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Abstrakt 

Opioidy se v klinické praxi využívají k léčbě akutní a chronické bolesti. Stereoselektivně se 

váží na opioidní receptory (OR) a aktivují signální kaskádu přes inhibiční Gi/o-proteiny, 

zprostředkující analgetický efekt. Jejich užívání ale provází mnoho nežádoucích účinků, jako 

je rozvoj závislosti, analgetické tolerance, alodynie, hyperalgezie, zácpa a periferní 

imunosuprese. Nedávné studie odhalily, že opioidy mohou také nestereoselektivně působit na 

receptor vrozené imunity pro rozpoznávání lipopolysacharidu (LPS), receptor 4 podobný Toll 

(TLR4). Ukazuje se, že některé z těchto účinků mohou být následkem právě této interakce. Ta 

indukuje expresi prozánětlivých mediátorů v centrální nervové soustavě (NS), za přítomnosti 

infekčního agens však může zánět naopak tlumit. Komunikace mezi receptorovými systémy 

OR a TLR4 probíhá na několika úrovních. Pochopení jednotlivých mechanismů by znamenalo 

velký přínos pro vývoj nových terapeutických strategií v opioidní analgetické léčbě, které by 

minimalizovaly její nežádoucí účinky, dále by mohlo dojít k využití protizánětlivého potenciálu 

opioidů.   

Klíčová slova: Opioidy, receptor 4 podobný Toll, buněčná signalizace, zánět, 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/o- 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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1 ÚVOD 

OR a TLR4 receptorové systémy se primárně podílí na značně odlišných fyziologických 

procesech. OR jsou aktivovány endogenními i exogenně podávanými opioidy a následně 

regulují nociceptivní signály v odpovídajících strukturách centrální NS 1,2. Tato jejich 

schopnost je v medicíně využívána již po staletí. Přes značný pokrok ve vědě je však dodnes 

opioidní analgetická léčba spojena s mnoha nežádoucími účinky. Po určité době užívání opioidů 

přechází analgetický efekt do antinociceptivní tolerance, projevují se stavy hyperalgezie, 

zvýšené citlivosti vůči bolestivým podnětům, až alodynie, bolest je vyvolána i jinak 

nebolestivými podněty 3,4. Také dochází k rozvoji závislosti 5. Mimo centrální NS opioidy 

působí na neurony myenterického a submukózního plexu a indukují depresi peristaltické 

motility střev, na periferii zas inhibují obranyschopnost imunitního systému 6–9.  

O tom, že tyto účinky jsou opioidy modulovány i přes jiné receptory, se diskutovalo již 

dříve, avšak až Hutchinson a spol. 10 v roce 2010 předkládají jasné důkazy o vazbě opioidů na 

TLR4. TLR4 jsou receptory vrozeného imunitního systému (IS), jež hrají klíčovou roli 

v rozeznání LPS, hlavní složky vnějších membrán gramnegativních bakterií, a některých 

molekulárních vzorů spojených s poškozením (DAMPs) a zprostředkování zánětlivé odpovědi 

na ně 11.  

Cílem této práce je představit signalizaci jednotlivých systémů OR a TLR4, hlavní část 

se pak zabývá právě jejich vzájemnou komunikací. Ta probíhá hned na několika úrovních. 

Působením opioidů přímo na extracelulární část TLR4, ale také ovlivnění TLR4 signální 

kaskády intracelulárními efektory OR. Pochopení této interakce komplikuje velká různorodost 

výsledných účinků, jež jsou tkáňově specifické, a závislé na řadě dalších faktorů, jako 

např. současná přítomnosti agonisty TLR4, LPS. V závěru práce jsou shrnuty fyziologické 

důsledky komunikace mezi OR a TLR4. Ta se převážně podílí na již zmíněných nežádoucích 

účincích, doprovázející užívání opioidů, za určitých podmínek ale může působit 

i protizánětlivě, v některých orgánech dokonce protektivně. Výzkum těchto interakcí je tudíž 

zásadní pro vývoj nových léčebných přístupů, které by mohly efektivně využívat synergii mezi 

OR a TLR4. 
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2 OPIOIDNÍ RECEPTORY 

2.1 Klasifikace a charakteristika 

OR jsou řazeny do nadrodiny receptorů spřažených s G-proteiny (GPCR). Lidský genom 

obsahuje přes 800 genů kódujících GPCR, což z nich dělá nejpočetnější skupinu 

membránových receptorů 12,13. Mají zásadní význam při zprostředkování široké škály 

endogenních i exogenních signálů 14. Přes rozmanitost jejich struktur, ligandů a efektorů je lze 

na základě fylogenetického původu rozdělit do 5 rodin – rhodopsinové, sekretinové, adhezní, 

glutamátové a „frizzled/taste2“ (také A, B1, B2, C, F). OR jsou klasifikovány do GPCR A 13.  

Aktivací OR je primárně spuštěna signální kaskáda přes inhibiční Gi/o-proteiny 

zapříčiňující analgetický efekt opioidů 15,16. OR lokalizovány presynapticky v oblasti 

terminálního zakončení axonu inhibují výlev neurotransmiteru, postsynaptické OR 

hyperpolarizují neuron a snižují tak míru vzniku akčního potenciálu 17,18. Zároveň jsou spuštěny 

mechanismy regulující desenzitizaci a internalizaci receptoru, které ovlivňují analgetickou 

účinnost a hrají důležitou roli při vzniku tolerance a závislosti na opioidech 19,20.  

Na základě výsledných dat experimentů Martina a spol. 21, popisujících působení 

vybraných opioidních analgetik na modelu chronicky spinalizovaných psů, byly již v roce 1976 

definovány 3 typy OR – µ-OR (morfin a), κ-OR (ketocyclazocin a) a σ-OR (SKF-10,047 a). Rok 

poté, byl díky analýze aktivity endogenních opioidních peptidů v ileu morčete a chámovodech 

(vas deferens) myši, objeven δ-OR 22.  

Velkým průlomem bylo získání kódující sekvence genů OR na začátku 90. let. Mezi 

3 typy klasických OR byly zjištěny sekvenční homologie na úrovni proteinu ze 60 % 23–25. Tato 

znalost umožnila identifikaci posledního doposud známého člena rodiny OR skrze klonovací 

strategie – N/OFQ receptor (dle jeho endogenního agonisty nociceptin/orphanin FQ) 26,27. 

Vzhledem k interakcím signálních kaskád jednotlivých OR a receptoru TLR4 se tato 

práce dále zabývá pouze µ-OR, δ-OR a κ-OR. Rozdíly mezi těmito zástupci se týkají jejich 

distribuce a strukturních vlastností (viz Obr. 1), které se odráží v interakcích s rozličnými 

ligandy (viz Tab. 1), a následných fyziologických reakcích 28.  

2.1.1 μ opioidní receptory 

Většina analgetických účinků podávaných opioidů je zprostředkována skrze µ-OR 

vyskytujících se v klíčových strukturách pro transmisi a modulaci nociceptivních 

signálů – thalamu, periakvaduktální šedé hmotě, rostrální ventromediální medule a dorzálních 

 
a Tato pojmenování pochází od jejich nejvíce afinního agonisty, jenž byl ve studii použit. 
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rozích míchy 1,29. Dále jsou ve vysokých koncentracích lokalizovány v hypothalamu, 

neokortexu, limbickém systému a v mozkovém kmeni v oblasti tecta a na respiračních 

neuronech prodloužené míchy 30,31. Tato distribuce funkčně koreluje s vedlejšími a nežádoucími 

účinky opioidních analgetik omezující jejich klinickou použitelnost, jako je euforie, nevolnost, 

rychlý rozvoj tolerance až závislosti a respirační deprese 32,33. V tkáních mimo centrální NS 

jsou exprimovány také ve slezině, plicích, játrech, ledvinách, nadledvinách, tenkém střevě, 

pohlavních žlázách 34 a v buňkách imunitního systému (IS) – lidských monocytech, 

makrofázích, granulocytech, přirozených zabijácích (NK buňky), T-lymfocytech 

a B- lymfocytech 35. 

2.1.2 δ opioidní receptory 

Distribuce OR je i na buněčné úrovni mírně rozdílná. Zatímco µ-OR se převážně nachází na 

plazmatické membráně (PM), δ-OR a κ-OR jsou také skladovány v intracelulárních 

kompartmentech nebo jsou v presynaptických terminálech inkorporovány do membrán vezikul 

s denzním jádrem 36–38. Konkrétně v gangliích dorzálních rohů míchy jsou δ-OR součástí 

membrán sekretorických váčků obsahujících substanci P a kalcitoninu příbuzný peptid. 

Depolarizace nociceptoru vede k exocytóze obsahu váčku a expozici δ-OR na PM, kde mohou 

reagovat na zvýšenou koncentraci některých endogenních opioidů 38. δ-OR na rozdíl od µ-OR 

moduluje nocicepci spíše při chronické a zánětlivé bolesti, než té akutní 39. 

V rámci NS jsou lokalizovány podobně jako µ-OR, s menší koncentrací 

v mezimozkových strukturách a mozkovém kmeni, více v oblasti čichovém bulbu 31,40, mimo 

NS byly navíc detekovány v myokardu a tkáních žaludku 34, na lidských NK buňkách, 

T- lymfocytech a B-lymfocytech 35. 

2.1.3 κ opioidní receptory 

Také κ-OR se nachází v nocicepčních neuronech v NS a zprostředkovává analgezii 41. Bylo ale 

zjištěno, že selektivní agonisté κ-OR svým působením v nucleus raphe magnus rostrální 

ventromediální meduly antagonizují analgezii zprostředkovanou µ-OR 42. Dalším specifickým 

vedlejším účinkem κ-OR je vyvolání dysforie. Zatímco selektivní agonisté µ-OR a δ-OR snižují 

aktivitu inhibičních GABAergních interneuronů ventrální tegmentální oblasti (VTA), čímž 

dochází k zvýšenému uvolňování dopaminu v nucleus accumbens (NAc), aktivací κ-OR 

v mezolimbické projekci dochází ke snížené sekreci dopaminu 43,44.  

Distribuce κ-OR se v NS překrývá spíše s µ-OR, v ostatních tkáních naopak s δ-OR, 

krom exprese v hepatocytech 31,34. V rámci IS se nachází na lidských monocytech, makrofázích, 

NK buňkách, T-lymfocytech a B-lymfocytech 35. 
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2.2 Ligandy  

Dle vnitřní aktivity na receptorech jsou ligandy obecně rozděleny na agonisty a antagonisty, 

z hlediska původu na agonisty endogenní, přirozené alkaloidy, polosyntetické a syntetické.  

