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Abstrakt

Vychodiska: Konopné latky jsou nejCastéji uzivané nelegdlni drogy viibec.
Aktudlné nejrozsitenéjsi typy konopi s vysokym obsahem tetrahydrokanabinolu (THC)
jsou spojeny s vys§im rizikem navozeni zavislosti. Studie prokazaly roli ghrelinu a jeho
receptoru GHS-R1IA v mozkovém systému odmény, jez je zasadni pro posilovaci
mechanismy pfijmu potravy i ndvykovych latek. Protoze ucast ghrelinu v odménovacich
ucincich kanabinoidi byla studovana minimaln€, experimentalné¢ jsme tento vztah
otestovali pomoci metody podminéné preference mista (CPP).

Cil: V potkanim modelu zjistit zda: (A) akutni premedikace GHS-RI1A
antagonistou ovlivni projevy tetrahydrocannabinolem podminéné preference mista; (B) ko-
aplikace GHS-R1S antagonisty spolu s THC béhem podmiiiovani potla¢i rozvoj CPP.

Metodika: Potkani samci (Wistar) byli rozdé€leni v ramci obou uspotadani vzdy do
tfti skupin (davka JMV2959 0, 1 nebo 3 mg/kg). Prvni den jsme u potkand zjistili
prirozenou preferenci jednoho z kompartmentti (20 min). 2.-9. den probihalo podminovani
s aplikaci THC (0,3 mg/kg i.p.) v méné preferovaném kompartmentu a fyziologického
roztoku v kompartmentu preferovaném. 10. den jsme znovu sledovali preferenci potkand.
V usporadani (A) prob¢hla premedikace JMV2959 akutné¢ 10. den pred zavéreénym
testem; v uspofadani (B) jsme ko-aplikovali IMV2959 spolu s THC béhem podmifiovani.

Vysledky: (A) Aplikace JIMV2959 vyznamné a v zavislosti na davce snizila u
potkani projevy THC podminéné preference mista resp. vyhledavani THC. (B) Aplikace
IMV2959 soucasn¢ s THC béhem podminovani vyznamné a v zavislosti na davce snizila
vytvofeni vazby mista s aplikaci resp. odménou THC.

Zavér: Experiment prokazal vyznamnou ucast ghrelinu/GHS-R1A v posilovacich a
podminovacich G€incich THC. Nase vysledky tak podporuji dalsi vyzkum ghrelinového
antagonizmu jako potencialni nové strategie v 1é€bé kanabinoidni zavislosti.

Klicova slova: tetrahydrokanabinol - zavislost - ghrelinovy antagonismus -
podminéna preference mista



Abstract

Background: Cannabinoids are the most widely used illicit substances. Cannabis
strains with high THC content, which are currently the most common, are linked to higher
risk of addiction development. Studies proved the role of ghrelin and it’s receptor GHS-
R1A in the brain reward system, which is crucial for reinforcing effects of palatable food
and drugs of abuse. Because the role of ghrelin in rewarding effects of cannabinoids wasn’t
widely studied, we tested this relationship using the conditioned place preference (CPP)
method.

Aim: Using the rat model, to find out if: (A) acute premedication with GHS-R1A
antagonist influences the manifestation of THC-induced place preference; (B) co-
administration of the GHS-RIA antagonist together with THC during conditioning
suppresses the development of CPP.

Methods: Male rats (Wistar) were separated into three groups for both
experimental arrangements (JMV2959 dosage of 0, 1 or 3 mg/kg). First day we determined
natural preference of the rats for one of the compartments (20 min). 2-9th day the
conditioning took place, where THC (0,3 mg/kg i.p.) in the less preferred compartment and
saline in the preferred compartment were administered. 10th day we again observed
preference of the rats for one of the compartments. In arrangement (A) acute application of
JMV2959 on the 10th day, prior to the test session, was performed. In arrangement (B)
JMV2959 was co-administered with THC during conditioning.

Results: (A) acute JMV2959 administration significantly and dose-dependently
reduced the THC-induced CPP manifestation/THC-seeking behavior. (B) Repeated
administration of JMV2959 together with THC during conditioning significantly
attenuated the THC rewarding/reinforcing effects, which consequently reduced the THC -
place association, thus the CPP development.

Conclusion: The experiment demonstrated an important role of ghrelin/GHS-R1A
in reinforcing/rewarding effects of THC. Our results support further research of ghrelin
antagonism as a potential new strategy in cannabis addiction treatment.

Key words: tetrahydrocannabinol - addiction - ghrelin antagonism - conditioned
place preference
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1. Uvod

Nejéastéji uzivanymi nelegalnimi drogami v Ceské republice i v Evropé jsou
konopné latky. Aktualné nejrozsifenéjSi typy konopi s vysokym obsahem
tetrahydrokanabinolu (THC) jsou spojeny s vy$$im rizikem navozeni zavislosti a jeji 1écba
je obtizna. Rada recentnich studii prokazala roli ghrelinu a jeho receptoru GHS-R1A v
mozkovém systému odmény, véetné mesolimbicko-mezokortikalni dopaminergni projekce,
jez je zasadni pro posilovaci mechanismy piijmu kalorické potravy i ndvykovych latek.
Protoze ucast ghrelinu v odménovacich ucincich kanabinoidi byla popsana minimalng¢,
experimentalné jsme tento vztah otestovali. Zvolili jsme potkani model zavislosti, ktery
testuje schopnost vytvaieni podminénych vazeb prostfedi s pocitem odmény navozené
drogou, tedy metodu podminéné preference mista (CPP).

Prace popisuje experiment vyzkumného tymu farmakologického ustavu 3. 1ékaiské
fakulty Univerzity Karlovy, na kterém jsem se podilel. Vedouci vyzkumu je PharmDr.
Magdaléna Sustkova, CSc. Vyzkum byl podpofen granty PROGRES Q35 a
260533/SVV/2020 a v Case odevzdani této prace byl uz publikovan.



2. Konopi a konopné drogy

Konopné latky patfi k viibec nejstarSim uzivanym latkam slouzicich k navozeni
zménénych stavii védomi a k 1é¢ebnym ucelim (Miovsky, 2008). Dnes stoupa na vyznamu
vyuziti konopi v moderni medicin€, a to hlavné v 1é€bé chronické bolesti a spasticity,
nicméné neporovnatelné castéjs$i, nez medicinské uzivani konopi je uzivani rekreacni
(Curran et al., 2016). Konopné drogy i pies jejich ilegalni status, ktery plati ve vétSing
Evropskych zemi véetné Ceské republiky, predstavuji nejdostupngj§i nelegalni drogy v
Evropé a nejcastéji uzivané nelegalni drogy viibec (EMCDDA, 2019).

Pozitivni celozivotni prevalenci uziti konopi hlasi vic nez ¢tvrtina obecné populace
Ceské republiky nad 15 let, coZ je vyrazné vic nez u ostatnich nelegalnich drog (napf.
extaze jenom 5,3 %, ostatni jeSt¢ mén¢). Uziti konopi za posledni rok uvadi 7,9 % a za
posledni mésic 2,9 % dotazanych, znovu vyrazné vic oproti jinym ilegalnim drogam. Tyto
procentudlni podily jsou dvojnasobné u mladé populace ve véku 15-34 let. Dle studie
ESPAD wuzilo konopi za posledni rok 40,8 % studentd stfednich Skol ve veku 17-18 let
(Mravc¢ik et al., 2019).

