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ABSTRAKT

Ackoliv je morfin jednim z nejucinnéjSich dostupnych analgetik, jeho dlouhodobé uzivani je
znaén€ omezeno rozvojem tolerance a zavislosti. Na objasnéni molekularnich mechanismu
a ucinn¢jSich analgetik. Cilem této diplomové prace bylo pfispét k lepSimu porozumeéni
molekuldrniho piisobeni morfinu, nebot” pochopeni téchto procesi je nezbytné k vyvinuti
lepSich terapeutickych piistupti. Pomoci metody western blot jsme zkoumali vliv desetidenniho
podavani stupiiujicich se davek morfinu a jeho nasledného vysazeni na klicové komponenty
opioidni signalizace v mozecku a kiife mozkové potkanti. Byly detekovany hladiny opioidnich
receptord, podjednotek heterotrimernich G proteini, GRK3 kinasy a B-arrestinu 2. Mimo to
byly zkoumany hladiny adenosinového Aj receptoru a kanabinoidniho receptoru typu 1.
V neposledni fad€ jsme sledovali také vliv morfinu a jeho vysazeni na markery oxidativniho
stresu. Podavani morfinu vedlo k signifikantnimu poklesu hladin GRK3 kinasy v obou ¢astech
mozku a tento pokles pfetrvaval i po vysazeni. Tato prace vSak neprokazala vliv morfinu
na mnoZzstvi opioidnich receptorii, podjednotek G proteini ani B-arrestinu 2. MnozZstvi
adenosinového Aj receptoru a kanabinoidniho receptoru typu 1 zlstalo rovnéz nezménéno.
Biomarkery oxidativniho poSkozeni proteint a lipidl byly 24 hodin po posledni ddvce morfinu

vyznamn¢ zvySeny v obou zkoumanych ¢astech mozku.

Klicova slova: morfin, tolerance, abstinence, potkan, mozek, opioidni signalizace, oxidativni

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
B-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 B-arrestin 2 after morphine treatment. Similarly,
the amounts of adenosine A3z 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
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1 UVOD

Opioidy v Cele s morfinem jsou v klinické praxi vyuzivany zejména pro své analgetické ucinky
a byvaji dokonce povazovany za ,zlaty standard“ v 1é¢bé jinak tézko tiSitelnych bolesti.
Navzdory efektivité pti 16€be bolesti zpisobuji mnozstvi nezadoucich vedlejsich ucinki véetné
dechové deprese, sedace, zacpy, ¢i nevolnosti. Dlouhodobé uZzivani opioidii navic vede
k rozvoji tolerance a zavislosti. Nadmérné piedepisovani opioida v poslednich 20 letech vedlo
k rychlému nartistu nemedicinského uzivani predepsanych opioidii, pfiCemz pocet tmrti
v dusledku ptfedavkovani a piechod ke zneuzivani heroinu stoupd alarmujicim tempem
(Kolodny et al. 2015). Jen mezi lety 1999 a 2015 zemielo na piredavkovani opioidy na ptedpis
vice nez 183 000 lidi a v roce 2012 bylo podle Centra pro kontrolu a prevenci nemoci v USA
predepsano vice nez 250 miliont opioidd (WHO 2017).

Krom¢ vyse zminénych nezadoucich u¢inkdt mize morfin za urcitych podminek
vyvolavat oxidativni stres a nasledné oxidativni poskozeni biomolekul. Produkce reaktivnich
forem kysliku a dusiku vyvolana morfinem muiZe ptispivat k nékterym patologickym procestim,
degenerativnim onemocnénim a organovym dysfunkcim vyskytujicim se u osob zneuzivajicich
morfin nebo u pacientti Ié¢enych morfinem (Skrabalova et al. 2013).
terapeuticky pfistup. Idedlni analgetikum by mélo ulevovat od bolesti s vysokou a trvalou
ucinnosti (tj. bez rozvoje tolerance), nemélo by vykazovat navykovy potencial a zplisobovat
(oxidativni) posSkozeni tkani. Mechanismy, které se podileji na vzniku a rozvoji té€chto procesi
jsou vsak velmi komplexni a dosud se je nepodaftilo zcela objasnit. Cilem této diplomové préace
tak bylo pfispét k lepSimu porozuméni molekularniho plisobeni morfinu, které je zapotiebi ke

zmirnéni jeho negativnich disledkd.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Morfin

Morfin je alkaloid fenanthrenového typu pfirozené se vyskytujici v maku setém (Papaver
somniferum). Jedna se o hlavni slozku opia, suSené §tavy ziskdvané z nezralych makovic.
Opium obsahuje desitky riznych alkaloidi — vedle morfinu (okolo 10 %) naptiklad
kodein (0,5 %), thebain (0,1-2,5 %), papaverin (0,5-1 %) a noskapin (1-10 %). Poprvé byl
morfin izolovan z opia vroce 1806 (nékteré zdroje uvadéji 1805) némeckym lékarnikem
Friedrichem Sertiirnerem a pojmenovan po Morpheusovi, bohu snu fimské mytologie
(Devereaux et al. 2018, Presley a Lindsley 2018, Kaboudin a Sohrabi 2021).

Systematicky nazev morfinu je (5a,60)-7,8-didehydro-4,5-epoxy-17-methylmorphinan-
3,6-diol. Jedna se o bilou krystalickou latku vyrabénou izolaci ze surového opia. Na vzduchu
je tato sloucenina stald, bez zédpachu a ma hotkou chut. Morfin je amfoterni pentacyklicka
sloucenina s hodnotou pKa 8,21 (25 °C). Nese pét chirdlnich uhlikii, ale pouze jeden
diastereomer s absolutni konfiguraci 5R, 6S, 9R, 13S, 14R je biologicky aktivni. Za vysokou
afinitu k opioidnim receptortim jsou zodpovédné hydroxylova skupina, tercidrni atom dusiku a
aromaticky kruh molekuly morfinu (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Morphine,

Kaboudin a Sohrabi 2021). Strukturni vzorec molekuly morfinu je uveden na Obr. 1.
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Obr. 1 Strukturni vzorec molekuly morfinu (upraveno podle Presley a Lindsley 2018).


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

2.1.1 Farmakokinetika

Sulfatova siill morfinu je k dispozici ve formé tablet, kapsli, sirupu, peroralniho roztoku, ¢ipkt
¢i injekénich piipravkd. Po perordlnim podani je morfin témét 100% absorbovan
z gastrointestinalniho traktu, nicméné biodostupnost je v dusledku znac¢ného metabolismu
pfi prvnim prichodu jatry (tzv. first-pass efekt) relativné nizka (20 — 30 %) a variabilni. Morfin
je rychle distribuovan do vysoce prokrvenych tkani, jako jsou plice, ledviny a jatra.
Ptiblizné 15-35 % morfinu se vaze na plazmatické bilkoviny, pfevazné na sérovy albumin
a v mensi mife na ai-kysely glykoprotein (De Gregori et al. 2012, Sverrisdottir et al. 2015,
Devereaux et al. 2018).

Morfin je primarné metabolizovan v jatrech. Hlavni metabolickou dréahou je konjugace
morfinu s kyselinou glukuronovou za G¢asti enzymu uridin-5'-difosfat glukuronosyltransferasy.
Touto cestou vznikaji v jatrech dva majoritni metabolity morfinu (Obr. 2) — morfin-3-
glukuronid (M3G) a farmakologicky aktivni morfin-6-glukuronid (M6G). Pfiblizné 5 %
morfinu podléha v jatrech N-demethylaci na normorfin. V mensi mife vznikaji také metabolity
morfin-3,6-diglukuronid, morfin-3-ether sulfat, normorfin-6-glukuronid, normorfin-3-
glukuronid a kodein (De Gregori ef al. 2012, Sverrisdottir ef al. 2015, Devereaux et al. 2018).

Ptestoze metabolitu M3G vznika v organismu piiblizné 5x vice, za analgetické pltisobeni
je zodpoveédny pouze M6G, ktery na rozdil od M3G prochazi hematoencefalickou bariérou
a na p-opioidni receptory se vaze s vysokou afinitou. M3G vykazuje k opioidnim receptoriim
velmi nizkou afinitu, nicméné byva spojovén s tzv. off-target nezddoucimi uc€inky, jako jsou
alodynie, myoklonus ¢i zachvatové stavy (De Gregori et al. 2012, Sverrisdottir et al. 2015,

Devereaux ef al. 2018).

morfin-6-glukuronid morfin-3-glukuronid

Obr. 2 Strukturni vzorce metabolliti morfinu (upraveno podle Sverrisdottir ef al. 2015). M3G, hlavni
metabolit morfinu, pfedstavuje 45-55% metabolismu morfinu. 10-15% je metabolizovano na M6G.
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2.1.2 Molekularni mechanismus piisobeni morfinu a jeho ucinky

Opioidni alkaloidy vykazuji afinitu k opioidnim receptorim a napodobuji ti€¢inky endogennich
peptidl, jako jsou enkefaliny, endorfiny, dynorfiny ¢i endomorfiny. Morfin je agonistou
opioidnich receptorit p (MOR), 6 (DOR) a x (KOR), pfi¢emz nejvétsi afinitu vykazuje vici
receptorim p (Chen et al. 1993). Opiodni receptory patii mezi receptory spiazené s G proteiny
(GPCR, z angl. G protein-coupled receptor) a bude o nich podrobnéji pojednéavat kapitola 2.3.1
nize.

Stimulace opioidnich receptorii ligandem vyvoladvda na bunééné tUrovni fadu
vyznamnych zmén. Vazba morfinu na extracelularni ¢ast ptislusného receptoru vede ke zméné
konformace tohoto receptoru a k nasledné¢ aktivaci sprazeného trimerniho G-proteinu typu Gio,
ktery se sklada ze tii podjednotek ai, B a y. Béhem této aktivace dochdzina podjednotce o
k vyméné GDP za GTP. Podjednotka ai s navdzanym GTP nésledné disociuje od dimeru
podjednotek By, pficemz oba komplexy, o;-GTP i dimer By, se dale podileji na intracelularni
transdukci signédlu (Law ef al. 2000, Al-Hasani a Bruchas 2011, Machelska a Celik 2018).

ai-GTP inhibuje aktivitu enzymu adenylylcyklasy, ¢imz dochazi ke snizeni hladiny
cyklického adenosinmonofosfatu (cCAMP) v butice a nasledné k potlaceni aktivity proteinkinasy
A (PKA). Snizend aktivita PKA nasledn¢ vede ke snizené fosforylaci cytoplazmatickych
a jadernych proteini, véetné CREB (z angl. cAMP-response element binding protein) (Sharma
et al. 1977, Taussig 1993).

