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ABSTRAKT

Pfesna role opioidnich receptori v drogové zavislosti a také
modulaéni mechanizmus, jakym jsou tyto receptory ovliviiovany
monovalentnimi ionty, nejsou doposud zcela vysvétleny. Nase vysledky
podporuji nazor, Ze mechanizmus zavislosti na morfinu je primarné zalozen
na desenzitizaci odpovédi p- a d-opioidnich receptorti. Desenzitizace
nastava jiz na Urovni funkéni aktivity G proteinti. Dlouhodobé vystaveni
potkand pusobeni morfinu mélo za nasledek zvySeni poctu §-opioidnich
receptori a zménu jejich citlivosti vici sodnym iontim. Analyza
inhibi¢niho vlivu riznych monovalentnich iontd na vazbu agonisty v
bun&éné linii  8-OR-Gila (Cys”'-11e”")-HEK293 potvrdila preferenéni
citlivost d-opioidniho receptoru k sodnym iontim. Podatilo se nam rozlisit
vysoko- a nizkoafinni vazebna mista pro sodné ionty.

Biofyzikalni analyza interakce iontu lithia, sodiku, drasliku a cesia
s plazmatickou membranou bunék HEK293 pomoci fluorescencnich technik
ukazala na vyznam polarnich skupin pfitomnych v povrchové vrstvé
membrany. Pravé do této oblasti je mozné umistit vazebna mista s nizkou

afinitou.

Kli¢ova slova: morfin, frontdlni mozkova kira, opioidni receptory,
G proteiny, monovalentni ionty, plazmaticki membrana, metody

fluorescencni spektroskopie.



ABSTRACT

The exact role of opioid receptors in drug addiction and
modulatory mechanism of action of monovalent cations on these receptors
are still not fully understood. Our results support the view that the
mechanism of addiction to morphine is primarily based on desensitization
of p- and d-opioid receptors. Desenzitization of agonist response proceeds
already at the level of G protein functional activity. Long-term exposure of
rats to morphine resulted in increase of number of 3-opioid receptors and
change of their sensitivity to sodium ions. Analysis of the effect of different
monovalent ions on agonist binding in 3-OR-G;la (Cys*'-Ile’*")-HEK293
cell line confirmed the preferential sensitivity of &-opioid receptor to
sodium ions. We have distinguished the high- and low-affinity Na" sites.

Biophysical analysis of interaction of lithium, sodium, potassium
and cesium ions with plasma membranes isolated from HEK293 cells with
the help of fluorescent probes indicated that monovalent ions interact, in
low-affinity manner, with the polar, membrane-water interface of

membrane bilayer.

Key words: morphine, forebrain cortex, opioid receptors, G proteins,

monovalent ions, plasma membrane, fluorescence spectroscopy.
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1. UVOD

Receptory sprazené s G proteiny (GPCRs) reprezentuji nejvetsi
skupinu membranovych proteinii v lidském genomu. Pidsobi ptedevsim
prostiednictvim aktivace regulaCnich proteint vazajicich guaninové
nukleotidy - tzv. G proteind, kterym také vdéci za svij nazev. Vazba
hormonu nebo neurotransmiteru na receptor zpusobi zmény v jeho
struktufe, které potom aktivuji G proteiny zprostfedkovavajici spojeni s
bunéénymi efektory. Stanoveni struktury GPCRs a pochopeni
molekularniho mechanizmu jejich aktivace je nejen jednim ze zakladnich
biologickych zajmu, ale ma také velky potencidl pro zlepSeni lidského
zdravi. Opioidni receptory jsou zvlasté zajimavymi ¢leny rodiny GPCRs.
Jsou aktivovany jak endogenné produkovanymi opioidnimi peptidy, tak i
exogenné podavanymi opioidnimi latkami, z nichz nékteré jsou nejen jedny
z nejucinnéjSich znamych analgetik, ale také vysoce navykovych drog.
Drogova zavislost postihuje lidstvo po staleti. Pfesné mechanizmy, kterymi
konkrétni latky vedou k zavislosti, a genetické faktory, které ¢ini nekteré
jedince zvlasté nachylnymi k zavislosti, zistavaji stale neobjasnéné.

