
 
 

Univerzita Karlova 

Přírodovědecká fakulta 

 

Studijní program: Biologie 

Studijní obor: Genetika, molekulární biologie a virologie 

 

 

 

Ing. Veronika Kočárková 

 

Vliv abstinenčního syndromu po vysazení morfinu na receptory spřažené s 

G proteiny a na redoxní rovnováhu v mozku potkana 

The effect of morphine withdrawal on G protein-coupled receptors and 

redox balance in rat brain 

 

Diplomová práce 

Vedoucí práce: doc. RNDr. Jiří Novotný, DSc. 

Praha, 2022 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlášení 

Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracovala samostatně a že jsem uvedla všechny použité 

informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla předložena k získání 

jiného nebo stejného akademického titulu. 

 

 

V Praze, 01.08.2022            …………………….. 

                        Veronika Kočárková 

 



 
 

Tato práce byla vypracována za podpory grantu GAČR 19-03295S „Důsledky dlouhodobého 

podávání a vysazení morfinu na mozek potkana: proteomické a funkční studie“. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poděkování 

Ráda bych tímto poděkovala především svému vedoucímu práce panu doc. RNDr. Jiřímu 

Novotnému, DSc. za jeho odborné vedení, ochotu a trpělivost. Veliké díky patří také všem 

pracovníkům katedry fyziologie a členům laboratoře za jejich ochotu a příjemné pracovní 

prostředí. Děkuji také své rodině a přítelovi za obrovskou podporu. 

  



 
 

ABSTRAKT 

Ačkoliv je morfin jedním z nejúčinnějších dostupných analgetik, jeho dlouhodobé užívání je 

značně omezeno rozvojem tolerance a závislosti. Na objasnění molekulárních mechanismů 

zodpovědných za tyto účinky se zaměřují desítky let výzkumu s nadějí na vývoj bezpečnějších 

a účinnějších analgetik. Cílem této diplomové práce bylo přispět k lepšímu porozumění 

molekulárního působení morfinu, neboť pochopení těchto procesů je nezbytné k vyvinutí 

lepších terapeutických přístupů. Pomocí metody western blot jsme zkoumali vliv desetidenního 

podávání stupňujících se dávek morfinu a jeho následného vysazení na klíčové komponenty 

opioidní signalizace v mozečku a kůře mozkové potkanů. Byly detekovány hladiny opioidních 

receptorů, podjednotek heterotrimerních G proteinů, GRK3 kinasy a β-arrestinu 2. Mimo to 

byly zkoumány hladiny adenosinového A3 receptoru a kanabinoidního receptoru typu 1. 

V neposlední řadě jsme sledovali také vliv morfinu a jeho vysazení na markery oxidativního 

stresu. Podávání morfinu vedlo k signifikantnímu poklesu hladin GRK3 kinasy v obou částech 

mozku a tento pokles přetrvával i po vysazení. Tato práce však neprokázala vliv morfinu  

na množství opioidních receptorů, podjednotek G proteinů ani β-arrestinu 2. Množství 

adenosinového A3 receptoru a kanabinoidního receptoru typu 1 zůstalo rovněž nezměněno. 

Biomarkery oxidativního poškození proteinů a lipidů byly 24 hodin po poslední dávce morfinu 

významně zvýšeny v obou zkoumaných částech mozku.  

 

Klíčová slova: morfin, tolerance, abstinence, potkan, mozek, opioidní signalizace, oxidativní 

stres 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Although morphine is one of the most effective analgesics available, its long-term use is 

severely limited by the development of tolerance and dependence. Molecular mechanisms 

responsible for these effects have been the focus of intensive research for decades aimed at 

developing safer and more effective pain treatments. The aim of this thesis was to contribute to 

a better understanding of the molecular actions of morphine, as an understanding of these 

processes is essential to develop better therapeutic approaches. Using western blot analysis, we 

investigated the effect of 10-day treatment with increasing doses of morphine and its subsequent 

withdrawal on key components of opioid signalling in the rat cerebellum and cerebral cortex. 

Amounts of opioid receptors, various heterotrimeric G protein subunits, GRK3 kinase and  

β-arrestin 2 were examined. Furthermore, the levels of adenosine A3 receptor and cannabinoid 

receptor type 1 were detected. Finally, we also investigated the effect of morphine and its 

withdrawal on oxidative stress markers. Morphine administration resulted in a significant 

decrease in GRK3 kinase levels in both brain regions, and these changes remained even 

after withdrawal. However, there was no significant change observed in the content of opioid 

receptors, different G protein subunits, or β-arrestin 2 after morphine treatment. Similarly,  

the amounts of adenosine A3 receptor and cannabinoid receptor type 1 also remained 

unchanged. The levels of biomarkers of oxidative damage to lipids and proteins were 

significantly increased in both brain regions 24 hours after the last dose of morphine. 

 

Keywords: morphine, tolerance, abstinence, rat, brain, opioid signalling, oxidative stress 

  



 
 

SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

4-HNE    4-hydroxynonenal 

A1AR     A1 adenosinový receptor 

A3AR    A3 adenosinový receptor 

APS    Peroxodisíran amonný 

cAMP    cyklický adenosinmonofosfát 

CAT    katalasa 

CNR1    kanabinoidní receptor typu 1 

CRE    cAMP responzivní element  

CREB    vazebný protein pro cAMP responzivní element  

DNP    dinitrofenol 

DOR    delta opioidní receptor 

GAPs    proteiny aktivující GTPasy 

GEF    faktor pro výměnu guaninových nukleotidů 

GIRK    draslíkové kanály řízené G proteinem 

GPCR    receptory spřažené s G proteiny 

GRK    kinasa fosforylující GPCR 

GSH    glutathion 

GSH-Px   glutathionperoxidasa 

i.p.    intraperitoneálně 

KOR    kappa opioidní receptor 

LC    locus coeruleus 

M3G    morfin-3-glukuronid 

M6G    morfin-6-glukuronid 

MOR    mu opioidní receptor 

N/OFQ    nociceptin/orfanin FQ 

ORL-1    opioid receptor-like 1 

PKA    proteinkinasa A 

RNS    reaktivní formy dusíku 

ROS    reaktivní formy kyslíku 

SD    směrodatná odchylka 

SOD    superoxiddismutasa  
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1 ÚVOD 

Opioidy v čele s morfinem jsou v klinické praxi využívány zejména pro své analgetické účinky 

a bývají dokonce považovány za „zlatý standard“ v léčbě jinak těžko tišitelných bolestí. 

Navzdory efektivitě při léčbě bolesti způsobují množství nežádoucích vedlejších účinků včetně 

dechové deprese, sedace, zácpy, či nevolnosti. Dlouhodobé užívání opioidů navíc vede  

k rozvoji tolerance a závislosti. Nadměrné předepisování opioidů v posledních 20 letech vedlo 

k rychlému nárůstu nemedicínského užívání předepsaných opioidů, přičemž počet úmrtí  

v důsledku předávkování a přechod ke zneužívání heroinu stoupá alarmujícím tempem 

(Kolodny et al. 2015). Jen mezi lety 1999 a 2015 zemřelo na předávkování opioidy na předpis 

více než 183 000 lidí a v roce 2012 bylo podle Centra pro kontrolu a prevenci nemocí v USA 

předepsáno více než 250 milionů opioidů (WHO 2017).  

Kromě výše zmíněných nežádoucích účinků může morfin za určitých podmínek 

vyvolávat oxidativní stres a následné oxidativní poškození biomolekul. Produkce reaktivních 

forem kyslíku a dusíku vyvolaná morfinem může přispívat k některým patologickým procesům, 

degenerativním onemocněním a orgánovým dysfunkcím vyskytujícím se u osob zneužívajících 

morfin nebo u pacientů léčených morfinem (Skrabalova et al. 2013). 

Zmíněná data zdůrazňují naléhavou potřebu vyvinout bezpečnější analgetika a lepší 

terapeutický přístup. Ideální analgetikum by mělo ulevovat od bolesti s vysokou a trvalou 

účinností (tj. bez rozvoje tolerance), nemělo by vykazovat návykový potenciál a způsobovat 

(oxidativní) poškození tkání. Mechanismy, které se podílejí na vzniku a rozvoji těchto procesů 

jsou však velmi komplexní a dosud se je nepodařilo zcela objasnit. Cílem této diplomové práce 

tak bylo přispět k lepšímu porozumění molekulárního působení morfinu, které je zapotřebí ke 

zmírnění jeho negativních důsledků.  
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2 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

2.1 Morfin 

Morfin je alkaloid fenanthrenového typu přirozeně se vyskytující v máku setém (Papaver 

somniferum). Jedná se o hlavní složku opia, sušené šťávy získávané z nezralých makovic. 

Opium obsahuje desítky různých alkaloidů – vedle morfinu (okolo 10 %) například  

kodein (0,5 %), thebain (0,1-2,5 %), papaverin (0,5-1 %) a noskapin (1-10 %). Poprvé byl 

morfin izolován z opia v roce 1806 (některé zdroje uvádějí 1805) německým lékárníkem 

Friedrichem Sertürnerem a pojmenován po Morpheusovi, bohu snu římské mytologie 

(Devereaux et al. 2018, Presley a Lindsley 2018, Kaboudin a Sohrabi 2021). 

Systematický název morfinu je (5α,6α)-7,8-didehydro-4,5-epoxy-17-methylmorphinan-

3,6-diol. Jedná se o bílou krystalickou látku vyráběnou izolací ze surového opia. Na vzduchu 

je tato sloučenina stálá, bez zápachu a má hořkou chuť. Morfin je amfoterní pentacyklická 

sloučenina s hodnotou pKa 8,21 (25 °C). Nese pět chirálních uhlíků, ale pouze jeden 

diastereomer s absolutní konfigurací 5R, 6S, 9R, 13S, 14R je biologicky aktivní. Za vysokou 

afinitu k opioidním receptorům jsou zodpovědné hydroxylová skupina, terciární atom dusíku a 

aromatický kruh molekuly morfinu (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Morphine, 

Kaboudin a Sohrabi 2021). Strukturní vzorec molekuly morfinu je uveden na Obr. 1.  

 

 

Obr. 1 Strukturní vzorec molekuly morfinu (upraveno podle Presley a Lindsley 2018). 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Morphine
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2.1.1 Farmakokinetika  

Sulfátová sůl morfinu je k dispozici ve formě tablet, kapslí, sirupu, perorálního roztoku, čípků 

či injekčních přípravků. Po perorálním podání je morfin téměř 100% absorbován  

z gastrointestinálního traktu, nicméně biodostupnost je v důsledku značného metabolismu  

při prvním průchodu játry (tzv. first-pass efekt) relativně nízká (20 – 30 %) a variabilní. Morfin 

je rychle distribuován do vysoce prokrvených tkání, jako jsou plíce, ledviny a játra.  

Přibližně 15–35 % morfinu se váže na plazmatické bílkoviny, převážně na sérový albumin  

a v menší míře na α1-kyselý glykoprotein (De Gregori et al. 2012, Sverrisdóttir et al. 2015, 

Devereaux et al. 2018).  

Morfin je primárně metabolizován v játrech. Hlavní metabolickou dráhou je konjugace 

morfinu s kyselinou glukuronovou za účasti enzymu uridin-5'-difosfát glukuronosyltransferasy. 

Touto cestou vznikají v játrech dva majoritní metabolity morfinu (Obr. 2) – morfin-3-

glukuronid (M3G) a farmakologicky aktivní morfin-6-glukuronid (M6G). Přibližně 5 % 

morfinu podléhá v játrech N-demethylaci na normorfin. V menší míře vznikají také metabolity 

morfin-3,6-diglukuronid, morfin-3-ether sulfát, normorfin-6-glukuronid, normorfin-3-

glukuronid a kodein (De Gregori et al. 2012, Sverrisdóttir et al. 2015, Devereaux et al. 2018). 