Dimer By piimo blokuje nap&tové fizené Ca** kanaly na presynaptickych nervovych
zakoncenich, a snizuje tak intracelularni hladinu véapniku (Moises et al. 1994). Vlivem toho
dochazi ke sniZzenému uvolfiovani excita¢nich neurotransmitert do synapse a k inhibici
synaptického ptenosu. Na postsynaptickych neuronech naopak dochazi k aktivaci draslikovych
kanalt fizenych G proteinem (GIRK, z angl. G-protein gated inward rectifying potassium
channel), vedouci ke zvySené hyperpolarizaci buiiky a celkovému poklesu neuronélni
excitability (North ef al. 1987, Yaksh 1997). Vliv opioidnich receptorii na aktivitu draslikovych
a vapnikovych kanalii byl opakované potvrzen v rtiznych oblastech mozku a tento mechanismus
je povazovan za klicovy (Zamponi a Snutch 1998, Torrecilla et al. 2002). Zakladni schéma

molekularniho mechanismu ptisobeni morfinu znazoriuje Obr. 3.
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Obr. 3 ZjednoduSené schéma molekularniho mechanismu ptisobeni morfinu (vytvofeno pomoci
www.biorender.com). Vazba agonisty (Cervené) na opioidni receptor vede k aktivaci sprazeného
heterotrimerniho G proteinu, ktery se sklada ze tfi podjednotek (a, B, v). Aktivni podjednotka o; disociuje
z dimeru By a inhibuje enzym adenylylcyklasu, ktery produkuje cAMP z ATP. cAMP aktivuje
proteinkinasu A, ktera nasladn€¢ putuje do jadra, kde fosforyluje transkripéni faktor CREB.
Fosforylovany CREB ftidi genovou expresi vazbou na oblast CRE (z angl. cAMP response element).
Dimer podjednotek By blokuje napétove fizené Ca?* kanaly (oranzové). Vedle toho aktivuje draslikové
kanaly fizené G proteinem (zeleng). Cara zakon&ena $ipkou — aktivace, ara se zakonéenim ve tvaru T
— inhibice.
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Terminace signalizace probihd hydrolyzou GTP na o podjednotce, kterd vede
k opétovné reasociaci podjednotek v heterotrimerni G protein. Vedle toho dochézi k fosforylaci
aktivovanych opioidnich receptorti rodinou kinas fosforylujicich GPCR (GRK, z angl.
G protein-coupled receptor kinases) (Krupnick a Benovic 1998, Pitcher 1998). Tato fosforylace
umoziuje vazbu B-arrestinu 1 ¢i 2, ktery blokuje dalsi signalizaci zprostfedkovanou G proteiny
a slouzi jako adaptorovy protein pro vazbu dalSich proteinti (Krupnick a Benovic 1998, Lohse
et al. 1990). Naptiklad vazba adaptorového proteinu pro klatrin AP2 umoznuje endocytosu
(Laporte et al. 2000, Laporte et al. 2002). Receptory mohou byt nasledné defosforylovany
proteinfosfatasou 2A a recyklovany zpét na cytoplasmatickou membranu (Pitcher et al. 1995)
nebo cileny do lysosomil a degradovany (Tsao a von Zastrow 2000).

Opioidni receptory jsou Siroce distribuovany v centrdlnim i1 perifernim nervovém
systému, nicméné jejich vyskyt byl prokazdn také v gastrointestindlnim traktu, srdci
¢i imunitnim systému. Stimulace opioidnich receptorti vyvolava silnou analgezii, sedaci,
euforii, anxyolyzu, svalové kiece, pupilarni miodzu, antitusickou aktivitu, dechovou depresi,
nevolnost, zvraceni a hypotermii. Dochazet mize také k uvoliovani histaminu, jehoz vlivem
zacne intoxikovany trpét svédénim. Stimulace opiodnich receptort v gastrointestinalnim traktu
zpusobuje snizenou peristaltiku stfev a zvySeny tonus andlniho svérace, coz nasledné vede
k zacp€ (Jordan a Devi 1998, Al-Hasani a Bruchas 2011, Devereaux et al. 2018, Machelska
a Celik 2018).

Analgezii vétSinou doprovazi emocni zklidnéni, pocit spokojenosti, odstranéni strachu
a napéti. Pozornost a schopnost soustiedit se byvaji naruSeny. Analgezie je
zprostiedkovana stimulaci p-opioidnich receptorii lokalizovanych v CNS. Na trovni michy je
pfenos bolesti inhibovan aktivaci presynaptickych MOR lokalizovanych na primarnich
aferentnich a nociceptivnich neuronech v dorzalnim rohu michy. Aktivace téchto receptorti
navozuje hyperpolarizaci membrany, ¢imz dochézi k inhibici vylevu neurotransmitert, jako je
glutamat, substance P nebo peptid souvisejici s kalcitoninovym genem. Na supraspinalni trovni
opioidni analgetika aktivuji MOR lokalizované na GABAergnich interneuronech v rostralni

ventromedialni dfeni a inhibuji vylev GABA (Listos ef al. 2019).

13



2.1.3 Klinické vyuziti morfinu

Opioidy byvaji v klinické praxi povazovany za ,,zlaty standard* v 1é¢b¢ jinak tézko tiSitelnych
bolesti a morfin, silny agonista mu opioidnich receptort, stale zlstava 1ékem volby. FDA
schvaluje pouziti morfinu k tlumeni akutnich i chronickych stfedné silnych az silnych bolesti.
Indikaci morfinu jsou zejména tézké nadorové bolesti, vazookluzivni bolest béhem krize
srpkovité anémie, ¢i bolesti po operacich, pti popaleninach a infarktu myokardu. Velky vyznam
ma morfin také v paliativni péci (Listos ef al. 2019, Murphy a Barrett 2022).

Off-label je morfin Siroce pouzivan pro témet jakykoli stav, ktery zptisobuje bolest.
Na pohotovosti se morfin podava pifi muskuloskeletalnich bolestech, bolestech bficha,
hrudniku, artritid¢, a dokonce i bolestech hlavy, v ptipadé, Ze pacient nereaguje na jinou 1é¢bu.
Opioidy se také Casto pfidavaji k anestetikim u pacientt, ktefi podstupuji chirurgicky zékrok
bez celkové anestezie. U malych vykond lékafi mohou kombinovat nizkou davku morfinu
s nizkou davkou lorazepamu. V nékterych ptipadech je samotny morfin poddvan intratekalné
jako jednorazova injekce ptred velkymi chirurgickymi vykony provadénymi v celkové anestezii.
Ztidka je pouzivan k proceduralni sedaci (Giovannelli ef al. 2008, Murphy a Barrett 2022).

VyuZit 1ze také depresivniho vlivu morfinu na dechové centrum. Mnoha studiemi bylo
prokézano, Ze nizké davky (5 mg) morfinu podavaného per os vyznamné tlumi chronicky kasel,
nicméné $irSi vyuZziti morfinu jako antitusika je znaéné omezeno jeho vedlejSimi Uc€inky

(Morice et al. 2007).

2.1.4 Morfinova tolerance a zavislost

Ackoliv je morfin jednim z nejucinnéjSich dostupnych analgetik, jeho dlouhodobé uzivani je
znan€ omezeno rozvojem tolerance, kterd je definovana jako sniZend ucinnost latky
pti zachovani stejné davky (Williams et al. 2001, Christie 2008). V nékterych piipadech mize
byt pro zachovani analgetické uc¢innosti potieba dokonce vice nez desetinasobné zvysSeni
puvodni davky (Buntin-Mushock et al. 2005). Spolu s rozvojem tolerance vede opakované
podavani morfinu k rozvoji fyzické zavislosti, tedy nutkavé potieb€ uZzivat latku, aby bylo
zabranéno propuknuti abstinen¢nich ptiznaki (Williams et al. 2001, Christie 2008).

Na objasnéni molekuldrnich mechanismii zodpovédnych za tyto G€inky se zaméfuji
a zavislost jsou vSak komplexni fyziologické jevy, které zahrnuji adaptace na mnoha trovnich.
Predpoklada se vsak, Ze jsou tyto adaptace zprostfedkovany kompenza¢nimi mechanismy,

které slouzi k potlaceni G€inkl neptetrzité aktivace opioidnich receptorti (Williams et al. 2001).
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V predeslych neékolika letech ptevladal nazor, ze za rozvojem tolerance a zavislosti stoji
downregulace opioidnich receptord. Ta je charakterizovdna snizenym poctem funkcnich
receptorti v dasledku zvySené degradace a/nebo snizené biosyntézy receptort a obvykle je
stanovena pomoci radioligandovych vazebnych testi (Tsao a von Zastrow 2000). Morfinem
indukovana downregulace MOR byla popsdna v ruznych systémech bunécnych kultur,
jako jsou napiiklad SH-SYS5Y (Zadina et al. 1993), CHO (Kato et al. 1998), C6 (Yabaluri
a Medzihradsky 1997) ¢i Neuro2a (Chakrabarti et al. 1995). Mnohé studie provadéné
na mozcich zvifat vSak tuto hypotézu vyvraceji a naznacuji, Ze chronicka expozice morfinu
k downregulaci MOR nevede (Polastron et al. 1994, Turchan ef al. 1999, Stafford et al. 2001).
Existuji také studie, které¢ naopak zaznamenaly upregulaci opioidnich receptord po chronické
expozici morfinu (Vigano ef al. 2003a, Ray et al. 2004). Dostupné udaje tak naznacuji, ze je
nepravdépodobné, aby za rozvojem tolerance k morfinu stala pouze downregulace receptort.

Za mozny mechanismus tolerance byla navrzena také internalizace opioidnich
receptord, nicmén¢ nékteré studie tuto hypotézu rovnéz vyvraceji. Morfin je dle nich schopen
vyvolat silnou toleranci, ale jeho vliv na internalizaci MOR je slaby (Keith ef al. 1996, Borgland
et al. 2003, Anselmi et al. 2013).

V soucasné dobé pribyva diukazl, které spojuji mechanismy tolerance s desenzitizaci
u opioidnich receptorti. Desenzitizace, tedy snizena odezva na interakci agonisty s receptorem,
byva spojovéana naptiklad s deregulaci hladin B-arrestinu 1 a B-arrestinu 2 v buiice (Bohn ef al.
1999, Bohn et al. 2000, Fan et al. 2003). Jak bylo popsano vyse, tyto cytosolické proteiny
se po fosforylaci opioidniho receptoru vadzou na povrch receptoru a inhibuji dal§i bunécnou
signalizaci. Bohn et al. (2000) ve své studii provadéné na mutantnich mySich postradajicich
B-arrestin 2 prokézali, Ze chronické podavani morfinu nevede u téchto zvitat k desenzitizaci
p opioidniho receptoru a Ze nedochazi k rozvoji antinociceptivni tolerance. Delece B-arrestinu
2 v8ak nebrani zvySeni aktivity adenylylcyklasy a mutantni mySi se stale stavaji fyzicky
zavislymi. Existuji také studie poukazujici na roli fosfolipasy C. Podle téchto studii inhibitory
fosfolipsy C potencuji antinociceptivni G€inek morfinu a sniZzuji rozvoj morfinové tolerance

(Smith et al. 1999).

15



2.1.5 Morfinova abstinence

Opioidni abstinence ¢i abstinen¢ni syndrom je zivot ohrozujici stav, ktery nastava, pokud
pacient zavisly na opioidech nahle snizi davku nebo opioidy zcela vysadi. MiZe byt zpisoben
také podanim antagonisty, jako jako je naloxon i naltrexon (Rehni et al. 2013). Jedna se
o soubor somatickych i psychickych ptiznakli, mezi n€z patfi nervozita, uzkost, neklid,
nespavost, svalovy ties, poceni, nevolnost ptipadné zvraceni, prijem nebo kiece v brise (Farrell
1994, Rehni et al. 2013, Listos et al. 2019). Vzacnéji se mize objevit také hypertermie
a hypertenze. Intenzivni touhu po droze a dysforické ucinky pocitované pii odvykéani muze
doprovazet Gtocné a Casto nasilné chovani. Tyto projevy mohou trvat 1 nékolik mésici.
U pokusnych zvitat ptiznaky zahrnuji skakani, hyperalgezii, zrychlené dychani, ties celého téla
(tzv. wet dog shakes) a prijem (Listos et al. 2019).

Etiologie abstinencniho syndromu je velmi komplexni a slozit4d, nicméné fada studii
jej dava do pifimé souvislosti se zvySenou expresi adenylylcyklasy, transkripéniho faktoru
CREB a proteinkinasy A (Kogan ef al. 1992, Maldonado ef al. 1996, Lane-Ladd ef al. 1997,
Punch et al. 1997, Wu et al. 2012a). Jak bylo zminéno vyse, expozice morfinu inhibuje enzym
AC, snizuje intracelularni hladinu cAMP a aktivitu PKA, ¢imZ je sniZena i fosforylace CREB.
Pii dlouhodobé expozici a béhem abstinence vSak ziejmé dochazi ke kompenzacnimu zvySeni
aktivity této drahy.

