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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva vlivem morfinové abstinence na adenylylcyklazovy
signalni systém v mozku potkana. Teoretickd ¢ast prace shrnuje zékladni informace o
opioidech a jejich pfednim zastupci morfinu, molekuldrnich mechanismech jeho
pusobeni v organismu a doposud zjisténé poznatky o pisobeni morfinové zavislosti a
nasledné abstinence na organismus a predevSim na centrdlni nervovou soustavu.
Pfesné mechanismy rozvoje morfinové zdavislosti a abstinence stale ziistavaji
neobjasnény. V této praci je také strucné popsan princip metody Western blot pouzité
pii samotné analyze vlivu morfinové abstinence na expresi vybranych protein
adenylylcyklazového signalniho systému. Experimentalni Cast této prace se vénuje
detekci exprese zakladnich komponent tohoto systému ve vybranych ¢astech mozku
potkanti po dlouhodobém podéavani zvysujicich se davek morfinu a jejich nasledném
vysazeni. Vysledky této prace neodhalily statisticky vyznamné rozdily v expresi
komponent adenylylcykldzového signdlniho systému mezi abstinujicimi a
odpovidajicimi kontrolnimi skupinami zvifat, coz potvrzuje jiz prokdzanou vysokou
schopnost organismu celit podavanym davkam morfinu a vracet se po jeho vysazeni
do fyziologické normy.

Kli¢ova slova: Morfin, abstinence, adenylylcyklazovy signalni systém, G-proteiny,
mozek, potkan

Abstract

The aim of this bachelor thesis is to study the effect of morphine withdrawal on the
adenylyl cyclase signal system in the rat brain. Theoretical part of this thesis
summarizes basic information known about opioids and its leading representative
morphine, molecular mechanisms of its effect on the organism and yet determined
knowledge about effects of morphine addiction and subsequent withdrawal on the
organism and above all on the central nervous system. There is still much unknown
about exact mechanism of development of morphine addiction and withdrawal. This
thesis also summarizes briefly the Western blot method used in analysing the effect of
morphine withdrawal on selected proteins of the adenylyl cyclase signal system in the
rat brain. Experimental part of this thesis is based on the detection of expression of key
components of the adenylyl cyclase pathway in selected regions of the rat brain after
long-term administration and subsequent withdrawal of increasing doses of morphine.
Results of this study did not reveal statistically significant differences in the
expression of adenylyl cyclase signaling system components between the withdrawal
and the corresponding control groups of animals, confirming high ability of the
organism to withstand morphine administration and to return to physiological standard
after withdrawal of the drug, which was demonstrated earlier.

Key words: Morphine, withdrawal, adenylyl cyclase signaling system, G-proteins,
brain, rat
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Seznam zkratek a pouzitych symbolt

AC
Ac-Bis
APS
BSA
cAMP
CREB
DOR
EDTA
G-protein
GDP
GPCR
GTP
KOR
MOR
NOP
PKA
SDS
PAGE
TBS

TMES

Tris

adenylylcyklaza

smés akrylamidu a bisakrylamidu
ammoniumpersulfat

hovézi sérovy albumin

cyklicky adenosinmonofosfat

vazebny protein pro cAMP responzivni element
0 opioidni receptor
ethylendiamintetraoctova kyselina
heterotrimerni GTP-vazajici protein
guanosintrifosfat

receptory sptazené s G-proteiny
guanosintrifosfat

k opioidni receptor

u opioidni receptor

nociceptinovy opioidni recept
proteinkindza A

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Tris-pufrovany solny roztok

pufr obsahujici Tris, chlorid hofe¢naty, kyselinu
ethylendiamintetraoctovou a sacharozu

2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol



1.  Uvod

Morfin, jakozto hlavni zastupce opioidd, lidstvo od pradavna vyuziva zejména
pro své analgetické, zklidiiujici a euforické ucinky. Pivodné se morfin obsazen v
opiové smési pouzival prevazné jako zkliditujici prostfedek pro déti ¢i pii zmirnéni
bolesti pacientd. Pravé tyto ucinky morfinu sebou bohuzel nesou i riziko jeho

zneuzivani ¢i naduzivani.

Uzivani morfinu a dalSich latek z fad opioidi muze zpusobovat vznik drogové
zavislosti a s ni spojené abstinencni ptiznaky, coz ma nepfiznivy vliv jak na fyzickou
tak 1 na psychickou schranku clovéka. Pfi¢ina vzniku drogové zavislosti a
abstinencniho syndromu ani jejich plsobeni na molekuldrni Grovni nejsou dodnes
zcela znamy. Stale vSak probihaji studie zabyvajici se principy jejich vzniku a

pusobeni na bunééné urovni.

Morfin se v organismu a predevs§im v centralni nervové soustaveé specificky vaze
na opioidni receptory, které jsou sprazeny s G-proteiny, zprostfedkujicimi ptenos
informace o navdzané droze prfes pocetné signalni drdhy v popiedi
s adenylylcyklazovou signalni drahou. Prave tyto signalni drahy jsou dnes pfedmétem
mnoha vyzkumi. Objasnéni vySe zminénych mechanismi u¢inku drogy a s tim
souvisejicich procest probihajicich v signalnich drahach bunky by mohlo pomoci 1épe
pochopit drogovou problematiku a pfispét k prohloubeni pochopeni abstinen¢niho

syndromu a ptipadné 1é€bé zavislosti.

Cilem této prace je zkoumani vlivu morfinové abstinence na adenylylcyklazovy

signalni systém v mozku potkana.



2. Teoreticka cast

21. Opioidy

2.1.1. Chemicka podstata opioidu

Opioidy jsou latky, které jsou schopny se v biologickych systémech vézat na
opioidni receptory. Podle své chemické struktury a mista vzniku se opioidy mohou

delit do nasledujicich Ctyt skupin:

1. Endogenni opioidy, které svoji chemickou strukturou spadaji mezi polypeptidy
a mezi jejichz zéastupce fadime methionin-enkefalin a leucin-enkefalin ztad

enkefalinti, beta-endorfin, dynorfin a endomorfiny.

2. Opiové alkaloidy (opiaty), mezi jejichz nejzndméjsi predstavitele mizeme
zafadit morfin a kodein a které se ziskdvaji z opia pfirozené se vyskytujictho v méku
setém (Papaver somniferum). Strukturnim motivem téchto alkaloidii je molekula

fenanthrenu.

3. Semi-syntetické opioidy, coZ jsou v podstaté chemicky modifikované formy
ptirodniho morfinu, napt. hojné zneuZzivany diacetylmorfin (znamé;jsi pod oznacenim

heroin).

4. Syntetické opioidy, které svoji strukturou nekoresponduji s morfinem, spadajici
pfevazné do fenylpiperidinové (napi. fentanyl) ¢i metadonové (metadon) strukturni

skupiny [1,2].

Chemickeé struktury vybranych opioidi z vySe uvedenych skupin jsou zobrazeny

na Obrazku 1.
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Obrazek 1. Chemické struktury opioidi methionin-enkefalinu (4), morfinu (B), heroinu
(C) a fentanylu (D) vytvorené pomoci programu ChemSketch.

2.1.2. Historie opioidu

Opioidy jsou diky svym analgetickym ucinkim pouzivany od praddvna jako
ptipravky zklidiiujici a tiSici bolest. Prvni zminky o péstovani maku (,,rostliny Stésti*)
vyuZiti opia pro jeho zklidnujici G€inky hovoti 1 Ebersky papyrus sepsany ve starém
Egypté kolem roku 1500 pi.n.l.,, ve kterém je pfedepisovana smées opia a dalSich
substanci (napiiklad musincti) pro utiSeni placicich déti. Uginky opia znali i staii
Rekové a Rimané, ktefi jej pouzivali pii lékatskych zakrocich pro zmirnéni bolesti

[3.,4].



V novodobé historii jsou opioidy pro své zklidnujici a euforické ucinky, bohuzel,
stale Castéji zneuzivany. Chronické zneuzivani opioidii ma fadu neptiznivych ucinki,
které mohou vést k zavislosti ¢i dokonce ke smrti. Ve Spojenych statech americkych
rocné zemie na predavkovani opioidy pies 19 000 osob. V soucasnosti se v souvislosti

s naduzivanim téchto latek hovoii o tzv. ,,Opioidové krizi* [5].

2.1.3. Uéinky opioidti

Vysledny ucinek opioidu siln¢ zavisi na jeho interakci s opioidnim receptorem.
Opioidy mohou byt jak agonisty, tak antagonisy téchto receptort. Dulezitou roli
v ucinku opioidu hraji také jeho fyzikalné-chemické vlastnosti, jako je stupen ionizace
a lipofilita, coz ovliviluje jeho piesun do mista Gcinku. Opioidy jsou zpravidla slabé
baze (pKa 6,5-8,7), a v biologickém systému se tudiz mohou vyskytovat ve své

disociované i nedisociované podob¢ v zavislosti na pH systému [6,7].

Opioidy jsou v klinické praxi vyuzivany zejména pro své analgetické ucinky
(atlum stfedné silné az silné bolesti), antitusické a protiprijmové i obstipacni ucinky.
Nesmime opomenout ani jejich nezadouci ucinky, mezi kterymi dominuje utlum
dechové cinnosti, nauzea a zvraceni, a jejich nezadouci vliv na kognitivni funkce,

ktery muze vyustit az v delirium nebo demenci [7,8,9].

Mezi dalsi ucinky opioidii patfi modulace nilady a euforie. Tyto vlastnosti
opioidl se vyznamné podileji na jejich zneuzivani, které¢ vede ke vzniku tolerance a

fyzické zavislosti na téchto latkach [10].

