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Souhrn

Deprese je systémové onemocnéni s komplexni patofyziologii
projevujici se biologickymi, kognitivnimi a psychopatol ogickymi
symptomy. Nalézame naruSeni hormonalni regulace, imunitni zmény a
naruSeni funkce zvl&St¢ monoaminergnich a indolaminergnich
neuromedidtorovych  systémia. Farmakologicky z&sah  pomoci
antidepresivné pusobicich 1éka vede k odeznéni depresivniho syndromu
i k Upravé homeostatické nerovnovahy.

Jak nervovy, tak i imunitni a endokrinni systém vyuZiva k prenosu
signalu do vnitra bunky receptory sprazené s heterotrimerickymi G
proteiny (G proteiny). Predklddand prace studuje zmény vyvolané
stresem u experimentalnich mysi v CNS a na periferii a antidepresivy
vyvolané zmény na trovni hladin G proteind v in vitro C6 gliomové
linii ain vivo v tkanich laboratorniho potkana.

Imobiliza¢ni stres u mySi vyvolava vyznamné zmeény v hladinach G
proteinovych podjednotek ve slezing i v CNS s obdobnym profilem
odpoveédi. Vysledky poukazuji na dileZitost stresové dopaminergni
komponenty v regulaci leukocytérnich funkci a vliv dopaminergni
regulace na lymfocytarni funkce bez vlivu stresu. Ndlezy na gliomové
linii pak ukazuji specifické antidepresivy vyvolané zmény hladin G
proteinovych podjednotkovych profila a demonstruji tak mechanismus
Gcinku nezévisly na inhibici vychytavani neurotransmiterd, ktery se
miZe podilet na ovlivnéni funkce bunéénych kaskéd iniciovanych

membranovymi G proteiny v neurondni i gliove bunééné populaci.



Abstract

Depression is a complex systemic disorder with exhibiting biological,
coghitive and psychopathological symptoms. There are changes in
hormonal regulation, immune changes and disturbance in function of
especially monoamine and indoleamine neurotransmitter circuits in
the CNS. Pharmacologic intervention with antidepressants is treating
depressive syndrome as well as homeostatic imbalance. These
neurctransmitter systems use in the signa transduction from
membrane into the cell receptors coupled with heterotrimeric G
proteins (GTP binding proteins).This thesis studies changes in G
protein subunit levels induced by stress and psychotropic drugs in the
CNS and immune system of experimental mice and antidepressant
induced changesin vitro in the C6 glioma cell lineanin vivo in therat
tissue. Immobilization stress induces prominent changes in the G
protein subunit levels in the spleen and CNS of experimental mice
with analogical profile of response. Results show importance of stress
dopaminergic component in the leukocyte function regulation and also
demonstrate importance of dopaminergic regulation without stress
exposition. Findings obtained in the glioma C6 cdl line show
antidepressant induced drug specific changes of the G subunit profiles
and demonstrate thus mode of action independent on the monoamine
reuptake blockade, which can participate in the modulation of the
signal transduction cascades initiated by G proteins in the neuronal
and glial cell populations.



Uvod

Mezi neuromediatorové systémy svyraznym modulujicim
vlivem na neuropsychiatrické a homeostaticke funkce véetné regulace
ndlady a odpovédi na stresové podnéty patii indolamin serotonin a
monoaminy noradrenalin a dopamin. V sou¢asnosti uZivana
antidepresivni terapie zvysuje hladiny neurotransmitertt nebo riaznym
zpasobem ovlivije jeich receptorové systémy (Duman 2004, Sadock
a Sadock, 2005, kap. 23,31). V pienosu signdlu z membrany do nitra
bunky dulezitou roli hraji G proteiny. Po aktivaci receptoru agonistou
asociované podjednotky G proteinu disociuji a zvl&sté a podjednotky
aktivuji systémy druhych posli snaslednou aktivaci kinazovych
kaskéd. Rozhodujicimi z hlediska mechanismu G¢inku antidepresivni
&by se jevi byt kaskady sprazené s Gag/ll a Gas a Gai
podjednotkami aktivujici protein kinazu C a kalciumvkalmodulin
dependenni protein kindzu a cAMP-dependentni protein kinazu (PKA)
(Popoli et al., 2000, Tiraboshi et al, 2004, Wettschurek a Offermanns,
2005, Duman et a., 2006).

