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ABSTRAKT

Piesnd role opioidnich receptori v drogové =zavislosti a také modulaéni
mechanizmus, jakym jsou tyto receptory ovlivilovany monovalentnimi ionty, nejsou
doposud zcela vysvétleny. Nase vysledky podporuji nazor, ze mechanizmus zavislosti
na morfinu je primarné zaloZzen na desenzitizaci odpovédi p- a d-opioidnich receptora.
Desenzitizace nastdva jiz na urovni funkéni aktivity G proteini. Dlouhodobé vystaveni
potkant pisobeni morfinu mélo za nasledek zvySeni poctu 6-opioidnich receptorti a zménu
jejich citlivosti vici sodnym iontim. Analyza inhibi¢niho vlivu rGznych monovalentnich
iontd na vazbu agonisty v bun&né linii 8-OR-Gila (Cys™'-Ile*’')-HEK293 potvrdila
preferenc¢ni citlivost d-opioidniho receptoru k sodnym iontim. Podafilo se ndm rozlisit
vysoko- a nizkoafinni vazebna mista pro sodné ionty.

Biofyzikalni analyza interakce ionti lithia, sodiku, drasliku a cesia s plazmatickou
membranou bunék HEK293 pomoci fluorescen¢nich technik ukazala na vyznam poldrnich
skupin ptitomnych v povrchové vrstvé membrany. Pravé do této oblasti je mozné umistit

vazebna mista s nizkou afinitou.

Kli¢ova slova: morfin, frontdlni mozkovd kuira, opioidni receptory, G proteiny,

monovalentni ionty, plazmaticka membrana, metody fluorescencni spektroskopie.



ABSTRACT

The exact role of opioid receptors in drug addiction and modulatory mechanism of
action of monovalent cations on these receptors are still not fully understood. Our results
support the view that the mechanism of addiction to morphine is primarily based on
desensitization of p- and 6-opioid receptors. Desenzitization of agonist response proceeds
already at the level of G protein functional activity. Long-term exposure of rats to
morphine resulted in increase of number of d-opioid receptors and change of their
sensitivity to sodium ions. Analysis of the effect of different monovalent ions on agonist
binding in 8-OR-Gila (Cys™'-Ile’”')-HEK293 cell line confirmed the preferential
sensitivity of 6-opioid receptor to sodium ions. We have distinguished the high- and low-
affinity Na' sites.

Biophysical analysis of interaction of lithium, sodium, potassium and cesium ions
with plasma membranes isolated from HEK?293 cells with the help of fluorescent probes
indicated that monovalent ions interact, in low-affinity manner, with the polar, membrane-

water interface of membrane bilayer.

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

plasma membrane, fluorescence spectroscopy.



OBSAH

SEZNAM PUBLIKACI 1
Publikaéni podklad pro dizertaCni Praci........ccceeeeeeieriieiiieniienieeie e 1
Ostatnd PUDIIKACE. ....c..eiiiiiiiiiiiiic e 1
Abstrakta Z KONTETENCI........c.eiiiiiiiciie e 2

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....cceumreumeemncensesssscnsssssssssssssssessassssssssssssssssssssess 3

Lo UVODuiiiciiiinnuinseisenssisssisesssssssissssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 6

2.  LITERARNI PREHLED .....coiiuieuermsennscnsescnssssnssssnssessssessssessssssssssessssssssssssessasssss 7

2.1 Receptory sptazené s G proteiny (GPCRS) ....cccoovuiiiriiiieriieeiieeeeeee e 7
2.1.1  Struktura GPCRS ..o 8
2.1.2  Klasifikace GPCRS ....cc.eoiiiiiiiiieieeieeieeee et 10

2.2 Ptenos signdlu pomoci GPCRS ........coccuiiiiiiiiiiieciececeeeee e 11
2.2.1  AKEVACE TECEPTOTU .. ueeeueieeeiiieeeiieeeiieeeteeesteeesiteeesereeessreeesseeesseesseeessseeennnes 12
2.2.2  Heterotrimerni G proteiny, efektorovy Ssystém..........ccccceeevveeerieeeneeeeenneennne 12

2.2.2.1 G Proteiny (Gg, Golf) cvveeerveeeesreeenireeesireeesieeesteeessseessseeesseeesseeessseesssees 15
2222 GG, proteiny (Gil, Gi2, Gi3, G, Gil, G2, Gaust, G2)evvevvvverveveenennennne 15
2223 Gy/Gi1 proteiny (Gg, Git, Gia, Gi5, G16)verververeneieiieicieieieereeene 16
2224 G12/G13 proteiny (G12, G13)ceeeeeeereerieeiieeie ettt 16

2.3 GPCR-GO fUZNT PrOLEINY ...oeeeiieiiieiieeiieeie ettt ettt sete e e et e eneeene 16

2.4  Konstitutivni aktivita a inverzni a@ONIste ...........cccveevieeiieerieeiiienie e eiee e 17

2.5 Opioidy a opioidni receptory (OR) .....ccoviiiiieiiiiiieieeie e 20
2.5.1  Opium, morfin, drogova ZAVISIOSt ..........cccveriierieeiieiecieeeeee e 20
2.5.2  Objev OR a jejich KIONOVANT .......ccovuiieiiiiiieiieiecieeee e 23
2.5.3  Struktura a funkce OR ......cociiiiiiiiiiieee e 24

2.53.1  p-opioidni receptory (L-OR) ....cccccviiiiiiiiieiieeiieieeeeeeee e 26
2.5.3.2  d-opioidni receptory (0-OR) .....cccoiiieiiiiiiiieecie e 27

2.5.3.3  «-opioidni receptory (K-OR)......cooviieeiiiieiiiecieeeee e 27



2.5.3.4  Receptor pro nociceptin/orfanin FQ (NOP) .......cccoviviiniiiiniiniininns 27

2.6  Interakce monovalentnich 10Nt8 S OR .....oeeeeeiiieeeeeeeee e eeeeeeeeee e e 27
3.  CILE DIZERTACNI PRACE ..uueeeecereeeeeneseasssesesessssssssssssssssssssssssssssssassssessssasses 31
4. VYSLEDKY A DISKUZE c.oeoeeeeueeeeeerereresssesesssssssssssssssssssassssssssssssssssssssnssssesssssnsns 32

4.1 Aktivita G proteini ve frontdlni mozkové kife potkandi vystavenych

dlouhodobému plisSObENT MOTTINU ......ecovviiiiiiiiieiie ettt e 32
4.1.1  Stanoveni agonistou stimulované vysokoafinni aktivity GTPazy ................. 33
4.12  Stanoveni agonistou stimulované vazby [*>SIGTPYS.....cccceeeeeeeeeerereeeenne. 33
4.1.3  Porovnani obsahu G proteintl v plazmatickych membrénach ....................... 34
4.1.4  Behaviordlni StUAIC .......ooviiiiiiiiiiieeee e 35
4.1.5  ZAVET PUDIIKACE I ...ttt ae e naaa e 35

4.2 Vliv sodnych iontl na vazebné parametry 6-OR v plazmatickych membranach
izolovanych z frontalni mozkové kiiry potkanii vystavenych dlouhodobému plisobeni

TNOTEINUL ¢ttt ettt ettt et e eanesaeeneeanens 36
4.2.1  Obsah adenylyl cyklazy I a II v plazmatickych membranéch ....................... 37

4.2.2  Stanoveni obsahu Na, K-ATPazy, o- a p-podjednotek G proteini

a kaveolinu-1 v plazmatickych membranach...........c.ccccoeeviiiiiiiiiiee 38
4.2.3  Stanoveni aktivity adenylyl CyKIAzZy ........ccccooeriiiiiiiniiniice 38
4.2.4  Stanoveni poctu 0-OR ....ccccoviiiiiiiiiiiiiiiee e 39
4.2.5  ZAVET PUBLIKACE I ...ttt 40

43 Inhibice signalizace 8-OR monovalentnimi ionty v 8-OR-Gjla (Cys®”'-Ile*")-

HEK203 ettt et b et ea e h et et b ettt ae et 41
43.1  Stanoveni agonistou stimulované vazby [>SIGTPYS.....ccocveeeeeeeeeererereenne. 42
432  Vazba agonisty [THIDADLE .......c.cooieiuiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 43
4.3.3  ZAVET PUDIIKACE 111 ...........ooeeeeeeeeeeee et 44

4.4  Vysokoafinni a nizkoafinni mista pro Na" v 3-OR-G;la (Cys™'-Ile*")-HEK293,

korelace s biofyzikalnim stavem plazmatické membrany ............cccccevieeviiiiinnieenienen. 45

4.4.1  Vazba agonisty TH]DADLE a antagonisty ["H]naltrindolu.......................... 46



4.42  Stanoveni agonistou stimulované vazby [*>SJGTPYS.......cccccovvvrververrerrnnns 48
4.4.3  Stanoveni excitacni generalizované polarizace Laurdanu...........c.ccceceeeeenee 48
4.4.4  Stanoveni rovnovazné anizotropie fluorescence DPH.............cccccociniinnnin. 50
445 Vliv monovalentnich anionti na vazbu [’HJDADLE a agonistou
SMuloOvanou vazbu [P>STGTPYS ... 50
4.4.6  ZAVEL PUDIIKACE IV ..ottt 50
5. ZAVER auocectectnsscssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssss 52
6. SHRNUTT coorurcrrrctinnscssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssmssssssssssssssssses 53
7. SUMMARY ..cuiiiiininnnnnsnnsncssnssessessessesssssassssssssssssessessessasssssassasssssssssessssssssssssssasssss 55
8. SEZNAM POUZITE LITERATURY ..uccnirmscsmsnssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssees 57

PRILOHY Publikace I-1V



SEZNAM PUBLIKACI

Publikacni podklad pro dizerta¢ni praci

Publikace 1
Boutova, L., Vosahlikova, M., Kagan, D., Dlouh4, K., Novotny, J., Svoboda, P. (2010).
Long-term adaptation to high doses of morphine causes desensitization of mu-OR- and
delta-OR-stimulated G-protein response in forebrain cortex but does not decrease the
amount of G-protein alpha subunits. Med Sci Monit, 16(8), BR260-BR270.

IF = 1.699 (rok 2010)

Publikace 11

Ujc¢ikova, H., Dlouha, K., Roubalova, L., VoSahlikovd, M., Kagan, D., Svoboda, P.
(2011). Up-regulation of adenylylcyclases I and II induced by long-term adaptation of rats
to morphine fades away 20 days after morphine withdrawal. Biochim Biophys Acta-Gen
Subj, 1810(12), 1220-1229.

IF = 5.000 (rok 2011)
Publikace I11
Vosahlikova, M., Svoboda, P. (2011). The influence of monovalent cations on trimeric
G protein Gjla activity in HEK293 cells stably expressing DOR-G;la (Cys™'-Ile*") fusion
protein. Physiol Res, 60(3), 541-547.

IF = 1.555 (rok 2011)
Publikace 1V
Vosahlikova, M., Jurkiewicz, P., Roubalova, L., Hof, M., Svoboda, P. (2014). High- and
low-affinity sites for sodium in 8-OR-G;jla (Cys™'-Ile*") fusion protein stably expressed
in HEK293 cells; functional significance and correlation with biophysical state of plasma
membrane. Naunyn-Schmiedebergs Arch Pharmacol, doi:10.1007/s00210-014-0962-8.

IF =2.147 (rok 2012)

Ostatni publikace

Brejchova, J., Sykora, J., Dlouha, K., Roubalova, L., Ostasov, P., Vosahlikova, M., Hof,
M., Svoboda, P. (2011). Fluorescence spectroscopy studies of HEK293 cells expressing

DOR-G;jla fusion protein; the effect of cholesterol depletion. Biochim Biophys
Acta-Biomembr, 1802(18), 2819-2829.

IF = 3.990 (rok 2011)

Drahota, Z., Palenickova, E., Endlicher, R., Milerova, M., Brejchova, J., Vosahlikova, M.,
Svoboda, P., Kazdova, L., Kalous, M, Cervinkova, Z., Cahova, M. (2014). Biguanides
inhibit complex I, II and IV of rat liver mitochondria and modify their functional
properties. Physiol Res, 63(1), 1-11.

IF = 1.531 (rok 2012)

Ujc¢ikova, H., Brejchova, J., Vosahlikova, M., Kagan, D., Dlouha, K., Sykora, J., Merta,
L., Drastichov4, Z., Novotny, J., Ostasov, P., Roubalova, L., Parenti, M., Hof, M.,
Svoboda, P. (2014). Opioid-receptor (OR) signaling cascades in rat cerebral cortex and
model cell lines: the role of plasma membrane structure. Physiol Res, 63(Suppl.1), S165-
S176.

IF = 1.531 (rok 2012)



Abstrakta z konferenci

Vosahlikova, M., Surd, K., Boufova, L., Svoboda, P. (2010). VIliv monovalentnich
kationtl na aktivitu trimernich G-proteinii. 86. Fyziologické dny (Organizator:
Fyziologicky ustav 1. 1ékatské fakulty UK), Praha, 9. - 11. tnora, 2010

Vosahlikova, M., Sura, K., Boutfova, L., Svoboda, P. (2010). The influence of monovalent
cations on 0-OR-stimulated trimeric G protein activity. Key-Stone Meeting:
Transmembrane Signaling by GPCRs and Channels (Organizers: Brian K. Kobilka,
Martin J. Lohse and Thue W. Schwartz), Breckenridge, Colorado, USA, April 7-12, 2010

Boufova, L., VeSahlikevd, M., Kagan, D., Novotny, J., Svoboda, P. (2010).
Desensitisation of p- and §-opioid receptor-stimulated G-protein response in plasma
membranes isolated from the rat brain cortex of morphine-treated rats; mechanism of the
long-term adaptation to high doses of morphine. Key-Stone Meeting: Transmembrane
Signaling by GPCRs and Channels (Organizers: Brian K. Kobilka, Martin J. Lohse and
Thue W. Schwartz), Breckenridge, Colorado, USA, April 7-12, 2010

Svoboda, P., Rudajev, V., Boufova, L., Vosahlikova, M., Stohr, J. (2010). High-efficacy
of d-opioid (DOR) receptors in Brij-58-resistant membrane domains. Key-Stone Meeting:
Transmembrane Signaling by GPCRs and Channels (Organizers: Brian K. Kobilka,
Martin J. Lohse and Thue W. Schwartz), Breckenridge, Colorado, USA, April 7-12, 2010

Vosahlikova, M., Svoboda, P. (2011) High potency but low efficacy of d-opioid receptors
(DOR) when activating trimeric G protein Gila in the presence of lithium cations. Key-
Stone Meeting: G Protein Coupled Receptors (Organizers: Oliver P. Ernst, U. Benjamin
Kaupp), Taos, New Mexico, USA, January 23-28, 2011

Brejchova, J., Sykora, J., Ostasov, P., Roubalova, L., Vosahlikova, M., Hof, M., Svoboda,
P. (2011). FLIM, TCSPC and Laurdan generalized polarization studies of the effect of
cholesterol depletion on hydrophobic interior and polar head group region of the cell
membrane. Key-Stone Meeting: G Protein Coupled Receptors (Organizers: Oliver P.
Ernst, U. Benjamin Kaupp), Taos, New Mexico, USA, January 23-28, 2011




SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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1. UVOD

Receptory spfazené s G proteiny (GPCRs) reprezentuji nejveétsi  skupinu
membranovych proteini v lidském genomu. Pisobi pfedev§im prostiednictvim aktivace
regulacnich proteinii vazajicich guaninové nukleotidy - tzv. G proteind, kterym také vdéci
za svlj ndzev. Vazba hormonu nebo neurotransmiteru na receptor zptsobi zmény v jeho
struktute, které potom aktivuji G proteiny zprostiedkovavajici spojeni s bunécnymi
efektory. Stanoveni struktury GPCRs a pochopeni molekularniho mechanizmu jejich
aktivace je nejen jednim ze zékladnich biologickych zajmu, ale ma také velky potencial
pro zlepSeni lidského zdravi. Opioidni receptory jsou zvlasté zajimavymi cleny rodiny
GPCRs. Jsou aktivovany jak endogenné produkovanymi opioidnimi peptidy, tak i
exogenn¢ podadvanymi opioidnimi latkami, z nichz nékteré jsou nejen jedny
z nejucinnéjsich znamych analgetik, ale také vysoce navykovych drog. Drogova zéavislost
postihuje lidstvo po staleti. Presné mechanizmy, kterymi konkrétni latky vedou
k zavislosti, a genetické faktory, které ¢ini nékteré jedince zvlast¢ nachylnymi k zéavislosti,
zUstavaji stale neobjasnéné.

GPCRs mohou aktivovat G proteiny 1 v nepfitomnosti agonistd. Tato
tzv. konstitutivni aktivita je bé&znou vlastnosti nékterych ptirozenych receptorii z této
rodiny, ale je zaroven i ptic¢inou nékterych onemocnéni. Opioidni receptory byly prvnimi
GPCRs, pro které byly predlozeny dikazy o konstitutivni aktivité. V sou€asné dob¢ se o ni
diskutuje 1 v souvislosti se zvladanim drogové zavislosti na opioidech a chronické bolesti.
Inverzni agonisté jsou ligandy, které mohou tuto aktivitu tlumit. Jako allostericky inverzni
agonista (allostericky stabilizator neaktivniho stavu receptoru) plisobi i monovalentni
kationt Na'. Monovalentni ionty obecné moduluji signalizaci GPCRs dosud ne zcela
definovanym mechanizmem. Jejich interakce se signalni kaskaddou iniciovanou opioidnimi

receptory byly studovany jiz od pocatku vyzkumu zaméteného na GPCRs.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Receptory sprazené s G proteiny (GPCRSs)

Receptory sptazené s G proteiny ("G protein coupled receptors", GPCRs) tvofi
velmi pocetnou, neustdle se rozrlstajici rodinu integralnich membranovych proteini
s mnoha dilezitymi fyziologickymi funkcemi. Neddvna detailni analyza lidského genomu
odhalila pfes 800 unikatnich GPCRs (Fredriksson R. et al., 2003). Plsobi piedevsim
prostfednictvim aktivace regulacnich proteinii vazajicich guaninové nukleotidy - tzv.
G proteind.