GPCRs mohou aktivovat G proteiny i v nepfitomnosti agonisti.
Tato tzv. konstitutivni aktivita je béznou vlastnosti nékterych pfirozenych
receptorti z této rodiny, ale je zaroven i pfi¢inou nékterych onemocnéni.
Opioidni receptory byly prvnimi GPCRs, pro které byly ptedlozeny dikazy
o konstitutivni aktivité. V soucasné dob¢ se o ni diskutuje i v souvislosti se
zvladanim drogové zavislosti na opioidech a chronické bolesti. Inverzni
agonisté jsou ligandy, které mohou tuto aktivitu tlumit. Jako allostericky
inverzni agonista (allostericky stabilizator neaktivniho stavu receptoru)

piisobi i monovalentni kationt Na'. Monovalentni ionty obecné moduluji



signalizaci GPCRs dosud ne zcela definovanym mechanizmem. Jejich
interakce se signalni kaskadou iniciovanou opioidnimi receptory byly

studovany jiz od pocatku vyzkumu zaméfeného na GPCRs.
2. CILE

Cilem prvni ¢asti predkladané dizertacni prace je studovat zmény v
signalni draze opioidnich receptori vyvolané dlouhodobym puisobenim
morfinu ve frontalni mozkové kufe potkant. V souvislosti s dlouhodobym
pusobenim morfinu je také studovan klicovy fyziologicky mechanizmus,
kterym je snizovana konstitutivni aktivita receptort, tj. inhibi¢ni ptisobeni
sodnych iontil na vazebné misto 6-opioidniho receptoru.

Cilem druhé ¢asti dizertacni prace je pokraCovat ve studiu G¢inkt
sodnych ale i dalsich monovalentnich iontl: analyzovat ucinek riznych
monovalentnich iontl na d-opioidni receptor i na jeho funkéni spfazeni s
trimernimi G proteiny inhibi¢niho typu na stabilné transfekované bunécné
linii HEK293 exprimujici fuzni protein mezi d-opioidnim receptorem a
G proteinem. Také jsou zjistovany rozdily mezi jednotlivymi ionty pii
interakci s polarnim rozhranim membrana-voda a hydrofobnim vnitikem

membranové lipidové dvojvrstvy.
3. MATERIAL A METODIKA

Experimentalni modely

- dospéli samci potkanti rodu Wistar (90 denni, 160-180 g)
- bun&&na linie 3-OR-G;la (Cys®'-Ile™")-HEK293
- unilamelarni vezikuly POPC/POPS, POPC/POPS/cholesterol
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Aplikace morfinu experimentalnim zvifatum

- morfin byl davkovan intramuskularné podle nasledujiciho postupu: 10
mg/kg (1.-2. den), 15 mg/kg (3.-4. den), 20 mg/kg (5.-6. den), 30 mg/kg
(7.-8. den), 40 mg/kg (9. den) a 50 mg/kg (10. den)

- kontrolnim zvytattim byl aplikovan sterilni 0,9 % NaCl

Kultivace bunék 5-OR-G;1a (Cys™'-Ile**")-HEK293

Izolace plazmatickych membran

- na Percollovém gradientu

- P2 membrany podle metody Moonové (Moon H. E. et al., 2001a)

Stanoveni koncentrace proteinii pomoci modifikované Lowryho metody

SDS-PAGE a imunoblot

Vazebné studie s radioligandy

- stanoveni agonistou stimulované vysokoafinni aktivity GTPazy pomoci
[y-"*P]GTP; stanoveni agonistou stimulovana vazby [*°S]GTPyS

- stanoveni aktivity adenylyl cyklazy pomoci [o->"P]JATP

- stanoveni vazba [*H]Jouabainu na Na, K ATPazu

- stanoveni vazby [’H]DADLE, ["H]DPDPE, [’HIDAMGO, [*H]U-69593,
[*H]naltrindolu,  [*H]baklofenu, [*H]somatostatinu,  ['H]karbacholu,

[*Hlisoprenalinu

Metody fluorescenéni spektroskopie:

- stanoveni generalizované polarizace Laurdanu (GP.)

