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ABSTRACT

The aim of this Ph.D. thesis was to analyze thepimoe-induced changes of
frontal brain cortex protein composition in ratgeged to increasing doses of morphine
(10-50 mg/kg) for prolonged period of time (10 days

The first part of this work was oriented to the analysis of the phenomenon of
hypersensitization/superactivation of adenylyl agel (AC), which is regarded as one of
the crucial molecular mechanisms causing drasttbgbagical consequences of drug
addiction. The increase of AC activity representScampensatory” response and is
functionally related to the desensitization of ®tpm response to prolonged morphine
exposure of target cells.

The clear desensitization @fFOR- andd-OR-stimulated G protein response by
morphine was demonstrated in our laboratory byyemalof the dose-response curves of
DAMGO and DADLE-stimulated, high-affinity *{S] GTR/S binding in plasma
membranes isolated from frontal brain cortex o @tposed to morphine according to the
same protocol as that used in this Ph.D. thesis5QL@ng/kg, 10 days). The-OR-
stimulated 1°S] GTR/'S binding was unchanged.

It has been determined the amountatif AC isoforms (AC I-IX) in plasma
membranes (PM) isolated from control and morphreated rats which were sacrificed 24
hours since the last dose of morphine. This has lpseformed by the immunoblot
analysis using the specific antibodies orientedragaAC I-1X. The results indicated the
specific up-regulation of AC | (8x) and AC Il (2.bm plasma membrane fraction isolated
by centrifugation in Percdlldensity gradient; the amount of AC IlI-IX was uacdiged.
The parallel analysis of the same PM samples itelicanchanged level of all the major
classes of trimeric G proteins ¢@Gaiz, Gaiz, Goo, Gog/Gayi, Gos, GB) and of the
prototypical plasma membrane marker Na, K-ATPasgoltantly and surprisingly, the
specific increase of AC | and AC Il was not detddie PM isolated from rats exposed to
morphine for 10 days but sacrificed 20 days sirfee last dose. Thus, the morphine-
induced increase of AC | and AC Il faded away 2¢sdafter drug withdrawal.

The drug-induced hypersensitization of AC | andlA&as fully reversible.

The second part of this workwas oriented to the 2D electrophoretic resolution,
immunoblot and proteomic analysis of post-nuclegresnatant (PNS) and Percoll-purified
PM fractions, which were prepared from control (gro-M10) and morphine-treated
(group +M10) rats.



In the PNS, about 440 protein spots were recognized by sibtaining and
PDQuest analysis of gels in the both types of P8iSining by colloidal Coomassie blue
G-250 indicated the total number of 200 spots. Bénthem exhibiting the largest
morphine-induced change were selected, excised fitoen2D gel and analyzed by
MALDI-TOF MS/MS. The identified proteins were of toplasmic, cell membrane,
endoplasmic reticulum and mitochondrial origin aBdof them were significantly
increased. Four of 9 up-regulated proteins werectionally related to the state of
oxidative stress; the 2 proteins were related ecagpoptotic cell death.

We could therefore conclude that the frontal braiortex of rats exposed to
increasing doses of morphine can not be regardeadapted to morphine.

In thePM fraction analyzed by LC-MS/MS, the significantlg (1)- or down ()-
regulated proteins were gflasma membran€Brain acid soluble protein 1,2.1x; G3
subunit 1,]2.0x), myelin membran@VBP, |2.5x), cytoplasmic(Alpha-internexin,t5.2x;
DPYL2, 14.9x; Ubiquitin hydrolase L1}2.0x; 60S ribosomal protein L122.7x; KCRB,
12.6x; SIRT2,12.5x; Peroxiredoxin-212.2x; Septin-11,72.2x; TERA, 12.1x; SYUA,
12.0x; Coronin-1A, |5.4x) and mitochondrial (Glutamate dehydrogenase 12.7x;
SCOT1,12.2x; Prohibitin,12.2x; Aspartate aminotransferag@.2x) origin. Surprisingly,
the immunoblot analysis of the same PM resolve@b\electrophoresis indicated that the
“active” pool of @B subunit (2.0x), represented just a minor fraction of thaltstgnal of
Gp detected in 2D gels. The total signal gf &ubunits was decreased 1.2x only; the major
signal of @ subunits was unchanged. Likewise, the immunoldb@p after resolution by
1D SDS-PAGE in 10% w/v acrylamide/0.26% wi/v bisyéemide or 4-12% gradient gels
(Invitrogen) indicated no change of this protein.

The “active”, minority pool of trimeric @ subunits responding to chronic morphine

exposure of frontal rat brain cortex, was thus clgaecognized.

Keywords: morphine, long-term exposure, adenylyl cyclagdoisns (I-1X), frontal brain
cortex, isolated plasma membranes, post-nuclearsafant, proteomic analysis, oxidative

stress, G subunit



ABSTRAKT

Cilem této dizerténi prace bylo analyzovat zmy indukované morfiem ve sloZeni
proteini frontalni mozkové &y potkari vystavenych zvySujicim se davkdm morfia
po dobu 10 dni (10-50 mg/kg).

Prvni ¢ast prace byla zamttena na fenomén superaktivace/hypersenzitizace
adenylylcyklazy (AC), ktery je povazovan za jedenklizovych molekularnich
mechanism podilejicich se na vzniku patologickychstedki drogové zavisloti. Vzestup
aktivity AC predstavujekompenzéni odezvu funkné spojenou se shizenim odgdv
G proteiri vliivem dlouhodobé expozice morfiu.

G proteini pri stimulaci opioidnich receptdr(OR) agonisty DAMGO -OR) a DADLE
(5-OR). Funkni aktivita G proteif byla mstena pomoci vazby*JS] GTP/S ve frakcich
plazmatickych membran (PM) izolovanych z frontaimizkoveé Kiry potkari vystavenych
zvySujicim se davkam morfia podle stejného protokf@ky je uveden v této praci (10-50
mg/kg, 10 dnf)x-OR-stimulovana vazbd®] GTR/'S se nezwnila.

Byl stanoven obsavSech typ izoforem AC (AC I-1X) ve frakcich PM izolovanych
z potkari ovlivnénych morfiem a kontrolnich ztdt usmrcenych 24 hodin po aplikaci
posledni davky. Imunoblotova detekce byla provedemguzitim specifickych protilatek
orientovanych proti AC I-1X. Byl zji&n vzestup AC | (8x) a AC Il (2,5x) ve frakcich PM
izolovanych v perkolovém gradientu (Per&ll mnoZstvi AC llI-IX se nez#milo.
Paralelni analyza stejnych vzérlPM indikovala neznénou hladinu vSech hlavnickd
G protein (Gair/Gaiz, Gaiz, Goo, Gog/Gaai, Gos, GB) a stejny byl i obsah standardu
plazmatickych membran Na, K-ATPazyieRvapivé bylo zjidni, Ze specificky vzestup
AC | a AC Il nebyl detekovan ve frakcich PM izolowah z potkafi vystavenych
zvysujicim se davkam morfia, ale usmrcenych 20pdréplikaci posledni davky. Vzestup
AC | a AC Il se tak po 20 dnech od vysazeni drogatilv zpst na pivodni hladinu
v porovnani s kontrolnimi vzorky.

Hypersenzitizace AC | a AC Il indukovanid morfiem pejevila jako pl@&
reverzibilni.

Druha ¢ast prace byla zandtena na 2D elektroforetické rozliSeni, imunoblotovu
a proteomickou analyzu postnuklearniho supernatéiANS) a frakci PM izolovanych
v perkolovém gradientu z frontalni mozkovénk potkani ovlivnénych morfiem (skupina
+M10) a kontrolnich zvat (skupina —M10).



Barveni gtbrem a analyza pomoci softwaru PDQuest rozliSidkean 440
proteinovych spdt ve vzorcichPNS. Barveni koloidni Coomassie blue G-250 indikovalo
200 proteinovych spot z nichz bylo vybrano 10 nejvice signifikaatrrozdilnych
proteinovych skvrn pro identifikaci pomoci MALDI-TOMS/MS. Analyzované proteiny
byly lokalizovany v cytoplaz# burgéné membray endoplazmatickém retikulu
a mitochondriich. 9 z 10 protéiremenénych vlivem morfia signifikant& vzrostlo, 4 z 9
proteimi zvySené hladiny bylo furkk¢é vazanych na genezi oxidativniho stresu,
2 proteiny byly spojeny s apoptézou.

S ohledem na spektrum éamindukovanych morfiem je patrnEe mozek potkan
vystavenych zvySujicim se davkam této drogy neéagdbaptovan.

Vzorky PM byly analyzovany pomoci LC-MS/MS a signifikaatzvySena %)
¢i snizend () hladina bilkovin byla lokalizovana plazmatické membra@n(membranovy
neuronalni protein 1,2,1x; &3 podjednotka 1,/2,0x), myelinové membran (MBP,
12,5x%), cytoplazrg (alfa-internexin,}5,2x; DPYL2,14,9x; ubikvitin hydrolaza L1]2,0x;
60S ribozomalni protein L122,7x; KCRB, |2,6x; SIRT2,12,5x; peroxiredoxin-212,2x;
septin-11, 12,2x; TERA, 12,1x; SYUA, 12,0x; koronin-1A, |5,4x) a mitochondriich
(glutamat dehydrogendza 112,7x; SCOT1, 12,2x; prohibitin, 12,2x; aspartat
aminotransferdza|2,2x). 2D imunoblotova analyza stejnych vzorPM pekvapiw
stanovila, Ze pokles [podjednotky indukovany morfiem (2xfgustavoval snizeni pouze
»aktivni“ minoritni ¢asti z vysledné oblasti G detekované specifickou protilatkou.
Celkovy signal klesl pouze nepair(l,2x), majoritni signal & se nezmnil. Toto zjiseni
korespondovalo s vysledkem imunoblotové detekcepliSeni 1D SDS-PAGE (10% wi/v
akrylamid/0,26% bisakrylamid nebo 4-12% gradientoggl, Invitrogen), které také
nepotvrdilo Zadnou zému.

Pokles @& podjednotky indukovany morfiem, ktery byl detekopéoteomickou

analyzou, korespondoval segmu pouze ,aktivni“ minoritntésti z celkové signalufs

Kli ¢ova slova morfium, dlouhodoba expozice, izoformy adenylWi@zy (I-1X), frontalni
mozkova Kira, izolované plazmatické membrany, postnukleanpematant, proteomicka

analyza, oxidativni stres,fgodjednotka
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1. UVOD

Komunikace mezi hikou a okolim se uskutguje pomoci membranovych
receptoti, cozZ jsou z funéniho hlediska proteiny, které jsou schopny spéaifi@zpoznat
signal gichazejici z vijSiho prostedi, genést jej do nitra hiky a vyvolat biologickou
odpowd. Timto signalem mohou byt hormony, nervovieraSeée a fstové faktory.
Vazba agonisty navozuje konfortimk zmenu molekuly receptoru $pZzeného s G proteiny
(GPCR), ktera serpnasi na trimerni G protein (Svoboda a kol., 2004)

Heterotrimerni GTP-vazebny protein se v klidovéiawvs sklada z. podjednotky
s navazanym GDP a komplefy. Interakce mezi aktivovanym receptorem a G pretain
vede k vynéné GDP nao. podjednotce za GTP, disociaci od receptoru a zpa volnou
a podjednotku apy komplex. Ve ¥tSir¢ pripadi je dalSim nositelem signalu volna
a podjednotka, ktera aktivuje Sirokou Skalu efektgadenylylcyklazy, fosfolipazy C,
fosfolipazy A2, fosfodiesterazyiadu iontovych kand), kteti dale reguluji intracelularni
koncentraci sekundarnictigmasen (CAMP, cGMP, DAG, InsP3, G4 Na', K*, DAG,
NO, kyselina arachidonova). V poslednich leteclv&k ukazuje, Ze vyznamnou fuimk
roli pIni i volnéBy podjednotky.

Soubor mechanisim které vedou k utlumeni biologické odgdv na dany hormon
a chrani biky pred nadmirnou stimulaci, se nazyvd desenzitizacgedREtem
dlouhodobého vyzkumu nasi skupiny je studiumé&ogch a molekularnich mechanigdm
desenzitizace, ktera nastavafti pucinku hormori  pasobicich pes GPCRs.
Vedle receptorového mechanismu desenzitizace (fgafe, sekvestrace, internalizace)
existuje dalSi mechanismus probihajici na Urovimemich G proteit. Dlouhodobé
stimulace cilovych butk vede k penosu &chto regulé@nich bilkovin do nitra buk,
dochazi k internalizaci. Internalizace G proteprobiha ve forr solubilizace (uvolani
z burtcné membrany do rozpustné kuné faze) a také jakorgnos do frakce malych
meéchyrka (vezikuli). Prenos G proteiln do nitra bulk je vSak mnohem pomalejsi
(hodiny) nez internalizace recepidminuty); (Svoboda a Novotny, 2002).

Opioidni receptory (OR) pat do rodopsinové rodiny recepiorsprazenych
s G proteiny (-OR ,8-OR, «-OR, NOP-OR). Stimuluji G proteiny inhilmniho typu G,
které jsou citlivé k pertussis toxinu. Tyto protei(Gii, G2, Gs, Go1, Go2) jsou hojré
zastoupené v mozku a inhibuji aktivitu adenylylégt. Jejich efektorem mohou byt také
iontové kanaly. Morfium fisobi jako jedno z nefinngjSich analgetik a vaZe se na vSechny

typy OR. Opakovana expozice #ati morfiu vede k rozvoji tolerance k droze (stavu
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snizené senzitivity k droze), psychické a fyzickgiglosti (Contet a kol., 2004). Psychicka
zavislost je spojena s tendenci ke zvySovani davekgijemnymi pocity pi abstinenci
(Preston a kol., 1991).fiPvyzkumu opiodnich receptbra &inka morfia ve frontalni
mozkové kife potkam jsme prokazali, Ze stav dlouhodobé zavislosti rafion vede
ke sniZzeni odpasdi trimernich G proteiin tiidy Gi/Go na stimulaci MOR a DOR agonisty
(Bourova a kol., 2010). Jeigjmé, Ze vyzkum mechanismiinkt opiati je prakticky
vyznamny, protoZe se stale zvysSuj&gonarkoman a pra¥ fenomén desenzitizace vede

k tomu, Ze pro vyvolani stejné odgol musi byt podana vyssi a vyssi davka.
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2. CILE DIZERTA CNi PRACE

Cilem této dizerténi prace je stanoveni Zm indukovanych morfiem ve slozeni
membranovych a solubilnich bilkovin frontalni moxz&okiry potkami samé& kmene

Wistar, ktei byli vystaveni zvySujicim se davkam morfia po ddi® dni.

Prvni ¢ast prace je zagiena na:

» stanoveni obsahuSech izoforem enzymu adenylylcykI§&Z I-1X) ve frakcich
PM, které byly izolovany z frontalni mozkovérk potkari usmrcenyct24 hodin
po aplikaci posledni davky morfia

e stanoveni obsahu adenylylcyklazy ve vzorcich PMIloianych z frontalni
mozkoveé kiry potkari, ktefi byli vystaveni zvySujicim se davkam morfia, aidi b
usmrceni20 dni po podani posledni davky

» stanoveni obsahu vSech hlavnictidt trimernich G protein a standardu

plazmatickych membran Na, K-ATPazy

Druha ¢astprace je zawgiena na:

» detekci kvantitativnich zegm indukovanych morfiem ve frakcich postnuklearniho
supernatantu (PNS) a PM izolovanych z frontalni kowg kiry potkar
a naslednou proteomickou analyzu PNS a frakci PM

» detekci @ podjednotky

» proteomickou analyzu podjednotelg G
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3. LITERARNI P REHLED

3.1. Receptory sfazené s G proteiny (G-protein coupled receptors, GERS)

Receptory sfazené s G proteiny (heptahelikélni, serpentinoveeptry) jsou
nej\etsi a nejlépe prostudovanou rodingiuskupinou membranovych recepipiktera je
kédovana vice nez 800 geny (Fredriksson a kol., 3RO®Ridi Siroké spektrum
fyziologickych odpo¥di cilovych tkani (srdmsi cinnost, kontraktilita hladkych swual
dychaciho traktu, cévni &ty, metabolické femeny v jatrech a fadu dalSich
fyziologickych proces) a jsou proto potencionalnim cilem mnohauléRato rodina
zahrnuje receptory praizné druhy ligand (ionty, biogenni aminy, peptidy, lipidy, fotony
apod.).Rada GPCRs byla objevena na zakladkverni homologie, a tak u spousty z nich
neni dosud identifikovan jejich ligand. Tyto reaapt se oznéuji jako siroti (orphan
receptors) a jsou ifpdnttem zamu velkych farmaceutickych firem. Znalosjicfe
fyziologické funkce by mohla pomocitiphledani novych l&v s presré definovanym
acinkem (Tang a kol., 2012).

3.1.1. Struktura a klasifikace GPCRs

Struktura GPCRs je iips fadu rozmanitych ligand pomerné uniformni.
Charakteristickym rysem je 7 transmembranovyehhelixa (7TM), které jsou spojeny
ttemi N-koncovymi extracelularnimi &eimi C-koncovymi intracelularnimi hydrofilnimi
smyckami .Vysoce konzervovany disulfidickyistek z extracelularniho konce TM-I11éld
druhou extracelularni smiku na ECL-2a a ECL-2b. Vazebné misto pro ligantvggeno
z extracelularnich snégk a extracelularnich koicTM helixa (obr. ¢. 1). Vazebné misto
pro G protein obeenvytvari intracelularni smiky a intracelularni konce TM helix
(Nygaard a kol., 2009). Jednotlivé typy GPCRs mailiiSr¢ dlouhou N-koncovou

extracelularni a C-koncovou intracelularni obl&efce a kol., 2002).
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O vazba ligandu
ECL-1 ECL-2a QO vazba G proteinu

Q)
TM-L TM-IE TMEIE TMAIV TMSV. TM-VE TM-VIE CO-CO0H

Obr. ¢. 1: Serpentinovy model heptahelikélniho receptdi:1-TM-7: transmembranove
a-helixy, ECL-1-ECL-3: extracelularni srilyy. Prevzato a upraveno podle Nygaard a kol.,
20009.

NejcastjSi zpisob tidéni receptoll sg'azenych s G proteiny jeskéni na Sest rodin
(A-F); (Davies a kol., 2008).

Rodina A je neobsahlejsi skupinoRadi se zde receptory pro rodopsin, adrenergni
receptory, TRH-R, opioidni receptory a také skupineceptoii pro odoranty.
Charakteristickym znakem jsou vysoce konzervovaménekyseliny (na obrg. 2 jsou
n¢které oznaeny ¢ervenym krouzkem) a disulfidicky imstek spojujici ECL-1 a ECL-2.
VétSina receptar ma C-termindlni konec palmitoylovan na cysteinovébytku. Tato
modifikace slouzi jako membranova kotva (abr2); (George a kol., 2002; Pierce a kol.,
2002).

Rodina B mé& jen okolo 25¢lena. Pati zde receptory pro gastrointestinalni hormony
(sekretin, glukagon, vazoaktivni intestinalni peptihormon uvalujici somatotropin,
kortikotropin uvohujici hormon, kalcitonin a parathormon. Typickymakam této rodiny
je dlouhy N-konec, ktery obsahuje€kolik cysteini tvoricich st disulfidickych mistki.
Chybi palmitoylace na C-terminalnim konci (obr2); (George a kol., 2002; Pierce a kol.,
2002).
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Rodina C je také ponirné mala, zahrnuje metabotropni glutamatovy receptor,
GABAgR-1, GABAsR-2, kalcium senzitivni receptor a¢které chtiové receptory.
Charakteristicky je dlouhy N- a C-konec.Vazebna éoa pro ligand je lokalizovana
na N-konci. Feti intracelularni smika je kratka a velmi konzervovana (obr2); (George
a kol., 2002; Pierce a kol., 2002).

Rodina D zahrnuje feromonové receptory pro a-faktor (STE3)-taktor (STE2)
u kvasinek

Rodina E zahrnuje receptory cAMP

Rodina F zahrnuje receptory Frizzled/smoothened

Rodina A, B, C a F jefftomna v ¢le sava, rodina D byla prokdzana pouze u kvasinek
a receptory rodiny E pouze v organisbigtyostelium(Davies a kol., 2008).