GPCRs jsou velmi riznorodé co do struktury i funkce. Jsou odpovédné za prevod
pozoruhodného mnozstvi endogennich signalti do bunécné odpovédi. Zprosttedkovavaji
vétSinu naSich fyziologickych reakeci na hormony, neurotransmitery, jsou zodpovédné
za zrak, Cich i chut’ (Deupi X. a Kobilka B., 2007; Rosenbaum D. M. et al., 2009). Mezi
ligandy pro GPCRs jsou obrovské rozdily — jsou to ionty, organické odoranty, aminy,
peptidy, bilkoviny, lipidy, nukleotidy a dokonce i fotony (Fredriksson R. et al., 2003).

Jsou zéaroven velmi dilezitym predmétem zajmu farmaceutick¢ho vyzkumu. Maji
velky potencial jako terapeutické cile pro Siroké spektrum nemoci. Odhaduje se, Ze
40-50 % (Marinissen M. J. a Gutkind J. S., 2001; Fredriksson R. et al., 2003; Fredholm B.
B. et al., 2007; Lin H. H., 2013) vSech modernich 1€kl je zaméfeno na tyto receptory.
Zmeéna aktivity GPCRs pomoci 1€kl se jiz pouziva v 1é¢bé mnoha onemocnéni, vcetné
srdeCnich poruch, astmatu a migrény (Venkatakrishnan A. J. et al., 2013). Vzhledem
k obrovské rozmanitosti GPCRs zde stile zlstdva obrovsky pocet moznosti pro rozvoj
dalSich 1ékti na zmirnéni neurologickych poruch, zanétlivych onemocnéni, rakoviny
a metabolickych nerovnovah (Venkatakrishnan A. J. et al., 2013).

Nobelovu cenu za chemii ziskali v roce 2012 dva americti védci: Robert J.
Lefkowitz z Dukeovy univerzity v Severni Karolin¢ a Brian K. Kobilka ze Stanfordské
univerzity v Kalifornii a to "za studium receptort spfazenych s G proteiny" (Latek D. et
al., 2012; Kenakin T., 2013; Lin H. H., 2013). Jejich prace poskytuje chemicky pohled
na zpisob, jakym GPCRs pfijimaji a prenaseji bunécné signaly pies plazmatickou
membranu. Uspéchy nejen Lefkowitze a Kobilky, ale i dal$ich védct zabyvajicich se
GPCRs, umoznily farmaceutickému pramyslu vyvoj selektivnéjSich 1ékti diky lepSimu
pochopeni mechanizmu signalizace. Zakladni molekuldrni mechanizmy a strukturni rysy

zodpovédné za mnoho procesti, véetn¢ pienosu signalu, allosterické modulace, funkéni



selektivity a konstitutivni aktivity, zistavaji ovSem 1 nadale, navzdory pokroku

v porozuméni aktivaci GPCR, ne zcela vysvétleny (Fenalti G. et al., 2014).

2.1.1 Struktura GPCRs

I ptes jejich hluboky vyznam v oblasti lidského zdravi byly strukturni informace
0 GPCRs az do neddvné doby velmi omezené. S piichodem riznych novych
biochemickych a krystalografickych metod postupovala strukturni biologie GPCRs rychle
a nyni nabizi zdkladni molekuldrni pohled na jejich aktivaci a signalizaci.

Pochopeni struktury GPCR je z velké €asti zalozeno na strukturach rhodopsinu
(. receptoru pro vnimani svétla) uréenych metodami s vysokym rozlisenim. Rhodopsin je
vhodnéjsi pro strukturni studie v porovnani s jinymi GPCRs, protoze je mozné ziskat velké
mnozstvi €istého proteinu z hovézi sitnice. Je také pozoruhodné stabilni. Zachovava si své
funkce i1 za podminek, pfi kterych mnoho jinych GPCRs denaturuje. Struktura rhodopsinu
obratlovct stanovena v roce 2000 urcila prvni trojrozmérnou strukturu nativniho GPCR
(Palczewski K. et al., 2000). Poskytla dal$i informace o mechanizmu aktivace receptoru
a ptivodu interakei mezi specifickym ligandem a G proteinem.

K dne$nimu dni byly témét vSechny struktury GPCRs objasnény pomoci techniky
molekulového nahrazeni ("molecular-replacement”, MR) - metody, ktera tesi tzv. fazovy
problém ("phase problem") v rentgenové krystalografii (Kruse A. C. et al., 2013). Tato
metoda se opira o existenci jiz diive urené struktury proteinu, kterd je podobna nezndmé
struktuie, ze které jsou difrakéni data odvozena. Upfesnéni krystalizacnich podminek
piineslo vys$§i rozliseni dat az na 2.2 A, coz je metoda se zatim nejvys$sim rozlisenim
struktury rhodopsinu (Okada T. et al., 2004). Vrcholem je pak urceni struktury
pripraveného lidského adenosinového receptoru A,x (A2aAR) s jeho tieti intracelularni
smyckou nahrazenou apocytochromem bsgRIL (termostabilni apocytochrom obsahujici
hemovou skupinu b) (Liu W. et al., 2012) a -opioidniho receptoru (6-OR) (Fenalti G. et
al., 2014) s rozlisenim 1.8 A.

GPCRs sdileji spole¢ny charakteristicky strukturni rys — centrdlni doménu
receptoru tvofenou sedmi hydroféobnimi transmembranovymi o-helixy (TM1-TM7)
s extracelularnim aminokoncem (N-konec) a intracelularnim karboxylovym koncem
(C-konec) (Obrazek 1A,B). Jednotlivé a-helixy jsou navzajem spojeny tfemi
extracelularnimi a tfemi intracelularnimi smyckami (ECL1-ECL3, ICL1-ICL3, Obrazek

1A). Ackoli GPCRs sdileji podobnou architekturu sedmi transmembranovych Sroubovic,



jejich sekvence jsou raznorodé. Kromé sekvencnich rozdila se GPCRs 1isi v délce a funkei
jednotlivych oblasti. Kazdy ze sedmi a-helixt se obecné skladd z 20 az 27 aminokyselin,
naproti tomu N-koncové segmenty (7-595 aminokyselin), smycky (5-230 aminokyselin)
a C-koncové segmenty (12-359 aminokyselin) se 1i$i ve velikosti, coz naznacuje jejich

ruzné struktury a funkce (Ji T. H. et al., 1998).

A B Intracelularni prostor

ICL3

1 ICL2

bbb bbb

111

Intracelularni prostor

COOH

Obrazek 1: Struktura GPCRs. (A) Vsechny GPCRs sdileji podobnou strukturu skladajici se ze sedmi
hydrofébnich transmembranovych o-helixi (TM1-TM7) spojenych tfemi intracelularnimi (ICL1-ICL3)
a ttemi extracelularnimi (ECL1-ECL3) smyckami a z N-koncové a C-koncové domény. Neékteré receptory
maji amfipaticky helix H8. Pfevzato z prace (Deupi X. a Kobilka B., 2007) a upraveno. (B) TM1-TM7 jsou
uspofadany ve sméru chodu hodinovych rucicek pii pohledu z intracelularniho prostoru. Pfevzato z prace

(Moreira 1. S., 2014) a upraveno.

Extracelularni oblast, ktera se skldda z N-konce a smycek ECLI1-ECL3, je
zodpovédnd za vazbu ligandu - moduluje jeho pfistup. N-konec se miize pohybovat
od relativné kratkych sekvenci u rhodopsinové rodiny az po velké extracelularni domény
v jinych tfidach GPCRs. Aminokoncova oblast tvofi orthosterickou (ligand vazajici)
doménu nékterych receptori. Extracelularni region se vyznacuje vysokou strukturni
rozmanitosti, ale malym pohybem pfi aktivaci. Oblast sedmi a-helixi (TM1-TM7) miize
vazat ligandy a pievadi informace do intracelularni oblasti prostfednictvim konformacnich
zmén. Orientace TM1-TM7 zptisobuje stereo- a geometrickou specifitu pro vstup ligandu

a jeho navazani (Ji T. H. et al., 1998). Intracelularni oblast, kterd se sklad4d z ICL1-ICL3,



C-konce a u nékterych receptort také z intracelularniho amfipatického helixu (HS), je
propojena s cytosolickymi signalnimi proteiny. Interaguje s G proteiny (podili se na jejich
rozpoznani a aktivaci), arrestiny a dalSimi efektory. Intraceluldrni region je vice
konzervovany a je vystaven mnohem vétsi konformaéni zméné po aktivaci receptoru nez
extracelularni region.

Existuje stale vice dikazli, ze GPCRs existuji jako dimery (nebo oligomery), a Ze
tyto dimery mohou byt diileZité pro aktivaci G proteinu alesponi u nékterych GPCR rodin
(Deupi X. a Kobilka B., 2007; Fredholm B. B. et al., 2007; Kobilka B. K., 2007; Park P. S.
et al, 2008; Moreira I. S., 2014). Prvni skutecné¢ ptesvédCivy dikaz byl zjiStén
pro GABAg receptor (White J. H. et al., 1998). Fyziologicky vyznam dimerizace je stale
tématem diskuzi. Jednim z diivodii pro oligomerni strukturu se zda byt to, ze GPCRs casto
nemohou uspésné dosdhnout bunééné membrany jako monomery (Fredholm B. B. et al.,

2007).

2.1.2 Klasifikace GPCRs

Pro klasifikaci GPCRs se pouziva n¢kolik systémi — nékteré rozdéluji receptory
podle ligandd, které vazou, nékteré pouzivaji fyziologické a strukturni znaky. Jednim
z nejcastéji pouzivanych systémill je Kolakowského rozdéleni do 5 tfid A-F na zaklade
sekvencni podobnosti (Kolakowski L. F., Jr., 1994). Tento systém je navrzen tak, aby
pokryl vS§echny GPCRs, jak u obratlovct, tak 1 bezobratlych. Celkovou klasifikaci GPCRs
totiz ztézuje fakt, Ze mezi GPCRs savci a bezobratlych existuji velké sekvencni rozdily.
Nékteré rodiny v A-F systému ovSem neexistuji u lidi (napt. D — feromonové receptory
hub a F — cAMP receptory).

Prvni fylogenetickou studii celé superrodiny GPCRs sav¢iho genomu provedl
Fredriksson a jeho tym v roce 2003 (Fredriksson R. et al., 2003). Na zaklad¢ fylogenetické
analyzy vSech dosud zndmych receptorii kédovanych lidskym genomem byly GPCRs
rozdéleny podle sekvencni podobnosti uvnitf sedmi transmembranovych a-helix
do 5 nasledujicich tfid (tzv. GRAFS klasifika¢ni systém): glutamatova (G), rhodopsinova
(R), adhezni (A), "frizzled/taste" (F), a sekretinova (S).

Rhodopsinova trida je nejvetsi a patii do ni 1 opioidni receptory, kterym je tato
prace vénovana. Ma né€kolik charakteristik jako je NSxxNPxxY motiv v TM7 a DRY
motiv nebo D(E)-R-Y(F) na hranici mezi TM3 a ICL2 (Fredriksson R. et al., 2003).

Ligandy pro vétSinu receptort z rhodopsinové tiidy se vazi uvnitt dutiny mezi TM1-TM7.
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Kromé¢ opioidnich receptori sem fadime napiiklad adrenergni, muskarinové nebo
prostaglandinové receptory. Do glutamatové tfidy fadime napiiklad GABA receptory
(GABA - kyselina y-aminomadselnd), metabotropni receptory a nékteré chutové receptory
(TAS1). Adhezni tfida je pojmenovéana podle dlouhého N-konce, ktery obsahuje motivy
pravdépodobné se ucastnici bunécné adheze. Tzv. "frizzled/taste" tfida obsahuje chutové
receptory (TAS2) a tzv. "frizzled" receptory, které jsou aktivovany signalnimi
Wnt glykoproteiny hrajicimi Glohu ve vyvoji tkani. Do sekretinové tfidy fadime kromé
sekretinového receptoru také receptory pro kalcitonin, glukagon nebo hormon uvoliujici

kortikotropin.

2.2 Prenos signalu pomoci GPCRs

Ptenos signalu je zdkladnim biologickym procesem, ktery je potifebny k udrzeni
bunééné homeostazy a zajiSténi koordinované bunécné aktivity ve vSech organizmech.
Vsechny buiiky maji transmembranovy signalizacni systém, ktery jim umoziuje pfijimat
informace z extracelularniho prostoru a komunikovat mezi sebou. Povrch bunék je stéale
pod palbou stovek chemickych a fyzikalnich signald, které aktivuji receptory vazané
na membranu (Neer E. J., 1994). Tyto membranové proteiny na povrchu bunék slouzi jako
komunika¢ni rozhrani mezi vnéjS§im a vnitinim prostiedim bunky. Jednou z nejvétSich
a nejriznorodgjSich  rodin  membranovych  proteint  jsou  GPCRs.  VétSina
transmembranovych ptenosti signdlu v odpovédi na hormony nebo neurotransmitery je
zprostiedkovana prave t€mito receptory.

Aktivované GPCRs zprostiedkovavaji tok informaci pies relativné malou rodinu
vysoce homolognich heterotrimernich G proteini k efektorovym enzymiim nebo iontovym
kanaliim, které nakonec vedou k pozadované biologické odpovédi. Vazba hormonu nebo
neurotransmiteru na receptor zpusobi zmény v jeho struktufe, které potom aktivuji
G protein. Aktivovany receptor po interakci s G proteinem slouzi jako tzv. faktor
pro vyménu guaninovych nukleotidi ("guanine nukleotide exchange factor", GEF) -
zvySuje rychlost uvoliovani GDP z vazebného mista na a-podjednotce G proteinu
a umoziuje tak jeho okamzité nahrazeni molekulou GTP a tedy aktivaci G proteinu (Pierce
K. L. et al, 2002). Gproteiny hraji kli¢ovou roli pii definovani specifi¢nosti
a charakteristiky bunééné odpovédi. Kazda buiika obsahuje receptory pro mnoho druhil

chemickych signali, stejné jako vice riznych typt G proteind.
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2.2.1 Aktivace receptoru

To, ze aktivace receptoru agonistou zahrnuje konformacni zménu receptoru, poprvé
uvedli ve své praci del Castillo a Katz (Del Castillo J. a Katz B., 1957). Zjistili, Ze
navazani ligandu na acetylcholinovy receptor vede k otevieni tohoto kanalu. Takovy model
aktivace receptoru uplatiloval existenci dvou stavl receptoru. Tzv. dvoustavovy ("two-
state") model aktivace receptoru piedpoklada, ze GPCRs existuji v rovnovaze mezi
neaktivnim (R) a aktivnim (R*) stavem (Leff P., 1995; Seifert R. a Wenzel-Seifert K.,
2002; Deupi X. a Kobilka B., 2007; Kobilka B. K., 2007; Park P. S. et al., 2008).
Intracelularni signalizace je dosazeno aktivni konformaci, kterd umoziuje efektivni
aktivaci G proteint a naslednych signaliza¢nich molekul.

V nepfitomnosti ligandll je urovenl bazéalni aktivity receptoru urcena rovnovahou
mezi R a R*. U¢innost ("efficacy") ligandii odraZi jejich schopnost ménit rovnovahu mezi
témito dvéma stavy a pouziva se k popisu u¢inku ligandu na funkéni vlastnosti receptoru
(Deupi X. a Kobilka B., 2007). Aktivita receptorti mize byt bud’ zvySena, nebo snizena
v zévislosti na typu ligandu.

Dvoustavovy model mize popsat vétSinu funkéniho chovani GPCRs a vysvétlit
spektrum odpovédi na ligandy riznych ucinnosti v jednoduchych experimentalnich
systémech sestavajicich z jednoho receptoru a jednoho G proteinu. Nedavné studie ale
jednoduchy systém. Stale pfibyva dikazii pro existenci vicendsobnych konformacnich
stavl. V reakci na typ ligandu a zptsob jeho vazby dosahuji GPCRs rtiznych konformaci,
které tvoti zaklad pro funkéni selektivitu (Moreira I. S., 2014).

Nejvyraznéjsi zmény konformace pii aktivaci rhodopsinu pravdépodobné zahrnuji
zménu orientace cytoplazmatickych koncti TM3, TM6 a TM7, a ptipadné otaceni TM6
kolem své osy (Park P. S. et al., 2008). Proto 1ze pfedpokladat, Ze tyto klicové pozice tvori
skelet vazebné kapsy pro ligand a ze zmény v aminokyselinach, které zaujimaji
topologicky ekvivalentni pozice, pfispivaji ke specificnosti ligandu u riznych receptort

(Venkatakrishnan A. J. et al., 2013).

