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Abstrakt

Opioidni latky lidstvo vyuziva jiz po né€kolik tisicileti nejen pro schopnost potlaceni i velmi
intenzivni bolesti, ale i pro schopnost stimulovat odménné procesy v mozku. Na opioidy se
vSak velmi rychle tvoii silna zavislost. Uz né&jakou dobu se piedpoklada odlisna citlivost
k opioidim v ramci polymorfismti genti pro opioidni receptory. Tato prace se zaméfuje na
setfidéni poznatki o nejcastéji se vyskytujicich polymorfismech téchto gent, jejich

fyziologickém dusledku a o potencidlnim vlivu na drogovou zavislost.

Klic¢ova slova: opioidni receptory, drogova zavislost, polymorfizmus gent

Abstract

Opioid substances have been used by mankind for several millenia not only for their ability to
abolish even very intensive states of pain, but also for their ability to stimulate the brain reward
circuit. However, a strong addiction can be formed to opioids quickly. This thesis focuses on
collecting knowledge about the most abundant polymorphisms of these genes, their

physiological impact and potential influence on drug addiction.
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1. Uvod

Drogova zavislost je zdvazna porucha charakterizovand silnym nutkédnim shanét a uzivat
navykovou latku i pfes védomi negativnich nasledkt. VIivem neuroplasticity se k latce casto
vyviji rychla tolerance, protoze dochazi ke zménam ve strukturach mozku jako je prefrontalni
kortex, insula, nucleus accumbens (NAcc), ventralni tegmentalni oblast (VTA) a amygdala
fyzické vyrovnanosti pro dosazeni jejich fyziologickych a farmakologickych efektt. Pfi
abstinenci se projevuji specifické fyziologické symptomy (abstinen¢ni pifiznaky) a tendence
k relapsu trva jesté dlouho po posledni davce. Zavislost mize vzniknout na Sirokém spektru
latek, obecné se da mluvit o tiech typech podle Gi¢inku na centralni nervovou soustavu (CNS):
drogy alterujici kognitivni procesy (LSD, kanabinoidy, MDMA), drogy stimulujici CNS
(kokain, nikotin) a drogy tlumici CNS, mezi které patfi pravé opioidy. Jejich efekt je
zprostiedkovan skrze tfi hlavni typy opioidnich receptori (OR). Kazdy jedinec ma svij
specificky genotyp s nepiebernym mnozstvim zmén v nukleovych bazich — tzv. polymorfismi,
které mohou ustit ve zménu aminokyselinové (AK) sekvence proteinu. Také geny OR obsahuji
interakcich s opioidy. Cilem této prace bude shromazdit znamé informace o polymorfismu genii

OR a jejich vlivu na opidtovou zavislost.

2. Polymorfismus

Geneticky polymorfismus znaci jev ptirozeného vyskytu dvou a vice forem genu = alel,
které nebyly evoluc¢né vytlaceny, naopak se vyskytuji trvale ve > 1 % populace, takze nevznikaji
neustale dokola nahodnymi spontannimi mutacemi. Tyto alely se 1isi sekvencemi nukleotidi na
konkrétnim misté chromozomu. Nejcastéjsi takovouto formou zmény v sekvenci lidské DNA
je bodovy polymorfismus (SNP), z nichZ je vétSina neutrdlni a na fenotypu se neprojevi.
Ptredpoklada se, ze zvlasté nesynonymni SNP hraji roli v rozdilnych fenotypovych projevech
(Ramensky et al., 2002), nicméné i tiché mutace mohou mit v ramci adikce vyznam, ne pfimo
ptes ovlivnéni transkripce, ale mohou se projevit v posttranslaénich mechanismech a tak narusit

pusobeni OR.



3. Opioidy

Opioidy jsou Sirokou a rozmanitou skupinou latek vazajicich se na OR centralni i
periferni nervové soustavy. Jejich hlavni fyziologicky vyznam tkvi V antinocicep¢nich
schopnostech, proto se hojné vyuzivaji v mediciné pfi 1é¢be intenzivnich bolestivych stavi,
naptiklad terminalnich stadiich rakoviny. Jejich uzivani ma ale své tskali, velmi rychle se na

né tvoii tolerance a nasledné silna fyzicka i psychicka zavislost.

Opioidy lze roztfadit podle pivodu: zahrnuji endogenni opioidni peptidy, pfirodni
opioidni alkaloidy, polosyntetické a syntetické opioidy. Mezi endogenni opioidy patii [-
endorfin, metenkefalin, leuenkefalin, dynorfiny, endomorfiny a neo-endorfiny. Pfirodni
opioidni alkaloidy neboli opiaty jsou latky obsazené v opiu, neboli zaschlé bilé stavy ziskané
mélkym nafezanim nezralych plodi rostliny Papaver somniferum. Do této skupiny patii morfin,
kodein a thebain. Nejvyznamnéj$imi polosyntetickymi opiaty jsou heroin (jinak také
diacetylmorfin, diamorfin), hydromorfon a oxykodon. Do pIné syntetickych opiatt patii
metadon, buprenorfin, fentanol a pethidin (meperidin, demerol). Jsou vyjimkou mezi opiaty,

svoji chemickou strukturou totiz nejsou odvozeny od morfinu a vyrazné se lisi.