Přestože metabolitu M3G vzniká v organismu přibližně 5x více, za analgetické působení 

je zodpovědný pouze M6G, který na rozdíl od M3G prochází hematoencefalickou bariérou  

a na μ-opioidní receptory se váže s vysokou afinitou. M3G vykazuje k opioidním receptorům 

velmi nízkou afinitu, nicméně bývá spojován s tzv. off-target nežádoucími účinky, jako jsou 

alodynie, myoklonus či záchvatové stavy (De Gregori et al. 2012, Sverrisdóttir et al. 2015, 

Devereaux et al. 2018). 

 

Obr. 2 Strukturní vzorce metabollitů morfinu (upraveno podle Sverrisdóttir et al. 2015). M3G, hlavní 

metabolit morfinu, představuje 45–55% metabolismu morfinu. 10–15% je metabolizováno na M6G.  



11 
 

2.1.2 Molekulární mechanismus působení morfinu a jeho účinky 

Opioidní alkaloidy vykazují afinitu k opioidním receptorům a napodobují účinky endogenních 

peptidů, jako jsou enkefaliny, endorfiny, dynorfiny či endomorfiny. Morfin je agonistou 

opioidních receptorů μ (MOR), δ (DOR) a κ (KOR), přičemž největší afinitu vykazuje vůči 

receptorům μ (Chen et al. 1993). Opiodní receptory patří mezi receptory spřažené s G proteiny 

(GPCR, z angl. G protein-coupled receptor) a bude o nich podrobněji pojednávat kapitola 2.3.1 

níže.  

Stimulace opioidních receptorů ligandem vyvolává na buněčné úrovni řadu 

významných změn. Vazba morfinu na extracelulární část příslušného receptoru vede ke změně 

konformace tohoto receptoru a k následné aktivaci spřaženého trimerního G-proteinu typu Gi/o, 

který se skládá ze tří podjednotek αi, ß a γ. Během této aktivace docházína podjednotce αi 

k výměně GDP za GTP. Podjednotka αi s navázaným GTP následně disociuje od dimeru 

podjednotek ßγ, přičemž oba komplexy, αi-GTP i dimer ßγ, se dále podílejí na intracelulární 

transdukci signálu (Law et al. 2000, Al-Hasani a Bruchas 2011, Machelska a Celik 2018).  

αi-GTP inhibuje aktivitu enzymu adenylylcyklasy, čímž dochází ke snížení hladiny 

cyklického adenosinmonofosfátu (cAMP) v buňce a následně k potlačení aktivity proteinkinasy 

A (PKA). Snížená aktivita PKA následně vede ke snížené fosforylaci cytoplazmatických  

a jaderných proteinů, včetně CREB (z angl. cAMP-response element binding protein) (Sharma 

et al. 1977, Taussig 1993). 

Dimer ßγ přímo blokuje napěťově řízené Ca2+ kanály na presynaptických nervových 

zakončeních, a snižuje tak intracelulární hladinu vápníku (Moises et al. 1994). Vlivem toho 

dochází ke sníženému uvolňování excitačních neurotransmiterů do synapse a k inhibici 

synaptického přenosu. Na postsynaptických neuronech naopak dochází k aktivaci draslíkových 

kanálů řízených G proteinem (GIRK, z angl. G-protein gated inward rectifying potassium 

channel), vedoucí ke zvýšené hyperpolarizaci buňky a celkovému poklesu neuronální 

excitability (North et al. 1987, Yaksh 1997). Vliv opioidních receptorů na aktivitu draslíkových 

a vápníkových kanálů byl opakovaně potvrzen v různých oblastech mozku a tento mechanismus 

je považován za klíčový (Zamponi a Snutch 1998, Torrecilla et al. 2002). Základní schéma 

molekulárního mechanismu působení morfinu znázorňuje Obr. 3. 
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Obr. 3 Zjednodušené schéma molekulárního mechanismu působení morfinu (vytvořeno pomocí 

www.biorender.com). Vazba agonisty (červeně) na opioidní receptor vede k aktivaci spřaženého 

heterotrimerního G proteinu, který se skládá ze tří podjednotek (α, ß, γ). Aktivní podjednotka αi disociuje 

z dimeru ßγ a inhibuje enzym adenylylcyklasu, který produkuje cAMP z ATP. cAMP aktivuje 

proteinkinasu A, která násladně putuje do jádra, kde fosforyluje transkripční faktor CREB. 

Fosforylovaný CREB řídí genovou expresi vazbou na oblast CRE (z angl. cAMP response element). 

Dimer podjednotek ßγ blokuje napěťově řízené Ca2+ kanály (oranžově). Vedle toho aktivuje draslíkové 

kanály řízené G proteinem (zeleně). Čára zakončená šipkou – aktivace, čára se zakončením ve tvaru T 

– inhibice.  

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.biorender.com/
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Terminace signalizace probíhá hydrolýzou GTP na α podjednotce, která vede 

k opětovné reasociaci podjednotek v heterotrimerní G protein. Vedle toho dochází k fosforylaci 

aktivovaných opioidních receptorů rodinou kinas fosforylujících GPCR (GRK, z angl.  

G protein-coupled receptor kinases) (Krupnick a Benovic 1998, Pitcher 1998). Tato fosforylace 

umožňuje vazbu β-arrestinu 1 či 2, který blokuje další signalizaci zprostředkovanou G proteiny 

a slouží jako adaptorový protein pro vazbu dalších proteinů (Krupnick a Benovic 1998, Lohse 

et al. 1990). Například vazba adaptorového proteinu pro klatrin AP2 umožňuje endocytosu 

(Laporte et al. 2000, Laporte et al. 2002). Receptory mohou být následně defosforylovány 

proteinfosfatasou 2A a recyklovány zpět na cytoplasmatickou membránu (Pitcher et al. 1995) 

nebo cíleny do lysosomů a degradovány (Tsao a von Zastrow 2000).   

Opioidní receptory jsou široce distribuovány v centrálním i periferním nervovém 

systému, nicméně jejich výskyt byl prokázán také v gastrointestinálním traktu, srdci  

či imunitním systému. Stimulace opioidních receptorů vyvolává silnou analgezii, sedaci, 

euforii, anxyolýzu, svalové křeče, pupilární miózu, antitusickou aktivitu, dechovou depresi, 

nevolnost, zvracení a hypotermii. Docházet může také k uvolňování histaminu, jehož vlivem 

začne intoxikovaný trpět svěděním. Stimulace opiodních receptorů v gastrointestinálním traktu 

způsobuje sníženou peristaltiku střev a zvýšený tonus análního svěrače, což následně vede 

k zácpě (Jordan a Devi 1998, Al-Hasani a Bruchas 2011, Devereaux et al. 2018, Machelska 

a Celik 2018). 

Analgezii většinou doprovází emoční zklidnění, pocit spokojenosti, odstranění strachu 

a napětí. Pozornost a schopnost soustředit se bývají narušeny. Analgezie je 

zprostředkována stimulací µ-opioidních receptorů lokalizovaných v CNS.  Na úrovni míchy je 

přenos bolesti inhibován aktivací presynaptických MOR lokalizovaných na primárních 

aferentních a nociceptivních neuronech v dorzálním rohu míchy. Aktivace těchto receptorů 

navozuje hyperpolarizaci membrány, čímž dochází k inhibici výlevu neurotransmiterů, jako je 

glutamát, substance P nebo peptid související s kalcitoninovým genem. Na supraspinální úrovni 

opioidní analgetika aktivují MOR lokalizované na GABAergních interneuronech v rostrální 

ventromediální dřeni a inhibují výlev GABA (Listos et al. 2019).  
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2.1.3 Klinické využití morfinu 

Opioidy bývají v klinické praxi považovány za „zlatý standard“ v léčbě jinak těžko tišitelných 

bolestí a morfin, silný agonista mu opioidních receptorů, stále zůstává lékem volby. FDA 

schvaluje použití morfinu k tlumení akutních i chronických středně silných až silných bolestí. 

Indikací morfinu jsou zejména těžké nádorové bolesti, vazookluzivní bolest během krize 

srpkovité anémie, či bolesti po operacích, při popáleninách a infarktu myokardu. Velký význam 

má morfin také v paliativní péči (Listos et al. 2019, Murphy a Barrett 2022). 

Off-label je morfin široce používán pro téměř jakýkoli stav, který způsobuje bolest.  

Na pohotovosti se morfin podává při muskuloskeletálních bolestech, bolestech břicha, 

hrudníku, artritidě, a dokonce i bolestech hlavy, v případě, že pacient nereaguje na jinou léčbu. 

Opioidy se také často přidávají k anestetikům u pacientů, kteří podstupují chirurgický zákrok 

bez celkové anestezie. U malých výkonů lékaři mohou kombinovat nízkou dávku morfinu  

s nízkou dávkou lorazepamu. V některých případech je samotný morfin podáván intratekálně 

jako jednorázová injekce před velkými chirurgickými výkony prováděnými v celkové anestezii. 

Zřídka je používán k procedurální sedaci (Giovannelli et al. 2008, Murphy a Barrett 2022). 

Využít lze také depresivního vlivu morfinu na dechové centrum. Mnoha studiemi bylo 

prokázáno, že nízké dávky (5 mg) morfinu podávaného per os významně tlumí chronický kašel, 

nicméně širší využití morfinu jako antitusika je značně omezeno jeho vedlejšími účinky 

(Morice et al. 2007).  

2.1.4 Morfinová tolerance a závislost 

Ačkoliv je morfin jedním z nejúčinnějších dostupných analgetik, jeho dlouhodobé užívání je 

značně omezeno rozvojem tolerance, která je definována jako snížená účinnost látky  

při zachování stejné dávky (Williams et al. 2001, Christie 2008). V některých případech může 

být pro zachování analgetické účinnosti potřeba dokonce více než desetinásobné zvýšení 

původní dávky (Buntin-Mushock et al. 2005). Spolu s rozvojem tolerance vede opakované 

podávání morfinu k rozvoji fyzické závislosti, tedy nutkavé potřebě užívat látku, aby bylo 

zabráněno propuknutí abstinenčních příznaků (Williams et al. 2001, Christie 2008). 

Na objasnění molekulárních mechanismů zodpovědných za tyto účinky se zaměřují 

desítky let výzkumu s nadějí na vývoj bezpečnějších a účinnějších analgetik. Tolerance  

a závislost jsou však komplexní fyziologické jevy, které zahrnují adaptace na mnoha úrovních. 

Předpokládá se však, že jsou tyto adaptace zprostředkovány kompenzačními mechanismy,  

které slouží k potlačení účinků nepřetržité aktivace opioidních receptorů (Williams et al. 2001).  
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V předešlých několika letech převládal názor, že za rozvojem tolerance a závislosti stojí 

downregulace opioidních receptorů. Ta je charakterizována sníženým počtem funkčních 

receptorů v důsledku zvýšené degradace a/nebo snížené biosyntézy receptorů a obvykle je 

stanovena pomocí radioligandových vazebných testů (Tsao a von Zastrow 2000). Morfinem 

indukovaná downregulace MOR byla popsána v různých systémech buněčných kultur,  

jako jsou například SH-SY5Y (Zadina et al. 1993), CHO (Kato et al. 1998), C6 (Yabaluri  

a Medzihradsky 1997) či Neuro2a (Chakrabarti et al. 1995). Mnohé studie prováděné  

na mozcích zvířat však tuto hypotézu vyvracejí a naznačují, že chronická expozice morfinu 

k downregulaci MOR nevede (Polastron et al. 1994, Turchan et al. 1999, Stafford et al. 2001). 

Existují také studie, které naopak zaznamenaly upregulaci opioidních receptorů po chronické 

expozici morfinu (Viganò et al. 2003a, Ray et al. 2004). Dostupné údaje tak naznačují, že je 

nepravděpodobné, aby za rozvojem tolerance k morfinu stála pouze downregulace receptorů. 

Za možný mechanismus tolerance byla navržena také internalizace opioidních 

receptorů, nicméně některé studie tuto hypotézu rovněž vyvracejí. Morfin je dle nich schopen 

vyvolat silnou toleranci, ale jeho vliv na internalizaci MOR je slabý (Keith et al. 1996, Borgland 

et al. 2003, Anselmi et al. 2013).  

