova doména

tumor nekrotizujici faktor o, tumor necrosis factor o

faktor asociovany s receptorem pro TNF,

TNF receptor-associated factor

adaptorovd doména souvisejici s TRIF proteinem,
TRIF-related adaptor molecule

adaptorovy protein obsahujici TIR doménu a indukujici IFN-f,
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon IFN-3
ventralni tegmentalni oblast

divoky typ, wild type



1 UvoD

OR a TLR4 receptorové systémy se primarné podili na znacné odlisnych fyziologickych
procesech. OR jsou aktivovany endogennimi i exogenné¢ podavanymi opioidy a nasledné
reguluji nociceptivni signaly v odpovidajicich strukturdch centralni NS !2. Tato jejich
schopnost je v mediciné vyuzivana jiz po staleti. Pfes zna¢ny pokrok ve védé je vSak dodnes
opioidni analgeticka 1écba spojena s mnoha nezddoucimi u€inky. Po urcité dob¢€ uzivani opioidi
piechazi analgeticky efekt do antinociceptivni tolerance, projevuji se stavy hyperalgezie,
zvysené citlivosti vii¢i bolestivym podnétim, az alodynie, bolest je vyvoldana i jinak
nebolestivymi podnéty >*. Také dochdzi k rozvoji zavislosti >. Mimo centralni NS opioidy
plsobi na neurony myenterického a submuko6zniho plexu a indukuji depresi peristaltické
motility stfev, na periferii zas inhibuji obranyschopnost imunitniho systému ¢,

O tom, Ze tyto Uc¢inky jsou opioidy modulovany 1 pies jiné receptory, se diskutovalo jiz
diive, avSak az Hutchinson a spol. '° v roce 2010 piedkladaji jasné diikazy o vazbé opioidii na
TLR4. TLR4 jsou receptory vrozené¢ho imunitniho systému (IS), jez hraji kli¢ovou roli
vrozeznani LPS, hlavni slozky vnéjSich membran gramnegativnich bakterii, a nckterych
molekularnich vzorl spojenych s poskozenim (DAMPs) a zprostfedkovani zanétlivé odpovédi
nané 'l

Cilem této prace je predstavit signalizaci jednotlivych systémi OR a TLR4, hlavni ¢ast
se pak zabyva pravé jejich vzdjemnou komunikaci. Ta probiha hned na né€kolika trovnich.
Piisobenim opioidl pifimo na extracelularni ¢ast TLR4, ale také ovlivnéni TLR4 signdlni
kaskady intracelularnimi efektory OR. Pochopeni této interakce komplikuje velka riiznorodost
vyslednych ucinkt, jez jsou tkanové specifické, a zavislé na tadé dalSich faktord, jako
napi. soucasna pritomnosti agonisty TLR4, LPS. V zavéru prace jsou shrnuty fyziologické
diisledky komunikace mezi OR a TLR4. Ta se pfevazné podili na jiZ zminénych nezadoucich
ucincich, doprovazejici uzivani opioidi, za uritych podminek ale miize pusobit
zéasadni pro vyvoj novych lécebnych ptistupt, které by mohly efektivné vyuzivat synergii mezi

OR a TLRA4.



2 OPIOIDNi RECEPTORY

2.1 Klasifikace a charakteristika
OR jsou fazeny do nadrodiny receptori sprazenych s G-proteiny (GPCR). Lidsky genom
obsahuje pres 800 genti kodujicich GPCR, coz znich dé€la nejpocetnéjsi skupinu

membranovych receptort !>

. Maji zéasadni vyznam pii zprostfedkovani Siroké skaly
endogennich i exogennich signalt '*. Pfes rozmanitost jejich struktur, ligandd a efektort je lze
na zaklad¢ fylogenetického ptiivodu rozdélit do 5 rodin — rhodopsinové, sekretinové, adhezni,
glutamatové a frizzled/taste2 (také A, B1, B2, C, F). OR jsou klasifikovany do GPCR A *°.
Aktivaci OR je primarn€¢ spusténa signalni kaskada ptes inhibi¢ni Gi,-proteiny
zaptiGinujici analgeticky efekt opioidti '>!®. OR lokalizovany presynapticky v oblasti
termindlniho zakonceni axonu inhibuji vylev neurotransmiteru, postsynaptické OR
hyperpolarizuji neuron a snizuji tak miru vzniku akéniho potencialu '7-!¥. Zarovet jsou spustény
mechanismy regulujici desenzitizaci a internalizaci receptoru, které ovliviiuji analgetickou

G¢innost a hraji diileZitou roli pii vzniku tolerance a zavislosti na opioidech .

Na zékladé vyslednych dat experimentli Martina a spol. %!

, popisujicich plsobeni
vybranych opioidnich analgetik na modelu chronicky spinalizovanych pst, byly jiz v roce 1976
definovany 3 typy OR — p-OR (morfin ?), k-OR (ketocyclazocin *) a 6-OR (SKF-10,047 ). Rok
poté, byl diky analyze aktivity endogennich opioidnich peptidi v ileu morcete a chdmovodech
(vas deferens) mysi, objeven 3-OR 2,

Velkym prilomem bylo ziskdni kédujici sekvence gentt OR na zacatku 90. let. Mezi
3 typy klasickych OR byly zjistény sekvenéni homologie na trovni proteinu ze 60 % **-2°. Tato
znalost umoznila identifikaci posledniho doposud zndmého clena rodiny OR skrze klonovaci
strategie — N/OFQ receptor (dle jeho endogenniho agonisty nociceptin/orphanin FQ) 2%%7,

Vzhledem k interakcim signalnich kaskad jednotlivych OR a receptoru TLR4 se tato
prace dale zabyva pouze p-OR, 6-OR a x-OR. Rozdily mezi t€émito zéstupci se tykaji jejich
distribuce a strukturnich vlastnosti (viz Obr. 1), které se odrazi v interakcich s rozli¢nymi

ligandy (viz Tab. 1), a naslednych fyziologickych reakcich %.

2.1.1 p opioidni receptory
VétSina analgetickych U¢inkti podavanych opioidd je zprostiedkovana skrze p-OR
vyskytujicich se v klicovych strukturach pro transmisi a modulaci nociceptivnich

signalt — thalamu, periakvaduktalni Sedé hmot¢, rostralni ventromedialni medule a dorzélnich

2 Tato pojmenovani pochazi od jejich nejvice afinniho agonisty, jenz byl ve studii pouzit.
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rozich michy '

. Dale jsou ve vysokych koncentracich lokalizovany v hypothalamu,
neokortexu, limbickém systému a v mozkovém kmeni v oblasti tecta a na respiracnich
neuronech prodlouzené michy 33!, Tato distribuce funké&né koreluje s vedlej$imi a nezadoucimi
ucinky opioidnich analgetik omezujici jejich klinickou pouzitelnost, jako je euforie, nevolnost,
rychly rozvoj tolerance az zavislosti a respira¢ni deprese *223. V tkdnich mimo centrdlni NS
jsou exprimovany také ve slezing, plicich, jatrech, ledvinach, nadledvinach, tenkém stievé,
pohlavnich Zlazach ** a v buiikdch imunitniho systému (IS) — lidskych monocytech,

makrofazich, granulocytech, pfirozenych zabijacich (NK bunky), T-lymfocytech
a B-lymfocytech *.

2.1.2 o opioidni receptory
Distribuce OR je 1 na buné€né Grovni mirné rozdilna. Zatimco p-OR se pievazné€ nachazi na
plazmatické membrané (PM), 0-OR a k-OR jsou také skladovany v intracelularnich
kompartmentech nebo jsou v presynaptickych terminalech inkorporovany do membran vezikul
s denznim jadrem %%, Konkrétn& v gangliich dorzalnich rohéi michy jsou 3-OR soudasti
membran sekretorickych vackl obsahujicich substanci P a kalcitoninu piibuzny peptid.
Depolarizace nociceptoru vede k exocytdze obsahu vacku a expozici 6-OR na PM, kde mohou
reagovat na zvysenou koncentraci nékterych endogennich opioidii 3. §-OR na rozdil od p-OR
moduluje nocicepci spise pti chronické a zanétlivé bolesti, nez té akutni *°.

Vramci NS jsou lokalizovany podobné jako p-OR, smensSi koncentraci

31,40’ mimo

v mezimozkovych strukturach a mozkovém kmeni, vice v oblasti ¢ichovém bulbu
NS byly navic detekovany v myokardu a tkanich Zaludku 3%, na lidskych NK bunikach,

T-lymfocytech a B-lymfocytech *°.

2.1.3 x opioidni receptory

Také k-OR se nachézi v nocicep&nich neuronech v NS a zprostiedkovava analgezii *!. Bylo ale
zjiSténo, ze selektivni agonisté k-OR svym plsobenim v nucleus raphe magnus rostralni
ventromedialni meduly antagonizuji analgezii zprostfedkovanou p-OR “?. Dal§im specifickym
vedlejsim ucinkem k-OR je vyvolani dysforie. Zatimco selektivni agonisté u-OR a 6-OR snizuji
aktivitu inhibi¢nich GABAergnich interneuronli ventralni tegmentalni oblasti (VTA), ¢imz
dochéazi k zvySenému uvoliiovani dopaminu v nucleus accumbens (NAc), aktivaci k-OR
v mezolimbické projekci dochazi ke snizené sekreci dopaminu 4>#,

Distribuce k-OR se v NS prekryva spiSe s u-OR, v ostatnich tkanich naopak s 6-OR,

krom exprese v hepatocytech >34 V ramci IS se nachézi na lidskych monocytech, makrofazich,

NK buiikach, T-lymfocytech a B-lymfocytech .
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2.2 Ligandy

Dle vnitini aktivity na receptorech jsou ligandy obecné rozdéleny na agonisty a antagonisty,
z hlediska ptivodu na agonisty endogenni, ptirozené alkaloidy, polosyntetické a syntetickeé.

Endogenni opioidy jsou vtéle se prirozené vyskytujici latky peptidické povahy,
syntetizovany na hrubém endoplazmatickém retikulu (ER) bundk vétsiny tkani. Ulastni se
regulace mnohych fyziologickych procesti, véetné bolesti, i jeji emocionalni slozky +. Mezi
klasické endogenni opioidy jsou klasifikovany endomorfiny, enkefaliny, dynorfiny
a B-endorfiny. Lze je charakterizovat specifickou N-termindlni sekvenci — tyrosin-glycin-
glycin-fenylalanin, tzv. opioidnim motivem, ktery je kliCovy pro interakci s ortosterickou
vazebnou kapsou OR a jeho aktivaci. C-termindlni fragment je naopak pro kazdy specificky
a uréuje selektivitu vii¢i typim OR ? (viz Tab. 1).