2.2.2 Heterotrimerni G proteiny, efektorovy systém

G proteiny jsou heterotrimery skladajici se z a-, B- a y-podjednotky, z nichz kazda
ma nékolik izoforem (Neer E. J., 1994, 1995; Hamm H. E., 1998; Cabrera-Vera T. M. et
al., 2003; Wettschureck N. a Offermanns S., 2005). a-podjednotka (Ga) vaze
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a hydrolyzuje GTP (vSechny izoformy a-podjednotky jsou GTPazy), zatimco B- (Gp)
a y-podjednotka (Gy) tvoti pevny Py komplex (GPy), ktery neni disociovatelny s vyjimkou
denaturace. (Neer E. J., 1995; Pierce K. L. et al., 2002; Cabrera-Vera T. M. et al., 2003).
Pokud je navdzano GDP na a-podjednotce, a-podjednotka je spojend s Py komplexem
a tvoii neaktivni heterotrimer. G proteiny prochazeji signaliza¢nim cyklem mezi neaktivni
formou s navazanym GDP a aktivni formou s navazanym GTP na a-podjednotce (Milligan

G. a Kostenis E., 2006; Oldham W. M. a Hamm H. E., 2008) (Obrazek 2).

Obrazek 2: Pohled na signaliza¢ni cyklus G proteinu. V klidovém (neaktivnim) stavu jsou G proteiny
heterotrimery skladajici se z Ga (modra barva) s navazanym GDP (mala koleCka reprezentuji 2 fosfaty), Gf§
(zelena barva) a Gy (zZlutd barva). Po navazani extracelularniho ligandu receptor podléha konformacénim
zménam, které aktivuji G protein a katalyzuji uvolnéni GDP z Ga. Je vytvofen stabilni, vysokoafinni
komplex mezi aktivovanym receptorem a G proteinem. Navazani GTP (malé kolecka reprezentuji 3 fosfaty)
ke Ga tento komplex destabilizuje, Ga a GPy se tak stavaji volnymi a mohou interagovat s dal§imi
efektorovymi proteiny (fialova barva). Pienos signalu je ukoncen hydrolyzou GTP, ktera mize byt
katalyzovana proteiny regulujicimi G proteinovou signalizaci (RGS, cervena barva). Prevzato z prace

(Oldham W. M. a Hamm H. E., 2008) a upraveno.
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Po navazani agonisty podléha GPCR konformacnim zménam, které vedou
k aktivaci heterotrimerniho G proteinu; dojde k nahrazeni GDP na a-podjednotce
G proteinu (Ga-GDP) za GTP (Go-GTP) a naslednému odpojeni Go-GTP od pevné
vazaného Py komplexu. Tato aktivace G proteinu je nutnd pro spusténi kaskady reaket,
které jsou vyzadovany pro nasledny pienos signalu. Ga-GTP a Gy individudlné zahd;ji
ruzné signaliza¢ni drahy. Aktivovany stav trva tak dlouho, dokud neni GTP hydrolyzovano
na GDP vnitini aktivitou GTPazy Ga. Jakmile se tak stane, Ga a GBy se znovu spoji,
a stanou se neaktivnimi. Rychlost hydrolyzy GTP ftidi dobu trvani aktivace jak Ga, tak
1 GPy a je tedy krokem urcujicim rychlost ukonceni bunécné odpovédi (Neer E. J., 1995;
Hamm H. E., 1998). Ta se li§i v zavislosti na a-podjednotce. Krokem urcujicich rychlost
aktivace G proteinu je uvolnéni GDP z heterotrimerniho G proteinu (Preininger A. M. a
Hamm H. E., 2004).

Béhem poslednich néckolika let se pozornost v oblasti studia regulacnich
signaliza¢nich drah aktivovanych prostfednictvim GPCRs obraci k novému mechanizmu
regulace, kterého se ucastni tzv. RGS bilkoviny neboli regulatory G proteinové signalizace
("regulators of G protein signaling”, Obrazek 2). Tyto proteiny jsou negativnimi
regulatory signalizace pomoci G proteinii - jsou schopné zvysit aktivitu GTPazy Gao.
Zabranuji vazbé GTP na Go nebo v piipadé navazaného GTP na Go omezuji jeho
zivotnost (Hollinger S. a Hepler J. R., 2002). Také ovliviuji specifitu signaliza¢niho
procesu a v n¢kterych pifipadech mohou plnit funkci efektor (Wettschureck N. a
Offermanns S., 2005).

Ga a GBy stimuluji razné efektorové molekuly, které zahrnuji adenylyl a guanylyl
cyklazy, fosfodiesterazy, fosfolipazu A, (PLA,), fosfolipazu C (PLC) a fosfatidylinositol-
3-kindzu (PI3K), které aktivuji nebo inhibuji produkci tzv. druhych posli ("second
messengers") jako je cAMP, cGMP, 1,2-diacylglycerol (DAG), inositol-1,4,5-trisfosfat
(IP3), fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3), kyselina arachidonova, kyselina fosfatidova
a Rho GTPazy (Marinissen M. J. a Gutkind J. S., 2001; Moreira 1. S., 2014). Dale
podporuji zvyseni intraceluldrni koncentrace Ca>" a otevieni nebo zavieni rtiznych
iontovych kanalti (Marinissen M. J. a Gutkind J. S., 2001; Moreira 1. S., 2014). Konkrétni
efektorové proteiny aktivované Ga jsou zavislé na typu Ga. Po dlouhou dobu pievladala
hypotéza, ze Ga-GTP aktivuje efektory, zatimco GPy byl povazovan jen za negativni
regulator Ga signalizace (Neer E. J., 1995). Dnes je jiz zndmo, Ze Gy aktivuje Sirokou
Skalu efektorti, véetné fosfolipazy Cp a adenylyl cykldz, a jejich seznam se stale rozsifuje

(Cabrera-Vera T. M. et al., 2003).
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V soucasné dob¢ se také ukazuje, ze GPCRs jsou zapojeny i do signalnich drah,
které heterotrimerni G proteiny nezahrnuji (Marinissen M. J. a Gutkind J. S., 2001; Deupi
X. a Kobilka B., 2007; Fredholm B. B. et al., 2007).

U lidi je znamo 21 Ga (39-52 kDa) kodovanych 16 geny, 6 GB (35 kDa)
koédovanych 5 geny a 12 Gy (8-10 kDa) (Neer E. J., 1994; Sandhya K. a Vemuri M. C.,
1997; Wettschureck N. a Offermanns S., 2005; Milligan G. a Kostenis E., 2006; Oldham
W. M. a Hamm H. E., 2008; Moreira I. S., 2014). V ptirod¢ se nachdzeji v mnoha, ale
zdaleka ne vSech, moznych kombinacich. Na zékladé podobnosti aminokyselinové
sekvence Ga lze rozdélit G proteiny do 4 tfid: Gs, Gi/Go, G¢/G11 a G12/G13 (Neer E. J.,
1995; Pierce K. L. et al., 2002; Latek D. et al., 2012). Clenové jedné tiidy jsou si

strukturné podobni a ¢asto sdileji nékteré ze svych funkénich vlastnosti.

2.2.2.1 G, proteiny (Gs, Goi)

G; proteiny stimuluji adenylyl cykldzu, ktera katalyzuje produkci cAMP z ATP
(Pierce K. L. et al., 2002; Wettschureck N. a Offermanns S., 2005; Latek D. et al., 2012;
Lin H. H., 2013). ZvySeni intracelularni koncentrace cAMP vede k aktivaci
proteinkindzy A (PKA), ktera je schopné fosforylovat cilové proteiny (Lin H. H., 2013).
Jsou citlivé viici cholera toxinu (toxin bakterie Vibrio cholerae). Jeho piisobenim dochazi
k ADP-ribozylaci specifického argininu, coz vede k inhibici vnitini aktivity GTPazy Ga a
jeji nésledné stalé aktivaci (Obara S. et al., 1991).

2.2.2.2 Gi/G, proteiny (Gil, Gi2, Gi3, G, G:1, G:2, Ggust, G,)

G proteiny tfidy Gi/G, zprostfedkovavaji na receptoru zavislou inhibici riznych
typl adenylyl cyklaz a inhibuji tedy produkci cAMP (Wettschureck N. a Offermanns S.,
2005). Toxin z Clostridium botulinum (pertussis toxin, PTX) je schopen ADP-ribozylovat
vétsSinu Clentt Gi/G, rodiny v blizkosti jejich C-konci. Konkrétné se jedna o cysteinovy
zbytek umisténény ¢tyfi aminokyseliny od C-konce (pozice 351) (Avigan J. et al., 1992;
Mullaney I. et al.,, 1996; Bahia D. S. et al., 1998; Carr 1. C. et al., 1998). Takto
ADP-ribozylované Gi/G, pak nejsou schopny interakce s receptorem - dojde k jejich
odptaZzeni od receptoru (Wettschureck N. a Offermanns S., 2005). Protoze PTX modifikuje
konzervovany cysteinovy zbytek nachazejici se v kliCovém rozhrani receptor a G protein,
vymeéna za jinou aminokyselinu rusi citlivost k PTX (Milligan G. a Kostenis E., 2006).
Fyzikalné-chemickd povaha aminokyseliny pouzivané k nahrad€ tohoto cysteinu muze

urc¢ovat ucinnost interakce s receptorem (Bahia D. S. et al., 1998).
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2.2.2.3 G4/Gqi proteiny (Gg, Gi1, G4, Gis, Gie)

Ttida G¢/Gi; proteint aktivuje B izoformu fosfolipdzy C (PLCP) (Pierce K. L. et
al., 2002; Wettschureck N. a Offermanns S., 2005; Latek D. et al., 2012; Lin H. H., 2013).
PLCP stépi PIP2 (fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat) na IP3 a DAG. IP3 a DAG aktivuji

uvoliiovani Ca’" a proteinkinazu C (PKC).

2.2.2.4 G12/Gy; proteiny (Giz, Gi3)

G proteiny Gi» a Gz jsou Casto aktivovany receptory sprazenymi s Gy/Gii
(Wettschureck N. a Offermanns S., 2005). Pisobi ptes RhoGEFs (Rho guanin-nukleotid
vyménné faktory) a aktivuji tak ¢leny rodiny Rho GTPaz, dale aktivuji transportni systém
pro sodné a draselné ionty (Na'/H" antiport) (Wettschureck N. a Offermanns S., 2005; Lin
H. H,, 2013).

2.3 GPCR-Go fuzni proteiny

VétSina studii vzajemného piisobeni mezi GPCRs a a-podjednotkou riznych

heterotrimernich G proteinli vyuZivala jejich koexprese do vhodnych bunéénych systému.
To vSak predstavuje problém pro detailni kvantitativni analyzu ucinnosti a specifi¢nosti
téchto interakci, protoze je jen ziidka mozné dosdhnout stejné urovné exprese jednotlivych
G proteind nebo identické bunééné distribuce GPCR a G proteinu (Milligan G., 2002a).
Utinnost vzajemného ptisobeni mezi GPCRs a heterotrimernimi G proteiny je totiZ
do zna¢né miry ovlivnéna jejich absolutnimi a relativnimi obsahy v plazmatické membrané
(Seifert R. et al., 1999). Vyzkum téchto interakci byl usnadnén pouzitim nové rodiny
rekombinantnich proteinlt - GPCR-Ga fuznich proteinti, které byly predstaveny jako
originalni strategie pro zkoumani receptoru za definovanych experimentalnich podminek.
Na rozdil od koexprese poskytuji fuzni proteiny moznost napodobit fyziologicky se
vyskytujici interakce a ackoli se jedna o nepfirozené subjekty, maji spoustu vyhod
a unikatnich vlastnosti (Milligan G., 2002a; Schneider E. H. a Seifert R., 2010).

Fuzni proteiny mezi GPCR a a-podjednotkou G proteinu se staly Siroce
pouzivanymi nastroji ke zkoumani mnoha bilkovin. Mohou ve své podstaté zvysit G¢innost
aktivace G proteinu pomoci GPCRs, protoze zajistuji fyzickou blizkost obou polypeptidi
(Seifert R. et al., 1999; Wurch T. a Pauwels P. J., 2001; Milligan G., 2002a; Schneider E.
H. a Seifert R., 2010). Dalsi vyhodou GPCR-Ga fiznich proteinti je pfesné¢ definovana
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stechiometrie signalizaCnich partnerd 1:1 (GPCR : G protein) (Seifert R. et al., 1999;
Wurch T. a Pauwels P. J., 2001; Milligan G., 2002a; Schneider E. H. a Seifert R., 2010).

GPCR-Ga fazni proteiny jsou vytvoreny spojenim C-konce GPCR, ktery se nachazi
na intraceluldrni strané membrany, a N-konce Ga (Seifert R. et al., 1999; Milligan G.,
2002b). Jedna se o proteiny vzniklé prostfednictvim spojeni dvou a vice gend, které koduji
rizné bilkoviny. Toho je dosazeno fuzi otevien¢ho cteciho ramce ("open reading frame",
ORF) téchto dvou proteini s pouzitim restrikéniho enzymu nebo techniky na bazi
polymerazové fetézové reakce ("polymerase chain reaction", PCR), nebo kombinaci obou
(Seifert R. et al., 1999). Mutantni Ga, kterd je rezistentni vii¢i PTX, se Casto pouziva
v GPCR-Ga faznich proteinech, protoze u¢inek endogenniho G;j je selektivné odstranén
pusobenim PTX (Suga H. a Haga T., 2007).

Technika GPCR-Go flznich proteini umoznuje vysoce citlivé srovnani blizce
pribuznych podtyptt GPCR podle piesn¢ definovanych experimentalnich podminek (Ellis
C., 2004). Receptory mohou byt zkoumany piimo na urovni G proteinu, ktery je
na proximalni Grovni pfenosu signalu, bez spoléhdni se na aktivitu efektorového systému

(Ellis C., 2004).

2.4 Konstitutivni aktivita a inverzni agonisté

Jak jiz bylo uvedeno vyse, GPCRs existuji v rovnovaze mezi neaktivni (R) a aktivni
konformaci (R*) (Obrazek 3). Plni agonisté (agonisté) se podileji na posunu rovnovahy
tim, Ze maji zvySenou afinitu k R* a maximaln¢ tento stav stabilizuji (Bond R. A. et al.,
1995; Milligan G. et al., 1995; Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002) (Obrazek 3). To ma
za nasledek zvysSeni podilu aktivnich receptora a tedy zvyseni jejich aktivity (Bond R. A. et
al., 1995; Prather P. L., 2004). Agonisté u¢inné zvysuji rychlost vymény bazalni GDP
za GTP u G proteintl a zvysuji (mén¢ Casto snizuji) aktivitu efektorového systému (Seifert
R. a Wenzel-Seifert K., 2002). Caste¢ni (parcialni) agonisté jsou méné Gi¢inni neZ agonisté.
Schopnost GPCRs piejit do aktivni konformace v nepfitomnosti agonisty nazyvame
konstitutivni aktivita (Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002, 2003). Konstitutivni aktivita
GPCR zvysuje bazalni aktivitu G proteint a efektort.

Antagonisté prednostné nestabilizuji ani jednu formu receptoru, maji stejnou afinitu
k R i R*, nemaji tedy vliv na rovnovédhu (Obrazek 3), postradaji vnitini aktivitu, neméni

bazélni aktivitu G proteini a mohou konkuren¢né ptsobit proti stimulacnim ucinkiim
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agonistd a inhibi¢nim U¢inkidm inverznich agonisti (Bond R. A. et al., 1995; Milligan G. et

al., 1995; Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002; Prather P. L., 2004).

ploy inverzni plny
agomsta Fastefny antagonista agonista
I inverzni I fastefny I
agonista agonista
I I I
I ; ' ; I

R=——R"

Obrazek 3: Dvoustavovy model aktivace GPCR. GPCRs existuji v rovnovaze mezi neaktivnim (R)
a aktivnim (R*) stavem. Plni agonisté maximalné stabilizuji R* stav zatimco plni inverzni agonisté
maximalné stabilizuji R stav. Antagonisté neovliviiuji rovnovahu R/R*, ale blokuji ucinek agonisti
a inverznich agonisttl. Caste¢ni agonisté a &astedni inverzni agonisté maji niz$i G¢innost neZ plni agonisté

a plni inverzni agonisté. Pfevzato z prace (Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002) a upraveno.

Plni inverzni agonisté (inverzni agonisté), na rozdil od agonistd, maximalné
stabilizuji neaktivni R stav a zplsobuji pokles bazalni aktivity G proteind - redukuji
bazalni GDP/GTP vyménu (Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002, 2003; Prather P. L.,
2004) (Obrazek 3). To vede ke zvyseni podilu neaktivnich receptorii a snizeni spontanni,
na agonistovi nezavislé, aktivity receptoru. Caste¢ni (parcialni) inverzni agonisté jsou
v tomto sméru méng Ucinni.

Konstitutivni aktivita je béZnou vlastnosti ptirozené se vyskytujicich (tzv. "wild-
type") GPCRs a je pozorovana u mnoha z nich (Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002). Dale
bylo identifikovdno nékolik mutantt GPCR se zvySenou konstitutivni aktivitou, ktefi
zpisobuji riiznd onemocnéni, vétSinou endokrinni poruchy (Lefkowitz R. J. et al., 1993;
Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2003). Prvni dikazy o existenci konstitutivni aktivity
GPCRs byly ziskdny pro o6-opioidni receptor v roce 1982 (Koski G. et al., 1982).
Na ligandu nezavisla aktivita tohoto receptoru byla nasledné prokazana i v dalSich studiich
s ruznymi bunécnymi liniemi (Costa T. a Herz A., 1989; Costa T. et al., 1990; Mullaney I.
et al., 1996; Merkouris M. et al., 1997; Neilan C. L. et al., 1999).
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inverzni agonisté, sodné ionty Na®, které stabilizuji R stav, a PTX, ktery oddéluje GPCRs
od Gi/G, proteint (Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002).

Monovalentni kationt Na" ptisobi jako allostericky inverzni agonista, stabilizuje
R stav a snizuje bazalni aktivitu G proteinii (Gierschik P. et al., 1989; Costa T. et al., 1990;
Kong H. et al., 1993a; Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002). Vzhledem k tomu, Ze jak Na"
tak i inverzni agonisté stabilizuji R stav, Gi¢innost inverznich agonisti je v pfitomnosti Na"
snizena (Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002). Pfesnym molekularnim cilem Na' je
vysoce konzervované reziduum kyseliny asparagové v TM2 GPCRs (Ceresa B. P. a
Limbird L. E., 1994; Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002, 2003). Stabilizace R stavu
pomoci Na' byla prokazana piedevsim u receptorti spojenych s Gi/G, proteiny.

PTX pienasi ¢ast ADP-ribozy z NAD" na cystein v blizkosti C-konce G; a G,.
Zména konformace po ptidani ADP-ribézového zbytku ke Gi/G, naruSuje vzdjemné
pusobeni mezi GPCR v R* stavu a G proteiny, bez ohledu na to, zda je na GPCR navazéan
agonista nebo neni. PTX byl tspésné pouzit k odmaskovani konstitutivni aktivity nékolika
GPCRs, u kterych nejsou inverzni agonisté k dispozici (Seifert R. a Wenzel-Seifert K.,
2002).