Konopi ve svych pocetnych kultivarovych variantach obsahuje fadove 100 riiznych
aktivnich latek, kanabinoidd, ze kterych nejvyznamnéjsi jsou A9-tetrahydrokanabinol (A9-
THC), hlavni psychoaktivni komponenta konopi, a kanabidiol (CBD) (Miovsky, 2008).
Tyto dvé slouceniny maji celou fadu casto protichidnych U¢inki na lidskou
neurofyziologii a chovani. Naptiklad, A9-THC akutné negativné ovliviiuje uceni, zvySuje
anxietu a mize indukovat psychoze podobny stav, zatimco CBD mize pozitivné ovlivnit
uceni a ma anxiolytické a antipsychotické ucinky. UZito spolu s A9-THC, CBD muze
zmiriiovat jeho nékteré negativni G€inky (Curran et al., 2016). Proto je vyznamny pomér
A9-THC/CBD obsaZeny v dané rostlin¢ konopi a tento pomér se za posledni dvé desetileti
dramaticky zvysil. Na Evropském trhu dominuje konopi vysoké potence s obsahem A9-
THC ~15 % a méné¢ nez 0.1 % CBD (Hardwick & King, 2008). Toto vysoce
(THC)potentni konopi je pro uzivatele rizikoveéj$i co do navozeni psychiatrickych
komplikaci 1 zavislosti. Podle soucasnych kvalifikovanych odhadi asi 9 % chronickych
uzivateli konopi vykazuje znaky a symptomy zavislosti podle klasifikace WHO resp.
DSM-V kritérii (Zehra et al., 2018).

2.1 Kanabinoidni receptory

Kanabinoidy obecné ucinkuji pfes aktivaci kanabinoidnich receptorti, ze kterych
nejlépe popsané jsou CB1 a CB2. CBI1 receptor (CB1R) je v hojné mife exprimovan v
mozkové tkani, ale také na periferii, zatimco CB2R se nachéazi ptredev§im v buikach
imunitniho systému. Oba kanabinoidni receptory patii do skupiny receptorti sptazenych s
G-proteinem. Aktivace CBI1Rs inhibuje aktivitu adenylatcyklazy, aktivuje draslikoveé
kanaly a inhibuje napétove fizené vapnikové kanaly (Iversen, 2003; Volkow et al., 2017).
CBI1Rs se ve vétsing ptipadi vyskytuji na presynaptickém neuronu, kde moduluji uc¢inek
excitatnich ¢i inhibi¢nich neurotransmiteri zpravidla inhibici jejich uvolfiovani
(Maldonado et al., 2011). A9-THC je parcialni agonista CBIR a CB2R. U¢inek CBD je
komplexni. M4 malou afinitu k CB1R, ale pfesto i v malych koncentracich dokdze tlumit



centralni U¢inky CBIR agonistii, tedy centrdlné pusobi jako funk¢éni antagonista. Na
druhou stranu snizuje reuptake a hydrolyzu endokanabinoidu anandamidu (Pertwee, 2008).

CBI1 receptory lokalizované na glutamatergnich neuronech pisobi neuroprotektivné
proti excitotoxicité a odpovidaji za schopnost THC ovlivnit lokomoci a navodit hypotermii
a analgesii. Naproti tomu CB1 receptory GABAergnich neuronti jsou kritické pro
pamétovy deficit vyvolany THC a pro mechanismy stresu a odmény (Maldonado et al.,
2011). Dulezita je také anatomicka lokalizace CBRs v kortexu, cerebellu, hippokampu,
bazélnich gangliich a mezokortikolimbickych dopaminergnich drdhach. Vysoké denzité
kanabinoidnich receptorti v téchto oblastech se pak pfi intoxikaci exokanabinoidy pfipisuji
klinické korelaty: fragmentované mysleni (mozkova ktra), poruchy paméti (hippokampus,
prefrontdlni kortex, amygdala), motorické koordinace (mozecek) a euforie (neuromodulace
v dopaminergnich drdhach) (Vyskocilova and Prasko, 2015). Vliv na pamét se dale
vysvétluje tim, ze A9-THC poruSuje mechanismy synaptické plasticity; dlouhodobou
potenciaci (LTP) a dlouhodobou depresi (LTD) v hippokampu. Relativni absence CBRs v
mozkovém kmeni miiZze céasteéné vysvétlovat nizkou toxicitu kanabinoidii pii
predavkovani (Iversen, 2003).

2.2 Endokanabinoidy

Endokanabinoidy (eKB) jsou t¢lu vlastni ligandy kanabinoidnich receptord, které
participuji na fad€ neuralnich procest, v€etné¢ odmény, motivace, emocionalni homeostazy,
zpracovani bolesti a synaptické plasticity, a tedy uceni a paméti (Curran et al., 2016).
Chemicky jde o lipidy, derivaty kyseliny arachidonové (Hillard, 2015). Typicti zastupci
endokanabinoidi jsou anandamid, resp. N-arachidonoyl etanolamid (AEA) a 2-
arachidonoylglycerol (2-AG). Anandamid piisobi jako parcialni agonista CBIR a CB2R, 2-
AG je plny agonista téchto receptori (Maldonado et al., 2011). Syntézu anandamidu
katalyzuje fosfolipdza D hydrolyzou prekurzoru N-arachidonoyl fosfatidylethanolaminu,
zatimco 2-AG vznikd §tépenim inositol-1,2-diacylglycerolu katalyzovanym fosfolipdzou C
(Iversen, 2003). AEA a 2-AG nejsou skladovany v bunéénych vezikuldch, ale jsou
syntetizovany a vylucovany lokalné dle potieby. Zaroven jsou lokéaln€ velmi rychle
inaktivovany kombinaci transportnich mechanismii a enzymu: hydroldza amidi mastnych
kyselin (FAAH) pro anandamid a monoacylglycerol lipaza (MGL) pro 2-AG. V disledku
toho jsou hladiny eKB v mozku zavislé na rovnovdze mezi biosyntézou a naslednou
degradaci enzymatickou hydrolyzou. (Curran et al., 2016; Maldonado et al., 2011).

Na synapsi eKB funguji jako retrogradni signalni molekuly a
neuromodulatory. Retrogradni signalizace je umoZnéna presynaptickou lokalizaci CB1R,;
po uvolnéni z postsynaptického neuronu se eKB navdzou na presynaptické axonalni
receptory a nasledné jsou inaktivovany FAAH / MGL po reuptaku do postsynaptického
kompartmentu. Neuromodula¢ni efekt na presynapticky neuron spociva v inhibici uvolnéni
neurotransmitert (Iversen, 2003; Hillard, 2015).
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2.3 Kanabinoidy a konopi jako droga

Nejcastéjsim zptasobem uziti je inhalace (pfevazné koufenim, nové vapovanim).
Rozdrcené samici kvétenstvi a listy rostliny Cannabis sativa nebo indica, nékdy smichané
s tabakem, se koufi v cigaretach, “jointech”, dymkach, vodnich dymkéch nebo “bluntech”
(doutnik z marihuany, rolovany v listu tabdku zpravidla z vysypané¢ho tabakového
doutniku). Rostlinu je mozné uzivat i v podobé konopného mléka nebo jeji olejové
extrakty mohou byt pfidany do jidla atp. Intravendzni aplikace kanabinoidd je znaéné
komplikovand, diky jejich nizké rozpustnosti ve vodé (Miovsky, 2008). Dalsi konopnou
drogou je hasi$, pryskyfice z konopnych samicich kvétenstvi. Nejcastéji se aplikuje
inhalacné nebo oraln¢ (Volkow et al.,, 2014). Posledni kategorii jsou syntetické
kanabinoidy. Jejich cetnost vyskytu je stile vysokd. Do roku 2019 bylo v Evropé
zachyceno vice nez 180 riznych struktur syntetickych kanabinoidd. V Evropé tak
pfedstavuji nejrozsifenéj$i skupinu novych syntetickych drog spolu se syntetickymi
kathinony (EMCDDA, 2019).