Druhy typ dleni receptal (GRAFS) je do nasledujicich skupin: G-glutamétove,
R-rodopsinové, A-adhezni, F-frizzled/taste2 a detogé (Fredriksson a kol., 2003).
Tento systém charakterizuje pouze lidské GPCRsepytiigenetické fibuznosti.



21

Rodina A

Obr. ¢. 2: Klasifikace GPCRs (rodina A, B, C)idwzato a upraveno podle George a kol.,
2002.
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3.1.2. Renos signalu

Vazba ligandu (agonisty) navozuje v GPCRs konf@émhaménu, ktera se i@nasi
na sousedni bezproéstré navazujici molekulu GTP-vazebny protein (G protekiery
se v klidovém stavu sklada z& podjednotek:o podjednotky s GTPazovou aktivitou
a komplexupy. Interakce mezi aktivovanym receptorem a G pret@irvede k vyrné
pevre vazaného GDP za GTP. Vyma GDP za GTP znamenda, Ze se v molekule
G proteinu objevuje dalSi permanentni negativniopaboz je vyznamna energeticka
zmeéna, ktera destabilizuje proteinovou strukturu. Damih k rozpadu oligomerniho
komplexu na volné podjednotky a By. Obs vzniklé podjednotky aktivuji nezavisle
na sol intracelularni efektory, jejichz prdstdnictvim jsou spuShy rizné signalni
kaskady (obr.c. 3). Spu&ini jedné kaskady fize velmi rychle pedchazet aktivaci
z funkéniho hlediska nasledujici kaskady. VeétsSim¢ znamych pkladi je dalSim
nositelem signalu volna podjednotka, ktera aktivuje adenylylcyklazy, fdgfézy C a A2,
iontové kanaly, fosfodiesterazy. Vyznamnou fémikroli pini i volnépy podjednotky, které
moduluji pisobeni volnychu podjednotek (Tang a Gilman, 1991) a mohou mit tikéay
aktivatni nebo inhikbini vliv na efektory (McCudden a kol., 2005).

Aktivovany stav G proteinu ukéh hydrolyza GTP pomoci vifiti GTPazové
aktivity o podjednotky na GDP a anorganicky fosfat. Hydrolyzede k obnoveni
G proteinového komplexu, ktery je tak znoviéippaven na fichod dalSiho stimulu.
Rychlost obnovy heterotrimeru je ovlé&ma nejen vlastni GTPazovou aktivitou
a podjednotky, ale roli zde hraji také RGS proteiktgré urychluji &peni GTP na GDP
(Pierce a kol., 2002). Aktivovatelnost heterotrimieo G proteinu progtdnictvim GPCRs
vSak nenize byt nekongna, za fyziologického stavu je Uraveéburecné signalizace
regulovana souborem mechaniszvanychdesenzitizace Tento vratny proces znamena
snizeni biologické odpe@di pii dlouhodobénti opakovaném podavani hormodtiudrogy
obecrg. Muzeme rozliSit homologni a heterologni typ deserad. B homologni
desenzitizaci je snizena odgdvpouze na ten hormon, ktery vyvolava primarni staoiu
Pfi  heterolognim typu desenzitizace dochazi k poklesuv i€inku ostatnich
hormoni-receptod.

V fadu sekundi minut dochazi po vazbagonisty na receptor k jeho fosforylaci.
P nizkém stupni saturace receptoru jsou aktivniginginazy A a C, které jsou schopny
fosforylovat i volné receptory a mohou se proto ifed na vzniku heterologni
desenzitizace. Jedna se ctpmpvazebnou regulaci, protozZze tyto kinazy jsou\vektany

praw pomoci GPCRs. Substratem kinazy pro recepttazgny s G proteinem (GRK) je
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receptor s navazanym agonistou. Aktivita GRK set@royznamg uplatiuje az
pii vysokém stupni saturace receptoru ve smyslu hogmbl desenzitizace. OkamZit
po fosforylaci nasleduje vazb&arrestinu a funéni rozgazeni od G proteinu. i€nos
informaniho signalu je tak fieruSen. Kratce po ukoeni aktivace se objevuje frakce
volnych receptat, které po shluknuti (sekvestraci) setrvavagitau dobu na povrchu
buné¢éné membrany. Za ¢&kolik mélo minut doch&zi kjejich ¥pnosu do nitra
buiky - internalizaci. Internalizovana forma receptose hromadi ve frakci lehkych
vezikuli (endozoni). Tento stav jei@chodem mezi jejich Uplnou degradaci v lyzozomech
a recyklovanim zg k povrchu buky (Svoboda a kol., 2004). &&8ina receptar je
nasledd defosforylovana proteinfosfatazamiitomnymi v endozoméalnich vezikulech
a transportovana #p k povrchu, kde obnovuje pinfunkéni kontakt s G proteinem.
Dlouhodoba stimulacé vysoké davky hormonu vedou k navazani ubikvitmaukomplex
receptoru $-arrestinem a ignosu do lyzozof) kde dochazi k proteolytické degradaci
receptoru. Timto 2zsobem klesd celkovy pet pisluSnych receptér v buice

(down-regulace.
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By efektory

GTP druzi posli
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Obr. ¢ 3: Cyklus G protein. o podjednotka (modra)f3 podjednotka (hedd); y
podjednotka (Seda); GDP (aits dwma malymi krouzky reprezentujicimi dva fosfaty;
GTP (zelen) stemi malymi krouzky reprezentujicimitit fosfaty; RGS (@zow)-

regulatory signalizace G protéinPrevzato a upraveno podle Preininger a Hamm, 2004.

3.1.3. Opioidni receptory (OR)

Opioidni receptory pé#t do rodopsinové rodiny receptosprazenych s G proteiny
(GPCRs, rodina A); (Kieffer a kol., 1992; Manglikal., 2012). Nachazi se hlava CNS,
ale i na periferii. Jsou aktivovany endogennimioggnimi peptidy (endorfiny, enkefaliny,
dynorfiny, endomorfiny) i exogennimi ligandy (opifit (Contet a kol., 2004). OR t¥io
7 transmembranovychu helixa spojenych 3 extracelularnimi (ECL) a 3 intracelnidni
smytkami (ICL). ECL s N-koncem, ktery jgasto glykosylovany, zodpoviddji za vazbu
ligandu, intracelularni C-koncovéast je zapojena do signalizace. Prvni a druhou ECL
spojuje disulfidicky nistek. Mezi klasické OR pat u-OR (MOR, pojmenovan podle
morfia, zprostedkovava supraspinalni analgezii, zUzeni zornica, aklum dychani,
euforii, depresi, zavislot)y-OR (DOR, pojmenovan podle chamovodu - angl. defere
zprostedkovava velmi silnou spinalni analgezii, utlum Ifei) a k-OR (KOR,
pojmenovan podle ketocyklazocinu, zpreskovava spinalni analgezii, dysforii, sedaci);
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(Waldhoer a kol.,, 2004). Tyto receptory vykazuji maogii 60 % vramci
aminokyselinové sekvence, nejvice jsou si podobtménsmembranové oblasti (73-76 %),
nejmért v extracelularni¢asti (34-40 %); (Minami a Satoh, 199Radi se k nim také
NOP-OR (pojmenovan podle nociceptindivé ozngovan jako ORL-1), ktery vykazuje
vysoky stup& homologie s klasickymi OR (Mollereau a kol., 19@4rbett a kol., 2006).
Farmakologické studie prokazaly, Zze kazda skupidanikolik receptorovych podtyj
které mohou byt vysledkem alternativniho sast mMRNA, posttranstaich modifikaci
¢i dimerizaci receptdr VSechny ¢tyii typy OR jsou schopny t¥d homomerni

i heteromerni receptorové komplexy (George a k2002; Milligan, 2004). Dimery
se mohou tviit mezi déma OR i mezi opioidnim a neopiodnim typem receptoru
(nag. 6-OR apz-adrenoreceptorem). Fulikd vlastnosti oligomernich kompléxse mohou
podobat monomerni fordn receptoru, v jinych ipadech vznikd novy receptor
s vlastnostmi odliSnymi odipodnich monomeér (Jordan a Devi, 1999).

OR stimuluji G proteiny inhilshiho typu Gi,, mMoZna je ale i interakce
sa podjednotkami Ggi Gz (Hendry a kol., 2000). Dochazi k inhibici agcyklazy,
ktera vede k poklesu cCAMP v fice a sniZzeni aktivity proteinkinazy By podjednotky
stimuluji aktivitu dovnit usmériujicich K kanah (GIRKs) a fosfolipazy C. Jejich
pasobenim dochazi také ke snizeni vtokd'@m buiky, protoZe inhibuji naftovs fizené
Ccd"* kanaly (Waldhoer a kol., 2004; McCudden a kolQ®0

3.2. Klasifikace trimernich GTP-vazebnych protein

GTP-vazebné proteiny (G proteiny) jsou regualaburé¢né bilkoviny aktivované
pomoci GTP, které zprastdkovavaji penos signalu mezi Sirokou Skalu membranovych
receptoi a efektoét (adenylylcyklazy, fosfolipazy, fosfodiesterazy tadu iontovych
kanali). Tvori komplex slozeny zditpodjednoteko (39-52 kDa)$ (35-39 kDa)
avy (6-8 kDa). Dnes je znamo 16 dgeRodujicicha podjednotky, 5 gah kddujicich
B podjednotky a 12 génkddujicichy podjednotky. Nositelem GTPazové aktivity je
a podjednotkaP ay podjednotky spolu tvd stabilni dimey, ktery disociuje jen za sin
denaturujicich podminek wipmnosti m@oviny. Klasifikace G proteiin je zaloZzena
na struktie a funknich vlastnostecha podjednotek, na které se kovalentndzi
bakterialni toxiny a ovliiuji tak jejich funkci. G proteiny jsou klasifikovgrdo ¢ty tiid,
které se oznaji jako G, Gy, Gy11 @ Gons Tento gehled byl vypracovan na zakkad
citaci: Jones a kol., 1990; Tang a Gilman, 199lariaisekaran a Dermott, 1996; Milligan
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a kol., 1996; Hildebrandt, 1997; Nurnberg a ka@99; McCudden a kol., 2005; Arshavsky
a kol., 2002; Ellis, 2004; Myung a kol., 2006eRled klasifikace a tk#@vé distribuce @,
GPB a Gy podjednotek je uvedena v tabulkdch a 2.

3.2.1. Klasifikace Gr podjednotek

Trida Gs

Mezi ¢leny teto tidy pati Goses-shory Gots(i-longy Gotsixi), Catsexy @ Gatolr. Gais proteiny
stimuluji vSechny izoformy adenylylcyklazy (AC I-)Xa jsou citlivé na cholerovy toxin
(produkovany Vibrio cholerag, ktery pisobi permanentni aktivack podjednotky
chemickou modifikaci argininu 201. Diky alternativru sesthu vznikaji z jednoho genu
pro Cos Cétyfi izoformy, které se vzajemdnliSi délkou fetzce aminokyselin a jsou

exprimovany viiznych tkanich. @Gy je proteinéichového epitelu a je velmi podobny&

Trida Gi/o

Do této tidy pati nejvice zastupc Gai1, Gaiz, Gaoiz, Goo1, Goloz, Gotoz, Gotggr-rod),
Ga(c-cone) Gogust @ Goi,. Specifickym znakem proteintéto tidy je citlivost k pertussis
toxinu (produkovanyordetella pertuss)s Gui1, Gaiz, Gaiz jsou produkty separatnich gen
a vSechny inhibuji adenylylcyklazu.og, Goo,, Goos Vznikaji alternativnim sehem
jednoho genu a nachazi se ve velkém mnozstvi v mokdjich efektorem (vieznych
tkanich) niize byt adenylylcyklaza, fosfolipdzy i iontové kanalo; (transducin) je
obsazen v sitnici atenasi swtelny signal z rodopsinu na fosfodiesterazuw >je
exprimovan v tyinkach, G v ¢ipcich oka. Ggus: (Qustducin) je G protein ckiavého
epitelu, ktery se nachazi také v kaodych buikdch gastrointestinalniho traktu.afGje
exprimovan v neurosekirich buikach i krevnich destkach a neni citlivy k pertussis

toxinu.

TFida Gg/11

Pati zde Gig, Gaaa, Goaa, Gaase Zastupci tétortdy aktivuji fosfolipazu typu C.
Na rozdil od Gi proteii nejsou citlivé k pertussis toxinu. Proteing G Gos1 jsou téngt
vSudygitomné. Gu4 se nachazi ve varlatech, slezidedvinach a hematopoetickych
buinkach. Gis;ieje exprimovan v hematopoetickychitikach. Giye je lidskou izoformou
Goys a je oznaovan jako promiskuitni protein, ktery mize pisobit jako univerzalni

pienaseé mezi Sirokou Skalou membranovych receptaifosfolipazou C.
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TFida G12/13

Tato fida zahrnuje pouze 2 zastupcenfa Guys. Znalost funkce neniifis jasna,
stejré jako receptorova specifita. Byla prokadzana jejdttivace receptory pro kyselinu
lysofosfatidovou, tromboxan (typ A2), endotelinpgtaglandiny (typ EP3) a bradykinin.
Reguluji MAP kindzovou drahu a oviiuji vyménu Na/H" ionta.

TFida Zastupci Tkanova distribuce
Gs Gats(s-short) Gas(|_|ong)1 viude
Goigxy, Gas(xx|)l mozek
Goloif ¢ichovy epitel, mozek, varlata, slinivka
Gi Goijp v3ude, pfevazné mozek
Ga,, viude
Goijz vSude, pfevazné mimo mozek
Goyy, Gogy Golgs mozek, srdce?
Goaiy(r-rod) sitnice-ty&inky
Goy(e-cone) sitnice-¢ipky
Goagyst chutové poharky, kartadové bufiky GI° traktu
Ga, mozek, krevni desticky
Gq Gay viude
Goi g vSude (kromé krevnich destiek)
Goaiy4 varlata, hematopoetické buriky, slezina, ledviny
Go1516 hematopoetické buriky
G12 Goy,Goiy 3 vSude

Tabulka¢. 1: Klasifikace a tk&ova distribuce @ podjednotek.
1 s-kratka, I-dlouhd, xl/xxl-extra dlouhd izoformaG
2 Gl-gastrointestinalni

Prevzato a upraveno podle Nurnberg a kol. 1999; EI094.

3.2.2. By podjednotky

Stabilnipy komplex, ktery nevykazuje vlastni enzymatickounhakt, byl pavodne
povazovan pouze za pasivni komponentu G proteiowZzili k upevéni o podjednotky
k membrag. Nové udaje vSak ukazaly na aktivni roli tohotaehedimeru v penosu
signélu. Steja jako a podjednotky, Ize i ¢ a Gy podjednotky rozdit do n¢kolika trid

podle gibuznosti aminokyselinové sekvence. Rodinf ®ori p&t cleni: GBi, GBa,
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GB3(s-shory CP3(-iongy GPa @ Ps(s-shory CPsg-ong): ¥ POdjednotky ndizeme klasifikovat
do 4 rodin zahrnujicich celkem &&na:
Rodina 1 Gyi, Gy, Gy11
Rodina 2 Gys, Gyio
Rodina 3: Gy2 (Gye), Gys,G va, Gy7, Gys(Gyorr), Griz
Rodina 4: Gyi3

By dimer stimuluje AC I1l, AC IV a AC VIl v gitomnosti aktivované &
a ma inhibéni vliv na AC I. Aktivuje MAP kinazovou drahu,apobi na fosfolipazu C
a rekteré iontové kanaly.i#ma (Eastpy podjednotek vignosu signalu znamena raesii
moznosti hormonalni regulace. Da sedpokladat, Ze furdai vlastnosti G proteinu
sloZzeného z identickyclhw podjednotek, aleteznych B ¢i y podjednotek, budoutzné.
VSeobecn Ize fici, Zze tSina P podjednotek mze tvdit dimer s ¢tSinou G
podjednotek Rada &chto variant spojeni ale nema fénk vyznam nebo ani nevznika.
Nap‘iklad (B3, dimeruje s @,, ne vSak s &. GB3 netvai komplex s G; ani Gy,, zatimco
G, dimeruje s @ i Gyz. Roli v kombinatorice podjednotek hraje itk&a specifita.

NejcastjSim typem dimeru v sitnici oka jef@r1, zatimco v mozku je to zy».
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Podjednotka | Zastupci Tkanova distribuce
GB GB1 viude
GB, viude
GBg(s_shon)l krevni desticky?
G[33(|_|ong)1 viude
GB4 v3ude, pfevazné mozek, plice, placenta
GB5(S_Shon)2 mozek
GB5(|-|ong)2 sitnice
Gy Gy, sitnice-ty&inky
Gy, (Gyg) |v3ude, prevazné mozek
Gys mozek, varlata
Gy, vude
Gys v3ude, pfevazné placenta, jatra
Gy, viude, prevazné mozek, brzlik
Gys (GYolr) |mozek, gichovy epitel
Gyy sitnice-&ipky
Gyio vSude, pfevazné mozek, placenta
Gyi1 v3ude (kromé& mozku)
Gy viude
Gyi3 v3ude, prevadzné mozek, Cichovy a jazykovy epitel

Tabulka®. 2: Klasifikace a tk&ova distribuce G a Gy podjednotek.
! s-kratka, I-dlouhé izoformafs

2s-kratka, |-dlouh& izoformafg

Frevzato a upraveno podle Nurnberg a kol. 1999; EI094.

3.2.3. Posttransl&ni modifikace G proteinia
Posttransléni Upravy jsou chemické nebo fyzikalni modifikacelghajici

na polypeptidovémeétézci po skoieni jeho syntézy na ribozomu.o@odjednotky jsou
modifikovany kovalentni vazbou zbytkyseliny myristové a palmitové na jejich N-konci.
Vazba myristatu ke koncovému glycinu je irevelnbia pispivA k asociaci
a podjednotky s plazmatickou membranawodjednotka transducinag;) je modifikovana
kromé myristatu takéiemi dalSimi mé#& hydrofobnimi zbytky mastnych kyselin (Neubert
a kol., 1992). Palmitoylaci, ktera je reverzibildipchazi k gipojeni palmitatu pomoci
thioesterové vazby na cystein blizko N-konce (otr.4). Dynamickd modifikace

a podjednotky palmitatem je jednim z mechanisragulace bugné lokalizace proteinu
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atim i regulace jeho funkce v signalizaci (Wedeges a kol., 1995). C-koncovéast
vSech G podjednotek obsahuje aminokyselinovou sekvenci BAl&era utuje prenylaci
proteinu. Geranylgeranyltransferaza rozpoznava otesekvetini motiv a penasi
geranylgeranylovou skupinu na C-koncovy cysteinelytek. V gipact Gyi, Gys (Gyor)

a Gyy; dochazi k farnesylaci cysteinového zbytku pomaoidsyltransferazy (McCudden
a kol., 2005). Lipidova modifikaceg podjednotek je nezbytna pro spravnou funkci
By dimeru. Prenylace umtije asociacpy komplexu s podjednotkou, receptorem a take
efektorem (Casey 1994). Zatim nejsou znamy zagndolé modifikace} podjednotek
(Wedegaertner a kol., 1995). Funkc@ podjednotek mZe byt ovliviena
mono-ADP-ribosylaci, kter4 snizuje efektivifiy komplexu v inhibici AC | (Lupi a kol.,
2000).

e I

Receptor

Efektor
plazmaticka
membrana

('llltﬁl—{'\-'—“\ Il‘mil\(\a‘-.

cytoplazma

Obr. ¢. 4: T typy lipidovych modifikaci G proteilt palmitoylace a myristoylace
na N-koncia podjednotky s navazanym GDP; prenylace na C-kalmoeysteinovém
zbytkuy podjednotky. Revzato a upraveno podle Casey, 1994.
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3.3.  Adenylylcyklaza jako prototypicky efektorG proteini

Adenylylcyklaza (AC) je vyznamny membrarowazany enzym Kkatalyzujici
piemgnu ATP na cAMP, coZ je jeden z nejrae$ijSich sekundarnich pdsl ktery
aktivuje proteinkinazu A a hraje Ekbvou roli v signélnich drahach hormgn
neurotransmitér, odorani a chemokin (Tang a Hurley, 1998). V s¢asné dob je
znamo dedt sakich membranoy vazanych a jedna rozpustna izoforma AC (Krupinski
a kol., 1992; Hanoune a Defer, 2001; Pierre a RO09).