Na projevech odvykani se zasadné podili oblast mozku locus coeruleus (LC). V té se
ve vysoké hustoté¢ nachazeji noradrenergni neurony, které produkuji a reguluji distribuci
noradrenalinu, jenz ovliviluje tak dilezité funkce, jako je bdélost ¢i dychani. Aktivace
opioidnich receptorti v LC potlacuje vylev noradrenalinu z neurond, coz nasledné vyvolava
ospalost, zpomalené dychani ¢i nizky krevni tlak, tedy typické ti¢inky opioidu. Pti opakovaném
podavani opioidii se vSak neurony v locus coeruleus adaptuji a inhibicni efekt opioida
kompenzuji zvySenou produkci cAMP (viz vySe zminénd upregulace celé cAMP drahy).
Vysledkem je, Ze navzdory piitomnosti drogy dochazi k vylevu zhruba normalniho mnozstvi
noradrenalinu a pacient se citi vicemén¢ normalné. V této fazi jiz jedinec nepocituje takovou
k vysazeni a inhibi¢ni u¢inek drogy ustane, neurony produkuji abnormalné vysoké hladiny
cAMP vedouci k nadmérnému uvoliovani noradrenalinu. Pacient pocit'uje klinické ptiznaky
odvykani — nervozitu, zkost, svalové kiece a prijem (Williams et al. 2001, Kosten a George

2002, McClung 2006).
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Mimo to bylo zjiSténo, Ze po vysazeni morfinu u tolerantnich potkanti dochdzi v kiire
mozkové k navySeni mnozstvi mRNA o2A adrenergnich receptorii (Busquets et al. 1997).
Aktivace a2A adrenergnich receptort inhibuje vylev noradrenalinu a zvysSena aktivita téchto
receptorti je tak vysvétlovana jako protivaha zvySené hladiny cAMP. Z tohoto divodu byva
béhem abstinencnich epizod podavan agonista a2-adrenoceptort klonidin, ktery tlumi ptiznaky
vyvolané zvySeném uvoliiovanim noradrenalinu (Maldonado 1997, Ammon-Treiber a Hollt
2005).

Diilezitou roli v morfinové abstinenci patrn¢ hraje 1 dopaminergni mesolimbicky
systém. Snizeny vylev dopaminu, ktery byl pozorovan v priabé¢hu morfinového abstinen¢niho
syndromu muze napomahat rozvoji dysforického stavu spojeného s vysazenim morfinu, nebot’
pacientovi brani v dosazeni potéSeni z normalnich ¢innosti, jako je napiiklad jidlo (Kosten a
George 2002). Snizené koncentrace a vylev dopaminu v riznych oblastech mozku popsala fada

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

2.2 Heterotrimerni G proteiny a jimi zprostiedkovana signalizace

Heterotrimerni proteiny véazajici guaninové nukleotidy (tzv. G proteiny) funguji jako
molekuldrni spinace. PfenaSeji signal z aktivovanych receptorti spirazenych s G proteiny
do nitra bunék a reguluji rizné fyziologické funkce (Gilman 1987, Bourne ef al. 1990, Simon
Neni proto divu, Ze siroce 1994 Alfred G. Gilman a Martin Rodbell za objev G proteint
a jejich ulohy pfi pienosu signalil v buiikach ptevzali Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékarstvi
(Rodbell 1980, Gilman 1987). V roce 2012 pak byla Kobilkovi a Lefkowitzovi udélena
Nobelova cena za chemii za jejich pfinos k objevu a mechanistické analyze GPCR (Kobilka
et al. 1987, Letkowitz 2000).

Jak bylo zminéno vyse, heterotrimerni G proteiny se skladaji ze tii podjednotek — a, B
a v, pfiCemZ pouze podjednotka o vaze guaninové nukleotidy GTP ¢i GDP a vykazuje
GTPasovou aktivitu (Gilman 1987, Lambright et al. 1996). Struktura a podjednotky zahrnuje
dvé domény, GTPasovou Ras-like doménu a o-helikdlni doménu, které jsou propojeny
linkerem 1 a linkerem 2. Mezi témito dvéma doménami se nachazi hluboka stérbina, v niz je
pevné vazan GDP piipadné GTP (Sprang et al. 2007). Pravé pomoci molekul GTP/GDP mohou
G proteiny cyklovat mezi aktivnim a inaktivnim stavem. V neaktivnim stavu podjednotky

a, B, vy tvoii heterotrimerni komplex a podjednotka a vaZze GDP. Vazbou agonisty k GPCR
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dochazi ke zmén¢ konformace receptoru a je zahédjena naslednd signalizace. Aktivovany GPCR
funguje jako faktor pro vyménu guaninovych nukleotidi (GEF, z angl. guanine nucleotide
exchange factor), ktery katalyzuje uvolnéni navazaného GDP z podjednotky a. Podjednotka o
zbavend GDP nésledné vaze GTP a disociuje z heterodimeru Py. Jak podjednotka o
s navazanym GTP, tak heterodimer By mohou volné difundovat membrdnou a nésledné
interagovat s mnozstvim efektorovych proteinti véetné¢ adenylylcyklasy, iontovych kanali
¢i fosfolipas. Signalizace heterotrimernich G proteinii je ukoncen hydrolyzou GTP na GDP
a opctovnou reorganizaci podjednotek v heterotrimer afy (Gilman 1987, Oldham a Hamm
2008, Syrovatkina et al. 2016, Li et al. 2019). Hydrolyza GTP je zajisténa a podjednotkou,
ktera ma vlastni, av§ak nizkou GTPasovou aktivitu. Z toho diivodu vyzaduje vazbu proteint
aktivujicich GTPasy (GAPs, z angl. GTPase-activating proteins), které GTPasovou aktivitu a
podjednotky zvySuji (Watson et al. 1996, De Vries et al. 2000). Mezi GAPs se fadi regulatory
G proteinové signalizace, tzv. RGS proteiny (Berman et al. 1996, Watson et al. 1996). Popsany

cyklus heterotrimernich proteind znazormnuje Obr. 4.
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Obr. 4 Cyklus heterotrimernich G proteint (vytvofeno pomoci www.biorender.com). V neaktivnim
stavu tvofi podjednotky G proteinu heterotrimer a podjednotka o vaze GDP. Vazbou agonisty
(oranzoveé) na GPCR (modfe) dochazi k jeho aktivaci a nasledné vyméné GDP za GTP na podjednotce
o. Takto aktivovana podjednotka o disociuje z heterodimeru podjednotek By. Jak podjednotka o
s navazanym GTP, tak heterodimer By mohou nasledn¢ interagovat s mnozstvim efektorovych proteind.
Signalizace kon¢i hydrolyzou GTP na GDP a opétovnou reorganizaci podjednotek v heterotrimer afyy.
Podjednotka a vykazuje vlastni GTPasovou aktivitu, ktera je vSak velmi nizk4 a vyzaduje vazbu proteinu
GAP. G proteiny jsou ukotveny v membrané¢ pomoci postranstranslacnich modifikaci, kterymi jsou
myristoylace nebo palmitoylace na o podjednotce a prenylace na y podjednotce (Wedegaertner et al.
1995).
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Lidsky genom obsahuje 21 rtiznych podjednotek a (kdodovanych 16 geny), 6 riznych
podjednotek B (kodovanych 5 geny) a 12 rtznych podjednotek y (kdédovanych 12 geny).
Na zaklad¢ sekvencni a funkéni homologie podjednotek o lze proteiny rozdélit do Ctyt rodin,
Gos, Gai, Gog a Gauz/1z (Simon ef al. 1991, Downes a Gautam 1999). Rodina Gos zahrnuje
dva Cleny, Gos a Gooir. Zatimco Gas (s jako stimulace) je exprimovan ve vétsSing typt bunék,
Gaoir (olf jako Cich, z angl. olfaction) je specificky exprimovan v Cichovych senzorickych
neuronech (Jones a Reed 1989). Rodina Gai je nejvétsi a nejrozmanitéjsi rodinou Siroce
exprimovanou v celém lidském téle. Zahrnuje Gaii, Gaiz, Gaiz, Gooa, Gaos, Gor, Gowe, Gog
a Go, (Milligan a Kostenis 2006). Proteiny Gai (i jako inhibice) byly nalezeny ve vétsing typi
bunek. Ga, jsou nejrozsifenéjSim typem G proteinli v nervové soustave, ale hojné se vyskytuji
také vsrdei (Gierschik et al. 1986, Worley et al. 1986, Valenzuela et al. 1997).
Go (t jako transducin) ma dvé izoformy — Goy exprimovany v ty¢inkovych buinikach oka
a Goy, jenz nalezneme v ¢ipkovych bunkach oka (Lerea et al. 1986). Go, (g jako gustducin)
se nachdzi v bunkach chutovych receptortt (McLaughlin et al. 1992). Ga, je exprimovan
pfedev§im v neurondlnich tkanich a v krevnich desti¢kach (Fong 1988, Hinton et al. 1990).
Rodina Gog zahrnuje Gog, Gaii, Gais a Gaie (mySim ekvivalentem je Gaus). Gog a Gaun jsou
exprimovany vSudypfitomné, zatimco exprese Gais a Gaisie je omezenéjSi (Strathmann
a Simon 1990, Wilkie ef al. 1991). Ga.4 se vyskytuje zejména v ledvinach, plicich a jatrech,
zatimco Gais/16 je specificky exprimovan v hematopoetickych bunikach. Rodina Gauz se sklada
ze dvou ¢lent, Gauz a Gous, které jsou exprimovany ve vétSing typl bunék (Strathmann a Simon
1991, Riobo a Manning 2005). Klasifikaci G proteini shrnuje tabulka 1 pod textem.

Ackoliv vSechny rodiny heterotrimernich G proteint sdileji stejny cyklus (Obr. 4),
kazda rodina ma odli$né rysy. Aktivace ¢lenid rodiny Gos vede ke zvySeni katalytické aktivity
adenylylcyklasy, a ma tak za nésledek zvySeni druhého posla cAMP, ktery mize aktivovat
proteinkinasu A a nasledné vést k aktivaci navazujicich signalnich kaskad (Wettschureck
a Offermanns 2005). Naproti tomu aktivace Ga; vede k inhibici adenylylcyklasy a sniZeni
hladiny cAMP (viz opioidni signalizace vySe). Rodina Gog aktivuje fosfolipazu Cp,
ktera katalyzuje hydrolyzu fosfatidylinositol 4,5-bisfosfatu za vzniku dvou rtznych
sekundérnich poslt, diacylglycerolu a inositoltrifosfatu (Rhee a Bae 1997). Diacylglycerol
nasledné aktivuje proteinkinasu C a inositoltrifosfat plisobi na ligandem #izené Ca*" kandly
v endoplazmatickém retikulu, ¢imz vyvolavéa uvoliiovani Ca>* do cytoplasmy. Clenové rodiny
Gaiz13 aktivuji malé GTPasy. Mohou napiiklad interagovat s modulatorem Rho GTPasy,
¢imz zvysuji jeho schopnost aktivovat Rho (Kozasa ef al. 1998, Riobo a Manning 2005).
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Tab. 1 Klasifikace heterotrimernich G proteinli na zakladé sekvencni a funk¢éni homologie

o podjednotek.
Rodina Podtypy Lokalizace*
Gos, Goss vSudypfiitomné
Gololf ¢ichové neurony
Gao; Gai Siroce distribuované
Gaiz Siroce distribuované
Gaiz vSudypiitomné
Gaoa neurony, astroglie, srdce a neuroendokrinni buiiky
GooB neurony, astroglie, srdce a neuroendokrinni bunky
Goy ty€inky sitnice, chutové buinky
Gop ¢ipky sitnice
Goyg chut'ové buriky
Ga, neurony, krevni desticky, buiiky nadledvinek
Goyq Goyg vSudypfitomné
Gaii vSudyptitomné
Gais ledviny, plice, jatra
Gaie hematopoetické bunky
Gai13 Gai2 vSudypiitomné
Goas vSudyptitomné

* Informace prevzaty z prehledovych ¢lankd Wettschureck a Offermanns (2005), Syrovatkina et al.