Mezi vyvolavajicimi faktory deprese jsou casto nalézany
stresové Zivotni udalosti. Dlouhodobé vystaveni stresoram, které
vyvolavaji uvolnéni monoamini, maze vést k depleci jgich zasob a
rozvoji chovani podobnému depresi, snizené monoaminergni rezervy
poté ¢ini organismus citlivéjSim k dalSimu stresu, u nemocnych
depresi je prokézano snizeni monoaminergniho prenosu (Roth et al.,
1998, prehled Anisman et al., 2008). Jednim z hlavnich mechanisma,



kterym organismus reaguje na akutni a chronicky stres je aktivace
hypotalamo-hypofyzo-adrendlni osy, u urcité ¢asti depresivnich
nemocnych (pfiblizné¢ 50%) je poruSena zpétnovazebna inhibice
sekrece kortizolu (nonsuprese v dexametazonovém testu) (Tafet a
Bernardini 2003, Watson et al., 2006).

JiZz delSi dobu je znamo, Ze depresivni onemocnéni je spojeno
S imunitnimi zménami, zvy3ené hladiny prozanétlivych cytokini jsou
schopny vyvolat chovani, které je charakterizovano snizenim energie,
anorexii, zhorSenim pozornosti, snizenim aktivity, spavosti a v jistych
znacich je tedy analogické depresi (Kelley et al., 2003, Dantzer et al.,
2004). Prozénétlive cytokiny jako IL-1 nebo TNF-a mohou v CNS
mit negativni vliv naprocesy neuroplasticity a vyvolavat depresi
podobné chovani v animélnich modelech (Koo a Duman, 2008).
Bunky prirozené imunity, ptirozeni zabijeci (NK) jsou velice citlivym
ukazatelem Urovné psychologického stresu i fyzické zatéze, v prabehu
stresové reakce jsou regulovany piimo i aktivitou CNS (Downing a
Myian 2000). Nejkonzistentngji prokazovanou imunitni zménou u
nemocnych depresi na bunééné drovni je snizend cytotoxicita NK
bunek a sniZeni jgjich absolutniho poétu (Irwin et al., 1987, Zorrilla et
al., 2001).

V rozvoji reakce na stresovy podnét jsou relativné rychle
uvolnovany katecholaminy: adrenalin, noradrenalin a dopamin, které
jednak systémovou cestou, jednak specifi¢téjSim uvoliovanim
z nervovych zakonéeni reguluji komplexni reakci na stresovy podnét



véetné ovlivnéni bunécnych efektorovych funkci a sekrece cytokini
(Stanford, 1995). Katecholaminy moduluji cytokinovou sit’
pozitivnim i negativnim zpisobem, za nejdileZitéjsi molekuly jsou
v tomto ohledu povaZovany adrenalin a noradrenalin, role dopaminu
je mnohem méné prozkoumana (Beck et al., 2004).

Hypotézy a cile prace

Hlavnim cilem préce je studovat psychofarmaky a stresem vyvolané
zmény bunée¢né signalizace na Urovni proteini vézajicich guaninové
nukleotidy na bunééném a zvifecim modelu. DalSim cilem bylo
studium cytokinové produkce v prubéhu stresové reakce a studium
cytotoxicity NK bunék a jgich ovlivnéni psychotropni medikaci
Vv pouzitém stresovém modelu. Specifické cile byly nasledujici:

1. posouzeni modulatniho vlivu imobilizacniho stresu na
hladiny G proteinovych a podjednotek v  mozku
experimentalnich zvifat a jgich ovlivnéni dopaminergni a
adrenergni antagonizaci

2. posouzeni modulaéniho vlivu imobiliza¢niho stresu na
hladiny G proteinovych a podjednotek slezinnych
mononuklearnich bungk a jegich ovlivnéni dopaminergni a

adrenergni antagonizaci



dedovani vlivu imobilizacniho stresu a dopaminergni a
adrenergni antagonizace na cytokinovou produkci slezinnych
mononuklearnich bunek

dedovani vlivu imobilizacniho stresu a dopaminergni a
adrenergni antagonizace na cytotoxickou aktivitu prirozenych
zabiject

sledovani vlivu antidepresiv na hladiny G proteinovych a
podjednotek C6 gliomové bunécné linie pii kratkodobém a
dlouhodobém podavani

dedovani vlivu antidepresiv na hladiny G proteinovych a
podjednotek v mozku laboratorniho potkana pii dlouhodobém
podavani

dedovani vlivu antidepresiv na hladiny G proteinovych a
podjednotek v riaznych organovych systémech u laboratorniho
potkana