Mezi nejcastéji zneuzivané 1ékatsky predepisované opiaty v USA v letech 2002 - 2004
patfily oxykodon, hydrokodon, metadon, morfin, hydromofron, fentanyl a buprenorfin (Cicero,
Inciardi, & Muiioz, 2005). Mezi faktory preference drogy patii priméarné rychlost u¢inku a
finan¢ni dostupnost. Dédi¢nost zavislosti na opidtech byla pomoci studii na dvojcatech

odhadnuta na 40 — 60 % (Kendler et al., 2003; Tsuang et al., 1998).
4. Receptory spiraZzené s G proteinem

Receptory sprazené s G proteinem (GPCR) tvofi nejvétsi skupinu receptort v lidském
genomu. Protein prochazi membranou 7x transmembranovymi (TM) a-helixy tvorenymi 20-25
aminokyselinami (AK). TM a-helixy mezi sebou poji funkéné vyznamné extracelularni (EL) a
cytosolické smycky (CL). Strukturu GPCR se podafilo popsat diky tspésnému naklonovani
cDNA a nasledné analyze indexu hydropatie hlodavciho Pz-adrenoreceptoru (Dixon et al.,
1986), pokusy s rhodopsinem skotu odhalily detailné;si stavbu (Palczewski et al., 2000), lidsky
B2-adrenergni receptor byl prozkouman ve vysoké kvalité pomoci metody mikrokrystalografie

o sedm let pozdéji (Rasmussen et al., 2007).



Vsechny GPCR proteiny v sobé maji vysoce konzervované useky, obzvlast v TM
oblastech, které hraji spolu s EL roli v navazani ligandu. Sekvence v CL generuji specifitu
interakce s G proteinem (Ostrowski et al., 1992; Strader, Sigal, & Dixon, 1989).

Jakmile se na receptor navaze ligand, spousti se masivni kaskada ligandové specifické
signalni transdukce. V prubéhu celé kaskady dochazi k ohromnému zesileni signalu (tzv.
amplifikaci), napt. koncentrace cyklického 3°, 5¢- adenosinmonofosfatu (CAMP) jako druhého

posla vzroste az Ctyfistakrat (Shear et al., 1976).

Proteiny GPCR spadaji do kategorie moonlighting proteinli, coz znamena schopnost
jednoho polypeptidického fetézce indukovat na sobé nezavislé déje, aniz by §lo o rizné genové
fuze, splicingové varianty nebo dva homologni, ale neidentické proteiny (Jeffery, 1999). Rozdil
ve funkci zavisi na tkani vyskytu, nebo kde se multifunkéni protein nachéazi v ramci bunky:
Vv cytosolu, na bunééné membrané nebo extracelularné. V ptipadé GPCR se muzZe jednat o
oligomerizaci receptori vV ramci allosterické receptor-receptorové interakce nebo interakce

cytosolickych proteinti s CL nebo C-terminalou receptoru (Jeffery, 2004).
5. Opioidni receptory

OR patii do rhodopsinové rodiny GPCR. Vyskytuji se hojné napii¢ CNS a periferii.
Ttemi hlavnimi podtypy jsou p opioidni receptor (MOR), k opioidni receptor (KOR) a 3
opioidni receptor (DOR), které maji patrné rozdily v distribuci, analogickou s jejich funkci
(Mansour et al., 1987). Jejich TM domény vykazuji vysokou sekven¢ni homologii, v AK
slozeni EL a N-koncové domény se vyznamné li$i, coZ ma za nasledek rGznou afinitou k

opioidim (Kong, Raynor, & Reisine, 1994; Wang et al., 1994).

Béhem signalni transdukce kooperuji s inhibicnimi Gi/Go proteiny. Pomoci nich reguluji
otevieny/zavieny stav vapnikovych a dovniti usmériiyjicich draslikovych kanalli spfazenych

s G proteiny (GIRK). Vyslednym efektem je hyperpolarizace membrany.

Regulovana endocytéza (internalizace) OR je zprostfedkovana fosforylaci
intracelularnich domén na serinu nebo treoninu Ca2*/kalmodulin-dependentnimi kinazami II,
cAMP dependentnimi kindzami, proteinkinazami C nebo kinazami spfazenymi s G proteinem
(Chen & Yu, 1994; Mestek et al., 1995). Které kinazy budou na receptor pusobit, zalezi na
konkrétnim agonistovi (Johnson et al., 2006). Na fosforylovana mista nasednou B-arrestiny, to

vede k disociaci GPCR od G proteinu a tim k desensitizaci. D&j internalizace pokracuje tvorbou
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klatrinovych vacka (atrahovanych B-arrestiny) kolem OR a putovani do ¢asného endosomu.
Nasledné probiha disociace ligandu, defosforylace a recyklace receptorit zpét na membranu
(Zhang et al., 1996).