Endogenní opioidy jsou v těle se přirozeně vyskytující látky peptidické povahy, 

syntetizovány na hrubém endoplazmatickém retikulu (ER) buněk většiny tkání. Účastní se 

regulace mnohých fyziologických procesů, včetně bolesti, i její emocionální složky 45. Mezi 

klasické endogenní opioidy jsou klasifikovány endomorfiny, enkefaliny, dynorfiny 

a β- endorfiny. Lze je charakterizovat specifickou N-terminální sekvencí – tyrosin-glycin-

glycin-fenylalanin, tzv. opioidním motivem, který je klíčový pro interakci s ortosterickou 

vazebnou kapsou OR a jeho aktivaci. C-terminální fragment je naopak pro každý specifický 

a určuje selektivitu vůči typům OR 2 (viz Tab. 1).  

Mezi nejznámější exogenní agonisty OR patří morfin, fenantrenový alkaloid přírodního 

původu, získávaný z vysušené šťávy z nezralých makovic máku setého, opia. Jeho struktura je 

na první pohled velmi odlišná od endogenních opioidů, obsahuje však funkční skupiny, jež 

vazbu a aktivitu na OR umožňují. Mezi ty klíčové patří fenolová hydroxylová skupina na 

3. uhlíku, hydroxylová skupina na 6. uhlíku a terciární dusík v heterocyklu 46. V játrech 

podstupují hydroxylové skupiny glukuronidaci a vzniká na OR neaktivní morfin-3-glukuronid 

(M3G) amorfin-6-glukuronid (M6G), který po úpravě naopak vykazuje vyšší lipofilitu a afinitu 

k OR 47,48. Morfin je přes své nežádoucí účinky dodnes jedno z nejpoužívanějších opioidních 

analgetik. Ve snaze těmto účinkům předejít a docílit efektivnější účinnosti léčiva jsou opiáty 

modifikovány, vzniká např. oxykodon, či jsou syntetizovány a následně modifikovány plně 

syntetické opioidy, vzniká např. fentanyl 47. Pro vývoj těchto alternativ je však zásadní pochopit 

farmakodynamiku daného léčiva ve vztahu nejen k OR, ale také k dalším receptorovým 

systémům. 

Interakce receptoru s antagonisty naopak vede k zaujetí neaktivní konformace a jeho 

blokádě. Např. naloxon, syntetický analog morfinu, s nímž sdílí podobnou molekulární kostru, 

kvůli rigiditě své struktury a stérickým překážkám receptoru není schopen dosáhnout efektivní 

vazby s klíčovými aminokyselinovými (AA) zbytky hlouběji v ortosterické vazebné kapse. 

Interakce s jinými AA zbytky tak navodí onen neaktivní stav 46.  
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 µ-OR δ-OR κ-OR 

DAMGO b +++ - - 

Dynorfin A ++ - +++ 

Endomorfin +++ - - 

Enkefaliny ++ +++ - 

Fentanyl +++ - - 

Morfin +++ - + 

β-endorfiny +++ +++ - 

Naloxon ××× × ×× 

Naltrexon ××× × ××× 

Tab. 1: Vybrané ligandy OR a jejich vazebná afinita k µ-OR, δ-OR a κ-OR. +++ silný agonista, ++ středně 

silný agonista, + slabý agonista, ××× silný antagonista, ×× středně silný antagonista, × slabý antagonista, - bez 

účinku 49. 

2.3 Struktura a aktivace  

OR jsou tvořeny 372–398 AA. Vysoký stupeň homologie vykazuje transmembránová doména 

tvořena sedmi hydrofobními α-helixy (TMH) (32–91 %), které jsou spojeny třemi 

extracelulárními (ECL) (14–72 %) a třemi intracelulárními smyčkami (ICL) (83–100 %). 

Naopak úseky extracelulárního N-konce (9–10 %) a intracelulárního C-konce (14–20 %) jsou 

napříč OR značně odlišné (viz Obr. 1) 23–25,50. 

Protein během maturace prochází mnohými posttranslačními modifikacemi. Na 

extracelulární straně jsou tvořeny disulfidické vazby zprostředkované konzervovanými 

cysteinovými zbytky v ECL2–TMH3 a ECL1–ECL2 51,52. Dále jsou glykosylovány asparaginy 

konzervovaných motivů obsaženy v sekvencích N-konce 23,25. Naopak z intracelulární strany 

může docházet k palmitoylaci cysteinového zbytku na C-konci. Tato palmitoylace je klíčová 

pro interakci s G-proteinem a homodimerizaci receptoru 53.  

Úplný agonista přichází do ortosterického vazebného místa, které je tvořeno uvnitř jádra 

receptoru. Následně, dle svého charakteru, interaguje s AA zbytky TMH, především v TMH3, 

TMH6 a TMH 7. Některé ligandy však i s AA N-konce a ELC 54. Jejich vazbou jsou spuštěny 

konformační změny receptoru, který, dle specifických interakcí ligand–receptor, může zaujímat 

 
b [D-Ala(2), N-MePhe(4), Gly-ol]-enkefalin 
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více aktivních konformací. Struktura ligandu je tedy stěžejní pro následující aktivaci 

specifických intracelulárních transdukčních molekul, což vede k upřednostnění jedné 

signalizační dráhy a rozlišným fyziologickým účinkům 55.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1: Krystalová struktura lidského a) µ-OR (ID: 4988) b) δ-OR (ID: 4985) c) κ-OR (ID: 4986). Barevně 

jsou označeny transmembránové oblasti proteinu: TMH1 – žlutá, TMH2 – cyanová, TMH3 – oranžová, 

TMH4 – tmavě modrá, TMH5 – zelená, TMH6 – červená, TMH7 – růžová. V horní části obrázku se nachází 

extracelulární N-konec, v dolní intracelulární C-konec receptoru. Rozdíly v těchto oblastech jsou sekvenčně 

i strukturně značné, modulují interakce s ligandy a intracelulárními transdukčními proteiny, což se odráží v jejich 

funkční diverzitě. Převzato 56 a upraveno v PyMOLu a Canvě.  

2.4 Signalizační dráhy 

2.4.1 Signalizace přes G-protein 

Klasické OR, v případě kanonické signální dráhy, typicky transdukují signál inhibičními 

heterotrimerními Gi/o-proteiny, patřících do rodiny G-proteinů s α-podjednotkou (Gα) citlivou 

na pertusis toxin 15. V neaktivním stavu je Gα s GTPázovou aktivitou ve vazbě 

s guanosindifosfátem (GDP) a asociována s βγ-komplexem (Gβγ). Interakce aktivovaného 

GPCR s G-proteinem stimuluje disociaci GDP, jeho výměnu za guanosintrifosfát (GTP), 

konformační změny Gα-GTP a snížení její afinity vůči Gβγ. To vede k rozdělení heterotrimeru 

na dvě samostatné jednotky modulující další efektorové proteiny 57. 

Při akutním podání agonisty dochází v interakci s Gα k inhibici adenylyl cyklázy (AC) 58. 

Důležitou roli v analgezii zprostředkované morfinem hraje zejména striatální AC typu V, jejíž 

aktivace je primárně řízena µ-OR a δ-OR 59. Tento membránově vázaný enzym katalyzuje 

přeměnu adenosin-5´-trifosfátu (ATP) na cyklický adenosin-3´, 5´-monofosfát (cAMP). 
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Chronická stimulace receptorů má však na aktivitu AC efekt opačný. Mechanismy tohoto 

procesu nebyly doposud zcela charakterizovány, ale např. experimenty, rekonstruující tuto 

situaci na buňkách linie COS-7 transfekovaných µ-OR a AC typem V, potvrdily zapojení 

Gβγ 60. Zvýšená koncentrace intracelulárního cAMP vede k zesílení aktivity 

cAMP- dependentní proteinkinázy A (PKA), která následně fosforyluje vazebný protein pro 

cAMP responzivní element (CREB). Aktivita tohoto transkripčního faktoru v kontextu 

stimulace přes PKA následně reguluje expresi několika genů související s rozvojem fyzické 

závislosti na opioidech 61.  

Další role Gβγ spočívá v modulaci funkce iontových kanálů. V útlumu uvolňování 

neurotransmiterů z presynaptického zakončení neuronu má význam hlavně inhibice napěťově 

řízených N- a P/Q-Ca2+ kanálů 17. Ke snížení neurální excitability vede únik K+ iontů z buňky 

taktéž Gβγ aktivovanými G-proteinem řízenými dovnitř usměrňující K+ kanály (GIRK) 16,18,57. 

Krom toho může Gβγ aktivovat fosfolipázu (PL) C-β, která katalyzuje hydrolýzu 

fosfatydylinositol-4,5-bisfosfátu (PIP2) na inositol-1,4,5-trisfosfát (IP3) a diacylglycerol 

(DAG). Působení IP3 na ligandem řízené iontové kanály ER vede k vypuštění Ca2+ a zvýšení 

jeho intracelulární koncentrace, DAG aktivuje proteinkinázu (PK) C 62. Studie ukazují 

významnou roli PKC v regulaci OR, rozvoji tolerance a závislosti na opioidech. Po chronické 

léčbě morfinem dochází k vzestupu aktivity PKC α a γ v dorzálních rozích míchy. To vede ke 

zvýšené desenzitizaci samotných OR a modulaci plasticity N-metyl-D-aspartátových receptorů 

(NMDAR). Aplikace inhibitoru PKC reverzuje morfinovou toleranci, prodlužuje termální 

latenci u potkanů v behaviorálních testech a snižuje aktivitu a expresi enzymu 63. Také 

antagonisté NMDAR posilují antinociceptivní účinek morfinu 64. 

Signalizací přes G-protein dále také dochází prostřednictvím různých indukčních kaskád 

k aktivaci mitogenem aktivovaných proteinkináz (MAPK), konkrétně extracelulárními signály 

regulovaných proteinkináz 1/2 (ERK), c-Jun N-terminálních kináz (JNK) a p38. Do širokého 

repertoáru buněčných procesů, jež regulují, patří taktéž aktivace CREB 65. 

2.4.2 Desenzitizace, internalizace a recyklace receptoru 

Každý komplex ligand-receptor vykazuje určitou RAVE hodnotu („relative activity versus 

endocytosis“). Ta odráží schopnost individuálních ligandů stabilizovat aktivní stav receptoru 

nebo vyvolat jejich desenzitizaci a endocytózu 66. 