Material a metody

Sresovy model

Byla pouzita osmitydenni inbredni CBA/J zvifata, kterd byla
podrobena standardizovanému 12 hodinovému protokolu omezeni
v pohybu. Nestresovana kontrolni zvitata byla drzena v pavodnich
klecich bez piistupu kvodé a potravé. Sulpirid, fentolamin a
fyziologicky roztok byly podany 30 minut pied umisténim zvitat do
kyvety. Na konci stresové procedury byla zvirata usmrcena a organy
byly odpreparovany k provedeni dalSich analyz.

Cytotoxicky test

Metoda: Efektorové lymfocyty jsou smichdny s konstantnim
mnozstvim cilovych bungk nadorové kultury znagenych izotopem >'Cr
pri trech raznych koncentracich, méteno bylo mnoZstvi uvolnéného
*ICr z lyzovanych cilovych bungk.

C6 gliomoveé buriky

Buiky byly kultivovany v MEM mediu ve standardnich podminkéch.
Konfluentni kultury byly vystaveny u¢inkim antidepresiva po dobu
24 hod nebo 5 dni. Buriky byly poté promyty, homogenizovany a poté
pripraveny cholatové extrakty z membranovych frakci.

ELISA

V cholatovych membréanovych extraktech byly analyzovany Ga
subjednotky ELISA technikou svyuZitim naSich polyklondlnich
protilatek proti C-termindlnim dekapeptidim afetézci Gas, Gail,2 a



Gog/11l. Pouzili jsme ELISA techniku kompetitivni inhibice,
modifikované uzitim mikrotitracnich desticek Maxisorp (NUNC) pro
nekovalentni vazbu peptidu.

ELISA stanoveni extracelularnich cytokin:: ve vzorcich

Supernatanty odebrané po 24 hodindch inkubace dlezinnych
mononuklearnich bunék ziskanych ze zvitat stresového modelu byly
kultivovany v CO, inkubatoru 24 hodin, nasledné byly centrifugovany
a sebrané supernatanty byly pouzity ke stanoveni hladin cytokint
pomoci Mouse Duoset ELISA development systému.

Mliv antidepresiv na hladiny G proteinovych podjednotek v organech
laboratorniho potkana

Byla pouzita zvitata kmene Wistar, chovana za standardnich
podminek. Antidepresivum bylo pfidano kazdy den po dobu 21 dni,
nasledn¢ byla zvirata usmrcena, byly vypreparovany mozky, sleziny a
brzliky a ptipraveny membranové frakce, ve kterych byly stanoveny
hladiny Go. podjednotek vySe uvedenou uvadénou ELISA technikou.

Satisticka analyza

VSechny vysledky jsou vyjadieny jako stiedni odchylka (S.E.M.).
Statisticka vyznamnost mezi skupinami byla Studentovym t-testem
nepérovych hodnot. P hodnoty niZSi nez 0,05 byly povaZzovany za
signifikantni (P < 0.05=*, P < 0.01=** a P < 0.001=***).



Vysedky

Graf 1. Hladiny Ga a Gb G proteinovych podjednotek v mySim
mozku u stresovanych a kontrolnich mysi a G¢inek a adrenergni a
D, dopaminergni antagonizace
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Stres vyvolavd v mozku vyrazné zvySeni hladin Gas a Gaq G
proteinovych podjednotek P<0,05(*). a-adrenergni antagonista
fentolamin signifikantné zvySuje hladiny Gai podjednotek pri
soucasném sniZzeni hladin Gas podjednotek P<0,05(*), hladiny Gaq
podjednotek sniZzuje nesignifikantné. Dopaminergni antagonista
sulpirid v mozku vykazuje analogicky profil odpovédi se zvySenim
hladiny Gai P<0,01(**) a snizenim Gas podjednotek P<0,05(*).

Profil odpovédi sulpiridu u slezinnych mononukleérnich bunék a
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v mozku vykazuje analogii stgné jako v piipadé nestresovanych
medikovanych zvitat (data v autoreferdtu neuvedena).