Mezi nejzndméjsi exogenni agonisty OR patii morfin, fenantrenovy alkaloid ptirodniho
puvodu, ziskdvany z vysusené stavy z nezralych makovic méaku setého, opia. Jeho struktura je
na prvni pohled velmi odlisna od endogennich opioidli, obsahuje vSak funkéni skupiny, jez
vazbu a aktivitu na OR umoziuji. Mezi ty klicové patii fenolova hydroxylova skupina na
3. uhliku, hydroxylova skupina na 6. uhliku a terciarni dusik v heterocyklu *°. V jatrech
podstupuji hydroxylové skupiny glukuronidaci a vznika na OR neaktivni morfin-3-glukuronid
(M3G) amorfin-6-glukuronid (M6G), ktery po upraveé naopak vykazuje vyssi lipofilitu a afinitu
k OR "8 Morfin je pifes své nezddouci Gi¢inky dodnes jedno z nejpouzivangjsich opioidnich
analgetik. Ve snaze témto ucinkiim predejit a docilit efektivnéjsi u¢innosti 1é¢iva jsou opiaty
modifikovany, vznika napt. oxykodon, ¢i jsou syntetizovany a nasledn¢ modifikovany plné

syntetické opioidy, vznika nap¥. fentanyl 4’

. Pro vyvoj téchto alternativ je vSak zasadni pochopit
farmakodynamiku daného 1éciva ve vztahu nejen k OR, ale také k dal§im receptorovym
systémuam.

Interakce receptoru s antagonisty naopak vede k zaujeti neaktivni konformace a jeho
blokadé. Napt. naloxon, synteticky analog morfinu, s nimz sdili podobnou molekularni kostru,
kvtli rigidité své struktury a stérickym piekdzkdm receptoru neni schopen doséhnout efektivni
vazby s klicovymi aminokyselinovymi (AA) zbytky hloubéji v ortosterické vazebné kapse.

Interakce s jinymi AA zbytky tak navodi onen neaktivni stav %°.



u-OR §-OR k-OR

DAMGO® +++ - i
Dynorfin A ++ - i
Endomorfin +++ - }
Enkefaliny ++ +++ }
Fentanyl +++ - i}
Morfin -+ - +
B-endorfiny +++ -+ }
Naloxon XXX x “x
Naltrexon XXX x XX

Tab. 1: Vybrané ligandy OR a jejich vazebna afinita k p-OR, 6-OR a k-OR. +++ silny agonista, ++ stiedné
silny agonista, + slaby agonista, xxx silny antagonista, xx stfedné silny antagonista, x slaby antagonista, - bez

ucinku #.

2.3 Struktura a aktivace

OR jsou tvofeny 372-398 AA. Vysoky stupent homologie vykazuje transmembranova doména
tvofena sedmi hydrofobnimi o-helixy (TMH) (32-91 %), které jsou spojeny tfemi
extracelularnimi (ECL) (14-72 %) a tfemi intracelularnimi smyckami (ICL) (83—100 %).
Naopak tseky extracelularniho N-konce (9-10 %) a intracelularniho C-konce (14-20 %) jsou
napii¢ OR zna¢né odli§né (viz Obr. 1) 2255,

Protein béhem maturace prochdzi mnohymi posttranslacnimi modifikacemi. Na
extracelularni stran¢ jsou tvofeny disulfidické vazby zprostiedkované konzervovanymi
cysteinovymi zbytky v ECL2-TMH3 a ECL1-ECL2 °!*2, Dale jsou glykosylovéany asparaginy
konzervovanych motivii obsaZeny v sekvencich N-konce 2*°. Naopak z intraceluldrni strany
muze dochézet k palmitoylaci cysteinového zbytku na C-konci. Tato palmitoylace je klicova
pro interakci s G-proteinem a homodimerizaci receptoru >.

Uplny agonista piichazi do ortosterického vazebného mista, které je tvofeno uvnitt jadra
receptoru. Nasledné, dle svého charakteru, interaguje s AA zbytky TMH, pfedev§im v TMH3,
TMH6 a TMH 7. Nékteré ligandy vSak i s AA N-konce a ELC **. Jejich vazbou jsou spustény

konformaéni zmény receptoru, ktery, dle specifickych interakci ligand—receptor, miiZze zaujimat

b [D-Ala(2), N-MePhe(4), Gly-ol]-enkefalin



vice aktivnich konformaci. Struktura ligandu je tedy stéZejni pro nasledujici aktivaci
specifickych intracelularnich transdukénich molekul, coz vede k upfednostnéni jedné

signaliza¢ni drahy a rozli$nym fyziologickym uéinktim >°.

a) b) c)

Obr. 1: Krystalova struktura lidského a) p-OR (ID: 4988) b) 3-OR (ID: 4985) ¢) k-OR (ID: 4986). Barevné
jsou oznaceny transmembranové oblasti proteinu: TMH1 — zlutd, TMH2 — cyanova, TMH3 — oranzova,
TMH4 — tmavé modra, TMHS5 — zelena, TMH6 — Cervena, TMH7 — ruzova. V horni ¢asti obrazku se nachazi
extracelularni N-konec, v dolni intracelularni C-konec receptoru. Rozdily v téchto oblastech jsou sekvenéné
i strukturné zna¢né, moduluji interakce s ligandy a intracelularnimi transdukénimi proteiny, coZ se odrazi v jejich

funkéni diverzité. Pfevzato 3°a upraveno v PyMOLu a Canveé.

2.4 Signaliza¢ni drahy

2.4.1 Signalizace pres G-protein

Klasické OR, v ptipadé kanonické signalni drahy, typicky transdukuji signal inhibi¢nimi
heterotrimernimi Gi/-proteiny, patficich do rodiny G-proteini s a-podjednotkou (Ga) citlivou

na pertusis toxin .

V neaktivnim stavu je Go s GTPazovou aktivitou ve vazbé
s guanosindifosfatem (GDP) a asociovana s Py-komplexem (Gpy). Interakce aktivovaného
GPCR s G-proteinem stimuluje disociaci GDP, jeho vyménu za guanosintrifosfat (GTP),
konformaéni zmény Ga-GTP a sniZeni jeji afinity viici GPBy. To vede k rozdéleni heterotrimeru
na dvé& samostatné jednotky modulujici dalsi efektorové proteiny *’.

Pi#i akutnim podéni agonisty dochazi v interakci s Go k inhibici adenylyl cyklazy (AC) 5.
Diilezitou roli v analgezii zprosttedkované morfinem hraje zejména striatdlni AC typu V, jejiz

aktivace je primarné fizena p-OR a §-OR *°. Tento membranové vazany enzym katalyzuje

pfeménu adenosin-5"-trifosfatu (ATP) na cyklicky adenosin-3’, 5’-monofosfit (cAMP).



Chronicka stimulace receptorti ma vsak na aktivitu AC efekt opa¢ny. Mechanismy tohoto
procesu nebyly doposud zcela charakterizovany, ale napf. experimenty, rekonstruujici tuto
situaci na buiikéch linie COS-7 transfekovanych p-OR a AC typem V, potvrdily zapojeni
GBy ®. ZvySena koncentrace intracelularntho cAMP vede k zesileni aktivity
cAMP-dependentni proteinkinazy A (PKA), ktera nasledn¢ fosforyluje vazebny protein pro
cAMP responzivni element (CREB). Aktivita tohoto transkripéniho faktoru v kontextu
stimulace pfes PKA nasledn¢ reguluje expresi nékolika gent souvisejici s rozvojem fyzické
zé4vislosti na opioidech 6.

Dalsi role GBy spociva v modulaci funkce iontovych kanalt. V Utlumu uvoliiovani
neurotransmiterti z presynaptického zakonceni neuronu ma vyznam hlavné¢ inhibice napétoveé
fizenych N- a P/Q-Ca®" kandlt '". Ke sniZeni neuralni excitability vede tnik K* iontl z buriky
taktéz GPy aktivovanymi G-proteinem fizenymi dovniti usmériiujici K* kandly (GIRK) 61857,

Krom toho mize Gy aktivovat fosfolipazu (PL) C-B, ktera katalyzuje hydrolyzu
fosfatydylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP2) na inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3) a diacylglycerol
(DAG). Plisobeni IP3 na ligandem #izené iontové kanaly ER vede k vypusténi Ca*" a zvyseni
jeho intracelularni koncentrace, DAG aktivuje proteinkindzu (PK) C 2. Studie ukazuji
vyznamnou roli PKC v regulaci OR, rozvoji tolerance a zavislosti na opioidech. Po chronické
1€¢bé morfinem dochazi k vzestupu aktivity PKC a a y v dorzalnich rozich michy. To vede ke
zvysené desenzitizaci samotnych OR a modulaci plasticity N-metyl-D-aspartatovych receptori
(NMDAR). Aplikace inhibitoru PKC reverzuje morfinovou toleranci, prodluZuje termalni
latenci u potkandi v behavioralnich testech a snizuje aktivitu a expresi enzymu %. Také
antagonisté NMDAR posiluji antinociceptivni Gi¢inek morfinu .

Signalizaci pies G-protein dale také dochazi prosttfednictvim riiznych indukénich kaskad
k aktivaci mitogenem aktivovanych proteinkinaz (MAPK), konkrétné€ extracelularnimi signaly
regulovanych proteinkinaz 1/2 (ERK), c-Jun N-terminalnich kindz (JNK) a p38. Do Sirokého

repertoaru bun&énych procest, jez reguluji, patii taktéz aktivace CREB .

2.4.2 Desenzitizace, internalizace a recyklace receptoru
Kazdy komplex ligand-receptor vykazuje ur¢itou RAVE hodnotu (,relative activity versus
endocytosis*). Ta odraZi schopnost individudlnich liganda stabilizovat aktivni stav receptoru
nebo vyvolat jejich desenzitizaci a endocytdzu 6.

K homologni desenzitizaci OR primarn¢ dochazi prostiednictvim fosforylace
threoninovych a serinovych zbytki na C-konci, poptipadé¢ v dalSich intracelularnich doménach,

aktivovaného receptoru pomoci kindz receptort spfazenych s G-proteinem (GRK), ale 1 dalSich



kinaz, napf. jiz zminénou PKC. Tim je zvySena afinita téchto segmentl pro vazbu adaptorového
proteinu  B-arrestinu, interakce GPCR—G-protein jiz neni moznd a systém je
desenzitivovan %2768 B_arrestin je dale dilezitym prostfednikem v procesu internalizace,
kdy je pfes vazbu adaptorového proteinu 2 k desenzitizovanému receptoru rekrutovan
klatrinovy proteinovy komplex, ktery jej za pomoci dynaminu internalizuje ®. Receptor mtize
byt za urcitych podminek defosforylovan a znovu vystaven na PM ¢i adresovan k degradaci
v lysozomu 7°.

Regulace desenzitizace OR je ovlivnéna chronickym pusobenim opioidii a podili se na
rozvoji tolerance. Pfi akutnim pasobeni na p-OR vykazuje morfin vyssi hodnotu RAVE nez
DAMGO, selektivni agonista p-OR, nebo opioidni peptidy, a vyznacuje se snizenou schopnosti

fosforylace receptoru ¢!