K homologní desenzitizaci OR primárně dochází prostřednictvím fosforylace 

threoninových a serinových zbytků na C-konci, popřípadě v dalších intracelulárních doménách, 

aktivovaného receptoru pomocí kináz receptorů spřažených s G-proteinem (GRK), ale i dalších 
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kináz, např. již zmíněnou PKC. Tím je zvýšena afinita těchto segmentů pro vazbu adaptorového 

proteinu β-arrestinu, interakce GPCR–G-protein již není možná a systém je 

desenzitivován 19,20,67,68. β-arrestin je dále důležitým prostředníkem v procesu internalizace, 

kdy je přes vazbu adaptorového proteinu 2 k desenzitizovanému receptoru rekrutován 

klatrinový proteinový komplex, který jej za pomoci dynaminu internalizuje 69. Receptor může 

být za určitých podmínek defosforylován a znovu vystaven na PM či adresován k degradaci 

v lysozomu 70.  

Regulace desenzitizace OR je ovlivněna chronickým působením opioidů a podílí se na 

rozvoji tolerance. Při akutním působení na µ-OR vykazuje morfin vyšší hodnotu RAVE než 

DAMGO, selektivní agonista µ-OR, nebo opioidní peptidy, a vyznačuje se sníženou schopností 

fosforylace receptoru 66,71. Jeho chronické užívání však vede ke zvýšené expresi GRK2 

a β- arrestinu, zvýšené fosforylaci a internalizaci µ-OR 20. Toto působení se na potkaních 

modelech ukázalo být jako tkáňově specifické, v mozku byly zvýšené hodnoty exprese GRK2 

a β-arrestinu pozorovány pouze v locus coeruleus 72.  

2.4.3 Signalizace přes β-arrestin 

Fosforylace receptoru a vznik komplexu OR–β-arrestin může vést také k aktivaci MAPK 

nezávisle na G-proteinu. Tato signalizace je obecně spojována s negativními vedlejšími účinky 

opioidů při jejich chronickém užívání, souvislosti molekulárních událostí a fyziologických 

výsledků však nejsou uspokojivě charakterizovány 65. K dysforickým stavům navozených 

opioidy přispívá aktivace κ-OR na dopaminergních neuronech VTA. Neuronová excitabilita je 

modulována fosforylací specifických tyrosinových zbytků GIRK zprostředkovaně přes 

β- arrestin–p38α MAPK dráhu. Důsledkem je snížená vodivost GIRK, hyperpolarizace a pokles 

aktivovatelnosti neuronu. K této specifické regulaci κ-OR signalizace může dojít při působení 

chronického stresu na organismus, jež mimo jiné indukuje také sekreci dynorfinu. Právě jeho 

agonistické působení na κ-OR vede ve VTA k výše popsanému efektu 73. Signalizaci přes 

β- arrestin však nejsou připisovány jen emočně negativní účinky. Myši, kterým byl podáván 

SNC80, selektivní agonista δ-OR, vykazovaly v behaviorálních testech snížené úzkostné a se 

strachem spojené chování. Anxiolytický efekt koreloval s aktivací ERK1/2, která nebyla 

pozorována v limbických strukturách mozku právě u β-arrestin 2–/– KO myší 74. 
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Obr. 2: Molekulární mechanismus působení morfinu na OR. Po vazbě morfinu na OR je spuštěna signalizace 

přes G-protein. Gα inhibuje AC. Snížená koncentrace cAMP vede k zeslabení aktivace PKA, nedochází 

k fosforylaci CREB. Gβγ inhibuje N- a P/Q-Ca2+ kanály a aktivuje GIRK. Také aktivuje PLC, která katalyzuje 

hydrolýzu PIP2. IP3 zvyšuje intracelulární koncentraci Ca2+ působením na ligandem řízené iontové kanály ER. 

Různé indukční mechanismy zahrnující také Gα a Gβγ aktivují MAPK. Chronické užívání morfinu zvyšuje 

fosforylaci intracelulární části GPCR a po vazbě β-arrestinu dochází k β-arrestin-dependentní aktivaci MAPK. 

Převzato 5, upraveno v Canvě.  

3 TOLL-LIKE RECEPTOR 4 

3.1 Klasifikace a charakteristika 

TLR4 patří do skupiny receptorů rozpoznávající molekulární vzory. Tyto receptory vrozeného 

IS rozeznávají konzervované strukturní motivy asociované s patogeny nebo DAMPs 75.  

Mechanismus detekce těchto motivů buňkami vrozeného IS nebyl do poloviny 90. let 

znám. Výzkum byl nasměrován studiem receptoru Toll u Drosophily melanogaster, který hraje 

roli při vývoji dorzo-ventrální polarity octomilčího embrya. Roku 1996 byl ale potvrzen jeho 

přesah i do IS zprostředkováním indukce exprese antifungáního peptidu Drosomycinu. Již dříve 

byl na základě podobnosti určitých domén u savců objeven homolog receptoru Toll, ale až rok 

po tomto zjištění byl naklonován, podrobněji studován a experimentálně dokázána jeho role 

v aktivaci nukleárního faktoru κB (NF-κB). Jednalo se o TLR4, předtím nesl obecné 

pojmenování hToll 75–77. Během následujících let bylo charakterizováno několik dalších členů 
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TLR rodiny, specializované pro určité antigeny. Doposud je u člověka znám TRL1–TLR10, 

u myši TLR1–TLR13 (myší TLR10 je pouze pseudogen) 78,79. 

Jak je již zmíněno, TLR4 hraje důležitou roli ve zprostředkování adekvátní reakce 

imunitního systému na LPS, hlavní složku vnějších membrán gramnegativních bakterií 11. 

Intracelulární odpověď je zprostředkována dvěma signálními drahami – dependentní na 

myeloidním diferenciačním faktoru 88 (MyD88) 80, vedoucí k aktivaci NF-κB a MAPK 81,82, 

nebo na adaptorovém proteinu obsahující TIR doménu a indukující IFN-β (TRIF) 83,84, jenž 

aktivuje IFN regulační faktor 3 (IRF3) 85. Dráhy na sebe na úrovni různých efektorů vzájemně 

působí. Výsledkem je exprese mediátorů regulujících zánětlivou odpověď IS 86–91.  

Zánět představuje přirozenou ochranu organismu, jeho dysregulace však může přispívat 

k mnohým patologickým stavům. TLR4 signalizace je konkrétně sledována např. při invazivitě 

a tvorbě metastáz některých typů nádorů 92, neurodegenerativních chorobách spojených 

s vyšším věkem 93,94, autoimunitních chorobách 82,88,95 a neuropatické bolesti 95–97. 

3.2 Exprese 

TLR lze klasifikovat dle jejich buněčné lokalizace, odrážející, jaké typy ligandu daný receptor 

rozpoznává. Lidské TLR3, TLR7, TLR8 a TLR9 jsou distribuovány intracelulárně na 

endozomech a mezi jejich antigeny patří především nukleové kyseliny, nebo jejich deriváty, 

zatímco zbytek receptorů je prezentován na PM 75. Do této skupiny patří i TLR4, avšak jak je 

uvedeno dále, pro jejich signalizaci je důležitá taktéž endocytóza a transpozice receptorového 

komplexu do endozomu.  

Co se týče buněčných typů, jejich klíčová úloha se projevuje v IS a NS. V rámci IS jsou 

TLR4 exprimovány především na leukocytech myeloidního větve, jež se podílejí na odpovědi 

vrozené imunity, jako jsou monocyty a z nich vzniklé makrofágy a dendritické buňky 96. Výskyt 

TLR4 na buňkách adaptivní imunity je naopak asociován s patologickými stavy, často se jedná 

o následek zvýšené exprese dalších receptorů či zánětlivých mediátorů, tento stav 

doprovázející 95. Pro tuto práci je stěžejním tématem exprese TLR4 v centrální NS. Zde jsou 

lokalizovány jak na neuronech, tak na gliích, které se významně podílí na modulaci 

nociceptivních vjemů 98. 

TLR4 se dále minoritně nachází i ve tkáních mimo IS a NS 96. Velkou pozornost si 

v posledních letech získal díky své expresi v nádorových buňkách rozsáhlého spektra typů 

rakoviny, jejichž aktivace podporuje tumorigenezi a je asociována s rezistencí k terapii 99–101. 
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3.3 Ligandy 

Právě v aktivaci TLR4 během různých patologických stavů hrají roli ligandy z kategorie 

DAMPs. Jsou to endogenní molekuly, které jsou za těchto podmínek aktivně či pasivně 

secernovány zasaženými buňkami, nebo nadměrně exprimované komponenty extracelulární 

matrix, a vazbou na receptory buněk IS indukují imunitní odpověď 75.  

Za podmínek buněčného stresu dochází k nestandardní lokalizaci proteinů tepelného šoku 

(HSP), klíčových aktérů v zachování buněčné proteostázy, mimo buňku, kde jsou rozeznány 

některými receptory IS, včetně TLR4. Vliv interakce TLR4 a HSP90 byl objeven v rámci studií, 

zabývajících se významem míšních TLR4 v indukci a udržování neuropatické bolesti, jež 

popisují důležitou kostimulační roli HSP90 v souvislosti modulace nocicepce závislé na 

TLR4  102.  

Agonistické působení na TLR4 vykazují i některé komponenty extracelulární matrix, 

které jsou během zánětu zvýšeně exprimovány, jedná se např. o biglykan, fibronectin, 

hyaluronan a tenascin-C 103. Dalším příkladem je β-amyloid, peptid, jehož abnormální 

akumulace v mozku je asociována se vznikem a rozvojem Alzheimerovy choroby. Již 

v pikomolární koncentraci iniciuje v BV2 mikrogliích a astrocytech zánětlivé mechanismy, 

přispívající k patofyziologii tohoto onemocnění 104. 

Velmi rozmanité následky má stimulace TLR4 proteinem high mobility group box 1 

(HMGB1). Za fyziologických podmínek se tento protein nachází v jádře, ve vazbě na chromatin 

a podílí se na organizaci genomu, opravách DNA a expresi genů 105. V důsledku některých 

stimulů, jako např. aktivace cytokinových receptorů či probíhající nekróza, je HMGB1 

translokován do extracelulárních prostor, kde působí jako induktor signalizace receptoru pro 

konečné produkty pokročilé glykace a TLR4. Interakce TLR4 a HMGB1 představuje pozitivní 

zpětnovazebnou smyčku posilující zánětlivou odpověď. HMGB1 působením na TLR4 indukuje 

aktivaci NF-κB a sekreci prozánětlivých cytokinů, což následně amplifikuje uvolňování 

HMGB1 106. Hyperaktivita této dráhy se významně podílí také na patogenezi bolesti 106–109 

a regulaci tumorigeneze 99.  