2.1.4. Morfin

Patrné nejznaméj$im a nejhojnéji vyuZivanym opioidem je morfin. Morfin je
dokonce povazovan za ,zlaty standard* v klinickém vyuZzivani analgetik. Jeho vyskyt
byl kromé& maku potvrzen napft. 1 ve zvifecim a lidském mozkomisnim moku, nervové
tkdni nebo jatrech. Uméle dodany morfin je totiz v jatrech konjugovan glukoronidy,

zvySujicimi hydrofilitu vzniklych metabolitd  (morfin-3-glukuronid a



morfin-6-glukuronid), které poté hirfe pronikaji hematoencefalickou bariérou, coz

podporuje lokalni syntézu morfinu v organismu [11,12].

Morfin byl poprvé izolovan z opia na pocatku 19. stoleti teprve jednadvacetiletym
Wilhelmem Sertiirnerem, ktery izolovanou slou¢eninu pojmenoval podle feckého boha
snii Morphea. Nasledné objasnéni a odvozeni chemické struktury morfinu vyneslo
jejimu objeviteli, siru Robertu Robinsonovi v roce 1947 Nobelovu cenu za chemii

[13].

Jak jiz bylo feCeno, morfin je alkaloid fenanthrenového typu, a pravé jeho
struktura, respektive disociovana -OH funk¢ni skupina, fenolova jadra fenanthrenu a

terciarni dusik, je zodpovédna za jeho interakci s opioidnim receptorem [14].

Interakce morfinu s opioidnim receptorem je uvedena na Obrazku 2.

NH3 Molekula morfinu

OH

Opioidni
receptor

Vazebné misto pro
terciarni dusik

Aniontové Vazebné misto
vazebné misto  pro fenolovou

skupinu

Pfenos signalu

Obrazek 2. Interakce morfinu s opioidnim receptorem probihajici na zdkladeé rozpoznani
Jednotlivych funkcnich skupin molekuly morfinu prislusnymi vazebnymi misty opioidniho
receptoru. Upraveno dle [14].



2.2. Molekularni mechanismy pusobeni morfinu

2.2.1. Opioidni receptory

Opioidni receptory, respektive jejich rizné typy, které maji odliSnou afinitu
k jednotlivym druhiim opioidd, byly objeveny v roce 1976 W. R. Martinem a jeho
kolegy [15].

Prvnim objevenym typem receptoru byl u opioidni receptor (MOR) pojmenovan
podle své afinity k molekule morfinu, ktery je ¢istym agonistou tohoto receptoru,
nasledovan k opioidnim receptorem (KOR) citlivym na ketocyklazocin. O rok pozdéji
byl do této skupiny receptorii piifazen jesté nové objeveny 6 opioidni receptor (DOR).
Dnes je kromé téchto tii hlavnich typt opioidnich receptort a jejich podtypt znam
jeste nociceptinovy opioidni receptor (NOP) [15,16,17].

Opioidni receptory jsou pfitomny jak v centralnim, tak 1 v perifernim nervovém
systému, ale jejich vyskyt byl prokézan napftiklad i1 v gastrointestindlnim traktu, srdci
nebo imunitnim systému [18]. Rozdilna distribuce jednotlivych opioidnich receptort
v centralnim nervovém systému se vyznamné podili na vysledném Uc€inku
zprostiedkovaném ptislusnym opioidem [19].

Co se intracelularni signalizace tyce, spadaji opioidni receptory do skupiny
receptoru sprazenych s G-proteiny (GPCRs) [20].

Distribuce jednotlivych typl opioidnich receptort v riaznych ¢astech hlodav¢iho

mozku je zndzornéna na Obrazku 3.
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Obrdzek 3. Distribuce jednotlivych typl opioidnich receptor v hlodavéim mozku.
Vyplnénd barevnd oblast znaci vyssi distribuci daného typu receptoru, zatimco nevyplnény
barevny obrys znaci jeho nizkou distribuci. Cervené jsou oznaceny u, Zluté & a modre k
opioidni receptory. Jednotlivé ¢dsti mozku jsou oznaceny ndsledovné: PFC (prefrontdini
kortex), Hipp (hipokampus), Hb (habenula), Th (thalamus), NAc (nucleus accumbens), BNST
(jadro lazka stria terminalis), Hyp (hypothalamus), Amy (amygdala), VTA (ventrdlni
tegmentdlni oblast), DRN (dorsdini nukleus raphe), LC (locus coeruleus). Upraveno dle [19].

2.2.2. Receptory sprazené s G-proteiny

Receptory sptazené s G-proteiny (angl. G-protein-coupled receptors; GPCRs)
tvoti nejvetsi skupinu membranovych proteind, zprostredkujicich bunéénou odpoveéd'.
Sav¢i receptory sprazené s G-proteiny se zpravidla dale déli na zdklad€ své sekvence a
strukturni podobnosti do péti nasledujicich skupin: rhodopsinovd, sekretinova,

glutamatova, adhezni a frizzled skupina. [21].

Tyto receptory se skladdaji ze sedmi transmembranovych domén obsahujicich
o helikdlni segmenty a oblasti extracelularnich a intracelularnich smycek
prostupujicich bunéénou membranou a jsou asociovany s heterotrimernimi proteiny
vazajicimi guaninové nukleotidy (tzv. G-proteiny), sestavajicimi se za, f a y
podjednotek. Po navazani ligandu na extracelularni ¢asti receptoru dochazi ke
konformacnim zménam tohoto receptoru a k aktivaci spfazeného G-proteinu, coZ
nasledné vyvola pfisluSny sled biochemickych reakei tsticich v bunéénou odpoveéd na
pritomnost ligandu vazaného na receptor. Tyto intracelularni reakce reguluji celou
fadu fyziologickych procest, jako je ¢ich, chut, zrak, neurotransmise, bunétna

diferenciace a riist nebo imunitni odezva [21,22].



Prvnim krokem signalizace zprostfedkované G-proteiny je navazani ligandu
(napf. hormonu, neurotransmiteru nebo molekuly odorantu) na N-konec receptoru
sptazené¢ho s G-proteiny, ktery se nachdzi na vnéjsi strané¢ bunécné membrany. K této
vazb¢ hojné pfispivaji 1 vySe zminéné extracelularni smycky proteinu, které ji
stabilizuji. Nasledna zména konformace receptoru vede k aktivaci a podjednotky
G-proteinu, kterd je jinak ve svém inaktivovaném stavu vazana na molekulu GDP a je
pevné prichycena k B a y podjednotce. Pii této aktivaci dochazi k fosforylaci GDP za
vzniku GTP a k disociaci a podjednotky G-proteinu od dimerni By podjednotky. Takto
aktivovany G-protein muze diky interakci s nejriiznéjSimi membranovymi proteiny
G-proteinu  je disledkem hydrolyzy GTP, coz vede k opétovnému vzniku
heterotrimerniho G-proteinu pfipraveného zapojit se do dal$i signdlni drihy

[21,23,24].

Aktivaci prislusnych G-proteini muze dochézet k aktivaci ¢i inhibici
nejriznéjSich kaskdd enzymatickych reakci, do nichz se zapojuje celd tada efektori
jako je adenylylcyklaza, fosfodiesteraza, fosfolipaza C, nap&tové zavisly Ca** kanal,
apod., které vedou k tvorb¢ tzv. druhych posli (napt. cyklicky adenosinmonofosfat,
ionty Ca®", inositoltrifosfast nebo oxid dusnaty), ovliviujicich Sirokou 8kalu
intracelularnich enzymt, iontovych kandl a transportérid, vedoucich k bunécné

odpovédi [25,26,27].

2.2.3. G-proteiny

Kromé¢ tfi hlavnich podjednotek heterotrimernich G-proteint (o, B a vy
podjednotka) je dnes zndmo nékolik desitek jejich podtypl nachdzejicich se v riznych
typech bungk, které se dale déli podle svého piisobeni na efektorové molekuly. Mezi
tyto podtypy patii Gt (transducin) protein, ktery je schopen véazat molekulu
rhodopsinu, a tim regulovat funkci fotoreceptorovych buné¢k, dale Gs a Gi proteiny,
které stimuluji (Gs) nebo inhibuji (Gi) enzym adenylylcyklazu, ktery je zodpovédny za
katalyzu syntézy cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). Mezi dals§i podtypy
G-proteint spadaji mimo jiné Go, Gz, Gq nebo G11-16 [28].



Na obrazku 4 je grafické strukturni zndzornéni inaktivniho G-proteinu vazajiciho

molekulu GDP a aktivniho G-proteinu vazajiciho molekulu GTP.

"
GTP (aktivni)

Obrazek 4. Grafické znazorneni heterotrimerniho G-proteinu, ktery je ve své neaktivni
formé vazan na molekulu GDP a ve svém aktivovaném stavu (pri kterém o podjednotka
disociuje od dimerni By podjednotky) na molekulu GTP. Zluté je na obrizku oznacend «
podjednotka, modre  podjednotka a zelené y podjednotka. Upraveno dle [29].

Dalsi skupinou GTP véazajicich proteinl jsou monomerni G-proteiny (oznacované
také jako ,malé* G-proteiny). Tyto proteiny jsou také schopny pfenosu signalu
z aktivovaného receptoru do nitra buiiky (ovliviluji tim naptiklad bunéény vezikularni
transport). Prvni maly G-protein byl objeven ve viru, ktery u potkani zpusobuje
sarkomové nadory, a proto nese oznaceni Ras (z angl. rat sarkoma). Funkci molekuly
Ras je regulace bunééné diferenciace a proliferace, ktera je zajiStovana pienosem
pfisluSného signalu zreceptorovych kindz do jadra. Pokud se Ras nachazi ve
virulentni formé, tato funkce je pozménénd a mize tak dochazet k nekontrolovatelné

bunécné proliferaci, kterd miize vést k tvorbé nadort [30].