6. p opioidni receptor

MOR jsou lokalizované ve VTA, NAcc, AMY, cingularni kafe, jadrech thalamu,
kaudalnim putamenu, globus pallidus, dorzalnich kofenech misnich a dalSich strukturach
(Mansour et al., 1987). Jejich uloZeni je primarné v somatodendritické ¢asti neuronti, funguji

tedy pievazné postsynapticky (Arvidsson et al., 1995).

Oblasti vyskytu koreluji s roli v antinocicepénich a adiktivnich procesech (Delfs et al.,
1994). Ve stavech analgesie, euforie a mechanismu odmény ma mezi OR hlavni tilohu (Matthes
et al., 1996).

Signalizace endogennich opioidi na MOR, které moduluji dopaminergni aktivitu
systému odmény, indukuje zavirdni presynaptickych Ca kanalii a aktivuje postsynaptické
dovniti usmérnujici draslikové kanaly spiazené s G proteiny (GIRK). Tim se blokuje vylev
kyseliny y-aminomaselné (GABA) z interneuronti a tyto interneurony VTA piestavaji inhibovat
¢innost dopaminergnich neurontt VTA, které zacnou uvoltovat dopamin do NAcc
zodpovédného za tvorbu stavii odmény. Toto je také prokdzany mechanismus plsobeni drog

(Unterwald et al., 1995).

Jeho endogennimi ligandy jsou endomorfiny a enkefaliny, nejvice afinnim je f-
endorfin, nejsilngj$i neurotransmiter z endogennich opioidnich peptidi. Z opiati se na ngj
s velkou afinitou vazou morfin, heroin a metadon. [D-Ala?, N-Me-Phe*, Gly*>ol]-enkefalin

(DAMGO) je selektivnim syntetickym opioidem.

Hlavnim antagonistou je naltrexon. Dlouhodobym podavanim naltrexonu se navysovala
uroven jeho navazovani na mysi typ MOR, ale nijak vyznamné se nenavysovala hladina mRNA
receptoru v kaudatnim putamenu, hypotalamu, AMY, VTA, hippokampu, substantia nigra ani
Vv periakveduktalni Sedi (Unterwald et al., 1995).

6.1 OPRM1



Lidsky MOR je kodovan single-copy genem hOPRM1 v useku 6q24-25 a obsahuje ¢tyfi
exony a tfi introny (Wang et al., 1994).

6.1.1 Polymorfismy OPRMI1 lokalizované v exonech
6.1.1.1 A118G (Asn40Asp, N40D)

Béznym SNP v exonu 1 OPRML1 je tranzice adeninu na guanin na nukleotidové pozici
118 a znamena substituci asparaginu za aspartat ve 40. kodonu (Asn40Asp, N40D) v N-

terminalni doméné MOR.

V pokusu afinity k mnoha riznym opioidim byl A118G MOR v oocytech Xenopus
V navozeni analgezie. Opioid byl navic schopny u 118G vyvolat 3x vétsi aktivaci GIRK (Bond
et al., 1998). Nasledny pokus s bufikami odvozenymi z opi¢i jaterni tkané (COS) neukazal
zadné rozdily v potenci mezi 118A a 118G typem receptoru (Befort et al., 2001). Zména
V naboji a ztrata jednoho N-glykosyla¢niho mista pravdépodobné ovliviiuje uroven exprese a
transport receptoru, jelikoz spravny proces N-glykosylace je nezbytny pro zaujeti spravné
konformace k internalizaci receptoru (Bergen et al., 1997; Petiji-Repo et al., 2000). Ubytkem
jednoho N-glykosyla¢niho mista doslo ke zvySené afinit¢ MOR k naloxonu (Chong et al.,
2006), ale dalsi laboratoie naméfily stejnou afinitou k BE, morfinu a metadonu a neprokazaly
z4ddné zmény V cAMP signalizaci, piestoze byla snizena dostupnost vazebnych mist receptori
(Kroslak et al., 2007). U vyzkumu na lidskych burnikach odvozenych z embryonalnich bunék
ledvin (HEK293) bunkach byla vlivem A118G genotypu snizena exprese mMRNA a nizsi
mnozstvi receptord, vazebné afinity se ale vyrazné nelisily (Beyer et al., 2004). Podobné
vysledky exprese, afinity a mnozstvi receptori se ukézaly u mysi alternativy tohoto SNP
(Mague et al., 2009). U lidského A118G MOR vlozeného do kiec¢ich oocytii byly naméteny
2x nizsi exprese MRNA a 10x mén¢ proteinu (Zhang et al., 2005). Kroslak a kolektiv také
namé&fili niZsi schopnost exprese a az 0 66 % méné receptorit na membrang. Také provedli test
dulezitosti N-glykosylace jako vyznamného elementu spravné maturace a ukotveni receptoru
na membrané — pocet receptori na membrané znatelné klesl (Kroslak et al., 2007). Po
nitrozilnim podani naloxonu byla 118G naméfena vétsi kortizolova stresova odpoved (Wand
2011), stejné tak bazalni hladiny kortizolu u 118G jedinci (cela pracovni skupina byla zdrava)
byly zvysené. Mezi zenami byl dokonce fenotypovy rozdil jesté znatelnéjsi (Bart et al., 2006).