Mezi agonisty TLR4 exogenního původu, patří již zmiňovaný LPS 11. Pro vazbu na TLR4 

je nejdůležitější hexaacylovaný a bisfosforylovaný lipid A, známý také jako endotoxin, jenž 

slouží k ukotvení LPS 110. Struktura LPS determinuje charakter odpovědi IS. Např. LPS 

Rhodobacter sphaeroides (LPS-RS), který obsahuje pouze 5 acylových řetězců, působí jako 

kompetitivní inhibitor LPS–TLR4 111. Antagonistický potenciál struktury LPS-RS byl využit ve 
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vývoji léčiv proti septickému šoku, neuropatické bolesti či v léčbě rakoviny. Do klinické fáze 

testování se dostal např. Eritoran a TAK-242 (Resatorvid) 112–115.  

Působení opioidů jako ligandů TLR4 je podrobněji rozebráno v kapitole 4. 

3.4 Struktura a aktivace 

TLR4 jsou transmembránové glykoproteiny typu I., jejichž délka proteinové sekvence se 

pohybuje okolo 835–840 AA. Lze je rozdělit na 3 domény – extracelulární, transmembránovou 

a intracelulární 76. Největší extracelulární N-koncová doména obsahuje 21 tandemově se 

opakujících motivů repetic bohatých na leucin (LRR). LRR motivy, dlouhé 20–30 AA, jsou 

charakterizovány konsenzuální sekvencí LxxLxLxxNxL s leucinem na klíčových pozicích, 

umožňující proteinu zaujmout podkovovitý tvar. Povrch receptoru okolo hydrofobního jádra, 

tvořeného z leucinových zbytků a dalších hydrofobních AA, představují β-listy z konkávní 

strany a α-helixy z konvexní. Pro stabilitu a samotnou funkci extracelulární části jsou důležité 

hydrofobní interakce v jádru, intramolekulární vodíkové můstky a disulfidické vazby na 

N- a C-konci extracelulární části 116,117. TLR4 dále obsahuje helikální transmembránovou 

doménu s navazující C-terminální intracelulární toll-like/IL-1 receptorovou homologickou 

doménou (TIR) 76. Jádro TIR tvoří 5 paralelních β-listů, jenž je obklopeno 5 α-helixy, 

sekvenčně obsahuje 3 společné motivy – box 1, 2 a 3 118,119. Specifické AA boxu 1 a 2 jsou 

klíčové pro vazbu adaptorových proteinů 118. Krystalovou strukturu receptoru ilustruje Obr. 3. 

Zahájení intracelulární signalizace TLR4, v odpovědi na LPS, vyžaduje několik dalších 

aktérů. Již pro translokaci TLR4 z Golgiho aparátu na PM je důležitá interakce s proteinem 

myeloidní diferenciace 2 (MD-2) přes disulfidické můstky zprostředkované cysteinovými 

zbytky v N-terminální a centrální části extracelulární konkávní oblasti TLR4 120,121. Monomer 

LPS je k heterodimeru dopraven přes glykofosfatidylinositolem ukotvený diferenciační klastr 

(CD) 14. Jeho zapojení je nezbytné pro indukci TRIF dependentní dráhy, spuštění MyD88 

dependentní dráhy jej vyžaduje pouze za nižších koncentrací LPS 83. CD14 přebírá monomery 

LPS z LPS-vázajícího proteinu (LBP). Následně interagují acylové řetězce lipidu A z LPS s AA 

zbytky hydrofobní kapsy MD-2. K dimerizaci TLR4 jsou klíčové hydrofobní vazby s AA 

v Phe126 (fenylalanin) smyčce MD-2. Ta zaujímá tzv. uzavřenou aktivační konformaci, jež 

přispívá k vytvoření dimerizačního rozhraní umožňující vazby s dalším TLR4–MD2–LPS 

komplexem 110. Povrch 2 interagujících TIR domén TLR4 umožňuje vazbu adaptorových 

proteinů 122.  
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Obr. 3: Krystalová struktura a) monomerní forma TLR4 (ID: 7099), b) dimerní formy TLR4–MD2. 

Převzato 56,123, upraveno v PyMOLu a Canvě. 

3.5 Signalizace 

3.5.1 MyD88 dependentní dráha 

Signalizace závislá na MyD88 je po stimulaci receptoru iniciována interakcí TIR domén TLR4 

a adaptorového proteinu obsahující TIR doménu (TIRAP). Pro přenos signálu TLR4 je také 

důležitá vazba PIP2 vazebné domény TIRAP s PIP2 plazmatické membrány. Již samotné 

složení PM má tedy vliv na zahájení signalizace 124. MyD88 je následně navázán k TLR4–

TIRAP komplexu. Jeho N-terminální doména obsahuje další typ specifické interakční domény, 

tzv. doménu smrti (DD), která tvoří vazbu s DD efektorů (kináz asociovaných s receptorem pro 

IL-1, IRAK) a je nezbytná i pro tvorbu oligomerů proteinů obsahujících DD 80,125. DD MyD88 

podléhá po vazbě k TLR4–TIRAP komplexu konformačním změnám a tvoří hexamery, jež 

poskytují interakční povrch pro DD IRAK4. Rekrutovány jsou konkrétně 4 molekuly 

IRAK4 126. Pro IRAK je vzhledem k dalšímu šíření signálu důležitá nejen N-terminální DD, ale 

i jejich centrální Ser/Thr kinázová a 3 TRAF-vazebné domény na C-konci IRAK1 127. Právě 

C- koncová doména IRAK1 nebo IRAK2 jsou důležité pro vazbu k MyD88–IRAK4 126. Takto 

vytvořený komplex, skládající se ze 6 MyD88, 4 IRAK4 a 4 IRAK1/2, je označován jako 

myddozom 126 a jeho správné sestavení je nezbytnou podmínkou pro další regulaci zánětlivé 

odpovědi. Deficience proteinů myddozomu či mutace v interakčních doménách jsou 

asociovány s některými patologickými stavy 128. 

Řádně sestavený myddozom poskytuje podmínky k aktivaci kinázové domény proteinu 

IRAK4, ta následně fosforyluje a aktivuje IRAK1/2, které podléhají autofosforylaci a dále 

konformačním změnám 129,130. Ty v TRAF6 vazebných motivech umožňují interakci s faktorem 

6 asociovaným s receptorem TNF (TRAF6), představující E3 ubikvitin ligázu ubikvitinující 
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různé substráty, včetně IRAK1 130,131. Interakce indukuje dimerizaci N-terminálních RING 

domén TRAF6. Tato doména je vyžadována k napojení heterodimerního konjugačního E2 

enzymu Ubc13/Uev1, potřebného k ubikvitinační aktivitě ligázy 132. Poté je komplex schopen 

ubikvitinylace lyzinových zbytků na pozicích 63 v TRAF6 a IRAK1. Tento typ ubikvitinylace 

nesměruje označený protein k degradaci ve 26S proteasomu, nýbrž katalyzuje syntézu 

polyubikvitinylovaných řetězců, které poté slouží jako strukturální lešení pro selektivní vazbu 

dalších proteinů signální kaskády 133. 

V dalším kroku dochází k aktivaci TGF-β aktivované kinázy 1 (TAK1), Ser/Thr kinázy, 

patřící do rodiny kináz kinázy proteinkinázy aktivované mitogenem 134,135. Při indukci TAK1 

aktivace hrají roli její vazebné proteiny 1 a 2 (TAB1, TAB2). TAB2 interaguje s C-koncem 

TAK1 v návaznosti na vazbu na polyubikvitinylovaný řetězec TRAF6 136, zatímco TAB1 

asociuje s N-terminální katalytickou doménou této kinázy 135. Aktivovaná TAK1 translokuje 

do cytoplazmy (mechanismus translokace – viz kapitola 3.5.2), v tomto kroku se dráha může 

ubírat dvěma směry. 

První vede k aktivaci dimerních transkripčních faktorů NF-κB. Interakce inhibičního 

proteinu NF-κB (IkB) s aminokyselinovými zbytky umístěných na rozhraní jaderné lokalizační 

sekvence Rel homologické domény, typické pro N-konec členů skupiny NF-κB, brání 

v translokaci NF-κB do jádra a vazbě na tzv. κB sekvence, obsažené v promotorech a dalších 

cis-regulačních elementech cílových genů 137–139. Při stimulaci receptoru dochází k výše 

zmíněným signalizačním událostem. Aktivovaná TAK1 fosforyluje kinázu β IkB (IKKβ), která 

spolu s IKKα a adaptorovým proteinem NEMO (esenciální modulátor NF-κB) tvoří komplex 

kinázy IkB (IKK) 140. K aktivaci IKK je krom fosforylace kinázové podjednotky důležitá také 

vazba NEMO na polyubikvitinylovaný řetězec IRAK1 133. Aktivovaná IKK katalyzuje 

fosforylaci určitých serinových zbytků IkB, jež je vyžadována pro ubikvitinylaci lysinových 

zbytků na pozici 48, předurčující degradaci inhibitoru. Poté je jaderná lokalizační sekvence 

NF- κB uvolněna 81. Jaké geny bude následně NF-κB regulovat závisí na charakteru ligandu 

a buněčném typu. Obecně však TLR4 signalizace přes NF-κB vede k indukci exprese 

prozánětlivých cytokinů, včetně chemokinů (např. interleukin – IL-1β, IL-6, IL-8, tumor 

nekrotizující faktor α – TNF-α, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CCL2) a adhezních molekul 

(např. intracelulární adhezní molekula 1 či vaskulární buněčný adhezní protein 1) 88,90,91. Dále 

zvyšuje také expresi cyklooxygenázy 2 (COX-2), inducibilní NO-syntázy (iNOS) 

a prostaglandinu E2 75,89. NF-κB zvyšuje expresi i samotného TLR4. Experimenty na buněčné 

linii THP-1 popisují zvýšení množství TLR4 při vyšší koncentraci a dlouhodobějším působení 

LPS 141.  
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Druhá větev dráhy směřuje k aktivaci MAPK – ERK1/2, JNK a p38 fosforylací TAK1. 

Mezi cíle aktivovaných MAPK patří také podjednotky aktivátorového proteinu 1 (AP-1), 

transkripčního faktoru regulujícího expresi genů kontrolujících diferenciaci, proliferaci 

a apoptózu. MAPK reguluje jejich aktivitu již od transkripční úrovně, fosforylace samotných 

proteinů má pak vliv na dimerizaci a stabilitu komplexního AP-1. Ta je nezbytná pro vazbu na 

AP-1 motivy v sekvenci promotorů genů dalších prozánětlivých mediátorů 142. 