V současné době přibývá důkazů, které spojují mechanismy tolerance s desenzitizací  

µ opioidních receptorů. Desenzitizace, tedy snížená odezva na interakci agonisty s receptorem, 

bývá spojována například s deregulací hladin β-arrestinu 1 a β-arrestinu 2 v buňce (Bohn et al. 

1999, Bohn et al. 2000, Fan et al. 2003). Jak bylo popsáno výše, tyto cytosolické proteiny  

se po fosforylaci opioidního receptoru vážou na povrch receptoru a inhibují další buněčnou 

signalizaci. Bohn et al. (2000) ve své studii prováděné na mutantních myších postrádajících  

β-arrestin 2 prokázali, že chronické podávání morfinu nevede u těchto zvířat k desenzitizaci  

μ opioidního receptoru a že nedochází k rozvoji antinociceptivní tolerance. Delece β-arrestinu 

2 však nebrání zvýšení aktivity adenylylcyklasy a mutantní myši se stále stávají fyzicky 

závislými. Existují také studie poukazující na roli fosfolipasy C. Podle těchto studií inhibitory 

fosfolipsy C potencují antinociceptivní účinek morfinu a snižují rozvoj morfinové tolerance 

(Smith et al. 1999).  
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2.1.5 Morfinová abstinence  

Opioidní abstinence či abstinenční syndrom je život ohrožující stav, který nastává, pokud 

pacient závislý na opioidech náhle sníží dávku nebo opioidy zcela vysadí. Může být způsoben 

také podáním antagonisty, jako jako je naloxon či naltrexon (Rehni et al. 2013). Jedná se  

o soubor somatických i psychických příznaků, mezi něž patří nervozita, úzkost, neklid, 

nespavost, svalový třes, pocení, nevolnost případně zvracení, průjem nebo křeče v břiše (Farrell 

1994, Rehni et al. 2013, Listos et al. 2019). Vzácněji se může objevit také hypertermie  

a hypertenze. Intenzivní touhu po droze a dysforické účinky pociťované při odvykání může 

doprovázet útočné a často násilné chování. Tyto projevy mohou trvat i několik měsíců.  

U pokusných zvířat příznaky zahrnují skákání, hyperalgezii, zrychlené dýchaní, třes celého těla 

(tzv. wet dog shakes) a průjem (Listos et al. 2019). 

Etiologie abstinenčního syndromu je velmi komplexní a složitá, nicméně řada studií  

jej dává do přímé souvislosti se zvýšenou expresí adenylylcyklasy, transkripčního faktoru 

CREB a proteinkinasy A (Kogan et al. 1992, Maldonado et al. 1996, Lane-Ladd et al. 1997, 

Punch et al. 1997, Wu et al. 2012a). Jak bylo zmíněno výše, expozice morfinu inhibuje enzym 

AC, snižuje intracelulární hladinu cAMP a aktivitu PKA, čímž je snížena i fosforylace CREB.  

Při dlouhodobé expozici a během abstinence však zřejmě dochází ke kompenzačnímu zvýšení 

aktivity této dráhy. 

Na projevech odvykání se zásadně podílí oblast mozku locus coeruleus (LC). V té se  

ve vysoké hustotě nacházejí noradrenergní neurony, které produkují a regulují distribuci 

noradrenalinu, jenž ovlivňuje tak důležité funkce, jako je bdělost či dýchání. Aktivace 

opioidních receptorů v LC potlačuje výlev noradrenalinu z neuronů, což následně vyvolává 

ospalost, zpomalené dýchání či nízký krevní tlak, tedy typické účinky opioidů. Při opakovaném 

podávání opioidů se však neurony v locus coeruleus adaptují a inhibiční efekt opioidů 

kompenzují zvýšenou produkcí cAMP (viz výše zmíněná upregulace celé cAMP dráhy). 

Výsledkem je, že navzdory přítomnosti drogy dochází k výlevu zhruba normálního množství 

noradrenalinu a pacient se cítí víceméně normálně. V této fázi již jedinec nepociťuje takovou 

intenzitu akutních opioidních účinků jako v dřívějších stadiích zneužívání. Pokud však dojde 

k vysazení a inhibiční účinek drogy ustane, neurony produkují abnormálně vysoké hladiny 

cAMP vedoucí k nadměrnému uvolňování noradrenalinu. Pacient pociťuje klinické příznaky 

odvykání – nervozitu, úzkost, svalové křeče a průjem (Williams et al. 2001, Kosten a George 

2002, McClung 2006). 
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Mimo to bylo zjištěno, že po vysazení morfinu u tolerantních potkanů dochází v kůře 

mozkové k navýšení množství mRNA α2A adrenergních receptorů (Busquets et al. 1997). 

Aktivace α2A adrenergních receptorů inhibuje výlev noradrenalinu a zvýšená aktivita těchto 

receptorů je tak vysvětlována jako protiváha zvýšené hladiny cAMP. Z tohoto důvodu bývá 

během abstinenčních epizod podáván agonista α2-adrenoceptorů klonidin, který tlumí příznaky 

vyvolané zvýšeném uvolňováním noradrenalinu (Maldonado 1997, Ammon-Treiber a Höllt 

2005). 

Důležitou roli v morfinové abstinenci patrně hraje i dopaminergní mesolimbický 

systém. Snížený výlev dopaminu, který byl pozorován v průběhu morfinového abstinenčního 

syndromu může napomáhat rozvoji dysforického stavu spojeného s vysazením morfinu, neboť 

pacientovi brání v dosažení potěšení z normálních činností, jako je například jídlo (Kosten a 

George 2002). Snížené koncentrace a výlev dopaminu v různých oblastech mozku popsala řada 

studií (Acquas et al. 1991, Diana et al. 1995, Diaz et al. 2003). 

 

2.2 Heterotrimerní G proteiny a jimi zprostředkovaná signalizace 

Heterotrimerní proteiny vázající guaninové nukleotidy (tzv. G proteiny) fungují jako 

molekulární spínače. Přenášejí signál z aktivovaných receptorů spřažených s G proteiny  

do nitra buněk a regulují různé fyziologické funkce (Gilman 1987, Bourne et al. 1990, Simon 

et al. 1991). Dráhy G proteinů představují jedny z nejdůležitějších signálních drah v buňkách. 

Není proto divu, že si roce 1994 Alfred G. Gilman a Martin Rodbell za objev G proteinů  

a jejich úlohy při přenosu signálů v buňkách převzali Nobelovu cenu za fyziologii a lékařství 

(Rodbell 1980, Gilman 1987). V roce 2012 pak byla Kobilkovi a Lefkowitzovi udělena 

Nobelova cena za chemii za jejich přínos k objevu a mechanistické analýze GPCR (Kobilka  

et al. 1987, Lefkowitz 2000).  

Jak bylo zmíněno výše, heterotrimerní G proteiny se skládají ze tří podjednotek – α, β  

a γ, přičemž pouze podjednotka α váže guaninové nukleotidy GTP či GDP a vykazuje 

GTPasovou aktivitu (Gilman 1987, Lambright et al. 1996). Struktura α podjednotky zahrnuje 

dvě domény, GTPasovou Ras-like doménu a α-helikální doménu, které jsou propojeny 

linkerem 1 a linkerem 2. Mezi těmito dvěma doménami se nachází hluboká štěrbina, v níž je 

pevně vázán GDP případně GTP (Sprang et al. 2007). Právě pomocí molekul GTP/GDP mohou 

G proteiny cyklovat mezi aktivním a inaktivním stavem. V neaktivním stavu podjednotky  

α, β, γ tvoří heterotrimerní komplex a podjednotka α váže GDP. Vazbou agonisty k GPCR 
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dochází ke změně konformace receptoru a je zahájena následná signalizace. Aktivovaný GPCR 

funguje jako faktor pro výměnu guaninových nukleotidů (GEF, z angl. guanine nucleotide 

exchange factor), který katalyzuje uvolnění navázaného GDP z podjednotky α. Podjednotka α 

zbavená GDP následně váže GTP a disociuje z heterodimeru βγ. Jak podjednotka α 

s navázaným GTP, tak heterodimer βγ mohou volně difundovat membránou a následně 

interagovat s množstvím efektorových proteinů včetně adenylylcyklasy, iontových kanálů  

či fosfolipas. Signalizace heterotrimerních G proteinů je ukončen hydrolýzou GTP na GDP  

a opětovnou reorganizací podjednotek v heterotrimer αβγ (Gilman 1987, Oldham a Hamm 

2008, Syrovatkina et al. 2016, Li et al. 2019). Hydrolýza GTP je zajištěna α podjednotkou, 

která má vlastní, avšak nízkou GTPasovou aktivitu. Z toho důvodu vyžaduje vazbu proteinů 

aktivujících GTPasy (GAPs, z angl. GTPase-activating proteins), které GTPasovou aktivitu α 

podjednotky zvyšují (Watson et al. 1996, De Vries et al. 2000). Mezi GAPs se řadí regulátory 

G proteinové signalizace, tzv. RGS proteiny (Berman et al. 1996, Watson et al. 1996). Popsaný 

cyklus heterotrimerních proteinů znázorňuje Obr. 4. 
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Obr. 4 Cyklus heterotrimerních G proteinů (vytvořeno pomocí www.biorender.com). V neaktivním 

stavu tvoří podjednotky G proteinu heterotrimer a podjednotka α váže GDP. Vazbou agonisty 

(oranžově) na GPCR (modře) dochází k jeho aktivaci a následné výměně GDP za GTP na podjednotce 

α. Takto aktivovaná podjednotka α disociuje z heterodimeru podjednotek βγ. Jak podjednotka α 

s navázaným GTP, tak heterodimer βγ mohou následně interagovat s množstvím efektorových proteinů. 

Signalizace končí hydrolýzou GTP na GDP a opětovnou reorganizací podjednotek v heterotrimer αβγ. 

Podjednotka α vykazuje vlastní GTPasovou aktivitu, která je však velmi nízká a vyžaduje vazbu proteinu 

GAP. G proteiny jsou ukotveny v membráně pomocí postranstranslačních modifikací, kterými jsou 

myristoylace nebo palmitoylace na α podjednotce a prenylace na γ podjednotce (Wedegaertner et al. 

1995). 

 

 

 

 

 

 

http://www.biorender.com/
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Lidský genom obsahuje 21 různých podjednotek α (kódovaných 16 geny), 6 různých 

podjednotek β (kódovaných 5 geny) a 12 různých podjednotek γ (kódovaných 12 geny).  

Na základě sekvenční a funkční homologie podjednotek α lze proteiny rozdělit do čtyř rodin, 

Gαs, Gαi, Gαq a Gα12/13 (Simon et al. 1991, Downes a Gautam 1999). Rodina Gαs zahrnuje  

dva členy, Gαs a Gαolf.  Zatímco Gαs (s jako stimulace) je exprimován ve většině typů buněk, 

Gαolf (olf jako čich, z angl. olfaction) je specificky exprimován v čichových senzorických 

neuronech (Jones a Reed 1989). Rodina Gαi je největší a nejrozmanitější rodinou široce 

exprimovanou v celém lidském těle. Zahrnuje Gαi1, Gαi2, Gαi3, GαoA, GαoB, Gαt1, Gαt2, Gαg  

a Gαz (Milligan a Kostenis 2006). Proteiny Gαi (i jako inhibice) byly nalezeny ve většině typů 

buněk. Gαo jsou nejrozšířenějším typem G proteinů v nervové soustavě, ale hojně se vyskytují 

také v srdci (Gierschik et al. 1986, Worley et al. 1986, Valenzuela et al. 1997).  

Gαt (t jako transducin) má dvě izoformy – Gαt1 exprimovaný v tyčinkových buňkách oka  

a Gαt2, jenž nalezneme v čípkových buňkách oka (Lerea et al. 1986). Gαg (g jako gustducin)  

se nachází v buňkách chuťových receptorů (McLaughlin et al. 1992). Gαz je exprimován 

především v neuronálních tkáních a v krevních destičkách (Fong 1988, Hinton et al. 1990). 