3.3.1. Struktura adenylylcyklazy

Struktura adenylylcyklazy se podobéjakému iontovému kanaldi pienaSei.
VSechny izoformy AC tvii kratky intracelularni N-konec, dvojice Sesti
transmembranovych domeén (M1 a M2) & aytoplazmické domény (C1l a C2), kazda
o hmotnosti fiblizné 40 kDa. Na rozhrani mezi doménou C1 a C2 se na&ladalytické
aktivni misto (Tang a Gilman., 1995). Pro spravkatalytickou funkci jefteba dosdhnout
urcité vzajemné konformace obou domeén. Krystalickakstira ukazala, Zze vazebné misto
pro forskolin a ATP se nachazi v hydrofobni kapszindoménami (Tesmer a kol. 1997;
Zhang a kol., 1997); (obé. 5).

vazebné misto
pro ATP

vazebné misto
pro Mg 2*

Obr¢. 5: Struktura adenylylcyklazy. M1, M2-dvojice Sgshtnsmembranovych
domén, C1, C2-dvojice cytoplazmickyametn. Pevzato a upraveno podle
Pierre a kol., 2009.
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3.3.2. Regulace adenylylcyklazy

V sedmdeséatych letech minulého stoleti byl #ekd rostliny Coleus forskohlii
izolovan diterpen forskolin, ktery aktivuje vSechimgformy AC, krong AC IX a solubilni
adenylylcyklazy (sAC); (Seamon a kol., 1981; Patddol., 2001). VSechny membrartov
vazané izoformy AC jsou stimulovany prstnictvim G, Na  zaklad
aminokyselinovych sekvenci a biochemickych vladinoshou byt jednotlivé izoformy
tohoto enzymu roztleny do ggti skupin (Patel a kol., 2001, Watts a Neve, 2005).

Skupina AC I, AC lll a AC VIII

Je pro ni charakteristicka aktivace’Ca kalmodulinem (Krupinski a kol., 1992;
Cali a kol., 1996). Funkce AC | a AC VIII jerimo inhibovana Gy podjednotkami a také
Go, (v pripadc AC VIII se jedna o moznou inhibici). Pro stimulad\C I
Cd*/kalmodulinem je nutnaifiomnost guanylylimidodifosfatu nebo forskolinu h&@
a kol., 1992). Aktivita AC | a AC Il je stimulovantaké fosforylaci proteinkindzou C
(PKC).

Skupina AC Il, AC IV aAC VI

Tyto izoformy jsou stimulovany takéfg podjednotkami v itomnosti aktivované
Gos (Tang a Gilman, 1991). Proteinkindza C stimulufg@ ha AC VII, zatimco na AC IV
ma inhibeni vliv (Watson a kol., 1994; Lai a kol., 1999).

Skupina AC V a AC VI

Tyto izoformy jsou exprimovany ve velkém mnoZstvi srdci. Jsou fmo
inhibovanya podjednotkami Gi protein Prestoze AC V a AC VI neni inhibovana pomoci
GPBy podjednotek in vitro, u transfekovanych Bkirbylo prokazano snizeni jejich aktivity
predevsim pomocpy,. Silny inhibiéni efekt ma také jiz submikromolarni koncentrace
cd”*. Proteinkindza A (PKA) snizuje aktivitu obou izoéen, zatimco proteinkinaza C
aktivuje AC V a inhibuje AC VI (Kawabe a kol., 1998imonds, 1999).

AC IX

Ctvrtad skupina zahrnuje pouze AC IX, ktera je jalkdipa ze vSech znamych
izoforem necitliva k diterpenu forskolinu a je rémeana kalcineurinem (Paterson a kol.,
1995). Inhibéni efekt vykazuji CH ionty.



Solubilni AC (sAC)
Tato
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izoforma se vyskytuje ipdevSim ve varlatech a neni

aktivovana

a podjednotkami Gs ani forskolinem. sAC jé&irpo stimulovana bikarbonatem (Chen
a kol., 2000).
Prehled jednotlivych izoforem AC, tkévé distribuce, funkce a regulatojejich
aktivity (G proteiny, PKA, PKC, Ca/CaM, C&") je uveden v tabulce 3.

Regulace G
AC?® | Tkanova distribuce proteiny PKA | PKC®| Cca®/CaM® | Ca®* | Funkce
AC | mozek, sitnice stimulovana Gag 1 1 | | u€eni, pamét,
inhibovana GRy synapticka
inhibovana Ga, plasticita
AC Il | mozek, kosterni svalstvo, plice, stimulovana Gas i
srdce stimulovana GRy*
AC Il | mozek, €ichovy epitel stimulovana Gag 1 1 | | ¢ich
AC IV | mozek, srdce, ledviny, jatra, stimulovana Gag l
plice,hnéda tukova tkan, déloha stimulovana GBy*
ACV | srdce, mozek, ledviny, jatra, stimulovana Gag l 1 !
plice, déloha, nadledviny, hnéda inhibovana GBy*
tukova tkari inhibovana Ga;®
AC VI |vSude stimulovana Gag l l !
inhibovana GBy*
inhibovana Ga®
AC VIl | vSude, vyrazné exprimovana stimulovana Gas 1 drogova zavislost
v mozku stimulovana GRy*
AC VIII | mozek, plice (varlata, nadledviny, | stimulovana Gas 1 uéeni, pamét,
déloha,srdce) inhibovana GRy synapticka
inhibovana Ga, ? plasticita
AC IX | mozek, kosterni svalstvo stimulovana Gas 1
SAC varlata kapacitace spermii

Tabulka¢. 3: Rehled funkce, tki#oveé distribuce a regulace izoforem adenylylcyklazy.

Prevzato a upraveno podle Simonds, 1999 a Sunahcaassig, 2002.
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1- stimulani vliv; |- inhibi¢ni viiv

!stimulace @y v piftomnosti aktivované &

Zinhibi¢ni efekt prokazan pouze u transfekovanychskun
3 Goj rodina (Griz, Goiz, Goiz a Guy)

% izoformy adenylylcyklazy

PPKA, proteinkinaza A

¢ PKC, proteinkinaza C

d ca*'caM, regulace G4 a kalmodulinem
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3.4. Proteom a proteomika

Proteom Ize definovat jako soubor bilkovifitpmnych v daném okamziku v tice
¢i tkani, zahrnujici vesSkeré jejich modifikace, \va@@né interakce a zmy lokalizace
(proteinovy komplement gesmu); (Wilkins a kol., 1995). Odrazi aktualni metabky
stav dané hiky a je ovliiiovan zm¢nami podminek v okolnim prasdi (Collinsové a
Jir&ek, 2004). Proteomika je velmi rychle se rozvijefibor, ktery usiluje o kvantitativni
a kvalitativni porovnani jednotlivych protedrnza tiznych podminek. Kroghidentifikace
bilkovin se zandtuje také na zjighi jejich funkénich a strukturnich vlastnosti.

Proteomika se vyznaminuplatiuje v medicig (studium picin a mechanisii
chorob), farmacii (vyvoj l&v), potravin&stvi (kvalita a bezpmost potravin), pmmyslu,
ochrarg Zivotniho progedi a zerdélstvi (Chmelik, 2005). Existuje celada rozdilnych
pristupl k proteomickému studiu, mezi dagtji pouzivané podle Chmelik (2005) fat

a) Analytickd proteomika — hlavnim cilem je identifikace jednotlivych bilka
(stanoveni molekulové hmotnosti, iadi aminokyselin a deni posttranstaich
modifikaci) pomoci kombinace sepén&ch metod a hmotnostni spektrometrie

b) Strukturni proteomika — poskytuje kompletni informace o bilkovinach gacfe
interakcich, zabyva se studiem struktury bilkovposzitim krystalografie, NMR,
MS arady dalSich technik

c) Funkéni proteomika — charakterizuje furthi celky nebo soubory bilkovin
na zaklad spole&né funkce, studuje komplexni Zivotni procesy

d) Expresni/diferenéni (srovnavaci) proteomika— kvantitativié porovnava expresi
mezi hiznymi proteomy

e) High-throughput proteomika — je zangena na rychlé ziskani velkého mnozstvi
informaci o bilkovinach, vyuziva metod s vysok@inaosti:
nap. 2D elektroforézu, kapalinovou chromatografii adtinostni spektrometrii
s ionizaci MALDI nebo elektrosprejem (ESI)

f) High-coverage proteomika — zabyva se ziskavanim Udlajo sekvenci
aminokyselin s cilem stanoveni fadi co nejvysSiho @tu aminokyselinovych
zbytka v bilkoving

g) Bottom-up proteomika — klasicky gistup, tzn. izolace bilkoviny, jeji enzymova
hydrolyza a MS analyza peptidovycksgit

h) Shotgun proteomika — snes bilkovin je enzyma¥ rozStpena, vzniklé peptidy

jsou separovany a analyzovany tandemovou MS
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i) Top-down proteomika — izolace bilkoviny ze s#&si a MS analyza fragmentaci
molekuly
Mezi zakladni metody, o které se proteomika opipafi elektroforéza,

chromatografie a hmotnostni spektrometrie

3.4.1. Elektroforéza

Tato separai elektromigréni metoda je zaloZena na rozdilné pohyblivoastic
v elektrickém poli. Veiicatych letech 20. stoleti Svédsky biochemik Armgelius, nositel
Nobelovy ceny z roku 1948geparoval v roztoku mezi elektrodami proteiny kibenséra
a popsal metodu pohyblivého rozhrani (dnes znammkaizonova elektroforézg. Krome
papiru se jako nosné médium vyuzivatrobovy gel (Smithies 1955)Agarovy gel byl
pozcEji nahrazertistou agarézou, ktera se dodnes uplpg zejména # déleni nukleovych
kyselin. V roce 1959 pouZili Raymond s Weintraub@wolyakrylamidovy gel, ktery
separuje molekuly podle jejich naboje i velikodRaymond a Weintraub, 1959). Podle
zpasobu provedeni fizeme rozliSitpolyakrylamidovou elektroforézu (PAGE) nativni,
SDS-PAGE, dvojrozn¥rnou a kapilarni. Kapilarni elektroforéza vyZziva
elektrokinetickych princip elektroforézy a elektroosmozy Kldni latek uvnit kiemenné
kapilary (Jorgenson a Lukacs, 1983). Zahrnuje cebdinu elektromigrénich separénich
metod: kapilarni zénovou elektroforézu (CZE), kapii izotachoforézu (CITP), kapilarni
izoelektrickou fokusaci (CIEF), kapilarni gelovoleldroforézu (CGE), afinitni kapilarni
elektroforézu (ACE), micelarni elektrokinetickou pidarni chromatografii (MEKC)
a kapilarni elektrochromatografii (CEC); (K&&, 1997).

3.4.1.1. 2D elektroforéza

Tato nejpouzival)Si proteomicka sepatai metoda di proteiny nejprve podle
jejich izoelektrického bodu pl a poté ve &m kolmém ke sriru fokusace podle jejich
molekulové hmotnosti. Poprvé byla popsana PatricketRarrelem v roce 1975, ktery
detekoval na gelu vice nez 1000 proteinovych skyaatu E.coli (O Farrel, 1975). V roce
1982 se metoda vylepSila zavedenim imobilizovanygradientt pH (IPG), které
zjednodusily pibéh izoelektrické fokusace (Bjellgvist a kol., 1982&dnou z néasgjSich
metod vizualizace proteinje barveni pomoci koloidni Coomassie brilliant eblG-250
(CBB), které detekuje 10-30 ng proteinu/frbez ztrat fi odbarvovani, je pka
kvantitativni a kompatibilni s hmotnostni spektranie(Fountoulakis a kol., 1999).

Umo#iuje vSak detekovat pouze majoritni slozky proteéhewnési.V roce 1979 zavedli
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Switzer a kol. detekci bilkovinigbrem, ktera je zaloZzena na redukci doanu stibrného
na kovové gibro (Switzer a kol., 1979). Tato metoda je vysaittiva, detekuje jiz
0,5 ng proteinu/mf neni v8ak plé kvantitativni, protoZe ionty &bra se vaZi pouze
na rekteré aminokyselinové zbytky (Shevchenko a kol96:9Gharahdaghi a kol., 1999;
Sinha a kol., 2001). V so¢asné dob se stale vice upkatji fluorescetini metody barveni
proteiri, které tvai rodinu SYPRO: Sypro Ruby, Sypro Orange, Sypro ,Regoro
Tangerine s citlivosti 0,5-4 ng/nfm Fluoresceéni barviva jsou doie kvantitativni
a kompatibilni s hmotnostni spektrometrii (Berggaekol., 2000; Candiano a kol., 2004).
Nabizi stejnou citlivost jako barvenitisrem, maji vSak Siroky dynamicky rozsah.
Pro kvalitativni i kvantitativni vyhodnoceni prote@kych map se vyuZivaji softwary,
nag. PDQuest od firmy Bio-Radi ImageMaster od firmy GE Healthcare. Z principu 2D
elektroforézy vychazi tzv. diferéni gelova elektroforéza (2D-DIGE, 2D differencd ge
electrophoresis), ktera je zaloZzena nacenavzorki jednim ze it fluorofora s fiznymi
spektralnimi charakteristikami (Cy2, Cy3 a Cy5)Z eonozuje sodasnou separaci a# t
proteinovych vzork v jednom gelu. Naslednsou vzorky spojeny a jako jediny gsmy
vzorek rozdleny 2D elektroforézou. Gel pakipgkenovani i riznych vinovych délkach
poskytne 3izné obrazy (Unli a kol., 1997; Tomancova a kolQ90

2D elektroforéza je schopna rozliSit vice nez 5@dOteini, dokaze separovat
jednotlivé izoformy i posttransta¢ modifikované proteiny. Mezi jeji nevyhody pat
mnoZzstvi smsnych spat obsahujicichtizné proteiny se stejnym izoelektrickym bodem
a molekulovou hmotnosti.  Problematicka jetasto v analyze hydrofobnich
a membranovych protein proteini s molekulovou hmotnosti nad 150 kDa a bilkovin

s extremnimi hodnotami pl (Petrak, 2005).
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Obr.¢. 6: Schéma 2D elektroforézy.ekvilibrace (redukce, alkylace) — pro zlepSeni

pienosu proteit ze stripu do gelu; IF, izoelektricka fokusace.

3.4.2. Chromatografie

Chromatografie je metoda slouzici k separaci latedazenych ve zkoumané &mn
a také kvalitativni a kvantitativni analyze &mn Mezi hlavni chromatografické procesy
pati sorpce, distribuce mezi minimélrdvéma fazemi, difuze arpnos hmoty (Janak,
2011). V proteomice jetasto vyuZivanou metodou separace péptiysoko&inna
kapalinova chromatografie HPLC (high performanaqeill chromatography). Tento pojem
zavedl jiz v roce 1966 Csaba Horvath (Horvath a,Kd®67; Guiochon, 2005). Stacionarni
faze v HPLC je tviena velmi malymgasticemi pravidelného tvaru, které viypji kolonu,
coz vede ke zvySeni odporu n&plkolony a pétok mobilni faze musi byt zajit
vysokym tlakem. ZvySuji se také narokydapadla a material chromatografickych kolon,
které musi byt odolnéi¢i pasobeni vysokého tlaku. Kapalinovou chromatografe |
provozovat na kolonach s mikrolitrovymi az nanolMymi praitoky s gimym propojenim
s hmotnostnimi spektrometry. Nanokapalinova chrogratfie mize byt také realizovana
na bazi mikrofluidickych¢ipi. Tyto systémy jsodasto oznéovany jakou-TAS (Micro
Total Analysis System); (Smejkal a Foret, 2012).LOP(ultra performance liquid
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chromatography) je oztani pro ultradinnou kapalinovou chromatografii s kratkymi
chromatografickymi kolonami, kter&tipasitadu vyhod v porovnani s klasickou HPLC:
zvySeni sepatai innosti, snizeni meze detekce, zvySeni citlivodalke zkraceni doby
analyzy (BeneSova a kol., 2012). ZmenSovanirnitib ptiiméru kolon sniZzuje spéebu
stacionarni/mobilni faze a redukuje se také mnoigtorku, ktery ma byt nadavkovan na

separani kolonu.

Princip Mobilni faze Stacionarni faze Chromatografie

rozdélovani kapalina kapalina kapalinova rozdélovaci
plyn kapalina plynova rozdélovaci
kapalina kapalina papirova rozdélovaci
kapalina kapalina tenkovrstva rozdélovaci

superkritické fluidum superkriticka kapalina |pevna latka superkriticka fluidni

adsorpce plyn pevna latka plynova adsorpéni
kapalina pevna latka kapalinova adsorpéni
kapalina pevna latka tenkovrstva adsorpéni

molekulové sito kapalina mikroporézni gelova permeacni

(omezena difuze)

chemisorpce kapalina iontoménic iontové-vyménna
kapalina strukturné selektivni afinitni

elektricky tok kapalina pevna latka kapilarni elektrochromatografie
kapalina kapalina elektrokineticka

Tabulka¢. 4: Principy a hlavni typy chromatografigelRPzato a upraveno podle Janék,
2011.

3.4.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, mass spectrometey)zaloZzena na rozkkni
nabitych ¢astic podle jejich molekulovych hmotnosti v eledtém/magnetickém poli.
Hmotnostni spektrometr tvioiontovy zdroj, analyzator a detektor, ktery zameaava
intenzitu vybranych iorit vznikajicich v iontovém zdroji. ifma ionizace molekul vzorku
vSak vede k nadénné fragmentaci, a proto secata pouzivat matrice, ktera absorbuje
energii laseru. DalSicasto vyuzivanou wkkou ioniz&ni technikou je ionizace

elektrosprejem (ESI).
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MALDI-TOF MS

Ke stanoveni vySSich molekulovych hmotnosti seiZp@ ionizace laserem
za @itomnosti matrice (MALDI, matrix assisted laser aggion/ionization) v kombinaci
s analyzatorem doby letu (TOF, time-of-flight). Mat kterd je smichana se &si peptidi,
pieda energii laseru Setrnou formou peftidve vzorku, aniz by doSlo k jejich neZzadouci
fragmentaci. Zrétena doba letu ioftje zavisla na jejich naboji a hmotnosti (Domon
a Aebersold, 2006). Vysledkem analyzy jeéegné zji&tni molekulovych hmotnosti
jednotlivych peptid, které se porovnavaji s databazi teoretickych kubbeych vah
peptidi, které by vznikly Stpenim vSech znamych bilkovin protedzou, cas§ji
trypsinem. Srovnavani experimentélnich dat s pmimdr sekvencemi protein
v dostupnych databazich se oama jako peptidové mapovani (Henzel a kol., 1993;
Petrak, 2005; Tomancova akol.,, 2009). Pomoci taodé hmotnosti spektrometrie
(MS/MS) lze ziskat informaci o aminokyselinové sehwi jednoho nebo vice peptid
(Petrak, 2005).

SELDI-TOF MS

K analyze peptil a malych bilkovin je wWena laserova desorpcel/ionizace
usnadgnd povrchem (SELDI, surface enhanced laser desaffuthization), kterd vyuziva
aktivni interakce s chromatografickym povrchem ¥owaci destiky (Cipu). Malé
mnoZstvi vzorku se nép vaze pomoci adsorpce, elektrostatickygchfinitnich interakci
(Templin a kol., 2003; Vorderwilbecke a kol., 200®mancova a kol., 2009). Navazané
peptidy jsou pimo nacipu ionizovany a analyzovany (analyzéator typu TORsledkem
analyzy pomoci SELDI je komplexni proteinovy prpfie kterém jednotlivym proteiim
¢i peptidim odpovidaji piky o fesre zmetené molekulové hmotnosti (Petrak, 2005).
Vyhodou této metody je fpdevSim nizkd spi@ba vychoziho materialu a zpracovani
velkého pétu vzorki. K nevyhodam pé&t mensi citlivost pro proteiny s molekulovou
hmotnosti na@0 kDa (Tomancova a kol., 2009).