Projevy intoxikace konopi jsou vysoce individudlné variabilni, zavislé na uzité
davce, okolnostech a prostiedi, na ocekavani uzivatele. Casto zahrnuji euforii, rozvolnéné,
asociativni mysleni, intenzivngj$i vnimani hudby a barev, zvySeny apetit a distorzi Casu
(Iversen, 2003). Dochazi k ovlivnéni kognice (viz niZe). Konec intoxikace provazi utlum a
ospalost (Vyskocilovd and Prasko, 2015). Nepiijemné zazitky po uziti konopi se
manifestuji jako Uizkost a panické reakce (souvisi s vys$§imi davkami THC) a v nejvétsi
mife jsou hlaSené naivnimi uzivateli (Maldonado et al., 2011). Somatické ptiznaky
zahrnuji xerostomii, ¢ervené, “nastiiknuté spojivky”, poruchy pohybové koordinace a
sympatomimetické u€inky (mydridza, tachykardie, tfes). Smrtelnd piedavkovani v
souvislosti s uZitim konopi jsou velmi vzacna a vétSinou jsou zpusobena nevhodnymi
kombinacemi a specifickymi predispozicemi uzivatele. Rada syntetickych kanabinoidi je

vvvvvv

2019).

Nejvyssi riziko vzniku somatickych a psychickych komplikaci s sebou nese vzorec
uzivani s kazdodenni nebo témét kazdodenni frekvenci po dobu nékolika let. Toto je
typické jenom pro malou ¢ast uZivatell. Z chronickych somatickych komplikaci se
popisuji dopady na dychaci soustavu, zdravi ustni dutiny a reprodukci. Dlouhodobé
kouteni marihuany je asociovano se symptomy chronické bronchitidy, jako kasel, stridor a
nadprodukce hlenu. Zaroven jsou indukovany histopatologické zmény plicniho
parenchymu, které mohou byt prekanceroznim stavem, vzhledem k tomu, Ze kout vznikly
hotenim konopi i tabaku obsahuji podobné karcinogenni latky. Ukazuje se, Ze poskozeni
plicniho parenchymu koufenim tabaku a konopi jsou aditivni. Kromé toho, ablizus konopi
koreluje se zvySenym rizikem vzniku zubniho kazu a paradentézy. Pokusy na
experimentalnich zvifatech ukdzaly mutagenni plisobeni vysokych davek kanabinoidi na
plod (Vyskocilova and Prasko, 2015; Hall and Solowij, 1998).

Negativni psychické dopady dlouhodobého uzivani zahrnuji riziko vzniku
zavislosti a pfipadného syndromu z odnéti, mozné zhorSeni kognitivnich funkeci a vyskyt
psychiatrickych komplikaci. Existuje korelace mezi uzivanim konopi a schizofrenii, kde
konopi miize u vnimavych jedinci nemoc spustit nebo zhorsit jeji pritb¢h. Nejde ale o
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Casty jev, a napt. vznik zavislosti je u uzivatelii konopi 9x pravdépodobnéjsi nez rozvoj
schizofrenie (Curran et al., 2016).

Cela fada vyzkumt se vénuje tomu, jak kanabis ovliviluje kognitivni schopnosti
jako pamét’ a pozornost. Akutné (tj. 5 - 120 minut pii inhalac¢ni aplikaci), jedna davka
konopi nebo A9-THC vyznamné a zavisle na velikosti davky negativné ovliviiuje pracovni
a epizodickou pamét. ZhorSeni paméti nastavd nezdvisle na zptisobu aplikace, nicméné
nastup je rychlejsi pfi inhalacnim nebo intravendznim podénim oproti ordlnimu. Omezené
je specificky kodovani novych pamétovych stop béhem intoxikace, a proto je nasledné
problém s vybavovanim téchto vzpominek. Naopak vybavovani starSich pamétovych stop,
které uz byly konsolidovany neni ovlivnéno (Crane et al., 2012; Curran et al. 2002).

Z chronickych uc¢inkl se popisuje zhorSeni pamét'ovych schopnosti pfedevsim u
tézkych uzivatelli, nicméné je slozité dokéazat kauzalni vztah mezi uzivdnim konopi a
témito dlouhodobymi zménami kvili ¢etnym zavadéjicim/zkreslujicim faktoram: bazalni
kognitivni funkce ptfed zacdtkem uzivani, uzivani dalSich drog omezujicich kognici
(alkohol), typ uzivaného konopi, v€k zacatku uzivani a mentalni problémy, véetné¢ deprese
a zavislosti na kanabinoidech (Curran et al., 2016). Kognitivni zmény v dusledku
dlouhodobého uzivani se zdaji byt reverzibilni, a vétSinou neptetrvavaji déle nez 4-6 tydnli
po abstinenci (Pope, 2001; Schreiner & Dunn, 2012). Reverzibilita ucinkti se také
projevuje v rychlé zpétné “up regulaci” CB1Rs po dlouhodobé “down regulaci” béhem
uzivani (Hirvonen et al., 2011).

Konopné drogy mohou ovlivnit neurokognitivni vyvoj, jsou-li uzivany béhem
adolescence. Endokanabinoidni systém se vyznamné ucastni na maturacnich procesech
mozku, jako je vyvoj bilé hmoty a synapticky “pruning” (zanik redundantnich synapsi),
které ve zvySené intenzit¢ béhem adolescence probihaji. Vzhledem k tomu, Ze exogenni
kanabinoidy ovliviiuyji fungovani endokanabinoidniho systému, ptfedpoklada se, Ze pii
prolongovaném uzivani v této kritické poriodé dojde i k ovlivnéni procest dozravani
mozku (Lubman et al., 2015). Preklinicky vyzkum ukazal, Ze opakovand expozice A9-THC
méla vyrazng€j$i negativni efekt na pracovni pamét’ adolescentnich zvitat oproti dospelym a
bylo pozorovano pietrvavajici zhorSeni, ke kterému u dospélych zvifat nedoslo. Akutné
vice naruSené byly 1 mechanismy uceni. (Lubman et al., 2015; Schneider & Koch, 2007).
Dtikazy u lidi také nasvédéuji tomu, Ze kognice a mozkova architektonika jsou konopim
vyrazngji ovlivnény u uZzivateli, ktefi ho zacali uzivat v adolescenci oproti tém, kteti zacali
v dospélosti, nicméné je obtizné jednoznacné identifikovat kauzédlni vztah (Jacobus &
Tapert, 2014).

2.4 Kanabinoidni zavislost

MKN 10 definuje syndrom zévislosti jako soubor behaviordlnich, kognitivnich a
fyziologickych stavli, ktery se vyviji po opakovaném uziti substance a ktery typicky
zahrnuje: 1) silné pfani/touha uzit drogu, 2) porusend kontrola pifi jejim uzivani 3)
pfetrvavajici uzivani této drogy i ptes Skodlivé nasledky 4) priorita v uzivani drogy ptred
ostatnimi aktivitami a zavazky 5) zvySena tolerance pro drogu a nékdy 6) somaticky
odvykaci stav. Diagnoza F12.2: Poruchy duSevni a poruchy chovani zplisobené uzivanim
kanabinoid, syndrom zavislosti, aplikuje tato vSeobecnd kritéria na uzivani konopi. Jako
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vzdy, je nutna pfitomnost minimalné tii z uvedenych ptiznakl za posledni rok, nebo vice
priznakt soucasné v kratsi dobé. Od syndromu zavislosti se odliSuje tzv. skodlivé uzivani
(abuzus), coz je uziti psychoaktivni latky vedouci k poruse zdravi, somatické nebo
psychick¢ (MKN-10). Americky DSM V definuje 11 kritérii pro tzv. “Cannabis use
disorder”, které se ve velké mife prekryvaji s kritériit MKN 10. Body 1, 2 odpovidaji ztraté
kontroly nad uzivanim/davkovanim, 3,5,7 zanedbavani povinnosti a socidlnich aktivit, 4
popisuje craving, 6,8,9 pokracovani i pres negativni dusledky, 10 rozvoj tolerance a 11
odvykaci stav (Miller, 2017).