Inverzni  agonist¢ mohou byt uzitecni pii  1é€bé  neurologickych
a kardiovaskularnich chorob a chorob zplsobenych konstitutivné aktivnimi mutanty
GPCRs (Seifert R. a Wenzel-Seifert K., 2002; Fredholm B. B. et al., 2007). Neékteti
inverzni agonisté jsou bézné pouzivanymi léky. Presna uloha konstitutivni aktivity in vivo
neni dosud plné vysvétlena, protoze jsou obrovské problémy se zajiSténim toho, aby
receptor nebyl ovlivnén endogennim agonistou (Fredholm B. B. et al., 2007).

Problematika konstitutivni aktivity GPCRs miiZe byt potencialné zkreslena tim, Ze
aktivita receptoru mize byt také regulovana na jinych mistech nez na orthosterickém
vazebném misté pro agonistu (Langmead C. J. a Christopoulos A., 2006; Fredholm B. B. et
al., 2007; Park P. S. et al., 2008). Stale cast¢ji jsou syntetizovany slouceniny, které méni
aktivitu GPCRs prostfednictvim interakce s allosterickym vazebnym mistem. Takova
allosterickd modulace nabizi nové moznosti farmakologické intervence, ale také poskytuje

nové moznosti pro fyziologickou modulaci (Fredholm B. B. et al., 2007).
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2.5 Opioidy a opioidni receptory (OR)

Opioidni latky jsou nejucinnéjSimi analgetiky pro 1écbu akutni a chronické bolesti.
Jejich klinické vyuziti jako analgetik je zdsadni v mediciné, ale je omezeno vedlejSimi
ucinky a potencidlem k jejich zneuzivani (Pasternak G. W., 2014). Pfedstavuji jednu
z nejveétsich slozek trhu s nelegalnimi drogami po celém svéteé (Manglik A. et al., 2012).
Drogova zavislost ma velké socidlni a ekonomické dusledky. Intravenozni podani
opioidnich 1éki je nejcastéjsi pri¢inou umrti piedavkovanim v Evrop¢ a Severni Americe
ahlavnim faktorem pfispivajicim k celosvétové epidemii AIDS. Zavislost
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Aby bylo mozné pochopit terapeutické u€inky opioidnich analgetik, jejich vedlejsi
ucinky a souvisejici problémy jako je tolerance a zavislost, je nezbytné pochopit
mechanizmy, kterymi opioidy méni aktivitu bun€k exprimujicich receptory, na které
pusobi. Identifikace OR v roce 1973 znamenala pocatek naSeho chapani molekularnich
mechanizmil téchto latek (Pasternak G. W., 2014). Hledani bezpecnych, nenavykovych
verzi morfinu a dalSich opioidi se nyni opét vyznamné posunulo doptfedu diky vyfeSeni
krystalovych struktur OR (Granier S. et al., 2012; Manglik A. et al., 2012; Thompson A.
A.etal., 2012; Wu H. et al., 2012), na kter¢ se tyto latky vazou.

2.5.1 Opium, morfin, drogova zavislost

Opium patfi mezi nejstar$i zndmé drogy. Vytazky zmdku setého (Papaver
somniferum) jsou pouzivany pro lécebné (analgetické) a rekreacni (euforické) Uc¢inky
po tisice let. Opium bylo lidstvu zndmo od pozdniho neolitu (Gilman S. L. a Xun Z.,
2006). Zaznamy ukazuji, Ze jiz kolem roku 3400 pf. n. 1., péstovali mak sety Sumerové
v dolni Mezopotamii (Brownstein M. J., 1993; Balch R. J. a Trescot A., 2010). Opium
bylo od pocatku svazano s obchodem a obchodnimi stezkami. Arabové vidéli v opiu jiz
od 7. stoleti naSeho letopoctu idedlni obchodni zbozi. Vozili je ze Stredniho Vychodu pies
Persii a Indii az do Ciny a potom mezi 10. a 13. stoletim do v§ech ¢asti Evropy (Snyder S.
H. a Lader M. H., 1988). Na rozvoji pouzivani opia se vyznamné podilel Svycarsky 1ékar
Paracelsus, ktery na pocatku 16. stoleti rozpustil opium v alkoholu a vzniklou tinkturu
nazval laudanum, které se postupné¢ stalo velmi popularnim (Snyder S. H. a Lader M. H.,

1988; Dikdétter F. et al., 2004).
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Vitézstvi oddilt anglick¢ Vychodoindické spole¢nosti nad spojenymi indo-
francouzskymi vojsky v bitvé u Plassey v roce 1757 ptedznamenalo poc¢atek rychlé britské
uzemni expanze v Indii (Pendell D., 2004). Anglicané ovladli i provincie Bengalsko
a Bihar, v té dob¢ nejvetsi producenty opia na svété, a s nimi i obchod s touto drogou.
Postupné se anglick¢ Vychodoindické spoleCnosti podafilo obchod s opiem zcela
ovladnout. Cast z opia se dostavala i do Ciny a toto mnozstvi kazdoro¢né vzristalo. Kromé
zvySené aktivity vnitrozemskych obchodnikii ovladaly viny Jiho¢inského mote mezi lety
1780-1810 1 piratské flotily, které se zmocnovaly nakladl opia a pak s nim obchodovaly
(Dikotter F. et al., 2004). Ve 40. a 50. letech 19. stoleti propukly jako reakce ¢inského

cisafstvi proti dovozu a prodeji opia v Ciné tzv. opiové valky (Obrazek 4).

Obrizek 4: Rytina znazorfiuje bitvu z roku 1842 béhem opiové vilky mezi Cinou a Britanii. Pfevzato

z prace (Snyder S. H. a Lader M. H., 1988).
Po rozmachu uzivani opia béhem 1. svétové valky se jeho zlaty v€k zacal chylit

ke konci a postupné¢ bylo vytlaCovdno jinymi drogami - zejména syntetickymi nebo

izolovanymi a vy¢isténymi derivaty opia (Gilman S. L. a Xun Z., 2006). Surové opium se
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dnes uziva vyhradné jako droga. NejvétSim producentem opia je Afghanistan, dale se
péstuje v Thajsku, Barm¢ a Laosu.

V roce 1806 izoloval némecky chemik Sertiirner alkaloid opia, ktery pojmenoval
po feckém bohu snlt Morfeovi morfin (Obrazek 5) (Brownstein M. J., 1993; Waldhoer M.
et al., 2004). Zanedlouho poté byly izolovéany i dalsi G¢inné slozky opia (kodein, thebain
a papaverin) (Obrazek 5). V roce 1874 byl syntetizovan heroin (Obrazek 5), ktery pak byl
po léta povazovan za Gcinny I1ék zavislosti na morfinu. K rozsifeni opiatti velmi pfispéla
Obcanska valka v USA (1861-1865). Béhem ni se morfin bézné pouzival jako anestetikum
ve vale¢nych nemocnicich a mnoho vojakl se na ném stalo zavislymi. Opium a morfin
byly davany vojaklim na obou stranach jako soucést polni vybavy. Dalsi dosud nezndmé
rozmery uCinkd nékterych drog pfinesl prevratny vynalez injekéni jehly (1853).
Na pielomu 19. a 20. stoleti pak pozorujeme dal$i nartist drogovych zavislosti. Soucasné
prudce narlstaji i spoleCenské komplikace a dopady zdravotni i socidlni. V této dobé
zadinaji mezinarodni jednani o narkotikdch (Sanghaj 1909, Haag 1912, Zeneva 1925)
a postupné vznikaji v jednotlivych zemich protidrogové zakony. Spolecenské hodnoceni
postupné vede k rozd€leni drog na legalni a nelegdlni. Vyroba nelegéalnich drog je
zakdzédna a trestdna. V ptipad€¢ dualezitych 1é¢iv jsou velmi zptfisnéna pravidla

pro zachéazeni s t€mito latkami.

RO AN
“CH.
O >
MeO
RO R, R, MeO
morfin H H OMe
kodein H CH,

thebain CH, CH. papaverin

3 3

heroin  COCH; COCH;

Obrazek 5: Strukturni vzorce alkaloidi opia (morfinu, thebainu, kodeinu a papaverinu) a heroinu.

Morfin a kodein jsou nejucinnéjsi slozky opia. U lidi plisobi na centralni nervovy
systtm a tak produkuji Siroké spektrum ucinkl, vcetn¢ analgezie, euforie, sedace,

respiracni deprese a potlaceni kasle a maji periferni ucinky jako je zacpa (Manglik A. et
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al.,, 2012). Morfin plsobi jako nejefektivnéjsi analgetikum a jeho ucinky jsou dodnes
nenahraditelné. Nejcastéji se podava pacientim trpicim rakovinou, AIDS nebo jinymi Zivot
ohrozujicimi nemocemi (Walwyn W. M. et al., 2010).

Zavislost na opioidech ma dulezité psychologické a socidlni pfiCiny a dusledky
(Law P. Y. et al., 2004). Jedna se o chronické recidivujici onemocnéni, které je vysledkem
postupné adaptace mozku k opakovanému vystaveni droze (Contet C. et al., 2004).
Zahrnuje vyvoj komplexu chovéni, jako je drogova tolerance, adaptace a touha po drogach,

které jsou charakteristické pro navykové stavy (Contet C. et al., 2004).

2.5.2 Objev OR a jejich klonovani

Existence OR byla poprvé navrzena jiz v roce 1954 Beckettem a Casym (Beckett
A. H. a Casy A. F., 1954) na zaklad€ jejich studii vzdjemnych vztahli mezi strukturou
a antinociceptivni aktivitou syntetickych opioidd. V roce 1965 uvedl Portoghese
(Portoghese P. S., 1965), ze pravdépodobné existuje bud’ vice nez jeden typ OR nebo vice
zpusobl interakce ligandi s timto receptorem. Nezavislé zpravy o identifikaci OR pfinesly
tii vyzkumné tymy v roce 1973 (Pert C. B. a Snyder S. H., 1973; Simon E. J. et al., 1973;
Terenius L., 1973). Pouzitim radioaktivnich ligandi byla zjiSténa pfitomnost
vysokoafinnich stereospecifickych vazebnych mist pro opioidni ligandy v mozku.
Nasledné studie opioidnich vazebnych mist také jako prvni prokazaly ucinek sodnych
iontt a jejich schopnost rozliSovat mezi vazbou agonistti a antagonistii (Pert C. B. a Snyder
S. H., 1974; Pasternak G. W. et al., 1975; Wilson H. A. et al., 1975).
Potvrzena ptitomnost specifickych receptori pro rostlinné opiatové alkaloidy
a pribuzné latky naznacovala, ze i v zivo¢isnych tkdnich musi existovat endogenni ligandy.
To vedlo k hledani endogennich ligandii pro tyto receptory a k objevu enkefalinti (Hughes
J. et al., 1975), B-endorfint (Li C. H. et al., 1976) a dynorfint (Goldstein A. et al., 1979).
Odlisnosti mezi opioidnimi peptidy podporovaly hypotézu o existenci vice typa
OR. Prvni definitivni diikaz, Ze OR netvofi homogenni populaci, byl prezentovan
Martinem a jeho kolegy v roce 1976 v jejich detailni studii o ucinku nékterych
analgetickych latek u chronicky spinalizovanych pst (pst s chronicky poruSenou michou;
jedna se o zviteci model, ktery umoznuje rozlisit ucinek téchto latek na ne€kolik reflexnich
odpovédi; modulujici vliv mozku je odstranén pfedchazejicim protétim michy) (Martin W.
R. et al., 1976). Navrhované formy receptorit byly pojmenovany podle prototypickych

latek pouzivanych v téchto studiich, tj. p-opioidni receptor (mi, podle morfinu, u-OR)

23



a k-opioidni receptor (kappa, podle ketocyklazocinu, x-OR). Farmakologickd analyza
ucinki opioidnich peptidli v ileu morcete a chdmovodu mysi vedla k objevu tfettho OR
pojmenovaného §-opioidni receptor (delta, podle vas deferens — chdmovod, 3-OR) (Lord J.
A.etal., 1977).

Informace dostupné ze studii OR byly omezeny skutecnosti, ze hladina exprese
receptori v nativnich tkdnich a nddorovych bunkach, které endogenné tyto receptory
exprimuji, je nizka (Blake A. D. et al.,, 1996). Klonovani geni pro OR poskytlo nové
nastroje k identifikaci domén receptorit zapojenych do vazby ligandu, G proteinu
aregulace agonistou (Blake A. D. et al., 1996). Pokusy o purifikaci OR byly
komplikovany jejich nizkou expresi ve vétsin€ tkani a také jejich labilitou po solubilizaci
detergentem. Struktura OR zustavala zahadou az do roku 1992, kdy dvé skupiny feSitelt
zvetejnily popis izolace cDNA kodujici 6-OR s pouzitim neuroblastom x gliom (NG108-
15) bungk, které exprimuji 6-OR endogenné (Evans C. J. et al., 1992; Kieffer B. L. et al.,
1992). Postupné byly naklonovany dalsi dva opioidni receptory p-OR a k-OR (Chen Y. et
al.,, 1993; Yasuda K. et al.,, 1993). Kratce po naklonovani p-OR, 6-OR a x-OR byl
identifikovan ¢tvrty receptor, ktery mel ptiblizné z 60 % shodnou sekvenci aminokyselin
s ostatnimi OR (Bunzow J. R. et al., 1994; Mollereau C. et al., 1994). Ukézalo se, Ze ma
velmi nizkou afinitu k vét$iné opioidnich ligandd. Jedinymi zndmymi endogennimi ligandy
pro tento receptor jsou nociceptin/orfanin FQ a tak byl podle nich tento receptor oznacen

jako receptor pro nociceptin/orfanin FQ (NOP).

2.5.3 Struktura a funkce OR

v

OR jsou nejhojnéjsi v CNS, ale jejich pfitomnost byla také prokdzédna v mnoha
perifernich tkanich savcl. Jejich fyziologickd role neni pfesné definovand. Zmirnéni
bolesti zprosttedkovavaji vSechny tfi typy receptoril, avsak v riizné mife. RozliSujeme dva
typy ligandii OR s ohledem na jejich chemické struktury: alkaloidy a peptidy (Janecka A.
et al., 2004). Mezi alkaloidy miiZeme zatadit morfin nebo naloxon, mezi typické opioidni
peptidy pak enkefaliny, dynorfiny a B-endorfiny.

OR a endogenni opioidni peptidy tvoii neuromodulacnim systém, ktery hraje
dilezitou roli pfi kontrole systému nociceptivnich drah. Opioidni systém je nejen klicovym
prvkem vnimani bolesti, ale také ovlivituje afektivni chovani a neuroendokrinni funkce.
Navic ovladd autonomni funkce, jako je dychéni, krevni tlak, termoregulace

a gastrointestinalni motilita (Massotte D. et al., 2002).
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OR patfi do rhodopsinové rodiny GPCRs. Jsou shodné v ptiblizn¢ 60 % sekvence
aminokyselin. Nejvice podobné jsou v tomto sméru transmembranové a-helixy, nejvice
rozmanité pak jejich N- a C-konce a extracelularni smycky (Chen Y. et al., 1993; Blake A.
D. et al., 1996). VSechny Ctyii typy OR maji dva konzervované cysteinové zbytky v ECLI
a ECL2, které pravdépodobné tvoii disulfidové mustky (Waldhoer M. et al., 2004). Jsou
také N-glykosylovany na asparaginovém zbytku na riznych mistech N-koncové domény
(Waldhoer M. et al.,, 2004). Krystalové struktury vSech &tyf OR v konformacich
s navazanym antagonistou, tedy v neaktivnim stavu, byly publikovany pfed dvéma roky
(Granier S. et al., 2012; Manglik A. et al., 2012; Thompson A. A. et al., 2012; Wu H. et
al., 2012). V pripad¢ 8-OR se jednalo o strukturu s navazanym naltrindolem (Granier S. et

al., 2012) (Obrazek 6).

B w-LIR u=LH x-OH C Paohled z

Intraceluldrniho

f Extraceluldrni
[ prostoru
ECL2 smycky
‘/ p Helix

Intracelularni prostor

Obrazek 6: Struktura 6-OR. (A) Typicka struktura sedmi transmembranovych a-helixi, ktera je spolecna
vsem GPCRs. (B), (C) Velmi konzervované oblasti spolecné 6-OR (oranZova barva), u-OR (modré barva),

k-OR (zelena barva). Pfevzato z prace (Granier S. et al., 2012) a upraveno.

OR vykazuji riizné farmakologické vlastnosti, ale vSechny zprostfedkovavaji své
bunécné efekty aktivaci heterotrimernich G proteinti inhibi¢niho typu (Gj, G, nebo G,),
které inhibuji adenylyl cykldzu (AC) coz ma za nésledek pokles produkce cAMP. OR,
stejné jako mnoho dalSich receptort, které vyuzivaji G proteiny Gi/G, pro prenos signalu,
inhibuji krom& AC i Ca®" kanaly, naopak stimuluji K™ kanaly a zvySuji hladinu
intracelularnich Ca*" iontd (Law P. Y. et al., 2004). V nedavné dobé bylo prokazano, Ze

OR také reguluji MAP kinazové kaskady (Law P. Y. et al., 2004).
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Kratkodoba inhibice aktivity AC iniciovanda OR a nésledné snizeni hladiny
intraceluldrniho cAMP byly studovany velmi intenzivné jiz v 70. letech (Sharma S. K. et
al., 1975b; Sharma S. K. et al., 1977). Bylo zjisténo, ze sniZeni intracelularni hladiny
cAMP miize vést ke kompenzaénimu posunu v syntéze, degradaci nebo aktivité enzymu,
ktery obnovuje normalni hladinu cAMP. Builka, potazmo organizmus, je pak zavisla
na droze, protoZe hladina cAMP je normdlni v jeji pfitomnosti a abnormaln¢ vysoka po
jejim odnéti - pocet molekul AC se zvySuje, protoze buiiky se stdvaji zavislé na droze
(Sharma S. K. et al., 1975b). Toto také vede k toleranci, ponévadz pii dané koncentraci
drogy je mnozstvi neinhibovaného enzymu vétsi v drogou ovlivnénych nez v normalnich
bunkach (Sharma S. K. et al., 1975b).