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

Receptory sptazené s G-proteiny predstavuji nejpocetnéj$i rodinou signalnich proteind
u zivoc€ichll. Geny kodujici GPCR zahrnuji ptfiblizn€ 1 % savciho genomu a u lidi je znamo
vice nez 800 rtiznych GPCR, coZ z nich dél4 idedlni cil pro pfiblizn¢ 30 % vSech 1é€iv na trhu
(Takeda et al. 2002, Fredriksson et al. 2003, Li et al. 2019).

Jedna se o skupinu transmembranovych receptorti majicich Sirokou skalu ligandii véetné
hormont, neurotransmiterd, peptidi, iontl ¢i foton a odoranti (Ji er al. 1998). Nasledna
intracelularni signalizace zavisi mimo jiné na tom, s jakym typem heterotrimerniho G proteinu
je konkrétni receptor sprazen (viz déleni heterotrimernich proteinii vyse).

Vsechny GPCR sdileji jednotnou strukturu zahrnujici N-koncovou extracelularni
doménu, C-koncovou intracelularni doménu a sedm hydrofobnich transmembranovych
helikalnich domén (TM1 az TM7) propojenych tfemi intracelularnimi (IL1, IL2, IL3) a tfemi
extracelularnimi smyckami (EL1, EL2, EL3) (Schertler ef al. 1993, Baldwin et al. 1997, Unger
et al. 1997, Krebs et al. 1998, Palczewski et al. 2000). Intracelularni smycky IL.2, IL3 a oblast
na C-konci receptoru jsou nezbytné pro interakci G-proteinti (Moro et al. 1993, Wess 1997).
U mnoha GPCR byly identifikovany také vazebné domény pro ligandy. Zatimco mnoho malych
organickych agonistll se vaze na oblasti TM, peptidové hormony a proteiny se ¢asto vazou na
N-konec receptoru a extracelularni smycky spojujici transmembranové domény (Ji et al. 1998).

Na zakladé¢ sekvencni homologie transmembranovych domén lze savéi GPCR rozdélit
do péti hlavnich rodin: rhodopsinova (701 ¢leni), sekretinovd (15 clenil), glutamatova
(15 ¢lent), adhezni (24 clenl) a tzv. frizzled rodina (24 ¢lentl), ptiCemz rodopsinova rodina,
do které spadaji 1 opioidni receptory, je nejvice prozkoumand (Fredriksson et al. 2003).
Fyziologicka funkce velké ¢asti GPCR neni znama a tyto receptory se oznacuji jako tzv. orphan
GPCR.

Navzdory rozsahlé biochemické charakterizaci zlstavaly struktury komplexit GPCR
s heterotrimernimi G proteiny po mnoho let neznamé, dokud v roce 2011 Rasmussen et al.
nevyfeSili pomoci rentgenové krystalografie prvni strukturu P2-adrenergniho receptoru
v komplexu s heterotrimernim proteinem typu Gs. Struktury komplexti GPCR s jinymi G
proteiny vSak ziistaly neobjasnéné az do Cervna 2018, kdy byly vyieSeny struktury komplext
A1 adenosinového receptoru s Gip (Draper-Joyce et al. 2018), p opioidniho receptoru s Gii
(Koehl et al. 2018) znazornéného na obrazku 5, rodopsinového receptoru s Gii (Kang et al.

2018) a serotoninového receptoru 5-HT1B s G, (Garcia-Nafria et al. 2018).
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Obr. 5 Struktury p opioidniho receptoru v komplexu s heterotrimernim G proteinem typu Gj vyfeSeny
pomoci kryoelektronové mikroskopie (upraveno podle Koehl et al. 2018). (a) Ortogonalni pohled
na hustotni mapu MOR-G; komplexu. (b) model komplexu MOR-G; ze stejného pohledu.

2.3.1 Opioidni receptory

Ackoli jsou farmakologické ucinky opioidii zndmy jiz od pocatku 20. stoleti, opioidni receptory
byly objeveny az v 70. letech 20. stoleti. Jako prvni byl objeven mu (u) opioidni receptor
pojmenovan podle morfinu, ktery je Cistym agonistou tohoto receptoru. Dal§im popsanym
typem opioidniho receptoru byl kappa (k) podle ligandu ketocyklazocinu (Martin et al. 1976)
a o rok pozdéji byl objeven také delta (6) podle mySiho chamovodu (lat. vas deferens),
ze kterého byl poprvé izolovan (Lord et al. 1977).

V roce 1994 byl objeven ctvrty receptor a jelikoz prvni studie popsaly velmi nizkou
afinitu opioidnich ligandd, byl tento receptor povazovan za tzv. orphan receptor a oznaovan
jako nociceptin/orfanin FQ opioidni receptor (N/OFQ receptor) nebo ORL-1 (z angl. opioid
receptor-like 1) (Bunzow et al. 1994, Mollereau et al. 1994). Kratce po tomto objevu byl
vSak z mozkové tkané potkant (Meunier ef al. 1995) a prasat (Reinscheid et al. 1995) izolovan
endogenni ligand tohoto receptoru. Jednalo se o hektadekapeptid izce piibuzny dynorfinu A

a byl oznacen jako nociceptin nebo orphanin FQ (OFQ). Piestoze se na N/OFQ receptor nevaze
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klasicky opioidni antagonista naloxon, jedna se o GPCR a s klasickymi opioidnimi receptory
sdili vyraznou aminokyselinovou podobnost. Navic na bunécné arovni N/OFQ receptor funguje
podobné jako klasické opioidni receptory. Z téchto diivodii byl klasifikovan jako ¢tvrty opioidni
receptor. V roce 2012 byly publikovany prvni atomové struktury receptort MOR (Manglik
et al. 2012), DOR (Granier et al. 2012), KOR (Wu et al. 2012b) a N/OFQ (Thompson et al.
2012) vytesené pomoci rentgenové krystalografie (Obr. 6 pod textem).

V klinické praxi vyvolava stimulace ruznych opioidnich receptorii fadu ucinkd,
které Casto zavisi na umisténi daného receptoru. Piestoze signalizaci bolesti moduluji vSechny
Ctyfi typy opioidnich receptorti, za dominantni je povazovan MOR a analgetické ucinky
morfinu jsou zprostiedkovany témér vyhradné MOR (Matthes et al. 1996, Sora et al. 1997).
Nezadouci ucinky souvisejici s aktivaci MOR (zejména respiracni deprese a rozvoj tolerance
a zavislosti) v8ak vedou ke snaze cilit na jiné typy opioidnich receptort.

Ostatni tii typy opioidnich receptorti nicméné nevykazuji pti zprostfedkovani analgezie
stejnou ucinnost jako MOR a maji vlastni profil nezadoucich ucinkt. Pouziti agonisti DOR je
znaén€ omezené, nebot analgezie vyvoland aktivaci DOR zfejmé vyZaduje piitomnost
prozanétlivého stavu (Vanderah 2010). Stimulace KOR snizuje viscerdlni (Eisenach et al.
2003, Riviere 2004), zanétlivou (Bileviciute-Ljungar a Spetea 2001, Moon et al. 2016)
a neuropatickou bolest (Bileviciute-Ljungar a Spetea 2004), ale vyvolava také naptiklad
dysforii a diurézu (Dykstra et al. 1987, Ko et al. 1999). N&kteti agonisté N/OFQ receptort
vykazuji u primath antinociceptivni ucinky (Ko et al. 2009, Hu et al. 2010) a jsou spojovany
se snizenym rizikem zneuzivani (Lin a Ko 2012). Podle mnohych studii v§ak aktivace N/OFQ
receptoru muze za urcitych podminek vyvolavat naopak hyperalgezii. Agonist¢ N/OFQ
receptoru podavani supraspinalné tdajné vyvolavaji hyperalgezii a inhibuji antinociceptivni
ucinky jinych opioidd, zatimco pfi spinalnim podéani navozuji analgezii. Tyto dva protichtidné
ucinky jsou pravdépodobné vyvolany inhibici dvou odliSnych skupin neuronii (Pan et al. 2000,
Lambert 2008, Reiss et al. 2008). Agonisté MOR tak 1 ptes své nezadouci ucinky stale zlstavaji

nejucinnéjSimi lécivy poskytujicimi ulevu od bolesti.
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IC membrane

Obr. 6 Atomové struktury opioidnich receptori v komplexu se specifickymi antagonisty vyieSené
pomoci rentgenové krystalografie. (a) MOR vazajici B-funaltrexamin (Manglik et al. 2012),
(b) DOR vazajici naltrindol (Granier et al. 2012), (¢) KOR vazajici JDTic (Wu et al. 2012b), (d) N/OFQ
receptor vazajici tzv. peptide mimetic antagonist compound-24 (Thompson ef al. 2012). DRY a NPXXY
uvedeny u struktury KOR, jsou konzervované motivy dilezité pro funkci receptoru.

2.3.2 Dimerizace GPCR a jejich vzajemné ovliviiovani

V posledni dobé¢ stale piibyva dikazi o tom, ze GPCR mohou existovat ve form¢ dimerti nebo
oligomert. K oligomerizaci miize dochazet mezi identickymi GPCR (za vzniku homomert),
ale 1 mezi riznymi GPCR (za vzniku heteromertl). Takové uspofadani je dobrym zdkladem
pro vzijemnou komunikaci mezi riznymi signdlnimi systémy receptort. K interakcim
a vzédjemnému ovlivilovani mize dochazet na urovni signdlnich drah za samotnymi receptory
nebo pfimo na Grovni receptorl (Angers et al. 2001, Gaitonde a Gonzalez-Maeso 2017).

Popsany jsou napiiklad heterodimery tvofené kanabinoidnim receptorem typu 1
(CNR1) s MOR (Rios et al. 2006, Hojo et al. 2008) a vzajemné ovliviiovani téchto dvou
systémil potvrzuje tfada studii. Naptiklad studie Vigano et al. (2005) popisuje mirné,
ale vyznamné sniZeni hladin kanabinoidnich receptorii v hipokampu a mozecku potkani
tolerantnich k morfinu. Pod4vani kanabinoidl bylo v této studii spojeno s mirnym zvySenim
MOR v periakvaduktalni Sedé hmot¢ a thalamu potkant (Vigano et al. 2005). Jina studie naopak
popisuje zvysSenou expresi kanabinoidnich receptori 1 a 2 v miSe potkana po chronickém
intratekdlnim podavani morfinu (Lim et al. 2005).

Morfin mize ziejmé ovliviiovat také bunécnou signalizaci zprostfedkovanou
B-adrenergnimi receptory. Naptiklad autofi studie Hejnova et al. (2017) dospéli k zavéru,
ze 10denni intramuskuldarni podévani vysokych davek morfinu (10 mg/kg/den) vedlo

ke zvySené expresi -adrenergnich receptort 1 a 2 v mozkové kiife potkana, a to az o 17 %.
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Jako dalsi priklady popsanych heterodimeri tvofenych GPCR mohou slouzit
CNR1 — DOR (Bushlin ef al. 2012), DOR — KOR (Jordan a Devi 1999, Waldhoer et al. 2005),
MOR — DOR (George et al. 2000, Gupta et al. 2010), MOR — metabotropni glutamatovy
receptor 5 (Akgiin et al. 2013), dopaminovy D> receptor — adenosinovy A» receptor (Trifilieff
et al. 2011, Bonaventura et al. 2015) ¢i CNR1 — dopaminovy D» receptor (Thanos et al. 2010).

2.4 Morfin a oxidativni stres

V poslednich desetiletich stale piibyva dikazl, ze morfin za ur€itych podminek vyvolava takeé
oxidativni stres. Oxidativni stres je charakterizovan nadmérnou tvorbou reaktivnich forem
kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species) a reaktivnich forem dusiku (RNS, z angl.
reactive nitrogen species), kterd presahuje schopnost buiiky tyto latky eliminovat (Skrabalova
etal. 2013).