Syndrom z odnéti drogy u konopi typicky zacind 1-2 dny po ukonceni
frekventovaného uzivani a vrcholem intenzity pfiznakti mezi 2 - 6 dnem. Tyto zahrnuji
craving, poruchy spanku, no¢ni miry, dysforie, podrdzdénost, hnév, nauzeu a snizeny
apetit (Iversen, 2003; Curran et al., 2016).

Odhaduje se, ze pti dlouhodobém pravidelném uzivani konopi je Sance na rozvoj
zavislosti 8,9 % (Lopez-Quintero et al., 2011). Pocet Zadosti o lé¢bu kanabinoidni
zavislosti neustale roste. Zavislost na konopnych drogach je 3. nejcastéjsi diivod zadosti o
1é¢bu v adiktologickych sluzbach v CR, a stejné tak 3. nejéast&jsi ditvod u prvozadateli (po
alkoholu a stimulanciich) (Mrav¢ik et al., 2019).
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3. Ghrelin

Ghrelin je peptidicky hormon skladajici se z 28 aminokyselin, je sekretovan
pfedevS§im parietdlnimi buitkami sliznice fundu zaludku (Kojima, 1999). V mensSim
mnozstvi se uvolnuje i v mozku (Panagopoulos & Ralevski, 2014). Je kodovan genem pro
preprogrelin, ktery koduje také maly signalni peptid a hormon obestatin. Ghrelin plisobi
jako endogenni ligand, agonista - receptoru 1A pro sekretagog ristového hormonu (GHS-
R1A). Aktivace GHS-R1A iniciuje vyznamné zvySeni hladiny ristového hormonu sekreci
z adenohypofyzy (odtud “ghrelin™, ghre je proto-indoevropsky koten slova riist) (Kojima
et al. 1999).

V ranych fazich vyzkumu se objevil model charakterizujici ghrelin jako “hormon
hladu” a tato charakteristika se pouziva dodnes. Skute¢né, zvySené hladiny ghrelinu v krvi
koreluji s pocitem hladu, jeho hladina stoupa preprandialné a pii hypoglykémii, a prudce
klesa po najedeni (Miiller et al., 2015). Ghrelin prochazi hematoencefalickou bariérou a v
mozku ovliviiuje piijem potravy plisobenim na centra regulujici energetickou homeostazu
(hypotalamus, zadni mozek) i centra pro hedonickou regulaci pfijmu potravy
(mesolimbicky systém odmény) (Cummings, 2006).

Postupné se ukazalo, ze regulacni funkce ghrelinu jsou mnohem komplexnégjsi, a
byla popsana celd fada jeho perifernich i centralnich G¢inkt. Ghrelin stimuluje motilitu
stieva a sekreci zaludecni $tavy, ovliviiuje kardiovaskularni, pulmonalni i imunitni funkce,
proliferaci bun&k, fyziologii kosti a chrani pied svalovou atrofii. Ugastni se regulace
glukézového metabolismu a suprese hnédé tukové termogeneze. Zaroven ovliviiuje
spanek, uceni a pamét, vnimani chuti, stres a anxietu, a také se ucastni centralnich
mechanisml odmény (Miiller et al., 2015).

3.1 Ghrelinovy receptor

Receptor 1A pro sekretagog ristového hormonu (GHS-R1A) je kddovan GHSRI1
genem, spolu s jeho izoformou GHS-RI1B. Jde o receptor asociovany s G-proteinem.
(Gnanapavan et al., 2002) Nasledna signaliza¢ni kaskéada je tkanove specifickd. Napt. v
somatotropnich bunikach adenohypofyzy plisobi GHS-RIA pies Gq protein na fosfolipadzu
C. Ta Sstépi fosfolipidy bunééné membrany za vzniku inositol trifosfatu (IP3) a
diacylglycerolu (DAG). Néasledné, IP3 zplsobuje uvolnéni kalcia z intracelularnich zasob a
DAG aktivuje proteinkinazu C. V neuronech nucleus arcuatus hypotalamu plisobi ghrelin
pies Gs stimulaci adenylatcykldzy a zvySeni intracelularniho cAMP, naopak v buiikach
ostrivkll pankreatu navozuje snizeni cAMP. GHS-R1A vykazuje vysokou konstitutivni
signalizaéni aktivitu. Vytvafi homodimery a také oligomery a heterodimery s jinymi
receptory (napt. GHS-R1B, dopaminovy rec. 1 a 2 nebo SHT>crec.) (Schellekens, Dinan &
Cryan, 2013).

GHS-RIA je exprimovan predevS§im v adenohypofyze, Langerhansovych
ostriveich, nadledvinach, §titné zlaze, myokardu, nucleus arcuatus hypothalamu, v
hippokampu, v substantia nigra, ve ventrdlni tegmentdlni oblasti (VTA), nucleus
accumbens a nuclei raphe (Miiller et al., 2015).
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3.2 Acylace ghrelinu

Aby se ghrelin mohl vazat na GHS-R1A a plnit svou fyziologickou funkci, je nutna
vazba acylového (n-oktanoylového) zbytku na 3. aminokyselinu jeho molekuly
posttranslaéni modifikaci. Takhle upraveny se nazyva acyl-ghrelin nebo n-oktanoyl
ghrelin. Naopak samotna molekula ghrelinu bez acylového zbytku se nazyva desacyl-
ghrelin, a tento predstavuje vétSinu cirkulujiciho ghrelinu u ¢lovéka. Soucet koncentrace
obou molekul je potom celkovy ghrelin. Posttranslacni modifikaci katalyzuje enzym
ghrelin O-acyl transferaza (GOAT) (van der Lely, Tschop, Heiman & Ghigo, 2004).
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4. Ghrelin a zavislost

Pocit odmény je mediovan pravdépodobné cholinergné-dopaminergni
mesolimbickou signalizaéni drahou. Draha je tvofena cholinergnim vystupem z
laterodorzalniho tegmenta (LDTg) do mezolimbické dopaminergni projekce, coz jsou
dopaminergni neurony, které maji perikarya ve VTA a vysilaji axony do nucleus
accumbens (NAc) (Jerlhag et al., 2007). V experimentech na hlodavcich bylo opakované
potvrzeno, Ze ghrelin muze ovlivnit cholinergné-mesolimbickou projekci. Neurony v
LDTg i ve VTA exprimuji ghrelinové receptory (Howard, 1996). Lokalni podani ghrelinu
do LDTg stimulovalo lokomoci a vedlo k vyplaveni dopaminu v NAc (Jerlhag et al.,
2007). Ghrelin vpraveny do VTA se vazal na lokalni neurony a zvysil jejich elektrickou
aktivitu, formaci synapsi a dopaminovy (DA) obrat v NAc (Abizaid et al., 2006).
Intracerebroventrikuldrni poddni ghrelinu zvysilo fazické vyboje DA neuronii a fazické
uvolnéni dopaminu v NAc, vyvolané podminénym stimulem sparovanym s piijmem
potravy (Cone et al., 2015). I systémova aplikace ghrelinu ovlivnila mesolimbickou
projekci, coZ se projevilo ve zvySené lokomocni aktivité, indukei CPP, a zvySenim hladiny
DA v NAc (Jerlhag, 2008). Vysledky preklinického vyzkumu potvrzuje studie na zdravych
dobrovolnicich, kde po intravendéznim podéni ghrelinu pfi prezentaci obrazki jidla funkéni
magnetickd rezonance ukézala zvySenou neurondlni aktivitu v oblastech mozku spojenych
se zpracovanim odmeény, véetné ventralniho striata (Malik et al., 2008).