2.2.4. Adenylyicyklazovy signalni system

Adenylylcyklaza je efektorovy enzym, ktery se podili na koordinaci mnoha

signalnich drah. U savci bylo popsdno nejméné devét izoforem tohoto enzymu



oznacenych AC1-AC9. Vsechny tyto izoformy maji vysokou sekvencni podobnost
v primarni struktufe svého katalytického mista a stejnou tfirozmérnou strukturu.
Kazda podjednotka se sklddda ze dvou hydrofobnich domén se Sesti
transmembranovymi ¢astmi a ze dvou cytoplasmatickych domén, které jsou
zodpovédné za odlisnou funkci jednotlivych podjednotek adenylylcyklazy. Prave tyto
odli$né vlastnosti jednotlivych izoforem adenylylcyklazy a jejich rozdilnd distribuce
ve tkanich (rlizné izoformy se nachézeji naptiklad v mozkové, srdecni a plicni tkani
nebo dokonce v kosternim svalstvu, déloze a spermiich) ¢i bunéénych typech
zaprticinuji jejich odliSnou funkci v signalnich drahach zprostfedkovanych receptory

spfazenymi s G-proteiny [31,32].

enzymu regulovana celou fadou latek riznych signalnich kaskad. Hlavni funkci tohoto
enzymu je, na zékladé této vySe zminéné regulace, katalyza syntézy ptislusného
mnozstvi cAMP, ktery jako druhy posel dale vystupuje jako regulator mnoha
fyziologickych procesii, jako je naptf. metabolismus glykogenu, srde¢ni vydej nebo

dlouhodoba potenciace [33].

Na Obrazku 5 je graficky znazornéno schéma signalizace prostfednictvim
receptoru sprazeného s G-proteiny nésledované aktivaci adenylylcyklazy a syntézou

cAMP.
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Ligand

Adenylylcyklaza

Obrazek 5. Schéma signalizace prostrednictvim receptoru sprazeného s G-proteiny, pri
kterém dochazi k aktivaci adenylylcyklazy. Po navazani ligandu na receptor (oznaceny
rizovou barvou) dochazi k fosforylaci GDP na GTP a disociaci a podjednotky piivodné
inaktivovaného G-proteinu (ktery tvori zluté znacend o, modre znacena f a zelené znacend y
podjednotka). Takto aktivovanda o podjednotka poté aktivuje enzym adenylylcyklazu
(znazornéna fialovou barvou), ktery katalyzuje tvorbu cyklického adenosinmonofosfatu (na
obrazku zobrazen cervené). Upraveno dle [29].

Po syntéze cAMP stimulované aktivaci adenylylcyklazy prostiednictvim
receptorlt spfazenych s G-proteiny (konkrétn€ se jednd hlavné o aktivaci Gas
podjednotkou) mize dochéazet k vazbé cAMP, a tim 1 k aktivaci nedilné komponenty
adenylylcyklazového signalniho systému - proteinkinazy A (PKA). Proteinkindza A
patfi mezi serin/threonin kindzy a jeji funkci je katalyza fosforylace pravé serinovych
a threoninovych skupin cilovych protein. Enzym proteinkinaza A je tetramer a sklada
se z dimerni regulacni podjednotky a dvou monomernich katalytickych podjednotek.
Po jeji aktivaci pomoci cAMP dochazi k disociaci, a tim 1 k aktivaci katalytickych
podjednotek, které katalyzuji vySe zminéné fosforyla¢ni reakce efektorovych proteint.
Déle mohou aktivované katalytické podjednotky PKA vstupovat do jadra buiky a
katalyzovat zde fosforylaci nejriiznéjsich transkrip¢nich faktorii (napt. CREB), proto

hraje proteinkindza A velkou roli v buné¢né diferenciaci a proliferaci [34,35].

Praveé ovlivnéni transkripcnich faktorti a nasledna regulace genové exprese muze

byt jednim z mechanismu vzniku drogové zavislosti [36].
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Schéma adenylylcyklazového signdlniho systému 1 s pifesahem do oblasti

ovlivnéni genové exprese je uvedeno na Obrazku 6.

Genova exprese

f@.—»

Aktivace PKA .

-~ "J"Mﬁm

Jadro
(/ Cytoplazma

Obrazek 6. Schema adenylylcyklazového signalniho systému. Po navazani liandu dochazi
konformacni zmeénou receptoru sprazeného s G-proteiny (GPCR) k dicosiaci GTP vazajici Ga.
podjednotky, ktera aktivuje enzym adenylylcyklazu, jenz katalyzuje syntézu cAMP. Cyklicky
AMP poté aktivuje katalytické podjednotky proteinkindazy A, kterda miize vstupovat do jadra a
fosforylaci transkripcnich faktorii (napr. CREB) docilit zmény v genové expresi. Upraveno dle

[37].

2.3. Morfinova zavislost a abstinence

2.3.1. Morfinova zavislost

Zavislost na opiatech je chronicky recidivujici porucha, pro kterou je

charakteristické nutkavé uzivani drogy, neschopnost omezit jeji pfijem a intenzivni

Mrwe

predmétt diive spojenych s uzivanim dané drogy. Dodnes neni plné¢ znam piesny
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mechanismus pfechodu od ndhodného uzivani drog k zavislosti, ale znalosti téchto

neurdlnich mechanismil jsou neustale prohlubovany [38].

Morfinovou zavislosti jsou mimo jiné ovlivnény také signalni drahy spojené
s odménou a neurdlnimi systémy ovliviiujicimi stres nebo formovani navykia. Do
slozitych procesi morfinové zavislosti je zapojeno také velké mnoZstvi
neurotransmiterovych systémt, z nichz je patrné¢ nejvyznamnéjsi systém dopaminergni
(dopaminergni neurony mezolimbického systému ve ventrdlni tegmentalni oblasti
s axonalnim pfesahem do nucleus accumbens a prefrontalni klry). Velkou roli zde

také hraje vlastni endogenni opioidni systém [10,39].

Pro objasnéni mechanismu morfinové zavislosti bylo navrzeno nékolik moznych
hypotéz, v Cele s tzv. cAMP hypotézou. Ta tikd, ze k jeviim spojenym s toleranci a
zavislosti dochazi uz na bunécné Urovni a predpoklada, ze k témto jevim pfispivaji
adaptace v signdlnich drahdch souvisejicich sregulaci intracelularniho cAMP.
Vyzkum této hypotézy ukézal, ze chronicka expozice morfinu mize zplisobovat
indukci enzymu adenylylcyklazy a proteinkinazy A, k jejichz ndhlému poklesu dojde
pfi vysazeni drogy. Mezi dal$i mozné mechanismy morfinové zéavislosti patii
napiiklad zmény v iontové vodivosti, kdy aktivaci opioidnich receptorii dochézi
k ovlivnéni permeability bunééné membrany viuci draselnym iontim a zaroven
dochazi aktivaci proteinkindzy C k atlumu opioidnich receptord a k ovlivnéni
vodivosti iontll [39]. Jina studie uvadi, Ze podavani morfinu zplisobi prudkou inhibici

adenylylcyklazy, coz vede k poklesu intracelularni hladiny cAMP [40].

2.3.2. Morfinova abstinence

Drogova abstinence je nedilnou souc¢ésti vétSiny typl zavislosti, v€etné zavislosti
na opioidech. Pravé morfinova abstinence je povazovana za klasické métitko zavislosti
na opiatech. Syndrom abstinenc¢nich ptiznakl zavislosti na opiatech je charakterizovan
mnoha behaviordlnimi a fyziologickymi ptiznaky, jako jsou behavioralni aktivace,
prijem, ties nebo motivaéni dysfunkce, ke které miize v centralni nervové soustaveé
dochazet na mnohych mistech [41]. Na molekularni Grovni bylo prokdzano, Ze
morfinova abstinence ovliviluje mimo jiné 1 signalni drdhu cAMP a latky a systémy

s ni spojované. Studie uvadi spojitost morfinové abstinence a cAMP kaskady, kdy
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dochazi kup-regulaci vramcitéto signdlni drdhy a ke zvySené expresi
adenylylcyklazy, proteinkinazy A a CREB (angl. cAMP-response element binding
protein) [42].

Jiny vyzkum rozviji studie o objevujicich se dikazech superaktivace cAMP, ktera
souvisi se zvySenou vazbou receptor—-Gas, disociaci G-proteini a s Gos—
adenylylcykldzovou interakci. Zatim neni jasné, jak souvisi disociace G-proteind
s morfinovou abstinenci, ale dal§i studie potvrzuji, ze signalizace prostfednictvim
G-proteini muze byt regulovana tzv. receptor nezavislymi aktivatory, napt. AGS3

(z angl. Activator of G-protein Signaling 3) [43].

Morfinovou abstinenci do zna¢né miry ovliviiuji i opioidni receptory a samotné
¢asti mozku s nimi spojené. Né&kolik studii naptiklad uvadi spojitost ¢asti mozku
zvanou locus coeruelus s rozvojem morfinové zavislosti a somatickymi symptomy
morfinové abstinence. Tyto studie se rovnéz zabyvaly i vySe zminénou up-regulaci
adenylylcyklazové (a cAMP) signalni drahy, v ramci které pii chronické expozici
morfinu dochazi mimo adenylylcyklazu a proteinkinazu A i k ovlivnéni hladin Gla ¢i
Goo [44]. Pravé tyto zmény se zdaji byt velice dileZité pro expresi nejriiznéjSich
behaviordlnich symptoml pozorovanych béhem abstinenéniho syndromu. Opioidni
receptory (1 a 6 ) mohou v ramci morfinové zdvislosti a abstinence podléhat tzv.
desenzitizaci, definované jako sniZzena schopnost agonisty inhibovat adenylylcyklazu,

pfipadné€ 1 zméné poctu receptorii [44,45].