Graf 2. Produkce IL-2 slezinnymi mononukleér nimi buiikami u
stresovanych a nestresovanych zvirat a U¢inek a adrenergni
a dopaminergni antagonizace

IL-2
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O fentolamin
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bez stresu stres

Graf 2 ukazuje produkci I1L-2 slezinnymi mononuklearnimi buiikami u
kontrolnich mySi a mysSi podrobenych paradigmatu imobilizaéniho
stresu medikovanych fentolaminem (bilé sloupce) a sulpiridem (Sedé
sloupce). Imobilizacni stres vede k vyraznému potlaceni produkce IL-
2 slezinnymi mononuklearnimi buiikami na 66% hodnot zjisténych u
nestresovanych zvifat P<0,01(**). U nestresovanych zvitat jak
fentolamin (bilé sloupce), tak i sulpirid (Sedé sloupce) snizuji produkci
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IL-2 P<0,01(**). U stresovanych zvitat sulpirid produkci IL-2 naopak
zvy3suje P<0,05(*), fentolamin ji statisticky vyznamné neovliviiuje.

Graf 3. Vliv stresu a adrenergni a dopaminergni antagonizace na
cytotoxickou produkci p¥irozenych zabijeca (NK bunék)
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Graf 3 ukazuje NK bunkami zprostitedkovanou cytotoxicitu po in vivo
injekci adrenergniho antagonisty fentolaminu (¢erné sloupce) nebo
sulpiridu (Sedé sloupce) ve srovnani snemedikovanymi zviraty v
obvyklych podminkéch ¢i pod imobilizaénim stresem. Stres vede
k vyraznému Gtlumu  cytotoxickych funkci prirozenych zabiject
P<0,001(***). Aplikace sulpiridu vede k signifikantnimu zvySeni
cytotoxickych funkci u stresovanych zvitat o 40% P<0,001(***),
zatimco u nestresovanych zvitat vede k Utlumu cytotoxické aktivity
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P<0,01(**). Efekt fentolaminu byl statisticky vyznamny (P<0,01),
proporéné steiny ve srovnani s nemedikovanymi kontrolami u obou

skupin zvitat.

Graf 4. Vliv chronického podavani antidepresiv (imipraminu,
amitriptylinu, minserinu, fluoxetinu, citalopramu, sertralinu a
moklobemidu) na Ga subjednotkové profily C6 gliomovych bunék
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ProtozZe plny antidepresivni efekt nastupuje v prabéhu nékolika tydnu,
studium dlouhodobého pasobeni je zasadni pro odhad zmén in vivo, 5
denni expozice in vitro odpovida 21 dnim podavani in vivo. Vysledky
sumarizované v grafu 4 ukazuji pri chronické administraci statisticky
vyznamneé P<0,05(*) zvySeni hladiny Gag/11 podjednotek jako efekt
dlouhodobého podavani mirtazapinu, fluoxetinu a sertralinu. Profil
mirtazapinem vyvolaného podjednotkového ovlivnéni je obdobny
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akutnimu efektu (data v autoreferdtu nejsou uvedena), s redukci
hladiny Gas podjednotek. Mirtazapin a sertralin vykazuji analogicky
profil odpovédi se zvySenim hladin Gag/11 aredukci Ga podjednotek
P<0,05(*). Fluoxetin vyvolava zvySeni Gag/ll podjednotek pfi
chronickém podavani P<0,05(*), coz je opak akutniho pasobeni.
Citalopram oproti tomu zvy3uje hladiny Gas podjednotek P<0,05(*),
cedy profil odpovédi je analogicky kréatkodobému podavani.
Tricyklicka antidepresiva vyvolavaji zmény, které nejsou statisticky
signifikantni.

Graf 5. Vliv dlouhodobého podévani antidepresiv (desipraminu,
citalopramu a moklobemidu) na Ga podjednotkové profily
v mozku potkana.
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Vysledky zobrazené na grafu 5 ukazuji, Ze tricyklické antidepresivum
desipramin nevyvolava vyrazné zmeény hladiny G proteinovych
podjednotek v mozku laboratorniho potkana. Citalopram vyvolava
signifikantni P<0,05 (*) zvySeni hladin Gas a Gai podjednotek pri
soucasném snizeni hladiny Gaq podjednotek. Moklobemid vyvolava
v mozku in vivo zvySeni hladin Gas a Gai podjednotek P<0,05 (*).
V porovnani odpovédi farmak v obou modelech se ukazuje
signifikantni vliv moclobemidu in vivo. Citalopram in vivo zvy3uje
stejné jako v in vitro kultute hladinu Gas P<0,05 (*). Na rozdil od
pasobeni in vitro dochazi i k signifikantnimu zvySeni hladiny Gai
podjednotek.