ESI-MS

lonizace elektrosprejem (ESI, electrospray iomirgtje ioniz&ni technika, které
pracuje za atmosférického tlaku, spektrum této chefje vSak omezeno na ionogenni a
polarni molekuly. Roztok ze sepand kapilary vstupuje do iontového zdroje, kde datha
vlivem silného elektrického pole k ogldni kationti a aniont. V zavislosti na polarit

pole jsou ionty vypuzeny z kapilary. Piegonani povrchového né&p dochazi ke vzniku
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elektrospreje. R@teini vzniklé kaptky jsou pisobenim susiciho plynu zmensovatimz
dochazi ke z&tSovéani povrchového naboje. Prekrateni kritické hodnoty povrchového
naboje na kapte dochazi f,sobenim coulombickych explozi ke vzniku menSichidelp
az jednotlivych ioni. Spojeni ESI-MS s kapalinovou chromatografiicgesto vyuzivano
v proteomice, zejména diky schopnosti ESI vkgv&icenasobnnabité ionty (Norkova a
kol., 2013).

Vybér a vy Fiznuti spotu (spotpicking) —_— Dehydratace gelu (redukce, alkylace)
ACN, vakuum

i

Rehydratace v pufru
s trypsinem 1

Digesce 37°C

Cisténi a koncentrace
peptid

N
AN
AN
AN

Obr.¢&. 7: Fiprava vzork z gelu pro identifikaci MS: $&peni proteazou, n&gstji

trypsinem; ACN, acetonitril.

3.4.3.1. Kvantifikace pomoci hmotnostni spektromete
Hmotnostni spektrometrie poskytuje neuplné inforenadkvanti¢ proteini. Proto
byly vyvinuty metody kvantifikace, které vyuzivdjmotnostni spektrometrie a s@sré

umoziuji také identifikaci kvantifikovanych proteifTomancové a kol., 2009).

ICAT

ICAT je metoda izotopay rozdilnych afinitnich zngek (isotope-coded affinity
tag), ktera spiivd v oznageni dvou vzork lehkou a &Zkou formou ICAT vazajici
se na proteiny obsahujici cystein. Q@@ proteinové vzorky jsou naslédsmichany

a enzymaticky gpeny. RPed MS analyzou jsou oz&ené peptidy afinith separovany
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od neozn&nych pomoci kapalinové chromatografie na kolon&chmikrolitrovymi
pratoky (Gygi a kol., 1999). Diky odliSné molekulovénbtnosti znéek |ze analyzované
peptidy v hmotnostnim spektru kvantifikovat. Vyhodoetody je kvantifikace protain

s extremnimi hodnotami pl a membraaovazanych protein (Han a kol., 2001).

Nevyhodou je neschopnost ICAInidla vazat se na proteiny neobsahujici cystein.

SILAC

SILAC (stable isotope labelling by amino acidsdell culture) je metabolické
zna&eni, které vyuziva z#enovani izotopo¥ rozdilnych aminokyselin (n&p argininu
¢i leucinu) do sekvence prot@irbchem jejich syntézy v ibéhu kultivace busk. Buiky
se @stuji na dvou typech zivnych médii, kdy jedno ohgahehkou formu aminokyselin
a druhé &Zkou (Ong a kol., 2002). Po extrakci sare média jsou vzorky spojenygpeny
trypsinem a vzniklé fragmenty jsou analyzovany LG/MS. Metabolickd inkorporace
stabilniho izotopu byla v poslednich letech ria$h o¢ast&né oznaeni nap. drozofily,
mysSi ¢i potkana (Gouw a kol., 2010).

iTRAQ

iITRAQ (isobaric tags for relative and absolute mjitation) je metoda, ktera
vyuZziva ¢tyt az osmi izobarickych zdek o stejné molekulové hmotnosti. Tyto Zkya
obsahuiji ti zakladni oblasti: reaktivni, balémi (vyrovnavaci) a reportérovou (Ross a kol.,
2004). Proteinové vzorky jsou ozmay, smichany a analyzovany pomoci LC-MS/MS.
Celkovd hmotnost ztak se neliSi, ale rozdilna je hmotnost reportérbvimnti, které
se i MS analyze ze ziak ods¢puji. Pongry intenzit jednotlivych reportérovych iant
odpovidaji relativnimu mnozZstvi proteinu ve srovar@jich vzorcich (Aggarwal a kol.,
2006; Tomancova a kol., 2009).

Proteinovécipy

Proteinov&ipy (protein arrays) jsou podobné DNARNA cipum. Podle
navazanych molekul na povrchipu se @li na proteinové (na svém povrchu maji
navazané definované malé proteiny) nebo protil&kgwnavazanymi protilatkami
pro vybrané proteiny); (Tomancova a kol., 2009).gearchéipa s imobilizovanymi
protilatkami je aplikovan proteinovy vzorek. Protgi které se vazou na odpovidajici
protilatky, mohou byt detekovanyimo nacipu hmotnostni spektrometrii (SELDI-TOF-
MS); (Collinsova a Jirgek, 2004).
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SILAC ICAT

S —

} }

Precisténi protein G Denaturace a redukce protein 0

1 1 !

Chemicka modifikace ICAT reagenty

]
l

Spojeni vzork U protein G
a Stépeni trypsinem \

1 Spojeni vzork U protein G
a Stépeni trypsinem

Identifikace a kvantifikace protein G 1

Odstran éni prebyte €éného ICAT
reagentu — katexovéa kolona

!

Izolace ICAT peptid G — avidin-afinitni
kolona

!

Identifikace a kvantifikace protein G

Obr.¢. 8: Schématické znazam a porovnani metod SILAC a ICATid¥zato a upraveno
podle Ong a kol., 2002.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Material
4.1.1. Chemikalie

Inhibitor proteaz byl zakoupen od firmy Roche Diagtic, nitrocelulézova
membrana od firmy Whatman, akrylamid, bis-akrylarmidCoomassie Blue G-250 byly
ziskany od firmy Serva. IPG stripy, Pharmalyt bufée sekundérni protilatky zdené
kienovou peroxidazou pochézely od firmy GE Healthcaf&chny ostatni chemikalie

byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich v nejvysSistigpnétistote.

4.1.2. Protilatky

Go; a Gu, proteinové podjednotky byly detekovany pomoci @rimich protilatek
popsanymi v publikacich Gierschik a kol.,1986; Gohith a kol.,1987; Backlund a kol.,
1988. Vyroba kratiiho polyklonalniho antiséra antiete/Gaip, anti-Guiz, a anti-Gi, byla
provedena podle Mitchell a kol., 1989; Mullaney dliglan, 1990; Mullaney a kol., 1993.
Tyto protilatky byly dive pouzity v naSi laborato Ihnatovych akol., 2002. Krdi
polyklonalni protilatky @ (T-20, sc-378), Prohibitin (H-80, sc-28259), AC(\-20,
sc-586), AC Il (C-20, sc-587), AC Il (C-20, sc-38RAC IV (C-20, sc-589), AC V/VI
(C-17, sc-590), AC VII (M-20, sc-1966), AC VIII (€7, sc-32131), AC IX (N-18,
sc-8576) a Na, K-ATPaza (H-300, sc-28800) byly zglemy od firmy Santa Cruz
Biotechnology.

4.1.3. Expozice potkaf kmene Wistar zvySujicim se davkam morfia

Samci kmene Wistar (220-250 g) byli usmrceni dékap v éterové narkoze.
Potkarim bylo podavano morfium intramuskulérni aplikacdigonésledujiciho protokolu:
10 mg/kg (den 1. a 2.), 15 mg/kg (den 3. a 4.)mgfdkg (den 5. a 6.), 30 mg/kg (den 7. a
8.), 40 mg/kg (den 9.) a 50 mg/kg (den 10.). Patkiaterym bylo aplikovano morfium,
byli usmrceni 24 hodin (skupina +M10) nebo 20 dskupina +M10/-M20) po posledni
davce drogy paraletns kontrolnimi potkany, kterym byla podavana inglge sterilnim
0,9% NaCl. B akutni expozici morfiu byli potkani usmrceni 24odin po aplikaci
jednotlivych davek (10-50 mg/kg); (skupina +M1) glaine s kontrolnimi zuiaty (skupina
—M1).
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4.2. Metody
4.2.1. HRiprava postnuklearniho supernatantu (PNS) a izolacérakci plazmatickych
membran (PM) z frontalni mozkové kiry potkani

Ke vzorku kortexu byl fdan STEM pufr obsahujici 250 mM sacharézu, 20 mM
Tris-HCI, 3 mM MgC}h, 1 mM kyselinu etylendiamintetraoctovou (EDTA, pH6)
acerst pripraveny 1 mM PMSF se s®i inhibitoti proteaz. Homogenizace probihala
na ledu v homogenizatoru teflon-sklo po dobu 6 min2 g vihké vahy/10 ml).
Homogenat byl dale centrifugovan v centrifuze Héttiniversal (1200 x, 7 min, 4°C).
Vysledny PNS byl zamraZzen v kapalném dusiku a dsktav -80°C.

Do kyvet bylo pipetovano 20 ml 30% perkolu (PeftolSigma), na ktery byl
navrstven PNS. Kyvety byly viozeny do rotoru TiA@acentrifugy Beckman (65 000 x g,
30 min, 4°C). Centrifugace vedla k vytyeni 2 viditelnych vrstev: mitochondrii (spodni
vrstva) a PM (horni vrstva); (Béova a kol., 2009). Horni vrstva frakci PM byla odeta,
resuspendovana ve STEM pufru (1:3) a centrifugovineentrifuze Beckman (rotor Ti70,
175 000 x g, 90 min, 4C). Z gelovitého sedimentu perkolu se odebralavarstM, ktera
byla dale resuspendovana v 1 ml 20 mM Tris-HCI {5). Snés byla vortexovana, ¢

homogenizovana a zamrazena v tekutém dusiku v mkiiroavkach ( a 250l) v -80°C.

4.2.2. Stanoveni koncentrace bilkovin

Bilkoviny byly stanoveny modifikovanou metodou podowryho (Lowry a kol.,
1951). Byla pipravena kalibréni fada s pouzitim BSA jako standardu (10, 20, 30540,
75, 100, 150 a 209l BSA o koncentraci 1mg/ml). Do zkumavek bylo pip&ino 5ul
postnuklearniho supernatantu nebo frakci plazmatitk membran a dopino
deionizovanou vodou do objemu 5Q0. Méteni koncentrace vzoikjsme provadi
v triplikdtech. Poté bylo fiddno do kazdé zkumavky 1,5 ml roztoku A+B+C v gam
50:1:1 (roztok A: 2% N#O; + 0,1 N NaOH; roztok B: 2% Na,K-tartat; roztok ©%
CuSQ.5H,0) a inkubovano 10-15 minuttiplaboratorni teplat Nasledg bylo pridano
150l Folinovacinidla (fed¢no vodou v poréru 1:1) v intervalu 30 s a ihned promichano.
Inkubace probihala 30 minutipaboratorni teplat Absorbance jednotlivych vzaikoyla
meétena na spektrometru Perkin-Elmer MBA 20@Dvinové délce 700 nm.
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4.2.3. SDS-polyakrylamidova elektroforéza

Pro elektroforetické deni bilkovin byla pouzZita metoda standardni
SDS-polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS-PAGEKtera probihala v apardtu
Mini Protean Il (Biorad) nebo v aparéuHoefer SE 600 (Amersham Biosciences). Mezi
umyta a odmasha skla byl nalit sepakni gel (dle charakteru vzorku) - viz tabulka5
a6 a ihned fevrstven srési  nasyceného butanolu ve ¥od®o polymeraci byl gel

oplachnut vodou aipvrstven zaogbvacim gelem — viz tabulka 7.

separani gel % 10 12
voda 8ml | 6,7m
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 5ml| 5ml
30% Ac-Bis 6,7 ml| 7,3 ml
10% SDS 20Qu | 200 pl
10% APS oQul | 90l
TEMED 8ul | 8ul

Tabulka5: SloZeni sepataiho gelu (20 ml,10x8 cm).

separani gel % 10 12
voda 20,8 m| 17,4 ml
1,5M Tris-HCI (pH 8,8) | 13 ml] 13 m
30% Ac-Bis 17,4 m| 20,8 ml
10% SDS 52Qul | 520l
10% APS 23l | 235l
TEMED 20ul | 20ul

Tabulka6: SloZeni sepataiho gelu (52 ml,18x16 cm).

zaosfovaci gel 10 ml| 20 mi
voda 6ml | 12 ml
0,5M Tris-HCI (pH 6,8) | 25ml 5 ml
30% Ac-Bis 1,3mll 2,6 ml
10% SDS 10Qu | 200l
10% APS oQul | 180yl
TEMED 8ul 16 pl

Tabulka7: SloZeni zaostvaciho gelu.



a7

Vzorky postnukledrniho supernatantdi plazmatickych membran  byly
solubilizovany ve vzorkovém pufru o nasledujicimzgni:
Vzorkovy pufr 4*
2,4 ml1M Tris (pH 6,8)
1 ml glycerolu
0,8 g SDS
0,8 g DTT nebo 0,4 ml merkaptoetanolu

1,0 mg bromfenolové mdd

doplnit vodou do 10 ml

Vzorky byly zalfivany 3 minuty p teplog€ 95 °C a pipetovany do jednotlivych
jamek v gelu. Gely byly umigty do elektroforetické vany arglity elektroforetickym
pufrem 1*:

Elektroforeticky pufr 10*
30,3 g Tris

141,1 g glycinu

10 g SDS

doplnit vodou do 1000 ml

Elektroforéza probihala 45 minuti 200 V v aparatte Mini Protean IEi 17 hodin
pii 15 mA v aparatte Hoefer SE 600.

4.2.4. NuPAGE systém
Frakce plazmatickych membran byly takéledy pomoci NuPAGE systému
od firmy Invitrogen. Vzorky byly solubilizovany viNNAGE LDS vzorkovém pufru 4*
s pridavkem NuPAGE redukiho cinidla 1* podle instrukci vyrobce. Vzorky byly
zahrivany 10 minut i 70°C a pipetovany v mnozstvi 1@ na jamku NuUPAGE 4-12%
¢i 10% Bis-Tris polyakryamidového gelu. K elektradae byl pouzit elektroforeticky pufr
NuPAGE 10*:
NuPAGE 10* - elektroforeticky pufr
52,3 g MOPS
30,3 g Tris
59 SDS
159 EDTA
doplnit vodou do 1000 ml
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Do prostoru mezi gely bylo pipetovano 500 NuPAGE antioxidantu.
Elektroforéza probihala 60 minuti 200 V.

4.2.5. Imunobloting

Pro genos proteifi z gelu na nitrocelulézovou membranu, na které prakihala
jejich detekce, byla pouzita technika ,mokrého* \fées blotu. Penos probihal 1 hodinu
pii konstantnim nagi 100 V v zdizeni od firmy Bio-Rad. Blotovaci kazety byly vioge
do blotovaciho pufru:

Blotovaci pufr

3 g Tris

14,4 g glycinu

0,25 g SDS

200 ml metanolu

doplnit vodou do 1000 ml

Po genosu byla membrana blokovana aléspd minut véerstw piipraveném
blokovacim pufru:

Blokovaci pufr

5 g nizkoténého mléka

10 ml TBS pufru 10* pH 8,0 (84,12 g NaCl, 11,6 gsTdoplnit vodou do 960 ml)
100ul Tween 20

doplnit vodou do 100 ml

Poté byla membranargnesena do roztokéerstw pripravenéhoiediciho pufru,
ktery obsahoval rozpuStou primarni protilatku.
Redici pufr
1 g nizkoténého mléka
10 ml TBS pufru 10*
100ul Tween 20
doplnit vodou do 100 ml

Inkubace s primarni protilatkou probihalgep noc ve £C. Poté byly membrany
dukladre promyty v promyvacim pufru po dobu 3*10 minut &ubovany 1 hodinu

v fedicim pufru obsahujicim sekundarni protilatkuenkvou peroxidazou.
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Promyvaci pufr

3 ml Tween 20
100 ml TBS pufru 10*
doplnit vodou do 1000 ml

Po inkubaci se sekundarni protilatkou byly memiprdpst promyty v promyvacim
pufru po dobu 3*10 minut. Proteiny byly detekovgmymoci chemiluminiscence, ktera
byla zaznamenana na filmy KODA& AGFA. Vyvolané bloty byly skenovany pomoci
skeneru Astra 610P UMAX a kvantitativanalyzovany pomoci programu Aida.

4.2.6. Riprava vzorku pro izoelektrickou fokusaci

Ke vzorkim postnuklearniho supernatantu (4@@2 mg)ci frakcim plazmatickych
membran byl fidan 100% vychlazeny aceton v pé&mn 1:3. Vzorky byly umisiny
do - 20°C a ponechanyips noc. Rano byly centrifugovany (1600@,x20 min, 4°C),
supernatant byl odlit a k peletu byldigana 6% TCA. Precipitace probihala 90 minut
na ledu v lednici. Po centrifugaci (1600@,x10 min, 4°C) byl supernatant odlit a peleta
promyta 400ul 96% ledovym etanolem. Vzorky byly ponechany Hiha pi pokojové
teplo€. Smes byla centrifugovana (16000 ¢ 10 min, 4°C) a zbyvajici peleta byla
solubilizovana 3 hodinyiplaboratorni teplat ve 250ul ¢erstw pripraveného vzorkového
pufru o nasledujicim slozZeni:

Vzorkovy pufr (slozeni pro 2D elektroforézu)

420,7 mg mooviny
152,2 mg thiom&oviny
40 mg CHAPS

10 mg DTT

10ul 1 % amfolin

1 mg bromfenolové mad

doplnit vodou do 1 ml

Po solubilizaci byly vzorky kratce steny na malé centrifuze¢imz byly
odstragny pripadné shluky protein které vedou ke Spatné fokusaci vzorku,
a napipetovany do jednotlivych Zlabkrehydrat&ni vantky (Immobiline DryStrip
Reswelling Tray). Na vzorky ve vamwe byly geneseny stripy (prouzky del

na plastovych nosich), ve kterych je vytvi@n imobilizovany gradient pH (Immobiline
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DryStrip, 3-11 NL, 13 cm) — gelovou stranou&eam dofi. Pomoci jehly byly odstrany
bubliny mezi gelem stripu a vzorkem a stripy byaity mineralnim olejem ki ochrare
pied vysychanim. Rehydratace (absorpce vzorku do gwlpu) probihala f@s noc

Vv uzavené vanice (10-20 hodin).

4.2.7. lzoelektricka fokusace —é&eni proteini v prvnim rozméru

Izoelektricka fokusace je proceslehi bilkovin podle jejich izoelektrického bodu
pl. Na gel stripu je aplikovano elektrické w#p proteiny migruji ke katadl¢i anod
podle svého naboje az do chvile, kdy pH v gelu @diopl proteinu (pH, kdy je molekula
elektroneutralni). Po rehydrataci vzorlbyly na aparaturu Multiphore 1l (Amersham
Biosciences) feneseny stripy gelem nahoru tak, aby bazicky kamegoval ke katod
a kysely konec k aneéd Na konce strip byly poloZzeny elektrodové papirky, které byly
napusny destilovanou vodou. Pdilzeni elektrod byl prostor fokusatoru zalit 200 m
mineralniho oleje. Po zapojeni chlazeni n&é@5MultiTemp 1ll, Amersham Biosciences)
byl nastaven zdroj EPS 3501XL na program pro izdetkou fokusaci:

napéti | volthodiny
150V | 1Vh
150V | 750 Vh
500V | 500 Vh
3500 V | 10 kVh
3500V | 32 kVh
500V | 3000 Vh

Tabulka 8: Schéma programu pro izoelektrickou fokusaci.

Izoelektricka fokusace probihala celkosca 24 hodin. Poté byly stripy @iuhned

pouzity nebo uloZeny do Petriho misek a ungisynv mrazicim boxuip— 20°C.