Např. v peritoneálních makrofázích a dendritických buňkách ovlivněných LPS je indukovaná 

na TLR4–MAPK závislá dimerizace c-Jun–ATF2. Ty aktivují promotor genu p19, kódující 

podjednotku prozánětlivého IL-23, jenž se podílí na modulaci odpovědi IS v průběhu rozvoje 

autoimunitních onemocnění 82. Dalším zajímavým příkladem je regulace dráhy 

TLR4- TAK1- p38 v mikrogliích ve vztahu k míře exprese sigma-1 receptoru (Sig1R). Sig1R je 

chaperon ER, usměrňující rovnováhu hladiny intracelulárního Ca2+, s významnou rolí 

v neuroprotekci. Aktivací této dráhy působením LPS na kultivované mikroglie došlo ke snížené 

expresi Sig1R, což vede k narušení Ca2+ homeostázy, indukující neurozánět a neurodegeneraci. 

Jako prostředník mezi p38 a regulací transkripce Sig1R byla navržena histon deacetyláza 6 94. 

MAPK p38 může také aktivovat CREB, který je aktivován taktéž zvýšenou hladinou cAMP, 

což vede k indukci exprese antiapoptotických faktorů v aktivních makrofázích. Tím zabraňuje 

předčasnému ukončení vrozené imunitní odpovědi. Mnohé patogeny totiž produkují toxiny, jež 

tuto dráhu inhibují a makrofágy jsou tak náchylnější k apoptóze 143.  

3.5.2 TRIF dependentní dráha 

Jak je již zmíněno, pro aktivaci TRIF dependentní dráhy je nezbytný CD14 83. Po dimerizaci 

2 TLR4–MD2–LPS komplexů by bez jeho přítomnosti nebyla možná efektivní endocytóza 

komplexu a indukce TRIF dependentní dráhy. Specifická koexprese TLR4 a CD14, jež je 

rozdílná skrze buněčné typy i jejich vývojová stádia, tudíž částečně předurčuje typ dráhy 

v odpovědi na LPS. Endocytóza je zprostředkována tyrosinkinázou sleziny (Syk) a PLCγ2, do 

dalších kroků je zapojen klatrin a dynamin 83. 

Na začátku samotné signalizace hraje opět roli interakce TIR domén. TRIF je k TLR4 

rekrutován přes adaptorový protein podobný TRIF (TRAM), obsahující TIR doménu. TRAM 

na svém N-konci obsahuje specifickou myristoylační konsenzuální sekvenci, jež je zodpovědná 

za ukotvení proteinu k PM. Po stimulaci buněčné linie Ba/F3 ovlivněné LPS (1 g/ml) dochází 

s časovým odstupem 30 minut k internalizaci TRAM–TRIF do endozomu a kolokalizaci 

s receptorovým komplexem 84.  
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Následně interagují N-terminální TRAF vazebné domény TRIF s TRAF6 a TRAF3. 

Asociace s TRAF6 probíhá za podmínek, kdy je ještě TRAM–TRIF lokalizován na PM a nebyla 

indukovaná endocytóza komplexu. Signalizační role TRAF6 je stejná, jako za stimulace 

efektory MyD88 dependentní dráhy – podporuje aktivaci NF-κB a MAPK 84,144. Naopak spojení 

s TRAF3 je detekováno až z internalizovaného receptorového komplexu 84, její ubikvitinylační 

aktivita je indukovaná analogickým způsobem jako u TRAF6 a dále podporuje expresi 

interferonu-β (IFN-β). TRAF3 je rekrutován taktéž pomocí IRAK1, v kontextu MyD88 

dependentní dráhy však slouží jako inhibitor aktivace NF-κB a MAPK. Všechny mechanismy 

zapojené do této inhibice nejsou dosud zcela objasněny. Je ale známo, že ubikvitinylace na 

lyzinových zbytcích TRAF3 na pozicích 48 (jež je zprostředkovaná E3 ubikvitin ligázami 

reagující na polyubikvitinylované řetězce na lyzinových zbytcích TRAF6 na pozicích 63), a její 

degradace umožňuje disociaci vzniklého signalizačního komplexu, včetně TAK1, od receptoru 

při PM do cytoplazmy, kde může ovlivňovat další efektory. Zároveň je degradací TRAF3 

znemožněna indukce produkce IFN-β 145,146. Roli v regulaci ubikvitinylace TRAF hrají roli také 

interakce se Syk 147. Buňky se sníženým množstvím Syk kinázy či ligázy, zodpovědné za 

ubikvitinylaci lyzinových zbytků TRAF3 na pozicích 48, nebo ovlivněné inhibitorem 

proteazomu MG132 vykazují nižší intenzitu aktivace MAPK po stimulaci LPS, exprese IFN-β 

není ovlivněna 145,147. Tato modulace signalizačního potenciálu TRAF3 v závislosti na okolních 

stimulech z ní dělá klíčového regulátora zánětlivé odpovědi TLR4. 

Vzniklé polyubikvitinylované řetězce TRAF3 na lyzinových zbytcích na pozicích 63 

rekrutují přes adaptorové proteiny TANK-vázající kinázu 1 (TBK1) a IKKε. TBK1 je pro 

expresi IFN-β nezbytný, zatímco IKKε se podílí až na aktivaci IFN-β indukovaných genů. 

N- terminální kinázová doména TBK1 je aktivovaná formací dimeru a trans-autofosforylací 

specifického serinového zbytku v aktivační doméně kinázy 148.  

Následně je aktivován IRF3. TBK1 fosforyluje klastr serinových zbytků C-terminální 

domény IRF3, což způsobuje konformační změny a dimerizaci 149. Ta není podmínkou pro 

samotnou translokaci IRF3 do jádra, nýbrž je stěžejní pro utvoření nukleoproteinového 

komplexu s koaktivátory IRF3 a vazbu N-terminální DNA-vazebné domény na promotor 

regulujících genů 85. TRIF dráha vyúsťuje indukcí exprese IFN-β, který může působením na 

IFN receptory I. typu stimulovat sekreci protizánětlivého IL-10 86. Ve druhé větvi dráhy může 

TBK1 aktivovat taktéž MAPK a NF-κB 87. Signalizace TLR4 (celé schéma viz Obr. 4) tudíž 

vede k produkci pro i protizánětlivých efektorů, což představuje rafinovaný regulační systém 

schopný efektivní koordinace imunitní homeostázy.  
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Obr. 4: Schématické znázornění TLR4 signalizace. Po stimulaci receptoru TLR4 na PM dochází k aktivaci 

MyD88 dependentní signalizační dráhy. Sestavený myddozom indukuje aktivaci TAK1, jež dále aktivuje MAPK, 

nebo fosforyluje IkB. Výsledkem je translokace transkripčních faktorů, důležitých pro indukci produkce 

prozánětlivých cytokinů, do jádra a stimulace exprese jejich cílových genů. Nebo dochází k indukci TRIF 

dependentní dráhy, pro níž je nezbytná internalizace receptoru do endozomu. Následkem je aktivace IRF3, který 

reguluje expresi IFN-β. Převzato 150, upraveno v Canvě. 

4 KOMUNIKACE MEZI SIGNÁLNÍMI SYSTÉMY OR A TLR4 

4.1 Nestereoselektivní působení opioidů na TLR4 v nepřítomnosti LPS 

Následující část již popisuje vzájemnou interakci složek receptorových systémů OR a TLR4. 

Tato podkapitola se konkrétně zaměřuje na působení opioidních ligandů na TLR4 

signalizaci za nepřítomnosti LPS. Působení může být přímé, vazbou opioidu na TLR4 10, či 

nepřímé, indukcí produkce a extracelulární translokace HMGB1, endogenního ligandu 

TLR4  106. In vivo, se tato interakce projevuje specificky v centrální NS, kde aktivuje mediátory 

zprostředkující neurozánět. Ten snižuje analgetické účinky opioidů, paradoxně zvyšuje 

senzibilitu vůči bolesti a přispívá k udržení tohoto stavu 108,151. Také podporuje rozvoj 

závislosti 152. Působení opioidů na TLR4 je tudíž detekovatelné behaviorálním testováním, kde 

sledované objekty vykazují sníženou latenci vůči bolestivým podnětům a adiktivní chování. 

4.1.1 Stereoselektivita OR a TLR4 vůči opioidům 

Pro pochopení modulace signalizace TLR4 opioidy je nejdříve nutné vysvětlit stereoselektivitu 

OR a TLR4.  
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Valná většina receptorů, včetně OR, je stereoselektivní, což znamená, že preferují vazbu 

určitého enantiomeru. Konkrétně OR vykazují vazebnou afinitu pouze k (–)-opioidním 

enantiomerům. Struktura (+)-opioidních enantiomerů nevyhovuje požadavkům pro interakce 

s určitými aminokyselinovými zbytky OR a stabilizace receptoru v jeho aktivovaném stavu 

není možná 153. (+)-opioidy tudíž nepřispívají k analgezii zprostředkované OR. 

Jejich působení na TLR4 je naopak nestereoselektivní. Obě enantiomerní formy mají 

vazebnou afinitu k receptoru a indukují, či blokují, aktivaci signalizační dráhy 10. Existenci 

nestereospecifických vazebných míst opioidů zmiňuje již studie Goldsteina a kol. 154 z roku 

1971, ale až Hutchinson a spol. 10 v roce 2010 předkládají jasné důkazy, že ona 

nestereospecifická vazebná místa poskytují TLR4. Existují však určité výjimky, 

např. (+)- norbinaltorfimin, selektivní antagonista κ-OR, inhibuje TLR4 jen v této enantiomerní 

formě 155. Dále M3G vykazuje afinitu pouze k TLR4 a M6G, naopak jen k µ-OR 10,156. 

4.1.2 Vazba na MD-2  

Studie Hutchinsona a spol. 10 dále obsahuje experimenty, které konkretizují lokalizaci působení 

opioidních ligandů na extracelulární oblast TLR4. To, že jedná o MD-2 hydrofobní vazebnou 

kapsu, bylo teoreticky demonstrováno až in silico dokovacími experimenty. Studie také 

poskytuje přehled opioidních agonistů, seřazených dle jejich schopnosti indukovat TLR4 

signalizaci. Data byla získána stimulací buněčné linie HEK293-hTLR4 (buněčná linie 293 

odvozená z lidských embryonálních ledvinových buněk, transfekována TLR4, CD14 a MD-2). 

Nejefektivnějším agonistou TLR4, po LPS, je M3G, zbylé testované opioidy vykazují 

podobnou úroveň účinnosti, i co se týká porovnání rozdílných enantiomerů morfinu 

a metadonu. Aktivace stimulace TLR4 opioidy je však oproti LPS daleko nižší, ani 10 µM 

koncentrace M3G nestačí na vyrovnání intenzity odpovědi vyvolanou 0,5 ng/ml LPS. Dále byla 

pozorována inhibice (–)-morfinem a M3G indukované TLR4 signalizace (+)-naloxonem, 

intenzita inhibice je závislá na dávce.  