Rodina Gαq zahrnuje Gαq, Gα11, Gα14 a Gα16 (myším ekvivalentem je Gα15). Gαq a Gα11 jsou 

exprimovány všudypřítomně, zatímco exprese Gα14 a Gα15/16 je omezenější (Strathmann  

a Simon 1990, Wilkie et al. 1991). Gα14 se vyskytuje zejména v ledvinách, plicích a játrech, 

zatímco Gα15/16 je specificky exprimován v hematopoetických buňkách. Rodina Gα12 se skládá 

ze dvou členů, Gα12 a Gα13, které jsou exprimovány ve většině typů buněk (Strathmann a Simon 

1991, Riobo a Manning 2005). Klasifikaci G proteinů shrnuje tabulka 1 pod textem. 

Ačkoliv všechny rodiny heterotrimerních G proteinů sdílejí stejný cyklus (Obr. 4), 

každá rodina má odlišné rysy. Aktivace členů rodiny Gαs vede ke zvýšení katalytické aktivity 

adenylylcyklasy, a má tak za následek zvýšení druhého posla cAMP, který může aktivovat 

proteinkinasu A a následně vést k aktivaci navazujících signálních kaskád (Wettschureck  

a Offermanns 2005). Naproti tomu aktivace Gαi vede k inhibici adenylylcyklasy a snížení 

hladiny cAMP (viz opioidní signalizace výše). Rodina Gαq aktivuje fosfolipázu Cβ,  

která katalyzuje hydrolýzu fosfatidylinositol 4,5-bisfosfátu za vzniku dvou různých 

sekundárních poslů, diacylglycerolu a inositoltrifosfátu (Rhee a Bae 1997). Diacylglycerol 

následně aktivuje proteinkinasu C a inositoltrifosfát působí na ligandem řízené Ca2+ kanály  

v endoplazmatickém retikulu, čímž vyvolává uvolňování Ca2+ do cytoplasmy. Členové rodiny 

Gα12/13 aktivují malé GTPasy. Mohou například interagovat s modulátorem Rho GTPasy,  

čímž zvyšují jeho schopnost aktivovat Rho (Kozasa et al. 1998, Riobo a Manning 2005). 
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Tab. 1 Klasifikace heterotrimerních G proteinů na základě sekvenční a funkční homologie  

α podjednotek. 

Rodina Podtypy Lokalizace* 

Gαs Gαs všudypřítomné 

Gαolf čichové neurony 

Gαi Gαi1 široce distribuované 

Gαi2 široce distribuované 

Gαi3 všudypřítomné 

GαoA neurony, astroglie, srdce a neuroendokrinní buňky 

GαoB neurony, astroglie, srdce a neuroendokrinní buňky 

Gαt1 tyčinky sítnice, chuťové buňky 

Gαt2 čípky sítnice 

Gαg chuťové buňky 

Gαz neurony, krevní destičky, buňky nadledvinek 

Gαq Gαq všudypřítomné 

Gα11 všudypřítomné 

Gα14 ledviny, plíce, játra 

Gα16 hematopoetické buňky 

Gα12/13 Gα12 všudypřítomné 

Gα13 všudypřítomné 

* Informace převzaty z přehledových článků Wettschureck a Offermanns (2005), Syrovatkina et al. 

(2016) a Li et al. (2019). 
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2.3 Receptory spřažené s G proteiny 

Receptory spřažené s G-proteiny představují nejpočetnější rodinou signálních proteinů  

u živočichů. Geny kódující GPCR zahrnují přibližně 1 % savčího genomu a u lidí je známo 

více než 800 různých GPCR, což z nich dělá ideální cíl pro přibližně 30 % všech léčiv na trhu 

(Takeda et al. 2002, Fredriksson et al. 2003, Li et al. 2019).  

Jedná se o skupinu transmembránových receptorů majících širokou škálu ligandů včetně 

hormonů, neurotransmiterů, peptidů, iontů či fotonů a odorantů (Ji et al. 1998). Následná 

intracelulární signalizace závisí mimo jiné na tom, s jakým typem heterotrimerního G proteinu 

je konkrétní receptor spřažen (viz dělení heterotrimerních proteinů výše).  

Všechny GPCR sdílejí jednotnou strukturu zahrnující N-koncovou extracelulární 

doménu, C-koncovou intracelulární doménu a sedm hydrofobních transmembránových 

helikálních domén (TM1 až TM7) propojených třemi intracelulárními (IL1, IL2, IL3) a třemi 

extracelulárními smyčkami (EL1, EL2, EL3) (Schertler et al. 1993, Baldwin et al. 1997, Unger 

et al. 1997, Krebs et al. 1998, Palczewski et al. 2000). Intracelulární smyčky IL2, IL3 a oblast 

na C-konci receptoru jsou nezbytné pro interakci G-proteinů (Moro et al. 1993, Wess 1997).  

U mnoha GPCR byly identifikovány také vazebné domény pro ligandy. Zatímco mnoho malých 

organických agonistů se váže na oblasti TM, peptidové hormony a proteiny se často vážou na 

N-konec receptoru a extracelulární smyčky spojující transmembránové domény (Ji et al. 1998).  

Na základě sekvenční homologie transmembránových domén lze savčí GPCR rozdělit 

do pěti hlavních rodin: rhodopsinová (701 členů), sekretinová (15 členů), glutamátová  

(15 členů), adhezní (24 členů) a tzv. frizzled rodina (24 členů), přičemž rodopsinová rodina,  

do které spadají i opioidní receptory, je nejvíce prozkoumaná (Fredriksson et al. 2003). 

Fyziologická funkce velké části GPCR není známa a tyto receptory se označují jako tzv. orphan 

GPCR. 

Navzdory rozsáhlé biochemické charakterizaci zůstávaly struktury komplexů GPCR 

s heterotrimerními G proteiny po mnoho let neznámé, dokud v roce 2011 Rasmussen et al. 

nevyřešili pomocí rentgenové krystalografie první strukturu β2-adrenergního receptoru 

v komplexu s heterotrimerním proteinem typu Gs. Struktury komplexů GPCR s jinými G 

proteiny však zůstaly neobjasněné až do června 2018, kdy byly vyřešeny struktury komplexů 

A1 adenosinového receptoru s Gi2 (Draper-Joyce et al. 2018), μ opioidního receptoru s Gi1 

(Koehl et al. 2018) znázorněného na obrázku 5, rodopsinového receptoru s Gi1 (Kang et al. 

2018) a serotoninového receptoru 5-HT1B s Go (García-Nafría et al. 2018). 
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Obr. 5 Struktury µ opioidního receptoru v komplexu s heterotrimerním G proteinem typu Gi vyřešeny 

pomocí kryoelektronové mikroskopie (upraveno podle Koehl et al. 2018). (a) Ortogonální pohled  

na hustotní mapu MOR–Gi komplexu. (b) model komplexu MOR–Gi ze stejného pohledu.  

 

2.3.1 Opioidní receptory  

Ačkoli jsou farmakologické účinky opioidů známy již od počátku 20. století, opioidní receptory 

byly objeveny až v 70. letech 20. století. Jako první byl objeven mu (µ) opioidní receptor 

pojmenován podle morfinu, který je čistým agonistou tohoto receptoru. Dalším popsaným 

typem opioidního receptoru byl kappa (κ) podle ligandu ketocyklazocinu (Martin et al. 1976) 

a o rok později byl objeven také delta (δ) podle myšího chámovodu (lat. vas deferens),  

ze kterého byl poprvé izolován (Lord et al. 1977).   

V roce 1994 byl objeven čtvrtý receptor a jelikož první studie popsaly velmi nízkou 

afinitu opioidních ligandů, byl tento receptor považován za tzv. orphan receptor a označován 

jako nociceptin/orfanin FQ opioidní receptor (N/OFQ receptor) nebo ORL-1 (z angl. opioid 

receptor-like 1) (Bunzow et al. 1994, Mollereau et al. 1994). Krátce po tomto objevu byl  

však z mozkové tkáně potkanů (Meunier et al. 1995) a prasat (Reinscheid et al. 1995) izolován 

endogenní ligand tohoto receptoru. Jednalo se o hektadekapeptid úzce příbuzný dynorfinu A  

a byl označen jako nociceptin nebo orphanin FQ (OFQ). Přestože se na N/OFQ receptor neváže 
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klasický opioidní antagonista naloxon, jedná se o GPCR a s klasickými opioidními receptory 

sdílí výraznou aminokyselinovou podobnost. Navíc na buněčné úrovni N/OFQ receptor funguje 

podobně jako klasické opioidní receptory. Z těchto důvodů byl klasifikován jako čtvrtý opioidní 

receptor. V roce 2012 byly publikovány první atomové struktury receptorů MOR (Manglik  

et al. 2012), DOR (Granier et al. 2012), KOR (Wu et al. 2012b) a N/OFQ (Thompson et al. 

2012) vyřešené pomocí rentgenové krystalografie (Obr. 6 pod textem). 

V klinické praxi vyvolává stimulace různých opioidních receptorů řadu účinků,  

které často závisí na umístění daného receptoru. Přestože signalizaci bolesti modulují všechny 

čtyři typy opioidních receptorů, za dominantní je považován MOR a analgetické účinky 

morfinu jsou zprostředkovány téměř výhradně MOR (Matthes et al. 1996, Sora et al. 1997). 

Nežádoucí účinky související s aktivací MOR (zejména respirační deprese a rozvoj tolerance  

a závislosti) však vedou ke snaze cílit na jiné typy opioidních receptorů. 

Ostatní tři typy opioidních receptorů nicméně nevykazují při zprostředkování analgezie 

stejnou účinnost jako MOR a mají vlastní profil nežádoucích účinků. Použití agonistů DOR je 

značně omezené, neboť analgezie vyvolaná aktivací DOR zřejmě vyžaduje přítomnost 

prozánětlivého stavu (Vanderah 2010).  Stimulace KOR snižuje viscerální (Eisenach et al. 

2003, Riviere 2004), zánětlivou (Bileviciute-Ljungar a Spetea 2001, Moon et al. 2016)  

a neuropatickou bolest (Bileviciute-Ljungar a Spetea 2004), ale vyvolává také například 

dysforii a diurézu (Dykstra et al. 1987, Ko et al. 1999). Někteří agonisté N/OFQ receptorů 

vykazují u primátů antinociceptivní účinky (Ko et al. 2009, Hu et al. 2010) a jsou spojovány  

se sníženým rizikem zneužívání (Lin a Ko 2012). Podle mnohých studií však aktivace N/OFQ 

receptoru může za určitých podmínek vyvolávat naopak hyperalgezii. Agonisté N/OFQ 

receptoru podávaní supraspinálně údajně vyvolávají hyperalgezii a inhibují antinociceptivní 

účinky jiných opioidů, zatímco při spinálním podání navozují analgezii. Tyto dva protichůdné 

účinky jsou pravděpodobně vyvolány inhibicí dvou odlišných skupin neuronů (Pan et al. 2000, 

Lambert 2008, Reiss et al. 2008). Agonisté MOR tak i přes své nežádoucí účinky stále zůstávají 

nejúčinnějšími léčivy poskytujícími úlevu od bolesti. 
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Obr. 6 Atomové struktury opioidních receptorů v komplexu se specifickými antagonisty vyřešené 

pomocí rentgenové krystalografie. (a) MOR vázající β-funaltrexamin (Manglik et al. 2012),  

(b) DOR vázající naltrindol (Granier et al. 2012), (c) KOR vázající JDTic (Wu et al. 2012b), (d) N/OFQ 

receptor vázající tzv. peptide mimetic antagonist compound-24 (Thompson et al. 2012). DRY a NPXXY 

uvedeny u struktury KOR, jsou konzervované motivy důležité pro funkci receptoru. 