I ptes vSechny vyse uvedené neblahé G¢inky morfinové zavislosti a abstinence se
podle né&kterych studii jednd o reversibilni procesy. Naptiklad neddvnéd studie
provadénd na jedincich ovliviiovanych morfinem a poté ponechanych bez drogy
(konkrétné se jednalo o proteomickou studii, kterd byla zaméfena na podjednotky
G-proteinti a jednotlivé izoformy adenylylcykldzy v mozku potkana dvacet dni po
vysazeni morfinu) prokazuji vysokou schopnost organismu celit zménam
indukovanym podéavanim morfinu s cilem vratit se do fyziologicky normalniho stavu

po Uplném vymizeni podavané drogy [46].
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2.4. Metoda Western blot

Western blot je metoda hojné vyuzivana v biomedicinském vyzkumu slouzici
k separaci a identifikaci nejriznéjSich proteinovych struktur v biologickych vzorcich
[47]. Své ,,geografické™ pojmenovani ziskal Western blot, ktery byl poprvé pouzity
vroce 1979 H. Towbinem, analogicky podle metody Southern blot, kterou vyvinul
Edwin Southern v roce 1975 (southern = angl. jizni, odtud western = angl. zapadni)
[48,49]. Krom¢ kvalitativni a semi-kvantitativni analyzy specifickych proteinti ve
vzorku je mozné tuto metodu vyuzit napt. pfi zkoumani post-translacnich modifikaci,

kinazovych aktivit nebo protein-proteinovych interakci [50].

Principem této metody je pohyb zdporné nabitych molekul proteint v elektrickém
poli, které umoziuje jejich rozdéleni nasledované elektropienosem separovanych
proteinll na nitrocelulosovou membranu, kde jsou poté imunochemicky detekovany

pomoci specifickych protilatek [51].

Prvnim krokem této analyzy je separace proteinti v elektrickém poli na zékladé
jejich molekulové hmotnosti, obecné nazyvana elektroforéza. Mezi nejpouzivanéjsi
druhy elektroforézy patii SDS-PAGE elektroforéza (angl. Sodium Dodecyl Sulphate-
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis), kterd probihd v polyakrylamidovém gelu za
pfitomnosti detergentu dodecylsiranu sodného. Detergent obali molekuly proteinii a
udéli jim uniformni zaporny naboj. Molekuly se tudiz v gelu separuji pouze na zaklad¢

odlisné molekulové hmotnosti [52].

Kromé velikosti se proteiny mohou dé¢lit mimo jiné i na zakladé odlisného
izoelektrického bodu (2D-elektroforéza), nebo v nedenaturujicim prostredi pfi pouziti
nativni elektroforézy, pfi které se proteiny separuji jak diky odliSné velikosti, tak 1

odliSnému naboji [53,54].

Po separaci proteinli v gelu nasleduje jejich pfenos na nitrocelulosovou
membranu, kde je poté mozné imobilizované proteiny detekovat. Tento elektropifenos

muze byt proveden v tankovém nebo polosuchém uspotadani (viz Obrazky 7 a 8).
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Houbicka

Filtracni papir

Kladné
Zaporné nabita nabita deska
Nitrocelulosova membrana deskg = e—i At

—_— s

Tankovy blot v
Filtra&ni papir - pfenosovém pufru

Houbicka

Obrazek 7. Tankova varianta metody Western blot. Gel a membrana jsou viozeny mezi
filtracni papiry nasledované poréznimi houbickami. Vznikly , sandwich* je poté v pritomnosti
prenosového pufru umisten mezi elektrody. Upraveno dle [47]

T —— |~ = krani
i = 5 Filtracni
— -
. -— . - = N
Nitrocelulosova - papiry
membrana S G S e

Kladné nabita elektroda

Obrazek 8. Polosucha varianta metody Western blot. Gel je v tésném kontaktu
s membranou z obou stran obklopen filtracnimi papiry nasdaklymi prenosovym pufrem a
nasledné viozen do aparatury mezi elektrody. Upraveno dle [49].

Obé¢ usporadani funguji na principu pfenosu proteinti z gelu na membranu, ktery
je umoznén pritomnosti elektrického pole vytvofeného mezi dvéma elektrodami a v

némz se proteiny pohybuji diky svému zdpornému naboji [55].
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Po ukonceni elektropfenosu se membrana ¢i gel zpravidla barvi specifickymi
barvivy interagujicimi s proteiny, ¢imz muzeme ziskat prvni informaci o prubéhu

provadéné analyzy proteinti [56].

Nasleduje blokace membrany ve vhodném pufru, aby bylo zabranéno pozdéjsimu
nespecifickému navazani protilatek na membranu. Po blokovani je membrana
inkubovana v roztoku specifickych primarnich protilatek proti analyzovanému
proteinu piipadné proti jeho specifické €asti. Poté je membrana inkubovéana v roztoku
sekundarnich protilatek, které se specificky vazou na primarni protilatky a zaroven na
sob¢ nesou enzym, diky kterému je v nasledujicim kroku této imunochemické detekce

cely komplex mozno vizualizovat [50].

Schéma imunodetekce je zndzornéno na Obrazku 9.

Fotograficky papir <
{} Svétlo

11

Luminel + Hz0:z
+
Sekundarni protilatka
konjugovana s kfenovou
KE .~ peroxidasou (KP)
"1/ Primami protilatka

ﬁMFmtEin

Membrana

Obrazek 9. Grafické zndzornéni imunodetekce. Na protein se specificky vaze primdrni
protilatka, na kterou se poté vaze sekundarni protildatka s detekovatelnou sondou v podobé
enzymu, ktery poté katalyzuje reakci se substratem za vzniku zareni, které detekujeme na
fotografickém papire. Upraveno dle [61].
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Nasledujici krok spociva v reakci enzymu navazaného na sekundarni protilatce se
specifickym substratem; touto reakci vznikd bud’ barevny produkt, ktery kvantitativné
odpovida mnozstvi analyzovaného proteinu, nebo nestabilni meziprodukt, ktery svou
pfeménou na stabilni produkt emituje detekovatelné zaieni. Pro vizualizaci se
nejcastéji pouziva enzym luminol, ktery reaguje s peroxidem vodiku za vzniku

modrého svétla, které mize byt detekovano na fotografickém papite [57].

Ackoliv je Western blot dostupnd a relativné snadno proveditelnd metoda,
prochazi neustdlym vyvojem a modernizaci. Piikladem muze byt jeji mikrocipoveé
provedeni, které je znazornéno na Obrazku 10. Alternativou k separaci proteinti
pomoci gelové elektroforézy muze byt napiiklad pouziti kapildrni elektroforézy nebo

nejruznéjsich chromatografickych metod [58,59].

K dals$im metodam analyzy proteind, vyuZivajicim imunodetekce, miiZeme
zatadit napt. metodu ELISA (angl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) ¢i RIA
(RadiolmunoAssay) [60].

Vzorek  Vzorek

s ‘/,.

Obrazek 10. Mikrocipové provedeni metody Western blot. SDS-proteinové komplexy jsou
na mikrocipu separovany a poté jsou po prichodu cipem zachyceny na mobilni membrane.
Upraveno dle [58].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Material

3.1.1. Reagencie

TMES pufr (20 mM Tris, 3 mM MgCl>x6H20, ImM EDTA, 250 mM sacharéza,
H>0O, pH 7.,4), inhibitor protedz Complete (50% konc.), PhosSTOP (10x konc.), reagent
A (8 g NaxCOs, 1,6 g Na tartrat, 100 mL H>O, pH 11,25), reagent B (4 g kyseliny
bicinchoninové, 100 mL H,O (MiliQ), reagent C (0,4 g CuSO4x5H>0, 10 mL H>0),
BSA (1 pg/uL), pufr 1 (1,5 M Tris, H>O, pH 8,8), pufr 2 (0,5 M Tris, H20, pH 6,8),
30% akrylamid, 0,8% N,N‘-methylenbisakrylamid, 10% APS, 10% SDS,
tetramethylethylendiamin, pfedznaceny standard proteinii o zndmych molekulovych
hmotnostech (Sigma), elektrodovy pufr (0,25 M Tris, 2M glycin, 35 mM SDS;
10xkonc.), Laemmliho pufr (30% glycerol, 0,25 M Tris (pH 6,8), 8% SDS, 8% 2-
merkaptoethanol, 0,02% bromfenolova modf; 4xkonc.), TBS pufr (150 mM NacCl, 10
mM Tris, H2O, pH 8,0; 10xkonc.), blokovaci pufr (10 mL 10xkonc. TBS, 5 g
suSen¢ho mléka, 100 uL. Tween 20, 90 mL H>0), fedici pufr (10mL 10xkonc. TBS,
1 g suSen¢ho mléka, 100 uL. Tween 20, 90 mL H>0), promyvaci pufr (100 mL
10xkonc. TBS, 3 mL Tween 20, 900 mL H>0), pfenosovy pufr (25mM Tris, 190 mM
glycin, 20% methanol, H2O), primarni protilatky proti Goa podjednotce (2000xied.),
Giza podjednotce  (200000xted.), Giz podjednotce (10000xfed.), dale mysi
monoklonalni IgG protilatka proti PKA o/B/y podjednotkdm (Santa Cruz; sc 365615,
1000xted.) a krali¢i polyklondlni IgG protilatka proti I podjednotce adenylylcyklazy
(Santa Cruz; sc 586, 1000xted.), sekundarni protilatky zna¢ené kienovou peroxiddzou
proti kréli¢i (40000xfed.) a mys$i (20000xfed.) IgG (oboji Amersham), substrat

lTM

SuperSigna West Dura (Thermo Scientific). Chemikalie na pfipravu roztokl a

pufrd byly zakoupeny u spolecnosti Sigma a Serva.
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3.1.2. Pristrojoveé vybaveni a material

Potter-Elvehjemiiv =~ sklo-teflonovy  homogenizator, centrifuga  (Hettich
UNIVERSAL R30), vortex (VELP scientifica), termoblok (TECHNE Dri-Block™),
soupravy pro elektroforézu Mini-Protean II (BIO-RAD), soupravy pro western blot
(BIO-RAD), nitrocelul6zova membrana, tftepacka (Stuart Scientific), fotocitlivé filmy

CP-BU NEW (AGFA), vyvolavaci piistroj OPTIMAX (Fomei).