Dlouhodobé piisobeni opioidnich agonistl ma za nasledek tzv. superaktivaci AC
(Tso P. H. a Wong Y. H., 2003; Zhao H. et al., 2006). Pokud totiZ receptory prochéazeji
dlouhodobou aktivaci, dochazi k postupné ztraté jeji inhibice (desenzitizace receptoru).
Desenzitizaci odpovédi GPCR mizeme popsat jako ztratu biologické odpovédi (snizeni
odezvy na interakci agonisty s receptorovym vazebnym mistem, sniZzeni citlivosti
receptort), kterd nasleduje po dlouhodobém nebo opakovaném podani agonisty (Kelly E.
et al., 2008). Piedpoklada se, ze tento d¢&j je pocatecnim impulzem pro rozvoj tolerance
a zavislosti na opioidech. Bylo také navrZeno, Ze takovato regulace AC by mohla byt
obecnym zpisobem bunécné adaptace na aktivaci OR (Chakrabarti S. et al., 1997).
Fenomén desenzitizace je klicovy pro pochopeni dlouhodobého ptisobeni nékterych latek
na organizmus, at uz se jedna o drogovou zavislost ¢i ziskani odolnosti vi¢i riznym
1é¢iviim €i cizorodym latkdm obecné. Desenzitizace je ochranny mechanismus zabrafiujici
nadmérnému drazdéni buiky, které by mohlo ve svém konecném dusledku vést az
k bunééné smrti. Bunééné mechanizmy, které bunika vytvaii za ¢elem snizeni biologické
odpovédi pti opakovaném drazdéni, probihaji jednak na trovni receptord, jednak na tirovni

G proteinti (Pierce K. L. et al., 2002).

2.5.3.1 p-opioidni receptory (u-OR)

u-OR predstavuji hlavni cil opioidi pii 1é€bé bolesti, akutniho plicniho edému,
kasle, priymu a tfesu (Manglik A. et al., 2012). Jejich aktivace potlacuje tézkou akutni
bolest, jsou hlavnim cilem pro pooperacni 1é€bu bolesti a tlumeni bolesti pii rakovinovych
onemocnénich. Zjisténi, Ze analgetické a ndvykové vlastnosti morfinu vymizi u mysi
postradajicich p-OR jednoznaéné prokdzala, ze tyto receptory zprostiedkovavaji jak

terapeutické tak 1 nezadouci ucCinky této slouceniny (Matthes H. W. et al., 1996). u-OR
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maji vysokou afinitu k enkefalinim a B-endorfinim a nizkou afinitu k dynorfinam.

Prototypickym agonistou je morfin.

2.5.3.2 d-opioidni receptory (6-OR)

Endogennimi ligandy 6-OR jsou enkefaliny. Agonisté 6-OR slabé zmirniuji akutni
bolesti. Maji potencial pro lé€bu chronickych bolesti, emociondlnich a neurologickych
poruch (Pradhan A. A. et al., 2011). Aktivita 6-OR ovlivituje procesy zavislosti na odméné
a také navykového chovani vcetné touhy po droze, dale emociondlni reakce, pamét

a proces uceni.

2.5.3.3 k-opioidni receptory (k-OR)

Aktivace «-OR také vyvolava antinociceptivni ucinky. Jejich primarnim
endogennim ligandem je dynorfin. Agonisté k-OR jsou siln€ senzitizujici a potencialné
halucinogenni, coz omezuje terapeuticky potencial v 1écbé bolesti (Pradhan A. A. et al.,
2011). Blokada k-OR mize pfiznivé zmirnit reakce na stres, snizit touhu po droze a upravit
depresivni stavy. Zda se, Ze aktivace k-OR antagonizuje mnohé ucinky p-OR (Pan Z. Z.,

1998).

2.5.3.4 Receptor pro nociceptin/orfanin FQ (NOP)

NOP recepor (také znamy jako ORL-1) sice sdili vysokou sekvenéni podobnost
s klasickymi OR (60 %), ale m& vyrazn¢ odlisné¢ farmakologické vlastnosti a unikatni
selektivitu pro exogenni ligandy. Zadny z dfive identifikovanych klasickych endogennich
opioidi neméd vyznamnou afinitu k NOP. Systém NOP hraje dilezitou roli v kontrole
centralnich a perifernich funkei, v€etné bolesti, tzkosti a nalady, pfijmu potravy, uceni
a paméti, lokomoce, kasle a mik¢niho reflexu, kardiovaskularni homeostazy, stievni

motility a imunitni odpovédi (Lambert D. G., 2008).

2.6 Interakce monovalentnich ionta s OR

Interakce monovalentnich iontd se signdlni kaskddou iniciovanou OR byly
studovany od pocatku vyzkumu zaméifeného na GPCRs. Jiz v roce 1974 se Pertova
a Snyder (Pert C. B. a Snyder S. H., 1974) zabyvali ptisobenim sodnych ionti na vazbu
agonisty a antagonisty k OR v membranach izolovanych z mozku krys. Zjistili, Ze vazba

radioaktivné znacenych opioidnich antagonisti, jako je naloxon, nalorfin a levallorfan, je

27



v ptitomnosti sodnych iontli zvySena, zatimco vazba radioaktivné zna¢enych agonisti, jako
je oxymorfon, dihydromorfin a levorfanol, je snizena. Dale prokazali, Ze je tento rozdilny
cinek Na' vysoce specificky a je v mensi mife vyvolan i Li" (jehoz atomovy polomér
a biologicka aktivita jsou podobné Na"). Dalsi monovalentni kationty drasliku, rubidia
a cesia, divalentni kationty a také anionty nebyly schopné rozliSovat mezi agonisty
a antagonisty. Pertova a Snyder také vyslovili hypotézu, Ze sodné ionty allostericky méni
vazebna mista OR z konformace, kterd vaZze snadnégji agonistu, do konformace, ktera
snadné&ji vaze antagonistu.

Origindlni data Pertové a Snydera byla potvrzena a rozSifena studiemi
membranovych suspenzi ptipravenych z mozku (bez mozecku) nebo jen mozecku morcat
(Paterson S. J. et al., 1986). Cilem této prace bylo porovnat vliv ¢tyf monovalentnich
kationtd chloridd a to Na*, Li*, NH," a K* a ti{ divalentnich kationtd chloridii a to Ca®",
Mn®" a Mg®" na rovnovaznou vazbu radioaktivné znatenych opioidd k p-OR, 3-OR
a k-OR. Bylo zjisténo, ze NaCl, LiCl, NH4Cl a KClI snizuji pti 25 °C rovnovaznou vazbu
selektivniho agonisty p-OR ["HJDAMGO, selektivniho agonisty 3-OR [’H]DPDPE
a selektivniho agonisty k-OR [*H]dynorfinu A s poradim G&innosti NaCl > LiCl > NH4C1 >
KCL

RovnéZ v roce 1974 zjistili Klee a Nirenberg pii praci s NG105-18 hybridni
bunécnou linii, Ze morfin inhibuje aktivitu adenylyl cyklazy (AC) (Klee W. A. a Nirenberg
M., 1974). Ve spolupraci s Shailem K. Sharmou navrhli, ze OR jsou funk¢éné spojeny s AC
a vyslovili hypotézu tykajici se molekularntho mechanizmu pro drogovou zavislost
a toleranci (Sharma S. K. et al., 1975a; Sharma S. K. et al., 1975b), jak bylo diskutovano
v kapitole 2.5.3. Studie inhibice aktivity AC v buitkach NG108-15 vlivem opioidi rozsifil
Blume (Blume A. J. et al., 1979) o poznatek, Ze jsou pro snizeni aktivity AC vyZadovany
Na' a GTP a pozdéji také Koski a Klee (Koski G. a Klee W. A., 1981), ktefi zjistili, Ze
opioidy inhibuji AC tim, ze stimuluji hydrolyzu GTP a ze oba tyto procesy, tedy jak
inhibice AC, tak stimulace hydrolyzy GTP, vyzaduji pfitomnost Na'. Na’ v piitomnosti
Mg*" snizuje aktivitu GTPazy v membranach izolovanych z NG108-15 a opioidy tuto
inhibici pomoci Na" antagonizuji (Koski G. et al., 1982).

Pozdgjsi studie vzajemného plisobeni mezi Na’ a 3-OR, které pouzivaly znamou
AK sekvenci 8-OR, oznacily konzervovanou asparagovou kyselinu v pozici 95 v TM2 jako
kritickou pro regulaci vazby agonisty sodnymi ionty (Kong H. et al., 1993b). Mutace
v tomto misté sniZzuje vazbu agonisty (ale ne antagonisty) a ovliviiyje aktivaci G proteinu

(Kong H. et al., 1993b; Surratt C. K. et al., 1994; Chakrabarti S. et al., 1997). Dtlezitost
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Asp’® provazbu Na“ byla prokazana cilenymi mutacemi ("site-directed mutagenesis")
(Horstman D. A. et al., 1990; Kong H. et al., 1993b; Ceresa B. P. a Limbird L. E., 1994).

Pocitacové modelové studie 3D struktury 8-OR (Pogozheva 1. D. et al., 1998)
a dalSich GPCRs (Lomize A. L. et al., 1999) dokazuji, Ze tyto receptory obsahuji 4 hlavni
shluky/klastry ("clusters") polarnich postrannich fetézch, které vytvareji rozséhlou sit
interhelikalnich vodikovych vazeb. Klastry 1 a 2 jsou situovany uprostied
transmembranové domény a klastry 3 a 4 jsou blize intracelularnimu povrchu. Klastr 1
obsahuje dutinu, kterd mtze byt vyplnéna vodou nebo sodnymi ionty spojenymi s kysliky
postrannich fetézci AK. V modelu §-OR (Pogozheva L. D. et al., 1998) se Asp’ (TMII:14;
potadi aminokyseliny v transmembranovém helixu II) podili na siti vodikovych vazeb
spolu s polarnimi zbytky Asn"!/(TMIIL:10), Ser’(TMIIL:14), Ser’'(TMVIIL:14) a
Asn’(TMVII:17), které spolu s molekulami vody, mohou interagovat s ionty sodiku.
Sodné ionty zméni sit’ vodikovych vazeb. Je znamo, Ze jsou vyse uvedena rezidua zahrnuta
v prenosu signdlu. Molekuly vody spolu s aminokyselinovymi postrannimi fetézci mohou
vytvafet prodlouzeni ptenosové sité¢ signdlu od vazebného mista pro ligand na povrchu
cytoplazmatické membrany (Angel T. E. et al., 2009a; Angel T. E. et al., 2009b)

Ackoli jiz bylo pro mnoho GPCRs popsano, Ze sodné ionty allostericky moduluji
afinitu ligandu k receptoru (Costa T. et al., 1990; Gao Z. G. a Ijzerman A. P., 2000),
povaha tohoto allosterického efektu neni zndma4, stejné tak neni znama ani afinita sodnych
iontl k allosterickému vazebnému mistu. Nejnovéjsi studie struktury 6-OR s navazanym
antagonistou (naltrindolem) odhalila zakladni roli sodnych iontli ve zprostiedkovani
allosterické kontroly nad funkéni selektivitou receptoru a konstitutivni aktivitou (Fenalti G.
et al., 2014). Ukazalo se, Ze sodné ionty stabilizuji sniZenou afinitu agonisty a proto
moduluji pfenos signalu. Allosterickd kapsa pro sodné ionty umisténd v samém jadru
sedmi a-helixi popsanad ve Fenaltiho praci, mize byt potencidlnim a velmi atraktivnim
cilem farmaceutickéhu vyzkumu. Tato kapsa je velmi konzervovana (Obrazek 7), coz
ukézalo srovnani struktury d-opioidniho receptor (6-OR) a adenosinového receptor Aja
(A2aAR). Sodné ionty v ni interaguji s péti kyslikovymi atomy, tfi poskytuji postranni

fetezce Asp””, Ser'> a Asn'"' a dva pochazeji od molekul vody.
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Obrazek 7: Allostericka vazebna kapsa GPCRs vazajici sodné ionty a vodu. Zelena barva predstavuje
d-opioidni receptor (3-OR) a zlutd barva adenosinovy receptor Asa (Az4AR). Molekuly vody 3-OR jsou
oznaceny Cervené, zatimco molekuly vody A,,AR Zluté. Sodné ionty jsou v obou strukturach vyznaceny
modfe s Cervenymi te¢kovanymi ¢drami od Na' k 5 kyslikovym atomiim, se kterymi sodné ionty interaguji
v ptipadé 3-OR. Cast ligandu naltrindolu je vidét v horni &asti obrazku (oranzova barva). Toto srovnani
odhalilo identické postranni fetézce a podobné konformace v 15 pozicich kapsy. Pievzato z prace (Fenalti G.

et al., 2014) a upraveno.
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3. CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem prvni casti pfedkladané dizertacni prace je studovat zmény v signalni draze
opioidnich receptorit vyvolané dlouhodobym plisobenim morfinu ve frontdlni mozkové
ktte potkanti. V souvislosti s dlouhodobym plisobenim morfinu je také studovan kli¢ovy
fyziologicky mechanizmus, kterym je snizovana konstitutivni aktivita receptord, tj.
inhibi¢ni pisobeni sodnych iontii na vazebné misto 6-opioidniho receptoru.

Cilem druhé casti dizertacni prace je pokracovat ve studiu u¢ink sodnych ale
idalsich monovalentnich ionti: analyzovat ucinek riznych monovalentnich iontl
na d-opioidni receptor i na jeho funk¢ni spfazeni s trimernimi G proteiny inhibi¢niho typu
na stabiln¢ transfekované bunécné linii HEK293 exprimujici fizni protein mezi
d-opioidnim receptorem a G proteinem. Také jsou zjiStovany rozdily mezi jednotlivymi
ionty pfi interakci s polarnim rozhranim membrana-voda a hydrofébnim vnitikem

membranové lipidové dvojvrstvy.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Aktivita G proteinu ve frontalni mozkové kure potkanu

vystavenvch dlouhodobému pusobeni morfinu

Publikace |

Po mnoho let n€kolik laboratoii zaméiuje své usili na objasnéni molekularnich
a bunécnych zakladl drogové zavislosti. Tyto studie mohou byt rozdéleny do dvou skupin
podle navrzeného mechanizmu ptsobeni drogy: 1) homeostaticky model, podle kterého
droga narusuje bunéénou homeostazu a jeji u€inky jsou kompenzovany aktivaci drah, které
produkuji opa¢ny ucinek a tak homeostazu obnovuji, 2) desenzitizatni model, podle
kterého dochazi ke zméné vzajemného piisobeni mezi drogou a receptorem a tato zména
¢ini receptor mén¢ citlivym k droze - dochazi k fenoménu zvanému desenzitizace G¢inku
aktivni latky na urovni receptoru (schopnost receptoru prevadét signal k dalSim ¢lenim
signalni kaskady je inaktivovdna) (Law P. Y. et al., 2004). Homeostaticky model zahrnuje
zmény Vv koncentracich makromolekul (tzn., Ze zahrnuje syntézu novych molekul
proteintl), zatimco model zmény interakce mezi drogou a receptorem nikoliv (Law P. Y. et
al., 2004).

Cilem Publikace | bylo porovnat opioidy stimulovanou aktivitu G proteint
v plazmatickych membranach (PM) izolovanych s vyuzitim Percollového gradientu
z frontadlni mozkové kiry kontrolnich a morfinem ovlivnénych potkant. Dospélym
samctim potkani kmene Wistar (90 denni, 160-180 g) byl davkovan intramuskularné
morfin podle nésledujiciho postupu: 10 mg/kg (1.-2. den), 15 mg/kg (3.-4. den), 20 mg/kg
(5.-6. den), 30 mg/kg (7.-8. den), 40 mg/kg (9. den) a 50 mg/kg (10. den). Zvitata byla
usmrcena 24 hodin po podani posledni davky. Ve vzorcich PM byla méfena bazalni
a agonistou stimulovand vysokoafinni aktivita GTPazy a agonistou stimulovana vazba
[*>S]IGTPyS. Bylo nutné navrhnout vlastni metodologicky postup, jak se vyrovnat
s vysokou bazalni aktivitou G proteind v mozku. Funk¢ni studie aktivity G proteinti byly
dale nasledovany analyzou obsahu G proteinii v PM technikou imunoblot (Western Blot)
s vyuzitim SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS)). Biochemické studie byly doplnény analyzou

behavioréalnich efekti morfinu v in vivo podminkach.
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4.1.1 Stanoveni agonistou stimulované vysokoafinni aktivity GTPazy

Aktivita GTPazy byla uréena méfenim radioaktivity anorganického fosfatu *°P;
uvolnéného z [y-*P]GTP tak, jak je popsano v literatuie (Fong C. W. et al., 1998; Fong C.
W. a Milligan G., 1999; Bourova L. et al., 2003; Stohr J. et al., 2004). Metoda je zaloZena
na hydrolyze GTP na anorganicky fosfat P; a GDP, tedy na reakci katalyzované GTPézou.
Jako substrat pro tuto reakci se pouziva radioaktivng znageny analog GTP - [y-**P]GTP.
Vznikly **P; je odseparovan od zbytku nehydrolyzovaného [y-"*P]GTP ([y-*P]GTP je
zachyceno pomoci aktivniho uhli a nasledné oddéleno pomoci centrifugace) a pak muize
byt jednoduse kvantifikovan metodou kapalinové scintigrafie. Mnozstvi uvolnéného **P; je
piimo umérné aktivité GTPazy.