Efektivitu indukce TLR4 signalizace M3G lze připsat hydrofilní glukuronidové skupině. 

Opioidní agonisté, stejně jako LPS, interagují hydrofobně s AA zbytky MD-2 vazebné kapsy 

a indukují uzavřenou aktivační konformaci smyčky Phe126. Zatímco komplex MD-2–morfin 

pro svou stabilitu během simulace molekulární dynamiky vyžaduje přítomnost TLR4, 

glukuronidová skupina M3G umožňuje interakce i s AA zbytky hlouběji v MD-2 vazebné 

kapse, což vede ke specifické konformaci MD-2. Během simulace tak TLR4 nevyžaduje. 

Naloxon, stejně jako morfin, stabilizuje až komplex MD-2–TLR4, a i když se vazby, jež s MD-

2 tvoří, kryjí s agonisty TLR4, Phe126 je za jeho působení přepnuta do stavu neaktivního 10,156.  
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4.1.3 Opioidy indukovaná TLR4 signalizace  

V in vivo, či in vitro (za použití buněčné linie, která hojně exprimuje také OR) experimentech, 

je ale nutné potvrdit, že se na výsledném účinku opravdu podílí stimulace opioidů skrze TLR4, 

nikoliv pouze přes OR. K zjištění příspěvku signalizace opioidů přes jednotlivé receptory se 

proto využívají genetické modifikace, např. vyřazení genů pro TLR4, MyD88, μ-, δ- a κ-OR, 

či selektivní ligandy pro určitý typ receptoru.  

Nepřímé důkazy o interakci opioidů a TLR4, poskytují již experimenty provedené před 

rokem 2010, i když autoři studií tehdy neměli tušení o této souvislosti. U myší, s trojnásobným 

vyřazením genů kódujících μ-, δ- a κ-OR, po akutní aplikaci (–)-morfinu nebyl sledován 

analgetický efekt, přesto po několikadenním užívání přešel účinek v hyperalgezii  157. Myši, 

předléčené (+)-morfinem před aplikací (–)-morfinu, vykazovaly v testu švihnutí ocasem 

sníženou latenci, než při podání samotného (–)-morfinu. Aplikace inhibitoru glií, 

propentofylinu, latenci prodlužovala i v případě, kdy byla antianalgezie vyvolaná předléčením 

(–)-morfinem. Také obě enantiomerní formy naloxonu byly schopny blokovat antianalgezii 

způsobenou (+) i (–)-morfinem 158.  

Aktuální studie, již s vědomím o zapojení TLR4, dále definují intracelulární efektory 

indukované vazbou opioidů a produkty této signalizace. Wang a spol. 151 nejprve popisují, že 

morfinem indukovaná aktivace NF-κB v imunokompetentních buňkách centrální NS je 

blokována kompetitivními inhibitory LPS, kurkuminem a LPS-RS, v závislosti na jejich dávce. 

Také transfekce BV2 mikroglií protisměrným TLR4 nebo MD-2 oligonukleotidem, snižuje 

expresi produktů NF-κB aktivace, NO, IL-1β a TNF-α. Další experimenty in vivo 

charakterizovaly, že indukce zánětu probíhá přes MyD88 dependentní dráhu. Tlr4–/– či 

MyD88- /–KO myši, po akutní intratekální aplikaci morfinu (0,1–50 mg/kg), vykazovaly 

výrazně zvýšenou latenci v testu na termální citlivost, oproti myším divokého typu (WT). 

Vzorky míchy Tlr4–/– KO myší také obsahovaly sníženou hladinu fosforylovaných p38, JNK 

a ERK, které byly v celém rozmezí použitých dávek morfinu zvýšeny ve vzorcích z WT myší. 

Stejná výzkumná skupina dále popisuje, že po chronickém 7-denním intratekálním podávání 

morfinu (0,75 mg/kg) myším, se u WT rozvíjí antinociceptivní tolerance korelující se zvýšenou 

expresí TLR4, TAK1 a NOD-, LRR- a pyrin doménu obsahujícího proteinu 3 (NLRP3) 

a fosforylací TAK1 v mikrogliích v dorzálních rozích míchy. To následně vede k amplifikaci 

produkce IL-1β a IL-18. Znaky antinociceptivní tolerance Tlr4–/– KO myši nevykazují 

a nedochází u nich k aktivaci TAK1 a NLRP3 3. Jak již bylo zmíněno, indukovaný TLR4 zánět 

opioidy se také podílí na vzniku závislosti, což dokazuje další studie Hutchinsona a spol. 152. 
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Aplikace (+)-naloxonu potkanům u nich blokuje indukovanou preferenci místa morfinem 

a potlačuje samo-aplikaci remifentanylu, syntetického agonisty μ-OR. Dále (+)-naloxon 

(1 mg/kg) také inhibuje zvýšení hladin extracelulárního dopaminu v NAc, důležité oblasti 

mezolimbické dráhy odměny, indukované aplikací morfinu (6 mg/kg). Tlr4–/– či MyD88–/– KO 

myši v testu preference místa neupřednostňují oxykodonem podmíněné místo, zároveň u nich 

v porovnání s WT dochází k silnějšímu analgetickému efektu a snížené fosforylaci p38 a JNK, 

jež je také závislá na TLR4 signalizaci.  

Tyto experimenty tedy jasně dokazují, že stimulace TLR4 opioidy spouští MyD88-

dependentní signální kaskádu, zahrnující stejné efektory a výsledné produkty, jako při stimulaci 

LPS–TLR4, vedoucí k indukci neurozánětu.  

4.1.4 Opioidy navozená regulace hladiny extracelulárního HMGB1 

Jako další možný způsob komunikace mezi těmito dvěma receptorovými systémy je regulace 

uvolňování HMGB1 působením opioidů. Extracelulární HMGB1 se váže na TLR4 a indukuje 

aktivaci NF-κB 106. Tento typ signalizace se podílí hlavně na prolongaci bolestivých stavů 

a udržování neurozánětu i za nepřítomnosti drogy 106–108. 

Studie Qiana a spol. 106 popisuje, že po chronické 6-denní intratekální aplikaci morfinu 

potkanům dochází ke zvýšené expresi HMGB1 a TLR4 v neuronech a gliích dorzálních rohů 

míchy. Paralelně s tím se rozvíjí analgetická tolerance a hyperalgezie. Ty jsou potlačeny 

inhibicí aktivity HMGB1, a to za podmínek, kdy je HMGB1 blokován od prvního dne podání 

opiátu, i za stavu vyvinuté morfinové antinociceptivní tolerance. Efekt morfinu je plně 

zprostředkován skrze TLR4, jenž přes aktivaci NF-κB indukuje produkci IL-1β, IL-6 a TNF-α, 

podporující uvolňování HMGB1. Specifický antagonista µ-OR nemá na jeho účinky vliv. Mo 

a spol. 109 stejný fenomén zkoumají v periakvaduktální šedé hmotě, oblasti mezencefala, 

modulující nociceptivní informaci vedoucí z mozku do dorzálních rohů míchy. Pozorováním 

vlivu morfinu na oddělenou a společnou kultivaci Neuro-2a a BV2 mikroglií bylo zjištěno, 

že produkce HMGB1 a prozánětlivých cytokinů je závislá na přítomnosti mikroglií. Těmito 

mediátory je následně zprostředkována fosforylace podjednotek NMDAR neuronů, zvyšující 

jejich Ca2+ permeabilitu a neuronální excitabilitu, indukující hyperalgezii.  

Grace a spol. 107,108 zas přisuzují HMGB1 klíčovou roli v prolongaci alodynie po 

chronické konstrikci sedacího nervu (CCI) u potkanů, kteří po zákroku absolvovali léčbu 

morfinem. U kontrolní skupiny přecitlivělost odezněla do 5 týdnů po CCI. Pětidenní léčba 

morfinem, aplikovaná 10 dní po zákroku tuto dobu prodlužuje o 6 týdnů. Ukázalo se, že trvalá 

senzibilizace a neustávající neuropatická bolest je důsledkem přímé aktivace a zvýšené exprese 
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NLRP3 v míšních mikrogliích, kdy zprostředkující mechanismus je závislý na stimulaci TLR4 

a P2X7 receptorů. Dochází k uvolňování IL-1β a DAMPs, včetně HMGB1. IL-1β následně 

zvyšuje extracelulární hladiny glutamátu zesílením endocytózy jeho transportéru 159, což vede 

k narušení homeostázy neurotransmiteru. Uvolňování DAMPs je posíleno. Patří mezi ně i ATP, 

který stimuluje P2X7 receptory. Prvotní impulz, morfin, amplifikoval efektory dráhy. Ta je 

však i za jeho nepřítomnosti v dlouhodobém časovém horizontu udržována právě touto 

pozitivní zpětnovazebnou smyčkou, zahrnující HMGB1 107,108. 

4.2 Opioidy navozená regulace zánětlivé odpovědi po aktivaci TLR4 

lipopolysacharidem  

I když je TLR4 signalizace, v buněčné linii HEK293-hTLR4 v experimentech Hutchinsona 

a spol. 10, opioidními agonisty aktivována, za přítomnosti LPS je tomu jinak. Stevens a spol. 160 

popsali, že současné ovlivnění těchto buněk LPS (100 ng/ml) a morfinem (3–100 µM), nebo 

LPS (30 ng/ml) a fentanylem (1–100 µM), TLR4 signalizaci, v porovnání s působením 

samotného LPS, tlumí. Přidání opioidního antagonisty, naloxonu, ani selektivního µ-OR 

antagonisty β-funaltrexaminu, potlačení TLR4 signalizace nezvrátilo, naopak jej posílilo. Tyto 

výsledky naznačují, že opioidní ligandy inhibují LPS indukovanou TLR4 signalizaci 

nekompetitivním způsobem.  

Imunosupresivní účinek opioidů může být tedy zprostředkován tímto způsobem, přes 

vazbu opioidního ligandu na TLR4, ale také indukcí signalizace OR, jejíž efektory mohou 

inhibovat intracelulární signalizaci TLR4. Vysvětlení molekulárního mechanismu, jímž k této 

regulaci dochází, jako první poskytuje studie Madera-Salcedo a spol. 161 z roku 2013. 

Experimenty byly provedeny na žírných buňkách derivovaných z kostní dřeně myší. Po 

preinkubaci buněk s morfinem (1 mM), došlo po jejich ovlivnění LPS (500 ng/ml), až ke 40% 

poklesu sekrece TNF. Dále byla za pomoci farmakologických blokátorů definována dráha, jíž 

samotná stimulace LPS exocytózu TNF řídí. Bylo zjištěno, že zahrnuje membránové proteiny 

spojené s vezikulami citlivými na tetanový toxin, aktivované MAPK, fosfatidylinosiol-3-

kinázu, IKK, podstatná je také přítomnost Ca2+. IKK dále v komplexu fosforyluje 

synaptozomálně asociovaný protein 23, důležitou součást membránového fúzního aparátu. 