Diskuze

12 hodinovy imobiliza¢ni stres u experimentdlnich mysi
vyvolava vyznamné zvySeni hladiny Gas a Gaqg G proteinovych
podjednotek ve slezing i v mozku experimentélnich zvirat. Na hladinu
podjednotkovych profila ma vyznamny vliv dopaminergni blokéda,
podani sulpiridu vede u nestresovanych zvitat ke zvySeni hladiny Gas
asnizeni hladin Gai podjednotek ve sleziné i mozku experimentélnich
zvitat, u stresovanych zvitat naopak zvysuje hladiny Gai podjednotek
pii sou¢asném vyrazném sniZeni hladiny Gas podjednotek (graf 1). Po
blokadé D, like receptori (D, a D3), které jsou negativné sprazené
s adenylylcykldzou miZe dochazet ke zvySeni hladiny cAMP, zvySeni
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hladiny cAMP je pak spojovéno scelkovou imunosupresi veetné
potlageni produkce cytokina v leukocytarnich bunkéch. Toto je
v souladu sobecné prijimanym imunosupresivnim vlivem stresu a
nélez tak ukazuje na dulezitost dopaminergni komponenty ve stresové
odpovédi a na dulezity vliv fyziologickych hladin dopaminu
pasobiciho hlavné cestou D, a D; receptora na prubéh imunitni
odpovédi u nestresovanych zvitat i u zvitat vystavenych stresu.

Sledované bunéené efektorové funkce jsou s vySe uvedenymi
ndlezy v souladu. U nestresovanych zvitat dochézi kinhibici
efektorové aktivity NK bunek (graf 3) a cytokinoveé produkce (graf 2).
Dulezitym vysledkem v tomto ohledu je nalez vyrazného potlaceni
produkce Thl cytokinu IL-2 (graf 2), v porovnani obou skupin
experimentalnich zvirat (nestresovand vs. stresovand). Imobilizagni
stres vyvolava zvySenou produkci prozanétlivych Thl cytokind TNF-
a a IFN-g pfi soucasném sniZeni produkce IL-2 a IL-4. Zatimco
aplikace fentolaminu nevede ke zietelnému ovlivnéni cytokinové
produkce (s vyjimkou nesignifikantniho zvySeni produkce IFN-g u
stresovanych  zvirat), sulpirid vyvolava inverzni efekt. U
nestresovanych zvirat ma sulpirid imunosupresivni efekt a potlacuje
produkci cytokini, u zvifat vystavenych stresovému paradigmatu vede
ke zvySeni produkce IL-2 a IL-4. Stres ma vyrazné tlumivy vliv na
cytotoxickou aktivitu NK bunék (viz graf 3), sulpirid u
nestresovanych zvirat ma inhibi¢ni vliv, u stresovanych zviiat naopak
tuto schopnost navraci.
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Je navrhovana komplexni Gc¢ast dopaminergniho systému,
2vl&sté  mezolimbického systému  odmény, v etiopatogenezi
depresivniho onemocnéni i odpovédi na antidepresivni [&bu. U
stresovanych zvitat v naSem modelu dochézi ke zvy3eni Gai a snizeni
Gas podjednotek vlivem sulpiridu. Lze tedy vliv sulpiridu
interpretovat jako antagonisticky pusobeni stresu v ovlivnéni cCAMP
systému v CNS, coz také odpovidd zcela opatné reaktivité u
medikovanych nestresovanych zviiat (data v autoreferdtu nejsou
uvedena). DalSim zajimavym vystupem je analogicky profil odpovedi
v mozku i sleziné u stresovanych zviiat i obdobny profil odpovédi na
blokadu D, i a adrenoreceptori. Nalezené sniZzeni hladin Gas
podjednotek vlivem obou typt pouzitych farmak poukazuje na blokaci
stresem vyvolaného zvySeni v mozku i na periferii.