 

2.3.2 Dimerizace GPCR a jejich vzájemné ovlivňování 

V poslední době stále přibývá důkazů o tom, že GPCR mohou existovat ve formě dimerů nebo 

oligomerů. K oligomerizaci může docházet mezi identickými GPCR (za vzniku homomerů), 

ale i mezi různými GPCR (za vzniku heteromerů). Takové uspořádání je dobrým základem  

pro vzájemnou komunikaci mezi různými signálními systémy receptorů. K interakcím  

a vzájemnému ovlivňování může docházet na úrovni signálních drah za samotnými receptory 

nebo přímo na úrovni receptorů (Angers et al. 2001, Gaitonde a González-Maeso 2017).  

Popsány jsou například heterodimery tvořené kanabinoidním receptorem typu 1 

(CNR1) s MOR (Rios et al. 2006, Hojo et al. 2008) a vzájemné ovlivňování těchto dvou 

systémů potvrzuje řada studií. Například studie Viganò et al. (2005) popisuje mírné,  

ale významné snížení hladin kanabinoidních receptorů v hipokampu a mozečku potkanů 

tolerantních k morfinu. Podávání kanabinoidů bylo v této studii spojeno s mírným zvýšením 

MOR v periakvaduktální šedé hmotě a thalamu potkanů (Viganò et al. 2005). Jiná studie naopak 

popisuje zvýšenou expresi kanabinoidních receptorů 1 a 2 v míše potkana po chronickém 

intratekálním podávání morfinu (Lim et al. 2005).  

Morfin může zřejmě ovlivňovat také buněčnou signalizaci zprostředkovanou  

β-adrenergními receptory. Například autoři studie Hejnova et al. (2017) dospěli k závěru,  

že 10denní intramuskulární podávání vysokých dávek morfinu (10 mg/kg/den) vedlo  

ke zvýšené expresi β-adrenergních receptorů 1 a 2 v mozkové kůře potkana, a to až o 17 %. 
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Jako další příklady popsaných heterodimerů tvořených GPCR mohou sloužit  

CNR1 – DOR (Bushlin et al. 2012), DOR – KOR (Jordan a Devi 1999, Waldhoer et al. 2005), 

MOR – DOR (George et al. 2000, Gupta et al. 2010), MOR – metabotropní glutamátový 

receptor 5 (Akgün et al. 2013), dopaminový D2 receptor – adenosinový A2 receptor (Trifilieff 

et al. 2011, Bonaventura et al. 2015) či CNR1 – dopaminový D2 receptor (Thanos et al. 2010). 

 

2.4 Morfin a oxidativní stres 

V posledních desetiletích stále přibývá důkazů, že morfin za určitých podmínek vyvolává také 

oxidativní stres. Oxidativní stres je charakterizován nadměrnou tvorbou reaktivních forem 

kyslíku (ROS, z angl. reactive oxygen species) a reaktivních forem dusíku (RNS, z angl. 

reactive nitrogen species), která přesahuje schopnost buňky tyto látky eliminovat (Skrabalova 

et al. 2013).  

ROS zahrnují především radikály, jako je superoxid (O2
-) či hydroxylový radikál (HO•), 

ale také neradikálové formy, jako například peroxid vodíku (H2O2). Nejběžnějšími RNS jsou 

oxid dusnatý (NO•), nitroxylový anion (NO-) a peroxynitrit (ONOO-) (Bergendi et al. 1999). 

Rozsah tvorby ROS a RNS závisí na rychlosti buněčného metabolismu, přičemž vyšší rychlost 

metabolismu je obvykle spojena se zvýšenou tvorbou volných radikálů. Nízké hladiny ROS  

a RNS vznikající za normálních fyziologických podmínek mohou fungovat jako důležité 

signály například pro buněčnou proliferaci (Trachootham et al. 2008).  

Buňky disponují výkonnými antioxidačními systémy, které udržují redoxní 

homeostázu. Mezi nejdůležitější molekuly, které se na těchto regulacích podílejí, patří enzymy 

superoxiddismutasa (SOD), glutathionperoxidasa (GSH-Px) a katalasa (CAT). Další 

významnou molekulou je tripeptid glutathion (GSH), neboť oxidační činidla reagují s thiolovou 

skupinou cysteinu této molekuly a nezpůsobují tak poškození jinde (Skrabalova et al. 2013). 

Obecně lze předpokládat dva způsoby vzniku oxidačního stresu. V buňce může 

docházet ke zvýšené tvorbě ROS a RNS a/nebo ke snížené aktivitě antioxidačního systému 

(Skrabalova et al. 2013). Například studie Zhang et al. (2004) prováděná na myších prokázala, 

že v játrech jedinců, kterým byl 20 dní intraperitoneálně (i.p.) podáván morfin, došlo  

ke statisticky významnému poklesu aktivit enzymů superoxiddismutasy, glutathionperoxidasy 

a katalasy. Významně byl snížen také poměr GSH/oxidovaný GSH. Aktivity všech těchto 

enzymů spolu s hladinou GSH byly významně sníženy i v mozcích potkanů, kterým byl morfin 

podáván intraperitoneálně po dobu 21 dní (Sumathi et al.  2011). K podobným výsledkům 
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dospěli také Saffar et al. (2020) ve své práci prováděné na potkanech, kterým byl morfin 

podáván subkutánně po dobu 4 týdnů. V hipokampu těchto zvířat byla popsána významně 

zvýšená peroxidace lipidů a snížená aktivita enzymů SOD i GSH-Px. Sníženou hladinu GSH  

i pokles v aktivitě glutathionperoxidasy po opakovaném podávání morfinu pozorovali také 

Abdel-Zaher et al. (2010) v mozcích myší. Guzmán et al. (2006) ve své studii zase uvádějí,  

že po jednorázovém i.p. podání morfinu došlo v mozcích potkanů ke statisticky významnému 

poklesu hladiny GSH. Hladiny GSH byly sníženy také v mozkomíšním moku odebraném 

pacientům s rakovinou, kterým byl intracerebroventrikulárně podáván morfin (Goudas et al. 

1999).  

Zvýšená morfinem indukovaná produkce ROS byla pozorována například v in vitro 

modelu kultivovaných endoteliálních buněk lidské pupečníkové žíly (Lam et al. 2007, Hsiao et 

al. 2009). Podle studie Bhat et al. (2004) morfin indukoval také tvorbu superoxidu v buňkách 

myších makrofágů. Ma et al. (2015) ve své práci uvádějí, že morfin může v závislosti na čase  

a koncentraci indukovat tvorbu ROS v lidské neuroblastomové buněčné linii SH-SY5Y. V roce 

2019 Chen et al. prováděli studii na myších kmene C57BL/6, kterým byl po dobu 10 dní 

subkutánně aplikován morfin. V míše těchto zvířat byly pozorovány zvýšené hladiny 

malondialdehydu (biomarker peroxidace lipidů) a ROS, zatímco hladiny enzymů SOD i GSH-

Px byly snížené.  

Morfinem indukovaná tvorba ROS, RNS a snížená aktivita antioxidačního systému 

buňky mohou vést k oxidačnímu poškození různých tkání. Typickými jevy spojenými s těmito 

procesy jsou peroxidace lipidů, poškození DNA, oxidace proteinů a indukce apoptózy (Özmen 

et al. 2006, Skrabalova et al. 2013). Vliv morfinu na buněčnou redoxní rovnováhu se může lišit 

podle konkrétních podmínek a závisí na více faktorech, jako je druh, věk či pohlaví organismu, 

typ tkáně a orgánu, dávka a délka užívání nebo současné podávání jiných léčiv (Skrabalova  

et al. 2013). 

Zejména citlivý na oxidativní poškození je mozek, který spotřebovává obrovské 

množství kyslíku, a vytváří tak velké množství ROS. Mozková tkáň se skládá především 

z lipidů bohatých na nenasycené mastné kyseliny, které jsou jedním z cílů ROS, a proto je tento 

orgán obzvláště zranitelný (Halliwell, 2001, Özmen et al. 2006). Sníženou hladinu mastných 

kyselin v mozku a míšní tkáni v důsledku zvýšené peroxidace lipidů dokumentuje například 

studie Özmen et al. (2006) prováděná na králících, kterým byl jednorázově spinálně podán 

morfin. 
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3 CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE 

Cílem této diplomové práce bylo sledovat vliv 10denního podávání stupňujících se dávek 

morfinu a jeho následného vysazení na klíčové komponenty opioidní signalizace v mozečku  

a kůře mozkové potkanů. Konkrétně byly zkoumány hladiny opioidních receptorů, podjednotek 

G proteinů, GRK3 kinasy a β-arrestinu 2, ale také adenosinového A3 receptoru  

a kanabinoidního receptoru typu 1. Kromě toho byl ve stejných částech mozku sledován vliv 

morfinu a jeho následného vysazení na markery oxidativního stresu.  
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Chemikálie 

Morfin sulfát (Saneca Pharmaceuticals), inhibitor proteas Complete (Roche), inhibitor fosfatas 

PhosSTOP (Roche), substráty pro křenovou peroxidasu (SuperSignal West Dura Extended 

Duration Substrate a SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo 

Fisher Scientific), fotocitlivé filmy (CP−BU M, medical X-ray film blue, AGFA), 

nitrocelulózová membrána 0,45 µm (Amersham), standard molekulových hmotností 

(Prestained Molecular Weight Marker, 26600-180000 Da, Sigma-Aldrich). Všechny ostatní 

běžné chemikálie byly dodány firmou Sigma-Aldrich. 

4.2 Pufry a roztoky 

TMES pufr pH 7,4 (20mM Tris, 3mM MgCl2·6H2O, 1mM EDTA, 250mM sacharóza, H2O), 

roztok A pH 11, 25 (6,84 g Na2CO3, 1,6 g vinan sodný, 100 ml H2O), roztok B (4 g BCA, 100 

ml H2O), roztok C (0,4 g CuSO4·5H2O, 10 ml H2O), pufr 1 pH 8,8 (1,5M Tris, H2O), pufr 2 

pH 6,8 (0,5M Tris, H2O), elektrodový pufr 10x konc. (0,25M Tris, 2M glycin, 35mM SDS), 

Laemmliho pufr 4x konc. (30% glycerol, 0,25M Tris, 8% SDS, 8% 2-merkaptoethanol, 0,02% 

bromfenolová modř), TBS pufr pH 8,0; 10x konc. (150mM NaCl, 10mM Tris, H2O), 

blokovací pufr (10 ml 10x konc. TBS, 5 g sušeného mléka, 100 µl Tween 20, 90 ml H2O), 

ředicí pufr (10 ml 10x konc. TBS, 1 g sušeného mléka, 100 µl Tween 20, 90 ml H2O), 

promývací pufr (100 ml 10x konc. TBS, 3 ml Tween 20, 900 ml H2O), přenosový pufr 

(25mM Tris, 190mM glycin, 20% methanol, H2O), 10% peroxodisíran amonný (APS), 30% 

bis-akrylamid, tetramethylethylendiamin (TEMED), Ponceau červeň (1 g Ponceau S, 50 ml 

kyseliny octové, destilovaná H2O do objemu 1 litr), 10% SDS 

4.3 Přístrojové a softwarové vybavení 

Centrifuga (Hettich Universal R30), termoblok (Techne Dri−block DB-2A), spektrofotometr 

(Synergy HT), soupravy pro elektroforézu Mini-Protean II a western blot (Bio-Rad), třepačka 

(STR6, Stuart Scientific), Potter−Elvehjemův sklo−teflonový homogenizátor, vyvolávací 

přístroj OPTIMAX (Fomei), analytické váhy (Scaltec SBA 33), pH metr (SevenCompact S210, 

Mettler Toledo), vortex (VELP Scientifica), ImageJ software (National Institutes of Health), 

Image Lab software (Bio-Rad), GraphPad Prism 6.0 (Dotmatics),  Gen5 software (BioTek) 

https://en.wikipedia.org/wiki/National_Institutes_of_Health
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4.4 Protilátky  

Primární protilátky použité v této diplomové práci uvádí tabulka 2. Primární protilátky proti 

Gαi1/2 a Gαi3 podjednotkám byly připraveny imunizací králíků dekapeptidy odvozenými  

z C-konce příslušné G podjednotky (Novotny et al. 2001). Pro detekci primárních protilátek 

byly použity sekundární protilátky značené křenovou peroxidasou, konkrétně anti-králičí 

(Amersham ECL Rabbit IgG, HRP-linked whole Ab (NA934-1ML), ředěno 1:40000)  

a anti-kozí (Donkey Anti-Goat IgG Antibody, HRP conjugate, AP180P, Sigma-Aldrich, ředěno 

1:20000).   