3.1.3. Vzorky

Pro experimentédlni Cast prace byly pouzity vzorky jednotlivych casti mozku
(hipokampus, mozecek, kira mozkova a striatum) tfi skupin potkanti kmene Wistar,
z nichz kazda skupina obsahovala morfinem ovlivnéné jedince, kterym byl po dobu
10 dnti podavan morfin sulfat (i.p.) ve stupniovanych davkach (prvni 2 dny davka
¢inila 10 mg/kg/den, nasledné 2 dny 15 mg/kg/den, 2 dny 20 mg/kg/den a 2 dny
30 mg/kg/den, 9. den byla potkanim podéna davka 40 mg/kg/den a 10. den davka
50 mg/kg/den), jedince takto ovlivnéné morfinem po vysazeni jeden a tii mésice a

odpovidajici kontrolni neovlivnéné jedince.

3.2. Pracovni postup

Vzorky ¢asti mozkl jednotlivych potkanli byly zvdZeny na analytickych vahach a
poté za stadlého chlazeni ledem homogenizovany v pfitomnosti odpovidajiciho
mnozstvi vychlazeného TMES pufru, inhibitoru protedz Complete a fosfataz
PhosSTOP (pro piipravu 10% homogenizatu bylo na 1 g mozkové tkané pouZito
7,8 mL TMES pufru, 200 pL 50x konc. Complete a 1000 pL 10xkonc. PhosSTOP)
pomoci sklo-teflonového homogenizatoru pii 1200 otackadch/min po dobu 2 minut.
Vznikly homogenizat byl poté centrifugovan pii 2100 otackadch/min po dobu 10 min
pti 4 °C. Po centrifugaci byl z homogenizatu opatrné odebran supernatant, ktery byl
nasledné rozdélen na alikvoty o objemu 100 pL, zmrazen tekutym dusikem a uchovan
pii teploté — 80 °C. Nasledné byla ve vzorcich metodou BCA stanovena celkova

koncentrace proteinll. Ze standardniho roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA) o
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koncentraci 1 pg/uL byla na 96jamkové mikrotitratni desticce pfipravena kalibracni
fada zndzornéna v Tabulce 1, kterou nésledovaly triplety analyzovanych vzorki (z
alikvotu vzorkd bylo pro stanoveni celkové koncentrace proteini odebrano malé
mnozstvi vzorku, jez bylo rozdéleno do tripletu, 100x zifedéno a poté v objemu 100 puL

pipetovano do piislusnych jamek desticky).

Tabulka 1. Schéma pripravy kalibracni rfady roztoku BSA o znamé koncentraci pro
stanoveni celkové koncentrace proteinii v analyzovanych vzorcich

Jamka C.: 1 2 3 | 4 5 6 | 7|8 9 |10 |11 |12 | 13

Mnozstvi | 0 [0,2|05|10(15(25| 4 | 6 | 10 | 15|20 | 30 | 50
BSA [ug]

Pipetovany | - 2 5|10 | 15| 25|40 |60 | 100 | - - - -
objem
BSA (0,1
Hg/uL) [WL]

Pipetovany | - - - - - - - - - 15120 | 30 | 50
objem
BSA
(1 pg/uL)
[uL]

Pipetovany | 100 | 98 | 95 | 90 | 85 | 75 |60 |40 | - |85 |80 | 70 | 50
objem H,O
[uL]

Poté bylo do vSech jamek pfidano vzdy 100 pL roztoku obsahujiciho reagent A,
reagent B a reagent C vpoméru 26:25:1. Takto piipravené roztoky byly na
thermoblocku inkubovany 30 minut pii 60 °C a poté byla pomoci spektrofotometru
zmeétena jejich absorbance pfi 562 nm. Nésledné byla z rovnice kalibra¢ni kiivky
programem GEN 5 stanovena celkova koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich,
po které nasledovala ptiprava roztoki pro elektroforézu o finalni koncentraci 1 pg/puLL
tak, ze ptislusné mnozstvi vzorku bylo rozpusténo v ptisluSném mnozstvi destilované

vody a 4xkoncentrovaného Laemmliho pufru. Takto pfipraveny roztok vzorku byl
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poté inkubovan po dobu 2 minut pti 90 °C. Prvnim krokem elektroforézy byla ptiprava
10% rozdé€lovaciho gelu. Na ptipravu dvou gelt bylo zapotiebi 8 mL H>O, 5 mL pufru
1, 6,7 mL 30% Ac-Bis, 90 pL 10% APS, 200 pL 10% SDS a 8 pL
tetramethylethylendiaminu. Vznikld smés byla nalita mezi skla soupravy na
elektroforézu do vySky zhruba 5,5 cm a poté pirevrstvena smési butanolu
s destilovanou vodou v poméru 3:1 a ponechana 1 hodinu tuhnout pii laboratorni
teploté. Poté¢ byla vrstva butanolu a vody vylita, gel byl omyt vodou a vysusSen
filtra¢nim papirem. Poté byla na rozdélovaci gel nalita smés tvotici 4% zaostfovaci gel
(smés pro 4 gely obsahovala 6 mL vody, 2,5 mL pufru 2, 1,3 mL 30% Ac-Bis, 90 pL
10% APS, 100 pL 10% SDS a 8 pL tetramethylethylendiaminu) ihned nasledovana
vlozenim hiebinku pro tvorbu jamek. Smés byla poté pil hodiny ponechdna tuhnout
pfi laboratorni teploté. Po ztuhnuti gelii byla skla pfemisténa do soupravy pro
elektroforézu, ktera obsahovala 10xzfedény elektrodovy pufr do vytvofenych jamek
byly pipetovany jednotlivé vzorky (vzorky pro analyzu podjednotek G-proteinti a PKA
byly pipetovany v objemu 10 pL na jamku a vzorky pro analyzu AC I v objemu 20 pL
na jamku) a standard (v objemu 3 pL). Elektroforéza poté probihala po dobu 1 hodiny
pti konstantnim napéti 200 V. Po ukonceni elektroforézy byly gely vynaty ze soupravy
a dle Obrazku 7 (str. 16) vlozeny spolu s popsanou nitrocelulézovou membranou do
soupravy pro tankovy Western blot, ktera obsahovala tuhé filtracni papiry a porézni
houbicky (dikladné zbavené vzduchovych bublin) v pfenosovém pufru. Nasledny
elektroptenos probihal po dobu 1 hodiny pfi konstantnim napéti 100 V. Po pienosu
proteint byla nitrocelul6zova membrana omyta vodou, obarvena Ponceau S cerveni a
oskenovana, nacez byla po dobu 45 minut inkubovana v blokovacim pufru (na jednu
membranu pifipadd 1 mL 10xkonc. TBS, 0,5 g suSen¢ho mléka, 10 uL Tween 20 a 9
mL H>0O), poté promyta destilovanou vodou a nasledné inkubovéna (membrany se
vzorky pro analyzu podjednotek G-proteini a PKA byly inkubovany pies noc a
membrany se vzorky pro analyzu AC I pfes dvé noci) pfi 4 °C v fedicim pufru
s ptisluSnou primarni protilatkou (fedici pufr potiebny pro 1 membranu obsahuje 1 mL
10xkonc. TBS, 0,1 g suseného mléka, 10 uL Tween 20 a 9 mL H>0). Po inkubaci byla
membrana omyta vodou a poté 3x10 minut promyvana promyvacim roztokem. Dale
byla membrana po dobu 1 hodiny inkubovéna v fedicim pufru v pfitomnosti pfislusné
sekundarni protilatky. Nasledovalo opétovné omyti membréany destilovanou vodou a
3x10 minut promyti promyvacim pufrem. Na omytou membranu byl poté nanesen

substrat a po jednominutové inkubaci byla membrana pienesena do fotografické
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kazety. V temné komote nasledovala expozice membrany na fotograficky papir, ktery
byl poté vyvolan pomoci vyvoldvaciho pfistroje. Fotograficky papir byl se zdznamem
exponované protildtky navazané na analyzovany vzorek oskenovan a vyhodnocen
pomoci programu Imagel] a Image Lab (data ziskana ze skent fotografickych filmt
byla normalizovdna pomoci dat ze skeni membran po barveni Ponceau S Cerveni).
Vysledna data byla graficky a statisticky (pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu
ANOVA) zpracovana pomoci programu GraphPad Prism. Méfeni v rdmci vSech tii

skupin vzorku byla provadéna celkem tiikrat.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Vysledky

Vysledky studia vlivu morfinové abstinence na vybrané komponenty
adenylylcyklazového signéalniho systému v jednotlivych Castech mozku potkana jsou
uvedeny v Obréazcich 11 — 30. Data ziskana analyzou pomoci metody Western blot
byla vztazena na arbitralni hodnotu optické denzity Kontroly a do grafii zanesena v

procentech Kontroly.