V ramci testu kontrakce rohovky byla naméfena snizena potence morfin-6-glukuronidu jakozto
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hlavni u¢inné latky morfinu na 118G MOR, ale afinita morfinu se nezmeénila (Lotsch et al.,

2002).

V ramci mapovani polymorfismu spjatych s adikci se ¢asto tvofi genotypiza¢ni analyzy
s pomoci riizného mnozstvi vice ¢i méné homogennich skupin. Frekvence vyskytu této alely je
pomérné vysoka - v rozmezi 7,8- 34,1 %, u lidi asijského ptivodu dokonce az 60 %. Naptiklad
studie na Afroameri¢anech, europoidnich Americanech (EA), Hispancich, Japoncich,
Etiopanech, Beduinech a askenazskych Zidech zkoumala asociace zavislosti s A118G nebo
Ala6Val. Kohorty byly umysIn¢ vybrany z rtiznych etnik i z vice geografickych regionl a
ukdzaly se vyznamné etnické rozdily v distribuci alel, napiiklad japonskéa skupina méla oproti
jinym z kohorty zavislych nékolikanasobné vyssi frekvenci Asn40Asp (Gelernter et al., 1999),
v ¢inském vzorku dalsi studie se SNP vyskytoval také casto (Li et al., 2000), Szeto a kolegové
objevili signifikantni asociaci 118G a nového SNP C1031G u ¢inskych subjekta s HA (Szeto
et al., 2001). Studie $védskych subjektt také poukazala na vyznamnou asociaci 118G alely s
HA (G Bart et al., 2004).

6.1.1.2 C17T (AlasVal, A6V)

Dalsi ¢asty SNP na exonu 1 znamend tranzici cytosinu na thymin na 17. pozici (6.

kodon) ménici alanin na valin v N-koncové doméné (Berrettini et al., 1997)

Navzdory jeho pomérné vysoké frekvenci v populacich nebylo velmi prostudovano jeho
fyziologické ptsobeni. Pokus s u¢innosti signalni kaskady buprenorfinem, DAMGO, morfinem
a BE ukazal, Ze u A6V MOR byla dramaticky snizena inhibice AC a nasledna fosforylace

kinazy regulované extracelularnim signalem (Knapman, Santiago, & Connor, 2015).

Hoehe a kolektiv prokazali Castejsi vyskyt 17T MOR u Afroamericanti se zavislosti na
opiatech (OA) (Hoehe et al., 2000). V dalsi studii se zkoumalo 5 SNP véetn¢ C17T na
Afroameri¢anech a europoidnich Americanech, opét byly patrné etnické rozdily v distribuci,
ale neprokazala se zadnd vyznamna asociace (Crowley et al., 2003). Studie 282 ¢inskych
subjektt s HA nebyl tento SNP zaznamenan ani jednou, vsichni méli C17C genotyp (Li et al.,
2000). Velka analyza na zenach afroamerického, europoidniho a hispanského puvodu se
substancni zavislosti ukazala nerovnomérné etnické rozlozeni CT a TT genotypu s tim, ze
Afroamericanky je nosily ve 35,7 / 6 %, Hispanky ve 12,1 /0,5 % a b&losky v 1,2 /0 %. (Crystal
etal., 2012).



6.1.1.3 T802C (Ser268Pro, S268P)

Tranzice thyminu na cytosin na pozici 268 méni serin na prolin v kodonu 268. Nachazi
se na CL3 a je zde fosforyla¢ni misto pro Ca2*/kalmodulin-dependentni kindzu Il (CaMK 1)
lidského MOR. G protein a kalmodulin se zde kvuli ptekryvajicim se vazebnym doméndm
chovaji kompeticné (Wang et al., 1999). Prvni vyzkum funkénich zmén T802C v lidském MOR
zaznamenal, ze SNP znateln¢ zpomaluje desensitizaci pomoci CaMK II a vznika slabsi, zato
perzistentni interakce OR s G proteiny (Koch et al., 2000). Dalsi laboratof potvrdila zhorSenou
asociaci 268P OR s G proteiny, ale uz ne zmény v desensitizaci OR v reakci na nékolik agonistil
(Befort et al., 2001). Jiné vysledky ukazaly naopak 4x vyssi narust ligandem iniciované G
proteinové signalizace a sniZzenou schopnost polymorfismu 268P a 265H vazby kalmodulinu
na OR. (Wang et al., 2001). Wang a kolektiv vyvodili, Ze laboratot K. Befortové méla v pokusu
neadekvatni koncentraci Mg2* iontli pro navozeni pfirozenych podminek pii pokusu. Tyto dva
vyzkumy tedy sice maji protichidné vysledky, ale naznacuji, ze prolin narusenim struktury CL3

pusobi funkéni defekt stimulované G proteinové signalizace.
6.1.2 Polymorfismy OPRMI1 lokalizované v intronech
6.1.2.1 IVS2 + 691G/C

Tento SNP nekodujici intronové oblasti ma pomérmné hojny vyskyt u Evropanti, u ¢inské

populace je o néco méné Casty (Bergen et al., 1997; Li et al., 2000).