Ptes dopaminergni drahu odmény posiluje ghrelin chovani, které vede k pfirozené
odmeéné (pifijemny pocit/odména z pfirozenych zdroji uspokojeni, napt. ziskani jidla).
Stejny posilovaci mechanismus se ale uplatiiuje 1 u artificidlni odmeény, jako napf. pfi uZziti
navykovych latek. Predstava, ze centralni ghrelinové signaliza¢ni mechanismy by se mohly
uplatnit v posilovani akci vedoucich k odméné ptirozené 1 neptirozené vedlo k zavéru, ze
zkoumanim téchto mechanismli miZeme 1épe porozumét patofyziologii zavislosti a
potencialné identifikovat nové postupy lécby (Jerlhag et al., 2010; Panagopoulos and
Ralevski, 2014). Proto mame v soucasnosti k dispozici jiz fadu studii zkoumajicich vztah
mezi ghrelinem a ndvykovymi latkami/drogami riznych kategorii.

4.1 Ghrelin a alkohol

Dosavadni preklinicky vyzkum konzistentné prokdzal zdsadni roli ghrelinu v
mediaci pocitu odmény pii uZiti alkoholu. Centralni aplikace ghrelinu, do mozkovych
komor, LDTg nebo VTA zvysila konzumaci alkoholu u mysi (2-bottle free choice model).
Ve stejném modelu podéani antagonisty GHS-R1A vedlo ke snizeni konzumace alkoholu
(Jerlhag et al., 2009). Odménujici ucinky alkoholu, méfitelné pomoci napt. zvySené
lokomo¢ni stimulace, podminénou preferenci mista a zvySenym uvolfiovanim DA v NAc,
jsou snizeny jak ve farmakologickych (antagonismus ghrelinového receptoru) tak
genetickych  (GHS-R1A  knockoutované mysSi) modelech utlumené ghrelinové
signalizace/ghrelinové antagonizace. (Cepko et al., 2014; Bahi et al., 2013; Jerlhag et al.,
2009).

U lidi zéavislych na alkoholu, intravendzni podani ghrelinu vyznamné zvysilo
craving/touhu po alkoholu vyvolanou specifickymi stimuly, a postinfuzni koncentrace
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ghrelinu pozitivné korelovala s mirou zvySeni cravingu. Navazujici studie prokazala, Ze
1.v. podani ghrelinu zvysilo self-administraci/auto-aplikaci alkoholu a modulovalo
neuronalni mozkovou aktivitu v oblastech souvisejicich s odménou a stresem (Farokhnia et
al., 2017). Zaroven existuje pozitivni korelace mezi sérovou koncentraci endogenniho
ghrelinu a intenzitou alkoholového cravingu (Leggio et al., 2011).

Zda se, ze podobné, jako ghrelin ovliviiuje uzivani alkoholu, tak abusus alkoholu
ovlivituje endogenni ghrelinovy systém. Hladiny sérového ghrelinu jsou vyssi u
abstinujicich zavislych na alkoholu nez u zdravé populace, ale jsou nizsi u téch, kteti v
soucasnosti uzivaji alkohol (Addolorato et al., 2006; Koopmann et al., 2012).

Nedavno probéhla prvni klinickd studie ve fazi 1b s inverznim agonistou
ghrelinového receptoru, latkou PF-5190457, u pacientii zavislych na alkoholu. Nebyla
zaznamenana zadné zavazna nezadouci reakce a zda se, Ze latka je tolerovédna pfi dennim
uzivani, i pii koaplikaci s alkoholem (Lee et al., 2018). Vztahy ghrelinového antagonismu
a dalSich navykovych latek zatim v klinice studovany nebyly.

4.2 Ghrelin a nikotin

Studii zkoumajicich souvislost mezi ghrelinem a aplikaci nikotinu je malo. V
experimentu, kde byli potkani samci béhem 4 tydnl vystaveni cigaretovému koufi
signifikantn¢ stoupla hladina acylghrelinu v krvi, pficemz des-acylghrelin nebyl ovlivnény
(Tomoda et al., 2012). Nikotinem indukovana stimulace lokomoce, vyplaveni dopaminu v
NAc 1 podminéna preference mista byly redukovany po podani antagonisty GHS-R1A
(Jerlhag & Engel, 2011).

4.3 Ghrelin a stimulanty

Preklinické studie ukazaly, Ze ghrelin miiZze zvySovat odmeénovaci/posilovaci
biochemické a behavioralni efekty stimulantl. Premedikace acylghrelinem posilila
kokainem indukovanou podminénou preferenci mista (CPP) u potkanti, pfi¢emz davka
kokainu byla niz$i nez prahova davka nutnd pro vyvolani CPP bez soucasné¢ho podani
ghrelinu (Davis et al., 2007). Aplikace ghrelinového antagonisty JIMV2959 (Moulin et al.,
2007; Moulin et al., 2012) snizila u mysi kokainem a amfetaminem indukovanou stimulaci
lokomoce, vyliti dopaminu v NAc 1 schopnost navodit CPP. (Jerlhag et al., 2010).
Genomova a farmakologick4 ablace GHS-R1A snizila kokainem indukovanou lokomo¢ni
stimulaci a behaviordlni senzitizaci (Wellman et al., 2013). V modelu intravendzni self-
administrace metamfetaminu (fixed ratio FR1) u potkanli premedikace ghrelinovym
antagonistou signifikantn€ snizila pocet stlaeni aktivni packy a celkovy piijem
metamfetaminu. Zarovén doslo k redukci vyhledavani metamfetaminu po obdobi nucené
abstinence, tedy k redukci tendence k relapsu/relapse-like chovani.Akutni premedikace
JMV2959 snizila projevy metamfetaminem navozené CPP a koaplikace JMV2959 s
metamfetaminem béhem podminovani snizila rozvoj CPP (Havlickova et al., 2018).
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4.4 Ghrelin a opioidy

Souvislost mezi ghrelinovymi a opioidnimi mechanismy se nabizi, protoze
endogenni opioidy se Ucastni modulace odménujicich ucinka jidla (a dalSich pfirozenych
zdroji odmény), coz ilustruje fakt, ze akutni podani agonistd p-opioidnich receptorii
zvysuji prijem potravy podobné jako ghrelin (Nogueiras et al., 2012).

Ghrelinovy receptor se ucastni opioidy vyvolanych zmén mesolimbického systému
odmény. Podani antagonisty GHS-RIA vyznamné snizilo morfinem indukovany eflux
dopaminu v NAc u potkantl. Zarovenn doslo k redukci morfinem navozené behavioralni
stimulace (zejména stereotypniho chovani) (Sustkova-Fiserova et al., 2014). Dale, aplikace
JMV2959 ztlumila manifestaci morfinem navozené CPP a navic v subchronické studii s
opakovanou aplikaci morfinu, redukovala po prob&hlé abstinenci challenge davkou
morfinu vyvolanou dopaminergni senzitizaci v NAc 1 behavioralni senzitizaci (Jerabek et
al., 2017). Stejné ucinky ghrelinového antagonismu na morfinem indukovanou CPP,
vyplaveni DA v NAc a lokomo¢ni stimulaci byly nasledné potvrzeny u mysi (Engel et al.,
2015).

V pokusech se syntetickym opioidem fentanylem aplikace ghrelinového
antagonisty zvratila vyplaveni anandamidu a zabranila vyplaveni GABA v NAc (tyto
mediatory se také podili na posilujicich ucincich opioidd). Zaroven doslo ke sniZeni
fentanylem navozené behavioralni stimulace (Sustkova-Fiserova et al., 2017). Dalsi studie
prokézala schopnost GHR-R1A antagonisty redukovat fentanylem vyvolané vyplaveni DA
v NAc, a stejné tak snizit intravendzni self-administraci, vyhledavani fentanylu/tendenci k
relapsu a podminénou preferenci mista vyvolanou fentanylem u potkand (Sustkova-
Fiserova et al., 2019).

4.5 Ghrelin a kanabinoidy

Data o vztahu mezi ghrelinem a kanabinoidy jsou omezena. Bylo prokézano, ze u
potkanl bez pfistupu k jidlu miiZze periferni aplikace antagonisty CBI1 receptoru sniZit
hladinu sérového acyl ghrelinu. Zaroven pfi periferni aplikaci CB1 antagonisty dochazi ke
snizeni sekrece rustového hormonu ghrelin-dependentnim mechanismem (Al-Massadi et
al., 2010).