4.2.8. Ekvilibrace strip @ a SDS-PAGE — dleni proteina ve druhém rozméru

Byly pripraveny dva ekvilibréni roztoky, z nichZz prvni obsahoval 1% ditiotreitol
adruhy 2,5% jodacetamid se Spetkou bromfenolovéienoStripy byly oplachnuty
od mineralniho oleje a promyty nejprve v 6 ml dkvacniho roztoku s ditiotreitolem
za mirnéhoiepani po dobu 15 minut. Poté byly promyty v 6 nViracniho roztoku

s jodacetamidem @ppo dobu 15 minut za mirnéhi@pani.
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Ekvilibra éni roztok

25 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
75 ml 99 % glycerolu

59 SDS

90 g m@oviny

0,0075 g EDTA

doplnit vodou do 250 ml

Pro dleni ve druném rozemu 2D elektroforézy byla pouZzita
SDS-polyakrylamidova elektroforéza, kter4 probihalaparatte Hoefer SE 600
(Amersham Biosciences). Byl pouzit £012 % gel o slozeni viz tabulka 6. Gel byl
pievrstven vodnym roztokem butanolu a ponechan tuhnalespéa 2 hodiny.
Po polymeraci byl na povrch gelu promytého od boltanvloZzen ekvilibrovany strip,
k jehoz jednomu konci byl ifpoZzen kousek filtréaniho papirku s napipetovanym
standardem molekulovych hmotnosti #l%Sigma).

Strip byl gelit rozeltatou 0,5% agarozou (Sigma). Po 15 minutach bylaasyra
zapojena ke zdroji EPS 3501XL. Elektroforéza pralztza intenzivniho chlazeni ve dvou
fazich:

a) 20 minut g 20 mA
b) 4 hodiny @i 90 mA ( pro 4 gely v sérii)

Elektroforéza byla ukatena ve chvili, kdyelo dosahlo vySky 1 cm od spodniho

okraje skel.

4.2.9. Barveni stibrem
Po prokthnuti elektroforézy byly gely ponechany 1 hodinutiepace ve 150 ml
fixacniho roztoku :

Fixa¢ni roztok

400 ml etanolu
100 ml kyseliny octové
500 ml vody

Barveni stibrem probihalo pomoci kitu ProteoSilV&Plus Silver Stain Kit

(Sigma) podle nasledujiciho protokolu dopm@mého vyrobcem:
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a) promyvani ve 100 ml 30 % etanolu po dobu 10 minut

b) promyvani ve 200 ml deionizované vody po dobu 10uti

c) promyvani ve 100 ml roztoku, ktery obsahuje 1 mizg&zacni emulze

d) promyvani ve 200 ml deionizované vody po dobu 16ui

e) opakované promyvani ve 200 ml deionizované vodgqimu 10 minut

f) promyvani ve 100 ml roztoku, ktery obsahuje 1 muk® s obsahem dusianu
sttibrného

g) promyvani ve 200 ml deionizované vody po dobu lutyin

h) promyvani ve 100 ml roztoku, ktery obsahuje 5 mVijgci emulze | a 0,1 mi
vyvijeci emulze Il po dobu 3-7 minut podle feity

i) pridani 5 ml stop emulze do roztoku, ktery obsahyjdjeci emulzi | a Il, inkubace
5 minut

j) promyvani ve 200 ml deionizované vody po débuminut

Poté se gely mohou uchovavat kratkodelileionizované vatinebo se umisti
na 20 minut do suSiciho roztoku a vysusi mezi istpfanu na su&te (75 minut, 80C).
Susici roztok
250 ml metanolu
30 ml glycerolu
720 ml vody

4.2.10. Barveni koloidni Coomassie Blue G-250
Gely se po prathnuti elektroforézy umisti nejprve do féxdaho roztoku po dobu
45 minut:
Fixaéni roztok (pro barveni CBB G-250)
500 ml metanolu

70 ml kyseliny octové
430 ml vody

Poté se nechaji inkubovatbarvici smési roztoku A+B alespa 12 hodin.
K Zadanému odbarveni se gely promyji za mirnémeani gkolikrat destilovanou vodou.
Uchovavaji se zatavené ve folii v 1% kyseélioctové. B koloidnim barveni nedochazi

diky pritomnosti siranu amonného ke ztratam prdatein odbarvovani.
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Roztok A Roztok B
0,6 g CBB G-250 18,8 ml 8%k9seliny orthofosforéné
49,4 ml vody 80 gHNLSOy

101,2 ml vody

Na 1 gel (200 ml) se smicha 40 ml metanolu + 10rgmatoku A + 40 ml roztoku B
+ 110 ml vody.

4.2.11. Hodnoceni gél

Gely barvené gibrem ¢i koloidni Coomassie Blue G-250 byly skenovany
a hodnoceny pomoci softwaru PDQuest (Bio-Rad, vér2el.). Po fiznuti obrazk geli
a nastaveni vyhovujich kritérii bylo afleno pozadi a vytwen tzv. master gel , ktery je
spole&nym piinikem vSech bail zobrazenych ip analyze 2D map kontrolnich a morfiem
ovlivnénych vzorki, ¢imz byly vyloweny skvrny pitomné pouze ojedéte na rekterych
2D mapéch. Bylo provedeno automatické&grovani odpovidajicich si proteinovych skvrn
(spoti) na fiznych gelech vjedné sad- tzv. matching, ktery byl @en manualni
kontrolou a korekci detekovanych spaBely byly rozdleny do repliké&nich skupin, které
tvorily alespai 4 zastupci dané skupiny (kontrola/morfium), a bwyhodnoceny
kvantitativni znény. Hodnoty integralnich absorbanci, které seylidiespa dvakrat, byly

povazovany za signifikantni.

4.2.12. MALDI-TOF MS/MS

Analyza bilkovin PNS pomoci MALDI-TOF MS/MS prolzla podle metodiky
popsané v publikaci Drastichova a kol., 2010. Vyiéragroteinové spoty byly viznuty
skalpelem z 2D gél barvenych koloidni Coomassie blue G-250, uénigt
do mikrozkumavek aiplity 100 ul pufru o sloZeni: 50 mM hydrogenutitan amonny,
50% acetonitril (ACN), 50 mM DTT. Vzorky byly sorokany 5 minut, po 15 minutach
byl supernatant odlit a ke kousk gelu bylo piddno 100ul pufru o slozeni: 50 mM
hydrogenuhliitan sodny, 50% ACN, 50mM jodacetamid. Vzorky byspnikovany
5 minut, po 25 minutach byl supernatant odstnaa ke vzorkm bylo ot pridano 100ul
pufru o sloZzeni: 50 mM hydrogenutitan amonny, 50% ACN, 50 mM DTT, sonikace
probihala 5 minut zidrodu odstraéni prebyte&ného jodacetamidu. Poté byl supernatant
odlit a ke vzorkm bylo gidano 100ul ultracisté vody pro HPLC. Voda byla odstegra
a vzorky byly sonikovany stfmlavkem 10Qul ACN po dobu 5 minut. Poté byl ACN odlit

a mikrozkumavky se vzorky byly ponecharnkalik minut otewené z dvodu evaporace
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zbytki ACN. Ke vzorkim bylo pgiddno 5 ng trypsinu rozpu$tého v 10ul 50 mM
hydrogenuhliitanu amonného. Vzorky byly inkubovanyi 87 °C pres noc. Poté k nim
byla gridana 1% kyselina trifluoroctova a 30% ACN. Vzorkyly sonikovany 10 minut

a poté bylo 0,5ul naneseno na MALDI desiiu a ponechdno do UpIného zaschnuti.
Vzorky byly meteny pomoci 4800 MALDI TOF/TOF analyzatoru (Applied
Biosystems/MDS Sciex) s Nd:YAG laserem (355 nmkvemce 200 Hz). Hmotnostni
spektra byla generovana pomoci 4000 Series Explo8e5.3. (Applied Biosystems/MDS
Sciex) a pro zpracovani dat byl pouzit Mascot 1. (Blatrix Science). Byla prohledavana
databaze NCBI verze 2010061Rattus norvegicus Tolerance hmotnostni detekce:

120 ppm, fixni modifikace: karbamidometylace, dai&idifikace: oxidace metioninu.

4.2.13. LC-MS/MS

Analyza frakci PM pomoci LC-MS/MS probihala podleetodiky popsané
v publikacich Shevchenko a kol., 2006 ¢ildpva a kol., 2014. Vybrané proteinové spoty
byly vytiznuty skalpelem z 2D gelbarvenych koloidni Coomassie blue G-250, uénist
do mikrozkumavek a odbarveny inkubaci ve 100 pufru obsahujicim 100 mM
hydrogenuhliitan amonny/acetonitril (ACN) v potru 1:1 za mirnéhd'¢péni naiepace
po dobu 1 hodiny. Poté byly kousky @etlehydratovany v 50U ACN a po jeho
odstragni byly suSeny ve vakuové centrifuze. Ke vZork bylo dale pidano 100l
10 mM DTT rozpudiného ve 100 mM hydrogenuéiianu amonném a kousky gebyly
redukovany fi 56 °C po dobu 1 hodiny. Po ochlazeni na laboratornbtepyl roztok
DTT nahrazen stejnym objemem 55 mM jodacetamidupudgného ve 100 mM
hydrogenuhlitanu amonném. Vzorky byly inkubovanyipaboratorni teplat po dobu
45 minut ve tny. Déle byly promyty 100ul 100 mM hydrogenuhtitanu amonného
a dehydratovanyimanim 500ul ACN. Poté byl supernatant odstéama kousky gel byly
suseny ve vakuové centrifuze. Ke vaork bylo gidano 100ul pufru s trypsinem (20
ug/ml) rozpusnym v 50 mM hydrogenuhiitanu amonném. Suché kousky gdiyly
umiseény do chladu, aby nabobtnaly. Poté byly vzorkyilsowvany 5 minut a inkubovany
pies noc p 37 °C. Supernatant byl odlit do nové mikrozkumavky&éni probihalo jest
jednou stejnym zjsobem. K tryptickym peptitn bylo gidano 150ul extrakniho pufru
(5% kyselina mraveft/ACN v poreru 1:2) a nasledovala sonikace po dobu 15 minut.
Roztok byl centrifugovan a supernatant byl odelénnové mikrozkumavky. Extrakce
byla jeSt jednou zopakovana a druhy extrakt byl spojeresighozim. Po lyofilizaci byly

vysuseneé extrakty zamrazeny v &0
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VysuSené proteinové extrakty byly rozput ve 20ul 1% kyseliny mraved,
centrifugovany (10 000 g, 5 min, 4°C) a supernatant byliglit do inzertu ve vialkach.
Aparatura wtena pro analyzu vzoikbyla tvaena chromatografem Proxeon Easy-nLC
(Proxeon) spojend s maXis Q-TOF hmotnostnim speidtiem (Bruker Daltonics).
Softwary pro kontrolu nLC-MS/MS #&eni byly HyStar 3.2 a micrOTOF-control 3.0.
Data byla zpracovana programy ProteinScape 2.Q@ADalysis 4.0 (Bruker Daltonics).

3 ul vzorku byly nagfiknuty na kolonu (NS-AC-11-C18 Biosphere C18, vedik
¢astic: 5um, velikost péi: 12 nm, délka: 20 mm, viiiti pramér: 75 um) s gedkolonou
NS-MP-10 Biosphere C18 (velikogéstic: 5um, velikost p6é: 12 nm, délka: 20 mm,
vnitini pameér: 100pum), oke byly vyrobeny firmou NanoSeparations (Nizozemsko).

Separace peptidorobihala fi laboratorni teplat formou linearniho gradientu mezi
mobilni fazi A (voda) a B (acetonitril), 8lmbsahovaly 0,1% kyselinu mravénSeparace
byla zahjena promyvanim systému 5% mobilni fazin&sledovala gradientova eluce
na 30 % B za 70 minut, poté dalSi gradientova ehec&0 % B po 10 minutach a poté
zvySeni na 100 % B po 8 minutach. Eluce 100 % Blarn2 minuty. Nakonec byla kolona
promyvana 5% mobilni f4zi B po dobu 2 minutitBkové rychlost byla 0,2pl/min.

Parametry analyzy byly nasledujici: 88ESI +4,5 kV, skenovaci rychlost 1,3 Hz,
susici plyn (M), pritok suSiciho plynu 1 I/min, teplota suSiciho plyh60 °C, tlak
rozprasovaciho plynu 0,4 bar, rozsah skenovani 2200- m/z Jako referetni
jednomocny ion byl pouzit £H19F3sN306P; (m/z 1221.9906). Cela LC-MS/MS analyza
byla provedena v duplikatech. Zpracovani dat pralbilpomoci softwaru ProteinScape.
Proteiny byly identifikovany na zakladshody tandemovych hmotnostnich spekter
s databazi protein SwissProt za pomaoci softwaru MASCOT
(http://www.matrixscience.com)Rattus norvegicus Cim je vy3s5i MASCOT skore
proteinu, tim je je vySSi praypdodobnost jeho identifikace. Aby byl protein validmusi
mit skére alespp60. Tolerance hmotnostni detekce byla nastaveriaItappm pro MS
analyzu ax 0,05 Da pro MS/MS analyzu. Mezi mozné modifikaceireokyselin byla
zvolena: karbamidometylace cysteinu, hydroxylacgnly a prolinu, fosforylace serinu,
treoninu a tyrosinu a oxidace metioninu. Naboj mooimpického peptidu byl nastaven na
1+, 2+ a 3+, pro odstrani faleSg pozitivnich vysledl byla vybrana volbaPeptide
Decoy
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5. VYSLEDKY

5.1. Vzestup obsahu adenylylcyklazy | a Il ve frakich plazmatickych membréan
indukovany morfiem

Mnozstvi adenylylcyklazy | a Il bylo nejprve deteldno ve frakcich
plazmatickych membran izolovanych z frontalni moakokiry potkari vystavenych
zvySujicim se davkam morfia (10-denni adaptace5@Ong/kg, viz kapitola Material
a metody). Kvantitativni analyza 32 imunolila mnoZstvim bilkoviny 5Qg nebo 10G.g
prokazala signifikantni rozdil. Obsah AC | v memi@&éh izolovanych z potkaén
ovlivnénych morfiem (skupina +M10) vzrostl az 8x vzhledeke Kkontrole
(skupina —M10); (obr¢. 9, panel A), g 0.001. Obsah AC Il indikoval vyrazny vzestup
az 2,5x v porovnani s kontrolnimi vzorky (obr.10, panel A), g 0.01. ZvySena hladina
AC | a AC Il se pekvapiw neprojevila ve vzorcich PM izolovanych z potkan
vystavenych morfiu po dobu 10 dni, ale byli usmirch dni po aplikaci posledni davky
(skupina +M10/-M20). Kontrolnim potké&m byla po dobu 10 dni podavana injekce
se sterilnim 0,9% NaCl (skupina —M10/-M20); (cbr.9 a 10, panel B). Lze tak
piedpokladat, Ze vzestup AC | a AC Il je plrevezibilni a také specificky, protoZze hladina
obsahu AC Ill, IV, V/VI, VII, VIII a IX zustala nezrénéna (obr.¢. 11 a 12). Stefhtak
kratkodob& akutni expozice morfiufi miz byli potkani usmrceni 24 hodin po aplikaci
jednotlivych davek (10-50 mg/kg); (skupina +M1),vgeolala u AC | a AC Il vzestup
vzhledem ke kontrole (skupina —M1); (obrl13 a 14).

5.2. Nezménéna hladina Na, K-ATPazy

DalSi ¢ast nasSich experimentbyla orientovana na analyzu jinych membranov
vazanych signalnich molekul. Ve stejnych vzorcid¥, Rteré byly pouzity na detekci
vSech izoforem AC, byl stanoven obsah Na, K-ATPatg, K-ATPaza je prototypicky
standard plazmatickych membran, ktery by #lerayt ovlivnén pisobenim morfia.
Kvantitativni analyza signalu 3 imunohilotpotvrdila nezminénou hladinu tohoto
membranow vazaného proteinu ve vzorcich PM potkakteri byli usmrceni 24 hodin i 20

dni po podéani posledni davky (obrl5, panel A a B).



57

5.3. Nezmnéna hladina trimernich G proteini

Kvantitativni stanoveni bylo dopino analyzou obsahu G prot@iae frakcich PM
pouzitych k detekci AC a Na, K-ATPazy. NaSeaeqchozi vysledky prokazaly,
Ze dlouhodobéa expozice potkamvySujicim se davkam morfia vede ke snizeni odgov
trimernich G proteid tiidy Gi/Go na stimulaci agonisty-OR as-OR. Kinnost k-OR
se nezmnila (Bouwova a kol.,, 2010). Kvantitativni analyza 3 imundbloukazala
neznénény obsahy ap podjednotek trimernich G prot&nGaii/Gaiz, Goiz, Gao, Gog/Gaa1
Gos a (B (obr. ¢. 16). Zneéna funkéni aktivity nemusi tedy nuéznamenat zgnu

v membranové hustdts proteiri.

5.4. Identifikace proteini PNS pripraveného z frontalni mozkové kiry kontrolnich
potkani a potkani ovlivnénych morfiem; analyza pomodVIALDI-TOF MS/MS

Vzorky PNS (600ug) byly precipitovany 100% ledovym acetonem a 6@AT
solubilizovdny ve vzorkovém pufru a fokusovany n&ipech s imobilizovanym
gradientem pH 3-11. SDS-PAGE elektroforéza bylaspdena v aparate Hoefer SE 600.
Obarvené naskenované gely byly rédedy do replikénich skupin, které tudy 4 zastupci
dané skupiny (kontrola/morfium) a byly vyhodnocekyantitativni zngny pomoci
programu PDQuest. Hodnoty integralnich absorb&teié se liSily alespodvakrat, byly
povaZovany za signifikantni. Barvenitibtem pomoci kitu ProteoSilVet Plus Silver
Stain Kit (Sigma) rozliSilo celkem 440 proteinovyspoti (obr.¢. 17, levy panel). Barveni
koloidni Coomassie blue G-250 pro MS analyzu rdali800 proteinovych spéf z nichz
bylo vybrano 10 pro identifikaci pomoci MALDI-TOF $IMS (obr.¢. 17, pravy panel).
Seznam identifikovanych ziménych proteid spolu s jejich bu&nou lokalizaci

a charakterizaci je uveden v tabulk&c® a 10.
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Spot Oznacenf Néazev proteinu Skére ;F?faezt_ Po['l){orliﬁ MH2 plb Néasobek
proteinu proteinu peptid & sekvence (kDa) zmény
1 0i|148747414  guanin deaminaza 278 28 68 51,4 55 12,5
2 gi|17105370 V-ATPé&za, mozkova izoforma 601 40 72 56,9 5,6 12,6
3 0i|1352384 protein disulfid-izomeraza A3 277 24 36 57,0 59 13,4
4 gi|40254595 dihydropyrimidinazovy pfibuzny protein 2 273 26 40 62,7 6,0 13,6
5 gi|149054470  N-etylmaleimid senzitivni fazni protein, izoforma CRA_a 246 32 32 80,6 6,1 12,0
6 gil42476181 malat dehydrogenaza, mitochondrialni prekurzor 604 27 62 36,1 8,9 11,4
7 gi|62653546 glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza 458 21 48 36,0 8,4 11,6
8 gi[202837 aldolaza A 599 28 74 39,7 83 11,3
9 gi[31542401 kreatin kinaza typ-B 287 21 47 43,0 53 10,86
10 gi|40538860 akonitat hydrataza, mitochondriélni prekurzor 348 32 41 86,1 7,9 11,26

Tabulka ¢. 9: Proteomicka analyza PNStigraveného z frontalni mozkoveé uty
kontrolnich potkat a potkafi ovlivnénych morfiem.
& Teoreticka hodnota molekulové hmotnosti.

b Teoreticka hodnota izoelektrického bodu.