- stanoveni rovnovazné anizotropie fluorescence DPH (rppy)
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Aktivita G proteini ve frontalni mozkové kiie potkanu

vystavenych dlouhodobému pusobeni morfinu

Dlouhodobé vystaveni potkani vysokym davkam morfinu mélo za
nasledek pokles celkové aktivity G proteind stimulované p- a d-opioidnim
receptorem v plazmatickych membranach izolovanych z frontalni mozkové
ktry. Nedoslo ov§em ke snizeni mnozstvi téchto regulacnich proteini. Nase
vysledky potvrzuji nazor, Ze mechanizmus zavislosti na morfinu je primarné
zaloZen na desenzitizaci odpovédi opioidnich receptord, ktera nastava jiz na
urovni funkéni aktivity G proteinti.

Stanovili jsme potfadi ucinnosti agonistd opioidnich receptort
DADLE (8-OR) > DAMGO (p-OR) > U-69593 (k-OR) ve smyslu snizZeni
aktivity G proteint a zjistili jsme, Ze dochazi k desenzitizaci odpovédi na
aktivaci zprostfedkovanou 6-OR na urovni G proteini. Nase vysledky,
ziskané pfi praci s potkany vystavenymi plisobeni morfinu, pfinaseji nové
dikazy, které nebyly dosud publikovany. Zaroven jsou nase zjisténi
ve shod¢ s nalezy potvrzujicimi relativné vysokou hustotu 6-OR v prednim
mozku dospélych potkani (Kornblum H. I. et al., 1987; Ko M. C. et al.,
2003) a s malou funk¢ni vyznamnosti kaskady iniciované k-OR v této casti

CNS (Maurer R., 1982).

4.2 Vliv sodnych ionti na vazebné parametry 6-OR

v plazmatickych membranach izolovanych z frontalni mozkové

kury potkanu vystavenych dlouhodobému pusobeni morfinu

Zjistili jsme, ze obsah adenylyl cyklazy I a II v plazmatickych

membranach (PM) byl vyznamné zvysen u potkani ovlivnénych morfinem



a nastava jako specifickd, kompenzacni (plné¢ vratnd), homeostaticka
odpovéd’ na dlouhodobé ptisobeni této drogy.

Dramaticky nardst obsahu ACI a ACII popsany v této praci byl
podpofen dalsimi vysledky, dokazujicimi specifitu tohoto narQstu, protoze
ostatni izoformy AC (ACIHI-IX) byly nezménény a narist nebyl zjistén v
PM izolovanych z potkani vystavenych jednorazové davce morfinu.
Desenzitizace odpovédi G proteinu slouzi jako impulz pro kompenzacni
odpovéd’ - dochazi k proteosyntéze vedouci ke specifickému nartstu ACI a
ACII u morfinem ovlivnénych zvifat. Po odnéti drogy na dobu 20 dni se
hladiny AC vraci do normalu.

Narast hladin ACI a ACII musi byt uvazovan spolu s nezménénou
hladinou ostatnich typt AC a markert PM Na, K-ATPazy, podjednotek
trimernich G proteinii a kaveolinu-1. Nezménéné hladiny téchto proteind
totiz prinaseji silny dikaz pro specifitu dlouhodobého vlivu morfinu na ACI
a ACII.

Bylo také zjisténo, Ze dlouhodobd expozice morfinu ma za
nasledek zvyseni poétu d-opioidnich receptorii a zménu jejich citlivost viéi
sodnym iontim. Nizka citlivost -OR k inhibi¢nimu G¢inku NaCl u skupiny
potkand vystavenych pisobeni morfinu muze byt interpretovana jako

naruseni rovnovahy mezi aktivnim a neaktivnim stavem receptoru.