Vysledky analyzy hipokampalni ¢asti mozku potkana jsou uvedeny v Obrazcich

11 — 15 (str. 24 — 26) a statisticky vyhodnoceny v Tabulce 2 (str. 27).
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Obrazek 11. V casti A je zobrazem reprezentativni blot analyzy vlivu morfinové
abstinence na expresi G, podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizné 40 kDa) ve
skupinach Kontroly, Morfinu stupiiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni I
meésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v hipokampalni casti mozku potkana.
Véasti B je graf ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorki
oznacenych Kontrola, Morfin stupriované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic,
Kontrola 3 mésice a Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %,).
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Obrazek 12. Vasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vlivu morfinové
abstinence na expresi Giza podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizné 40 kDa) ve
skupinach Kontroly, Morfinu stupiiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
meésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v hipokampalni casti mozku potkana.
Viéasti B je graf ukazujici kvantitativni vyhodnoceni.Hodnoty ziskané analyzou vzorkii
oznacenych Kontrola, Morfin stupniované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic,
Kontrola 3 mésice a Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztaZeny na hodnotu Kontroly (100 %).

Goa v hipokampu

200 200
A 150 - 150
100 - 100

(4.
o
1

- 50

Goa v hipokampu

Relativni exprese [% Kontroly]

DN WO R N ] : c®
'{\o\ R “é\o‘e"’\oe‘@‘}& &o o&“ ée?\ éef;’\ 0“'\&‘0\0
.{.0“\ bQ° A RIS & L0 RO ..56‘ ,56‘
S PN O & 2
GEPE A A& o
404 (‘\6 ’ﬁ' \$° ,9?‘ ‘Qo O& a& 6&‘ d"e
@Q(\ *HO 4,{9 o(‘ 4‘{9 ‘}‘)Q + Q_T\ +° 9
& & & & ¢ &
& <& &° & &

Obrdazek 13. V casti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy viivu morfinové
abstinence na expresi Go, podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizne 40 kDa) ve
skupinach Kontroly, Morfinu stupiiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
meésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mesice v hipokampalni casti mozku potkana.
Vcasti B je graf ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii
oznacenych Kontrola, Morfin stupniované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic,
Kontrola 3 mésice a Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 14. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy viivu morfinové
abstinence na expresi I izoformy adenylylcyklazy (o molekulové hmotnosti priblizne 100 kDa)
ve skupindach Kontroly, Morfinu stupniovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
meésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v hipokampalni casti mozku potkana.
Viéasti B je graf ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii
oznacenych Kontrola, Morfin stupniované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic,
Kontrola 3 mésice a Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztaZeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 15. Vasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vilivu morfinové
abstinence na expresi o/p/y podjednotky proteinkindzy A (o molekulové hmotnosti priblizné 40
kDa) ve skupinach Kontroly, Morfinu stupniovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu
vysazeni 1 mésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v hipokampalni casti mozku
potkana. V casti B je graf ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou
vzorkit oznacenych Kontrola, Morfin stupiiované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1
meésic, Kontrola 3 mésice a Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly
(100 %).
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Z Obrazkt 11 — 15 (str. 24 - 26) je patrné nevyrazné kolisani hodnot % Kontroly
jedincti ovlivnénych morfinem oproti odpovidajicim kontrolam. Stupniované podani
vykazovalo vesmés vyS$i hodnoty oproti Kontrole s vyjimkou vlivu morfinové

abstinence na Gizq podjednotku (Obrazek 12, str. 25).

V Tabulce 2 je uvedeno statistické zpracovani vysledkli analyzy vzorkl
hipokampalnich ¢asti mozkl potkani metodou ANOVA s pouzitim hodnoty hladiny
vyznamnosti o 0,05. Ani v jedné porovnavané skupin¢ analyzovanych komponent
v této Casti mozku neni statisticky vyznamny rozdil. Patrnéj$i, avSak statisticky
nevyznamny rozdil je pouze mezi Goq podjednotkou Kontroly a Stupniované¢ho podani

morfinu.

Tabulka 2. Statistické zpracovani vysledkii analyzy exprese nize uvedenych komponent
adenylylcyklazoveho signalniho systému v hipokampu potkana. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty hladiny vyznamnosti P mezi jednotlivymi skupinami. Hodnoty P nizsi nez hodnota
hladiny vyznamnosti 0,05 jsou povazovany za statisticky vyznamné.

Hladina vyznamnosti P

Analyzované
komponenty
G12a Gisa Goa AC | PKA (X/B/'Y

Porovnavané
skupiny

Kontrola a 0,8599 0,7462 0,4600 0,9905 0,7829
Morfin
stupriované
podani

Kontrola a 0,9648 0,9621 0,9943 0,9998 >0,9999
vysazeni
Morfinu
(1 mésic)

Kontrola a 0,9692 0,9253 0,9984 0,9908 0,9891
vysazeni
Morfinu
(3 mésice)
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Vysledky vlivu morfinové abstinence na expresi komponent adenylylcyklazového

signalniho systému v mozecku jsou obsazeny v Obrdzcich 16 — 20 (str. 28 — 30).
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Obrazek 16. V casti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vilivu morfinové
abstinence na expresi G, podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizné 40 kDa) ve
skupinach Kontroly, Morfinu stupiiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
meésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v mozecku potkana. V casti B je graf
ukazujict kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych Kontrola,
Morfin stupiiované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3 mésice a

Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 17. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vilivu morfinové
abstinence na expresi Gizq podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizné 40 kDa) ve
skupinach Kontroly, Morfinu stupiiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni [
meésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v mozecku potkana. V casti B je graf
ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych Kontrola,
Morfin stupiiované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3 mésice a
Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 18. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vilivu morfinové
abstinence na expresi Go, podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizne 40 kDa) ve
skupindach Kontroly, Morfinu stupiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
meésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v mozecku potkana. V casti B je graf
ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych Kontrola,
Morfin stupnované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3 mésice a
Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 19. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vilivu morfinové
abstinence na expresi I izoformy adenylylcyklazy (o molekulové hmotnosti priblizne 100 kDa)
ve skupindach Kontroly, Morfinu stupniovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
meésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v mozecku potkana. V casti B je graf
ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych Kontrola,
Morfin stupniované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3 mésice a
Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 20. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vlivu morfinové
abstinence na expresi o/p/y podjednotky proteinkindzy A (o molekulové hmotnosti priblizné 40
kDa) ve skupinach Kontroly, Morfinu stupniovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu
vysazeni 1 mésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v mozecku potkana. V casti
B je graf ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych
Kontrola, Morfin stupniované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3
meésice a Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Exprese Giaq podjednotky (Obrazek 16, str. 28) v mozeCku se napfic
analyzovanymi skupinami jedincti jevi prakticky nezménéna. V grafu Gz
podjednotky (Obrazek 17, str. 29) a Goa podjednotky (Obrazek 18, str. 29) v mozecku
je patrna tendence k narustu hodnot Stupnovaného podani a vysazeni Morfinu 1 mésic
oproti odpovidajicim kontroldm. V Obrazku 19 (str. 30) je patrna tendence k narustu
I izoformy adenylylcyklazy ve skupiné Stupiiované¢ho podéni a v Obrazku 20 (str. 30)

tendence k nérustu o/p/y podjednotky proteinkinazy A v téze skupiné.

V Tabulce 3 je uvedeno statistické zpracovani vysledktli analyzy vzorkii mozecki
potkanti metodou ANOVA s pouzitim hodnoty hladiny vyznamnosti a 0,05. Ani
v jedné z porovnavanych skupin analyzovanych komponent v této ¢asti mozku neni
statisticky vyznamny rozdil. Patrny, avSak statisticky nevyznamny je rozdil v mnozstvi
Goa podjednotky a o/B/y podjednotky proteinkindzy A a mezi jedincem kontroly a

jedincem ovlivnénym stupniovanym podavanim morfinu.

Tabulka 3. Statistické zpracovani vysledkit analyzy exprese nize uvedenych komponent
adenylylcyklazového signalniho systému v mozecku potkana. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
hladiny vyznamnosti P mezi jednotlivymi skupinami. Hodnoty P nizsi nez hodnota hladiny
vyznamnosti 0,05 jsou povazovany za statisticky vyznamné.