. Jeho chronické uzivani vSak vede ke zvySené expresi GRK2
a B-arrestinu, zvysené fosforylaci a internalizaci u-OR 2°. Toto piisobeni se na potkanich
modelech ukézalo byt jako tkanové specifické, v mozku byly zvySené hodnoty exprese GRK2

a B-arrestinu pozorovany pouze v locus coeruleus 7.

2.4.3 Signalizace pres p-arrestin

Fosforylace receptoru a vznik komplexu OR—B-arrestin mtze vést také k aktivaci MAPK
nezavisle na G-proteinu. Tato signalizace je obecné spojovana s negativnimi vedlej§imi u¢inky
opioidil pii jejich chronickém uZzivéani, souvislosti molekuldrnich udalosti a fyziologickych
vysledkli viak nejsou uspokojivé charakterizovany %. K dysforickym staviim navozenych
opioidy prispiva aktivace k-OR na dopaminergnich neuronech VTA. Neuronova excitabilita je
modulovana fosforylaci specifickych tyrosinovych zbytki GIRK zprosttedkované pies
B-arrestin—p38a MAPK drahu. Dtsledkem je snizena vodivost GIRK, hyperpolarizace a pokles
aktivovatelnosti neuronu. K této specifické regulaci x-OR signalizace miZe dojit pti plisobeni
chronického stresu na organismus, jez mimo jiné indukuje také sekreci dynorfinu. Prave jeho
agonistické plisobeni na k-OR vede ve VTA k vyse popsanému efektu 7. Signalizaci pies
B-arrestin vSak nejsou pfipisovany jen emoc¢né negativni U€inky. Mysi, kterym byl podavan
SNC80, selektivni agonista 6-OR, vykazovaly v behavioralnich testech snizené izkostné a se
strachem spojené chovani. Anxiolyticky efekt koreloval s aktivaci ERK1/2, kterd nebyla

pozorovana v limbickych strukturdch mozku pravé u f-arrestin 27~ KO mysi 7.
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Obr. 2: Molekularni mechanismus ptisobeni morfinu na OR. Po vazbé morfinu na OR je spusténa signalizace
pfes G-protein. Go inhibuje AC. Snizena koncentrace cAMP vede k zeslabeni aktivace PKA, nedochazi
k fosforylaci CREB. GBy inhibuje N- a P/Q-Ca”" kanaly a aktivuje GIRK. Také aktivuje PLC, ktera katalyzuje
hydrolyzu PIP2. IP3 zvysuje intracelularni koncentraci Ca?" plisobenim na ligandem fizené iontové kanaly ER.
Ruzné indukéni mechanismy zahrnujici také Go a GPy aktivuji MAPK. Chronické uzivani morfinu zvysSuje
fosforylaci intracelularni ¢asti GPCR a po vazbé B-arrestinu dochazi k B-arrestin-dependentni aktivaci MAPK.

Pievzato 3, upraveno v Canvé.

3 TOLL-LIKE RECEPTOR 4

3.1 Klasifikace a charakteristika
TLR4 patii do skupiny receptorti rozpoznavajici molekularni vzory. Tyto receptory vrozeného
IS rozeznavaji konzervované strukturni motivy asociované s patogeny nebo DAMPs 7>,
Mechanismus detekce téchto motivli buiikami vrozeného IS nebyl do poloviny 90. let
znam. Vyzkum byl nasmérovan studiem receptoru Toll u Drosophily melanogaster, ktery hraje
roli pfi vyvoji dorzo-ventralni polarity octomil¢iho embrya. Roku 1996 byl ale potvrzen jeho
presah i do IS zprostiedkovanim indukce exprese antifungdniho peptidu Drosomycinu. Jiz diive
byl na zéklad€ podobnosti ur¢itych domén u savcl objeven homolog receptoru Toll, ale az rok
po tomto zjisténi byl naklonovan, podrobnéji studovan a experimentalné dokazana jeho role
v aktivaci nukledrniho faktoru kB (NF-kB). Jednalo se o TLR4, piedtim nesl obecné

pojmenovani hToll >~"7. Béhem nasledujicich let bylo charakterizovano nékolik dalsich ¢lent



TLR rodiny, specializované pro urcité antigeny. Doposud je u ¢lovéka zndm TRLI-TLR10,
u mysi TLR1-TLR13 (mysi TLR10 je pouze pseudogen) 7.

Jak je jiz zminéno, TLR4 hraje dulezitou roli ve zprostiedkovani adekvatni reakce
imunitniho systému na LPS, hlavni slozku vné&j$ich membran gramnegativnich bakterii !!.
Intracelularni odpovéd’ je zprostfedkovana dvéma signalnimi drahami — dependentni na
myeloidnim diferencia¢nim faktoru 88 (MyD88) *°, vedouci k aktivaci NF-kB a MAPK 3!%2,
nebo na adaptorovém proteinu obsahujici TIR doménu a indukujici IFN-B (TRIF) 884 jenz
aktivuje IFN regulaéni faktor 3 (IRF3) *°. Drahy na sebe na Girovni riiznych efektort vzajemné
pusobi. Vysledkem je exprese mediatorti regulujicich zanétlivou odpoveéd’ IS 8691,

Zangt predstavuje pfirozenou ochranu organismu, jeho dysregulace vSak mize pfispivat
k mnohym patologickym staviim. TLR4 signalizace je konkrétné¢ sledovana napf. pii invazivité

2

a tvorb& metastdz nékterych typd nadorii °?, neurodegenerativnich chorobach spojenych

93,94 h 82,88,95 95-97

s vy$§im vékem 7%, autoimunitnich chorobéc a neuropatické bolesti

3.2 Exprese

TLR lze klasifikovat dle jejich bunééné lokalizace, odrazejici, jaké typy ligandu dany receptor
rozpoznava. Lidské TLR3, TLR7, TLR8 a TLR9 jsou distribuovany intracelularné¢ na
endozomech a mezi jejich antigeny patii pfedev§im nukleové kyseliny, nebo jejich derivaty,
zatimco zbytek receptor( je prezentovan na PM °. Do této skupiny patii i TLR4, av3ak jak je
uvedeno dale, pro jejich signalizaci je dilezita taktéz endocytdza a transpozice receptorového
komplexu do endozomu.

Co se tyce bunécnych typd, jejich klicova tiloha se projevuje v IS a NS. V ramci IS jsou
TLR4 exprimovany pfedevsim na leukocytech myeloidniho vétve, jez se podileji na odpovédi
vrozené imunity, jako jsou monocyty a z nich vzniklé makrofagy a dendritické buiiky *°. Vyskyt
TLR4 na bunikach adaptivni imunity je naopak asociovan s patologickymi stavy, ¢asto se jedna
o nasledek zvySené exprese dalSich receptord ¢i zanétlivych medidtordi, tento stav
doprovazejici °. Pro tuto praci je st€Zejnim tématem exprese TLR4 v centralni NS. Zde jsou
lokalizovany jak na neuronech, tak na gliich, které se vyznamné podili na modulaci
nociceptivnich vjem °%.

TLR4 se dile minoritné nachazi i ve tkdnich mimo IS a NS “°. Velkou pozornost si
v poslednich letech ziskal diky své expresi v nddorovych buitkdch rozsahlého spektra typa

rakoviny, jejichZ aktivace podporuje tumorigenezi a je asociovéana s rezistenci k terapii 101,
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3.3 Ligandy

Pravé v aktivaci TLR4 béhem raznych patologickych stavii hraji roli ligandy z kategorie
DAMPs. Jsou to endogenni molekuly, které jsou za téchto podminek aktivné ¢i pasivné
secernovany zasazenymi buiikami, nebo nadmérné exprimované komponenty extraceluldrni
matrix, a vazbou na receptory bunék IS indukuji imunitni odpovéd .

Zapodminek bunécného stresu dochazi k nestandardni lokalizaci proteint tepelného Soku
(HSP), klicovych aktérti v zachovani bunécné proteostazy, mimo buiku, kde jsou rozeznany
n¢kterymi receptory IS, véetné TLR4. Vliv interakce TLR4 a HSP90 byl objeven v ramci studii,
zabyvajicich se vyznamem misSnich TLR4 v indukci a udrzovani neuropatické bolesti, jez
popisuji dulezitou kostimulaéni roli HSP90 v souvislosti modulace nocicepce zavislé na
TLR4 %,

Agonistické ptisobeni na TLR4 vykazuji i nékteré komponenty extracelularni matrix,
které jsou béhem zanétu zvysSené exprimovany, jednd se napi. o biglykan, fibronectin,
hyaluronan a tenascin-C ', Dal§im piikladem je P-amyloid, peptid, jehoZ abnormaélni
akumulace v mozku je asociovdna se vznikem a rozvojem Alzheimerovy choroby. Jiz
v pikomolarni koncentraci iniciuje v BV2 mikrogliich a astrocytech zanétlivé mechanismy,
prispivajici k patofyziologii tohoto onemocnéni '*.

Velmi rozmanité nasledky ma stimulace TLR4 proteinem high mobility group box 1
(HMGBI). Za fyziologickych podminek se tento protein nachazi v jadre, ve vazbé na chromatin
a podili se na organizaci genomu, opravach DNA a expresi genti '%°. V diisledku nékterych
stimuld, jako napf. aktivace cytokinovych receptorti ¢i probihajici nekroza, je HMGBI
translokovan do extracelularnich prostor, kde ptsobi jako induktor signalizace receptoru pro
kone¢né produkty pokrocilé glykace a TLR4. Interakce TLR4 a HMGB1 predstavuje pozitivni
zpétnovazebnou smycku posilujici zanétlivou odpovéd’. HMGBI plisobenim na TLR4 indukuje
aktivaci NF-kB a sekreci prozanétlivych cytokintli, coz nésledné amplifikuje uvoliovani
HMGBI1 !9, Hyperaktivita této drahy se vyznamné podili také na patogenezi bolesti 9610
a regulaci tumorigeneze *°

Mezi agonisty TLR4 exogenniho piivodu, patii jiz zmitiovany LPS !'. Pro vazbu na TLR4
slouzi k ukotveni LPS '°. Struktura LPS determinuje charakter odpovédi IS. Napt. LPS
Rhodobacter sphaeroides (LPS-RS), ktery obsahuje pouze 5 acylovych fetézctl, pusobi jako
kompetitivni inhibitor LPS-TLR4 !, Antagonisticky potencial struktury LPS-RS byl vyuzit ve
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vyvoji 1éCiv proti septickému Soku, neuropatické bolesti ¢i v 1é¢bé rakoviny. Do klinické faze
testovani se dostal napt. Eritoran a TAK-242 (Resatorvid) ''27115,

Piisobeni opioidl jako ligandii TLR4 je podrobnéji rozebrano v kapitole 4.