Rada vyzkumnych praci se zabyvala funkénim vztahem mezi ghrelinovou a
endokanabinoidni signalizaci v kontrole apetitu a pfijmu potravy. Antagonista
kanabinoidniho CB1 receptoru (rimonabant) uplné zablokoval orexigenni U€inky centralné
podaného ghrelinu (Alen et al., 2013). Série studii zkoumala ulohu AMP-aktivované
proteinkinazy (AMPK), enzymu dilezit¢ho pro regulaci energetické homeostazy a chuti k
jidlu. Spolecnd schopnost ghrelinu a kanabinoidl ovlivnit apetit by mohla byt
zprostfedkovand aktivaci hypotalamické AMPK. U pokusnych “wild type” mySi centralni
aplikace ghrelinu zvyS$ila kromé pifijmu potravy taky aktivitu AMPK a hladinu
endokanabinoidii v hypothalamu. Ani jeden z téchto efektd nenastal u CBIR
knockoutovanych mysi. Antagonista CBI1R inhiboval ghrelinem navozenou zvySenou
aktivitu AMPK a zvySeni hladiny endokanabinoidd. Z toho vyplyva, Ze intaktni
endokanabinoidni signalizace je nezbytna pro stimulacni ucinky ghrelinu na AMPK a
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pfijem potravy. (Kola et al., 2008). Pro funkéni provazanost endokanabinoidniho a
ghrelinového systému prostiednictvim AMPK dale svédéi zjisténi, ze u GHSR
knockoutovanych mysi nenastalo zvyseni aktivity AMPK po podéani ghrelinu ani agonisty
CBIR (Lim et al., 2013).

Recentni studie zkoumala ¢ast endokanabinoidni signalizace na ucinku ghrelinu v
modulaci aktivity mesolimbického systému odmény. Bylo zjiSténo u mysi, Ze periferni
podani CB1 antagonisty snizilo centraln¢ (intracerebroventrikularné) aplikovanym
ghrelinem navozenou lokomo¢ni stimulaci a vyliti dopaminu v NAc. Zaroven ale nedoslo
ke snizeni pfijmu potravy stimulovaného ghrelinem. V dal$im pokusu byl ghrelin vpraven
piimo do VTA, pficemz doSlo ke stimulaci pohybu a zvySeni apetitu. Aplikace
rimonabantu do VTA blokovala efekt ghrelinu na lokomoci, ale neovlivnila pfijem bézné
potravy. Zda se teda, Ze v ramci ghrelinovych a endokonabinoidnich mechanismil existuje
disociace mezi regulaci pfijmu bézné potravy a aktivaci mesolimbického dopaminergniho
systému (Kalafateli et al., 2018).

Dalsi prace, jez vznikla na pracovisti skolitelky, se zabyvala tlohou ghrelinu/GHS-
R1A v odméiovacich a pro-aditkivnich tc¢incich kanabinoidi. Ukazalo se, Zze premedikace
GHS-R1A antagonistou, latkou JMV2959, snizila dopaminovy efflux v NACSh (nucleus
accumbens shell, mozkova struktura vyznamné se podilejici na impulzu spusténi procesu
zavislosti) vyvolany podanim WINS55,212-2 (synteticky CBIR/CB2R agonista) do VTA.
Ghrelinovy antagonista taktéz redukoval vyplaveni endokanabinoidli anandamidu a 2-AG
v NACSh navozené¢ u¢inkem WIN55,212-2. ZvySeni hladiny gama-aminomaselné kyseliny
v nucleus accumbes po podédni kanabinoidu bylo rovnéz snizeno JIMV2959. Kromé toho,
behaviorani studie v kleci LABORAS ukazala, Ze kanabinoidem/WIN55,212-2 navozena
behavioralni stimulace byla taktéz snizena podanim ghrelinového antagonisty
(Charalambous et al., 2021a).

Letos publikovana prace stejného vyzkumného tymu se rovnéZ zabyvala tlohou
ghrelinu/GHS-R1A v odménovacich/posilovacich U¢incich kanabinoidd. Jeji soucasti byl
pokus s THC-navozenou podminénou preferenci mista, ktery je pfedmétem experimentalni
Casti této bakalatské prace. Dalsi pokus zahrnoval intraven6zni autoaplikaci (IVSA) latky
WINS5,212-2. Bylo zjiSténo, Ze podani ghrelinového antagonisty (JMV2959) akutné pred
testovanim IVSA mélo za nasledek sniZzeni poctu aktivnich stlaceni packy (pfi FR1),
sniZzeni poctu infuzi a pfi{jmu kanabinoidu. Zaroven JMV2959 redukoval u potkant
relapse-like chovani, tj. vyhledavani WINS5,212-2 po periodé vynucené abstinence.
Naopak, premedikace ghrelinem vyznamné zvysila autoaplikaci kanabinoidu i tendenci
k relapsu/relapse-like chovani u potkand.  Koaplikace ghrelinu a JMV2959 méla za
nasledek snizeni signifikance UCinku ghrelinového antagonisty na autoaplikaci
WINS55,212-2. Predmétem studie bylo i testovani THC-indukované behavioralni stimulace
v kleci LABORAS, kterou podani JMV2959 vyznamné snizilo. Na zdklad¢é téchto
vysledkii  autofi  vyvozuji, ze ghrelin/GHS-RIA ma& vyznamnou roli v
odménovacich/posilovacich tcincich kanabinoidd (Charalambous et al., 2021b).
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5. Animalni modely ve vyzkumu zavislosti

Prestoze zavislost je unikatné lidsky fenomén, nékteré jeji patognomické znaky
mohou byt modelovany na urovni pokusnych zvifat. Tyto znaky zahrnuji napf. navozeni
euforického pocitu “high” po uziti drogy, dysforickych pociti pfi odnéti drogy, navrat k
droze/relaps po obdobi abstinence atp. Pro tyto znaky existuji zvifeci modely. Zvifeci
modely zévislosti umoznuji testovat vliv vybranych vlivii/podminek ve srovnani vici
kontrolni skupiné¢ zvifat. Lze sledovat neurobiologické dopady konkrétnich vnéjSich
podminek (socidlni stres, podminovani “cues” v okoli spojenych s ucinkem drogy atp.)
nebo zmén vnitiniho nastaveni zvifete napt. hladovéni, deprese, uzkosti atp., lze uzit
specificky geneticky modifikovanych zvifat. V neurobehavioralnich metodach Ize sledovat
ucinky (auto)aplikace navykovych latek, potencialnich 1é¢iv ¢i specifickych receptorovych
ligand na chovani zvifete i neurotransmiterové/molekularni mozkové zmény atp. Jde o
zjednodusSené experimentalni modely, jejichz vystupy/zavéry je nutné nasledné ovétovat v
klinickém vyzkumu (kombinaci citlivych zobrazovaci technik, epidemiologickych,
genetickych metod atp.). Animélni modely vyznamné pfispivaji k poznani mechanismu
zavislosti 1 k nalezeni potencidlnich terapeutickych piistupii a maji v adiktologickém
vyzkumu dlouhodobé nezastupitelnou tlohu (Gardner, 2008; Koob & Volkow, 2009).

Drogou navozeny pocit odmény a s tim souvisejici vyhledavani drogy napodobuji a
umoznuji zkoumat metody autoaplikace drogy (IVSA) a testovani prahu odmény, metoda
podminéné preference mista (CPP), mozkové stimulace a test rozpoznavani drogy. Vyskyt
negativnich pfiznakd v souvislosti s uzivdnim / odnétim drogy testuje napi. metoda
podminéné averze k mistu a testovani zvySené¢ho prahu odmény. Pro zkoumani
vyhleddvani drogy/tendence k relapsu se pouzivd metoda drogou, piipadné
pfipominkou/“cue” navozeného navratu k droze - obnova p¥ijmu drogy (Sustkova, 2015).