ROS zahrnuji pfedevsim radikaly, jako je superoxid (O2") ¢i hydroxylovy radikal (HO"),
ale také neradikalové formy, jako naptiklad peroxid vodiku (H>02). Nejbézn€js$imi RNS jsou
oxid dusnaty (NO"), nitroxylovy anion (NO") a peroxynitrit (ONOO") (Bergendi ef al. 1999).
Rozsah tvorby ROS a RNS zavisi na rychlosti bunééného metabolismu, pficemz vyssi rychlost
metabolismu je obvykle spojena se zvySenou tvorbou volnych radikald. Nizké hladiny ROS
a RNS vznikajici za normalnich fyziologickych podminek mohou fungovat jako dilezité
signaly naptiklad pro bunécénou proliferaci (Trachootham et al. 2008).

Buniky disponuji vykonnymi antioxidaénimi systémy, které udrzuji redoxni
superoxiddismutasa (SOD), glutathionperoxidasa (GSH-Px) a katalasa (CAT). Dalsi
vyznamnou molekulou je tripeptid glutathion (GSH), nebot’ oxida¢ni ¢inidla reaguji s thiolovou
skupinou cysteinu této molekuly a nezptsobuji tak poSkozeni jinde (Skrabalova et al. 2013).

Obecné lze piredpokladat dva zplsoby vzniku oxidacniho stresu. V bunice muze
dochézet ke zvySené tvorbé ROS a RNS a/nebo ke sniZzené aktivité antioxidacniho systému
(Skrabalova ef al. 2013). Napftiklad studie Zhang et al. (2004) provadéné na mysich prokazala,
ze vjatrech jedincl, kterym byl 20 dni intraperitonedln¢ (i.p.) podavan morfin, doslo
ke statisticky vyznamnému poklesu aktivit enzymi superoxiddismutasy, glutathionperoxidasy
a katalasy. Vyznamné byl snizen také pomér GSH/oxidovany GSH. Aktivity vSech téchto
enzymt spolu s hladinou GSH byly vyznamné¢ snizeny i v mozcich potkani, kterym byl morfin

podavan intraperitonedlné po dobu 21 dni (Sumathi et a/. 2011). K podobnym vysledkiim
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dospéli také Saffar er al. (2020) ve své praci provadéné na potkanech, kterym byl morfin
podavan subkutdnné po dobu 4 tydnt. V hipokampu téchto zvifat byla popsana vyznamné
zvysena peroxidace lipida a snizena aktivita enzymt SOD i GSH-Px. Snizenou hladinu GSH
1 pokles v aktivité glutathionperoxidasy po opakovaném podavani morfinu pozorovali také
Abdel-Zaher et al. (2010) v mozcich mysi. Guzman et al. (2006) ve své studii zase uvadéji,
ze po jednorazovém i.p. podani morfinu doslo v mozcich potkani ke statisticky vyznamnému
poklesu hladiny GSH. Hladiny GSH byly sniZzeny také v mozkomisnim moku odebraném
pacientim s rakovinou, kterym byl intracerebroventrikularné poddvan morfin (Goudas et al.
1999).

Zvysena morfinem indukovana produkce ROS byla pozorovana naptiklad v in vitro
modelu kultivovanych endotelidlnich bunék lidské pupecnikové Zily (Lam et al. 2007, Hsiao et
al. 2009). Podle studie Bhat et al. (2004) morfin indukoval také tvorbu superoxidu v bunkach
mySich makrofagii. Ma et al. (2015) ve své praci uvadéji, ze morfin mize v zavislosti na Case
a koncentraci indukovat tvorbu ROS v lidské neuroblastomové bunééné linii SH-SYSY. V roce
2019 Chen et al. provadéli studii na mySich kmene C57BL/6, kterym byl po dobu 10 dni
subkutanné aplikovdn morfin. V miSe téchto zvifat byly pozorovany zvysSené hladiny
malondialdehydu (biomarker peroxidace lipidi) a ROS, zatimco hladiny enzym SOD 1 GSH-
Px byly sniZené.

Morfinem indukovana tvorba ROS, RNS a snizend aktivita antioxida¢niho systému
buniky mohou vést k oxidacnimu poskozeni riznych tkani. Typickymi jevy spojenymi s témito
procesy jsou peroxidace lipidii, poskozeni DNA, oxidace proteinii a indukce apoptozy (Ozmen
et al. 2006, Skrabalova et al. 2013). Vliv morfinu na buné¢nou redoxni rovnovahu se miize lisit
podle konkrétnich podminek a zavisi na vice faktorech, jako je druh, vék ¢i pohlavi organismu,
typ tkdné a orgénu, davka a délka uZivani nebo soucasné podavani jinych léciv (Skrabalova
etal. 2013).

Zejména citlivy na oxidativni poskozeni je mozek, ktery spotiebovava obrovskeé
mnozstvi kysliku, a vytvaii tak velké mnozstvi ROS. Mozkova tkan se sklada predevSim
z lipidi bohatych na nenasycené mastné kyseliny, které jsou jednim z cilt ROS, a proto je tento
organ obzvlasté zranitelny (Halliwell, 2001, Ozmen et al. 2006). Snizenou hladinu mastnych
kyselin v mozku a miSni tkani v disledku zvySené peroxidace lipidi dokumentuje naptiklad
studie Ozmen et al. (2006) provadéna na kralicich, kterym byl jednorazové spinalné podan

morfin.

27



3 CiLE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv 10denniho podavani stupiiujicich se davek
morfinu a jeho nasledného vysazeni na klicové komponenty opioidni signalizace v mozecku
a kare mozkové potkanti. Konkrétné byly zkoumény hladiny opioidnich receptorii, podjednotek
G proteind, GRK3 kinasy a p-arrestinu 2, ale také adenosinového Ajs receptoru
a kanabinoidniho receptoru typu 1. Kromé toho byl ve stejnych ¢astech mozku sledovan vliv

morfinu a jeho nasledného vysazeni na markery oxidativniho stresu.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie

Morfin sulfat (Saneca Pharmaceuticals), inhibitor proteas Complete (Roche), inhibitor fosfatas
PhosSTOP (Roche), substraty pro kienovou 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),
nitrocelul6zovd membrana 0,45 pum (Amersham), standard molekulovych hmotnosti
(Prestained Molecular Weight Marker, 26600-180000 Da, Sigma-Aldrich). VSechny ostatni
béZné chemikalie byly dodany firmou Sigma-Aldrich.

4.2 Pufry a roztoky

TMES pufr pH 7,4 20mM Tris, 3mM MgCl>-6H20, 1mM EDTA, 250mM sacharéza, H>0),
roztok A pH 11, 25 (6,84 g Na,CO3, 1,6 g vinan sodny, 100 ml H>0), roztok B (4 g BCA, 100
ml H>0), roztok C (0,4 g CuSO4-5H20, 10 ml H20O), pufr 1 pH 8,8 (1,5M Tris, H>O), pufr 2
pH 6,8 (0,5M Tris, H>0O), elektrodovy 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%
bromfenolovda modi), TBS pufr pH 8,0; 10x konc. (150mM NaCl, 10mM Tris, H20),
blokovaci pufr (10 ml 10x konc. TBS, 5 g suSen¢ho mléka, 100 ul Tween 20, 90 ml H>0),
fedici pufr (10 ml 10x konc. TBS, 1 g suSeného mléka, 100 pul Tween 20, 90 ml H»0),
promyvaci pufr (100 ml 10x konc. TBS, 3 ml Tween 20, 900 ml H,O), prenosovy pufr
(25mM Tris, 190mM glycin, 20% methanol, H>O), 10% peroxodisiran amonny (APS), 30%
bis-akrylamid, tetramethylethylendiamin (TEMED), Ponceau cerveii (1 g Ponceau S, 50 ml
kyseliny octové, destilovana H>0O do objemu 1 litr), 10% SDS

4.3 Pristrojové a softwarové vybaveni

Centrifuga (Hettich Universal R30), termoblok (Techne Dri—block DB-2A), spektrofotometr
(Synergy HT), soupravy pro elektroforézu Mini-Protean II a western blot (Bio-Rad), tfepacka
(STR6, Stuart Scientific), Potter—Elvehjemtv sklo—teflonovy homogenizator, vyvolavaci
ptistroj OPTIMAX (Fomei), analytické vahy (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)

29


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

4.4 Protilatky

Primarni protilatky pouzité v této diplomové praci uvadi tabulka 2. Primarni protilatky proti

Goaiiz2 a Gaiz podjednotkdm byly pfipraveny imunizaci kralikii dekapeptidy odvozenymi

z C-konce ptislusné Ga podjednotky (Novotny et al. 2001). Pro detekci primérnich protilatek

byly pouzity sekundarni protilatky znacené kienovou peroxidasou, konkrétné anti-kralici
(Amersham ECL Rabbit IgG, HRP-linked whole Ab (NA934-1ML), tedéno 1:40000)
a anti-kozi (Donkey Anti-Goat IgG Antibody, HRP conjugate, AP180P, Sigma-Aldrich, fedéno

1:20000).

Tab. 2 Pouzité primarni protilatky

Detekovany Velikost Pouzité
. T ifik Fi
protein” [kDa] P Specifikace frma Fedéni
Kralici Bioss
MOR 4 -3623R 1:2
0 > polyklonalni bs-3623 Antibodies 000
Krali¢i H-70
KOR-1 43 ’ Santa Cruz I 1:2000
0 polyklonalni sc-9112 anta LAz e
Kralici C-16
’ t I 1:4
Gp: 36 polyklonalni Sc-380 Santa Cruz Inc 0000
Krali¢i FL-71
’ I 1:2
Gyaan 8 polyklondlni  sc-285g9  anta CruzIne 000
Kralici
G ~ 40 v i i 1:160000
polyklonalni
Kralici
Gois ~43 c . . 1:80000
polyklonalni
. Krali¢i :
beta-Arrestin 2 ~50 L PA1-732 Invitrogen 1:2000
polyklonalni
Krali¢i C-14, .
GRK3 83 polyklonalni $c.563 Santa Cruz Inc 1:1000
Krali¢i H-80
A3AR ~4 ; I 1:2
3 3 polyklondlni  sc-1393g  an Cruzlne 000
Krali¢i
CNR1 60 Y1 Al447  ABclonallne.  1:1000
polyklonalni
Kozi . .
4-HNE - L AB 5605 Sigma-Aldrich 1:5000
polyklonalni
Kralic¢i . .
DNP - o D9656 Sigma-Aldrich 1:500
polyklonalni

*A3AR, adenosinovy receptor Asz; CNRI, kanabinoidni receptor typu 1; 4-HNE, 4-hydroxynonenal;

DNP, dinitrofenol
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4.5 Zvireci model

Pokusy na zvifatech byly provadény v souladu se Smérnici 2010/63/EU o ochrané zvitat
pouzivanych pro védecké ucely a byly schvaleny mistni komisi pro péci o zvifata a jejich
pouzivani (projekt pokust ¢. MSMT-1479/2019-6). Dosp¢li samci potkanti kmene Wistar
(dodavatel Velaz, s.r.o., CR) o hmotnosti 280-300 g byli chovani za standardnich laboratornich
podminek s volnym pfistupem ke standardni granulované stravé a pitné vod€. Potkaniim
rozdélenych do tfi skupin (6 zvitat v kazdé skupiné€) byl po dobu 10 po sob¢ jdoucich dna
intraperitonealné poddvan bud’ morfin sulfat (dale pouze jako morfin) ve stupiiujicich se
davkach (10 mg/kg/den az 50 mg/kg/den), nebo fyziologicky roztok (kontrola). Dvacet Ctyii
hodin, 4 tydny ¢i 12 tydnt po posledni davce morfinu/fyziologického roztoku byla zvirata
usmrcena cervikalni dislokaci, mozek byl rychle vytiznut, vypreparovan a zmrazen v tekutém
dusiku. Vzorky mozku byly uchovavany v -80 °C. Davkovani morfinu uvadi tabulka 3.

Rozd¢lené jedinct ve skupiné je zndzornéno v tabulce 4.

Tab. 3 Casové schéma podavani morfin sulfitu potkaniim

Davka morfin sulfatu (i.p.)