7. 0 opioidni receptor

DOR maji omezenéjsi distribuci, vyskytuji se hojné v olfaktorickém bulbu, neokortexu,
kaudalnim putamenu, hippokampu, NAcc, AMY a dorzalnich kotfenech hibetni michy. Naopak
v thalamu nebo v hypotalamu se moc nevyskytuji (Mansour et al., 1987; Mansour et al., 1993).

Jsou ulozeny v axonech, jejich ptisobeni je presynaptické (Dado et al., 1993).

Podili se na analgetickych projevech opioidu (Frederickson et al., 1981). Agonist¢é DOR
moduluji antinocicepcni efekt MOR agonistti (Jiang et al., 1990; Qi et al., 1990). Pusobi
respiracni depresi, snizuji gastrointestinalni motilitu, reguluji emoc¢ni stavy (Filliol et al., 2000)

a maji klicovou funkci v rozvoji tolerance na opioidy (Zhu et al., 1999).



Mysi cDNA pro DOR byla naklonovana ze vsech OR nejdiive (Evans et al., 1992;
Kieffer et al., 1992), krystalova struktura DOR byla popsana za pomoci vazby na naltrindol o
dvacet let pozd¢ji (Granier et al., 2012).

Endogennimi opioidy DOR jsou metenkefalin a leuenkefalin. Vysoce selektivnimi
ptirodnimi opioidy tohoto receptoru jsou deltorfiny. Antagonistou je naptiklad naltrindol.

7.1 OPRD1

Gen hOPRDI koduje lidsky DOR, obsahuje tii exony a lezi v chromozomové oblasti
1p34.3- p36.1 (Simonin et al., 1994). OPRD1 ma relativné konzervovanou kodujici sekvenci.

7.1.1 Polymorfismy OPRD1 lokalizované v exonech
7.1.1.1 T80G (Phe27Cys, F27C)

Tento nesynonymni SNP zahrnuje tranzici thyminu na guanin v exonu 1 Gstici ve tvorbu
cysteinu namisto evoluéné konzervovaného fenylalaninu v pozici 27 (Phe27Cys). Projevuje se

na N-koncové doméné.

Phe27Cys receptory maji mensi stabilitu na membrané, rychlou internalizaci a vyrazné
vétsi denzitu intracelularng. Také byla naméfena podstatné mensi efektivita jejich maturace
(50% 27Cys: 85% 27Phe). Tvoii mensi pomér maturovanych, plné funkénich receptorti oproti
prekurzoriim, ale nevytvati zddnou poruchu ve skladani DOR a jeho farmakologie 1 maturacni
rychlost jsou srovnatelné s27Phe formou. V prubéhu své syntézy receptory interaguji
se sarkoplasmatickou Ca?* ATPazou (Leskeli et al., 2009). Od té 27Cys prekurzor pomaleji
2+

disociuje. Exprese této formy DOR navic destabilizuje nitrobunéénou ATP-indukovanou Ca

signalizaci a vapnikovou homeostazu (Tuusa & Petdja-Repo, 2011).

Byla provedena studie potencialni vazebné nerovnovahy T80G a T921C na rtiznorodém
vzorku EA, Afroameri¢ani, askenazskych Zidi, Etiopanti, Beduini a Japonci, ve které byly
patrné vyrazné rozdily ve frekvenci alel mezi populacemi, nejvétsi zastoupeni 80G bylo u
Evropant (9 %). Nebyla nalezena signifikantni vazebna nerovnovaha (Joel Gelernter &
Kranzler, 2000). Analyza genotypu 1923 EA zmapovala 18 SNP vcetné T80G, ale neprokazalo
vyznamngjsi asociaci se zavislosti (X Xuei et al., 2007). Studie OA u EA zkoumala 11 SNP,

signifikantni byla pouze asociace s G80T, signifikantné¢ asociovany byl také haplotyp



GCAACT obsahujici Sest SNP v¢etné¢ G80T a T921C (Zhang et al., 2008). T80G genotyp se
V jedné studii projevil preferen¢né u muzi (europoidnich Americanti) s OA oproti Zendm s OA

(Crist, Ambrose-Lanci, et al., 2013).
7.1.1.2 T921C (Gly307, G307)