Tab. 2 Použité primární protilátky  

Detekovaný 

protein* 

Velikost 

[kDa] 
Typ Specifikace Firma 

Použité 

ředění 

MOR 45 
Králičí 

polyklonální 
bs-3623R 

Bioss 

Antibodies 
1:2000 

KOR-1 43 
Králičí 

polyklonální 

H-70,  

sc-9112 
Santa Cruz Inc 1:2000 

Gβ2 36 
Králičí 

polyklonální 

C-16, 

Sc-380 
Santa Cruz Inc 1:40000 

      

Gγ2/3/4/7 8 
Králičí 

polyklonální 

FL-71, 

sc-28589 
Santa Cruz Inc 1:2000 

Gαi1/2 ~ 40 
Králičí 

polyklonální 
- - 1:160000 

Gαi3 ~ 43 
Králičí 

polyklonální 
- - 1:80000 

beta-Arrestin 2 ~ 50 
Králičí 

polyklonální 
PA1-732 Invitrogen 1:2000 

GRK3 83 
Králičí 

polyklonální 

C-14,  

sc-563 
Santa Cruz Inc 1:1000 

A3AR ~ 43 
Králičí 

polyklonální 

H-80, 

sc-13938 
Santa Cruz Inc 1:2000 

CNR1 60 
Králičí 

polyklonální 
A1447 ABclonal Inc. 1:1000 

4-HNE - 
Kozí 

polyklonální 
AB 5605 Sigma-Aldrich 1:5000 

DNP - 
Králičí 

polyklonální 
D9656 Sigma-Aldrich 1:500 

*A3AR, adenosinový receptor A3; CNR1, kanabinoidní receptor typu 1; 4-HNE, 4-hydroxynonenal; 

DNP, dinitrofenol 

https://www.google.com/search?sxsrf=ALiCzsYtlPsCIAC-YugTyhsj84ZwDOr_zQ:1657409524105&q=abclonal+science,+inc.+abclonal+inc.&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LVT9c3NEwzSjIxTTYpVoJy8wzKLHKSc7UMMsqt9JPzc3JSk0sy8_P084vSE_MyqxJBnGKrgsSi1LwSBWTBRawqiUnJOfl5iTkKxcmZqXnJqToKmXnJegpwYRBvByvjLnYmDgYAcR9pdYEAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiHx7nP--z4AhXN0KQKHW-qDqwQmxMoAXoECEIQAw
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4.5 Zvířecí model 

Pokusy na zvířatech byly prováděny v souladu se Směrnicí 2010/63/EU o ochraně zvířat 

používaných pro vědecké účely a byly schváleny místní komisí pro péči o zvířata a jejich 

používání (projekt pokusů č. MSMT-1479/2019–6). Dospělí samci potkanů kmene Wistar 

(dodavatel Velaz, s.r.o., ČR) o hmotnosti 280-300 g byli chování za standardních laboratorních 

podmínek s volným přístupem ke standardní granulované stravě a pitné vodě. Potkanům 

rozdělených do tří skupin (6 zvířat v každé skupině) byl po dobu 10 po sobě jdoucích dnů 

intraperitoneálně podáván buď morfin sulfát (dále pouze jako morfin) ve stupňujících se 

dávkách (10 mg/kg/den až 50 mg/kg/den), nebo fyziologický roztok (kontrola). Dvacet čtyři 

hodin, 4 týdny či 12 týdnů po poslední dávce morfinu/fyziologického roztoku byla zvířata 

usmrcena cervikální dislokací, mozek byl rychle vyříznut, vypreparován a zmrazen v tekutém 

dusíku. Vzorky mozku byly uchovávány v -80 °C. Dávkování morfinu uvádí tabulka 3. 

Rozdělené jedinců ve skupině je znázorněno v tabulce 4. 

Tab. 3 Časové schéma podávání morfin sulfátu potkanům  

Den 
Dávka morfin sulfátu (i.p.)  

[mg kg−1 den−1] 

1. a 2. 10 

3. a 4. 15 

5. a 6. 20 

7. a 8. 30 

9. 40 

10. 50 

 

Tab. 4 Rozdělení potkanů ve skupině 

Označení vzorku Podáván Usmrcení 

Kontrola 24 hodin Fyziologický roztok 24 hodin po poslední dávce 

Morfin 24 hodin Morfin 24 hodin po poslední dávce 

Kontrola vysazení 4 týdny Fyziologický roztok 4 týdny po poslední dávce 

Morfin vysazení 4 týdny Morfin 4 týdny po poslední dávce 

Kontrola vysazení 12 týdnů Fyziologický roztok 12 týdnů po poslední dávce 

Morfin vysazení 12 týdnů Morfin 12 týdnů po poslední dávce 
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4.6 Příprava vzorků mozku 

Ze zamrazených vzorků mozečku a mozkové kůry byly pomocí sklo-teflonového 

homogenizátoru připraveny 10% homogenáty (w/w). Na 1 g příslušné mozkové tkáně byl 

použit homogenizační pufr obsahující 7,8 ml TMES pufru, 200 µl 50x konc. inhibitoru proteas 

Complete a 1 ml 10x konc. inhibitoru fosfatas PhosSTOP. Homogenizace probíhala při 1200 

otáčkách/min po dobu 2 minut. Vzniklý homogenát byl následně centrifugován při 600 x g  

po dobu 10 minut (4 °C). Poté byl šetrně odebrán supernatant, který byl zmrazen v tekutém 

dusíku a uchován při teplotě – 80 °C. Celková koncentrace bílkovin ve vzorcích byla stanovena 

metodou bicinchoninové kyseliny (kap. 4.7). Všechny zmíněné kroky byly prováděny na ledu. 

4.7 Stanovení koncentrace proteinů metodou bicinchoninové kyseliny 

Jako standard byl použit roztok hovězího sérového albuminu o koncentraci 1 µg/µl, z něhož 

byla v mikrotitrační destičce připravena kalibrační řada. Analyzované vzorky mozkové tkáně 

byly 100x naředěny pomocí destilované vody a v objemu 100 µl byly v triplikátech naneseny 

na destičku. Následně bylo do všech jamek aplikováno 100 µl roztoku obsahujícího roztok A, 

roztok B a roztok C v poměru 48:50:2. Destička byla poté inkubována při 60 °C  

po dobu 30 minut. Následovalo měření absorbance při 562 nm. Celková koncentrace proteinů 

byla stanovena softwarem Gen 5 z rovnice kalibrační křivky. 

4.8 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a western blot 

Vzorky mozkové tkáně (připraveny podle postupu uvedeného v kapitole 4.6) o finální 

koncentraci 1 µg/µl byly připraveny rozpuštěním v příslušném množství destilované vody a 4x 

koncentrovaného Laemmliho pufru a následně inkubovány při 100 °C po dobu 1 minuty. 

Pro rozdělení proteinů v takto připravených vzorcích byla použita elektroforéza  

v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS-PAGE). K provedení 

elektroforézy byla použita aparatura Mini-Protean II (Bio-Rad). Rozdělení proteinů probíhalo 

v 10% rozdělovacím gelu o výšce zhruba 5,5 cm a pro zaostření byl použit 4% zaostřovací gel. 

Složení gelů uvádí tabulky 5 a 6 pod textem. Analyzované vzorky mozkové tkáně byly do jamek 

nanášeny v objemu 10 µl a standard molekulových hmotností v objemu 4 µl. Elektroforéza 

probíhala v přítomnosti elektrodového pufru po dobu 50 minut při konstantním napětí 200 V. 

Rozdělené proteiny byly z gelu následně přeneseny na nitrocelulózovou membránu. Přenos 

probíhal v přítomnosti přenosového pufru po dobu 1 hodiny při konstantním napětí 100 V. 
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Po přenesení proteinů na nitrocelulózovou membránu byla tato membrána obarvena 

Ponceau S červení a oskenována pro pozdější stanovení celkového množství nanesených 

proteinů pomocí softwarů ImageJ a Image Lab. Následovala inkubace v tzv. blokovacím pufru 

při laboratorní teplotě po dobu 30 minut. Poté byla membrána promyta destilovanou vodou  

a inkubována přes noc při 4 °C v ředicím pufru s příslušnou primární protilátkou. Následující 

den byla membrána promyta promývacím roztokem (3x 10 minut), hodinu inkubována  

v ředicím pufru s příslušnou sekundární protilátkou značenou křenovou peroxidasou 

(laboratorní teplota) a opět promyta v promývacím roztoku (3x 10 minut). Na omytou 

membránu byl nanesen substrát pro křenovou peroxidasu a minutu ponechán působit.  

Pro detekci chemiluminiscence byl přiložen fotosenzitivní film, který byl vyvolán v přístroji 

Optimax (Fomei). Vyvolaný film byl oskenován a vyhodnocen pomocí softwarů ImageJ  

a Image Lab. Získaná data byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů 

(barvení Ponceau S červení) a následně statisticky i graficky zpracována (kapitola 4.10). 

Tab. 5 Složení 10% dělící gelu (uvedeno množství pro přípravu 2 gelů) 

10% dělící gel 

Destilovaná H2O 8 ml 

Pufr 1 5 ml 

30% bis-akrylamid 6,7 ml 

10% SDS 200 μl 

10% APS 90 μl 

TEMED 8 μl 

 

Tab. 6 Složení 4% zaostřovacího gelu (uvedeno množství pro přípravu 2 gelů) 

4% zaostřovací gel 

Destilovaná H2O 4,5 ml 

Pufr 2 1,88 ml 

30% bis-akrylamid 1 ml 

10% SDS 75 μl 

10% APS 67,5 μl 

TEMED 6 μl 
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4.9 Stanovení markerů oxidativního stresu 

Vliv morfinu na markery oxidativního stresu byl stanoven metodou western blot s využitím 

specifických protilátek proti 4-HNE a DNP (Tab. 2). 4-hydroxynonenal je vysoce reaktivní, 

cytotoxický aldehyd, který se uvolňuje při oxidaci ω-6 nenasycených mastných kyselin. Může 

účinně reagovat s cysteinovými, histidinovými a lysinovými zbytky proteinů a vytvářet stabilní 

adukty s proteiny. Jako produkt peroxidace lipidů je 4-HNE považován za významný biomarker 

oxidativního stresu a je označován za jeden z nejnebezpečnějších reaktivních aldehydů (Shoeb 

et al. 2014, Breitzig et al. 2016). Anti-DNP protilátky byly naopak použity ke stanovení 

karbonylových derivátů proteinů, které představují charakteristický biomarker oxidativního 

poškození proteinů (Li a Hu 2015). 

4.10 Analýza dat 

Výsledky v této práci jsou uváděny jako průměrné hodnoty ± SD (směrodatná odchylka, z angl. 

standard deviation). Statistické zpracování dat a grafy byly prováděny v programu GraphPad 

Prism 6.0. Pro statistické zhodnocení výsledků byl použit dvouvýběrový t-test a jako statisticky 

signifikantní byla považována hodnota P < 0,05. Všechny průměrné hodnoty byly získány 

z minimálně 6 naměřených hodnot (minimálně 2 nezávislé experimenty pro každou skupinu). 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Vliv morfinu na hladiny vybraných proteinů opioidní signalizace 

v mozku potkana 

V následujících kapitolách (kap. 5.1.1 až 5.1.5) jsou prezentovány výsledky studie sledující vliv 

stupňovaného podávání morfinu a jeho následného vysazení na vybrané proteiny hrající roli 

v opioidní signalizaci buňky. Relativní množství vybraných proteinů (vztaženo na celkové 

množství proteinů) v mozečku a kůře mozkové potkanů bylo stanoveno metodou western blot 

(kap. 4.8). Součástí každého obrázku (Obr. 7 až 26) je část A znázorňující grafické vyhodnocení 

získaných dat a část B zobrazující reprezentativní blot.   

