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Opioidni receptory (OR)
® rhodopsinova rodina receptoril sprazenych s G proteiny (GPCRs)
® 4typyOR u-OR, 8-OR, k-OR, NOP

® klicovy prvek vnimani bolesti

ovliviiuji afektivni chovani a neuroendokrinni funkce, ovladaji autonomni funkce
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Konstitutivni aktivita, inverzni agonisté

® konstitutivni aktivita - schopnost receptoru prejit do aktivni konformace (R*) i v
nepritomnosti agonisty
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® Na* pusobi jako allostericky inverzni agonista (allostericky stabilizator
neaktivniho stavu receptoru)

® Asp?> v TM2 8-OR Kriticka pro regulaci vazby agonisty Na*




Interakce monovalentnich iontu s OR

allostericka vazebna kapsa pro Na*

o interakce Na* s 5 kyslikovymi atomy (postranni fetézce Asp?®>, Ser!3>, Asn!3!
spolu s 2 molekulami vody)

1.8 A

d-opioidni receptor

identické postranni retézce a podobné
konformace v 15 pozicich kapsy

Allostericka vazebna kapsa GPCRs vazajici Na* a vodu
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Cile dizertacni prace

¢ frontalni mozkova kura potkana

o zmény v signalni draze OR vyvolané dlouhodobym ptlisobenim morfinu

o Kklicovy fyziologicky mechanismus, kterym je sniZovana konstitutivni aktivita -
inhibi¢ni ptisobeni sodnych iontl na vazebné misto §-OR

® bunécna linie §-OR-G;1a (Cys3>!-Ile3>1)-HEK293

o ucCinek riznych monovalentnich iontli na 6-OR i na jeho funkcni spraZeni
s trimernimi G proteiny inhibi¢niho typu



Frontalni mozkova kura potkana
Aktivita G proteinu - zmény vyvolané pusobenim morfinu

® stanoveni agonistou stimulované vazby [3°S]GTPYS
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® pokles vazby [3°S]GTPyS stimulované agonisty 6- a p-OR u potkant ovlivnénych
morfinem — desenzitizace odpovédi 6- a pu-OR nastava jiZ na Urovni funkcni

aktivity G proteint

® - pariust obsahu adenylyl cyklazy typul a Il

Bourovj, L., Vosahlikova, M., Kagan, D., Dlouh4, K., Novotny, ., 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.



Frontalni mozkova kura potkana
Inhibi¢ni pusobeni Na* na vazebné misto 8-OR
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® dlouhodobé piisobeni morfinu — nizka citlivost §-OR k inhibi¢nimu ucinku

sodnych iontu (narugeni rovnovahy mezi aktivnim a neaktivnim stavem receptoru)

Uj¢ikova, H., Dlouhd, K., Roubalovi, L., Vosahlikova, 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.



8-0OR-G;1a (Cys3°>1-1le3°1)-HEK293

® ORvytvareji velmi slozitou signalizacni sit

® GPCR-Ga fuzni proteiny poskytuji mozZnost napodobit fyziologicky se vyskytujici
interakce

o

— presna a znama stechiometrie 1:1 mezi receptorem a G proteinem

® bunécnad linie 8-OR-G;1a (Cys®>!-Ile*>!)-HEK293

o exprimuje fuzni protein mezi §-OR a G,1a proteinem rezistentnim vici PTX
(pertussis toxin)



8-OR-G;1a (Cys3°1-Ile3°1)-HEK293
Inhibice signalizace 8-OR monovalentnimi kationty
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Vosahlikovd, M., Jurkiewicz, P., Roubalovj, L., Hof, M., Svoboda, P. (2014). High- and low-affinity sites for sodium in 8-OR-G,1a(Cys3°!-11e31) 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.
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8-OR-G;1a (Cys3°1-Ile3°1)-HEK293
Vliv monovalentnich kationti na vazbu agonisty a antagonisty
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® vysokoafinni vazebné misto pro Na*

® nizkoafinni vazebné misto pro Na*

biofyzikalnich studii se zamérenim na plazmatickou membranu

Vosahlikovd, M., Jurkiewicz, P., Roubalovj, L., Hof, M., Svoboda, P. (2014). High- and low-affinity sites for sodium in 8-OR-G,1a(Cys3°!-11e31) 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.



8-OR-G;1a (Cys3°1-Ile3°1)-HEK293
Biofyzikalni stav plazmatické membrany

spojeni GPCRs a G proteinlil s plazmatickou membranou je Cini citlivymi k jejich
lipidovému okoli — interakce s lipidy jsou diilezité pro jejich funkci

role monovalentnich kationtl pri interakci s polarnim rozhranim membrana-voda
a hydrofébnim vnitrkem lipidové dvojvrstvy
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8-OR-G;1a (Cys3°1-Ile3>1)-HEK293
Excitacni generalizovana polarizace Laurdanu - GP_,
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POPS 1,2-palmitoyl-oleoyl-sn-glycero-3-fosfoserin

Vosahlikovd, M., Jurkiewicz, P., Roubalovj, L., Hof, M., Svoboda, P. (2014). High- and low-affinity sites for sodium in 8-OR-G,1a(Cys3°!-11e31) 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.



8-OR-G;1a (Cys3°1-Ile3>1)-HEK293
Rovnovazna anizotropie fluorescence DPH - GP,,
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vliv monovalentnich kationtti na vnitini hydrofobni ¢ast membrany
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® Zadné zmény hodnot rppy
— vliv vysokych koncentraci monovalentnich kationtii nastava vylucné jako interakce
s povrchovym, polarnim regionem lipidové dvojvrstvy
— hydrofébni vnitrek membrany se i¢inku monovalentnich kationtli nedcastni

Vosahlikovd, M., Jurkiewicz, P., Roubalovj, L., Hof, M., Svoboda, P. (2014). High- and low-affinity sites for sodium in 8-OR-G,1a(Cys3°!-11e31) 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.



Zaver

¢ frontdlni mozkova kiira potkanu vystavenych dlouhodobému pusobeni
morfinu

o mechanizmus zdavislosti na morfinu je zaloZen na desenzitizaci odpoveédi
6- a u-OR, ktera nastava jiz na urovni funkéni aktivity G proteini

o zvySeni poctu 6-OR a zména jejich citlivosti k sodnym iontiim

® bunécna linie §-OR-G;1a (Cys3°!-Ile3>1)-HEK293

o rozliseni vysoko- a nizkoafinnich mist pro Na* pri inhibici vazby agonisty 6-OR
y p p y ag y

o polarni rozhrani membrana-voda jsme oznacily jako jedno z moZznych mist, kde
by mohl probihat nizkoafinni typ inhibice vazby agonisty

— tato interakce by nasledn¢ mohla ovlivnit vazbu ligandu na receptor allosterickou cestou
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