Nazev Zmeéna Subcelularni Funk éni Charakteristika proteinu - PNS

proteinu (zavislost vs. kontrola)  lokalizace kategorie

guanin deaminaza vzestup cytoplazma metabolismus purinovy metabolismus,degradace guaninu (Paletzki, 2002)
V-ATPaza, mozkova izoforma vzestup bunééna membrana transport protonovy transport za spotieby ATP, vakuolarni acidifikace

(Toei a kol., 2010)

protein disulfid-izomeraza A3 vzestup lumen endoplazmatického  buné&cény vyvoj a regulace up-regulace tohoto proteinu zplsobuje apoptézu,
retikula (Tanaka a kol.,2000), zménéna hladina zaznamenéana
béhem neurodegenerativnich procest (Conn a kol., 2004)

dihydropyrimidinazovy pfibuzny protein2  vzestup cytoplazma neuronalni vyvoj neuronalni vyvoj, (Kim akol., 2005), pohyb bunék, jeden
aregulace z hlavnich €initelt v kontrole oxidativniho stresu
(Drabik a kol., 2007)

N -etylmaleimid senzitivni f(zni protein, vzestup cytoplazma transport regulace membranového transportu, podil na primingu vacka
izoforma CRA_a (Abul-Husn akol., 2011)

malat dehydrogenéaza, mitochondrialni vzestup matrix mitochondrie metabolismus L-malatova dehydrogenézova akfivita; oxidativni stres ma
prekurzor vliv na up-regulaci tohoto proteinu (Shi a kol., 2011)
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza vzestup cytoplazma metabolismus glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenézova a nitrosylazova

aktivita; prekvapiva role v apoptéze (Chuang akol., 2005);
hlavni cilovy protein oxidativniho stresu (Hwang a kol., 2009)

aldolaza A vzestup mitochondrie metabolismus role v glykolyze a glukoneogenezi; potenciélni viiv
na regulaci volné intracelularni koncentrace InsP;
a nasledné na dynamiku kalcia (Koppitz a kol., 1986;
Baron a kol., 1999); exprese aldolazy A muze byt regulovana
chronickym podavanim litia (Hua a kol., 2000)

kreatin kinaza typ-B pokles cytoplazma metabolismus fosforylace kreatinu na kreatinfosfat pomoci ATP (kosterni
svalstvo, myokard, mozkova tkari), vyvoj mozku (Shen a kol.,
2002)

akonitat hydrataza, mitochondrialn{ vzestup mitochondrie metabolismus isomerace citratu na izocitrat, Fe-S protein, nachylnost

prekurzor k oxidativnimu poskozeni muZze byt vztaZzena k [4Fe-4S]

klastru a jeho aktivnimu mistu (Perluigi a kol., 2005)

Tabulka ¢. 10. Funkni charakteristika protein PNS znénénych vlivem dlouhodobé

expozice morfiu.
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Analyzované proteiny jsou lokalizovany cytoplazmé (1-guanin deaminaza,
12,5x%; 4-dihydropyrimidindzovy fibuzny protein 2,13,6x; 5-N-etylmaleimid senzitivni
fazni protein, izoforma CRA_a}2,0x; 7-glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazd, 6x;
9-kreatin kinaza typ-B,0,86x), bunééné membrargé (2-V-ATPéaza, mozkova izoforma,
12,6x), endoplazmatickém retikulu (3-protein disulfid-izomerdza A3 13,4x)
amitochondriich (6-malat dehydrogenaza, mitochondrialni prekurzdr4x; 8-aldolaza
A, 11,3x; 10-akonitat hydrataza, mitochondrialni prekurzdr,3x). Dewt z deseti proteiin
bylo up-regulovano, 1,3-3,6x. Tento vzestup bylnesmenan u bilkovin, které se podili na
degradaci guaninul), vakuolarni acidifikaciZ), apopt6zeg,7), oxidativhim stresu4(, 6,
7, 10, membranovém transportd)(a glykolyze 8). Kreatin kinaza typ-B, regulai
enzym cytozolarniho energetického metabolismu, jbginy down-regulovany protein
PNS (0,86x); (Ugikova a kol., 2014).

5.5. Identifikace proteini PM izolovanych z frontalni mozkové kiry kontrolnich
potkani a potkani ovlivnénych morfiem; analyza pomodiC-MS/MS

Vzorky PM (400ug pro barveni stbrem, 2 mg pro barveni CBB) byly zpracovany
a hodnoceny stejnym #pobem jako vzorky PNS. Barvenifibtem pomoci kitu
ProteoSilve™ Plus Silver Stain Kit (Sigma) rozlisilo celkem 3@doteinovych spdi
(obr.¢. 18, levy panel). Barveni koloidni Coomassie WB#250 pro analyzu kapalinovou
chromatografii ve spojeni standemovou hmotnostpektsometrii rozliSilo 490
proteinovych spdit, z nichZz bylo vybrano 18 signifikaritrodliSnych proteinovych skvrn
(obr. ¢. 18, pravy panel). Seznam identifikovanychémtmych proteiti spolu s jejich

burng¢nou lokalizaci a charakterizaci je uveden v talehika 11 a 12.
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Pocet [%]
Spot Oznaceni Nézev proteinu Skére pfifaz. Pokryti MH2 plb Nasobek
proteinu proteinu peptid & sekvence (kDa) zmény
1 BASP1_RAT  membranovy neurondlni signalni protein 1 284,0 6 47,3 21,8 4,30 121
2 GBB1_RAT G beta podjednotka-1 676,3 13 51,5 37,4 5,60 12,0
3 KCRB_RAT kreatin kinaza typ-B 945,4 17 55,6 42,7 5,30 12,6
4 AINX_RAT alfa-internexin 222,5 5 16 56,1 5,10 15,2
5 DPYL2_RAT  dihydropyrimidinazovy piibuzny protein 2 702,0 14 39,0 62,2 5,90 14,9
6 SIRT2_RAT NAD-dependentni deacetylaza sirtuin-2 136,4 3 17,4 39,3 6,80 12,5
7 SYUA_RAT alfa-synuklein 4451 6 44,3 14,5 4,60 12,0
8 PRDX2_RAT  peroxiredoxin-2 239,3 6 27,3 21,8 5,20 12,2
9 TERA_RAT tranzitorni ATP&za endoplazmatického retikula 457,3 10 16,6 89,3 5,00 12,1
10 DHE3_RAT glutamét dehydrogendza 1, mitochondriélni 342,2 7 18,8 61,4 8,80 12,7
11 SCOT1_RAT  sukcinyl-CoA:3-ketoacyl-koenzym A transferdza 1, mitochondriini 102,6 2 75 56,2 9,50 12,2
12 AATM_RAT aspartat aminotransferaza, mitochondriéini 705,3 13 31,4 47,3 9,80 12,2
13 UCHL1_RAT  ubikvitin karboxyl-terminéini hydrolaza L1 219,9 5 36,8 24,8 5,00 12,0
14 PHB_RAT prohibitin 476,4 11 471 29,8 5,50 12,2
15 COR1A_RAT  koronin-1A 143,4 3 121 51,0 6,00 15,4
16 SEP11_RAT septin-11 112,5 2 10,0 49,7 6,20 12,2
17 MBP_RAT zékladni myelinovy protein S 312,6 8 33,3 21,5 11,8 12,5
18 RL12_RAT 60S ribozomalni protein L12 115,6 3 18,8 17,8 10,3 12,7

Tabulkac¢. 11: Proteomick& analyza PM izolovanych z froritéhozkové kry kontrolnich
potkari a potkairi ovlivnénych morfiem.
& Teoreticka hodnota molekulové hmotnosti.

b Teoreticka hodnota izoelektrického bodu.
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Nézev Zména Subcelulami Funk éni Charakteristika proteinu - PM
proteinu (zavislost vs. kontrola)  lokalizace kategorie
membranovy neuronalni signalni pokles buné&éna membrana; neuronalni vyvoj DNA-dependentni, zmény v lokalizaci béhem vyvoje
protein 1 lipidova kotva aregulace polarity neuront (Kashihara a kol., 2000)
G beta podjednotka-1 pokles bunééna membrana signalizace proliferace a neonatalni vyvoj (Okae a Iwakura, 2010),
stimulovana ACII, AC IV, AC VII, inhibovana ACI, ACV/VI,
ACVIII (Sunahara a Taussig, 2002; Wang a Burns, 2006)
kreatin kinaza typ-B pokles cytoplazma metabolismus fosforylace kreatinu na kreatinfosfat pomoci ATP (kosterni
svalstvo, myokard, mozkova tkari),vyvoj mozku
(Shen akoal., 2002), stamuti (Perluigi a kol., 2010); jeden
ze zékladnich €initell v kontrole oxidativniho stresu
(Drabik a kol., 2007)
alfa-internexin vzestup cytoplazma neuronalni vyvoj podil na vyvoji morfogeneze neurond (Kaplan a kol., 1990)
aregulace
dihydropyrimidinazovy pribuzny vzestup cytoplazma neurondlni vyvoj neuronalni vyvoj (Kim a kol., 2005), jeden ze zékladni ¢initeld
protein 2 aregulace v kontrole oxidativniho stresu (Drabik a kol., 2007)
NAD-dependentni deacetylaza vzestup cytoplazma bunéény vyvoj podil na kontrole konce mitotické faze buné&ného cyklu,
sirtuin-2 aregulace mozZné tloha up-regulace v ochrané mozku pred oxidativnim
poskozenim (Wu akol., 2006)
alfa-synuklein vzestup cytoplazma neurondlni vyvoj specificky exprimovén v télech nervovych bunék
aregulace a na synapsich, negativni regulace apoptdzy; podil
na patogenezi Parkinsonovy nemoci (Maries a kol., 2003)
peroxiredoxin-2 vzestup cytoplazma neurondlni vyvoj negativni regulace apoptézy neuront; ochranny efekt
aregulace buné&nych komponent pomoci odstranéni nizké hladiny
hydroperoxidu a peroxinitritd produkovanych jako vysledek
buné&ného metabolismu v cytosolu (Rhee a kol., 2005)
tranzitorni ATPaza endoplazmatického vzestup cytoplazma bunéény vyvoj podil na formaci tranzientniho endoplazmatického retikula,
retikula jadro aregulace nezbytna pro fragmentaci vack( Golgiho aparatu béhem
mit6zy (Woodman a kol., 2003);interaguje s neurofibrominem
kvuli kontrole hustoty dendritickych vyb&zku
(Wang a kol., 2011)
glutamat dehydrogenaza 1, vzestup matrix mitochondrie metabolismus glutamétovy katabolicky proces, dlouhodoba pamét,
mitochondrialnf v krysim mozku probih& glutamatova dehydrogenacni reakce
ve prospéch produkce amoniaku (Cooper et al., 2011)
sukcinyl-CoA:3-ketoacyl-koenzym A vzestup matrix mitochondrie metabolismus mitochondrialni aktivacni enzym (Ohnuki a kol., 2005);
transferaza 1, mitochondrialni vyvoj mozku
aspartat aminotransferaza, pokles matrix mitochondrie metabolismus metabolismus aminokyselin, vyména metaboliti mezi
mitochondrialni mitochondriemi a cytosolem, transport mastnych kyselin;
podil na udrzeni homeostazy mastnych kyselin, mozny
indikator poskozeni mitochondrii (Das a kol.,2007)
ubikvitin karboxyl-terminaini pokles cytoplazma deubikvitinace podil na tvorbé prekurzor ubikvitinu a ubikvitinaci proteint,
hydrolaza L1 neurondlni vyvoj vliv na synaptickou plasticitu (Murphey akol., 2002)
aregulace
prohibitin vzestup wnitfni mitochondrialni bunéény vyvoj antiprolifera¢ni aktivita, role v regulaci mitochondrialni
membrana aregulace respiracni aktivty a starnuti (Artal-Sanz a kol., 2009;
Merkwirth a kol., 2009; Mishra a kol., 2010); down-regulace
prohibitinu zplisobuje vy$si nachyinost neuront k poskozeni
a zvysuje produkci ROS, zatimco up-regulace ma
neuroprotektivni Géinek (Zhou a kol., 2012)
koronin-1A pokles cytoplazma bunéény vyvoj invaginace plasmatické membrany, aktivita koroninu 1A je
aregulace regulovana pomoci fosfoinozitid (Tsujita a kol., 2010)
septin-11 vzestup cytoplazma bunécény vyvoj filamenta-formuijici cytoskeletalni GTP&za, podil
aregulace na maturaci neuronti (Tada et al., 2007)
zékladni myelinovy protein S pokles myelinova membréana neuronalni vyvoj myelinizace, negativni regulace axonogeneze, expozice
aregulace morfiu maze zpUsobit snizeni poctu myelinizovanych axond
(Traudt akol., 2012)
60S ribozomalni protein L12 pokles cytoplazma regulace vaze se piimo k 26S ribozomalni RNA, zpfistupfiuje drahu

importinu 11 do jadra (Plafker a kol., 2002)

Tabulka¢. 12: Funkni charakteristika proteinPM zmenénych vlivem dlouhodobé

expozice morfiu.
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Analyzované proteiny jsou lokalizovany plazmatické  membrarg
(1-membranovy neuronalni signélni protein |P,1x; 2-G beta podjednotka-1}2,0x),
myelinové membraré (17-zakladni myelinovy protein §,2,5x), cytoplazmé (3-kreatin
kindza typ-B,] 2,6x; 4-alfa-internexin5,2x; 5-dihydropyrimidinazovy fibuzny protein 2,
14,9x; 6-NAD-dependentni deacetylaza sirtuin-2,2,5x; 7-alfa-synuklein, 12,0x;
8-peroxiredoxin-2, 12,2x; 9-tranzitorni ATP&za endoplazmatického retikuh®,1x;
13-ubikvitin karboxyl-terminalni hydrolaza L12,0x; 15-koronin-1A, | 5,4x; 16-septin-11,
12.2x; 18-60S ribozomalni protein L12,42,7x) a mitochondriich (10-glutamat
dehydrogenaza 1, mitochondrialnit2,7x; 11-sukcinyl-CoA:3-ketoacyl-koenzym A
transferdza 1, mitochondrialnf}2,2x; 12-aspartat aminotransferdza, mitochondrialni,
12,2x; 14prohibitin, 12,2x; ); (Ugikova a kol., 2014).

Jedinym zastupcem GPCR-signalnich kaskad byg@ljednotka, jejiz hodnota
integralni absorbance klesla 2x ve vzorcich odiith morfiem. Tento pokles byl
nasledd owien pomoci 2D elektroforézy a techniky imunoblotosfitim specifické
protilatky od Santa Cruz orientované proti C-teratmimu peptidu @ (T-20, sc-378);
(obr.¢. 19). Rozsah oblastiffay PM ukazal, Ze pokles zaznamenany u spotu 2 induko
morfiem (tabulka®. 11) piedstavoval sniZzeni integralni absorbance paliignicasti B,
celkovy signal klesl nepatérn(1,2x); (obrg. 19 a 20).

Na zéaklad zjisteni lokalizace @ pomoci vysledi imunoblotu bylo vyiznuto
z geli barvenych CBB osm spgtkteré odpovidaly rozloZzeni signalu. Tyto spotyyby
analyzovany pomoci LC-MS/MS pro &eni rozsahu a typu podjednotelg @®br. ¢. 19,
tabulkac. 13).

Poget [%]
Spot Oznaceni Nézev proteinu Skére pfifaz. Pokryti MHa plb
proteinu proteinu peptid G sekvence (kDa)
3 GBB1_RAT G beta podjednotka-1 184,3 6 16,8 37,4 5,6
4 GBB1_RAT G beta podjednotka-1 471,0 12 32,9 37,4 5,6
4 GBB2_RAT G beta podjednotka-2 413,9 10 14,4 37,3 5,6
5 GBB1_RAT G beta podjednotka-1 199,1 5 14,1 37,4 5,6
5 GBB2_RAT G beta podjednotka-2 188,7 5 3,50 37,3 5,6

Tabulkac¢. 13: Proteomicka analyzapodjednotek izolovanych z frontalni mozkowviék
kontrolnich potkat a potkafi ovlivnénych morfiem.
& Teoreticka hodnota molekulové hmotnosti.

b Teoreticka hodnota izoelektrického bodu.
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Signifikantni vzestup prohibitinu zaznameny u spat (tabulkac. 11) potvrdil
stejre jako u @ zvySeni hladiny pouzektivni ¢asti tohoto standardu mitochondrialnich
membran, celkovy signal se neami (obr. ¢. 21 a 22). MnoZstvi standardu plazmatickych

membran Na, K-ATPazy bylo také beze¢om (obr.¢. 23).
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Adenylylcyklaza |
A Kontrola Morfin
1806 kDa—
116 kDo ||[EEEE—
90 kDa—
58 kDa—
48,5 kDa—
B Kontrola 20D Morfin 20D
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90 kDa —
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48.5 kDa—
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Obr.¢. 9: Adenylylcyklaza I; imunoblot

A- Obsah AC | ve vzorcich PM izolovanych z frontalnmiozkové kry potkan
ovlivnénych morfiem (skupina +M10) a kontrolnich vzorciplotkam, kterym byla
podavana injekce se sterilnim 0,9% NaCl (skupindl@VvIB- Obsah AC | ve vzorcich
potkari, kterym bylo podavano morfium podle stejného pkoto (viz kapitola Material
a metody), ale byli usmrceni 20 dni po podani mbdledavky (skupina +M10/-M20),
kontrolni vzorky (skupina —M10/-M20L- Statisticka analyza signalu.