5.1.1 Opioidní receptory v mozečku a kůře mozkové potkana 

Vliv dlouhodobé expozice morfinu ani jeho následného vysazení na množství MOR v mozečku 

(Obr. 7) a v kůře mozkové (Obr. 8) potkanů nebyl v této práci pozorován. Statisticky významné 

změny nebyly zjištěny ani v množství KOR-1 (Obr. 9 a 10). 

 

 

Obr. 7 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu MOR v mozečku 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data  

byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako  

průměr (N ≥6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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Obr. 8 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu MOR v kůře mozkové 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data  

byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako  

průměr (N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot.  

 

 

Obr. 9 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu KOR-1 v mozečku 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako  

průměr (N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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Obr. 10 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu KOR-1 v kůře 

mozkové potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data 

byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako  

průměr (N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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5.1.2 Podjednotky G proteinů v mozečku a kůře mozkové potkana 

Stupňované podávání morfinu ani jeho následné vysazení na 4 a 12 týdnů nemělo na hladiny 

podjednotek Gαi1/2 v mozečku (Obr. 11) ani v kůře mozkové (Obr. 12) významný vliv. Žádné 

statisticky významné změny nebyly pozorovány ani u Gαi3 podjednotek (Obr. 13 a 14). Stejně 

tak morfin významně neovlivnil hladiny Gβ2 (Obr. 15 a 16) podjednotek, přestože v kůře 

mozkové lze u jedinců ošetřených morfinem pozorovat mírné, avšak statisticky nevýznamné 

zvýšení (o 7,7 % po 24 hodinách, 5,1 % po 4 týdnech a 5,1 % po 12 týdnech). U podjednotek 

Gγ2/3/4/7 (Obr. 17 a 18) můžeme naopak v obou částech mozku sledovat tendenci k poklesu  

u jedinců ošetřených morfinem (v kůře mozkové o 1,0 % po 24 hodinách, 4,0 % po 4 týdnech 

a 2,9 % po 12 týdnech, zatímco v mozečku o 6,6 % po 24 hodinách, 6,2 % po 4 týdnech a 1 % 

po 12 týdnech). Ani zde se však nejedná o statisticky signifikantní rozdíl.   

 

 

 

Obr. 11 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gαi1/2 v mozečku 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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Obr. 12 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gαi1/2 v kůře mozkové 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 

 

 

Obr. 13 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gαi3 v mozečku 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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Obr. 14 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gαi3 v kůře mozkové 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 

 

 

Obr. 15 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gβ2 v mozečku 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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Obr. 16 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gβ2 v kůře mozkové 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 

 

 

Obr. 17 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gγ2/3/4/7 v mozečku 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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Obr. 18 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gγ2/3/4/7 v kůře 

mozkové potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data 

byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako  

průměr (N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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5.1.3 GRK3 kinasa v mozečku a kůře mozkové potkana 

Vliv morfinu na množství kinasy GRK3 byl prokázán v mozečku (Obr. 19) i v kůře mozkové 

(Obr. 20) potkanů. V kůře mozkové lze 24 hodin po poslední dávce morfinu pozorovat 

statisticky významný pokles hladin GRK3, a to až o 11,0 % oproti kontrolním jedincům  

(t(16) = 3,33; p = 0,0042). Statisticky signifikantní pokles v množství GRK3 přetrvává i 4 týdny 

po vysazení morfinu. Konkrétně došlo k poklesu o 7,8 % (t(17) = 2,90; p = 0,0101). Po 12 

týdnech lze u jedinců ošetřených morfinem stále pozorovat mírný pokles v množství GRK3  

(o 5,0 %), který však není statisticky významný (p = 0,1361). Získaná data tak naznačují,  

že se systém po určité době může vracet zpět k původním hodnotám.  

V mozečku potkana byl 24 hodin po poslední dávce morfinu pozorován statisticky 

významný pokles v množství GRK3, a to až o 13,1 % (t(16) = 3,12; p = 0,0066). Významně 

snížené hladiny GRK3 přetrvávaly i po vysazení morfinu. Po 4 týdnech od vysazení byly 

hladiny sníženy o 9,5 % (t(12) = 2,28; p = 0,0459) a po 12 týdnech byl pozorován pokles  

o 8,5 % (t(14) = 2,27; p = 0,0398).  

 

 

Obr. 19 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu GRK3 v mozečku 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako  

průměr (N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. *P < 0,05 a **P < 0,01. 
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Obr. 20 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu GRK3 v kůře 

mozkové potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data 

byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako  

průměr (N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. *P < 0,05 a **P < 0,01. 
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5.1.4 β-arrestin 2 v mozečku a kůře mozkové potkana  

Množství β-arrestinu 2 v mozečku (Obr. 21) a mozkové kůře (Obr. 22) potkanů nebylo 

stupňovaným podáváním morfinu ani jeho následným vysazením na 4 a 12 týdnů významně 

ovlivněno. 

 

 

Obr. 21 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu β-arrestinu 2 

v mozečku potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data 

byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako  

průměr (N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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Obr. 22 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu β-arrestinu 2 v kůře 

mozkové potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data 

byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako  

průměr (N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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5.1.5 Adenosinové a kanabinoidní receptory v mozečku a kůře mozkové 

potkana 

Vzhledem k možné tvorbě heterodimerů tvořených různými GPCR a vzájemnému ovlivňování 

jejich signálních drah (popsáno v kapitole 2.3.5), byla pozornost věnována také hladinám 

adenosinového receptoru A3 (Obr. 23 a 24) a kanabinoidního receptoru typu 1 (Obr. 25 a 26). 

Vliv dlouhodobého podávání morfinu ani jeho následného vysazení na množství těchto 

receptorů v mozku potkana však nebyl touto prací prokázán.  

 

 

 

Obr. 23 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu A3AR v mozečku 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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Obr. 24 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu A3AR v kůře mozkové 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 

 

 

Obr. 25 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu CNR1 v mozečku 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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Obr. 26 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu CNR1 v kůře mozkové 

potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data byla 

normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. 
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5.2 Vliv morfinu na markery oxidativního stresu v mozku potkana  

V této kapitole budou prezentovány výsledky studie zabývající se vlivem stupňovaného 

podávání morfinu a jeho následného vysazení na oxidativní stres v mozečku a mozkové kůře 

potkana. Biomarkery oxidativního poškození lipidů a proteinů byly stanoveny metodou western 

blot s využitím specifických protilátek proti 4-HNE a DNP (Tab. 2). Součástí každého obrázku 

(Obr. 27 až 30) je část A znázorňující grafické vyhodnocení získaných dat a část B zobrazující 

reprezentativní blot.   

Zvýšené hodnoty markerů oxidativního stresu byly pozorovány v obou částech mozku. 

V mozečku potkanů byly 24 hodin po poslední dávce morfinu mírně, avšak signifikantně 

zvýšeny hladiny HNE-protein aduktů (Obr. 27), a to až o 4,2 % (t(14) = 2,35; p = 0,0343). 

Mírné zvýšení přetrvávalo i 4 a 12 týdnů po vysazení, nejednalo se však o statisticky významné 

rozdíly. V kůře mozkové byly hladiny HNE-protein aduktů (Obr. 28) 24 hodin po poslední 

dávce zvýšeny o 10,5 % (t(12) = 2,77; p = 0,0169). I v tomto případě měl systém tendenci 

vracet se po vysazení k původním hodnotám.  

Rovněž hladiny DNP modifikovaných proteinů byly 24 hodin po poslední dávce 

morfinu významně zvýšeny v obou částech mozku (Obr. 29 a 30). V mozečku lze pozorovat 

zvýšení o 5,0 % (t(11) = 3,29; p = 0,0072), zatímco v mozkové kůře byl zaznamenán nárůst  

o 6,5 % (t(9) = 2,60; p = 0,0289). Mírnou tendenci k nárůstu jsme opět pozorovali i po vysazení, 

jako v předešlých případech se však nejednalo o signifikantní rozdíly, což poukazuje  

na schopnost systému navracet se po určité době k původním hodnotám.  
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Obr. 27 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu HNE-protein aduktů 

v mozečku potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. Získaná data 

byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr  

(N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. *P < 0,05 a **P < 0,01. 
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Obr. 28 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu HNE-protein aduktů 

v kůře mozkové potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. 

Získaná data byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny 

jako průměr (N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. *P < 0,05 a **P < 0,01. 
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Obr. 29 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu DNP modifikovaných 

proteinů v mozečku potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western blot. 

Získaná data byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou vyjádřeny 

jako průměr (N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. *P < 0,05 a **P < 0,01. 
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Obr. 30 Vliv stupňovaného podávání morfinu a morfinové abstinence na hladinu DNP modifikovaných 

proteinů v kůře mozkové potkana. (A) Graf znázorňující kvantitativní vyhodnocení analýzy western 

blot. Získaná data byla normalizována na celkové množství nanesených proteinů a hodnoty jsou 

vyjádřeny jako průměr (N ≥ 6) ± SD. (B) Reprezentativní blot. *P < 0,05 a **P < 0,01. 
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6 DISKUZE 

Morfinové toleranci, závislosti i abstinenci se věnují desítky let výzkumu. Mechanismy,  

které se podílejí na jejich vzniku a rozvoji jsou však velmi komplexní a dosud se je nepodařilo 

zcela objasnit. Cílem této diplomové práce bylo sledovat vliv 10denního podávání stupňujících 

se dávek morfinu a jeho následného vysazení na klíčové komponenty opioidní signalizace 

v mozečku a kůře mozkové potkanů. 

Vliv morfinu na množství µ a κ opioidních receptorů v mozku potkana nebyl touto prací 

prokázán. Tyto závěry jsou v souladu s mnoha studiemi. Například podle práce Ujcikova et al. 

(2017), ve které byl potkanům po dobu 10 dnů intramuskulárně podáván morfin ve zvyšujících 

se dávkách, zůstalo množství MOR a KOR v mozkové kůře nezměněno. De Vries et al. (1993) 

za použití vazebného testu radioligandu [3H]DAMGO rovněž dospěli k závěru, že chronická 

aplikace morfinu neovlivnila hladiny MOR v mozkové kůře ani striatu potkanů. Radioligandu 

[3H]DAMGO využili také Turchan et al. (1999). Jednorázové ani opakované podání morfinu 

nemělo podle nich vliv na množství MOR v nucleus accumbens a striatu potkana. Vliv morfinu 

na množství MOR v mozku potkana neprokázala ani studie Stafford et al. (2001). Tyto závěry 

tak vyvracejí teorii, že za rozvojem morfinové tolerance a závislosti stojí downregulace 

opioidních receptorů. 

Dalším předmětem našeho zájmu byly podjednotky heterotrimerních G proteinů Gαi1/2, 

Gαi3, Gβ2 a Gγ2/3/4/7. Ani jejich hladiny v mozečku a mozkové kůře nebyly stupňovaným 

podáváním morfinu a jeho následným vysazením ovlivněny. K podobným závěrům dospěli 

například autoři studie Hejnova et al. (2017). Desetidenní aplikace vysokých dávek morfinu 

(10 mg/kg/den) významně neovlivnila hladiny podjednotek Gαi1/2, Gαi3, Gαo, Gαs, GαZ ani Gβ 

v mozkové kůře potkanů. Vliv morfinu na hladiny podjednotek G proteinů (konkrétně Gαi1/2, 

Gαi3, Gαo, Gαs, GαZ, Gαq/11 a Gβ) v mozkové kůře potkanů neprokázali ani Ujcikova et al. 

(2011). Řada studií se zabývala také vlivem morfinu na množství mRNA podjednotek  

G proteinů. Závěry těchto studií jsou však velmi rozdílné, navíc hladina mRNA nemusí nutně 

vypovídat o výsledném množství daného proteinu. Například autoři studie Przewłocka et al. 