Porovnavali jsme schopnost riznych agonisti GPCRs stimulovat vysokoafinni
aktivitu GTPazy ve vzorcich PM izolovanych z kontrolnich potkant. Konkrétné byl pouzit
baklofen (agonista GABAgp receptoru - GABAg-R), somatostatin (agonista
somatostatinového receptoru - SST-R), karbachol (agonista muskarinového
acetylcholinového receptoru - mACh-R), isoprenalin (agonista B-adrenergniho receptoru -
B-AR), DADLE ((2-D-alanin-5-D-leucin)-enkefalin = Tyr-D-Ala-Gly-Phe-D-Leu; agonista
d-opioidniho receptoru - 6-OR) a DAMGO ((2-D-alanin-4-methylfenylalanin-5-glycinol)-
enkefalin = Tyr-D-Ala-Gly-N-methyl-Phe-Gly-ol; agonista p-opioidniho receptoru —
u-OR).

Vysledky ukazaly, Ze baklofen byl jedinym agonistou schopnym signifikantné
zvySovat bazalni aktivitu GTPazy. Vliv dalSich agonistl nebyl statisticky vyznamny. Tzn.,
ze za standardnich podminek méfeni aktivity GTPazy nebyla tato aktivita stimulovand OR
mefitelnd. NaSe vysledky jsou v souladu s méfenim uvedenym v Odagakiho praci
(Odagaki Y. et al., 1998). Zavérem lze tedy konstatovat, ze tato metoda neni dostacujici

pro porovnani stimulace vysokoafinni GTPazy mezi riznymi GPCRs.

4.1.2 Stanoveni agonistou stimulované vazby [*°S|GTPyS

Cilem méfeni vazby [*°S]GTPyS ve vzorcich PM izolovanych z kontrolnich
potkanii bylo vylepSit metodologické podminky pro jasnéj$i stanoveni agonistou
stimulované aktivity G proteinii. Proces vymény nukleotidu totiz mize byt sledovan také
méfenim vazby [*>S]GTPyS (Milligan G., 2003). Jedna se o latkou odvozenou od GTP,
ktera je odolna vici aktivit¢ GTPazy Ga, ktera slouzi k zajiSténi kinetického omezeni doby

trvani signalu. GDP/GTP vyména nastava v pocateni fazi signalni kaskady a je tedy
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vhodnym procesem k méteni aktivity G proteint, protoze je mén¢ nachylna k zesileni nebo
regulaci ze strany jinych bunéénych procest.

Vazba [*>S]GTPyS stimulovanad agonistou GABAg-R baklofenem a agonistou
p-OR DAMGO byla métfena v pritomnosti rostouci koncentrace GDP. Vysoka bazalni
aktivita G proteinil, se kterou jsme se potykali v pfipadé méfeni vysokoafinni aktivity
GTPézy byla v pripadé méfeni vazby [*>S]GTPyS potlatena piebytkem GDP (optimalni
koncentrace 20-50 uM). GDP ovSem plsobi v takto vysokych koncentracich jako
kompetitivni inhibi¢ni ¢inidlo a je proto nutné ptidavat vysoké koncentrace agonisti.

Za téchto podminek byly zméfeny kiivky zavislosti odpovédi (vazby)
na koncentraci baklofenu a agonisti OR v PM izolovanych z kontrolnich potkanti a dale
bylo provedeno srovnani s PM izolovanymi stejnym zplisobem z potkant vystavenych
pusobeni morfinu. Vysledky naznacuji stejné poradi ucinnosti agonistl u kontrolnich
i morfinem ovlivnénych potkanii: baklofen > DADLE > DAMGO > U-69593 ((5a, 7a,
8B)-(-)-N-methyl-N-(7-(1-pyrrodinyl)-1-oxaspiro(4,5)dec-8-yl) benzenacetamid; agonista
k-opioidniho receptoru - k-OR). Statisticky vyznamny pokles vazby [*S]GTPyS
stimulované DADLE a DAMGO (desenzitizace odpovédi p- a 6-OR) byl zaznamenan

u potkanti ovlivnénych morfinem ve srovnani s kontrolnimi zviraty.

4.1.3 Porovnani obsahu G proteint v plazmatickych membranach

Stanoveni aktivity G proteini bylo doplnéno analyzou obsahu G proteini
ve stejnych vzorcich izolovanych PM jako v piipadé méfeni vazby [*°S]GTPyS. Byla
pouzita technika imunoblot. V prvnim kroku dojde pomoci SDS-PAGE k rozdéleni smési
proteinii podle jejich molekulové hmotnosti. Z polyakrylamidového gelu jsou proteiny
pfeneseny pomoci elektrického proudu na nitrocelul6zovou membranu (blotovani), kde
jsou fixovany. K detekci byly pouzity specifické protilatky (metoda chemiluminiscence,
ECL).

Hladina hlavnich G proteini spojenych s OR, tedy Gila a Gi2a, zjiSténa
u kontrolnich potkanti se po aplikaci morfinu nijak nezménila. Tyto vysledky byly
povazovany za dalsi diikaz podporujici desenzitizatni mechanizmus plsobeni morfinu.
Zména nenastala ani u Gsoo a G¢/Gy;. Mimy narast hladiny G3o a pokles G,o byl

zaznamenan u potkant vystavenych morfinu.
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4.1.4 Behavioralni studie

Jeden den po aplikaci posledni davky morfinu byla stanovena tolerance k nasledné
davce drogy pomoci 2 testd: testu reakce pii dotyku s horkou deskou ("hot-plate test")
a testu latence odtazeni zadnich koncetin v reakci na mechanickou stimulaci ("hind paw
withdrawal test"). Toleranci rozumime potiebu zvySovat davku k dosazeni stejného ucinku
jako dfive, protoze organismus reaguje postupné na puvodné ucinnou davku méné.
Fyziologicka adaptace organismu na pritomnost drogy ("dependence"), provazena vyvojem
tolerance a manifestovana syndromem z odnéti (abstinen¢nim syndromem) byla testovana
po podani intraperitonedlni davky naloxonu a u vSech zvifat ovlivnénych morfinem se
potvrdilo rozvinuti abstinen¢niho syndromu. Vysledky vSech test prokazaly, ze se
u potkanti béhem deseti dnti podavani morfinu vyvinula drogova tolerance a fyziologicka

adaptace.

4.1.5 Zavér Publikace |

Desenzitizace aktivity G proteini stimulované p- a 6-OR ve frontalni mozkové ke
potkani ovlivnénych morfinem je ptekvapiva, protoze predchozi prace studujici tuto ¢ast
mozku nenaznacovaly zadny rozdil (Sim L. J. et al.,, 1996). Podobna data byla také
publikovana pro heroin (Sim-Selley L. J. et al., 2000; Maher C. E. et al., 2005). Pfedchozi
analyzy distribuce -, 8- a k-OR a aktivity G proteinti v mozku hlodavct spolu s vysledky
potvrzujicimi, Zze analgetické a navykové vlastnosti morfinu vymizely u mysi
postradajicich p-OR dokladaji, ze terapeutické i opacné nepiiznivé UcCinky této slouceniny
zprostfedkovavaji p-OR (Matthes H. W. et al., 1996; Kieffer B. L., 1999; Contet C. et al.,
2004). Stanovili jsme potadi G€innosti agonisti opioidnich receptori DADLE (6-OR) >
DAMGO (u-OR) > U-69593 (k-OR) ve smyslu snizeni aktivity G proteind a zjistili jsme,
ze dochazi k desenzitizaci odpovédi na aktivaci zprostiedkovanou 6-OR na tUrovni
G proteind. NaSe vysledky, ziskané pfi praci s potkany vystavenymi ptisobeni morfinu,
prinaseji nové dikazy, které nebyly dosud publikovany. Zaroven jsou nase zjiSténi
ve shodé s nalezy potvrzujicimi relativné vysokou hustotu 3-OR v pfednim mozku
dospélych potkanti (Kornblum H. I. et al., 1987; Ko M. C. et al., 2003) a s malou funk¢ni
vyznamnosti kaskady iniciované k-OR v této ¢asti CNS (Maurer R., 1982).

35



4.2 Vliv sodnvch iontu na vazebné parametry 0-OR

v plazmatickvch membranach izolovanych z frontalni

mozkové kiury potkanu vystavenvch dlouhodobému

pusobeni morfinu

Publikace 11

Up-regulace (nebo také hypersenzitizace, superaktivace) enzymové aktivity
adenylyl cyklazy (AC) byla prokdzéna v piedchozich studiich mechanizmu pisobeni
morfinu, ktery predstavuje neselektivniho agonistu OR (Sharma S. K. et al., 1975a;
Sharma S. K. et al., 1975b; Attali B. a Vogel Z., 1989; Avidor-Reiss T. et al., 1995;
Avidor-Reiss T. et al., 1996; Ammer H. a Schulz R., 1997, 1998; Whistler J. L. a von
Zastrow M., 1998; Whistler J. L. et al., 1999; Bayewitch M. L. et al., 2000; Ammer H. a
Christ T. E., 2002; Tso P. H. a Wong Y. H., 2003; Law P. Y. et al., 2004; Schallmach E. et
al., 2006). Tyto vysledky ovSem nebyly doposud doplnény detailni analyzou jednotlivych
podtypi AC v PM izolovanych z frontadlni mozkové kiry. Navic pokusy vysvétlit
molekularni mechanizmus naristu aktivity AC po dlouhodobé adaptaci na morfin zatim
nevyplynuly v obecné piijimanou interpretaci, protoze byly ziskany rtzné, dokonce
1 protichidné vysledky (Sim L. J. et al,, 1996; Ammer H. a Schulz R., 1997, 1998;
Whistler J. L. a von Zastrow M., 1998; Sim-Selley L. J. et al., 2000; Law P. Y. et al.,
2004; He L. a Whistler J. L., 2007).

AC je regulovana trimernimi G proteiny, takZe zméné aktivity AC by méla
pfedchazet zména aktivity trimernich G proteind. Adenylyl cyklazy I a I (ACI a ACII) se
v mozku hojné vyskytuji a zaroven jsou dulezitymi fyziologickymi enzymy signalnich
kaskad zavislych na cAMP (Hanoune J. a Defer N., 2001; Patel T. B. et al., 2001;
Sunahara R. K. a Taussig R., 2002; Sanabra C. a Mengod G., 2011).

Dtive uvedené analyzy AC provadéné pii studiu drogové zavislych stavli byly
pfednostné zaméfeny jen na funkéni testy a ne na kvantitativni stanoveni riznych izoforem
tohoto enzymu v PM. Soucasné histochemické analyzy ptfitom dokazuji, Zze hladiny
exprese ACI a ACII v mozkové¢ kiife jsou vysoké (Sanabra C. a Mengod G., 2011).

Cilem Publikace Il bylo analyzovat obsah vsech typi AC (ACI-ACIX) v PM

izolovanych pomoci Percollového gradientu z frontdlni mozkové kury kontrolnich
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a morfinem ovlivnénych potkanti. Dospélym samciim potkani kmene Wistar (90 denni,
160-180 g) byl davkovan intramuskuldrn€é morfin podle stejného postupu jako
v Publikaci | uvedeného vyse. Zvifata byla rozdélena do nékolika skupin. Kontrolni
a morfinem ovlivnénd zvifata byla usmrcena bud’ po 24 hodindch po posledni déavce
morfinu (skupiny -M10; +M10), nebo po 20 dnech po posledni ddvce morfinu (skupiny
-M10/-M20; +M10/-M20). Nezavisla skupina zvifat pak byla vystavena pilisobeni
jednorazové davky morfinu 10 mg/kg, 20 mg/kg, 30 mg/kg, 40 mg/kg, 50 mg/kg a poté
usmrcena po 24 hodinach (skupina +M1) a opét byla v této kategorii i kontrolni skupina
(skupina -M1). Skupina vystavend akutnimu ptisobeni morfinu poskytla nezavisly soubor
dat o hladin¢ AC, ktera pak mohla byt porovnana s daty ziskanymi pro skupinu +M10.
Zjistovali jsme obsah vSech zndmych typtt AC (ACI-ACIX) ve vzorcich PM. Kvantitativni
stanoveni AC bylo provedeno pomoci imunoblotu. Byly stanoveny i hladiny dalSich
proteintt PM - Na, K-ATPazy, podjednotek trimernich G proteint a kaveolinu-1. Aktivita
AC byla stanovena méfenim radioaktivné znateného cyklického AMP ([**P]JcAMP,
produkt enzymové reakce). Maximalni katalytickd aktivita AC byla stanovena pomoci
forskolinu. Vysledky byly rozsiteny charakterizaci 0-OR satura¢nimi vazebnymi studiemi
s agonisty 8-OR ["H]DADLE a [’H]DPDPE a stanovenim citlivosti 8-OR k inhibi¢nimu

’ v , . ° +
ucinku sodnych ionti Na'.

4.2.1 Obsah adenylyl cyklazy I a II v plazmatickych membranach
Mnozstvi ACI a ACII a dalSich podtypit AC bylo nejprve srovnano ve vzorcich PM
izolovanych z kontrolnich a morfinem ovlivnénych potkanti (skupiny -M10 a +M10).
Membrany izolované z +M10 vykazovaly 8 krat vyssi obsah ACI nez membrany izolované
z -M10. Stejna analyza byla provedena i pro ACII, zde byl zjistén dvojnasobny nartst
u+MI10 v porovnani s -M10. V obou piipadech byl rozdil mezi obéma skupinami
statisticky vyznamny. Tento nartist hladin ACI a ACII nebyl ov§em pozorovan u skupiny
+M10/-M20. Tyto vzorky vykazovaly stejnou hladinu ACI a ACII jako odpovidajici
kontroly (-M10/-M20). Nartust ACI a ACII predstavuje specificky ucinek, protoze hladiny
ACIII-IX zGstaly nezménéné. Kratkodobé piisobeni morfinu ve skupiné +M1 nemélo vliv
na obsah ACI ani ACII v PM. Narist ACI a ACII pozorovany po desetidennim postupném
davkovani proto nepfedstavuje akutni ucinek, ale mize byt povazovan za vliv

dlouhodobého ptisobeni morfinu.
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4.2.2 Stanoveni obsahu Na, K-ATPazy, a- a f-podjednotek G proteinii

a kaveolinu-1 v plazmatickych membranach

Ve stejnych vzorcich byl stanoven specificky obsah Na, K-ATPazy jako
negativniho standardu a prototypického markeru PM, ktery by nemél byt ovlivnén
pusobenim morfinu. Byla provedena kvantitativni analyza pomoci metody imunoblot
ataké zmdfena vazba selektivniho inhibitoru Na, K-ATP4zy [‘H]ouabainu. Hladiny
exprese Na, K-ATPazy se po desetidennim pasobeni morfinu nezménily a maximalni
vazebna kapacita By a disociacni konstanta Ky [3 H]ouabainu také ne.

Dtivodem, pro¢ byla provedena i analyza obsahu G proteinii ve stejnych PM jako
pfi méfeni obsahu ACI-IX a Na, K-ATPazy, bylo to, ze zména funk¢ni aktivity signdlnich
molekul nemusi nutné¢ znamenat zménu v jejich hladinach exprese nebo obsahu v PM.
Ziskané vysledky mohou byt povazovany za dalSi podporu pro desenzitizacni
mechanizmus pisobeni morfinu, protoze nedoslo ke snizeni poctu (down-regulaci)
G proteind. Kaveolin-1 byl stanovovan jako marker membranovych domén. Jeho obsah

v PM se rovnéZ nezmeénil.

4.2.3 Stanoveni aktivity adenylyl cyklazy

Aktivita AC byla méfena pomoci radioaktivné znaceného cyklického AMP
([**P]cAMP), které je uvolnéno z [a-*P]JATP. K separaci [**P]cAMP byla pouzita
chromatograficka kolona plnéné aluminou.

Inhibi¢ni ucinek agonisty u-OR DAMGO a agonisty 3-OR DADLE byl prokazan
u kontrolnich zvifat (skupina -M10), ale nebylo tomu tak u zvitat ovlivnénych morfinem
(skupina +M10). Tento vysledek byl zjistén jak pro bazalni tak i forskolinem (aktivuje
pifimo AC a tak zvysuje hladinu cAMP) stimulovanou aktivitu AC a podporuje naSe diive
publikované vysledky (Publikace 1) i vysledky dalSich skupin (Mitchell F. M. et al., 1989;
Sim L. J. et al., 1996; Sim-Selley L. J. et al., 2000; Maher C. E. et al., 2005), které popisuji
desenzitizaci odpovédi G proteinu po stimulaci pomoci opioidi pii zkoumdani stavii
drogové zavislosti. Zaroven jsou ve shod¢ se zjisténim Whistlerové a ¢lent jejiho tymu
(He L. a Whistler J. L., 2007), ze chronické pisobeni morfinu ma za nasledek vyznamné

utlumeni inhibice aktivity AC zpasobené agonistou u-OR DAMGO.
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4.2.4 Stanoveni poctu 6-OR

Rozsah odpovédi G proteinu vyvolané p-, 8- a k-OR v mozkové klife a thalamu
opic byl pfimo umérny obsahu odpovidajicich receptorti (Ko M. C. et al., 2003). Protoze
byly tyto studie zaméteny zejména na p-OR (Selley D. E. et al., 1998; Sim-Selley L. J. et
al., 1999; Maher C. E. et al., 2000), rozhodli jsme se stanovit obsah 6-OR. K charakterizaci
8-OR byly pouzity saturaéni vazebné studie s jeho agonisty ["[H[DADLE a [’H]DPDPE
(Obrazek 8). Rozdil mezi témito dvéma agonisty je takovy, ze ["H]DPDPE ma vyssi
specifitu pro 6-OR, zatimco DADLE se kromé 3-OR vaze i k p;-OR (jeden z podtypt
u-OR). Maximalni po&et vazebnych mist byl proto vy3si v piipadé vazby ["H]DADLE.
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Obrazek 8: Vazebné charakteristiky agonistd 5-OR. Saturatni vazebné kfivky [PH]DADLE (vlevo)
a ["H]DPDPE (vpravo) byly méfeny ve vzorcich PM izolovanych z kontrolnich (-M10; o, ) a morfinem
ovlivnénich potkant (+M10; o, m); v nepfitomnosti (o, 0), nebo ptitomnosti 100 mM NaCl (+100 mM NacCl;

o_m). Data predstavuji pramér ze tfi pokusu provedenych v triplikatech (pramér £ SEM).