4.3 Inhibice signalizace 6-OR monovalentnimi ionty

v 8-OR-G;la (Cys*'-1le**")-HEK293

Autofi né€kolika publikaci uvedli, ze p-, 6- and k-OR mohou
aktivovat Gy/G, proteiny se stejnou uéinnosti (Offermanns S. et al., 1991;
Roerig S. C. et al., 1992; Prather P. L. et al., 1994a; Prather P. L. et al.,
1994b; Chakrabarti S. et al., 1995; Prather P. L. et al., 1995; Quinones-
Jenab V. et al., 1997). Kazdy z OR tedy muze interagovat s5 rtznymi
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formami Gy/G, proteint (G;la, G20, G3a, G,1a, G,2a) (Tso P. H. a Wong
Y. H., 2003). OR specificky reguluji rizné tfidy efektori a tak vznika velmi
slozitd signalizaéni sit. Bunky HEK 293 (lidské embryonalni bunky
z ledvin, "human embryonic kidney cells"), které stabiln¢ exprimuji fazni
protein mezi OR a a-podjednotkou G proteinu, piedstavuji uziteny model
pro porovnani uc¢innosti vazby danych typu G proteinu se stejnym
receptorem. Pro nasi praci jsme pouzili stabilné transferovanou linii bunék
HEK293, ktera exprimuje fizni bilkovinu mezi 6-OR a G proteinem
rezistentnim via¢i PTX Gila (Cys*'-1le*"), 8-OR-Gjla (Cys™'-Ile*')-
HEK?293, za ucelem ziskat informace o vazbé mezi definovanym typem OR
a definovanym typem G proteinu. To, ze je 3-OR v této molekule spojen
kovalentni vazbou s Gjla, zajistuje presnou a znamou stechiometrii 1:1
mezi receptorem a G proteinem.

Byla provedena analyza vlivu monovalentnich kationtti na funkéni
spojeni mezi 3-OR a Gjla. Vysledkem bylo potvrzeni jiz dfive znamych
vysledki 0 nezaménitelném vyznamu sodnych iontti a soucasné dikaz, ze
fuzni protein 3-OR-G;la (Cys™'-Ile*") vykazuje z tohoto hlediska podobné
vlastnosti jako 3-OR v pfirozené tkani: 1) sodné ionty vykazovaly nejvyssi
schopnost inhibovat bazalni aktivitu G proteinu v nepfitomnosti agonisty
3-OR, 2) maximalni zvySeni vazby [“S]GTPyS bylo prokazano
v pfitomnosti sodnych iontd, 3)sodné ionty snizuji vazbu specifického
agonisty ["H]DADLE.

Vyznam sodnych iontld spociva vtom, Ze maji podobny ucinek
jako inverzni agonisté - posunuji rovnovahu mezi aktivni a neaktivni
konformaci receptoru smérem k neaktivni konformaci (Mullaney I. et al.,
1996; Burford N. T. et al., 2000; Moon H. E. et al., 2001a; Moon H. E. et
al., 2001b; Massotte D. et al., 2002; Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002).

Tim dochazi ke snizeni schopnosti receptoru aktivovat G protein a snizeni
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bazalni/spontanni vazby [°S]GTPyS. Za téchto podminek lze dobie stanovit
hormonalni aktivaci G proteinu, protoze bazalni aktivita v nepfitomnosti

agonisty je velmi nizka.

4.4 Vysokoafinni a nizkoafinni mista pro Na* v 3-OR-G;1a (Cys™'-

1e**")-HEK?293, korelace s biofyzikilnim stavem plazmatické

membrany

Porovnali jsme vliv riznych koncentraci sodnych, draselnych a
lithnych iontd na vazbu agonisty a antagonisty k §-opioidnimu receptoru a
na spojeni tohoto receptoru s G proteinem v plazmatickych membranach
izolovanych z 8-OR-G;la (Cys®'-Ile*®')-HEK293 bunééné linie. Detailni
analyza provedena v Sirokém rozsahu koncentraci vedla ke zjisténi, ze
celkovy inhibiéni uginek Na“ na vazbu agonisty k 3-OR-Gjlo (Cys®'-
Ile™")-HEK293 je slozen ze dvou komponent - z vysoko- a nizkoafinnich
interak¢nich mist. Vysokoafinni mista byla charakterizovana 50 % inhibici
vazby agonisty jiz pti 5.4 mM koncentraci NaCl a nizkoafinni mista byla
charakterizovana 50 % inhibici vazby agonisty pii koncentraci 321 mM.
Inhibice vazby agonisty vlivem LiCl, KCl a NMDG probihala pouze s
nizkou afinitou. Nase vysledky podporuji predstavu, ze vysokoafinni mista
pro Na“ jsou umisténa hluboko uvnité vazebné kapsy pro ligand a
zprostfedkovavaji "inverzné agonisticky" uc¢inek Na'. Nizkoafinnimu efektu
jsme se podrobnéji vénovali pti biofyzikalnich studiich.