Tato synonymni mutace méni ancestralni thymin na minoritni cytosin v exonu 3 a
ovliviiuje glycin na pozici 307. Objevil ji Mayer v némecké kohort¢ a asocioval ji se zavislosti
na heroinu, TC a CC forma byly u zavislych z 53,4 %, u kontrol z 39,1 %. Zavisli byli vyrazné
castéji CC homozygoti (26,2 % oproti 9,6 %). TT genotyp jevil protektivni ¢inek, CC naopak
tendenci k adiktivniho chovani (Mayer et al., 1997). Navazujici studie s homogennimi
skupinami v Némecku a Ciné tento vysledek nereplikovaly (Franke et al., 1999; Xu et al.,
2002), némecka studie HA méfila i dédi¢nost pienosu preferenénich alel, v ptibuzenskych
testech dokonce lehce pievazoval preferencni pienos T alely. Studium asociace SNP
s vysledkem metadonové 1écby na dalsi europoidni kohorté s OA mélo také nesignifikantni
vysledky. VétSina (93 %) pacientd byli kufaci, coZ podporuje mySlenku ¢asté komorbidity u
substan¢nich zavislosti (Crettol et al., 2008; Tsuang et al., 1998).

Tato tranzice ptfimo neméni primarni AK sekvenci, netvofi tedy pfimy fyziologicky
efekt, ale mohla by ovliviiovat vyssi proteinovou strukturu.

7.1.2 Polymorfismy OPRD1 lokalizované v intronech

7.1.2.1 rs2236861

Tento SNP je lokalizovan v intronu I (v nekddujici oblasti) a misto cytosinu tvoii minoritni
thymin. Pti studii EA s HA podstupujicich metadonovou 1é¢bu se zkoumalo 1350 jejich SNP u
130 kandidatnich gent. Tento SNP byl s HA lehce asociovan (Levran et al., 2008). V evropské
kohorté¢ 142 dlouhodobé zavislych na opiatech byl C/T genotyp asociovany s OA. CC typ se
vyskytoval u pacienti a TT u kontrol (Beer et al., 2013).

7.1.2.2 rs3766951



Lezi v intronu 1, minoritni je G alela. Byla potvrzena asociace S HA u EA a lzraelct (Levran

et al., 2008), u 1459 Australani s HA byla siln¢ v signifikantni asociaci (Nelson et al., 2014).
7.1.2.3 rs2236855

Je to vysoce evolu¢éné konzervovany, nesynonymni SNP v intronu 1. U EA s OA nebyla
nalezena asociace s timto SNP, ale pohlavné odliSené analyzy zjistily asociaci rs2236855 s
kohortou EA muzu (Crist, Ambrose-Lanci, et al., 2013).

7.1.2.4 rs2236857

SNP pattici do intronu I. Pfi studii EA s HA podstupujicich metadonovou 1é¢bu byl s HA také
lehce asociovan (Levran et al., 2008), coz vsak dal$i vyzkum také na EA nepotvrdil (X Xuei et
al., 2007).

7.1.2.5rs581111

Pfi vyzkumu vlivu tohoto SNP na vysledku buprenorfinové nebo metadonové 1é¢by u 582 EA,
pohlavné-specifickd analyza ukazala, ze tento spolu s dal$im intronnim SNP (rs529520)
predikovaly vysledek 1é¢by u zen. GG genotyp rs581111 mél vice negativnich vysledki testd
moci nez AG/AA pii buprenorfinové 1écbé. U rs529520 mél CC genotyp signifikantné€ lepsi
vysledky nez AA (Clarke et al., 2014). Dalsi analyza byla provedena na Australanech s HA a
byl nalezen signifikantni rs2236857 + rs581111 GA haplotyp v intronu | (Nelson et al., 2014).

7.1.2.6 rs678849
Byla nalezena vyrazna asociace tohoto SNP s OA u Afroameri¢ant. Intronni SNP ovliviioval
vysledek 1écebnych procedur pomoci metadonu a buprenorfinu. Metadonova skupina s CC
méla oproti CT a TT genotypu lepsi vysledky (negativni mocové testy). V buprenorphinové
skupin¢é mély subjekty s CC variantou oproti CT/TT castéji pozitivni vysledek testi. Minoritni
alela pravdépodobné jevila ¢astecné protektivni ucinek, vyskytovala se zvysen¢ u kontrol. Proto
se jevi jako logicky potencidlni postup pro 1écbu OA u Afroameri¢anti s CC genotypem pomoci

metadonu a u pacientd s T alelou pomoci buprenorfinu (Crist, Clarke, et al., 2013).

7.1.2.7 rs10753331
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Studie na 1007 EA s OA pomoci pohlavné-specifické analyzy prokazala asociaci S timto
nesynonymnim SNP u muza (Crist, Ambrose-Lanci, et al., 2013).