Dalšími pokusy se podařilo identifikovat nejzazší místo účinku morfinu v rámci TLR4 

signalizační kaskády, TRAF6. Již dřívější publikace 162 zjistily, že na negativní regulaci TRAF6 

se podílí sestavení komplexu TRAF6/β-arrestin 2, jímž je znemožněna další signalizace. 

Působení morfinu opravdu zvyšovalo množství těchto komplexů v buňce. Jejich tvorbu zvrátil 

naloxon (10 μM) nebo specifičtí μ- a δ-OR antagonisté. Jiná výzkumná skupina 163 
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charakterizuje další možný cíl působení β-arrestinu 2 na LPS indukovaných peritoneálních 

makrofázích z myší a HEK293-hTLR4. Morfin stimuluje sestavení komplexu β-arrestinu 2 

s proteinkinázou p38, jejíž aktivace je na tomto kroku závislá, a dále vede k produkci 

protizánětlivého IL-10. 

V centrální NS má spolupůsobení opioidů a LPS duální charakter. Na jednu stranu 

existují důkazy, že opioidní agonisté mohou za přítomnosti zánětlivého agens regulovat 

imunitní odpověď a působit neuroprotektivně. Např. nízké dávky dynorfinu A1–8 (0,1 fM–1pM) 

inhibují nadměrnou LPS indukovanou (20 μg/ml) produkci neurotoxického NO, v kultuře 

primárních myších kortikálních neuronů a gliích. Zároveň je detekováno snížení hladiny 

laktátdehydrogenázy v kultivačním médiu, která je uvolňována z buněk s narušenou PM 164. 

Skupina vědců z Univerzity Karlovy 165 zaznamenala stejný efekt na mikrogliální buněčné linii 

C8-B4. Doplňuje další mechanismy, jimiž preinkubace s opioidními agonisty, DAMGO, 

[D- Ala2, D-Leu5]-enkefalinem a U-50488 (0,01–1 μM), předchází LPS (1 ug/ml) indukované 

cytotoxicitě. Oproti samotnému LPS, stimulace buněk opioidy snížila expresi glukózového 

transportéru 1, akumulaci kyslíkových radikálů a superoxidových aniontů v buňkách, produkci 

nikotinamidadenindinukleotidfosfátu. Naopak byl sledován nárůst hladiny enzymů 

superoxiddismutázy, katalázy, glutationperoxidázy a tripeptidu glutationu. Zdá se, že regulaci 

těchto antioxidačních a protizánětlivých účinků opioidy zprostředkovávají skrze aktivaci 

transkripčního faktoru „nuclear transcription factor erythroid 2-related factor-2“, jenž udržuje 

redoxní homeostázu zvýšením exprese cytoprotektivních enzymů.  

Na druhou stranu mohou opiody v centrální NS také amplifikovat prozánětlivý účinek 

LPS, což popisuje studie Merighiho a spol. 166. Fosforylace PKCε, následně stimulující dráhu 

PKB–ERK1/2–NF-κB, jež v LPS (1 mg/µl) indukovaných primárních myších mikrogliích vede 

k produkci NO, TNF-α, IL-1β a IL-6, je za přítomnosti morfinu (100 nM) posílena. Navíc, při 

transfekci buněk pomocí protisměrného oligonukleotidu µ-OR je tento příspěvek morfinu za 

stejných podmínek zcela potlačen. Vyšší koncentrace drogy (10 µM) již intenzitu 

prozánětlivého příspěvku morfinu pouze snižuje 167. To naznačuje, že nižší dávky morfinu 

vedou ke kostimulaci LPS zánětlivých procesů skrze µ-OR, ale za vyšších dávek dochází 

k indukci týže dráhy přes TLR4. 

Opioidy tedy modulují LPS-indukovanou TLR4 signalizaci různými způsoby, přímo, 

vazbou na TLR4, ale i přes OR. Zůstává však otázkou, jakou mírou se in vivo jednotlivé 

receptorové systémy na imunosupresi podílejí, a také, co určuje charakter odpovědi současného 

působení agonisty TLR4, LPS, a opioidních ligandů v rámci periferie těla versus centrální NS.  
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4.3 Epigenetická regulace TLR4 zprostředkovaná opioidy 

Nejnovější publikace představují úlohu epigenetických mechanismů, především RNA 

interferencí, v regulaci TLR4 signalizace zprostředkované opioidy. V souvislosti s tímto jevem 

je nejčastěji zmiňována miRNA-146a. Jejím významem v rámci vrozeného IS se poprvé zabývá 

studie Taganova a spol.168 z roku 2006. Popisuje, že, po působení LPS, TNF-α a IL-1β je 

indukce exprese miRNA-146a v lidské monocytární buněčné linii THP-1 závislá na vazbě 

NF- κB v promotorové oblasti genu. Za použití 3' nepřekládané oblasti luciferázových reportérů 

byla identifikována cílová místa pro miRNA-146a, která představují 3' nepřekládané oblasti 

transkriptů IRAK1 a TRAF6. Další studie potvrdily, že miRNA-146a je příčinou posttranslační 

represe i samotného TLR4, a že se na zahájení miRNA-146a exprese mimo NF-κB podílí taktéž 

MAPK a AP-1 169,170. Jako součást negativní zpětnovazebné smyčky tak regulací esenciálních 

složek TLR4 signalizační dráhy tlumí zánětlivou odpověď a napomáhá předejít sepsi. 

Již ve spojitosti s opioidy bylo zjištěno, že chronická léčba morfinem snižuje schopnost 

miRNA-146a modulovat zánět indukovaný pomocí LPS. Tento mechanismus je 

zprostředkován inhibicí exprese miRNA-146a. Za fyziologického stavu dochází po určité době 

působení LPS ke snížení počátečního nárůstu hladiny prozánětlivých cytokinů, 

k tzv. endotoxinové toleranci. Ta je právě po chronické aplikaci drogy potlačena.  Efekt je 

pozorován jako zvýšená hladina sérového IL-6 jak in vivo, u myší, tak in vitro, na myší 

makrofágové buněčné linií J774.1. Tato inhibice probíhá přes µ-OR, u µ-OR–/– KO myší 

s aplikovaným morfinem a LPS je hladina miRNA-146a stále zvýšena, samotný morfin na 

hladinu miRNA-146a ve sledovaných buňkách IS nemá žádný vliv. U Tlr4–/– KO myší zůstává 

hladina IL-6 po podání morfinu a/nebo LPS nezměněna. To naznačuje, že snížení tolerance 

zprostředkované morfinem je způsobeno současnou činností OR a TLR4 171. 

Grace a spol. 172 tento typ regulace zkoumali v kontextu modulace neuropatické bolesti, 

kdy stavěli na datech ze svých předchozích studií, jež dokazují, že léčba morfinem po CCI 

u potkanů významně prodlužuje trvání alodynie v důsledku aktivní signalizace TLR4 

(podrobněji viz kapitola 4.1.4) 107,108. Čtyřdenní intratekální aplikace mimetika miRNA-146a 

5 týdnů po zákroku, kdy kontrolní skupina potkanů již vykazuje prahové hodnoty pro 

mechanickou alodynii jako před CCI, opravdu jinak přetrvávající hypersenzitivitu snižuje. 

V testech však potkani nedosahují takových hodnot latence jako před zákrokem, účinek navíc 

po 72 hodinách téměř vymizel. Studie Wanga a spol. 173 doplňuje, že nástup morfinové 

tolerance je potlačen intratekální aplikací lentivirového vektoru, podporující expresi 

miRNA- 146a. S tím je sledován pokles exprese míšních TLR4, IRAK1 a TRAF6.  
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Ukazuje se, že exprese dalších miRNA může být opioidy modulována i pozitivně. 

Např. Remifentanyl snižuje následky ischemicko-reperfuzního poškození myokardu zvýšením 

hladiny miR-206-3p 174. Review Chena a spol. 175 zas shrnuje dosavadní poznatky o roli δ-OR 

při reakci na neurozánět vyvolaný hypoxií či ischemii mozku, který řídí maturaci široké škály 

miRNA, přispívající k neuroprotekci. Mezi cílové molekuly těchto miRNA patří také některé 

efektory TLR4 signální kaskády. Terapeutickému využití však brání hluboká neznalost 

mechanismů, jimiž opioidy specificky řídí jejich aktivitu.  

4.4 Opioidy indukovaná regulace exprese TLR4 

Také mechanismy, jakými je exprese TLR4 modulována působením opioidů, nejsou dosud 

zcela objasněny. K samotné regulaci může docházet na úrovni transkripce genu, vazbou 

NF κB do promotorové oblasti TLR4 141, či posttranskripčně, miRNA 169,173. Povrchová exprese 

receptoru je pak závislá na mnoha dalších faktorech, např. interakci TLR4 

v ER s chaperonem glykoproteinem 96, ko-chaperonem proteinem asociovaným s TLR4 

a v Golgiho aparátu na tvorbě disulfidických můstků s MD-2. Dále je proces translokace na PM 

řízen také samotnými posttranslačními úpravami proteinu 120,176.  

Obecně lze konstatovat, že zvýšená exprese TLR4 doprovází prozánětlivé 

a pronociceptivní stavy vyvolané opioidy, a dále tyto stavy posiluje  3,106,151,177. Jsou však 

případy, kdy ji mohou naopak tlumit. Např. bylo zaznamenáno, že ovlivnění buněk RAW 264.7 

samotným morfinem (0,1 mM) vede ke snížení hladiny proteinu TLR4 a až do koncentrace 

1 μM je vidět pokles i na úrovni mRNA TLR4. Naltrexon (0,1 mM) pokles exprese 

antagonizuje. Stejný efekt lze pozorovat na periferních makrofázích myší, jimž byl po dobu 

24  hodin 3× denně subkutálně aplikován morfin (20 mg/kg). Tento účinek je zprostředkován 

skrze µ-OR, u µ-OR –/– KO myší se neprojevuje. Mechanismus je zprostředkován konkrétně 

přes signalizaci Gi-proteinem, inhibovat jej lze i ovlivněním buněk pertusis toxinem 

(l µg/ml) 178. Studie Lina a spol. 179 zas popisuje snížení exprese TLR4 a NF-κB skrze κ-OR 

v kardiomyocytech na modelu ischemicko-reperfuzního poškození srdce potkana. Podání κ-OR 

selektivního agonisty, U50,488H (1,5 mg/kg), 10 minut před ischemií, snížilo hladinu obou 

zmíněných proteinů v zasažené tkáni. S tím koreluje pokles jejich signalizace, produkce TNF- α 

a akumulace neutrofilů v okolí nekrózy. Tyto procesy u kontrolní skupiny, nebo skupiny 

s aplikovaným norbinaltorfiminem, selektivním κ-OR antagonistou, přispívají k zánětu 

a extenzi infarktového ložiska. 