Dale byl prométen vliv riznych monovalentnich kationti chlorida
na bazélni a agonistou 3-OR DADLE stimulovanou vazbu [*>S]JGTPyS. V
nepiitomnosti iontli byla zjisténa vysokd bazalni aktivita, ktera nebyla
ovlivnéna rostouci koncentraci agonisty. Pfidani 100 nebo 200 mM
koncentrace NaCl, KCI a LiCl mé&lo za nasledek sniZeni vazby [*°S]GTPyS,

které bylo kompenzovano rostouci koncentraci agonisty. Konstitutivni
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aktivita, ktera se projevuje jako vysoka bazalni aktivita v nepfitomnosti
agonisty a monovalentnich iontf, byla sniZena s poradim t¢innosti Na" >
Li" = K'. Porovnani kiivek zavislosti odpovédi na koncentraci agonisty
potvrdilo stejné pofadi, co se tyCe vyvolani maximalni odpovédi Bny.
Afinita agonisty DADLE ("potency"), vyjadiena pomoci hodnot ECs, byla
ale prednostné podporovana Li' (statisticky vyznamny pokles vazby
[**S]GTPyS byl zméfen jiz pii 1 mM koncentraci LiCl). Stejné pofadi bylo
zjiSténo pro vSechny parametry i v membranach izolovanych z bunék
neovlivnénych PTX.

Ucinek iontii jsme zkoumali i v polarni oblasti lipidovych hlaviek
a hydrofobnim vnititku plazmatickych membran. Polarni rozhrani
membrana-voda bylo studovano pomoci fluorescen¢ni sondy Laurdanu (2-
dimethylamino-6-lauroylnaftalen). Laurdan je fluorescenc¢ni sonda, ktera
postihuje zmény ve vlastnostech membrany diky své citlivosti k polarité
lipidové dvojvrstvy a poskytuje informaci o lipidovych karbonylech. Vliv
monovalentnich kationti na hydrofébni vnitiek membrany jsme studovali
pomoci  fluorescenéni  sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrienu  (DPH).
Fluorescen¢ni sonda DPH nesviti ve vode¢, ale vykazuje silnou fluorescenci,
pokud je zanotena do lipidové membrany.

Analyza interakce iontd lithia, sodiku, drasliku a cesia s
plazmatickou  membranou bunék HEK293, provadéna pomoci
fluorescencnich technik, ukazala na vyznam polarnich skupin pfitomnych
v povrchové vrstvé membrany. Polarni rozhrani membrana-voda jsme
oznacili jako jedno z moznych mist, kde by mohl probihat nizkoafinni typ
inhibice vazby agonisty. Tato interakce by nasledné mohla ovlivnit vazbu
ligandu na receptor allosterickou cestou prostfednictvim lipidovych

molekul.
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5. ZAVER

V ramci predkladané dizertaéni prace bylo zjisténo, Ze
mechanizmus zavislosti na morfinu je primarné zalozen na desenzitizaci
odpovédi p- a d-opioidnich receptorl, kterd nastava jiz na urovni funkéni
aktivity G protein. Zarovenn bylo stanoveno, ze byl vyznamné zvysen
obsah adenylyl cyklazy I a II v plazmatickych membranach izolovanych
z frontalni mozkové klry potkant ovlivnénych morfinem a Ze tento nardst
nastava jako specificka, kompenzacni (pln€ vratnd), homeostaticka odpovéd’
na dlouhodobé plsobeni této drogy. Dlouhodobé plisobeni morfinu mélo
dale za nasledek zvySeni poctu &-opioidnich receptori a zménu jejich
citlivost vii¢i sodnym ionttm.

Vyznam na$i prace s bundnou linii §-OR-Gjla (Cys™'-
Ile™")-HEK293 je zaloZen zejména na rozliseni vysoko- a nizkoafinnich
mist pro Na', ktera nebyla doposud publikovana. Dale byl porovnan u¢inek
monovalentnich ionti na vazbu agonisty a antagonisty a na sprazeni 6-OR s
G proteinem. V neposledni fad€ byl stanoven tGc¢inek monovalentnich iontd
sodiku, drasliku, lithia a cesia pfi interakci s polarnim rozhranim
membrana-voda a hydroféobnim vnittkem membranové dvojvrstvy. Polarni
rozhrani membrana-voda jsme oznadili jako jedno z moznych mist, kde by

mohl probihat nizkoafinni typ inhibice vazby agonisty.
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