65

Adenylylcyklaza Il

A Kontrola Morfin
180 kDa —

116 kDa —

90 kDa— —— o o A — — —

58 kDa—
48,5 kDa—

B Kontrola 20D Morfin 20D
180 kDa —

116 kDa—
80 kDa—

58 kDa—
48,5 kDa—

C 1000/ Adenylylcyklaza Il
900

800-
700-
600
500-
400+
3004
200
100

0

[%]

Kontrola
Morfin
Kontrola 20D
Morfin 20D

F

Obr.¢. 10: Adenylylcyklaza 11; imunoblot

A- Obsah AC Il ve vzorcich PM izolovanych z fronialmozkovée kry potkar

ovlivnénych morfiem (skupina +M10) a kontrolnich vzorciplotkarm, kterym byla
podavana injekce se sterilnim 0,9% NaCl (skupind8)VB- Obsah AC Il ve vzorcich
potkari, kterym bylo podavano morfium podle stejného pkoto (viz Materidl

a metody), ale byli usmrceni 20 dni po podani mbdledavky (skupina +M10/-M20),
kontrolni vzorky (skupina —M10/-M20L- Statisticka analyza signalu.
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Adenylylcyklaza
Kontrola Morfin Sr dce
180 kDa —
116 kDa —
B0KDE — [
04 120
100¢=======-- I—'-'—I --------------------------
80 777
Adenylylcyklaza IV
Kontrola Morfin Sr dce
180 kDa —
116 KDR e [ e it S S i [ —
90kDa —
05 120
100} ========- I=I --------------------------
80 |3 3 3 l
Adenylylcyklaza V/VI
Kontrola Morfin Srd ce
180 kD2 —
116kDa_—------_—-
90kDa —
0p 120
100 ========- == aSELL LI L % ----------
80

Obr.¢. 11: Adenylylcyklaza IlI-V/VI ; imunoblot

Obsah AC l1lI-V/VI ve vzorcich PM izolovanych z fr@ini mozkové #ry potkari
ovlivnénych morfiem (skupina +M10) a kontrolnich vzorcigotkarm, kterym byla
podavana injekce se sterilnim 0,9% NaCl (skupMa ). Statisticka analyza signalu byla

zaloZena na hodnoceni 3 imunoblpto danou izoformu adenylylcyklazy.
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Adenylylcyklaza VIl
Kontrola Morfin Srd ce
180 kDa —
116 kDa —— A A T R SEn SEn A —— -
90kDa —
0p 120
100} ====-=--cpmm_yoccccccccaa- i -----------
80
Adenylylcyklaza VIl
Kontrola Morfin Srd ce
180 kDa —
116kD3 — | " T S o e e e
90kDa —
% 120 —
1004 -===cece- I;I ------------ % ----------
80 A
Adenylylcyklaza IX
Kontrola Morfin Srd ce
180'(03_—-—_——-—
116 kD2 —
90kDa —
0p 120
Yo 7
1004 ========- I—'l-—l ------------ % ----------
80 A

Obr.¢. 12: Adenylylcyklaza VII-IX ; imunoblot

Obsah AC VII-IX ve vzorcich PM izolovanych z froltd mozkové kry potkarni
ovlivnénych morfiem (skupina +M10) a kontrolnich vzorcigotkarm, kterym byla
podavana injekce se sterilnim 0,9% NaCl (skupind &MStatisticka analyza signalu byla

zaloZena na hodnoceni 3 imunoblpto danou izoformu adenylylcyklazy.
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Adenylylcyklaza |
180 kDa ——
il EEy o S e, o g =D
90 kDa —m
58kDa —
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Obr.¢. 13: Adenylylcyklaza I; akutni expozice

Obsah AC | ve vzorcich PM izolovanych z frontalndbzakové Kiry potkari - akutni
expozici morfiu- stejny protokol jako u dlouhodobé expozice: DOrbg/kg, ale potkani
byli usmrceni 24 hodin po aplikaci jednotlivych @#&v (skupina +M1), kontrolnim
potkarim byla podavana injekce se steriinim 0,9% NaCl gsta -M1). Statisticka

analyza signalu byla zaloZzena na hodnoceni 3 imohiob
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Adenylylcyklaza Il
180 kD2 e
116 kDa ——
90KDa —— | —
58kDa ——
48,5 kDA e
0 10 15 20 30 40 50
0 120
100+

80

0 10 15 20 30 40 50
morfin mg/kg

Obr.¢. 14: Adenylylcyklaza 11; akutni expozice

Obsah AC Il ve vzorcich PM izolovanych z frontambzkové Ky potkari - akutni
expozici morfiu- stejny protokol jako u dlouhodobé expozice: DOrBg/kg, ale potkani
byli usmrceni 24 hodin po aplikaci jednotlivych @&v (skupina +M1), kontrolnim
potkarim byla podavana injekce se sterilnim 0,9% NaCl gsta -M1). Statisticka
analyza signalu byla zaloZena na hodnoceni 3 imuotiob
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Na, K-ATPaza

A Kontrola Morfin

180 kDa —

116 kDa—
90 kDa— e - W D S G e

58 kDa—
48,5 kDa—

B Kontrola 20D  Morfin 20D

180 kDa —

58 kDa—
48,5 kDa—

C 10001 Na K-ATPaza
900

B0O-
700-
600-
500-
400-
300-
200-
100-

oL 11
Obr.¢. 15:Na, K-ATPéaza; imunoblot
A- Obsah Na, K-ATPazy ve vzorcich PM izolovanydnontalni mozkové #ry potkar

[%]

Kontrola
Morfin

Kontrola 20D
Morfin 20D

-

ovlivnénych morfiem (skupina +M10) a kontrolnich vzorcigotkarm, kterym byla

podavana injekce se sterilnim 0,9% NaCl (skupindl6)VB- Obsah Na, K-ATPéazy ve
vzorcich potkaf, kterym bylo podavano morfium podle stejného proto (viz Material

a metody), ale byli usmrceni 20 dni po podani mbdledavky (skupina +M10/-M20),
kontrolni vzorky (skupina —M10/-M20L- Statisticka analyza signalu.



71

G,1/G2a

Kontrola Morfin

G3a

Kontrola Morfin

Gao

Kontrola Morfin

Gga

Kontrola Morfin

G,/G 1,0

Kontrola Morfin

Gp

Kontrola Morfin

Obr.¢. 16: Trimerni G proteiny ; imunoblot

Srovnani obsahu trimernich G protei{Gaii 2, Goiz, Goo, Gos, Gag/Gayr a @) ve frakeich
plazmatickych membran izolovanych z frontélni mozkokiry potkari ovlivnénych
morfiem (skupina +M10) a kontrolnich potkKa(skupina —M10)a (10 ug proteinu/jamka)
ap (5 ng proteinu/jamka) podjednotky byly detekovany st specifickych protilatek
(viz Material a metody). Statisticka analyza signddyla zaloZzena na hodnoceni 3

imunoblofi.
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Obr.¢. 17:2D elektroforetickd mapa proteini PNS z frontalni mozkové kiry potkani
ovlivnénych morfiem (A) a kontrolnich potkani (B); barveni stibrem a CBB

600 ug proteinu (pro barveni i®brem i CBB) bylo separovano v prvnim rosm
izoelektrickou fokusaci s pouZzitim stiipp rozsahu pH 3-11. SDS-PAGE elektroforéza
byla provedena v apardtuHoefer SE 600. Obarvené naskenované gely bylgeierzy

do replik&nich skupin, které tudy 4 zastupci dané skupiny (kontrola/morfium) dyby
vyhodnoceny kvantitativni zémy pomoci programu PDQuest. Hodnoty integralnich
absorbanci, které se liSily alegpdvakrat, byly povazovany za signifikantni. Na géle
barvenych CBB bylo vybrano 10 sfiptkteré byly analyzovany pomoci MALDI-TOF
MS/MS.

Levy panel gely barvené gbrem

Pravy panel gely barvené CBB
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Obr. ¢. 18: 2D elektroforetickd mapa proteini PM izolovanych z frontalni mozkoveé
kary potkana ovlivnénych morfiem (A) a kontrolnich potkana (B); barveni stibrem a
CBB.

400ug proteinu (pro barveniigibrem) a 2 mg proteinu (pro barveni CBB) bylo sepano

v prvnim rozndru izoelektrickou fokusaci s pouZitim sfripo rozsahu pH 3-11.
SDS-PAGE elektroforéza byla provedena v apaeatiHoefer SE 600. Obarvené
naskenované gely byly roddny do repliké&nich skupin, které twdy 4 zastupci dané
skupiny (kontrola/morfium) a byly vyhodnoceny kvigativni zmény pomoci programu
PDQuest. Hodnoty integralnich absorbanci, které liSdy alespai dvakrat, byly
povaZovany za signifikantni. Na gelech barvenyctB@slo vybrano 18 spét které byly
analyzovany pomoci kapalinové chromatografie vejespos tandemovou hmotnostni
spektrometrii — LC-MS/MS.

Levy panet gely barvené gbrem

Pravy panel gely barvené CBB
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GPB podjednotka A

Kontrola Morfin

26‘6 o n 26’6 kDa - n

12345678 12345678
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Obr.¢. 19: Gp podjednotka; 2D imunoblot

A- Detekce obsahu [{5podjednotky v PM izolovanych z frontalni mozkouik potkari
ovlivnénych morfiem a kontrolnich potkdn400 ug proteinu bylo separovano v prvnim
rozméru izoelektrickou fokusaci s pouzitim sftip o rozsahu pH 3-11.
SDS-PAGE elektroforéza byla provedena v apaeatioefer SE 600. 5podjednotka byla
detekovana pouzitim specifické protilatky (viz M@ka metody). Bily krouzek oztaje
gast signalu @, ktera byla analyzovana pomoci LC-MS/MSsla 1-8 reprezentuji frakce
signalu @, které byly vyezany zgelu podle imunoblotové detekce a nasledn
analyzovany LC-MS/MS pro @¥eni rozsahu a typu podjednotek B.G
B- Statisticka analyza signalu.
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GPB podjednotka A
10% akrylamid/0.26% Bis 4-12% gel, Invitrogen
36’5 kDa _ _ 36’5 kDa _ _
26,6 kba — 26,6 kba —
2 3 45 6 7 8 9 2 3 45 6 7 8 9
1104 1104
1004 — 1004 —=
904 904
80 804
704 704
— 604 —= 601
(=) o
S 504 S 50-
404 404
304 304
204 204
101 101
. 0 ,
Kontrola Morfin Kontrola Morfin

Obr.¢. 20: Gp podjednotka; imunoblot

A- Srovnani obsahu 5podjednotky v PM izolovanych z frontalni mozkoviék potkari
ovlivnénych morfiem §. 6-9) a kontrolnich potkan(¢. 2-5). 5ug proteinu/jamka bylo
detekovano pomoci specifické protilatky (viz Madéra metody).B- Statisticka analyza
signalu byla zalozena na hodnoceni 3 imundblot

Levy panet 10% gel, aparatura Mini Protean Il (Biorad)

Pravy panel 4-12% gradientovy gel, NUPAGE systém, Invitrogen
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Prohibitin A

Kontrola Morfin

T _ T _
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Obr.¢. 21:Prohibitin ; 2D imunoblot

A- Detekce obsahu prohibitinu v PM izolovanych afédni mozkové #ry potkar
ovlivnénych morfiem a kontrolnich potkdn400 ug proteinu bylo separovano v prvnim
rozmeru  izoelektrickou fokusaci s pouzitim sitip o rozsahu pH 3-11.
SDS-PAGE elektroforéza byla provedena v apaeatdoefer SE 600. Prohibitin byl
detekovan s pouzitim specifické protilatky (viz tef@al a metody). Bily krouZzek oztie
¢ast signalu prohibitinu, ktera byla analyzovana pont.C-MS/MS.B- Statisticka analyza

signalu.
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Prohibitin A
10% akrylamid/0.26% Bis 4-12% gel, Invitrogen
26’6 kDa — _ 26’6 kDa — _
2 3 45 6 7 8 9 2 3 45 6 7 8 9
110+ 110+
1004 1004
901 901
80+ 80+
704 704
— 604 — 604
o o
S 50- S 50-
401 40
301 301
20+ 204
104 104
0 0
Kontrola Morfin Kontrola Morfin

Obr.¢. 22:Prohibitin ; imunoblot

A- Srovnani obsahu prohibitinu v PM izolovanych atalni mozkové Wy potkari
ovlivnénych morfiem §. 6-9) a kontrolnich potkan(¢. 2-5). 10ug proteinu/jamka bylo
detekovano pomoci specifické protilatky (viz Madéra metody).B- Statisticka analyza
signalu byla zaloZzena na hodnoceni 3 imundblot

Levy panet 10% gel, aparatura Mini Protean Il (Biorad)

Pravy panel 4-12% gradientovy gel, NUPAGE systém, Invitrogen
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Na, K-ATPaza

4-12% gel, Invitrogen

[%6]

Kontrola Morfin

Obr.¢. 23:Na, K-ATPé&za; imunoblot

Srovnani obsahu Na, K-ATPazy v PM izolovanych nfani mozkové &ry potkani
ovlivnénych morfiem a kontrolnich potkan(tyto PM byly pouzity na proteomickou
analyzu pomoci LC-MS/MS). 10ug proteinu/jamka bylo rozteno na 4-12%
gradientovém gelu, NUPAGE systém (Invitrogen), deklavano pomoci specifické
protilatky (viz Material a metody)B- Statisticka analyza signalu byla zaloZzena na

hodnoceni 3 imunoblat
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6. DISKUZE

6.1. Vzestup obsahu adenylylcyklazy I a Il ve frakich plazmatickych membréan
indukovany morfiem

Drogova adikce (toxikomanie, narkomanie) je staychické i fyzické zavislosti
na navykovych latkach, ktery je jiadu letfazen mezichronickd onemoemi centralni
nervové soustavy (CNS); (Preston a kol., 1991). Macsmus &nku drog Ize obech
shrnout tak, jak je uvedeno na otir24. Droga vyvolava nutkavou touhu po opakovanych
aplikacich davky ovlivenim fady neurologickych procésv CNS za Gasti rozvoje
adapténich zneén pii dalSim podavani. Mozek se takizpusobuje opakovanémuipunu
cizorodé latky a nastoluje spatologickd homeostaza“pro jejiz udrzeni se musi droga
stéle dodavat. Jeji vysazeni byva doprovazentijpemymi abstinetnimi priznaky. DalSi
aplikace narkotika vSak prohlubuje poskozeni CN&zkbu zistava, do kdy a do jaké
miry jsou probihajici adaptai zmeny reverzibilni.

1

aplikace drogy
10 2

stav bez drogy

akutni G €inek drogy
T
9 /
normalni aktivita CNS 3

y § opakovana
aplikace drogy

8
zotaveni 4
Z neuroadaptace neuroadaptace

adaptace adaptace

7\ A :
abstinen &ni p¥iznaky tolerance k droze
6

vysazeni drogy

Obk. 24: Mechanismuscinku drog a vzniku zavislosti.rBvzato

a upraveno podle FiSerova, 2000.

Morfium je jedno z nejvice dinnych analgetik pouzivanych pro utiSeni akutni
i chronické bolesti. Je soasti opia ziskdvaného z prysice maku setéhdPapaver
somniferuma poprvé bylo izolovano émeckym lékarnikem Sertlirnerem v roce 1806

(Waldhoer a kol., 2004). Opakovana expozicefatvimorfiu vede k rozvoji tolerance
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k droze (stavu sniZzené senzitivity k droze), pssiahia fyzické zavislosti, ktera je spojena
S neijemnymi pocity @i abstinenci (zvedani Zaludku, zvraceni, vzestgyrkiho tlaku,
nespavost, gtvni dysfunkce,ies); (Contet a kol., 2004). Fustk zmeny byly pozorovany
piedevsim v mozkovém kmeni a hipokampu (Chen a R0D;; Connor a Christie, 1999;
Law a kol., 2000; Law a kol., 2004). Byly asocioyamagiklad s rozdilnou synaptickou
konektivitou (Robinson a Kolb, 1999), neurotrandnfis a kol., 2006), energetickym
metabolismem (Miller a kol., 1972) a stabilitou f@ioovych molekul (Li a kol., 2009).

Usili objasnit molekularni a b&tnou podstatu drogové adikce vedloakk
vysledki, které mohou byt shrnuty pomoci dvou hlavnich h§poTeorie homeostazy
vychazi z pedpokladu, Ze droga naruSuje Btmou homeostdzu a tento efekt je
kompenzovan aktivaciady proticlidnych mechanisiy coz vede k obnav stalosti
vnitiniho prostedi. Podledesenzitiz&ni teorie vznika zavislost primagdiky snizeni
odpowdi nervovych budk na prvni davky drogy. Z fyziologického hlediskgegstavuje
desenzitizace komplex regafdch mechanisfiy které vedou k utlumeni biologické
odpowdi na dany hormon achrani itky pred nadmirnou stimulaci. Tato teorie
specifikuje fenomén desenzitizace na urovni recépf@/histler a Zastrow, 1998; Law
a kol., 2004; He a Whistler, 2005; He a Whistle602). Tyto d¥¢ hypotézy spolu
pravdpodobré koreluji. Dlouhodobé nebo opakované stimulovamdvél buiky nebo
tkare agonistou pro receptory igiZené s G proteiny indukuje desenzitizaci hormadnaln
odpowdi, kterd je kompenzovana vzestupewrktarych makromolekul. Zasadni rozdil
vSak spoiva v tom, Ze model homeostazymh mnozstvi makromolekul syntézou novych
proteinovych struktur, coz imde byt vys¥tleno zngnou aktivity iz existujicich
signaliz&nich molekul (receptory, G-proteiny, adenylylcyldgz(Bouova a kol., 2010).
potkarmi zvySujicim se davkam morfia vedla ke sniZzeni odgotrimernich G proteii
tfidy Gi/Go na stimulaci MOR a DOR agonisty¢ibhostk-OR se neznila (Bourova
a kol., 2010). Jedn& se o specifickouéam protoze funéni aktivita jinych receptd,
nagiklad metabotropnich receptor pro kyselinu y-aminoméaselnou (GABAR),
se nezminila. Desenzitizace G protéirbyla metena ve frakcich plazmatickych membran
izolovanych z frontalni mozkovéiky potkari (Bourovéa a kol., 2009; 2010). Behavioralni
studie provedené se stejnou skupinodatypotvrdily stav zavislosti na droze. Po vysazeni
morfia trpgla zvirata pfjmy, poklesem énich vicek, cvakanim zuba zvySenou citlivosti
na dotek (Botpbva a kol., 2010). Bv¢jSi studie jinych autdrpopisovaly snizeni odpédi

trimernich G proteifh ve specifickych oblastech mozkového kmene a hipgkapotkai
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ovlivnénych morfiem a heroinem (Sim a kol., 1996; Sim-8ehl kol., 2000; Maher a kol.,
2005). Desenzitizace G protéina stimulaci agonisty-OR as-OR ve frontalni mozkové
kure podpdila vyznam primarni role v interakci mezi receptara G proteiny v genezi
drogové zavislosti (Tso a Wong, 2003; Law a kddQ4). Chovani zavislych it je tedy
doprovdzeno biochemickymi zmami v cerebralnim kortexu, jedna se o origindlni
vysledek, protoZze vyzkum drogové zavislosti byl wbsspiSe provash ve strukturdch
mozkoveého kmene &ipstudiu j)hrubych membranovych prepanat

V praci Ugikova a kol. (2011) jsme stanovovali pomoci kvatitini determinace
obsah vSech typ izoforem adenylycyklazy (AC I-IX) ve frakcich PMedlovanych
z frontalni mozkové Wy potkani, ktefi byli vystaveni 10 dni zvySujicim se davkam
morfia. Rozhodli jsme se tak proto, Ze fenomén mkiwace (supersenzitizace,
hypersenzitizace) tohoto enzymu, ktery je povazaefeden z kéiovych molekularnich
mechanism spojenych s drogovou zavislosti, byl v litefgtypopsan zejména ve smyslu
meéteni funkeéni aktivity adenylylcyklazy (Sharma a kol., 1975ftaéli a Vogel, 1989;
Avidor-Reiss a kol., 1995; Avidor-Reiss a kol., 89%mmer a Schulz, 1997; Ammer a
Schulz, 1998; Whistler a Zastrow, 1998; Whistlekah, 1999; Bayewitch a kol., 2000;
Ammer a Christ, 2002; Tso a Wong, 2003; Law a k&004; Schallmach a kol., 2006).
Kratkodobé psobeni opioid vede ke snizeni hladiny cAMP viime, jejich chronicka
expozice aktivitu adenylylcyklazy naopak zvySuje.

Signifikantni vzestup AC | (az 8x) a AC Il (az f)5 ktery jsme stanovili
na zaklad kvantitativniho hodnoceni 32 imunohiofobr. ¢. 9 a 10, panel A), se projevil
jako specificky, protoZze hladina ostatnich izoforemdenylylcyklazy (AC I1lI-IX)
se nezmnila (obr.¢. 11 a 12). Tento vzestup nebyl r@gnzaznamenan u kratkodobe
expozice morfiu, kdy byla zkata usmrcena 24 hodin po aplikaci poslednich déi@0
mg/kg). ZvySena hladina AC | a AC Il seefavapiv¥ neprojevila ve vzorcich PM
izolovanych z potkain vystavenych dlouhodobé expozici morfiu, ale byimwceni 20 dni
po aplikaci posledni davky (obt. 9 a 10, panel B), coz vypovidaeverzibilni adaptaci
organismu na tuto drogu. Z pohledu praktického ayzn se jedna o optimistické zist,
vzhledem ktomu, Ze prosté vysazeni drogy vede nibwab pivodniho stavu. Data
prezentovand v praci tlkova a kol. (2011) potvrzuji korelaci mezi teadiégsenzitizace
ateorii homeostdzy. Dlouhodoba inhibice enzymu @Adkpendentnich kaskad nuti
organismus vyrovnat se s timto problémem. Mechanlsomeostazy a aktivace specifické
proteosyntézy zjsobuji vzestup obsahu molekul AC | a AC 1l ve frigkcPM, ktery je

kompenzéni odezvouna snizeni odp@di trimernich G proteitn inhibi¢cniho typu



82

na stimulaci MOR aDOR agonisty (Bmva a kol.,, 2010). Zarowe se ale
nemeéni mnozstvi G proteih (obr.¢. 16) a stejna je i hladina Na, K-ATPazy (ahrl5).

V sowasné dob je znamo dest sawich membrano¥ vazanych a jedna rozpustna
izoforma AC (Sunahara a Taussig, 2002). AC | a A@adti k nejvice exprimovanym
a fyziologicky nejvyznam&Sim izoformdm v cerebralnim kortexu mozku (Hanoune
a Defer, 2001; Patel a kol., 2001; Sunahara a T@®u8802; Sanabra a Mengod, 2011).
AC | je inhibovana volnou & podjednotkou a také 3 (Carter a Medzihradsky, 1993;
Hanoune a Defer, 2001; Patel a kol., 2001; Sunandi@ussig, 2002), zatimco aktivita AC
Il je zvySovana @y v pritomnosti volné Gs podjednotky (Ammer a Schulz, 1997; Ammer
a Schulz, 1998; Tso a Wong, 2003; Sunahara a Tpux¥)2).