Zajímavou kapitolou je pak modulace exprese TLR4 působením opioidů během raného 

vývoje, která může mít závažné následky na vývoj synaptické plasticity. Jantzie a spol. 180 tuto 
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problematiku zkoumají na mláďatech potkanů, jež byla od 16. dne prenatálního vývoje 

exponována metadonu. Samicím byla tou dobou implantována osmotická pumpa s drogou, 

denně jim byly aplikovány dávky 8–16 mg/kg, po porodu 12 mg/kg. Metadon snadno proniká 

placentrární a hematoencefalitickou bariérou a hromadí se v mozku plodu. Po narození byla 

mláďata dále vystavena droze prostřednictvím mateřského mléka. Desátý den postnatálního 

vývoje proběhla analýza exprese prozánětlivých genů v kortikálních oblastech mozků mláďat 

ovlivněných drogou. Oproti kontrolní skupině, měla zvýšené hladiny mRNA TLR4 o 42 % 

a MyD88 až o 87 %. To doprovází nárůst IL-1β a CXCL1 a změny v morfologii mikroglií. Ty 

postrádají klasické rozvětvení, jež je klíčové pro aktivní regulaci homeostázy ve vyvíjející se 

mozkové tkáni. Důsledkem je pak pokles kognitivních funkcí v úlohách učení a paměti. Další 

studie 181 zjistila, že potkani, exponováni morfinu během dospívání, vykazují zvýšenou 

a dlouhotrvající expresi TLR4 v mikrogliích v NAc. To hraje důležitou roli v chování 

souvisejícím se závislostí i v dospělosti, kdy opakovaná aplikace drogy nadměrně stimuluje tato 

předem zmnožená vazebná místa (TLR4), a jedinci tak vykazují vyšší riziko relapsu při 

vyhledávání drogy. Pokud jsou však potkani poprvé vystaveni působení drogy až v dospělosti, 

k nadměrné expresi TLR4 a tomuto vzorci chování nedochází. 

I tento typ regulace je tedy velmi komplexní a závislý na několika faktorech. Stále hraje 

roli mnoho neznámých v jednotlivých krocích exprese, od samotné iniciace transkripce 

proteinu, až po jeho vystavení na PM. Pochopení těchto mechanismů je klíčové pro identifikaci 

cílených efektorů, jimiž opioidy expresi TLR4 modulují. 

4.5 Fyziologické důsledky komunikace OR a TLR4  

Poslední kapitola shrnuje důsledky komunikace mezi signálními systémy OR a TLR4.  

V této souvislosti je nejvíce probíranou oblastí rozvoj analgetické tolerance, 

hyperalgezie, alodynie, a dále prolongace a udržování těchto bolestivých stavů. Tyto jevy jsou 

modulovány hned několika mechanismy, přičemž za všemi stojí indukce neurozánětu. 

Nestereoselektivní stimulací TLR4, na imunokompetentních nebo endoteliálních buňkách 

centrální NS, opioidními agonisty dochází k sekreci prozánětlivých cytokinů, IL-1β, IL-6 

a TNF-α 151. Ty mohou dále působit na povrchové neurony II. vrstvy dorzálních míšních rohů 

a různými mechanismy modulovat synaptický přenos – zvyšovat frekvenci spontánních 

excitačních postsynaptických potenciálů, a naopak snižovat frekvenci inhibičních 

postsynaptických potenciálů. Výsledkem je zvýšená neuronální aktivita indukující centrální 

senzibilizaci a hypersenzitivitu vůči bolesti. V neuronech působením prozánětlivých cytokinů 

může docházet k fosforylaci a aktivaci CREB, jenž se váže do promotoru genů podporující 
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chronicitu bolesti, jako např. neurokinin-1 nebo cyklogenoxygenázy-2 (COX-2) 97. Nocicepce 

může být modulována i TLR4 lokalizovanými přímo na senzorických neuronech, taktéž 

zvýšením jejich excitability 98. Dále dochází k sekreci DAMPs. Ty modulují permeabilitu 

NMDAR v periakvaduktální šedé hmotě, P2X7 receptorů v dorzálních rozích míchy a narušují 

homeostázu glutamátu, což je asociováno s patofyziologickými mechanismy odpovědnými za 

rozvoj a udržování chronické bolesti 106,109. 

Neurozánět indukovaný stimulací TLR4 opioidy se také podílí na rozvoji závislosti na 

nich. Toť je již demonstrováno ve studii Hutchinsona a spol. 152, kdy se tato stimulace jasně 

podílela na zvýšení hladin extracelulárního dopaminu v NAc, také zvýšená exprese TLR4 

v mikrogliích v této oblasti činí jedince náchylnější k relapsu k užívání morfinu 181. Liu a 

kol. 182 zas popisují zapojení dráhy TLR4–MyD88 do zvýšení hladin hipokampálního IL-1β, 

které koreluje s horším průběhem abstinenčního syndromu. Mechanismy, jimiž produkty dráhy 

opioidní agonista–TLR4, systém odměny modulují, však nejsou zcela objasněny. Ale např. 

Stellwagena a spol. 183 popisují roli TNF-α v regulaci synaptického přenosu v kultuře 

hipokampálních neuronů. TNF-α zprostředkovává změnu podjednotkového složení 

povrchového receptoru α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionové kyseliny, 

výsledkem je zvýšená propustnost Ca2+, a současně snižuje množství GABAA na PM, což vede 

ke snížení inhibičního synaptického přenosu. Zajímavou myšlenku předkládá také souborný 

článek Jacobsena a spol. 184, kteří hypotetizují o zapojení prozánětlivých cytokinů do stimulace 

dopaminergních neuronů v NAc a VTA, jež pohání odměnu vyvolanou opioidy. Zánět však 

zároveň posiluje pocity stresu a úzkosti, které jsou výrazně zhoršeny při odvykání od drogy.  

Dalším diskutovaným tématem je, zda-li TLR4 hraje roli v morfinem indukované depresi 

peristaltické motility. Opět není zcela jasné, jakými mechanismy se na modulaci 

gastrointestinální funkce tato inter-receptorová komunikace podílí, následující studie však 

poskytují důkazy, že k tomu určitým způsobem přispívá. Např. Farzi a spol. 185 popisují 

inhibiční účinky TAK-242 na morfinem indukovanou sníženou motilitu střev, zjišťují však, že 

efekt inhibitoru TLR4 se projevuje pouze v distální části tlustého střeva, nikoliv v horní části 

gastrointestinálního traktu. In vitro, v izolovaném tračníku morčete, předběžná léčba TAK-242 

(0,1 μM) oslabuje inhibiční účinky morfinu (v koncentraci 0,1 i 1 μM). In vivo je v distální části 

tlustého střeva myši efekt předběžné léčby TAK-242 (4 mg/kg) sledován pouze za následné 

subkutánní injekce morfinu v dávce 3 mg/kg, nikoliv 0,5 mg/kg. Dalším důkazem zapojení 

TLR4 do tohoto jevu jsou experimenty s Tlr2/4–/–, Tlr4–/– a MyD88–/– KO myšmi, jež oproti 

WT nevykazují po subkutánní injekci morfinu (10 mg/kg) zvýšení střevního tranzitního času 6.  
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Za přítomnosti LPS je sledován další nežádoucí účinek, rozvoj imunosuprese. Předléčení 

opioidním agonistou v odpovědi na LPS snižuje hladinu fosforylovaných MAPK, aktivaci 

NF- κB a produkci prozánětlivých cytokinů v leukocytech periferní krve 7–9. Imunosuprese 

představuje závažný problém pro pacienty, dlouhodobě podstupující opioidní analgetickou 

terapii, nebo i uživatele drog mimo klinickou praxi, kteří jsou kvůli oslabené imunitě více 

náchylní k infekci. Aktuální studie naznačují, že tato léčba v perioperační fází během 

chirurgického odstranění nádoru by také mohla souviset se zvýšenou recidivou některých 

malignit. Zatím pouze studie in vitro potvrzují, že stimulace TLR4 i OR přirozených zabijáků 

izolovaných z lidské krve morfinem, snižuje jejich schopnost indukovat apoptózu buněk K562 

(imortalizovaná buněčná linie myeloidní leukémie)  186,187.  

Nakonec působení opioidů může také inhibovat zvýšenou expresi a aktivaci TLR4. 

Potlačení stimulace složek imunitního systému může být někdy naopak prospěšné a zabraňuje 

tak poškození tkáně, v níž působí infekční agens, nebo DAMPs indukované jejím poranění. 

Tento účinek se často připisuje endogenním opioidním peptidům, jež jsou součástí přirozených 

endogenních ochranných mechanismů organismu 164, jak ale ukazují výše zmíněné studie, 

tentýž vliv mohou vykazovat taktéž velmi nízké dávky exogenně podávaných opioidů 165,179. 
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5 ZÁVĚR 

Tato práce poskytuje přehled o komplexním působení mezi signálními systémy OR a TLR4. 

Práce potvrzuje počáteční hypotézu, že hlubší pochopení těchto interakcí může přinést nové 

možnosti pro vývoj terapeutických strategií, které by efektivně využívaly této vzájemné 

komunikace. Jak spolupůsobení signálních drah podporovat, či jejich kontaktu zamezit.  

Výzvou pro budoucí výzkum představuje vysoká specifita molekulárních mechanismů, 

které tyto interakce umožňují, a jak ovlivňují různé signální dráhy v odlišných typech buněk. 

Po tomto objasnění bude zajímavé, testovat účinnost různých typů regulace OR a TLR4. Jak 

např. Grace a spol., kteří ve svých experimentech pro zabránění perzistentní senzibilizace 

vyvolané morfinem využili inhibitory TLR4, dále také inhibitory prozánětlivých cytokinů či 

P2X7 receptorů 107,108, ale po zjištění možné role miRNA-146a vyzkoušeli i tento typ modulace 

TLR4 signalizace. Ten byl sice v potlačení morfinem indukované alodynie méně efektivní, ale 

i přesto se ukázal jeho klinický potenciál 172. Další cílená místa pro modulaci této vzájemné 

komunikace, krom samotných inhibitorů TLR4 a jednotlivých OR, mohou představovat 

např. proteiny zprostředkující expresi TLR4, jak samotnou proteosyntézu, tak jeho vystavení 

na PM, dále adaptorové domény efektorů TLR4 signální kaskády. 
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