C6 gliomova linie je pouzivana ke studiu vlivu antidepresivni
medikace na hladiny Ga podjednotek, novgji je pouzivanai ke studiu
produkce rastovych faktora G¢inkem jak antidepresiv, tak i atypickych
antipsychotik (Chen a Rasenick, 1985, Toki et al., 1999, Hisaoka et
al., 2004, 2008). Pxi dlouhodobém podavéani in vitro se antidepresiva
ve svém vlivu na hladiny G proteinovych podjednotek daji rozdélit na
4 skupiny: zvysujici hladiny Gag/11 podjednotek (mirtazapin,
fluoxetin, sertralin), zvySujici Gas (citalopram), snizujici Gas pfi
zvySeni Gag/ll (mirtazapin, sertralin) a I&iva hladiny G
proteinovych podjednotek neovliviujici (imipramin, moklobemid).
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Vysledky tak celkové podporuji nélezy, které navrhuji ovlivnéni
transdukénich drah v zavislosti na na typu antidepresiva. Rozdil v G
proteinovych profilech u Iéki fazenych do jedné skupiny a zéroven
analogicky profil odpovédi u I&iv farmakologicky tfazenych do
raznych téid naznacuje spoletné subcelularni cilové kaskady, toto
ovlivnéni se sbihd na Urovni transkripénich faktora a nasledné
modulaci prepisu gent spojenymi s plastickymi procesy. Na rozdil od
tricyklickych antidepresiv, kterd ve svém mechanismu G¢inku
neovliviwji G proteinové hladiny, novéjSi antidepresiva moduluji
hladiny G proteinovych subjednotek mnohem vyrazngji. VSechny tyto
nélezy demonstruji primé ovlivnéni G proteind, které je nezavislé na
inhibici vychytavani neurotransmiter nebo interakci s receptory.

Naezy in vivo ukazuji analogie v odpovédi hladiny Gos
podjednotek G proteint v mozku a deziné jakoodpovéd na
antidepresivni 1&bu. ZvySeni hladiny Gas podjednotek ve slezing
laboratorniho potkana miZe mit vliv na leukocytarni hladiny cAMP
které je spojovano s celkovou imunosupresi véetné potlaceni produkce
cytokini v leukocytérnich bunkéch. Tento mechanismus se mize
uplatiovat i v CNS, kde muze té& dochazet k ovlivnéni produkce
prozanétlivych  molekul  nonneurondlnimi  bun&nymi  elementy.
Imunomodulagni pasobeni citalopramu pak miZe tvorit jeden z jeho
mechanismi Uginku, ktery mazZe pisobit synergicky sjeho vlivem na
hladiny neurotransmiter a ovlivnénim receptorovych systémi.
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Zaveér

Vysledky poukazuji na dulezitost stresové dopaminergni komponenty
v regulaci leukocytarnich funkci i vliv dopaminergni regulace na
lymfocytarni funkce bez vlivu stresu. Nélezy na gliomové linii pak
demonstruji piimé ovlivnéni G proteind antidepresivy, které je
nezavislé na inhibici vychytavani neurotransmitert nebo interakci
sreceptory, které se mize podilet na ovlivnéni funkce bunécnych
kaskad iniciovanych membranovymi G proteiny v neurondnii gliové
bunéené populaci. PouZity model gliomové bunécné linie dava téz
moznost studia zmén v glidini populaci pisobenim antidepresivné
pusobicich farmak, kterd se jevi byt z pohledu problematiky deprese
moznym terapeutickym cilem. Néezy také demonstruji urgité
analogie v odpoveédi hladiny G proteinovych podjednotek v mozku a
imunitnim  systému.  Vysledky poukazuji na analogicky profil
odpoveédi  experimentadlnich mysi na imobilizaéni stres v mozku i
dezing i obdobny profil odpovédi na blokadu D, i a adrenoreceptoru a
jsou tak ukazkou obdobné regulace na Grovni centrdni i periferni
V nervovém a imunitnim systému. Profil ovlivnéni produkce cytokini
nepotvrzuje jednoznatny posun THL/TH2 rovnovéhy expozici
imobilizaénimu stresu v trvani 12 hodin, vysledky nicméné poukazuiji
na dulezitost dopaminergniho systému v regulaci produkce cytokini
zafyziologickych podminek i v pribehu stresové reakce.
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