Hladina vyznamnosti P

Analyzované
komponenty
Gi2a Gisa Goa AC I PKA a/Bly

Porovnavané
skupiny

Kontrola a 0,9942 0,9476 0,2751 0,7193 0,1237
Morfin
stupriované
podani

Kontrola a >0,9999 0,9783 0,8851 >0,9999 0,9117
vysazeni Morfinu
(1 mésic)

Kontrola a 0,9699 0,9998 0,9778 >0,9999 0,9888
vysazeni Morfinu
(3 mésice)
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V Obrazcich 21 — 25 (str. 32 — 34) je znazornén vliv morfinové abstinence na

komponenty adenylylcyklazového signalniho systému v korové ¢asti mozku potkana.
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Obrazek 21. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vilivu morfinové
abstinence na expresi G, podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizné 40 kDa) ve
skupinach Kontroly, Morfinu stupiiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni I
meésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v korové casti mozku potkana. V casti B
je graf ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych
Kontrola, Morfin stupnované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3

mésice a Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %,).
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Obrazek 22. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vlivu morfinové
abstinence na expresi Giza podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizné 40 kDa) ve
skupinach Kontroly, Morfinu stupiiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
mésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v korové casti potkana. V casti B je graf
ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych Kontrola,
Morfin stupniované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3 mésice a
Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 23. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy viivu morfinové
abstinence na expresi Go, podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizne 40 kDa) ve
skupindach Kontroly, Morfinu stupiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
mesic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v korové casti mozku potkana V casti B
je graf ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorku oznacenych
Kontrola, Morfin stupniované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3
mesice a Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 24. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vilivu morfinové
abstinence na expresi I izoformy adenylylcyklazy (o molekulové hmotnosti priblizne 100 kDa)
ve skupindach Kontroly, Morfinu stupniovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
meésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v korové casti mozku potkana. V casti B
je graf ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych
Kontrola, Morfin stupnované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3
meésice a Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 25. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vlivu morfinové
abstinence na expresi o/p/y podjednotky proteinkindzy A (o molekulové hmotnosti priblizné 40
kDa) ve skupinach Kontroly, Morfinu stupniovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu
vysazeni 1 mésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice v korove casti mozku
potkana. V casti B je graf ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou
vzorkit oznacenych Kontrola, Morfin stupiiované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1
meésic, Kontrola 3 mésice a Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly
(100 %).
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V Obrazku 21 (str. 32) dochazi k nepatrné tendenci k narustu exprese Giag
podjednotky skupin Morfinu stupfiovaného podani a Morfinu regrese 1 mésice a
tendence k narustu Morfinu regrese 3 meésicti oproti odpovidajicim kontrolam
v korové oblasti mozku potkana. Exprese Giz« podjednotky (Obrazek 22, str. 33) neni
vtéto casti mozku morfinovou abstinenci prakticky ovlivnéna. V grafickém
zndzornéni exprese Goq podjednotky (Obrazek 23, str. 33) jsou viditelné tendence k
narustu skupin Stupfiované¢ho podani a Morfinu regrese 1 mésic oproti odpovidajicim
kontrolam. V Obrazku 24 (str. 34) dochazi ktendenci k poklesu izoformy I
adenylylcyklazy vsSech tfi skupin ovlivnénych morfinem (tzn. Morfin stupniované
podani, vysazeni Morfinu 1 nebo 3 mésice) oproti odpovidajicim kontroldm.
V Obrazku 25 (str. 34) nejsou viditelné prakticky zaddné zmény v expresi o/B/y
podjednotky proteinkindzy A.

V Tabulce 4 (str. 36) je uvedeno statistické zpracovani vysledkt analyzy vzorkt
korovych ¢asti mozkli potkanti metodou ANOVA s pouzitim hodnoty hladiny
vyznamnosti a 0,05. V korové ¢asti mozku neni patrny statisticky vyznamny rozdil
mezi zadnymi z porovnavanych skupin. V mnozstvi Gou podjednotky a izoformy I
adenylylcyklazy jedince kontroly a jedince ovlivnéného stupnovanym podanim
morfinu je statisticky nevyznamny rozdil, ktery je ale vyssi nez rozdily ostatnich

komponent porovnavanych skupin.
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Tabulka 4. Statistické zpracovani vysledkii analyzy exprese nize uvedenych komponent
adenylylcyklazového signalniho systému v mozkové kiire potkana. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty hladiny vyznamnosti P mezi jednotlivymi skupinami. Hodnoty P nizsi nez hodnota
hladiny vyznamnosti 0,05 jsou povazovany za statisticky vyznamné.

Hladina vyznamnosti P

Analyzované
komponenty
G12a Gi3a Goa AC | PKA (X/B/Y

Porovnavané
skupiny

Kontrola a 0,5606 0,9936 0,2206 0,2317 0,9687
Morfin
stupriované
podani

Kontrola a 0,8211 0,9942 0,9408 0,8247 0,9988
vysazeni
Morfinu regrese
(1 mésic)

Kontrola a 0,9488 0,8674 0,9609 0,8877 >0,9999
vysazeni
Morfinu
(3 mésice)

Obrazky 26 - 30 (str. 37 — 39) znazornuji vliv morfinové abstinence na expresi

komponent adenylylcykldzového signalniho systému ve striatu potkana.
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Obrazek 26. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vilivu morfinové
abstinence na expresi G podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizne 40 kDa) ve
skupinach Kontroly, Morfinu stupiiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
meésic, Kontroly 3 mesice a Morfinu vysazeni 3 mésice ve striatu potkana. V ¢asti B je graf
ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych Kontrola,
Morfin stupniované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3 mésice a
Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 27. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vilivu morfinové
abstinence na expresi Giza podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizné 40 kDa) ve
skupindach Kontroly, Morfinu stupiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
mesic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice ve striatu potkana. V casti B je graf
ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych Kontrola,
Morfin stupnované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3 mésice a
Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Goa ve striatu
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Obrazek 28. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vlivu morfinové
abstinence na expresi Go., podjednotky (o molekulové hmotnosti priblizne 40 kDa) ve
skupinach Kontroly, Morfinu stupiiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni [
meésic, Kontroly 3 mesice a Morfinu vysazeni 3 mésice ve striatu potkana. V ¢asti B je graf
ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych Kontrola,
Morfin stupiiované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3 mésice a
Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 29. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vlivu morfinové
abstinence na expresi I izoformu aenylylcyklazy (o molekulové hmotnosti pribliznée 100 kDa)
ve skupindach Kontroly, Morfinu stupnovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu vysazeni 1
mesic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 meésice ve striatu potkana. V cdsti B je graf
ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych Kontrola,
Morfin stupnované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3 mésice a
Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %).
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Obrazek 30. Vcasti A je zobrazen reprezentativni blot analyzy vlivu morfinové
abstinence na expresi o/p/y podjednotky proteinkindzy A (o molekulové hmotnosti priblizné 40
kDa) ve skupindach Kontroly, Morfinu stupiiovaného podani, Kontroly 1 mésic, Morfinu
vysazeni 1 mésic, Kontroly 3 mésice a Morfinu vysazeni 3 mésice ve striatu potkana. V casti B
je graf ukazujici kvantitativni vyhodnoceni. Hodnoty ziskané analyzou vzorkii oznacenych
Kontrola, Morfin stupnované podani, Kontrola 1 mésic, Morfin vysazeni 1 mésic, Kontrola 3
mésice a Morfin vysazeni 3 mésice jsou vztazeny na hodnotu Kontroly (100 %,).

V grafu vlivu morfinové abstinence na expresi Gi2q podjednotky (Obrazek 26, str.
37) je viditelnd minimalni tendence k poklesu ve skupiné Morfinu stupiiované podani
oproti Kontrole. OvSem v Obrazku 27 (str. 37) je moZzné sledovat tendenci k poklesu
Giza podjednotky u vSech skupin ovlivnénych morfinem oproti odpovidajicim
kontroldm. Podjednotka Goq (Obrazek 28, str. 38) se zda byt morfinovou abstinenci
prakticky neovlivnéna. V grafu exprese I izoformy adenylylcyklazy (Obrazek 29, str.
38) je nepatrna tendence k poklesu ve skupiné Stupniovaného podéani morfinu. Zndmky
tendence k poklesu mnozstvi o/f/y podjednotky proteinkinazy A (Obrazek 30, str. 39)

u skupiny Stupfiovaného podani jsou skoro nepatrné.

V Tabulce 5 (str. 40) je uvedeno statistické zpracovani vysledki analyzy vzorkt
striata potkanti metodou ANOVA s pouzitim hodnoty hladiny vyznamnosti a 0,05.
V této Casti mozku neni patrny statisticky vyznamny rozdil mezi Zadnymi
z porovnavanych skupin. Velmi patrny (ale statisticky stale nevyznamny) je ale rozdil
vmnozstvi  Gi3a podjednotky mezi jedincem kontroly a jedincem ovlivhénym

stupfiovanym podanim morfinu.
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Tabulka 5. Statistické zpracovani vysledkii analyzy exprese nize uvedenych komponent
adenylylcyklazového signalniho systému ve striatu potkana. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
hladiny vyznamnosti P mezi jednotlivymi skupinami. Hodnoty P nizsi nez hodnota hladiny
vyznamnosti 0,05 jsou povazovdny za statisticky vyznamné.

Hladina vyznamnosti P

Analyzované
omponenty
G12a Gi3a Goa AC | PKA (X/B/’Y

Porovnavané
skupiny

Kontrola a 0.8728 0,0942 0,9593 0,7689 0,7839
Morfin
stupriované
podani

Kontrola >0,9999 0,6959 0,9938 0,9998 0,9896

vysazeni
Morfinu

(1 mésic)

Kontrola a 0,9947 0,9085 0,9986 0, 8950 0,9890
vysazeni
Morfinu
(3 mésice)

4.2, Diskuze

Cilem této prace byla detekce exprese zakladnich komponent signalniho systému
adenylylcyklazy v hipokampu, mozecku, kife mozkové a striatu potkani po
desetidennim stupniovaném podéavani zvysujicich se davek morfinu a nasledné jeden a
tfi mésice po jeho vysazeni a jeji porovndni s odpovidajicimi kontrolnimi jedinci

neovlivnénymi morfinem.