Vzhledem k tomu, Ze u riznych savcl jsou hlavni morfologické a biochemické
principy fungovani mozku podobné, 1ze zvitecich modell (nejcastéji za pouziti hlodavcit)
vyuZzit 1 k jejich zkoumani. Metody jako napf. CNS mikrodialyza “in vivo” piedstavuji
cenny, efektivni néstroj pro zkoumani neurochemie zavislosti (Miiller, 2017; Pushkina &
Sustkova-Fiserova, 2014).

5.1 Mikrodialyza mozkovych struktur “in vivo”

Mikrodialyza umoziiuje stanovovat koncentrace nizkomolekuldrnich latek v
intersticidlni tekutiné rGznych organovych systému, jako krev, oko, jatra nebo svaly.
Nejrozsifen€j§i je wuziti mikrodialyzy v neurovédach pii méfeni koncentraci
monoaminovych a aminokyselinoych neurotransmiterli a acetylcholinu, stejné tak jako
jejich metabolitl a neuropeptidi v extraceluldrni tekutiné mozku pokusnych zvitat
(hlodavcii, primatt) (Darvesh et al., 2011).

Metoda je zaloZzena na principu difuze, samovolného pohybu ¢astic pies

semipermeabilni membranu po koncentracnim gradientu (Fickliv zdkon). Semipermeabilni
membrana je soucasti mikrodialyza¢ni sondy, ktera je chirurgicky zavedena do zkoumané
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oblasti (napi.konkrétni mozkové struktury). Sonda je perfuzni pumpou promyvana
mikrodialyzacnim roztokem s nulovou koncentraci velmi pomalym tempem (maximaln¢ 2
ul/min). Po vyrovnani koncentraci molekul mezi tkanovou tekutinou a perfuznim roztokem
je dialyzat ve vybranych intervalech jiman do mikrozkumavek. Diky nizké propustnosti
(cut off) membrany dialyzat neobsahuje krev, proteiny nebo bunécny detritus, a tak muze
byt i pfimo analyzovan. Koncentrace zkoumanych latek jsou nano/pikomoléarni, proto je
nutna velmi citliva analytickd metoda. Pouzivé se napt. HPLC s elektrochemickou detekci
nebo hmotnostni spektrometrii (Koob et al., 2007; Darvesh et al., 2011)

Metoda je unikatni v tom, Ze umoziiuje sledovat zmény hladin neuromediatora v
konkrétnich strukturach u bdélych, volné se pohybujicich zvitat. Tohle Ize provadét
opakované¢ v ramci chronickych modeld, nebo kombinovat s behavioralnimi testy
(autoaplikace, CPP, test socidlni interakce). Lze sledovat neurochemickou reakci na
fyziologické 1 farmakologické podnéty a lze monitorovat vice neurotransmiteri/latek
najednou. Pomoci mikrodialyzacni kanyly lze latky také aplikovat, farmaka s nizkou
molekularni hmotnosti, vcetn¢ téch, které neprochazi hematoencefalickou bariérou
(Torregrossa & Kalivas; 2008; Sustkova, 2003).

V adiktologii je mikrodialyza pouzivana ke sledovani mozkovych mediitorovych
zmén vyvolanych drogou, potencialnim 1é¢ivem zavislosti atp. (Pushkina & Sustkova-
Fiserova, 2014).

5.2 Drug discrimination / Rozpoznani latky

Metoda vychazi ze schopnosti vyssich obratlovel rozliSovat rizné typy centralnich
ucinki, resp. rizné stavy védomi (Glennon & Young, 2011).

V typickém experimentu jsou zvifata trénovana rozliSit injekci urcité davky
konkrétniho farmaka od injekce stejné davky placeba (saline). Prvnim krokem je
vybudovéani asociace mezi zmacknutim packy v operantni komote se ziskanim jidla
(zvifata mohou byt deprivovany potravy k urychleni uceni). Nasledné je v urcitém
intervalu pfed experimentem podéna bud’ droga nebo placebo. V ptipad¢ podani drogy je
ukolem zvifete zmdacknout packu (jednu ze dvou moznych) pfedem oznacenou jako
“drogova”, aby ziskalo jidlo. Zmacknuti druhé packy nema efekt. Naopak po podani
placeba musi zvife zmacknout druhou packu, a analogicky mackani prvni, “drogové”
packy, nema efekt. Diskriminace latky probiha na zékladé jejich subjektivnich u€inkd na
pokusné zvite. Trénovani probihd timto zptusobem, dokud zvife neni schopné spolehlivé
vybrat spravnou packu (Colpaert, 1999; Pushkina & Sustkova-Fiserova, 2014) s minimalng
80 % spolehlivosti spravnych operantnich odpovédi z celkového poctu (Carter & Griffiths,
2009).

Pomoci drug discrimination lze zkoumat centrdlni uinky farmak a zjiStovat
parametry jako je latence a doba trvani Gc¢inku, vliv zpisobu podani na efekt latky a vliv
pfislusnych receptorovych agonistl a antagonisti. Zaroven lze testovat efekt novych napf.
syntetickych drog: pokud nova droga vyvold operantni odpoveéd’ jako predtim nacvi¢ena
klasickd droga, pravdépodobné vyvoldva podobnou zménu védomi a patii do stejné
skupiny (Glennon & Young, 2011; Carter & Griffiths, 2009).
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5.3 Self-administration / Metoda autoaplikace

Tato metoda je zlatym standardem preklinického testovani schopnosti latek vyvolat
zavislost pro svou vysokou validitu a prediktivni schopnost. Latky, které jsou auto-
aplikovany pokusnymi zvifaty, maji vétSinou také odmeénovaci/posilovaci ucinky u lidi
(Carter & Griffiths, 2009).

Z behavioralniho hlediska lze auto-aplikaci rozdélit na operantni a ne-operantni. U
ne-operantni auto-aplikace je droga aplikovana vyhradné ordlni cestou. Nejcastéji se
pouziva ve vyzkumu alkoholu, ale Ize ji pouzit i u jinych drog. U auto-apliakce alkoholu
ma zvife k dispozici 2 nebo vice lahvi; jednu lahev s vodou, ostatni s alkoholem o rtizné
koncentraci a sleduje se konzumace obsahti a preference lahvi. Vysledkem testu je
informace o celkovém objemu zkonzumovaného etanolu, preference nékteré z koncentraci
alkoholu a celkovy ptijem tekutin (Spanagel, 2017).

Operantni metoda znamena, ze ziskani odmény je podminéno vykonanim urcitého
ukonu (napi. stlaceni paky/tlacky). Procedura neni omezena na jeden typ aplikace, je
moznd intravendzni, intraventrikuldrni, intrakranidlni, intragastrickd i ordlni (Sanchis-
Segura & Spanagel, 2006). Nejcastéjsi variantou je tzv. fixed ratio (fixovany pomér), kdy
je latka aplikovdna vzdy po ur¢itém definovaném poctu tkonl (napf. FR2 znamena
aplikace po kazdém druhém stlaceni packy). Progressive ratio je potom varianta, kdy se
pozadovany pocet ukonl zvySuje geometrickou fadou. Vystupem je tzv. breaking point,
coz je nejvyssi pocet ukoni které zvire provede pro ziskani drogy, a je vyrazem miry
motivace ziskat drogu, resp. zna¢i miru navykového potencidlu latky/drogy (Spanagel,
2017; Pushkina & Sustkova-Figerova, 2014).