7.1.2.8 rs569356

Promotorovy SNP na hOPRD1 lezici 1968 bazickych part od pocatku transkripce. Je
ve vysoké vazebné nerovnovaze S G80T. Vyssi exprese luciferazy zapfi¢inéna timto
promotorem (ptes vektor) byla signifikantné asociovana s minoritni G alelou SNP oproti A
alele. SNP je ve vazebném misté potencidlnich transkripénich faktord, G alela tedy muze
teoreticky pozménovat uroven jejich navazovani se na promotor, tim ovliviiovat kinetiku

transkripce a nasledné celou OPRD1 expresi (Zhang et al., 2010).

8. k opioidni receptor

KOR jsou bohaté distribuovany ve strukturadch systému odmény jako VTA, NAcc,
hippokampus, striatum, amygdala a substantia nigra (Meng et al., 1993), v neokortexu,
kaudalnim putamenu, ¢ichovém tuberkulu, ventromedialnim hypotalamu, nucleus ruber, locus
coeruleus a dorzalnich kofenech miSnich (Mansour et al., 1994). Jeho aktivace vyvolava
dysforii, diurézu a antinocicepci. M4 antagonistické interakce s MOR, sniZuje bazalni i drogové
indukované extraceluldrni uvolilovani dopaminu inhibici dopaminergnich neuronti v systému
odmény (Di Chiara & Imperato, 1988; Spanagel et al., 1992), takze potlacuje analgezii a
odménné procesy indukované MOR. Podili se i na abstinencnich piiznacich zapfic¢inénych

uzivanim morfinu (Simonin et al., 1998).

Endogenni opioidy preferenéné puisobici na KOR jsou dynorfiny (Chavkin, James, &
Goldstein, 1982). KOR vykazuje nejvyssi stupen selektivity k endogennim ligandiim, ma velmi
slabou afinitu k Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu/Met jadru, velmi dobfie se vaze k AK zbytkiim Arg-Arg,
Arg-Phe a Arg-Lys na Sesté a sedmé pozici proteinu (Mansour et al., 1995). Syntetickym
agonistou se silnou afinitou je U-50,488 (Vonvoigtlander, Lahti, & Ludens, 1983).

Agonist¢ KOR putisobi analgesii pfi malém potencialu vzniku zavislosti (Tao et al.,
2008). Proto je KOR systém teréem vyzkumu, zda by mohl fungovat jako nahradni misto
pusobnosti analgetik. Klasicti agonisté vSak tvoii razné vedlejsi efekty (sedace, averze,
deprese), coz zatim omezuje jejich klinické vyuziti. Naptiklad salvinorin A ptisobi halucina¢ni

stavy (Gonzalez et al., 2006) a rychle se odbourava, ale ma nizkou toxicitu i maly potencial
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k abusu, proto se vyvijeji synteticka terapeutika proti adikci na jeho bazi (Prevatt-Smith et al.,
2011).

Binaltorphimin (BNI) a nor-binaltorphimin (nBNI) jsou vysoce selektivnimi
antagonisty se silnou blokacni aktivitou (Portoghese, Lipkowski & Takemori, 1987) trvajici az
ptes tii tydny (Horan et al., 1992). Po podani nBNI byla zjisténa zvySena dynamika dopaminu
u wild-type mysi (Chefer et al., 2005). Antagonist¢é KOR tedy rusi jeho antagonistické
schopnosti viici MOR (Masahiko et al., 1993).

8.1 OPRK1

Lidsky KOR je kodovan genem hOPRK1, ktery je na chromozomu lokalizovan v misté
8q11.2 a zahrnuje Ctyfi exony a tii introny (Yuferov et al., 2004).

8.1.1 Polymorfismy OPRKI1 lokalizované v exonové oblasti

8.1.1.1 G36T (Prol2, P12)

Synonymni SNP lezici v oblasti exonu 1 méni vzacnéjsi CCG kodon (11 %) na vice
frekventovany (29 %) CCT kodon (Gerra et al., 2007).

Zkoumani asociace haplotyptt vSech 4 exonu a intronu I genu hOPRK s adikci u
Afroameri¢and, Ameriant s asijskym puvodem, Evropani a Hispanci vylécenych ze
zavislosti prokazalo znatelné rozdily Vv jednotlivych etnikach, byla prokdzana asociace SNP
G36T s OA (Yuferov et al., 2004). Studie na Evropanech s HA prokazala signifikantné vyssi
frekvenci SNP u zavislych, 44,2 % komorbidné trpélo dalsi psychiatrickou poruchou. GT, TT
genotyp byl u zavislych v 18,87 % oproti kontrolam (8,57 %). GG genotyp jevi protektivni
ucinek (Gerra et al., 2007). Pfi zkoumani asociace S vysledkem buprenorfinové 1écby u

Evropant s HA nebyly zjistény Zadné asociace (Gerra et al., 2014).

8.1.2 Dalsi polymorfismy OPRK1

Studie na EA s probihajici metadonovou 1écbou na HA objevila protektivni efekt
ancestralni C alely SNP rs6473797 (Levran et al., 2008).

