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Opioidní receptory (OR) 

 

 

 

 

 

 

● receptory spřažené s G proteiny 

(GPCR) 

 

 

● typy OR 

μ-OR 

δ-OR 

κ-OR 

NOP receptor 

 

● Gi/Go 

 

Wettschureck a Offermanns 

(2005) Physiol. Rev. 

pertussis 

toxin 



Předchozí výsledky 

naší laboratoře 

● modelová buněčná linie: δ-OR-Gi1α(Cys351-Ile351)-HEK293 

 Cys351-Ile351 → necitlivost vůči pertussis toxinu (PTX) 

 

● Bouřová et al., (2003) δ-Opioid receptors exhibit high efficiency 

when activating trimeric G proteins in membrane domains. 

J.Neurochem. 85, 34-49 

  

 

● deplece cholesterolu 

 

 
β-cyklodextrin 

(β-CDX) 

Del Valle (2004) 

Process Biochem. 



Cíle dizertační práce 

 linie δ-OR-Gi1α(Cys351-Ile351)-HEK293 

● analyzovat vliv deplece cholesterolu v PM na δ-OR a mechanizmus 

funkčního spřažení mezi tímto receptorem a trimerními G proteiny  

● stanovit vliv deplece cholesterolu na biofyzikální vlastnosti PM 

pomocí metod fluorescenční spektroskopie a fluorescenční 

mikroskopie 

 

 

 linie HEK293T přechodně exprimující FLAG-δ-OR 

● stanovit vliv deplece cholesterolu na internalizaci δ-OR 

 



Vliv deplece cholesterolu 

na vazbu agonisty 

saturační vazebné křivky 

[3H]DADLE ([D-Ala2, D-Leu5]-enkefalin) 

 

Publikace I 
Brejchová et al. (2011) Biochim. Biophys. Acta  



Vliv deplece cholesterolu na schopnost 

δ-OR aktivovat G proteiny 

vazba [35S]GTPγS  

křivky dávka-odpověď 

 

Publikace I 
Brejchová et al. (2011) Biochim. Biophys. Acta  



DPH 

1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien 

Laurdan 

2-dimethylamino-6-lauroylnaftalen 

Vliv deplece cholesterolu na biofyzikální 

vlastnosti plazmatické membrány 



Rovnovážná anizotropie 

fluorescence DPH 

↑ fluidita  ≈ ↓ anizotropie 

Publikace I 
Brejchová et al. (2011) Biochim. Biophys. Acta  

in vivo  in vitro  



Časově rozlišená anizotropie 

fluorescence DPH 

β-CDX 

(mM) 
r0 r  f  (ns) S Dw (ns-1) 

0 0,295 0,121 4,4 0,68 0,028 

2,5 0,282 0,105 4,7 0,64 0,030 

5 0,280 0,096 4,4 0,61 0,032 

10 0,279 0,095 4,3 0,58 0,037 

β-CDX (mM) 
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Lenzt (1993) 

Chem. Phys. Lipids 

Dw – difuzně-rotační konstanta 

S – parametr uspořádanosti 

Publikace I 
Brejchová et al. (2011) Biochim. Biophys. Acta  

wobbling-in-cone 

model 



Generalizovaná polarizace (GP) 

sondy Laurdan 
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0 mM β-CDX 

0 mM β-CDX 

10 mM β-CDX 

10 mM β-CDX 

■   25 °C  

○   40 °C 

Publikace I 
Brejchová et al. (2011) Biochim. Biophys. Acta  
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Fluorescence lifetime imaging microscopy 

 (FLIM)  

t – doba života excitovaného stavu (lifetime) 

  kontrola β-CDX 

ttot ± SEM (ns) 4,9 ± 0,1 4,8 ± 0,1 

t in ± SEM (ns) 5,2 ± 0,1 5,1 ± 0,1 

tpm ± SEM (ns) 5,4 ± 0,1 5,2 ± 0,1 

● β-CDX 

● β-CDX 

Publikace II 
Ostašov et al. (2013) Chem. Phys. Lipids 

  kontrola β-CDX 

ttot ± SEM (ns) 5,1 ± 0,1 4,4 ± 0,1 

t in ± SEM (ns) 5,4 ± 0,1 4,4 ± 0,1 

tpm ± SEM (ns) 5,5 ± 0,1 4,5 ± 0,1 



Vliv deplece cholesterolu 

na internalizaci δ-OR  

linie HEK293T přechodně exprimující FLAG-δ-OR 

nepřímá imunofluorescence - Alexa Fluor® 488 

Ostatní publikace 
Ujčíková et al. (2014) Physiol. Res. 



Kolokalizace internalizovaných δ-OR  

s Rab proteiny  
Rab4 

β-CDX β-CDX β-CDX β-CDX 

agonista agonista agonista agonista 

Rab5 Rab7 Rab11 

červeně 

FLAG-δ-OR (Alexa Fluor® 568)  

zeleně 

EGFP-Rab protein 

Rab4 
 časné endozomy 

Rab5 

 klatrinové váčky, 

 časné endozomy 

Rab7 

 pozdní endozomy, 

 lyzozomy 

Rab11 
 trans-GA, 

 recyklující endozomy 



Závěr 

 Deplece cholesterolu 

● nemění vazbu specifického agonisty [3H]DADLE na δ-OR  

● snižuje účinnost funkčního spřažení mezi δ-OR a trimerními 

G proteiny třídy Gi/Go 

● zvyšuje fluiditu plazmatické membrány 

● zvyšuje polaritu hydrofilní oblasti plazmatické membrány 

● snižuje účinnost internalizace δ-OR, která nastává vlivem stimulace 

 receptoru vazbou agonisty 

● způsobuje samovolnou internalizaci δ-OR, tedy internalizaci 

receptoru bez navázaného agonisty – tato forma internalizace 

probíhá odlišným způsobem než internalizace vyvolaná vazbou 

agonisty 
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