Den
[mg kg™! den”!]

l.a?2. 10
3.a4. 15
5.a6. 20
7.a8. 30

0. 40

10. 50

Tab. 4 Rozd¢leni potkant ve skupiné

Oznaceni vzorku Podavan Usmrceni
Kontrola 24 hodin Fyziologicky roztok 24 hodin po posledni davce
Mortin 24 hodin Morfin 24 hodin po posledni davce
Kontrola vysazeni 4 tydny Fyziologicky roztok 4 tydny po posledni davce
Morfin vysazeni 4 tydny Morfin 4 tydny po posledni dévce
Kontrola vysazeni 12 tydna Fyziologicky roztok 12 tydnt po posledni davce
Mortin vysazeni 12 tydna Morfin 12 tydnii po posledni davce
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4.6 Priprava vzorki mozku

Ze zamrazenych vzorki mozecku a mozkové kiry byly pomoci sklo-teflonového
homogenizatoru pfipraveny 10% homogenaty (w/w). Na 1 g pfislusné mozkové tkané byl
pouzit homogeniza¢ni pufr obsahujici 7,8 ml TMES pufru, 200 pl 50x konc. inhibitoru proteas
Complete a 1 ml 10x konc. inhibitoru fosfatas PhosSTOP. Homogenizace probihala pti 1200
otackach/min po dobu 2 minut. Vznikly homogenat byl nasledné centrifugovan pti 600 x g
po dobu 10 minut (4 °C). Poté byl Setrn¢ odebran supernatant, ktery byl zmrazen v tekutém
dusiku a uchovan pii teploté — 80 °C. Celkova koncentrace bilkovin ve vzorcich byla stanovena

metodou bicinchoninové kyseliny (kap. 4.7). VSechny zminéné kroky byly provadény na ledu.
4.7 Stanoveni koncentrace proteinii metodou bicinchoninové kyseliny

Jako standard byl pouzit roztok hovéziho sérového albuminu o koncentraci 1 pg/ul, z né¢hoz
byla v mikrotitra¢ni desticce pfipravena kalibra¢ni fada. Analyzované vzorky mozkové tkané
byly 100x nafedény pomoci destilované vody a v objemu 100 ul byly v triplikdtech naneseny
na desticku. Nasledné bylo do vSech jamek aplikovano 100 pl roztoku obsahujiciho roztok A,
roztok B a roztok C v poméru 48:50:2. Desticka byla poté inkubovana pifi 60 °C
po dobu 30 minut. Nasledovalo méfeni absorbance pii 562 nm. Celkova koncentrace proteini

byla stanovena softwarem Gen 5 z rovnice kalibra¢ni kiivky.
4.8 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a western blot

Vzorky mozkové tkané (pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 4.6) o findlni
koncentraci 1 pg/ul byly ptfipraveny rozpusténim v pfislusném mnozstvi destilované vody a 4x
koncentrovaného Laemmliho pufru a nasledné€ inkubovany pii 100 °C po dobu 1 minuty.

Pro rozdéleni proteinli v takto pfipravenych vzorcich byla pouzita elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). K provedeni
elektroforézy byla pouzita aparatura Mini-Protean II (Bio-Rad). Rozd¢leni proteinti probihalo
v 10% rozdé&lovacim gelu o vySce zhruba 5,5 cm a pro zaostieni byl pouzit 4% zaostfovaci gel.
SloZeni geld uvadi tabulky 5 a 6 pod textem. Analyzované vzorky mozkové tkané€ byly do jamek
nanaseny v objemu 10 pl a standard molekulovych hmotnosti v objemu 4 pl. Elektroforéza
probihala v pfitomnosti elektrodového pufru po dobu 50 minut pfi konstantnim napéti 200 V.
Rozdélené proteiny byly z gelu nasledné pieneseny na nitrocelulézovou membranu. Pfenos

probihal v pfitomnosti pfenosového pufru po dobu 1 hodiny pii konstantnim napéti 100 V.
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Po pfeneseni proteind na nitrocelulézovou membranu byla tato membrana obarvena
Ponceau S cCerveni a oskenovana pro pozd¢jsi stanoveni celkového mnozstvi nanesenych
proteinii pomoci softwarti ImagelJ a Image Lab. Nasledovala inkubace v tzv. blokovacim pufru
pii laboratorni teploté po dobu 30 minut. Poté byla membrana promyta destilovanou vodou
a inkubovana ptes noc pti 4 °C v fedicim pufru s prislusnou primarni protilatkou. Nésledujici
den byla membrina promyta promyvacim roztokem (3x 10 minut), hodinu inkubovana
v fedicim pufru s pfislusnou sekundarni protilatkou znaCenou kienovou peroxidasou
(laboratorni teplota) a opét promyta v promyvacim roztoku (3x 10 minut). Na omytou
membranu byl nanesen substrat pro kienovou peroxidasu a minutu ponechan pusobit.
Pro detekci chemiluminiscence byl pfilozen fotosenzitivni film, ktery byl vyvolan v pfistroji
Optimax (Fomei). Vyvolany film byl oskenovdn a vyhodnocen pomoci softwarli Imagel
a Image Lab. Ziskana data byla normalizovéna na celkové mnozstvi nanesenych proteinil

(barveni Ponceau S cerveni) a nasledné¢ statisticky i graficky zpracovana (kapitola 4.10).

Tab. 5 Slozeni 10% délici gelu (uvedeno mnoZstvi pro pfipravu 2 gelt)

10% délici gel

Destilovana H,O 8 ml
Pufr 1 Sml
30% bis-akrylamid 6,7 ml
10% SDS 200 wl
10% APS 90 ul
TEMED 8 ul

Tab. 6 Slozeni 4% zaostfovaciho gelu (uvedeno mnozstvi pro piipravu 2 geld)

4% zaostirovaci gel

Destilovana H,O 4,5 ml
Pufr 2 1,88 ml
30% bis-akrylamid 1 ml
10% SDS 75 ul
10% APS 67,5 ul
TEMED 6 ul
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4.9 Stanoveni markeru oxidativniho stresu

Vliv morfinu na markery oxidativniho stresu byl stanoven metodou western blot s vyuzitim
specifickych protilatek proti 4-HNE a DNP (Tab. 2). 4-hydroxynonenal je vysoce reaktivni,
cytotoxicky aldehyd, ktery se uvoliiuje pti oxidaci w-6 nenasycenych mastnych kyselin. Mtze
ucinné reagovat s cysteinovymi, histidinovymi a lysinovymi zbytky proteinti a vytvaret stabilni
adukty s proteiny. Jako produkt peroxidace lipidii je 4-HNE povazovan za vyznamny biomarker
et al. 2014, Breitzig et al. 2016). Anti-DNP protilatky byly naopak pouzity ke stanoveni
karbonylovych derivati proteinti, které predstavuji charakteristicky biomarker oxidativniho

poskozeni proteind (Li a Hu 2015).
4.10 Analyza dat

Vysledky v této praci jsou uvadény jako primérné hodnoty = SD (smérodatna odchylka, z angl.
standard deviation). Statistické zpracovani dat a grafy byly provadény v programu GraphPad
Prism 6.0. Pro statistické zhodnoceni vysledkl byl pouzit dvouvybérovy t-test a jako statisticky
signifikantni byla povaZovana hodnota P < 0,05. VSechny primérné hodnoty byly ziskany

z minimaln€ 6 naméfenych hodnot (minimalné 2 nezéavislé experimenty pro kazdou skupinu).
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5 VYSLEDKY

5.1 Vliv morfinu na hladiny vybranych proteini opioidni signalizace

v mozku potkana

V nasledujicich kapitolach (kap. 5.1.1 az 5.1.5) jsou prezentovany vysledky studie sledujici vliv
stupniovaného podavani morfinu a jeho nasledného vysazeni na vybrané proteiny hrajici roli
v opioidni signalizaci buniky. Relativni mnozstvi vybranych proteinii (vztazeno na celkové
mnozstvi proteinll) v mozecku a kiite mozkové potkani bylo stanoveno metodou western blot
(kap. 4.8). Soucasti kazdého obrazku (Obr. 7 az 26) je ¢ast A zndzortiujici grafické vyhodnoceni

ziskanych dat a ¢ast B zobrazujici reprezentativni blot.

5.1.1 Opioidni receptory v mozecku a kiire mozkové potkana

Vliv dlouhodobé expozice morfinu ani jeho nasledného vysazeni na mnozstvi MOR v mozecku
(Obr. 7) a v kiife mozkové (Obr. 8) potkant nebyl v této praci pozorovan. Statisticky vyznamné

zmény nebyly zjistény ani v mnozstvi KOR-1 (Obr. 9 a 10).
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Obr. 7 Vliv stupnovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu MOR v mozecku
potkana. (A) Graf znazoriiujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data
byla normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteinti a hodnoty jsou vyjadieny jako
pramér (N >6) = SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 8 Vliv stupniované¢ho podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu MOR v kiife mozkové
potkana. (A) Graf znazoriiujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data
byla normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteini a hodnoty jsou vyjadieny jako
pramér (N > 6) + SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 9 Vliv stupnované¢ho podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu KOR-1 v mozecku
potkana. (A) Graf znazornujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnoZstvi nanesenych proteini a hodnoty jsou vyjadieny jako
pramér (N > 6) + SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 10 Vliv stupniovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu KOR-1 v kiie
mozkové potkana. (A) Graf znazorfiujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data
byla normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteinti a hodnoty jsou vyjadieny jako
pramér (N > 6) £ SD. (B) Reprezentativni blot.
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5.1.2 Podjednotky G proteinii v mozecku a kuife mozkové potkana

Stupniované podavani morfinu ani jeho nasledné vysazeni na 4 a 12 tydnti nemélo na hladiny
podjednotek Gaii2 v mozedku (Obr. 11) ani v kiite mozkové (Obr. 12) vyznamny vliv. Zadné
statisticky vyznamné zmény nebyly pozorovany ani u Gais podjednotek (Obr. 13 a 14). Stejné
tak morfin vyznamné neovlivnil hladiny GB> (Obr. 15 a 16) podjednotek, ptestoze v kiie
mozkové 1ze u jedincii osetfenych morfinem pozorovat mirné, avsak statisticky nevyznamné
zvySeni (o 7,7 % po 24 hodinach, 5,1 % po 4 tydnech a 5,1 % po 12 tydnech). U podjednotek
Gy23/4/7 (Obr. 17 a 18) mizeme naopak v obou c¢astech mozku sledovat tendenci k poklesu
u jedincti oSetfenych morfinem (v kiife mozkové o 1,0 % po 24 hodinéach, 4,0 % po 4 tydnech
a2,9 % po 12 tydnech, zatimco v mozecku o 6,6 % po 24 hodinéch, 6,2 % po 4 tydnech a 1 %

po 12 tydnech). Ani zde se vSak nejedna o statisticky signifikantni rozdil.
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Obr. 11 Vliv stupniovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gaii» v mozecku
potkana. (A) Graf znazornujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteinii a hodnoty jsou vyjadieny jako prameér
(N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 12 Vliv stupfiovaného poddvani morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gaii, v kiife mozkové
potkana. (A) Graf znazorfiujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskand data byla
normalizovana na celkové mnoZstvi nanesenych proteinii a hodnoty jsou vyjadfeny jako prumér
(N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 13 Vliv stupnovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu Goiz v mozecku
potkana. (A) Graf znazornujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnoZstvi nanesenych proteinti a hodnoty jsou vyjadfeny jako prameér
(N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 14 Vliv stupiiovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gais v kiife mozkoveé
potkana. (A) Graf znazoriujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnoZstvi nanesenych proteinii a hodnoty jsou vyjadfeny jako prumér
(N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 15 Vliv stupnovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gf> v mozecku
potkana. (A) Graf znazornujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteinti a hodnoty jsou vyjadieny jako prameér
(N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 16 Vliv stupniované¢ho podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gf; v klife mozkové
potkana. (A) Graf znazorfiujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteini a hodnoty jsou vyjadfeny jako primér
(N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 17 Vliv stupnované¢ho podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gyss47 v mozecku
potkana. (A) Graf znazoriujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteinii a hodnoty jsou vyjadfeny jako prumér
(N > 6) + SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 18 Vliv stupnovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu Gyasu7 v kiife
mozkové potkana. (A) Graf znazoriujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data
byla normalizovana na celkové mnoZzstvi nanesenych proteini a hodnoty jsou vyjadieny jako
pramér (N > 6) £ SD. (B) Reprezentativni blot.
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5.1.3 GRK3 kinasa v mozecku a kiife mozkové potkana

Vliv morfinu na mnozstvi kinasy GRK3 byl prokazan v mozecku (Obr. 19) i v klite mozkové
(Obr. 20) potkant. V kiife mozkové lze 24 hodin po posledni ddvce morfinu pozorovat
statisticky vyznamny pokles hladin GRK3, a to az o 11,0 % oproti kontrolnim jedinciim
(t(16) =3,33; p=0,0042). Statisticky signifikantni pokles v mnozstvi GRK3 pretrvava i 4 tydny
po vysazeni morfinu. Konkrétné doslo k poklesu o 7,8 % (t(17) = 2,90; p = 0,0101). Po 12
tydnech Ize u jedinct oSetfenych morfinem stale pozorovat mirny pokles v mnozstvi GRK3
(0 5,0 %), ktery vSak neni statisticky vyznamny (p = 0,1361). Ziskanad data tak naznacuji,
zZe se systém po urcité dobé miize vracet zpét k pivodnim hodnotam.