(1994) pozorovali v hipokampu potkanů, kterým byl akutně i chronicky podáván morfin, 

snížené množství mRNA pro Gαs a zvýšenou hladinu mRNA pro Gαo. Zelek-Molik et al. (2010) 

sledovali vliv 14denního podávání morfinu na hladinu mRNA podjednotek Gαi1, Gαi2 a Gαi3 

v mozku potkana. Zatímco hladiny mRNA podjednotek Gαi1 a Gαi2 zůstaly ve všech 

sledovaných částech mozku nezměněny, hladina mRNA podjednotky Gαi3 byla významně 
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snížena v oblasti nucleus accumbens. V neposlední řadě můžeme zmínit práci Kaewsuk et al. 

(2001), ve které autoři zkoumali vliv akutního (30 mg/kg, intraperitoneálně) i chronického  

(10-50 mg/kg/den po dobu 14 dnů, intraperitoneálně) podávání morfinu na hladiny mRNA 

podjednotek Gαo, Gαi1, Gαi2, Gβ1 a Gβ2 v nucleus accumbens, striatu, locus coeruleus  

a prefrontální kůře potkanů. Morfinem indukované změny v množství mRNA podjednotek  

G proteinů byly pozorovány pouze v prefrontální kůře. Akutní léčba vedla k významnému 

zvýšení hladin mRNA Gαo podjednotky a významnému poklesu mRNA Gαi1 a Gαi2 

podjednotek. Chronické podávání morfinu naopak vedlo ke zvýšení hladin mRNA podjednotek 

Gαi1, Gαi2 a Gβ1. 

Porovnání dat získaných analýzou vzorků ovlivněných morfinem a odpovídajících 

kontrol prokázalo statisticky významný pokles v hladinách GRK3 kinasy. Pokles byl 

pozorován v obou částech mozku 24 hodin po poslední dávce a přetrvával i po vysazení.  

Tyto závěry nejsou plně v souladu se studií Hejnova et al. (2017), ve které byla hladina GRK3 

v mozkové kůře potkanů vlivem morfinu výrazně zvýšena (o 28 %). Autoři však popsali 

statisticky nevýznamný pokles v množství GRK2, GRK5 a GRK6. Rozdílné výsledky mohou 

být dány jiným modelem dávkování. Například ve studii Hurlé (2001) zabývající se opioidní 

tolerancí u potkanů, vedlo akutní podání sufentanilu (0,5 mg/kg, subkutánně) k významnému 

zvýšení hladin GRK2, GRK3 a GRK6 v mozkové kůře. U zvířat, kterým byl sufentanil podáván 

po dobu 7 dnů (2 mg/h, subkutánně), bylo zvýšení hladin GRK2 a GRK6 také pozorováno, 

avšak hladiny GRK3 zůstaly nezměněny. V současné době toho o vlivu morfinu na tyto kinasy 

není mnoho známo a dostupná data se často liší. V práci Terwilliger et al. (1994) chronické 

podávání morfinu neovlivnilo hladiny GRK3 v žádné ze studovaných částí potkaního mozku, 

ale vedlo ke zvýšenému množství GRK2 v locus coeruleus. Výsledky studie Fan et al. (2002) 

ukázaly, že akutní léčba morfinem (10 mg/kg, subkutánně) významně zvýšila hladiny mRNA 

pro GRK2 a GRK5 v mozkové kůře a hipokampu. Hladiny GRK2 mRNA byly zvýšeny  

také v thalamu. V periakvaduktální šedé hmotě a locus coeruleus nebyly zjištěny žádné 

významné změny v hladinách mRNA kinas GRK2 a GRK5. V kontrastu s tím chronické 9denní 

podávání morfinu (10 mg/kg dvakrát denně, subkutánně) nezpůsobilo v žádné ze sledovaných 

oblastí mozku významné zvýšení hladin GRK5 mRNA. Navíc tato chronická léčba vedla 

dokonce ke snížení hladin GRK2 mRNA v mozkové kůře, hipokampu, thalamu a locus 

coeruleus, což byl přesný opak výsledků jednorázového podání morfinu. Na základně 

dostupných dat lze tedy předpokládat, že kinasy GRK hrají v opioidní toleranci a závislosti 

jistou roli, přesný mechanismus se však zatím nepodařilo zcela objasnit. 
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Dalším proteinem, kterému byla v této práci věnována pozornost, je β-arrestin 2.  

Jeho množství v mozečku a mozkové kůře potkanů nebylo stupňovaným podáváním morfinu 

ani jeho následným vysazením na 4 a 12 týdnů významně ovlivněno. K podobným závěrům 

dospěli autoři studie Hejnova et al. (2017), ve které morfin významně neovlivnil množství  

β-arrestinu v mozkové kůře potkanů. Naopak v rozporu s těmito výsledky je studie Fan et al. 

(2003), ve které autoři po 9denním podávání morfinu pozorovali v mozkové kůře potkanů 

zvýšenou hladinu mRNA β-arrestinu 2, a to až o 25 %. Jedná se však o odlišnou metodu,  

která, jak bylo zmíněno výše, nemusí nutně vypovídat o finálním množství proteinu. 

Heterodimery tvořené různými GPCR a vzájemné ovlivňování těchto receptorů popsala 

řada studií (viz kapitola 2.3.5). Z tohoto důvodu jsme se rozhodli sledovat vliv morfinu nejen 

na opioidní receptory, ale také na jiné GPCR. Konkrétně byla naše pozornost věnována 

hladinám adenosinového receptoru A3 (A3AR) a kanabinoidního receptoru typu 1, které jsou 

stejně jako opioidní receptory spřaženy s heterotrimerními G proteiny typu Gi/Go.  

Vliv dlouhodobého podávání morfinu ani jeho následného vysazení na množství těchto 

receptorů v mozkové kůře a mozečku potkana však nebyl touto prací prokázán. Množství A3AR 

nebylo ovlivněno ani v míše potkanů, kterým byl po dobu 7 dní podáván morfin (15 mg/kg/den, 

intraperitoneálně) (Leduc‐Pessah et al. 2021). Brundege a Williams (2002) sledovali vliv 

dlouhodobého podávání morfinu na hladinu adenosinového A1 receptoru (A1AR) v nucleus 

accumbens potkanů. A1AR je stejně jako A3AR spřažen s heterotrimerními G proteiny typu 

Gi/Go a ani tento podtyp adenosinového receptoru nebyl morfinem ovlivněn.  

Vlivem morfinu na hladinu kanabinoidních receptorů v mozku potkana se zabývali 

například Viganò et al. (2003b). Pětidenní expozice morfinu (5 mg/kg, subkutánně, dvakrát 

denně po dobu 5 dnů) vyvolala mírný, ale významný pokles hladin CNR1 v hipokampu  

a mozečku. V ostatních zkoumaných oblastech mozku, včetně mozkové kůry, k žádným 

změnám nedošlo. Studie zabývající se tímto tématem se ve svých závěrech často velmi liší. 

Někteří autoři například u myší chronicky léčených morfinem nezaznamenali významné změny 

v množství CNR1 v žádné ze sledovaných oblastí mozku, včetně mozečku a mozkové kůry 

(Romero et al. 1998), zatímco jiné studie provedené u potkanů tolerantních k morfinu 

zaznamenaly jak pokles (v hipokampu a amygdale), tak nárůst (v caudate putamen a nucleus 

accumbens) v množství CNR1 (González et al. 2002). Tyto poněkud rozporuplné údaje jsou 

pravděpodobně způsobeny různými druhy a kmeny použitých pokusných zvířat, jinými modely 

dávkování, ale také různými metodami stanovení množství receptorů. 
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Druhá část této diplomové práce byla věnována vlivu stupňovaného podávání morfinu 

a jeho následného vysazení na markery oxidativního stresu v mozku potkana,  

neboť v posledních desetiletích stále přibývá důkazů, že morfin za určitých podmínek vyvolává 

oxidativní stres. 24 hodin po poslední dávce morfinu byly v mozečku a kůře mozkové potkanů 

pozorovány signifikantně zvýšené hladiny HNE-protein aduktů (biomarker peroxidace lipidů) 

i DNP modifikovaných proteinů (biomarker oxidativního poškození proteinů). Tyto závěry jsou 

v souladu s řadou studií. Například studie Özmen et al. (2006) odhalila v mozkové kůře králíků, 

kterým byl jednorázově spinálně podán morfin, významně zvýšenou peroxidaci lipidů.  

Pro toto stanovení použili autoři metodu reakce s kyselinou thiobarbiturovou. Významně 

zvýšenou peroxidaci lipidů, stanovenou pomocí biomarkeru malondialdehydu, popsali  

také Saffar et al. (2020) v hipokampu potkanů, kterým byl morfin podáván subkutánně po dobu 

4 týdnů. Závěrem lze zmínit také práci Fan et al. (2020), ve které chronická aplikace  

semi-syntetického opioidu oxykodonu (15 mg/kg/den, perorálně po dobu 30 dnů) vedla 

v mozkové kůře potkanů ke zvýšení hladin karbonylových derivátů proteinů. 
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7 ZÁVĚR 

Předmětem studia této diplomové práce byl vliv desetidenního podávání stupňujících se dávek 

morfinu a jeho následného vysazení na klíčové komponenty opioidní signalizace v mozečku  

a mozkové kůře potkanů. Konkrétně byly pomocí metody western blot detekovány hladiny 

opioidních receptorů, podjednotek G proteinů, GRK3 kinasy a β-arrestinu 2. Pozornost byla 

věnována také adenosinovému A3 receptoru a kanabinoidnímu receptoru typu 1, neboť nás 

zajímala možnost vzájemného ovlivňování s opioidními receptory. Kromě toho byl v těchto 

částech mozku sledován vliv morfinu a jeho následného vysazení na markery oxidativního 

stresu.  

Porovnání dat získaných analýzou vzorků ovlivněných morfinem a odpovídajících 

kontrol neprokázalo v mozečku ani kůře mozkové statisticky významné rozdíly v hladinách 

MOR a KOR-1. Stupňované podávání morfinu a jeho následné vysazení nemělo vliv  

ani na hladiny podjednotek heterotrimerních G proteinů Gαi1/2, Gαi3, Gβ2 a Gγ2/3/4/7.  

Statisticky významné změny byly prokázány v množství GRK3 kinasy. V Kůře 

mozkové byl 24 hodin po poslední dávce morfinu pozorován významný pokles hladin GRK3, 

a to až o 11,0 % oproti kontrolním jedincům. Signifikantní pokles (o 7,8 %) v množství GRK3 

přetrvával i 4 týdny po vysazení morfinu. Po 12 týdnech byl u jedinců ošetřených morfinem 

stále pozorován mírný, avšak statisticky nevýznamný pokles v množství GRK3. V mozečku 

potkana byl statisticky významný pokles hladin GRK3 prokázán 24 hodin po poslední dávce, 

ale i 4 a 12 týdnů po vysazení morfinu. Po 24 hodinách byl pozorován pokles o 13,1 %,  

zatímco po 4 týdnech od vysazení byly hladiny sníženy o 9,5 % a po 12 týdnech o 8,5 %. 

Množství β-arrestinu 2 v mozečku a mozkové kůře nebylo morfinem ani jeho 

následným vysazením ovlivněno. Ke změnám nedošlo ani v hladinách adenosinového 

receptoru A3 a kanabinoidního receptoru typu 1.  

Hladiny obou markerů oxidativního stresu byly v mozkové kůře i mozečku potkanů 

významně zvýšeny pouze 24 hodin po poslední dávce morfinu. V Kůře mozkové bylo možné 

pozorovat nárůst hladin HNE-protein aduktů o 10,5 %, zatímco hladiny DNP modifikovaných 

proteinů vykazovaly nárůst o 6,5 %. V mozečku byly zaznamenány zvýšené hladiny  

HNE-protein aduktů o 4,2 % a DNP modifikovaných proteinů o 5,0 %. Ve všech případech  

se systém po vysazení navracel zpět k původním hodnotám.  
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