3.4 Struktura a aktivace

TLR4 jsou transmembranové glykoproteiny typu I., jejichz délka proteinové sekvence se
pohybuje okolo 835-840 AA. Lze je rozd¢lit na 3 domény — extracelularni, transmembranovou
a intracelularni "°. Nejvétsi extracelularni N-koncova doména obsahuje 21 tandemové se
opakujicich motivii repetic bohatych na leucin (LRR). LRR motivy, dlouhé 20-30 AA, jsou
charakterizovany konsenzualni sekvenci LxxLxLxxNxL s leucinem na klicovych pozicich,
umoznujici proteinu zaujmout podkovovity tvar. Povrch receptoru okolo hydrofobniho jadra,
tvofen¢ho z leucinovych zbytkl a dal§ich hydrofobnich AA, piedstavuji B-listy z konkavni
strany a a-helixy z konvexni. Pro stabilitu a samotnou funkci extracelularni ¢asti jsou dilezité
hydrofobni interakce v jadru, intramolekularni vodikové mustky a disulfidické vazby na
N- a C-konci extracelularni ¢asti ¢!, TLR4 dale obsahuje helikdlni transmembranovou
doménu s navazujici C-termindlni intracelularni toll-like/IL-1 receptorovou homologickou
doménou (TIR) 7°. Jadro TIR tvoii 5 paralelnich B-listi, jenZ je obklopeno 5 a-helixy,
sekvenéné obsahuje 3 spole¢né motivy — box 1, 2 a 3 '8! Specifické AA boxu 1 a 2 jsou

kli¢ové pro vazbu adaptorovych proteinti '

. Krystalovou strukturu receptoru ilustruje Obr. 3.

Zahajeni intracelularni signalizace TLR4, v odpovédi na LPS, vyzaduje nékolik dalSich
aktért. Jiz pro translokaci TLR4 z Golgiho aparatu na PM je dilezitd interakce s proteinem
myeloidni diferenciace 2 (MD-2) ptes disulfidické mustky zprostfedkované cysteinovymi
zbytky v N-terminélni a centralni ¢asti extraceluldrni konkdvni oblasti TLR4 212!, Monomer
LPS je k heterodimeru dopraven ptes glykofosfatidylinositolem ukotveny diferenciacni klastr
(CD) 14. Jeho zapojeni je nezbytné pro indukci TRIF dependentni drahy, spusténi MyD8&8
dependentni drahy jej vyZaduje pouze za niz§ich koncentraci LPS #. CD14 pfebira monomery
LPS z LPS-vézajiciho proteinu (LBP). Nasledné interaguji acylové fetézce lipidu A zLPS s AA
zbytky hydrofobni kapsy MD-2. K dimerizaci TLR4 jsou klicové hydrofobni vazby s AA
v Phel26 (fenylalanin) smycce MD-2. Ta zaujima tzv. uzavienou aktivacni konformaci, jez
pfispivd k vytvoteni dimerizacniho rozhrani umoZznujici vazby s dalS§im TLR4-MD2-LPS
komplexem ''°. Povrch 2 interagujicich TIR domén TLR4 umoZiiuje vazbu adaptorovych

proteinti %2,
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Obr. 3: Krystalova struktura a) monomerni forma TLR4 (ID: 7099), b) dimerni formy TLR4-MD?2.
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Ptevzato , upraveno v PyMOLu a Canvé.

3.5 Signalizace

3.5.1 MyD88 dependentni draha
Signalizace zavisla na MyD88 je po stimulaci receptoru iniciovana interakci TIR domén TLR4
a adaptorového proteinu obsahujici TIR doménu (TIRAP). Pro pienos signalu TLR4 je také
dilezitd vazba PIP2 vazebné domény TIRAP s PIP2 plazmatické membrany. Jiz samotné
slozeni PM ma tedy vliv na zahajeni signalizace '**. MyDS88 je nasledn& navazan k TLR4—
TIRAP komplexu. Jeho N-terminalni doména obsahuje dalsi typ specifické interakéni domény,
tzv. doménu smrti (DD), ktera tvoti vazbu s DD efektorti (kinaz asociovanych s receptorem pro
IL-1, IRAK) a je nezbytn4 i pro tvorbu oligomerti proteinéi obsahujicich DD %125, DD MyD88
podléha po vazbé k TLR4-TIRAP komplexu konformaénim zméndm a tvoii hexamery, jez
poskytuji interakéni povrch pro DD IRAK4. Rekrutovany jsou konkrétné 4 molekuly
IRAK4 2° Pro IRAK je vzhledem k dal§imu $ifeni signélu diileZita nejen N-terminalni DD, ale
i jejich centralni Ser/Thr kinidzova a 3 TRAF-vazebné domény na C-konci IRAK1 '?7. Pravé
C-koncova doména IRAK1 nebo IRAK?2 jsou dtileZité pro vazbu k MyD88-IRAK4 26, Takto
vytvofeny komplex, skladajici se ze 6 MyD8S8, 4 IRAK4 a 4 IRAK1/2, je oznaCovan jako
myddozom '?® a jeho spravné sestaveni je nezbytnou podminkou pro dalsi regulaci zanétlivé
odpovédi. Deficience proteini myddozomu ¢i mutace v interakénich doméndch jsou
asociovany s nékterymi patologickymi stavy '%,

Radné sestaveny myddozom poskytuje podminky k aktivaci kindzové domény proteinu
IRAK4, ta nasledné fosforyluje a aktivuje IRAK1/2, které podléhaji autofosforylaci a dale
konforma¢nim zménam '**13°, Ty v TRAF6 vazebnych motivech umoziiuji interakci s faktorem

6 asociovanym s receptorem TNF (TRAF6), ptedstavujici E3 ubikvitin ligdzu ubikvitinujici
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rizné substraty, véetnd IRAK1 3%13! Interakce indukuje dimerizaci N-terminalnich RING
domén TRAF6. Tato doména je vyzadovana k napojeni heterodimerniho konjuga¢niho E2
enzymu Ubc13/Uev1, potiebného k ubikvitina¢ni aktivité ligdzy '*2. Poté je komplex schopen
ubikvitinylace lyzinovych zbytkii na pozicich 63 v TRAF6 a IRAK1. Tento typ ubikvitinylace
nesméruje oznaceny protein k degradaci ve 26S proteasomu, nybrz katalyzuje syntézu
polyubikvitinylovanych fetézci, které poté slouzi jako strukturalni leSeni pro selektivni vazbu
dalsich proteind signalni kaskady '*°.

V dalsim kroku dochazi k aktivaci TGF-B aktivované kinazy 1 (TAK1), Ser/Thr kinazy,
patiici do rodiny kinaz kinazy proteinkinazy aktivované mitogenem '*#!3. Pfi indukci TAK1
aktivace hraji roli jeji vazebné proteiny 1 a 2 (TAB1, TAB2). TAB2 interaguje s C-koncem
TAKI1 v navaznosti na vazbu na polyubikvitinylovany fetézec TRAF6 !¢, zatimco TABI
asociuje s N-terminalni katalytickou doménou této kinazy '*°. Aktivovanid TAK1 translokuje
do cytoplazmy (mechanismus translokace — viz kapitola 3.5.2), v tomto kroku se draha miize
ubirat dvéma smeéry.

Prvni vede k aktivaci dimernich transkripénich faktort NF-«B. Interakce inhibi¢niho
proteinu NF-xB (IkB) s aminokyselinovymi zbytky umisténych na rozhrani jaderné lokaliza¢ni
sekvence Rel homologické domény, typické pro N-konec clent skupiny NF-xB, brani
v translokaci NF-kB do jadra a vazb¢ na tzv. kB sekvence, obsazené v promotorech a dalSich
cis-regulaénich elementech cilovych genti '37-13° Pfi stimulaci receptoru dochazi k vyse
zminénym signalizaénim udéalostem. Aktivovana TAK1 fosforyluje kindzu B IkB (IKKp), ktera
spolu s IKKa a adaptorovym proteinem NEMO (esencialni modulator NF-xB) tvoii komplex
kinazy IkB (IKK) °. K aktivaci IKK je krom fosforylace kinizové podjednotky dileZita také
vazba NEMO na polyubikvitinylovany fetézec IRAKI1 '3, Aktivovand IKK katalyzuje
fosforylaci urcitych serinovych zbytkl IkB, jeZ je vyZadovana pro ubikvitinylaci lysinovych
zbytkll na pozici 48, pfedurcujici degradaci inhibitoru. Poté je jaderna lokalizacni sekvence
NF-«B uvolnéna *!. Jaké geny bude nasledné NF-kB regulovat zavisi na charakteru ligandu
abunécném typu. Obecné vSak TLR4 signalizace pfes NF-kB vede k indukci exprese
prozanétlivych cytokinli, v€etné chemokinii (napf. interleukin — IL-1f, IL-6, IL-8, tumor
nekrotizujici faktor o — TNF-a, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CCL2) a adheznich molekul
(napf. intracelularni adhezni molekula 1 ¢i vaskuldrni bunéény adhezni protein 1) 38201 Dale
zvySuje také expresi cyklooxygenazy 2 (COX-2), inducibilni NO-syntazy (iNOS)
a prostaglandinu E2 7>%. NF-xB zvysuje expresi i samotného TLR4. Experimenty na bunééné
linii THP-1 popisuji zvySeni mnozstvi TLR4 pfi vyssi koncentraci a dlouhodobéj$im plisobeni

LPS 41,
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Druhé vétev drahy sméiuje k aktivaci MAPK — ERK1/2, JNK a p38 fosforylaci TAKI.
Mezi cile aktivovanych MAPK patfi také podjednotky aktivatorového proteinu 1 (AP-1),
transkripéniho faktoru regulujicitho expresi genli kontrolujicich diferenciaci, proliferaci
a apoptozu. MAPK reguluje jejich aktivitu jiz od transkripcni trovné, fosforylace samotnych
proteinii ma pak vliv na dimerizaci a stabilitu komplexniho AP-1. Ta je nezbytna pro vazbu na
AP-1 motivy vsekvenci promotori geni dalsich prozanétlivych medidtord 42,
Napft. v peritonealnich makrofazich a dendritickych bunikach ovlivnénych LPS je indukovana
na TLR4-MAPK zavisld dimerizace c-Jun—ATF2. Ty aktivuji promotor genu p/9, kodujici
podjednotku prozanétlivého IL-23, jenz se podili na modulaci odpovédi IS v pritbéhu rozvoje

autoimunitnich onemocnéni 2.