Jak je patrné z Obrazku 8, tak v pripadé saturaéni kfivky ["HJDADLE byl
maximalni pocet vazebnych mist stanoveny ve vzorcich PM izolovanych z potkanii
ovlivnénych morfinem vyssi nez u kontrolnich zvifat. Stejné tomu bylo 1 v piipade
[’H]DPDPE. 100 mM NaCl nemdl piekvapivé vliv na vazbu obou agonistd u skupiny
+M10. V jeho pfitomnosti, jak se dalo ocekavat, byla snizena vazba u skupiny -M10,
protoze sodné ionty piisobi jako ucinné inhibitory vazby agonisty k mnohym GPCRs
véetné¢ OR. Nizka citlivost 8-OR k inhibi¢nimu u¢inku NaCl u skupiny +M10 miize byt

interpretovana jako naruSeni rovnovahy mezi aktivnim a neaktivnim stavem receptoru.

39



V ptipadg vazby ["H]DADLE se hodnoty K4 (rovnovazna disociaéni konstanta) pro
-M10 a +M10 pied a po pifidani 100 mM NaCl vyznamné neliily. V pfipadé vazby
[’H]DPDPE byly hodnoty Kq v pfitomnosti 100 mM NaCl mirng snizeny u -M10 i +M10.

4.2.5 Zavér Publikace 11

Dramaticky nartist obsahu ACI a ACII popsany v této praci byl podpotfen dalSimi
vysledky, dokazujicimi specifitu tohoto nardstu, protoze ostatni izoformy AC (ACIHI-IX)
byly nezménény a narGst nebyl zjisttn v PM izolovanych z potkanti dlouhodobé
vystavenych jednordzové davce morfinu. Stanoveni aktivity AC v PM izolovanych
z potkanti ovlivnénych morfinem znamend, ze inhibi¢ni ti¢inek opioidnich agonistii, jasné
prokdzany v kontrolnich zvifatech, neni pfitomny u potkani vystavenych pusobeni
morfinu. Stejny vysledek byl ziskan i pro bazalni a forskolinem stimulovanou aktivitu AC.
Desenzitizace odpovédi G proteinu slouzi jako impulz pro kompenza¢ni odpovéd -
dochazi k proteosyntéze vedouci ke specifickému narGstu ACI a ACII u morfinem
ovlivnénych zvitat. Po odnéti drogy na dobu 20 dni se hladiny AC vraci do normalu.

Data publikovand v této praci jsou v souladu s vysSe uvedenymi teoriemi
mechanizmu drogové zavisloti (Law P. Y. et al.,, 2004). Homeostaticky mechanizmus
a aktivace specifickych proteosyntetickych cest jsou evidentné¢ odpovédné za narist obsahu
ACI a ACII v PM. Pokles odpovédi G proteinu po stimulaci OR stanoveny ve stejném typu
membran (Publikace 1) mize byt povazovan za soucast desenzitizaéniho mechanizmu
plsobeni morfinu.

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

Dlouhodobé ptisobeni morfinu mé také za nasledek zvySeni poctu d-opioidnich

receptord a zménu jejich citlivost vii¢i sodnym ionttim.
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4.3 Inhibice signalizace 8-OR monovalentnimi ionty

v 8-OR-G;la (Cys*'-11e*)-HEK293

Publikace |11

Autofi nékolika publikaci uvedli, ze p-, 6- and k-OR mohou aktivovat Gi/G,
proteiny se stejnou u¢innosti (Offermanns S. et al., 1991; Roerig S. C. et al., 1992; Prather
P. L. et al., 1994a; Prather P. L. et al., 1994b; Chakrabarti S. et al., 1995; Prather P. L. et
al., 1995; Quinones-Jenab V. et al., 1997). Kazdy z OR tedy miiZe interagovat s 5 riznymi
formami Gyi/G, proteint (Gila, Gi2a, Gi3a, Gola, G,2a) (Tso P. H. a Wong Y. H., 2003).
OR specificky reguluji rizné tfidy efektorti a tak vznikd velmi slozita signalizacni sit.
Bunky HEK 293 (lidské embryonélni buiiky z ledvin, "human embryonic kidney cells"),
které stabiln¢ exprimuji fuzni protein mezi OR a a-podjednotkou G proteinu, predstavuji
uziteny model pro porovnani ucinnosti vazby danych typt G proteinu se stejnym
receptorem. V na$i praci jsme pouzili stabilné transferovanou linii bunék HEK?293, ktera
exprimuje fuzni bilkovinu mezi 8-OR a G proteinem rezistentnim vi¢i PTX
Gila (Cys™'-1le®™"), 8-OR-Gila (Cys™'-1le**')-HEK293, za ulelem ziskat informace
o vazbé mezi definovanym typem OR a definovanym typem G proteinu. To, ze je 5-OR
v této molekule spojen kovalentni vazbou s Gjla, zajistuje presnou a znamou stechiometrii
1:1 mezi receptorem a G proteinem. Tato okolnost je velmi vyhodna z néasledujicich
divodi:

- v prirozenych tkanich je dany typ receptoru funkéné propojen s celou tadou
G proteinti, takze konec¢ny vysledek nelze predem odhadnout, a to nejen kvantitativng, ale
1 kvalitativné, tj. ve smyslu inhibi¢niho nebo aktiva¢niho plsobeni na nasledujici stupné
signalni kaskady;

- funk¢ni spfazeni rovnéz zavisi na kvantitativnim poméru mezi danym receptorem
a danym typem G proteinu, tj. na mife exprese téchto bilkovin v bunécné membrang.
Zvysena exprese receptoru vede ke sniZeni specifity pifi interakci mezi receptorem
a G proteiny - dochdzi k aktivaci jinych G proteind, které za standardnich podminek
aktivovany nejsou.

Konec¢ny vysledek stimulace dané¢ho receptoru je proto obtizné, a v fade piipada
1nemozné, piedem odhadnout. Takova situace je zvlasté vyznamnd v nervové tkani

(mozku), jak bylo uvedeno vyse.
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Monovalentni ionty podstatné ovliviiuji odpoveéd’ trimernich G proteinti iniciovanou
GPCR (Gierschik P. et al., 1989; Gierschik P. et al., 1991; Seifert R., 2001; Schnell D. a
Seifert R., 2010). Mnoho piedchozich studii zabyvajicich se vlivem agonisti OR
na Gj/G, proteiny bylo provadéno v ptitomnosti 100 mM koncentrace NaCl (Mullaney I. et
al., 1996; Burford N. T. et al., 2000; Moon H. E. et al., 2001a; Moon H. E. et al., 2001b;
Massotte D. et al., 2002; Bourova L. et al., 2003). Za takovych podminek neni mozné
stanovit bazalni aktivitu G proteind, jejich citlivost k sodnym a dal§im monovalentnim
iontim a uc¢inek agonistid OR pfi riznych koncentracich téchto ionti.

V Publikaci Il jsme analyzovali vliv rostouci koncentrace (0 - 400 mM)
monovalentnich kationtd Na', K*, Li" (NaCl, KCI, LiCl) na bazalni a agonistou §-OR
DADLE stimulovanou vazbu [*>S]GTPyS a vliv Na" na vazebné parametry tohoto agonisty
k 6-OR. Pokusy byly provaddény v membranich izolovanych z bun¢k 6-OR-Gila-
(Cys™'-1le**")-HEK293 podle metody Moonové (Moon H. E. et al., 2001a) oznaenych
jako P2 membrany. Bunky byly vystaveny plisobeni pertussis toxinu (PTX), ktery
zablokoval endogenné exprimované G proteiny Gi/G, rodiny. Pokud studujeme vliv NaCl
na konstitutivni aktivitu GPCR, je diilezité otestovat také ptislusné kontrolni soli KCI, LiCl
a napf. cholinchlorid (v naSem ptipadé N-methyl-D-glukamin (NMDG), organicky polarni
monovalentni iont — data pro NMDG nejsou soucasti Publikace 111), abychom vylou¢ili,
ze je ucinek NaCl zplisoben zménami iontové sily nebo CI” (Seifert R. a Wenzel-Seifert K.,

2002).

4.3.1 Stanoveni agonistou stimulované vazby [*°S|GTPyS

Bazalni a agonistou 8-OR DADLE stimulovana vysokoafinni vazba [*>S]GTPyS
byla méfena nejprve v médiu neobsahujicim zaddné ze studovanych iontd a poté byla
pouzita rostouci koncentrace NaCl, KCIl, LiCl a NMDG. Ziskana data poukazuji
na vysokou citlivost vazby k inhibici NaCl v nepfitomnosti agonisty (Obrazek 9). Prvni
statisticky vyznamny pokles vazby [°S]GTPyS byl zméfen jiz pii 1 mM koncentraci.
Nartst koncentrace nad 200 mM mél jiz jen maly vliv, coZ naznacuje, Ze nespecificky vliv
iontové sily na aktivitu G proteinu nehral vyznamnou roli. Profil ucinku NaCl se
dramaticky zménil po pfidani agonisty. Z exponencidlniho poklesu vazby pro piipad bez
agonisty se stala pfima inhibicni kiivka klesajici spojité¢ od 0 do 400 mM koncentrace.

Rozdil mezi agonistou stimulovanou a bazdlni vazbou (A, net increment) prudce stoupal
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s rostouci koncentraci NaCl az do 100 mM. Vliv KCI, LiCl a NMDG byl mensi, net
increment klesal v pofadi Na" > K" > Li" > NMDG".
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Obrazek 9: Vliv rostouci koncentrace monovalentnich kationtii na bazalni a agonistou stimulovanou
vazbu [S|GTPyS v P2 membrinich izolovanych z bunék 8-OR-G;la-(Cys*'-Ile*")-HEK293
ovlivnénych PTX. Vysokoafinni vazba [*>S]GTPyS byla méfena v p¥itomnosti (+1 pM DADLE, e) nebo
nepritomnosti (-DADLE, o) agonisty. Byla pouzita rostouci koncentrace NaCl, KCl, LiCl a NMDG
(0-400 mM). Data ptedstavuji pramér ze tfi pokusti provedenych v triplikatech (praimér £ SEM).

4.3.2 Vazba agonisty ["H|DADLE
Inhibi¢ni u€inek sodnych iontli na vazebné parametry agonisty 8-OR DADLE byl
testovan v druhé casti této publikace. Pfi 200 mM koncentraci NaCl predstavovala

maximalni vazebna kapacita (Bpax) [3H]DADLE 67 % Bmax stanovené v nepiitomnosti

NaCl.
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4.3.3 Zavér Publikace 111

V ramci této prace byla provedena analyza vlivu monovalentnich kationt
na funkéni spojeni mezi 8-OR a Gila. Vysledkem bylo potvrzeni jiz dfive znamych
vysledkii o nezaménitelném vyznamu sodnych ionti a soucasné ditkkaz, ze fuzni protein
8-OR-Gila (Cys™'-lle™") vykazuje z tohoto hlediska podobné vlastnosti jako 8-OR
v pfirozené tkani: 1)sodné ionty vykazovaly nejvy$si schopnost inhibovat aktivitu
G proteinu v nepfitomnosti agonisty 8-OR, 2) maximalni ptiristek vazby [*>S]GTPyS byl
prokézan v pfitomnosti sodnych iontl, 3) sodné ionty snizuji vazbu specifického agonisty
[’H]DADLE.

Vyznam sodnych iontl spoc¢iva v tom, Zze maji podobny ucinek jako inverzni
agonisté - posunuji rovnovahu mezi aktivni a neaktivni konformaci receptoru smérem
k neaktivni konformaci (Mullaney 1. et al., 1996; Burford N. T. et al., 2000; Moon H. E. et
al., 2001a; Moon H. E. et al., 2001b; Massotte D. et al., 2002; Seifert R. a Wenzel-Seifert
K., 2002). Tim dochézi ke sniZeni schopnosti neobsazeného receptoru aktivovat G protein
asnizeni bazalni vazby [*S]GTPyS. Za téchto podminek lze dobfe sledovat aktivaci

G proteinu, protoze bazalni aktivita v nepfitomnosti agonisty je velmi nizka.
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4.4 Vysokoafinni a nizkoafinni mista pro Na*

v 8-OR-G;lo (Cys™'-11e*)-HEK293, korelace

s biofyzikalnim stavem plazmatické membrany

Publikace IV

Cilem Publikace 1V bylo rozsifit poznatky o monovalentnich iontech uvedené
v Publikaci 11l za G¢elem podrobnéjsi analyzy a to zejména porovnat vliv rdznych
koncentraci monovalentnich iontll na vazebné parametry ligandii 6-opioidniho receptoru
(pomoci vazby agonisty ['H]DADLE, antagonisty [‘H]naltrindolu) a jeho spfaZeni
s piislusnym G proteinem (pomoci vazby [°S]GTPyS). Opét byly pouzity P2 membrany
(Moon H. E. et al., 200la) izolované z bungk &-OR-Gjla-(Cys>'-Ile*™")-HEK293
ovlivnénych PTX.

Spojeni GPCRs a G proteinti s plazmatickou membranou je €ini citlivymi k jejich
lipidovému okoli, takze interakce s lipidy jsou dulezité pro jejich funkci (Anderson R. G. a
Jacobson K., 2002). Studie modelovych lipidovych membran slozenych z definovanych
lipidd piinesly dilezité poznatky pro pochopeni spojeni mezi OR a G proteinem (Salamon
Z. et al., 2000; Jensen M. O. a Mouritsen O. G., 2004; Lee A. G., 2004; Alves I. D. et al.,
2005). Dalsim cilem proto bylo pokusit se zjistit mozné rozdily mezi jednotlivymi ionty
pfi interakci s polarnim rozhranim membréna-voda a hydrofobnim vnittkem lipidové
dvojvrstvy. Biofyzikalni studie byly provadény v PM izolovanych pomoci Percollového
gradientu z bunék 5-OR-Gila (Cys®*'-Ile’’")-HEK293. Polarni rozhrani membrana-voda
bylo studovano pomoci fluorescencni sondy Laurdanu (2-dimethylamino-6-
lauroylnaftalen). Laurdan je fluorescencni sonda, kterd postihuje zmény ve vlastnostech
membrany diky své citlivosti k polarit¢ lipidové dvojvrstvy a poskytuje informaci
o lipidovych karbonylech (Obrazek 10). Vliv monovalentnich kationti na hydrofébni
vnitiek membrany jsme studovali pomoci fluorescencni sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrienu
(DPH) (Obrazek 10). Fluorescencni sonda DPH nesviti ve vodé, ale vykazuje silnou
fluorescenci, pokud je zanofena do lipidové membrany. Vliv fyziologicky vyznamnych
iontli byl v minulosti studovan na modelovych lipidovych membranach (Bockmann R. A.
et al., 2003; Filippov A. et al., 2009), proto jsme kromé& ptirozenych membran také pouzili

umgéle pfipravené unilameldrni (jednovrstevné) vezikuly.
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Obrazek 10: Struktura Laurdanu a DPH a mista jejich interakce s lipidovou dvojvrstvou. Prevzato
z prace (Parasassi T. et al., 1998) a upraveno. Molekula Laurdanu je ohrani¢ena Cervené, molekula DPH

zelené.

4.4.1 Vazba agonisty ["H|DADLE a antagonisty ['H]|naltrindolu

V prvni ¢asti Publikace 1V jsme zjistovali, jaky vliv maji rostouci koncentrace
NacCl, KCl, LiCl a NMDG na vazbu agonisty [’H]DADLE a antagonisty [*H]naltrindolu.
V literatufe je popsédno, ze existuje rovnovaha OR mezi dvéma odliSnymi konformacemi.
Receptor v prvni konformaci, ktera je preferovana v pfitomnosti sodnych iontl, vaze
antagonistu s vys§i afinitou, zatimco v druhé konformaci, kterd je preferovana
v nepfitomnosti sodnych iontl, vaze selektivné agonistu (Pert C. B. a Snyder S. H., 1974).
Proto k inhibici vazby agonisty a naopak ke zvySovani vazby antagonisty dochézi
pfednostné v piitomnosti sodnych iontl. Schopnost sodnych 1 ostatnich kationtd rozliSit
mezi vazebnymi misty pro agonistu a antagonistu byla prokazéana i v nasi praci.

Porovnani vlivu NaCl, KCl a LiCl na vazbu ligandu k 8-OR-Gjla (Cys™'-
Ile**")-HEK293 (inhibice vazby agonisty a stimulace vazby antagonisty) naznacuje

preferenéni citlivost k Na'. Li", jehoz atomovy polomér je podobny atomovému poloméru
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Na', byl druhym neji¢inngjsim iontem v tomto sméru ve shodé s vysledky zjisténymi
v bunkach NG108-15 (Blume A. J. et al., 1979; Fenalti G. et al., 2014).

V ptipad¢ agonisty (Obrazek 11) byl inhibi¢ni uc¢inek NaCl siln€jsi a vyznacoval
se vys$i afinitou nez v pfipadé LiCl, KCl a NMDG. Kdyz jsme analyzovali inhibi¢ni
kiivky v celém rozsahu koncentraci pomoci programu GraphPad Prism (jako funkci
rostouci koncentrace NaCl), data bylo mozné nejlépe prolozit bifazickym ("two phase")
exponencialnim poklesem, ktery uvazuje 2 vazebna mista (® = 0.99; 1%, koeficient
determinace). Vysokoafinni mista byla charakterizovana 50 % inhibici vazby agonisty jiz
pii 5.4 mM koncentraci NaCl a nizkoafinni mista byla charakterizovana 50 % inhibici
vazby agonisty pfi koncentraci 321 mM. Inhibice vazby agonisty vlivem LiCl, KCI a
NMDG probihala pouze s nizkou afinitou.

Specificky, vysokoafinni efekt sodnych iontli na vazbu agonisty k 6-OR nastava
jako interakce pozitivné nabitého sodiku s negativné nabitou karboxylovou skupinou
kyseliny asparagové (Asp”) (Kong H. et al., 1993b). Nizkoafinnimu efektu jsme se
podrobnéji vénovali pii biofyzikalnich studiich (kapitola 4.4.3 a 4.4.4).