Zkouméani 17 SNP OPRKI1 v taiwanské populaci alkoholikii podstupujicich
metadonovou 1écbu objevilo rs7832417, rs16918853, rs702764 a rs7817710, lokalizované na
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rozmezi exonu 4 az intronu 3, které byly asociované s abstinen¢nimi pfiznaky jako kostni a
kloubni bolesti, piloerekce, zivani a celkovy neklid. Tyto intronni SNP tedy nejspise modifikuji

stresovou odpoveéd’ (Wang et al., 2014).

Zkoumani n¢kolika SNP véetné G36T a C843T u europoidnich Ameri¢anti neprokazalo
zadnou asociaci s OA (Zhang et al., 2008), stejn¢ tak analyza vzorku Afroameri¢and s HA, ta
nicméné opét ukazala vyznamné etnické rozdily v distribuci alel (Levran et al., 2009). U
Hispanct byly objeveny dva s OA signifikantné asociované haplotypy: AGCTCGTC piitomny
jen u kontrol a GGCGTGCC jen u jedinct s OA (Yuferov et al., 2004).

9. Nociceptin/orfaninovy receptor

Tento ,,opioidim podobny* receptor je velmi podobny MOR, DOR a KOR, ma s nimi
az vice nez osmdesatiprocentni homologii ve druhé, tieti a sedmé TM doméné, uz ne tolik na N-
koncové doméné, EL2 a EL3. Jeho ligandem je nociceptin. Tak jako se nevaZou na
nociceptinovy receptor zadné typické opioidy, jeho ligand nevaze na zadny jiny OR. (Mollereau
etal., 1994).

9.1 OPRL1
AZ v recentni dob¢ se zacal testovat i OPRLI v ramci mozné asociace s OA, proto je o

jeho polymorfismech zatim jen malo informaci.

9.1.1 Polymorfismy na OPRL1

Ve studii 1923 EA alkoholikti bylo analyzovano 10 SNP na hOPLRLI. Z toho dva
blizké polymorfismy: rs6512305, tranzice adeninu na guanin v intronické oblasti a C206T na
5’UTR konci byly lehce asociované s OA EA subjekti (Xuei et al., 2008).
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10. Zavér

Existuje velké mnozstvi polymorfnich variant geni pro OR a mnoho dulezZitych
signalnich kaskad, které mohou alterovat. Napiiklad se pomaleji disociuji od specifickych
kindz, pomaleji desensitizuji a maturuji, G proteiny se na n¢ vazou s horsi afinitou, potlacuji
efekt vybranych agonistil, méni pribéh proteinového sortingu a internalizace receptoru do
membrany. VSemi tyto d&i nésledné ovliviiuji celou nitrobunéénou i mimobunécnou
signalizaci a vyssi déje zahrnujici antinocicepci, stresovou odpovéd organismu a samoziejmé

adiktivni déje.

Pocetnost polymorfismi geni OR je pfi¢inou vétSinou nevalné uspéSnosti lécebnych
vysledki klasické farmakoterapie, k vétsi ispé$nosti 1éby je zasadni dalsi studium genetickych

profilti zavislych a interakce s jednotlivymi lé¢ebnymi postupy farmakoterapie.

Drogova zavislost je komplexni, polygenné podminénou poruchou. Pro 1é¢bu a pro
komplexni pochopeni adikce se nelze jednoduse sousttedit na jeden polymorfismus, protoze
patrné bude mit jen maly dopad na potencialni rozvoj zavislosti a tedy soustfedéni se s 1é€bou
Naopak vice zdanlivé funkéné bezvyznamnych polymorfismi se muize spole¢né projevit jako S

adikci siln€ asociovany haplotyp a vyvolavat dileZité funkéni zmény na OR.

Vyznamné alelické variace etnickych skupin bude do budoucna nutné brat pti vyzkumech i
1é€bé v potaz, protoze ocividné vyvolavaji rozdilnou odpoveéd na 1écbu pomoci receptorovych
antagonistl i jeji dlouhodobou tspésnost. V konkrétnich kohortach navic jiz s jistou rezervou
dokézeme predikovat vysledek 1écby. Kombinace asociovanych polymorfismil typickych pro
jednotliva etnika s prokazané G¢innym antagonistou se zda byt slibnou cestou 1é€by opiatové
zéavislosti pomoci farmakogenomiky. Podle dostupnych vysledkii studii poukazujicich na
rozdilny vyskyt alel mezi pohlavimi bude zfejmé také potieba ptihlédnout k odliSnym terapiim

pro muze a pro zeny.

Asociacni studie a genotypizace rozeznavaji polymorfismy ovliviiujici komplexni
nemoci a drogové odpovedi na 1é€bu. OvSem nékteré zahrnou piilis maly pocet subjekt, proto
se asociace jednoho ¢i vice synergistickych polymorfismli nemusi plné projevit. Poptipadé se

Vv analyze patiicné neoddéli jednotlivé skupiny, coz miize tstit v zavadéjici vysledky.
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