Dal§im zajimavym ptikladem je regulace drahy
TLR4-TAK1-p38 v mikrogliich ve vztahu k mife exprese sigma-1 receptoru (SiglR). SiglR je
chaperon ER, usmériiujici rovnovéhu hladiny intracelularniho Ca**, s vyznamnou roli
v neuroprotekci. Aktivaci této drahy pisobenim LPS na kultivované mikroglie doslo ke sniZzené
expresi SiglR, coz vede k naruseni Ca?" homeostazy, indukujici neurozanét a neurodegeneraci.
Jako prostiednik mezi p38 a regulaci transkripce SiglR byla navrZena histon deacetylaza 6 **.
MAPK p38 muze také aktivovat CREB, ktery je aktivovan taktéz zvySenou hladinou cAMP,
coz vede k indukci exprese antiapoptotickych faktorti v aktivnich makrofazich. Tim zabranuje

pied¢asnému ukonceni vrozené imunitni odpoveédi. Mnohé patogeny totiz produkuji toxiny, jez

tuto drahu inhibuji a makrofagy jsou tak nachyln&jsi k apoptoze 4.

3.5.2 TRIF dependentni draha

Jak je jiz zminéno, pro aktivaci TRIF dependentni drahy je nezbytny CD14 *. Po dimerizaci
2 TLR4-MD2-LPS komplext by bez jeho ptfitomnosti nebyla moznéa efektivni endocytéza
komplexu a indukce TRIF dependentni drdhy. Specificka koexprese TLR4 a CD14, jez je
rozdilnd skrze bunééné typy 1 jejich vyvojova stadia, tudiz Castecné predurcuje typ drahy
v odpovédi na LPS. Endocytdza je zprostiedkovana tyrosinkindzou sleziny (Syk) a PLCy2, do
dalsich krokti je zapojen klatrin a dynamin 53,

Na zacatku samotné signalizace hraje opé€t roli interakce TIR domén. TRIF je k TLR4
rekrutovan pies adaptorovy protein podobny TRIF (TRAM), obsahujici TIR doménu. TRAM
na svém N-konci obsahuje specifickou myristoyla¢ni konsenzuélni sekvenci, jez je zodpoveédna
za ukotveni proteinu k PM. Po stimulaci bunééné linie Ba/F3 ovlivnéné LPS (1 g/ml) dochézi

s Casovym odstupem 30 minut k internalizaci TRAM-TRIF do endozomu a kolokalizaci

s receptorovym komplexem 3¢,
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Nasledné interaguji N-terminalni TRAF vazebné domény TRIF s TRAF6 a TRAF3.
Asociace s TRAF6 probihd za podminek, kdy je jest¢ TRAM-TRIF lokalizovan na PM a nebyla
indukovana endocytdéza komplexu. Signalizacni role TRAF6 je stejnd, jako za stimulace
efektory MyD88 dependentni drahy — podporuje aktivaci NF-kB a MAPK 8+ Naopak spojeni
s TRAF3 je detekovano az z internalizovaného receptorového komplexu 3, jeji ubikvitinyla¢ni
aktivita je indukovand analogickym zptisobem jako u TRAF6 a dale podporuje expresi
interferonu-f (IFN-B). TRAF3 je rekrutovan taktéz pomoci IRAKI, v kontextu MyD88
dependentni drahy vSak slouzi jako inhibitor aktivace NF-kB a MAPK. Vsechny mechanismy
zapojené do této inhibice nejsou dosud zcela objasnény. Je ale zndmo, ze ubikvitinylace na
lyzinovych zbytcich TRAF3 na pozicich 48 (jez je zprostiedkovana E3 ubikvitin ligdzami
reagujici na polyubikvitinylované fetézce na lyzinovych zbytcich TRAF6 na pozicich 63), a jeji
degradace umoziiuje disociaci vzniklého signalizacniho komplexu, véetné TAK1, od receptoru
pii PM do cytoplazmy, kde mize ovliviiovat dalsi efektory. Zaroven je degradaci TRAF3
znemoznéna indukce produkce IFN-p 4314 Roli v regulaci ubikvitinylace TRAF hraji roli také
interakce se Syk '¥7. Buiiky se snizenym mnozstvim Syk kinazy ¢i ligazy, zodpovédné za
ubikvitinylaci lyzinovych zbytkih TRAF3 na pozicich 48, nebo ovlivnéné inhibitorem
proteazomu MG132 vykazuji nizsi intenzitu aktivace MAPK po stimulaci LPS, exprese IFN-f3
neni ovlivnéna '*>1%7. Tato modulace signaliza¢niho potencialu TRAF3 v z4vislosti na okolnich
stimulech z ni déla klicového regulatora zanétlivé odpovédi TLR4.

Vzniklé polyubikvitinylované fetézce TRAF3 na lyzinovych zbytcich na pozicich 63
rekrutuji pres adaptorové proteiny TANK-vazajici kinazu 1 (TBK1) a IKKe. TBK1 je pro
expresi IFN-B nezbytny, zatimco IKKe se podili az na aktivaci IFN-B indukovanych gend.
N-terminalni kindzova doména TBKI1 je aktivovana formaci dimeru a trans-autofosforylaci
specifického serinového zbytku v aktivaéni doméné kinazy '8,

Nasledné je aktivovan IRF3. TBK1 fosforyluje klastr serinovych zbytkii C-terminélni
domény IRF3, coZ zplsobuje konforma¢ni zmény a dimerizaci '*°. Ta neni podminkou pro
samotnou translokaci IRF3 do jadra, nybrz je stézejni pro utvoreni nukleoproteinového
komplexu s koaktivatory IRF3 a vazbu N-terminalni DNA-vazebné domény na promotor

regulujicich genti 3°. TRIF draha vyutstuje indukci exprese IFN-PB, ktery miize plisobenim na

-----

rrrrr

schopny efektivni koordinace imunitni homeostazy.
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Obr. 4: Schématické znazornéni TLR4 signalizace. Po stimulaci receptoru TLR4 na PM dochazi k aktivaci
MyD88 dependentni signaliza¢ni drahy. Sestaveny myddozom indukuje aktivaci TAK1, jez dale aktivuje MAPK,
nebo fosforyluje 1IkB. Vysledkem je translokace transkripcnich faktorti, dulezitych pro indukci produkce
prozanétlivych cytokinl, do jadra a stimulace exprese jejich cilovych genii. Nebo dochazi k indukci TRIF

dependentni drahy, pro niZ je nezbytna internalizace receptoru do endozomu. Nasledkem je aktivace IRF3, ktery

150

reguluje expresi IFN-f. Prevzato °°, upraveno v Canve.

4 KOMUNIKACE MEZI SIGNALNIMI SYSTEMY OR A TLR4

4.1 Nestereoselektivni piisobeni opioidi na TLR4 v nepiitomnosti LPS
Naésledujici ¢ast jiz popisuje vzajemnou interakcei slozek receptorovych systémi OR a TLR4.
Tato podkapitola se konkrétné zaméfuje na pusobeni opioidnich ligandii na TLR4
signalizaci za nepfitomnosti LPS. Plisobeni miize byt piimé, vazbou opioidu na TLR4 ', ¢&i
nepiimé, indukci produkce a extracelularni translokace HMGBI, endogenniho ligandu
TLR4 %, In vivo, se tato interakce projevuje specificky v centralni NS, kde aktivuje medidtory
zprostiedkujici neurozanét. Ten snizuje analgetické UCinky opioidl, paradoxné zvySuje

108151 " Také podporuje rozvoj

senzibilitu vic¢i bolesti a piispiva k udrzeni tohoto stavu
zavislosti 12, Plisobeni opioidii na TLR4 je tudiz detekovatelné behavioralnim testovanim, kde

sledované objekty vykazuji snizenou latenci vii¢i bolestivym podnétiim a adiktivni chovani.

4.1.1 Stereoselektivita OR a TLR4 vii¢i opioidiim
Pro pochopeni modulace signalizace TLR4 opioidy je nejdiive nutné vysvétlit stereoselektivitu

OR a TLRA4.
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Valna vétSina receptort, véetné OR, je stereoselektivni, coZz znamena, ze preferuji vazbu
ur¢itého enantiomeru. Konkrétné OR vykazuji vazebnou afinitu pouze k (—)-opioidnim
enantiomerim. Struktura (+)-opioidnich enantiomerd nevyhovuje pozadavkiim pro interakce
s ur¢itymi aminokyselinovymi zbytky OR a stabilizace receptoru v jeho aktivovaném stavu
neni mozna '3, (+)-opioidy tudiz nepfispivaji k analgezii zprostiedkované OR.

Jejich pliisobeni na TLR4 je naopak nestereoselektivni. Ob¢ enantiomerni formy maji
vazebnou afinitu k receptoru a indukuji, & blokuji, aktivaci signaliza¢ni drahy '°. Existenci
nestereospecifickych vazebnych mist opioidfi zmitiuje jiz studie Goldsteina a kol. '** z roku

1971, ale az Hutchinson a spol. '

vroce 2010 predkladaji jasné dikazy, Ze ona
nestereospecifickd vazebnd mista poskytuji TLR4. Existuji vSak wurcité vyjimky,
napft. (+)-norbinaltorfimin, selektivni antagonista k-OR, inhibuje TLR4 jen v této enantiomerni

formé 15°. Déle M3G vykazuje afinitu pouze k TLR4 a M6G, naopak jen k pu-OR %156,

4.1.2 Vazba na MD-2

Studie Hutchinsona a spol. '° déle obsahuje experimenty, které konkretizuji lokalizaci ptisobeni
opioidnich ligandii na extraceluldrni oblast TLR4. To, Ze jedna o MD-2 hydrofobni vazebnou
kapsu, bylo teoreticky demonstrovano az in silico dokovacimi experimenty. Studie také
poskytuje prehled opioidnich agonistl, sefazenych dle jejich schopnosti indukovat TLR4
signalizaci. Data byla ziskana stimulaci bunétné linie HEK293-hTLR4 (bunétné linie 293
odvozena z lidskych embryonalnich ledvinovych bunégk, transfekovana TLR4, CD14 a MD-2).
NejefektivnéjSim agonistou TLR4, po LPS, je M3G, zbylé testované opioidy vykazuji
podobnou uroven ucinnosti, 1 co se tykd porovndni rozdilnych enantiomeri morfinu
a metadonu. Aktivace stimulace TLR4 opioidy je vSak oproti LPS daleko nizsi, ani 10 pM
koncentrace M3G nestaci na vyrovnani intenzity odpovédi vyvolanou 0,5 ng/ml LPS. Déle byla
pozorovana inhibice (—)-morfinem a M3G indukované TLR4 signalizace (+)-naloxonem,
intenzita inhibice je zavisla na davce.