Vazba [*H]DADLE
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Obrizek 11: Vazba agonisty "H|DADLE k P2 membrinam izolovanym z bunék 3-OR-G;la (Cys™'-
Ile*™)-HEK293 ovlivnénych PTX. Inhibice vazby agonisty byla m&fena v ptitomnosti rostouci koncentrace
(0-800 mM) NaCl (m), LiCl (o), KCI (e) a NMDG (o). Data ptedstavuji praimér ze tii pokust provedenych
v triplikatech (pramér = SEM).
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4.4.2 Stanoveni agonistou stimulované vazby [°S|GTPyS

Dale byl prométfen vliv rtiznych monovalentnich kationtd chloridli na bazalni
a agonistou 8-OR DADLE stimulovanou vazbu [*>S]GTPyS. V nepfitomnosti ionti byla
zjisténa vysoka bazalni aktivita, kterd nebyla ovlivnéna rostouci koncentraci agonisty.
Ptidani 100 nebo 200 mM koncentrace NaCl, KCI a LiCl mélo za nasledek sniZeni vazby
[*S]GTPyS, které bylo kompenzovano rostouci koncentraci agonisty. Konstitutivni
aktivita, kterd se projevuje jako vysoka bazalni aktivita v nepfitomnosti agonisty
a monovalentnich iontli, byla snizena s pofadim uéinnosti Na* > Li" = K'. Porovnani
kiivek zavislosti odpovédi na koncentraci agonisty potvrdilo stejné potadi, co se tyce
vyvolani maximalni odpovédi Bnax. Afinita agonisty DADLE ("potency"), vyjadiena
pomoci hodnot ECs, byla ale piednostné podporovana Li" (statisticky vyznamny pokles
vazby [*°’S]GTPyS byl zmé&fen jiz pti | mM koncentraci LiCl). Stejné potadi bylo zjiiténo
pro vSechny parametry i v membranach izolovanych z bunék neovlivnénych PTX.

Preferenéni schopnost Li" podporovat afinitu ("potency") odpovédi G proteinu
muze byt interpretovana jako atypicky znak receptoru fizniho proteinu ve srovnani
s pfirozenym receptorem. Otazkou je, do jaké miry muze tato zvlastni vlastnost
8-OR-Gila (Cys™'-lle™") odrazet nebo napodobovat stav spojeni 8-OR a G proteinu
v patologické situaci chronické expozice mozku lithiu (Young W., 2009).

4.4.3 Stanoveni excitacni generalizované polarizace Laurdanu

Polarni rozhrani membrana-voda jsme uvazovali jako jedno z moznych mist, kde
by mohl probihat nizkoafinni typ sodné inhibice vazby agonisty ["H]DADLE. Tato
interakce muze nésledné¢ ovlivnit vazbu ligandu na receptor allosterickou cestou
prostiednictvim lipidovych molekul. Nespecifické, nizkoafinni interakce monovalentnich
ionti s GPCRs byly pfipisovany vysoké iontové sile (Seifert R. a Wenzel-Seifert K.,
2002). Zvyseni iontové sily ve vodném médiu ale nemize vysvétlit nase vysledky, protoze
iontova sila byla pro vSechny pouzité soli stejnd. Jako jeden z dalSich dulezitych faktort
ovliviyjicich signalizaci GPCR by méla byt uvazovana role negativné nabitych iontil
(Seifert R., 2001; Schnell D. a Seifert R., 2010). Ve vSech testovanych solich byl v naSem
ptipadé¢ pfitomen aniont CI".

Hydrofilni rozhrani membrana-voda jsme studovali pomoci excitacni
generalizované polarizace Laurdanu (GPe). Laurdan je fluorescenéni sonda, ktera

vykazuje citlovost vii¢i fazovému stavu membrany. Z intenzit fluorescence Laurdanu
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v nejcitlivéjsSim rozsahu excitaénich vinovych délek (Aex) 320-400 nm byly vypocitany
hodnoty GP podle Parasassiové (Parasassi T. et al., 1991; Parasassi T. et al., 1994).
Rostouci hodnota GP¢x znamena snizeni polarity membrany a mobility membranovych
komponent v hydrofilni ¢asti lipidi (oblast polarnich hlavicek).

Pti pouziti 150 a 200 mM koncentrace NaCl, KCl, LiCl a CsCl nebyly zméieny
statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami GP¢. Pfi 800 mM koncentraci, kterd byla
rovnéz pouzita pii studiu LUV (velké unilameldrni vezikuly) s negativhim nébojem
(Jurkiewicz P. et al., 2012), monovalentni kationty zptlisobily statisticky vyznamny nartst
GP¢ s poradim Li">Na">K"'>Cs" oproti médiu bez ionti.

Abychom ziskali informace o interakcich monovalentnich iontli s negativné nabitou
lipidovou dvojvrstvou definovaného chemického slozeni, pouzili jsme modelovy systém
unilamelarnich vezikult skladajicich se z amfoterniho 1,2-palmitoyl-oleoyl-sn-glycero-3-
fosfocholinu (POPC) a z negativné nabitého 1,2-palmitoyl-oleoyl-sn-glycero-3-fosfoserinu
(POPS). Jejich smés byla pfipravena v molarnim poméru 4:1 (POPC:POPS) a byly
ptipraveny velké unilamelarni vezikuly (LUV) i malé unilamelarni vezikuly (SUV). Data
ziskanad studiem negativné nabit¢ho systému POPC/POPS byla rozsifena studiem LUV
sloZzenych z POPC/POPS a cholesterolu (molarni pomér 46:33:20). Cholesterol byl pfidan
za ucelem vytvoreni lipidové dvojvrstvy vice podobné ptirozenym membrandm. Pro umélé
vezikuly POPC/POPS a POPC/POPS/cholesterol byly ziskany stejné vysledky jako pro
pfirozené membrany (Li* > Na' > K' > Cs’). Monovalentni kationty, které jsou
pfitahovany negativnim nabojem, pronikaji dovnitf membrany na uroven glycerolu
lipidové dvojvrstvy, kde se paruji s kyslikovymi atomy karbonyld a nahrazuji tak molekuly
vody (Jurkiewicz P. et al., 2012). Tento ucinek je podle naSich vysledkii jasné spojeny
s velikosti hydratovanych kationtd a hustotou nédboje daného iontu.

Porovnani mezi membranami HEK?293 bunék a lipidovymi vezikuly pfedstavuje
prispévek do oblasti biofyzikdlnich studii specifickych iontovych efektli spojenych
s historickymi pracemi Franze Hofmeistera (Hofmeister F., 1888; Kunz W. et al., 2004).
Bylo identifikovdno mnoho experimentalnich systému, ve kterych je tzv. Hofmeisterova
fada (lyotropni fada; pofadi schopnosti iontll vysolovat bilkoviny z vodného roztoku)
castecn¢ nebo zcela obracena (Parsons D. F. et al., 2010; Schwierz N. et al., 2010). Tak
tomu je 1 v ptipad¢ analyzy GPe v pfirozenych membranach izolovanych z HEK293 bunék
a modelovych lipidovych vezikulech POPC/POPS a POPC/POPS/cholesterol (Li" > Na" >
K> Cs").
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4.4.4 Stanoveni rovnovazné anizotropie fluorescence DPH

Na zavér jsme testovali vliv monovalentnich kationtli na vnitini hydrofobni ¢éast
membrany (oblast zbytkdi mastnych kyselin). Biofyzikalni charakteristiky byly stanoveny
métfenim rovnovazné anizotropie fluorescence DPH (rppn) (Brejchova J. et al., 2011).
S rostouci hodnotou rppy klesd membranova fluidita (Shinitzky M. a Barenholz Y., 1978).

Nebyly zjistény zadné zmény hodnot rppy pfi 100, 200 a 800 mM koncentraci
NaCl, KCI, LiCl a CsCl. Muzeme tedy fici, Ze vliv vysokych koncentraci monovalentnich
kationtli nastdva vylu¢né jako interakce s povrchovym, polarnim regionem lipidové
dvojvrstvy nebo casti molekuly proteinu, kterd je pfistupnd vod¢ a ze hydrofébni vnitiek

membrany se tohoto efektu neucastni.

4.4.5 Vliv monovalentnich anionti na vazbu [3H]DADLE a agonistou

stimulovanou vazbu [3SS]GTPyS

Nezapoméli jsme ani na ulohu aniontti. lodidové anionty I" jsou hydrofobnéjsi nez
chloridové CI' a bromidové Br a proto pronikaji hloub&ji do lipidové dvojvrstvy
(Jurkiewicz P. et al.,, 2012) a zaroven jsou I" ucinnéjsi pfi modulaci vazby agonisty
a sptazeni receptoru s G proteinem (Seifert R., 2001; Kleemann P. et al., 2008; Schnell D.
a Seifert R., 2010). Ve shod¢ s t€émito uvedenymi publikacemi byly i naSe vysledky.
Inhibice vazby [*H]DADLE rostla v potadi CI' < Br” <T'. Stejné potadi bylo ziskéno i pro
inhibici bazalni a agonistou DADLE stimulovanou vazbu [+ S]|GTPyS. Je mozné, Ze
(pato)fyziologické zmény koncentrace Na’, K nebo CI" mohou ovlivnit signalizaci. Li",

Br™ a I nemaji fyziologicky vyznam, ale ptedstavuji farmakologické nastroje.

4.4.6 Zavér Publikace IV

Detailni analyza provedend v Sirokém rozsahu koncentraci vedla ke zjisténi, ze
celkovy inhibiéni G¢inek Na" na vazbu agonisty k 8-OR-G;jla (Cys®”'-Ile**")-HEK293 je
slozen ze dvou komponent - z vysoko- a nizkoafinnich interakénich mist. Nase vysledky
podporuji predstavu, Ze vysokoafinni mista pro Na™ jsou umisténa hluboko uvniti vazebné
kapsy pro ligand a zprostiedkovavaji "inverzné agonisticky" ucinek Na'. Biofyzikélni
analyza interakce iontl lithia, sodiku, drasliku a cesia s plazmatickou membranou bunék
HEK?293 pomoci fluorescencnich technik ukazala na vyznam polarnich skupin pfitomnych
v povrchové vrstvé membrany. Polarni rozhrani membrana-voda jsme oznacili jako jedno

zmoznych mist, kde by mohl probihat nizkoafinni typ inhibice vazby agonisty. Tato
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interakce by nasledné mohla ovlivnit vazbu ligandu na receptor allosterickou cestou

prostfednictvim lipidovych molekul.

51



’ v
5. ZAVER

V ramci predkladané dizertacni prace bylo zjist€éno, ze mechanizmus zavislosti
na morfinu je primarné zaloZzen na desenzitizaci odpovédi p- a d-opioidnich receptord,
kterd nastava jiz na Urovni funkéni aktivity G proteinl. Zaroven bylo stanoveno, Ze byl
vyznamn¢ zvySen obsah adenylyl cyklazy I a II v plazmatickych membranach izolovanych
z frontalni mozkové klry potkani ovlivnénych morfinem a Ze tento ndrust nastava jako
specifickd, kompenzacni (plné vratnd), homeostatickd odpovéd’ na dlouhodobé plisobeni
této drogy. Dlouhodobé plsobeni morfinu mélo dale za nasledek zvySeni poctu
d-opioidnich receptor a zménu jejich citlivost viic¢i sodnym iontiim.

Vyznam nasi prace s bun&¢nou linii 8-OR-Gila (Cys®'-Ile’")-HEK293 je zalozen
zejména na rozliSeni vysoko- a nizkoafinnich mist pro Na’, ktera nebyla doposud
publikovdna. Déle byl porovnadn uclinek monovalentnich ionti na vazbu agonisty
a antagonisty a na spfazeni 6-OR s G proteinem. V neposledni fad¢ byl stanoven ucinek
monovalentnich ionti sodiku, drasliku, lithia a cesia pfi interakci s poldrnim rozhranim
membrana-voda a hydrofobnim vnittkem membranové dvojvrstvy. Poldrni rozhrani
membrana-voda jsme oznacili jako jedno z moznych mist, kde by mohl probihat

nizkoafinni typ inhibice vazby agonisty.
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6. SHRNUTI

Dizerta¢ni prace se vénuje roli opioidnich receptorti v drogové zavislosti a také
zpisobu, jakym jsou tyto receptory ovliviiovany monovalentnimi ionty. Vysledky zde
prezentované rozsifuji znalosti o dlouhodobém vystaveni sav€iho organismu morfinu a
o Siroce studované problematice drogové adaptace a tolerance. Zaroven pfispivaji
k objasnéni modulacniho vlivu monovalentnich iontii na tyto receptory.

Dizertacni pradce se v prvni ¢asti zabyva studiem mechanizmu dlouhodobého
pusobeni vysokych davek morfinu a to na urovni G proteinli a adenylyl cyklazy.
Dlouhodobé vystaveni potkani vysokym davkam morfinu mélo za nasledek pokles
celkové aktivity G proteini stimulované p- a d-opioidnimi receptory v plazmatickych
membrandch izolovanych z frontalni mozkové kiry. NedoSlo ovSem ke snizeni mnozstvi
téchto regulacnich proteinii. NaSe vysledky potvrzuji nézor, ze mechanizmus zavislosti na
morfinu je primarn¢ zalozen na desenzitizaci odpovédi opioidnich receptord, ktera nastava
jiz na urovni funk¢ni aktivity G proteint. Zjistili jsme, Ze obsah adenylyl cyklazy I a II ve
studovanych vzorcich plazmatickych membran byl vyznamné zvySen u potkanli
ovlivnénych morfinem a nastdvd jako specifickd, kompenzacni (plné vratnd),
homeostatickd odpovéd’ na dlouhodobé pusobeni této drogy. Bylo také zjisténo, ze
dlouhodoba expozice morfinu mé za nasledek zvySeni poctu o-opioidnich receptort
a zménu jejich citlivost vii¢i sodnym iontiim.

Nase vysledky ziskané analyzou vlivu riznych monovalentnich kationtli na spojeni
definovaného typu opioidniho receptoru (8-opioidniho receptoru) a definovaného typu

G proteinu (Gilo (Cys>'-I1e*”!

)), které jsou pfitomny v daném faznim proteinu v poméru
1:1, popisuji preferencni citlivost tohoto proteinu k sodnym iontim. Inhibice vysoké
bazalni vazby [>S]GTPyS (Na” > K" > Li" > NMDG") stejné jako stimulace 8-opioidniho
receptoru agonistou DADLE (Na' > K’ = Li" > NMDG") vykazuje stejné pofadi u¢innosti
iontd.

Porovnali jsme vliv riznych koncentraci sodnych, draselnych a lithnych ionta
na vazbu agonisty a antagonisty k d-opioidnimu receptoru a na spojeni tohoto receptoru
s G proteinem v plazmatickych membranach izolovanych z 8-OR-Gila (Cys™'-Ile*™!)-
HEK293 bunééné linie. Rozlisili jsme vysoko- a nizkoafinni mista pro Na', ktera nebyla
doposud publikovana. Uginek ionttl jsme zkoumali i v polarni oblasti lipidovych hlaviéek a

hydrofébnim wvnittku plazmatickych membran. Analyza interakce ionti lithia, sodiku,

drasliku a cesia s plazmatickou membranou buné¢k HEK293, provadéna pomoci
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fluorescencnich technik, ukézala na vyznam polarnich skupin pfitomnych v povrchové
vrstvé membrany. Pravé do této oblasti je mozné umistit nizkoafinni mista pro vysSe

uvedené monovalentni ionty.
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7. SUMMARY

This Ph.D. thesis is devoted to the role of opioid receptors in drug addiction and the
way how are these receptors affected by monovalent ions. Results presented here extend
the knowledge about the long-term adaptation of the mammalian organism to morphine
and widely studied phenomenon of drug dependence and tolerance. Simultaneously
contribute to the clarification of the modulatory effect of monovalent ions on these
receptors.

In the first part of this Ph.D. thesis we studied the mechanism of a long-term effect
of high doses of morphine at the level of G proteins and adenylyl cyclase. Prolonged
exposure of rats to high doses of morphine resulted in decrease of the over-all output of p-
and o-opioid receptor-stimulated G protein activity in plasma membranes isolated from the
forebrain cortex but does not decrease the amount of these regulatory proteins. Our results
support the view that the mechanism of addiction to morphine is primarily based on
desensitization of opioid receptor response, which proceed already at the level of G protein
functional activity. We have found that plasma membrane density of adenylyl cyclase I and
IT was increased largely in morphine treated rats and proceeds as a specific, compensatory
(fully reversible), homeostatic response to prolonged exposure to this drug. It was also
noted, that long-term exposure to morphine resulted in increase of number of 6-opioid
receptors and change of their sensitivity to sodium ions.

Our results obtained by analysis of the effect of different monovalent cations on
coupling between the defined type of opioid receptor (6-OR) and the defined type of
G protein (Gila (Cys™'-Ile’®")) both present within 8-OR-Gjla (Cys®'-Ile*") fusion
protein in 1:1 stoichiometry indicated preferential sensitivity of this protein to sodium. The
inhibition of very high basal level of [**S]GTPyS binding (Na” > K" > Li" > NMDG") as
well as stimulation by §-opioid agonist DADLE (Na" > K’ = Li" > NMDG") proceeded
with almost identical order.

We compared the effect of different concentrations of sodium, potassium and
lithium ions on the agonist and antagonist binding and G protein coupling to 6-opioid
receptor in plasma membrane isolated from 8-OR-Gila (Cys™'-Ile*')-HEK293 cell line.
We distinguish between high- and low-affinity sites for Na” which has not been presented
in the current literature. The effect of ions was also investigated in polar head-group region
and hydrophobic interior of plasma membranes. Analysis of interaction of lithium, sodium,

potassium and cesium ions with plasma membranes isolated from HEK293 cells with the
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help of fluorescent probes indicated that monovalent ions interact, in low-affinity manner,

with the polar, membrane-water interface of membrane bilayer.
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