Mortfin se v mozku vaze na opioidni receptory (MOR, DOR, KOR i NOP) které
jsou schopny aktivaci Gi/G, proteinil inhibovat enzym adenylylcyklazu [62,63].
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Vtéto praci se nam vliv morfinu na expresi Gi ani Go podjednotky
v hipokampalni ¢asti mozku nepodafilo zjistit. Z grafického zndzornéni a statistického
vyhodnoceni vysledkii (Tabulka 2, str. 27) vyplyva, ze exprese Gi2q (Obrazek 11, str.
24), Gizq (Obrazek 12, str. 25) ani Goo (Obrazek 13, str. 25) podjednotek ve skupinach
ovlivnénych morfinem nebyla oproti odpovidajicim kontrolam v hipokampalni oblasti
mozku nijak ovlivnéna. Nepatrny vliv morfinu na podjednotky G-proteini, které jsou
soucasti adenylylcyklazového signalniho systému, miize byt zptisoben nizkym poctem
n opioidnich receptori v hipokampalni oblasti mozku, které je znazornéno na
Obréazku 3 (str. 7). Vyznamny vliv experimentalné¢ podavaného morfinu na neurony
hipokampu neprokazala ani studie [64]. Vliv morfinové abstinence neni v této
bakalédiské pradci mozno povazovat za patrny ani na izoformu I adenylylcyklazy
(Obrazek 14, str. 26) a o/p/y podjednotku proteinkindzy A (Obréazek 15, str. 26), coz je
také vysledkem proteomické analyzy hipokampu potkanti ovlivnénych morfinem,
ktera neprokazala v této ¢asti mozku jakékoliv zmény v oblasti adenylylcyklazové
signalni dréhy a prakticky ani skoro zadné jiné signdlni drdhy v této oblasti, ¢imz

potvrdila, Ze morfin a jiné drogy specificky ovliviiuji jen urcité ¢asti mozku [65].

Nase prace neprokazala statisticky vyznamny vliv (Tabulka 3, str. 31) morfinové
abstinence na uroven exprese Gizq (Obrazek 16, str. 28), Gizq (Obrazek 17, str. 29) ani
Goo (Obrazek 18, str. 29) podjednotky G-proteinit v mozecku. Nicméné viditelna,
avsak statisticky nevyznamnd, byla tendence k narustu exprese podjednotky Goo
skupiny Morfin stupfiované podani oproti odpovidajici kontrole. Statisticky
nevyznamné byly v mozecku také rozdily v expresi I podjednotky adenylylcyklazy
(Obrazek 19, str. 30) morfinem ovlivnénych skupin oproti jejich kontrolam. Statisticky
nevyznamny rozdil byl i mezi morfinem ovlivnénymi skupinami a odpovidajicimi
kontrolami sledujicimi expresi o/f/y podjednotky proteinkinazy A (Obrazek 20, str.
30), ale viditelnd (pfesto statisticky nevyznamnd) tendence k narustu byla patrna u
skupiny Stupiiovaného podéani oproti Kontrole. Studie [66] prokéazala snizeni hladiny
cerebelarntho cAMP pii akutnim podani morfinu, které ale jiz nebylo tak patrné pfi
chronickém podavanim morfinu. Pfi vysazeni drogy se hladina cAMP, jehoZ syntéza
je katalyzovana adenylylcykldzou, vratila k pivodnim hodnotdm. Vliv morfinové

abstinence na tuto ¢ast mozku nebyl prokéazan.
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Analyze vlivu morfinu na korovou oblast mozku se vénovalo jiz né¢kolik studii.
Dle studie [46], kterd se zabyvala vlivem morfinové abstinence na podjednotky
G-proteinti (a jejich desenzitizaci) a izoformy adenylylcyklazy, zlstaly po odnéti
drogy hladiny G-proteinii nezménény. Pii desetidennim poddvanim morfinu byla touto
studii zjiSténa up-regulace I izoformy adenylylcyklazy, ktera byla dle této studie
nasledkem kompenzace desenzitizace G-proteinové signalizace. Up-regulace AC I ve
vzorcich jedincii 20 dni po odnéti drogy jiz prokdzana nebyla. NaSe prace pfi studiu
podjednotek G124 (Obrazek 21, str. 32), Gizq (Obrazek 22, str. 33) ani Goo (Obrazek 23,
str. 33) ani o/P/y proteinkinazy A (Obrazek 25, str. 34) korové Casti mozku nenasla
mezi skupinami ovlivnénymi morfinem a kontrolnimi skupinami statisticky vyznamné
rozdily (Tabulka 4, str. 36). U Go, podjednotky je mozné sledovat tendenci k nartistu
ve skupiné Morfin stupniované podani oproti odpovidajici kontrole. V Grafu
znézornujicim vliv morfinové abstinence na I izoformu adenylylcyklazy (Obréazek 24,
str. 34) je mozné sledovat tendenci k poklesu vSech skupin ovlivnénych morfinem
oproti jejich kontrolam, tyto poklesy jsou vsak statisticky nevyznamné. Pozorované
poklesy adenylylcyklazy mohou souviset a pozorovanou tendenci k narastu exprese
Goa podjednotky, ktera miiZze inhibovat aktivaci adenylycyklazy. Trend rozdilu mezi
ovlivnénymi a neovlivnénymi skupinami (rozdil klesa s dobou abstinence) ale
potvrzuje vyse zminovanou studii, ktera tvrdi, Ze se organismus vystaveny morfinu po
jeho odnéti vraci do fyziologické normy. Zmény ve vysledcich této prace a studie [46]

jsou pravdépodobné zplisobeny jinymi podminkami experimentu.

Ve studii [65], kterd provadéla proteomickou analyzu striata potkani ovlivnénych
morfinem, byl zaznamenan pokles proteinu (specificky typ proteasomu), ktery muize
hrat roli vregulaci neuronalni rovnovdhy heterotrimernich G-proteinii a
adenylylcykléazy, a tim vyvoléavat pti dlouhodobém podavani opioidl zavislost. V nasi
praci se vliv podavani morfinu ani jeho nasledného vysazeni na expresi sledovanych
proteind potvrdit nepodatilo. Tabulka 5 (str. 40) neudava u studovanych komponent
adenylylcyklazového signalniho systému ve striatu Zadné statisticky vyznamné rozdily
mezi skupinami ovlivnénymi morfinem a neovlivnénymi touto latkou. Z Obrazku 26
(str. 37) je ovSem patrna velmi mirnd tendence k poklesu G12a podjednotky ve
skupiné Stuptiovaného podani morfinu. Tato tendence je jest¢ markantnéj$i u Gi3a
podjednotky (Obrazek 27, str. 37), kde je patrna tendence k poklesu vSech tii skupin

ovlivnénych morfinem oproti odpovidajicim kontrolam. Tyto rozdily ovSem nelze
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stale povazovat za statisticky vyznamné (Tabulka 5, str. 40). Prakticky zddné rozdily
naSe prace neodhalila ani u Goa podjednotky (Obrazek 28, str. 38) a izoformy I
adenylylcyklazy (Obrazek 29, str. 38), i kdyz zde byla nepatrna tendence k poklesu ve
skupiné¢ Stupniovaného podani morfinu ani u o/f/y podjednotky proteinkindzy A
(Obrazek 30, str. 39). Vliv morfinové abstinence se tedy nepodatilo prokdzat ani na
komponenty adenylylcyklazového signalniho systému ve striatu potkana. Rozdily ve
vysledcich nasi prace a vySe zminované studie [66] jsou pravdépodobné zpiisobeny
pouzitim jiné metody (na proteomickou analyzu byla pouzita metoda hmotnostni

spektrometrie MALDI-TOF) a odlisSnymi podminkami experimentu.
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5. Zaver

Tato bakalarska prace se zabyvala vlivem morfinové abstinence na
adenylylcyklazovy signalni systém v mozku potkana. V ramci této prace byla metodou
Western blot detekovana exprese Giza, Gisa @ Gou podjednotky heterotrimernich G-
proteinti a dale exprese I izoformy adenylylcykldzy a o/B/y podjednotky proteinkindzy
A v hipokampu, mozecku, kife a striatu skupin potkand, kterym byl po deseti dnti
podavan morfin ve zvysujicich se davkach, a dale skupin potkana takto ovlivnénych
morfinem po jednom a tfech mésicich po vysazeni. Vysledky ziskané touto analyzou

byly nasledné porovnany s odpovidajicimi kontrolami a statisticky vyhodnoceny.

Porovnani dat ziskanych analyzou vzorkti skupin ovlivnénych morfinem a
odpovidajicich kontrolnich skupin neprokézalo statisticky vyznamné rozdily v expresi
zadné komponenty adenylylcyklazového signalniho systému v zadné casti mozku.
Z vysledki je ale patrnd opakujici se tendence k narustu Goo podjednotky ve skupiné
potkanii po desetidennim stupiiovaném podéani morfinu oproti odpovidajici kontrole
v hipokampu, mozecku a kife mozkové. V korové oblasti je navic patrna i tendence
k poklesu izoformy I adenylylcyklazy ve skupiné potkanii po podani morfinu i ve
skupinach potkant 1 a 3 mésice abstinujicich oproti pfislusSnym kontrolnim skupinam.
Ve striatu potkan doslo k viditelné tendenci k poklesu exprese Giza podjednotky

v ovlivnénych skupinach, ktera mirn¢ ptetrvavala i ve skupiné abstinujici jeden mésic.

Ke statisticky vyznamnych vysledkiim v této oblasti vyzkumu by mohlo vést
pouziti citlivéjsi metody (napf. hmotnostni spektrometrie nebo chromatografické
metody). Pfipadné analyza 1 jinych ¢asti mozki a dalSich komponent signélnich drah

spojovanych s morfinovou abstinenci.

Pfi studiu vlivu morfinové abstinence na adenylylcykldzovy signalni systém
v mozku potkana nebyly zaznamendny Zzadné statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami ovlivnénymi morfinem a skupinami kontrolnimi. Tato prace tim potvrzuje
jiz diive zjisténou schopnost organismu vracet se po vysazeni drogy do fyziologicky

normalniho stavu.
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