Efektivitu indukce TLR4 signalizace M3G Ize ptipsat hydrofilni glukuronidové skuping.
Opioidni agonisté, stejn¢ jako LPS, interaguji hydrofobné s AA zbytky MD-2 vazebné kapsy
a indukuji uzavienou aktivacni konformaci smycky Phel26. Zatimco komplex MD-2—morfin
pro svou stabilitu b&hem simulace molekularni dynamiky vyZaduje pfitomnost TLR4,
glukuronidova skupina M3G umoziuje interakce i s AA zbytky hloubgji v MD-2 vazebné
kapse, coz vede ke specifické konformaci MD-2. Béhem simulace tak TLR4 nevyZzaduje.
Naloxon, stejn¢ jako morfin, stabilizuje aZ komplex MD-2-TLR4, a 1 kdyZ se vazby, jeZ s MD-

2 tvoii, kryji s agonisty TLR4, Phe126 je za jeho piisobeni piepnuta do stavu neaktivniho %1%,
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4.1.3 Opioidy indukovana TLR4 signalizace

V in vivo, ¢i in vitro (za pouziti bunécné linie, kterd hojn€ exprimuje také OR) experimentech,
je ale nutné potvrdit, ze se na vysledném ucinku opravdu podili stimulace opioida skrze TLR4,
nikoliv pouze pfes OR. K zjisténi piispévku signalizace opioidu pies jednotlivé receptory se
proto vyuzivaji genetické modifikace, napt. vyrazeni gend pro TLR4, MyD8S, pu-, 6- a k-OR,
¢i selektivni ligandy pro urcity typ receptoru.

rokem 2010, 1 kdyZ autofi studii tehdy nem¢li tuSeni o této souvislosti. U mysi, s trojnasobnym
vyfazenim genl kodujicich p-, 8- a k-OR, po akutni aplikaci (—)-morfinu nebyl sledovan
analgeticky efekt, pfesto po nékolikadennim uzivani ptesel u€inek v hyperalgezii '°7. Mysi,
ptedlécené (+)-morfinem pied aplikaci (—)-morfinu, vykazovaly v testu Svihnuti ocasem
snizenou latenci, nez pifi podani samotného (—)-morfinu. Aplikace inhibitoru glii,
propentofylinu, latenci prodluzovala i v ptipadé¢, kdy byla antianalgezie vyvolana predléCenim
(-)-morfinem. Také ob& enantiomerni formy naloxonu byly schopny blokovat antianalgezii
zptisobenou (+) i (—)-morfinem '8,

Aktuélni studie, jiz s védomim o zapojeni TLR4, déale definuji intracelularni efektory
indukované vazbou opioidil a produkty této signalizace. Wang a spol. '°! nejprve popisuji, Ze
morfinem indukovana aktivace NF-«kB v imunokompetentnich bunkach centralni NS je
blokovana kompetitivnimi inhibitory LPS, kurkuminem a LPS-RS, v zavislosti na jejich davce.
Také transfekce BV2 mikroglii protismérnym TLR4 nebo MD-2 oligonukleotidem, snizuje
expresi produkti NF-kB aktivace, NO, IL-1B a TNF-a. Dalsi experimenty in vivo
charakterizovaly, Ze indukce zanétu probiha pies MyD88 dependentni drahu. T/r4”~ &i
MyD88"KO mysi, po akutni intratekalni aplikaci morfinu (0,1-50 mg/kg), vykazovaly
vyrazn¢ zvysSenou latenci v testu na termalni citlivost, oproti myS$im divokého typu (WT).
Vzorky michy Tlr47~ KO mysi také obsahovaly snizenou hladinu fosforylovanych p38, JNK
a ERK, které byly v celém rozmezi pouZzitych davek morfinu zvySeny ve vzorcich z WT mysi.
Stejnd vyzkumna skupina déle popisuje, ze po chronickém 7-dennim intratekalnim podavani
morfinu (0,75 mg/kg) mysim, se u WT rozviji antinociceptivni tolerance korelujici se zvySenou
expresi TLR4, TAK1 a NOD-, LRR- a pyrin doménu obsahujiciho proteinu 3 (NLRP3)
a fosforylaci TAK1 v mikrogliich v dorzalnich rozich michy. To nésledné vede k amplifikaci
produkce IL-1B a IL-18. Znaky antinociceptivni tolerance T/r4”~ KO mysi nevykazuji
a nedochazi u nich k aktivaci TAK1 a NLRP3 3. Jak jiZ bylo zminéno, indukovany TLR4 zanét

opioidy se také podili na vzniku zavislosti, coz dokazuje dal3i studie Hutchinsona a spol. 1>,
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Aplikace (+)-naloxonu potkanim u nich blokuje indukovanou preferenci mista morfinem
a potlacuje samo-aplikaci remifentanylu, syntetického agonisty p-OR. Dale (+)-naloxon
(1 mg/kg) také inhibuje zvyseni hladin extracelularniho dopaminu v NAc, dtlezité oblasti
mezolimbické drahy odmény, indukované aplikaci morfinu (6 mg/kg). Tlr4~~ ¢ MyD88” KO
mysi v testu preference mista neuptfednostiiuji oxykodonem podminéné misto, zaroven u nich
v porovnani s WT dochazi k silngjsSimu analgetickému efektu a snizené fosforylaci p38 a JNK,
jez je také zavisla na TLR4 signalizaci.

Tyto experimenty tedy jasn¢ dokazuji, ze stimulace TLR4 opioidy spousti MyD88-
dependentni signalni kaskadu, zahrnujici stejné efektory a vysledné produkty, jako pii stimulaci

LPS-TLR4, vedouci k indukci neurozanétu.

4.1.4 Opioidy navozena regulace hladiny extracelularniho HMGB1

Jako dal$i mozny zptisob komunikace mezi t€émito dvéma receptorovymi systémy je regulace
uvolnovani HMGB1 ptsobenim opioidd. Extracelularni HMGBI1 se vaze na TLR4 a indukuje
aktivaci NF-xB !%. Tento typ signalizace se podili hlavné na prolongaci bolestivych stavil

a udrzovéani neurozanétu i za nepiitomnosti drogy 96198,

106 hopisuje, ze po chronické 6-denni intratekalni aplikaci morfinu

Studie Qiana a spol.
potkaniim dochazi ke zvySené expresi HMGB1 a TLR4 v neuronech a gliich dorzalnich rohti
michy. Paralelné s tim se rozviji analgetickd tolerance a hyperalgezie. Ty jsou potlaceny
inhibici aktivity HMGBI, a to za podminek, kdy je HMGB1 blokovan od prvniho dne podani
opiatu, 1 za stavu vyvinuté morfinové antinociceptivni tolerance. Efekt morfinu je plné
zprostiedkovan skrze TLR4, jenZ ptes aktivaci NF-«kB indukuje produkci IL-18, IL-6 a TNF-a,
podporujici uvolinovani HMGBI. Specificky antagonista p-OR nema na jeho uc¢inky vliv. Mo

a spol. '

stejny fenomén zkoumaji v periakvaduktalni Sed¢ hmoté, oblasti mezencefala,
modulujici nociceptivni informaci vedouci z mozku do dorzalnich rohtt michy. Pozorovanim
vlivu morfinu na oddélenou a spole¢nou kultivaci Neuro-2a a BV2 mikroglii bylo zjisténo,
ze produkce HMGB1 a prozéanétlivych cytokinil je zavisld na ptitomnosti mikroglii. Témito
mediatory je nasledné zprostfedkovana fosforylace podjednotek NMDAR neurontl, zvySujici
jejich Ca** permeabilitu a neurondlni excitabilitu, indukujici hyperalgezii.

Grace a spol. 19719 zas pfisuzuji HMGBI1 kli¢ovou roli v prolongaci alodynie po
chronické konstrikci sedaciho nervu (CCI) u potkanti, kteii po zékroku absolvovali 1écbu
morfinem. U kontrolni skupiny pfecitlivélost odeznéla do 5 tydni po CCI. Pétidenni 1écba

morfinem, aplikovana 10 dni po zakroku tuto dobu prodluzuje o 6 tydni. Ukazalo se, Ze trvala

senzibilizace a neustavajici neuropaticka bolest je disledkem piimé aktivace a zvySené exprese
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NLRP3 v misnich mikrogliich, kdy zprostfedkujici mechanismus je zavisly na stimulaci TLR4
a P2X7 receptorti. Dochazi k uvoliiovani IL-1 a DAMPs, véetné HMGBI1. IL-1f nésledné
zvysuje extracelularni hladiny glutamatu zesilenim endocytdzy jeho transportéru '*°, coz vede
k naruseni homeostazy neurotransmiteru. Uvoliiovani DAMPs je posileno. Patii mezi né i ATP,
ktery stimuluje P2X7 receptory. Prvotni impulz, morfin, amplifikoval efektory dréhy. Ta je
vSak 1 za jeho nepfitomnosti v dlouhodobém cCasovém horizontu udrZzovana praveé touto

pozitivni zpétnovazebnou smy¢kou, zahrnujici HMGB1 107108,

4.2 Opioidy navozena regulace zanétlivé odpovédi po aktivaci TLR4

lipopolysacharidem
I kdyz je TLR4 signalizace, v bunééné linii HEK293-hTLR4 v experimentech Hutchinsona
a spol. ', opioidnimi agonisty aktivovéna, za pfitomnosti LPS je tomu jinak. Stevens a spol. 1%
popsali, Ze soucasné ovlivnéni téchto bunék LPS (100 ng/ml) a morfinem (3—100 uM), nebo
LPS (30 ng/ml) a fentanylem (1-100 uM), TLR4 signalizaci, v porovnani s plsobenim
samotného LPS, tlumi. Pfidani opioidniho antagonisty, naloxonu, ani selektivniho p-OR
antagonisty B-funaltrexaminu, potlaceni TLR4 signalizace nezvratilo, naopak jej posililo. Tyto
vysledky naznauji, Ze opioidni ligandy inhibuji LPS indukovanou TLR4 signalizaci
nekompetitivnim zptisobem.

Imunosupresivni ucinek opioidi miize byt tedy zprosttedkovan timto zplisobem, pies
vazbu opioidniho ligandu na TLR4, ale také indukci signalizace OR, jejiZ efektory mohou
inhibovat intracelularni signalizaci TLR4. Vysvétleni molekuldrniho mechanismu, jimz k této
regulaci dochazi, jako prvni poskytuje studie Madera-Salcedo a spol. '®! zroku 2013.
Experimenty byly provedeny na Zzirnych buiikach derivovanych zkostni diené mysi. Po
preinkubaci bun¢k s morfinem (1 mM), doslo po jejich ovlivnéni LPS (500 ng/ml), az ke 40%
poklesu sekrece TNF. Dale byla za pomoci farmakologickych blokatort definovana draha, jiz
samotnd stimulace LPS exocytézu TNF fidi. Bylo zjiSténo, Ze zahrnuje membranové proteiny
spojené s vezikulami citlivymi na tetanovy toxin, aktivované MAPK, fosfatidylinosiol-3-
kindzu, IKK, podstatnd je také piitomnost Ca®". IKK dale v komplexu fosforyluje
synaptozomaln¢ asociovany protein 23, dulezitou soucdst membranového fizniho aparétu.
DalSimi pokusy se podafilo identifikovat nejzaz§i misto G€inku morfinu v ramci TLR4
se podili sestaveni komplexu TRAF6/B-arrestin 2, jimz je znemoznéna dalSi signalizace.
Plisobeni morfinu opravdu zvySovalo mnoZzstvi téchto komplext v buiice. Jejich tvorbu zvratil

naloxon (10 pM) nebo specifiéti p- a 8-OR antagonisté. Jind vyzkumna skupina '3
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charakterizuje dal$i mozny cil piisobeni B-arrestinu 2 na LPS indukovanych peritoneédlnich
makrofazich z mysi a HEK293-hTLR4. Morfin stimuluje sestaveni komplexu B-arrestinu 2
s proteinkindzou p38, jejiz aktivace je na tomto kroku zavisla, a dale vede k produkci
protizanétlivého IL-10.