NasSe vysledky ukazuji, Ze sniZeni odgiowimernich G proteii tFidy Gi/Go
na stimulaci MOR a DOR agonisty ve frontalni mogkdwe potkam vystavenych
zvySujicim se davkam morfia je primarnim impulzeonndslednolkompenzé&ni odezvu

v podol# vzestupu hladiny AC | a AC I, ktera je péreverzibilni.

6.2. Identifikace proteini PNS pripraveného z frontalni mozkové kiry kontrolnich
potkana a potkana ovlivnénych morfiem; analyza pomodlIALDI-TOF MS/MS
Proteomicka analyza zZm indukovanych morfiem byla dosud pro¢ad
ve vzorcich homogenizované tkarerebralniho kortexu, hipokampu a striatu izohgin
z mozku potkana (Bierczynska-Krzysik a kol., 200%adale v nucleus accumbens (Li
a kol., 2006) a priméarnich b&mych kulturich striatu (Bodzon-Kutakowska a ko009).
My jsme se snaZili o ipsrEjSi analyzu provedenou v postnukledrnim supernatant
a frakcich plazmatickych membran izolovanych z téémi mozkové kry potkana
(Ujcikova a kol., 2014). PNS byl analyzovan ukvobsahu rozpustnych bilkovin
mitochondrii, endoplazmatického retikula, plazmatah membran a cytoplazmy.
Proteomicka analyza zjistila vzestup zejména miadnidlnich a cytoplazmatickych
bilkovin (tabulka¢. 9 a 10). 9 z 10 proteinzmeénénych vlivem morfia signifikant®
vzrostlo: 1-guanin deaminaza,2,5x; 2-V-ATPaza, mozkova izoforma;2,6x; 3-protein
disulfid-izomeraza A313,4x; 4-dihydropyrimidindzovy gibuzny protein 2,3,6x; 5-N-
etylmaleimid senzitivni fuzni protein, izoforma CR& 12,0x; 6-malat dehydrogenaza,
mitochondrialni  prekurzor, 11,4x; 7-glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazg]l,6x;
8-aldolaza A, 11,3x; 10-akonitat hydrataza, mitochondrialni prekurzgd,3x. 4 z 9
proteimi zvySené hladiny (dihydropyrimidindzovy fipuzny protein 2, malat

dehydrogenaza, glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazaakonitat hydrataza) bylo
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v literatue spojeno s kontrolou oxidativniho stresu (Perlaidiol, 2005; Drabik a kol.,
2007; Hwang a kol., 2009; Shi a Gibson, 2011).

Oxidani stres je proces, kdy dochazi k nadmé produkci oxidarit (reaktivnich
kyslikovych nebo dusikovyckiastic) nebo inhibici antioxidaich mechanisin bunky.
Proti volnym kyslikovym radikdéim (ROS) fisobi cel&ada enzym (dismutazy, katalazy,
peroxidazy) i antioxidanty (vitamin C, E). Centraimervovy systém vykazuje vysokou
citivost na oxidativni stres. P nedostaténé adaptaci organismu se inhibuje
mitochondrialni respirace, coz vede k peroxidacipidii a zvySeni prawgpodobnosti
apoptézy. NejgtSi vzestup byl zaznamenan u protein disulfid-izcgmg A3, jejiz
zvySena hladina fize grispivat k néfistu odolnosti u¢i mozkové mrtvici a poskozeni
mozku vlivem ischemie. Tanaka a kol. (2000) zjist§yrazny vzestup protein disulfid-
izomerazy (PDI) na urovni mRNA v cerebralnim kortere vSak v hipokampu, cerebelu
¢i jinde. Tento neuroprotektivni ¢cinek miZze souvistet s chaperonou aktivitou PDI.
Ischemicky stres Zpsobuje denaturaci a rozvinutady proteii a sodasré indukuje
expresi fady stresovych protein ¢i chaperod lokalizovanych v endoplazmatickém
retikulu. Zajimava je spojitost PDI s Parkinsonowthorobou. Toto neurodegenerativni
onemocini CNS souvisi mo s ubytkem nervovych hak véasti mozku nazvané
Substantia nigra Tyto buiky za normalniho stavu produkuji dopamin. Nedogtate
dopaminu zpsobuje, Ze pacient postupmeni schopen ovladat igvpohyb, trpi stavy
ztuhlosti, tesem, samovolnymi pohyby a Spatnou artikulaci. Kraoytku dopaminu je
typickym znakem nemoci takéritpmnost Levyho disek (homogennich, acidofilnich
kulovitych atvafi sloZzenych z jemnych filament a granularnino mateyiv neuronech.
Zvysena exprese PDI v dopaminergnich neuronactergispivat k tvorlg Levyho glisek,
rozvoji neurodegenerativnich proéea mize byt vysledkem Spatné funkce proteaiom
Mozné je fisobeni chaperonové aktivity PDI na proteinové sabsgtnagiklad na tyrosin
hydroxylazu u¢enou pro degradaci v proteazomech (Conn a kol4)200

Prekvapivou roli v programované btimé smrti zastdva glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaza (GAPDH); (Chuang a kol., 2005). Tghtkolyticky enzym se podili take
na regulaci cytoskeletu, membranové fluze a tramspoekumulaci glutamatu
v presynaptickych wich a vazb k nizkomolekularnim G proteiim (Huitorel a kol.,
1985; Fuchtbauer a kol., 1986; Doucet a Tuana, ;1@aser a Gross, 1995; Robbins
a kol., 1995; Tisdale, 2001; lkemoto a kol., 200B}sobi jako intracelularni senzor
oxidativniho stresu dhem rané faze apoptézy. GAPDH s&hém procesu apoptdzy

up-reguluje a femig’uje se z cytoplazmy do jadra (Saunders a kol., 1988ké mnozstvi
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GAPDH v apoptotické hice by mohlo souviset s kompenzaci ztraty energley di
poskozeni mitochondrii. Jehdeplpokladdana funkce v jéal je spojovana se schopnosti
aktivovat transkripci a opravovat DNA (Morgenegdka., 1986; Meyer-Siegler a kol.,
1991). Srozvojem studia neurodegenerativnich dhdrglo zjiS€no, ze se GAPDH
selektivie vaze kB-amyloidu (Alzheimerova choroba), huntingtinu (Huagtonova
choroba) a proteirm s velkym mnoZstvim glutaminu (tzv. CAG triplet adqojici
se choroby); (Mazzola a Sirover, 2002). GAPDH ta&dgtavuje jeden z moznych tcil
vedoucich k rozvoji novych & bojujicich proti #&mto chorobam.

DalSi up-regulované proteiny byly spojeny s purjmav metabolismem (guanin
deaminaza), protonovym transportem (V-ATPaza, meaakoizoforma), regulaci
membranového transportbi-etylmaleimid senzitivni fazni protein) a glykolyzd@aldolaza
A); (Koppitz a kol., 1986; Paletzki, 2002; Toei alk 2010; Abul-Husn a kol., 2011).
Jedinym proteinem, jehoZz hladina vlivem expozicefraklesla, byla kreatin kinaza, ktera
fosforyluje kreatin na kreatinfosfat za sfatty ATP (kosterni svalstvo, myokard, mozkova
tkan). V mozku je dimerni cytozolicka forma ozm&ana jako kreatin kinaza typ-B. Tento
enzym je velmi nachylny k oxidativnimu poskozeniekoz disledku bylo prokazano
snizeni jeho aktivity v kortexu potkariDi Domenico a kol., 2010). S tim souvisi snizeni
obsahu ATP, porucha energetického metabolismu aSear spravné funkce neutpn
které vyzaduji velké mnozstvi ATP ke spravnému @wdgi neurotransmise a iontové
homeostazy (Ames, 2000).

Vyznamné zvySeni bilkovin fdnk vazanych na genezi oxidativniho stresu
a apoptézy indikuje stav naruSeni nervové ¢kan celkovou zému energetického

metabolismu.

6.3. Identifikace proteini PM izolovanych z frontalni mozkové kiry kontrolnich
potkana a potkana ovlivnénych morfiem; analyza pomodiC-MS/MS

Proteomicka analyza frakci plazmatickych membramiovanych v perkolovém
gradientu ukazala na kompletni reorganizaci bilkoftabulkac. 11 a 12). R pfipraw
vzorka pro 2D elektroforézu se frakce PM precipitovalypmee acetonem a poté TCA.
Aceton odstrauje horizontélni ,streaking” na 2D mapach, zatovéak jeho pouZziti iize
vést ke ztratam proteinkteré jsou modifikovany lipidy. Vzestup indukoyamorfiem byl
zaznamenan u 10 protéir{4-alfa-internexin,15,2x; 5-dihydropyrimidinazovy gibuzny
protein 2,14,9x; 6-NAD-dependentni deacetylaza sirtuint2,5x; 7-alfa-synuklein,12,0x;
8-peroxiredoxin-2, 12,2x; 9-tranzitorni ATP&za endoplazmatického retikuh®,1x;
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10-glutamat dehydrogendza 1, mitochondrialn,7x; 11-sukcinyl-CoA:3-ketoacyl-
koenzym A transferaza 1, mitochondridling,2x; 14-prohibitin, 12,2x; 16-septin-11,
12,2x), pokles indukovany morfiem u 8 proteifl-membranovy neuronalni signalni
protein 1, |2,1x; 2-G beta podjednotka-1,2,0x; 3-kreatin kinadza typ-B,|2,6X;
12-aspartdt aminotransferdza, mitochondrialf®,2x; 13-ubikvitin karboxyl-terminalni
hydroldza L1, |2,0x; 15-koronin-1A, |5,4x; 17-zakladni myelinovy protein S|2,5x;
1860S ribozomalni  protein  L12, 12,7xX). Analyzované proteiny  jsou
lokalizovany v cytoplazi (11), mitochondriich (4), plazmatické (2) a myein
membrag (1).

Nejvice stoupla hladina alfa-internexinu, bilkoyiktera je typicka pro rana stadia
vyvoje nervovych bukk (Kaplan a kol., 1990). Vzestup alfa-internexirlivem expozice
morfiu miZe nazn&vat moznost rychlejSiho axonalnihistu, ktery by mohl zgsobit
zmeény ve struktiie neurod (Lull a kol., 2009). Vysoka plasticita CNS, schoph
detekovat nové &le a sprava na r¢ reagovat, je zakladni podminkoiepiti v nenicim
se progtedi. Sirtuiny (SIRT) jsou enzymy, které deacetylyginové zbytky na amino-
koncich histof, proteini vazajicich DNA. Bhem zvySené produkce nebo hrorrad
volnych kyslikovych radikdl se sirtuiny aktivuji, jsou schopné ROS detoxikovat
a snizovat tak oxidativni stres aktivaci hapuperoxid dismutazy. ZvySenou expresi
SIRT2 Ize pozorovat v oligodendrocytech, v nichZzajér klicovou roli @i vzniku
myelinové pochvy. Schopnost SIRT2 deacetylowaiubulin ovliviiuje také hybnost
neurorii, prodluZzovani axahn a migraci busk glioma, ¢imZz zabrauje jejich Steni
v mozku (Harting a Kndll, 2010).

DalSimi up-regulovanymi proteiny spojenymi s koldu oxidativniho stresu byly:
dihydropyrimidinazovy gibuzny protein 2, peroxiredoxin-2 a prohibitin. ®dredoxin-2
odstraiuje nizkou hladinu hydroperoxida peroxinitrifi produkovanych jako vysledek
bunééného metabolismu (Rhee a kol., 2005). Vzestup thdodrialniho proteinu
prohibitinumé neuroprotektivni charakter, jeho pokles naogmisabuje vySSi nachylnost
neurorii kK poSkozeni a zvySuje produkci ROS (Zhou a k@lL2).

Alfa-synuklein je specificky exprimovan ¥léch nervovych butk a na synapsich,
tvofi 1 % celkového obsahu cytozolickych proteinTento anti-apoptoticky protein
se podili na patogenezi Parkinsonovy nemoci (Maaekol., 2003). Jeho abnormalni
solubilni oligomerni konformace upobi toxicky a naruSuje b&mnou homeostazu
(Stefanis, 2012). Tranzitorni ATPaza endoplazmétick retikula a septin 11 jsou
regula&ni proteiny, jejichZz obsah vlivem dlouhodobé expeainorfiu také vzrostl. ATPaza
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endoplazmatického retikula se podili na fragmeniétkia Golgiho aparatudhem mitdzy
(Woodman a kol., 2003), interaguje s neurofibrominekvili kontrole hustoty
dendritickych vykZzka (Wang a kol., 2011). Septin-1le filamenta-formujici
cytoskeletarni GTPaza, ktera méa vliv na maturacrow (Tada a kol., 2007).

Vzestup metabolickych bilkovin glutamét dehydragmn a sukcinyl-CoA:3-
ketoacyl-koenzymu A transferazy nazog zménu energetického metabolismu. Aktivace
opiodnich receptdr (u-, 6- a k-OR) vysokymi davkami morfia je energeticky né&mg
proces (Kraus a kol., 1997; Magistretti a Pelleti®99). Jako energeticka rezerva v mozku
je mobilizovan glykogen v astrocytech, po jeh@enpani nastava stav oxidativniho stresu
v disledku nerovnovahy mezi spebou Kkysliku v mitochondriich a zasobenim
mitochondrialni matrix redukimi ekvivalenty (Magistretti a Allaman, 2007).

Nejvice byla vlivem morfia snizena hladina koraniA, ktery napomaha
invaginaci plazmatické membranyi fagocytdze. Tento aktin-vazajici protein je vyraz
exprimovan ve tkanich spojenych s imunitou jakaslgzina, kéni mandle a lymfatické
uzliny (Suzuki a kol., 1995; Ferrari a kol., 199%hmed a kol. (2007) identifikovali
koronin-1A takeé jako &inny standard mikroglii. Mikroglie jsou malé itky v nervove
tkani, které se chovaji jako fagocyty. Snizené mhozZoroninu-1A naznalje oslabeni
obranyschopnychgii v mozku. Stej jako u postnuklearniho supernatantu i u frakci PM
byl snizen obsah kreatin kindzy typu-B, jednoho z&kladnich ¢initelt v kontrole
oxidativniho stresu (Drabik a kol., 2007).

Jedinym ¢lenem GPCR-signalnich kaskad identifikovanym pomib€CiMS/MS
byla &3 podjednotka (Ujikova a kol., 2014). @ podjednotka je schopn&imo aktivovat
adenylylcyklazu 11, 1V, VII (v gitomnosti aktivované &); (Okae a Iwakura, 2010),
naopak inhibuje adenylylcyklazu I, V/VI a VIII (Wgna Burns, 2006). NaSe vysledky
ukazuji, Ze dlouhodoba expozice potkarzvySujicim se davkam morfia vede
k desenzitizaci trimernich G protéirttidy Gi/Go na stimulaci MOR a DOR agonisty
(Bourova a kol., 2010), s@asré dochazi k up-regulaci adenylylcyklazy, ktera sgjguruje
jako specifické zvySeni izoforem AC | a AC Il @dikova a kol.,, 2011). Pokles G
podjednotky-1 indukovany morfiemigustavoval sniZzeni pouzaktivni ¢asti, celkovy
signdl se zrmnil nepatrrg (obr.¢. 19).

SniZzena hladina byla také detekovana u mitochalmiraspartat aminotransferazy,
metabolického enzymu, kterytze byt indikatorem posSkozeni mitochondrii (Das &,ko
2007). Mezi proteiny sreguai funkci byl pokles zaznamenan u membranového

neuronalniho signélniho proteinu 1, ubikvitin kateterminalni hydrolazy L1,
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z&kladniho myelinového proteinu S a ribozomalnihmtgnu L12. Membranovy
neuronalni signalni protein 1 je kalmodulin-vazajitkovina zakotvena v membranovych
doménach s vysokym obsahem cholesterolu, kteraesgols cholesterolem redukuje
lateralni difuzi membran (Kashihara a kol., 20Q@bikvitin karboxyl-terminalni hydrolaza
L1 ma podil na tvor® volného ubikvitinu i ubikvitinaci protein Bylo zjiS€no,
Ze morfium sniZuje aktivitu 20S proteazomovych pddjpotek a zvySuje mnozZstvi volného
ubikvitinu, ¢imZ sniZzuje mnozstvi proteiruréenych k degradaci (Rambhia a kol., 2005).
Pokles hladiny zakladniho myelinového proteinu &en zgisobit snizeni p&u
myelinizovanych axoin (Traudt a kol., 2012). Ribozomalni protein L12\&&e pimo
k 26S ribozomalni RNA a ¥stupiuje drahu importinu 11 do jadra (Plafker a kol.02p
Spektrum zém indukovanych morfiem spojenycfegevsim s oxidativnim stresem,
apoptézou a energetickym metabolismem nagea Ze mozek potkanvystavenych
zvySujicim se davkam morfieni pln¢ adaptovan Ve srovnani s praci Sim-Selley a kol.,
2000, kde byla zétizm podavana droga formou intravendzniho katetru gloudaz 39 dni,
je desetidenni intramuskularni expozice kratka délradnmetem dalSiho vyzkumustava
otazka, zda jsou tyto 2my reverzibilni, stej¢ijako byla prokazana reverzibilita u vzestupu
ACl a AC Il ve vzorcich plazmatickych membran peikasmrcenych 20 dni po posledni
davce drogy.
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ZAVER

Vysledkyprvni ¢asti této dizerténi prace prokazaly:

specificky signifikantni vzestup AC | (8x) a AC I2,5x) ve vzorcich PM
izolovanych z frontalni mozkovéiuky samdé potkari kmene Wistar, ki@ byli
usmrceni24 hodin po posledni davce morfia, obsah ostatnich izofok&h{ll1-1X)
se nezminil, kratkodoba expozice morfiu nefa vliv na znénu AC la AC I
zvySena hladina AC | a AC Il ségkvapiw neprojevila ve vzorcich PM
izolovanych z potkdnvystavenych zvySujicim se davkam morfia po dobdriQ
ale byli usmrcer20 dnipo aplikaci posledni davky

hladina vSech hlavnichitl trimernich G proteina standardu plazmatickych
membran Na, K-ATPazy se nesriia

Dlouhodoba inhibice AC nuti organismus vyrovnatsgémto problémem s cilem

udrZzeni homeostazgnizeni odpedi trimernich G proteiri tFfidy Gi/Go na stimulaci

MOR a DORagonisty ve frontalni mozkovéie potkam vystavenych zvySujicim

se davkam morfia je primarnim impulzem pro nasledkompenzéni odpovd’

v podol# vzestupu hladinyAC | a AC II, ktera jeplné reverzibilni Zarove: se ale

nen¥ni mnozstvi G proteina Na, K-ATPazy ve frakcich PM.

Vysledkydruhé ¢asti dizert&ni prace finesly tato zjisini:

proteomicka analyza 10 bilkovin PNS pomoci MALDI-HFOQMS/MS zjistila
vzestup zejména mitochondridlnich a cytoplazmathbkyproteiri funkéné
vazanych na genezi oxidativniho stresu, apoptézyzn@&nu energetického
metabolismu; proteomicka analyza b8kovin PM pomoci LC-MS/MS ukazala
na kompletni reorganizaci ve sloZzeni zvySenéhdzesieho obsahu protéin
jedinym zastupcem GPCR-signalnich kaskad bypap@djednotka, jejiz pokles
(2x) indukovany morfiem j@dstavoval sniZzeni pouze specifiekdivnicasti tohoto
regulaniho proteinu

proteomicka analyza [Gpodjednotek potvrdila rozsah celkového signaf) Kiery
klesl pouze nepaten(1,2x); owieni znény identifikovaného proteinu pomoci
nésledné 2D elektroforézy a imunoblotové detekegugitim specifické protilatky
je dosud ojedidly vysledek

Vysledky proteomické analyzilkovin PNS a frakci PM nazéigi, Zze mozek

potkani vystavenych zvySujicim se davkam maowdiai pln¢é adaptovan
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