V mozecku potkana byl 24 hodin po posledni davce morfinu pozorovan statisticky
vyznamny pokles v mnozstvi GRK3, a to az o 13,1 % (t(16) = 3,12; p = 0,0066). Vyznamné
snizené hladiny GRK3 pfetrvavaly 1 po vysazeni morfinu. Po 4 tydnech od vysazeni byly
hladiny sniZzeny o 9,5 % (t(12) = 2,28; p = 0,0459) a po 12 tydnech byl pozorovan pokles
08,5 % (t(14) =2,27; p = 0,0398).
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Obr. 19 Vliv stupnované¢ho podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu GRK3 v mozecku
potkana. (A) Graf znazoriujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnoZstvi nanesenych proteini a hodnoty jsou vyjadieny jako
pramér (N > 6) + SD. (B) Reprezentativni blot. *P < 0,05 a **P < 0,01.
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Obr. 20 Vliv stupnované¢ho podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu GRK3 v kiie
mozkové potkana. (A) Graf znazoriujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data
byla normalizovdna na celkové mnozstvi nanesenych proteinti a hodnoty jsou vyjadieny jako
pramér (N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot. *P < 0,05 a **P < 0,01.
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5.1.4 B-arrestin 2 v mozecku a kiife mozkové potkana

Mnozstvi B-arrestinu 2 v mozeCku (Obr. 21) a mozkové klfe (Obr. 22) potkani nebylo

stupfiovanym podavanim morfinu ani jeho naslednym vysazenim na 4 a 12 tydnti vyznamné

ovlivnéno.
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Obr. 21 Vliv stupfiovan¢ho podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu B-arrestinu 2
v mozecku potkana. (A) Graf znazoriiujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data
byla normalizovdna na celkové mnozstvi nanesenych proteini a hodnoty jsou vyjadieny jako
primér (N > 6) + SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 22 Vliv stupnované¢ho podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu B-arrestinu 2 v kiie
mozkové potkana. (A) Graf znazoriujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data
byla normalizovdna na celkové mnozstvi nanesenych proteinti a hodnoty jsou vyjadieny jako
pramér (N > 6) + SD. (B) Reprezentativni blot.
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5.1.5 Adenosinové a kanabinoidni receptory v mozefku a kiife mozkové
potkana

Vzhledem k mozné tvorb¢ heterodimert tvofenych riznymi GPCR a vzdjemnému ovliviiovani
jejich signalnich drah (popsano v kapitole 2.3.5), byla pozornost vénovana také hladindm
adenosinového receptoru Az (Obr. 23 a 24) a kanabinoidniho receptoru typu 1 (Obr. 25 a 26).
Vliv dlouhodobého poddvani morfinu ani jeho nésledného vysazeni na mnozstvi téchto

receptorti v mozku potkana vSak nebyl touto praci prokazan.
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Obr. 23 Vliv stupniovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu AsAR v mozecku
potkana. (A) Graf znazornujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnoZstvi nanesenych proteinti a hodnoty jsou vyjadfeny jako prameér
(N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 24 Vliv stupnovaného podévani morfinu a morfinové abstinence na hladinu A3AR v klife mozkové
potkana. (A) Graf znazorfiujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnoZstvi nanesenych proteinii a hodnoty jsou vyjadfeny jako prumér
(N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 25 Vliv stupnovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu CNR1 v mozecku
potkana. (A) Graf znazoriujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteinii a hodnoty jsou vyjadfeny jako prumér
(N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot.
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Obr. 26 Vliv stupiiovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu CNR1 v klife mozkové
potkana. (A) Graf znazoriujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data byla
normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteinti a hodnoty jsou vyjadfeny jako prumér
(N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot.
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5.2 Vliv morfinu na markery oxidativniho stresu v mozku potkana

V této kapitole budou prezentovany vysledky studie zabyvajici se vlivem stupnovaného
podéavani morfinu a jeho néasledného vysazeni na oxidativni stres v mozecku a mozkové kure
potkana. Biomarkery oxidativniho poskozeni lipida a proteint byly stanoveny metodou western
blot s vyuzitim specifickych protilatek proti 4-HNE a DNP (Tab. 2). Soucasti kazdého obrazku
(Obr. 27 az 30) je ¢ast A znazoriujici grafické vyhodnoceni ziskanych dat a ¢ast B zobrazujici
reprezentativni blot.

ZvySené hodnoty markerti oxidativniho stresu byly pozorovéany v obou ¢astech mozku.
V mozecku potkanti byly 24 hodin po posledni davce morfinu mirné, avSak signifikantné
zvySeny hladiny HNE-protein aduktt (Obr. 27), a to az 0 4,2 % (t(14) = 2,35; p = 0,0343).
Mirné zvyseni pretrvavalo 1 4 a 12 tydntli po vysazeni, nejednalo se vSak o statisticky vyznamné
rozdily. V ktfe mozkové byly hladiny HNE-protein adukt (Obr. 28) 24 hodin po posledni
davce zvySeny o 10,5 % (t(12) = 2,77; p = 0,0169). 1 v tomto piipadé¢ mél systém tendenci
vracet se po vysazeni k pivodnim hodnotam.

Rovnéz hladiny DNP modifikovanych proteini byly 24 hodin po posledni davce
morfinu vyznamné zvySeny v obou ¢astech mozku (Obr. 29 a 30). V mozecku lze pozorovat
zvySeni 0 5,0 % (t(11) = 3,29; p = 0,0072), zatimco v mozkové ktife byl zaznamenan nardst
06,5 % (t(9) =2,60; p =0,0289). Mirnou tendenci k nariistu jsme opét pozorovali i po vysazeni,
jako v predeslych piipadech se vSak nejednalo o signifikantni rozdily, coZz poukazuje

na schopnost systému navracet se po urcité dobé k pivodnim hodnotam.
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Obr. 27 Vliv stupiiovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu HNE-protein aduktii
v mozecku potkana. (A) Graf znazoriujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot. Ziskana data
byla normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteinti a hodnoty jsou vyjadieny jako prumér
(N > 6) = SD. (B) Reprezentativni blot. *P < 0,05 a **P < 0,01.
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Obr. 28 Vliv stuptiovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu HNE-protein aduktt
v kiife mozkové potkana. (A) Graf znazoriujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot.
Ziskana data byla normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteinli a hodnoty jsou vyjadieny

jako prumér (N > 6) + SD. (B) Reprezentativni blot. *P < 0,05 a **P < 0,01.
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Obr. 29 Vliv stuptiovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu DNP modifikovanych
proteinll v mozecku potkana. (A) Graf zndzorujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western blot.
Ziskana data byla normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteinti a hodnoty jsou vyjadieny
jako prumér (N > 6) + SD. (B) Reprezentativni blot. *P < 0,05 a **P < 0,01.
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Obr. 30 Vliv stuptiovaného podavani morfinu a morfinové abstinence na hladinu DNP modifikovanych
proteint v kiife mozkové potkana. (A) Graf zndzornujici kvantitativni vyhodnoceni analyzy western
blot. Ziskana data byla normalizovana na celkové mnozstvi nanesenych proteinti a hodnoty jsou
vyjadieny jako prumér (N > 6) + SD. (B) Reprezentativni blot. *P < 0,05 a **P < 0,01.

54



6 DISKUZE

Mortfinové toleranci, zavislosti i abstinenci se vénuji desitky let vyzkumu. Mechanismy,
které se podileji na jejich vzniku a rozvoji jsou vsak velmi komplexni a dosud se je nepodatilo
zcela objasnit. Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv 10denniho podavani stupniujicich
se davek morfinu a jeho nasledného vysazeni na klicové komponenty opioidni signalizace
v mozecku a klife mozkové potkanii.

Vliv morfinu na mnozstvi p a k opioidnich receptorii v mozku potkana nebyl touto praci
prokézan. Tyto zavéry jsou v souladu s mnoha studiemi. Naptiklad podle prace Ujcikova et al.
(2017), ve které byl potkaniim po dobu 10 dnti intramuskuldrné podavan morfin ve zvySujicich
se davkach, ztistalo mnozstvi MOR a KOR v mozkov¢ kiife nezménéno. De Vries et al. (1993)
za pouziti vazebného testu radioligandu [’H]DAMGO rovnéz dospéli k zavéru, Ze chronicka
aplikace morfinu neovlivnila hladiny MOR v mozkov¢ kiife ani striatu potkani. Radioligandu
[PHIDAMGO vyuzili také Turchan et al. (1999). Jednorazové ani opakované podani morfinu
nemélo podle nich vliv na mnozstvi MOR v nucleus accumbens a striatu potkana. Vliv morfinu
na mnozstvi MOR v mozku potkana neprokazala ani studie Stafford et al. (2001). Tyto zavéry
tak vyvraceji teorii, Ze za rozvojem morfinové tolerance a zavislosti stoji downregulace
opioidnich receptord.

DalSim pfedmétem naseho zajmu byly podjednotky heterotrimernich G proteintt Goii2,
Gaiz, GB2 a Gyasa7. Ani jejich hladiny v mozecku a mozkové kite nebyly stupniovanym
podavanim morfinu a jeho naslednym vysazenim ovlivnény. K podobnym zavéram dospéli
naptiklad autofi studie Hejnova et al. (2017). Desetidenni aplikace vysokych davek morfinu
(10 mg/kg/den) vyznamné neovlivnila hladiny podjednotek Gaii2, Gais, Goo, Gas, Gaz ani G
v mozkové kife potkanil. V1iv morfinu na hladiny podjednotek G proteini (konkrétné Gaii2,
Gaiz, Goo, Gas, Gaz, Gagi1 a GB) v mozkové kirfe potkand neprokazali ani Ujcikova et al.
(2011). Rada studii se zabyvala také vlivem morfinu na mnozstvi mRNA podjednotek
G proteind. Zavéry téchto studii jsou vSak velmi rozdilné, navic hladina mRNA nemusi nutné
vypovidat o vysledném mnozstvi daného proteinu. Napiiklad autofi studie Przewlocka et al.
(1994) pozorovali v hipokampu potkand, kterym byl akutné€ i chronicky podédvan morfin,
snizené¢ mnozstvi mRNA pro Gas a zvySenou hladinu mRNA pro Go,. Zelek-Molik et al. (2010)
sledovali vliv 14denniho podavani morfinu na hladinu mRNA podjednotek Gaii, Gaiz a Gais
v mozku potkana. Zatimco hladiny mRNA podjednotek Gaii a Goix zistaly ve vsech

sledovanych Céastech mozku nezménény, hladina mRNA podjednotky Gais byla vyznamné
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snizena v oblasti nucleus accumbens. V neposledni fadé mizeme zminit praci Kaewsuk et al.
(2001), ve které autofi zkoumali vliv akutniho (30 mg/kg, intraperitonealn¢) i chronického
(10-50 mg/kg/den po dobu 14 dnt, intraperitonealné¢) podavani morfinu na hladiny mRNA
podjednotek Goo, Gaii, Gaiz, GB1 a GP2 v nucleus accumbens, striatu, locus coeruleus
a prefrontalni kitfe potkanti. Morfinem indukované zmény v mnozstvi mRNA podjednotek
G proteinll byly pozorovany pouze v prefrontalni kife. Akutni 1é¢ba vedla k vyznamnému
zvySeni hladin mRNA Go, podjednotky a vyznamnému poklesu mRNA Gaii a Goi
podjednotek. Chronické podavani morfinu naopak vedlo ke zvySeni hladin mRNA podjednotek
Gait, Gaiz a GBi1.