V centralni NS ma spoluptisobeni opioidii a LPS dudlni charakter. Na jednu stranu
existuji dikazy, ze opioidni agonist¢ mohou za pfitomnosti zanétlivého agens regulovat
imunitni odpovéd’ a piisobit neuroprotektivné. Napfi. nizké davky dynorfinu A5 (0,1 fM—1pM)
inhibuji nadmérnou LPS indukovanou (20 pg/ml) produkci neurotoxického NO, v kultuie
primarnich mysich kortikalnich neurontt a gliich. Zaroven je detekovano sniZzeni hladiny
laktatdehydrogendzy v kultivaénim médiu, ktera je uvoliiovana z bunék s narusenou PM ¢4,
Skupina védcii z Univerzity Karlovy ' zaznamenala stejny efekt na mikroglialni bun&¢né linii
C8-B4. Doplituje dal§i mechanismy, jimiz preinkubace s opioidnimi agonisty, DAMGO,
[D-Ala?, D-Leu5]-enkefalinem a U-50488 (0,01-1 pM), predchazi LPS (1 ug/ml) indukované
cytotoxicité. Oproti samotnému LPS, stimulace bun¢k opioidy snizila expresi glukézového
transportéru 1, akumulaci kyslikovych radikalt a superoxidovych aniontti v bunkach, produkei
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu. Naopak byl sledovan ndrGst hladiny enzyma
superoxiddismutazy, katalazy, glutationperoxidazy a tripeptidu glutationu. Zda se, ze regulaci
transkripniho faktoru ,,nuclear transcription factor erythroid 2-related factor-2*, jenz udrzuje
redoxni homeostdzu zvySenim exprese cytoprotektivnich enzymii.

Na druhou stranu mohou opiody v centralni NS také amplifikovat prozanétlivy Gc¢inek
LPS, coz popisuje studie Merighiho a spol. 1. Fosforylace PKCe, nasledné stimulujici drahu
PKB-ERK1/2-NF-kB, jez v LPS (1 mg/ul) indukovanych priméarnich mysich mikrogliich vede
k produkci NO, TNF-q, IL-1 a IL-6, je za pfitomnosti morfinu (100 nM) posilena. Navic, pti
transfekci bunék pomoci protismérného oligonukleotidu p-OR je tento ptispévek morfinu za
stejnych podminek zcela potlacen. Vys§i koncentrace drogy (10 uM) jiz intenzitu
prozanétlivého pfispévku morfinu pouze snizuje '®’. To naznacduje, Ze nizsi davky morfinu
vedou ke kostimulaci LPS zanétlivych procest skrze p-OR, ale za vysSich davek dochazi
k indukeci tyze drahy pfes TLR4.

Opioidy tedy moduluji LPS-indukovanou TLR4 signalizaci rGznymi zplsoby, piimo,
vazbou na TLR4, ale i ptes OR. Zistava vSak otazkou, jakou mirou se in vivo jednotlivé
receptorové systémy na imunosupresi podileji, a také, co urcuje charakter odpovédi soucasného

plsobeni agonisty TLR4, LPS, a opioidnich ligandli v rdmci periferie téla versus centralni NS.
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4.3 Epigeneticka regulace TLR4 zprostredkovana opioidy

Nejnov¢jsi publikace piedstavuji Glohu epigenetickych mechanismi, predevsim RNA
interferenci, v regulaci TLR4 signalizace zprostiedkované opioidy. V souvislosti s timto jevem
je nejcastéji zmiiovana miRNA-146a. Jejim vyznamem v rdmci vrozeného IS se poprvé zabyva
studie Taganova a spol.'®® zroku 2006. Popisuje, Ze, po ptisobeni LPS, TNF-a a IL-1p je
indukce exprese miRNA-146a v lidské monocytarni bunécéné linii THP-1 zavisla na vazbé
NF-kB v promotorové oblasti genu. Za pouziti 3' nepiekladané oblasti luciferazovych reportéra
byla identifikovana cilova mista pro miRNA-146a, kterd ptredstavuji 3' neptekladané oblasti
transkripti IRAK1 a TRAF6. Dalsi studie potvrdily, Ze miRNA-146a je pti¢inou posttranslacni
represe i samotného TLR4, a Ze se na zahdjeni miRNA-146a exprese mimo NF-«B podili taktéz
MAPK a AP-1 19170 Jako sougast negativni zpétnovazebné smycky tak regulaci esencialnich
slozek TLR4 signaliza¢ni drahy tlumi zanétlivou odpovéd’ a napomaha ptedejit sepsi.

Jiz ve spojitosti s opioidy bylo zjisténo, ze chronicka 1é¢ba morfinem snizuje schopnost
miRNA-146a modulovat zanét indukovany pomoci LPS. Tento mechanismus je
zprostiedkovan inhibici exprese miRNA-146a. Za fyziologického stavu dochézi po urcité dobé
pisobeni LPS ke snizeni pocatecniho narGstu hladiny prozanétlivych cytokind,
k tzv. endotoxinové toleranci. Ta je pravé po chronické aplikaci drogy potlacena. Efekt je
pozorovan jako zvySend hladina sérového IL-6 jak in vivo, u mysi, tak in vitro, na mysi
makrofagové bun&ené linii J774.1. Tato inhibice probiha pies p-OR, u u-OR” KO mysi
s aplikovanym morfinem a LPS je hladina miRNA-146a stile zvySena, samotny morfin na
hladinu miRNA-146a ve sledovanych buiikach IS nema zadny vliv. U Tlr4”~ KO mysi zistava
hladina IL-6 po podani morfinu a/nebo LPS nezménéna. To naznacuje, Ze sniZeni tolerance
zprostiedkované morfinem je zptisobeno sou¢asnou ¢innosti OR a TLR4 7!,

Grace a spol. % tento typ regulace zkoumali v kontextu modulace neuropatické bolesti,
kdy stavéli na datech ze svych predchozich studii, jeZ dokazuji, Ze 1é€ba morfinem po CCI
u potkani vyznamné prodluzuje trvani alodynie v disledku aktivni signalizace TLR4
(podrobné&ji viz kapitola 4.1.4) 97198 Cty¥denni intratekalni aplikace mimetika miRNA-146a
5 tydnti po zdkroku, kdy kontrolni skupina potkanti jiz vykazuje prahové hodnoty pro
mechanickou alodynii jako pfed CCI, opravdu jinak pfetrvavajici hypersenzitivitu snizuje.
V testech vSak potkani nedosahuji takovych hodnot latence jako pted zédkrokem, ti¢inek navic
po 72 hodindch témé&f vymizel. Studie Wanga a spol. !”* dopliiuje, e nastup morfinové
tolerance je potlacen intratekdlni aplikaci lentivirového vektoru, podporujici expresi

miRNA-146a. S tim je sledovan pokles exprese miSnich TLR4, IRAK1 a TRAF®6.
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Ukazuje se, ze exprese dalSich miRNA muze byt opioidy modulovana i pozitivné.
Napt. Remifentanyl snizuje nasledky ischemicko-reperfuzniho poskozeni myokardu zvySenim
hladiny miR-206-3p ™. Review Chena a spol. '7° zas shrnuje dosavadni poznatky o roli §-OR
pii reakci na neurozanét vyvolany hypoxii ¢i ischemii mozku, ktery fidi maturaci Siroké skaly
miRNA, ptispivajici k neuroprotekci. Mezi cilové molekuly téchto miRNA patii také nékteré
efektory TLR4 signalni kaskady. Terapeutickému vyuziti vSak brani hluboka neznalost

mechanismd, jimiz opioidy specificky tidi jejich aktivitu.

4.4 Opioidy indukovana regulace exprese TLR4
Také mechanismy, jakymi je exprese TLR4 modulovana ptisobenim opioidili, nejsou dosud
zcela objasnény. K samotné regulaci mize dochazet na urovni transkripce genu, vazbou
NF «B do promotorové oblasti TLR4 !, &i posttranskripéné, miRNA 19173 Povrchova exprese
receptoru  je pak zavisla na mnoha dalSich faktorech, napf. interakci TLR4
v ER s chaperonem glykoproteinem 96, ko-chaperonem proteinem asociovanym s TLR4
a v Golgiho aparatu na tvorbé disulfidickych mustki s MD-2. Déle je proces translokace na PM
fizen také samotnymi posttranslaénimi upravami proteinu 2176,

Obecné lze konstatovat, ze zvySend exprese TLR4 doprovazi prozanétlivé
a pronociceptivni stavy vyvolané opioidy, a dale tyto stavy posiluje 1613177 Jsou vsak
ptipady, kdy ji mohou naopak tlumit. Napt. bylo zaznamendano, Ze ovlivnéni bunck RAW 264.7
samotnym morfinem (0,1 mM) vede ke sniZeni hladiny proteinu TLR4 a aZ do koncentrace
I uM je vidét pokles 1 na Urovni mRNA TLR4. Naltrexon (0,1 mM) pokles exprese
antagonizuje. Stejny efekt 1ze pozorovat na perifernich makrofazich mysi, jimz byl po dobu
24 hodin 3% denné¢ subkutalné aplikovan morfin (20 mg/kg). Tento Ucinek je zprostiedkovan
skrze p-OR, u u-OR 7~ KO mysi se neprojevuje. Mechanismus je zprostiedkovan konkrétné
pfes signalizaci Gi-proteinem, inhibovat jej lze 1 ovlivnénim bunck pertusis toxinem
(1 pg/ml) "8, Studie Lina a spol. '” zas popisuje sniZeni exprese TLR4 a NF-«B skrze k-OR
v kardiomyocytech na modelu ischemicko-reperfuzniho poSkozeni srdce potkana. Podani k-OR
selektivniho agonisty, U50,488H (1,5 mg/kg), 10 minut pted ischemii, sniZilo hladinu obou
zminénych proteinti v zasazené tkédni. S tim koreluje pokles jejich signalizace, produkce TNF-a
a akumulace neutrofilll v okoli nekrdzy. Tyto procesy u kontrolni skupiny, nebo skupiny
s aplikovanym norbinaltorfiminem, selektivnim k-OR antagonistou, pfispivaji k zanétu
a extenzi infarktového loZiska.

Zajimavou kapitolou je pak modulace exprese TLR4 ptsobenim opioidii béhem rané¢ho

vyvoje, kterd miize mit zavazné nasledky na vyvoj synaptické plasticity. Jantzie a spol. '* tuto
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problematiku zkoumaji na mlad’atech potkanii, jez byla od 16. dne prenatdlniho vyvoje
exponovana metadonu. Samicim byla tou dobou implantovana osmotickd pumpa s drogou,
denné jim byly aplikovany davky 816 mg/kg, po porodu 12 mg/kg. Metadon snadno pronika
placentrarni a hematoencefalitickou bariérou a hromadi se v mozku plodu. Po narozeni byla
mlad’ata dale vystavena droze prostfednictvim matetského mléka. Desaty den postnatalniho
vyvoje probehla analyza exprese prozanétlivych genti v kortikalnich oblastech mozkti mlad’at
ovlivnénych drogou. Oproti kontrolni skupiné, mé¢la zvySené hladiny mRNA TLR4 o 42 %
a MyD88 az 0 87 %. To doprovazi narast IL-1 a CXCL1 a zmény v morfologii mikroglii. Ty
postradaji klasické rozvétveni, jez je klicové pro aktivni regulaci homeostazy ve vyvijejici se
mozkové tkani. Dusledkem je pak pokles kognitivnich funkei v llohach uceni a paméti. Dalsi

studie '®

I zjistila, Ze potkani, exponovani morfinu b&hem dospivani, vykazuji zvySenou
a dlouhotrvajici expresi TLR4 v mikrogliich v NAc. To hraje dualezitou roli v chovéni
souvisejicim se zavislosti 1 v dospélosti, kdy opakovana aplikace drogy nadmérné stimuluje tato
pfedem zmnozena vazebna mista (TLR4), a jedinci tak vykazuji vyssi riziko relapsu pfi
vyhledéavani drogy. Pokud jsou vSak potkani poprvé vystaveni ptisobeni drogy az v dospélosti,
k nadmérné expresi TLR4 a tomuto vzorci chovani nedochazi.

I tento typ regulace je tedy velmi komplexni a zavisly na n€kolika faktorech. Stale hraje
roli mnoho neznamych v jednotlivych krocich exprese, od samotné iniciace transkripce

proteinu, az po jeho vystaveni na PM. Pochopeni téchto mechanismt je kli¢ové pro identifikaci

cilenych efektort, jimiz opioidy expresi TLR4 moduluji.

4.5 Fyziologické dusledky komunikace OR a TLR4

Posledni kapitola shrnuje disledky komunikace mezi signalnimi systémy OR a TLR4.

V této souvislosti je nejvice probiranou oblasti rozvoj analgetické tolerance,
hyperalgezie, alodynie, a dale prolongace a udrzovani téchto bolestivych stavil. Tyto jevy jsou
modulovany hned nékolika mechanismy, pfiCemZz za vSemi stoji indukce neurozanétu.
Nestereoselektivni stimulaci TLR4, na imunokompetentnich nebo endotelidlnich bunkach
centralni NS, opioidnimi agonisty dochazi k sekreci prozanétlivych cytokind, IL-1pB, IL-6
a TNF-a !°!. Ty mohou dale ptisobit na povrchové neurony II. vrstvy dorzalnich mi$nich rohd
a ruznymi mechanismy modulovat synapticky pfenos — zvySovat frekvenci spontannich
excitatnich postsynaptickych potencidlli, a naopak snizovat frekvenci inhibicnich
postsynaptickych potenciali. Vysledkem je zvySend neurondlni aktivita indukujici centralni
senzibilizaci a hypersenzitivitu vici bolesti. V neuronech plisobenim prozanétlivych cytokina

muze dochazet k fosforylaci a aktivaci CREB, jenz se vaZze do promotoru genli podporujici
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chronicitu bolesti, jako napf. neurokinin-1 nebo cyklogenoxygenazy-2 (COX-2) ?’. Nocicepce
mize byt modulovana i TLR4 lokalizovanymi piimo na senzorickych neuronech, taktéz
zvy$enim jejich excitability °®. Dale dochazi k sekreci DAMPs. Ty moduluji permeabilitu
NMDAR v periakvaduktalni Sedé hmot¢, P2X7 receptor v dorzalnich rozich michy a narusuji
homeostazu glutamatu, coz je asociovano s patofyziologickymi mechanismy odpovédnymi za
rozvoj a udrzovani chronické bolesti 19619,

Neurozanét indukovany stimulaci TLR4 opioidy se také podili na rozvoji zavislosti na
nich. Tot je jiz demonstrovano ve studii Hutchinsona a spol. 32, kdy se tato stimulace jasné
podilela na zvySeni hladin extracelularniho dopaminu v NAc, také zvySena exprese TLR4
v mikrogliich v této oblasti ¢ini jedince nachylngjsi k relapsu k uzivani morfinu ', Liu a
kol. 132 zas popisuji zapojeni drahy TLR4-MyDS88 do zvyseni hladin hipokampalniho IL-1p,
které koreluje s hor§im priibéhem abstinen¢niho syndromu. Mechanismy, jimiz produkty drahy
opioidni agonista—TLR4, systém odmény moduluji, vSak nejsou zcela objasnény. Ale napf.
Stellwagena a spol. !83 popisuji roli TNF-a v regulaci synaptického pfenosu v kultufe
hipokampalnich neuroni. TNF-a zprostiedkovava zménu podjednotkového slozeni
povrchového receptoru  a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionové  kyseliny,
vysledkem je zvySena propustnost Ca**, a soutasné snizuje mnozstvi GABAa na PM, coz vede
ke snizeni inhibi¢niho synaptického prenosu. Zajimavou myslenku predklada také souborny
¢lanek Jacobsena a spol. '3, kteii hypotetizuji o zapojeni prozanétlivych cytokini do stimulace
dopaminergnich neuront v NAc a VTA, jeZ pohani odménu vyvolanou opioidy. Zanét vSak
zaroven posiluje pocity stresu a tizkosti, které jsou vyrazné zhorSeny pti odvykani od drogy.

Dal$im diskutovanym tématem je, zda-1i TLR4 hraje roli v morfinem indukované depresi
peristaltick¢é motility. Opét neni zcela jasné, jakymi mechanismy se na modulaci
gastrointestinalni funkce tato inter-receptorova komunikace podili, nasledujici studie vSak
poskytuji ditkazy, 7e k tomu uréitym zpiisobem piispiva. Napt. Farzi a spol. '*° popisuji
inhibi¢ni u¢inky TAK-242 na morfinem indukovanou snizenou motilitu stiev, zjist'uji vSak, ze
efekt inhibitoru TLR4 se projevuje pouze v distalni Casti tlustého stfeva, nikoliv v horni ¢asti
gastrointestinalniho traktu. /n vitro, v izolovaném tra¢niku morcete, predbézné 1écba TAK-242
(0,1 uM) oslabuje inhibi¢ni t€¢inky morfinu (v koncentraci 0,1 1 1 uM). In vivo je v distalni ¢asti
tlustého stfeva mysi efekt pfedbézné 1écby TAK-242 (4 mg/kg) sledovan pouze za néasledné
subkutanni injekce morfinu v davce 3 mg/kg, nikoliv 0,5 mg/kg. DalSim dikazem zapojeni
TLR4 do tohoto jevu jsou experimenty s Tlr2/47, Tlr4”~ a MyD88”~ KO mysmi, jez oproti

WT nevykazuji po subkuténni injekci morfinu (10 mg/kg) zvyseni sttevniho tranzitniho asu °.
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Za pritomnosti LPS je sledovan dalsi nezddouci G€inek, rozvoj imunosuprese. Piedlécenti
opioidnim agonistou v odpovédi na LPS snizuje hladinu fosforylovanych MAPK, aktivaci
NF-kB a produkci prozanétlivych cytokint v leukocytech periferni krve 7-°. Imunosuprese
piedstavuje zavazny problém pro pacienty, dlouhodobé podstupujici opioidni analgetickou
terapii, nebo i1 uzivatele drog mimo klinickou praxi, ktefi jsou kvili oslabené imunité vice
nachylni k infekci. Aktudlni studie naznacuji, ze tato lécba v perioperacni fazi bcéhem
chirurgického odstranéni nddoru by také mohla souviset se zvySenou recidivou nékterych
malignit. Zatim pouze studie in vitro potvrzuji, Ze stimulace TLR4 i OR pfirozenych zabijaki
izolovanych z lidské krve morfinem, snizuje jejich schopnost indukovat apoptozu bunék K562
(imortalizovana bun&na linie myeloidni leukémie) 86187,

Nakonec plsobeni opioidi mize také inhibovat zvySenou expresi a aktivaci TLR4.
Potlaceni stimulace sloZzek imunitniho systému muize byt nékdy naopak prospésné a zabratiuje
tak poskozeni tkdné€, v niZ plsobi infekéni agens, nebo DAMPs indukované jejim poranéni.
Tento ucinek se Casto pripisuje endogennim opioidnim peptidiim, jez jsou soucasti ptirozenych

1

endogennich ochrannych mechanism@i organismu '®*, jak ale ukazuji vy$e zminéné studie,

tentyz vliv mohou vykazovat taktéz velmi nizké davky exogenné podavanych opioidt 1017,
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5 ZAVER
Tato prace poskytuje prehled o komplexnim piisobeni mezi signalnimi systémy OR a TLR4.
Prace potvrzuje pocateni hypotézu, ze hlubsi pochopeni téchto interakci muze pfinést nové
moznosti pro vyvoj terapeutickych strategii, které by efektivné vyuzivaly této vzajemné
komunikace. Jak spoluptisobeni signdlnich drah podporovat, ¢i jejich kontaktu zamezit.
Vyzvou pro budouci vyzkum piredstavuje vysoka specifita molekuldrnich mechanismd,
které tyto interakce umoznuji, a jak ovliviuji rizné signalni drahy v odlisnych typech bun¢k.
Po tomto objasnéni bude zajimavé, testovat ucinnost riznych typt regulace OR a TLR4. Jak
napt. Grace a spol., ktefi ve svych experimentech pro zabranéni perzistentni senzibilizace
vyvolané¢ morfinem vyuzili inhibitory TLR4, dale také inhibitory prozanétlivych cytokint ¢i

P2X7 receptori 07108

, ale po zjisténi mozné role miRNA-146a vyzkouseli i tento typ modulace
TLR4 signalizace. Ten byl sice v potlaceni morfinem indukované alodynie mén¢ efektivni, ale
i presto se ukazal jeho klinicky potencial "2, Dalsi cilena mista pro modulaci této vzajemné
komunikace, krom samotnych inhibitorit TLR4 a jednotlivych OR, mohou ptedstavovat
napf. proteiny zprostiedkujici expresi TLR4, jak samotnou proteosyntézu, tak jeho vystaveni

na PM, dale adaptorové domény efektorit TLR4 signalni kaskady.
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