Porovnani dat ziskanych analyzou vzorkii ovlivnénych morfinem a odpovidajicich
kontrol prokdzalo statisticky vyznamny pokles v hladinach GRK3 kinasy. Pokles byl
pozorovan v obou ¢astech mozku 24 hodin po posledni davce a pietrvaval i po vysazeni.
Tyto zavéry nejsou plné v souladu se studii Hejnova et al. (2017), ve které byla hladina GRK3
v mozkové kuaie potkanti vlivem morfinu vyrazné zvySena (o 28 %). Autofi vSak popsali
statisticky nevyznamny pokles v mnozstvi GRK2, GRKS a GRK6. Rozdilné vysledky mohou
byt dany jinym modelem davkovani. Naptiklad ve studii Hurlé (2001) zabyvajici se opioidni
toleranci u potkant, vedlo akutni podéani sufentanilu (0,5 mg/kg, subkutann¢) k vyznamnému
zvySeni hladin GRK2, GRK3 a GRK6 v mozkové kiife. U zvifat, kterym byl sufentanil podavan
po dobu 7 dnl (2 mg/h, subkutanné), bylo zvySeni hladin GRK2 a GRK6 také pozorovano,
avSak hladiny GRK3 zistaly nezménény. V soucasné dobé& toho o vlivu morfinu na tyto kinasy
neni mnoho znamo a dostupna data se Casto 1i8i. V praci Terwilliger et al. (1994) chronické
podavani morfinu neovlivnilo hladiny GRK3 v Zadné ze studovanych ¢asti potkaniho mozku,
ale vedlo ke zvySenému mnozstvi GRK2 v locus coeruleus. Vysledky studie Fan et al. (2002)
ukazaly, Ze akutni lécba morfinem (10 mg/kg, subkutann¢) vyznamné zvysila hladiny mRNA
pro GRK2 a GRKS5 v mozkové klife a hipokampu. Hladiny GRK2 mRNA byly zvyseny
také v thalamu. V periakvaduktalni Sedé¢ hmoté¢ a locus coeruleus nebyly zjiStény zadné
vyznamné zmeny v hladinach mRNA kinas GRK2 a GRKS. V kontrastu s tim chronické 9denni
podavani morfinu (10 mg/kg dvakrat denn€, subkutdnné) nezplsobilo v zadné ze sledovanych
oblasti mozku vyznamné zvySeni hladin GRKS mRNA. Navic tato chronicka 1éc¢ba vedla
dokonce ke snizeni hladin GRK2 mRNA v mozkové kute, hipokampu, thalamu a locus
coeruleus, coz byl pfesny opak vysledki jednordzového podani morfinu. Na zakladné
dostupnych dat lze tedy predpokladat, Zze kinasy GRK hraji v opioidni toleranci a zavislosti

jistou roli, pfesny mechanismus se vSak zatim nepodafilo zcela objasnit.
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Dal$im proteinem, kterému byla v této praci vénovana pozornost, je P-arrestin 2.
Jeho mnozstvi v mozecku a mozkové kiife potkanii nebylo stupiiovanym podavanim morfinu
ani jeho naslednym vysazenim na 4 a 12 tydnti vyznamné ovlivnéno. K podobnym zavérim
dospéli autofi studie Hejnova et al. (2017), ve které morfin vyznamné neovlivnil mnozstvi
B-arrestinu v mozkové kiife potkanti. Naopak v rozporu s témito vysledky je studie Fan et al.
(2003), ve které autofi po 9dennim podavani morfinu pozorovali v mozkové kife potkanti
zvySenou hladinu mRNA B-arrestinu 2, a to az o 25 %. Jedna se vSak o odlisSnou metodu,
ktera, jak bylo zminéno vyse, nemusi nutn¢ vypovidat o findlnim mnozZstvi proteinu.

Heterodimery tvotené riznymi GPCR a vzajemné ovliviiovani téchto receptorti popsala
fada studii (viz kapitola 2.3.5). Z tohoto divodu jsme se rozhodli sledovat vliv morfinu nejen
na opioidni receptory, ale také na jiné GPCR. Konkrétn€ byla naSe pozornost v€novana
hladindm adenosinového receptoru A3 (A3AR) a kanabinoidniho receptoru typu 1, které jsou
stejné¢ jako opioidni receptory sprazeny s heterotrimernimi G proteiny typu Gi/Go.
Vliv dlouhodobého podévani morfinu ani jeho nésledného vysazeni na mnozstvi téchto
receptori v mozkové kiife a mozecku potkana vSak nebyl touto praci prokdzan. MnozZstvi A3;AR
nebylo ovlivnéno ani v mise potkanti, kterym byl po dobu 7 dni poddvan morfin (15 mg/kg/den,
intraperitonealné) (Leduc-Pessah er al. 2021). Brundege a Williams (2002) sledovali vliv
dlouhodobého podévani morfinu na hladinu adenosinového A; receptoru (A1AR) v nucleus
accumbens potkanil. AjAR je stejn€ jako A3AR spfazen s heterotrimernimi G proteiny typu
Gi/Go a ani tento podtyp adenosinového receptoru nebyl morfinem ovlivnén.

Vlivem morfinu na hladinu kanabinoidnich receptortt v mozku potkana se zabyvali
naptiklad Vigano et al. (2003b). Pétidenni expozice morfinu (5 mg/kg, subkutanng, dvakrat
denné po dobu 5 dnll) vyvolala mirny, ale vyznamny pokles hladin CNR1 v hipokampu
a mozecku. V ostatnich zkoumanych oblastech mozku, véetné mozkové kiry, k Zadnym
zméndm nedoslo. Studie zabyvajici se timto tématem se ve svych zavérech casto velmi lisi.
Neékteti autofi napiiklad u mysi chronicky lécenych morfinem nezaznamenali vyznamné zmény
v mnozstvi CNR1 v zddné ze sledovanych oblasti mozku, véetné¢ mozecku a mozkové kiry
(Romero et al. 1998), zatimco jiné studie provedené u potkand tolerantnich k morfinu
zaznamenaly jak pokles (v hipokampu a amygdale), tak narist (v caudate putamen a nucleus
accumbens) v mnozstvi CNR1 (Gonzalez et al. 2002). Tyto pon€kud rozporuplné tdaje jsou
pravdépodobné zplisobeny riznymi druhy a kmeny pouzitych pokusnych zvifat, jinymi modely

davkovani, ale také riznymi metodami stanoveni mnozstvi receptord.
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Druha cast této diplomové prace byla vénovana vlivu stupiiovaného podavani morfinu
a jeho nasledného vysazeni na markery oxidativniho stresu v mozku potkana,
nebot’ v poslednich desetiletich stale pribyva diikazi, ze morfin za urcitych podminek vyvolava
oxidativni stres. 24 hodin po posledni davce morfinu byly v mozecku a kiife mozkové potkanti
pozorovany signifikantné zvysené hladiny HNE-protein aduktd (biomarker peroxidace lipidi)
1 DNP modifikovanych proteint (biomarker oxidativniho poskozeni proteintl). Tyto zavéry jsou
v souladu s fadou studii. Naptiklad studie Ozmen et al. (2006) odhalila v mozkové kiife kraliki,
kterym byl jednordzové spindlné podan morfin, vyznamné zvysSenou peroxidaci lipidd.
Pro toto stanoveni pouzili autofi metodu reakce s kyselinou thiobarbiturovou. Vyznamné
zvySenou peroxidaci lipidli, stanovenou pomoci biomarkeru malondialdehydu, popsali
také Saffar er al. (2020) v hipokampu potkant, kterym byl morfin podavan subkutdnné po dobu
4 tydni. Zaveérem lze zminit také praci Fan et al. (2020), ve které chronickd aplikace
semi-syntetického opioidu oxykodonu (15 mg/kg/den, peroralné po dobu 30 dnii) vedla

v mozkov¢ kiie potkant ke zvyseni hladin karbonylovych derivatl proteint.
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7 ZAVER

Predmétem studia této diplomové prace byl vliv desetidenniho podévani stupiiujicich se davek
morfinu a jeho nasledného vysazeni na kli¢ové komponenty opioidni signalizace v mozecku
a mozkové kife potkanti. Konkrétné byly pomoci metody western blot detekovany hladiny
opioidnich receptorii, podjednotek G proteini, GRK3 kinasy a B-arrestinu 2. Pozornost byla
vénovana také adenosinovému A3 receptoru a kanabinoidnimu receptoru typu 1, nebot’ nas
zajimala moznost vzajemného ovliviiovani s opioidnimi receptory. Kromé toho byl v téchto
castech mozku sledovan vliv morfinu a jeho néasledného vysazeni na markery oxidativniho
stresu.

Porovnéni dat ziskanych analyzou vzorkii ovlivnénych morfinem a odpovidajicich
kontrol neprokézalo v mozeCku ani kiie mozkové statisticky vyznamné rozdily v hladinach
MOR a KOR-1. Stupiiované podavani morfinu a jeho nasledné vysazeni nemélo vliv
ani na hladiny podjednotek heterotrimernich G proteini Gaii2, Gaiz, GB2 a Gy3/4/7.

Statisticky vyznamné zmény byly prokazadny v mnoZstvi GRK3 kinasy. V Kiie
mozkové byl 24 hodin po posledni ddvce morfinu pozorovan vyznamny pokles hladin GRK3,
atoaz o 11,0 % oproti kontrolnim jedinctim. Signifikantni pokles (o 7,8 %) v mnozstvi GRK3
pretrvaval i 4 tydny po vysazeni morfinu. Po 12 tydnech byl u jedinct oSetfenych morfinem
stale pozorovan mirny, avSak statisticky nevyznamny pokles v mnoZstvi GRK3. V mozecku
potkana byl statisticky vyznamny pokles hladin GRK3 prokazan 24 hodin po posledni davce,
ale 1 4 a 12 tydnl po vysazeni morfinu. Po 24 hodinach byl pozorovan pokles o 13,1 %,
zatimco po 4 tydnech od vysazeni byly hladiny snizeny 0 9,5 % a po 12 tydnech o 8,5 %.

Mnozstvi B-arrestinu 2 v mozeCku a mozkové klfe nebylo morfinem ani jeho
naslednym vysazenim ovlivnéno. Ke zméndm nedoSlo ani v hladindch adenosinového
receptoru A3 a kanabinoidniho receptoru typu 1.

Hladiny obou markert oxidativniho stresu byly v mozkové kife 1 mozecku potkanti
vyznamn¢ zvyseny pouze 24 hodin po posledni ddvce morfinu. V Kiife mozkové bylo mozné
pozorovat narast hladin HNE-protein aduktti o 10,5 %, zatimco hladiny DNP modifikovanych
proteinit vykazovaly nartast o 6,5 %. V mozeCku byly zaznamenany zvySené hladiny
HNE-protein aduktt o 4,2 % a DNP modifikovanych proteint o 5,0 %. Ve vSech ptipadech

se systém po vysazeni navracel zpét k pivodnim hodnotam.
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