5.4 Intrakranialni stimulace

Tato metoda se uziva k vyzkumu schopnosti navykovych latek ovlivnit mozkovy
systém odmény. Pokusnym zvifatim je po vykonani urcitého tkonu aplikovan elektricky
pulz prostfednictvim elektrody implantované v oblasti mozku, kde se nachéazi struktury
odmény. Tato stimulace ma odménujici Gc€inky, které se s€itaji s t€mi, které¢ vyvold podani
navykové latky, a dochédzi ke snizeni prahu (minimalniho proudu) pottebného pro
stimulaci. Naopak pokud ma latka averzivni ucinky, dojde ke zvySeni prahu. Timto
zpusobem je mozné stanovit intenzitu odmeénujicich ucinka dané latky (Gardner, 2008).

5.5 Podminéna preference mista

Conditioned place preference (CPP), drogou podminéna preference mista je metoda
preklinického behaviordlniho vyzkumu, kterda umoZziiuje zkoumat odmeénovaci nebo
averzivni uinky dané latky v kontextu s okolnim prostfedim. Protoze jsem pravé tuto
metodu pouzival v experimentalni ¢asti své prace, budou jeji principy popsany podrobnéji.

Metoda se fidi mechanismem Pavlovova/klasického podminiovani, kdy dochazi ke
vzniku vazby mezi stimulem (drogou) a prostiedim. Odmeénujici €¢inky po podani drogy
(nepodminény stimulus) jsou opakované parovany s urcitymi charakteristickymi znaky
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definovaného prostfedi (na zacatku neutrdlni stimulus). Postupné dochazi k pireneseni
subjektivné pocitovanych uc¢inkt latky/drogy na plvodné neutralni znaky prostfedi a
vznikd podminény stimulus, ktery zvife vyhledava, pokud efekt latky pocituje jako
odménujici (vice se zdrzuje v prostfedi spojeném s aplikaci drogy), nebo se mu naopak
vyhyba, pokud efekt latky pocituje jako nepfijemny (averzivni ucinky podané latky) (Prus
et al., 2008; Gardner, 2008).

CPP lze provést v biased nebo unbiased uspotaddani. V unbiased usporadani
vyzkumnik vybird kompartment pro parovani s drogou bez ohledu na pfirozenou
preferenci testovanych subjekti pro jeden nebo druhy kompartment pted zacatkem
podminovani. Naopak o biased modelu mluvime tehdy, je-li pfed podminovanim pro
kazdé pokusné zvite zjisténa a zhodnocena piirozena/spontanni preference mista a droga je
podavéana v tom kompartmentu, ktery je mén¢ preferovany (Prus et al., 2008).

vvvvvv

komor. Postranni komory jsou stejné velké, ale jednoznacné odliSitelné uréitymi znaky
(napf. jemny rost a horizontalni pruhy na sténach, vs. dno tvofené hrub$im rostem a
jednobarevna sténa bez pruhil). Uprostied je mensi, vzhledové i taktilné neutralni
kompartment, ktery oba postranni kompartmenty propojuje gilotinovymi dvefmi (Pushkina
& Sustkova-Fiserova, 2014).

Obrazek 1: aparatura pro experiment CPP (zdroj: https://conductscience.com)

Cely experiment probihd ve tfech fazich. B€hem prvni faze (preconditioning) se
zjisti u subjekti/zvifat pfirozend preference prostfedi/kompartmentu. Zvife se umisti do
centralniho kompartmentu s otevienymi dvitky a méii se Cas, ktery stravi v kazdém z
boc¢nich kompartmentli (podil z celkového Casu, napt. 20 min). Komora, ve které stravi
méné Casu, se urci jako nepreferovany kompartment, druhd je preferovany kompartment.
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Ve druhé fazi (conditioning, podminovani) se zviie opakované vzdy po aplikaci drogy
umisti do nepreferované komory (biased CPP), resp. po aplikaci vehikula do preferované
komory, na ptesné urceny Cas (podle typu drogy) pii zavienych dvetich. Tato faze
podminovani prostfedi s drogou trva nékolik dni a zde dochazi k sparovani efektu drogy s
podnéty v prostiedi. Posledni faze je zavérecny test prefernce a probihé analogicky k prvni
fazi. Neaplikuje se droga ani placebo a zvife se umisti do centralniho kompartmentu s
otevienymi dvitky. Znovu se monitoruje ¢as straveny v obou postrannich kompartmentech
(Prus et al., 2008; Gardner, 2008; Planeta, 2013).

5.5.1 Interpretace vysledku — statické vyhodnoceni CPP

Pokud zvife stravi statisticky vyznamné vic ¢asu v puvodné nepreferovaném
kompartmentu (tom, kde se podavala testovana latka/droga), znamena to, ze latka vyvolala
podminénou preferenci mista (CPP). Naopak pokud se tomuto kompartmentu zviie jesté
vice vyhyba / stravi vyznamné vic ¢asu v puvodné preferovaném kompartmentu, doslo k
navozeni podminéné averze k mistu (CPA).

Podminénd preference mista svéd¢i pro odméiovacich ucinky testované latky.
Zvite vyhledavd danou komoru, protoze s pobytem v ni asociuje liby pocit navozeny
drogou (Lynch et al., 2010).

Nékteré latky mohou navozovat jak CPP tak CPA, v zavislosti na podané davce.
Vedle velikosti davky je dulezitd latence a délka ucinku (latky s rychlym néstupem a
krat§im plsobenim maji vyraznéjsi posilovaci GCinky). Vysledek je dale ovlivnén
zpisobem aplikace, a také poctem podminovacich sezeni (latky s niz§im odménovacim
potencidlem potiebuji vice podmiinovacich sezeni) (Prus et al., 2008; Bardo et Bevins,
2000).

5.5.2 Pouziti

CPP je levnd, relativné Casové nendrond a pomérné jednoduchd metoda, ktera
testuje pritomnost odménovacich nebo averzivnich G¢inkii zkoumané latky v kontextu s
prostiedim. Umoziuje zkoumat potencidl latek navodit zavislost resp. vyvolat vyhledavani
latky. V adiktologickém vyzkumu pii hleddni novych potencidlnich 1éciv zéavislosti
umoznuje hodnotit schopnost latky sniZit odménovaci G€inek drogy (resp. sniZit vytvareni
podminénych vazeb latky sprosttedim a navozeni CPP) a také nasledné
vyhledavani/craving navozeny drogou (resp. snizit expresi CPP, které droga vyvolala)
(Lynch et al., 2010; Gardner, 2008; Liu et al., 2008).
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7. Hypotéza a cile

Préace se zabyva problematikou uplatnéni ghrelinovych signaliza¢nich mechanismu
v odménovacich a posilovacich ucincich kanabinoidii, konkrétné THC. Na zdkladé
predeslych experimentl a dostupné literatury (Charalambous et al., 2021a; Charalambous
et al., 2021b) predpokladame/hypotetizujeme, ze farmakologickou blokaci ghrelinového
receptoru dojde ke snizeni odménovacich/posilovacich u¢inkd THC, tak jak je kvantifikuje
model podminéné preference mista (CPP), oproti kontrolni skupiné.

Nasim cilem bylo v potkanim modelu CPP za pouziti IMV2959, antagonisty GHS-
R1A, zjistit zda:

A) akutni premedikace GHS-RIA antagonistou ovlivni projevy THC-navozené
preference mista (CPP), tedy znaky ,,cravingu” navozené¢ho THC (vyhledavani THC)

B) spolecna aplikace GHS-R1A antagonisty s THC béhem podminovani potlaci
vytvofeni vazby THC s danym prostiedim/potla¢i rozvoj CPP, tedy snizi pocit odmény
indukovany podanim THC
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8. Metodika

8.1. Pokusna zvirata

Dospéli potkani samci kmene Wistar (Velaz, Praha, Ceska republika) vazici 200-
220g na zacatku experimentu byli rozd€leni do skupin v rdmci dvou uspoiadani (A: N=8-
11, B: N=9-10). 7 dni pted zacitkem experimentu a mezi experimenty byli potkani
umisténi v klecich po 3-4, kde méli volny pfistup k vodé a krmivu. V mistnosti byla
udrzovana konstantni vlhkost vzduchu (50-60 %), teplota (22-24 °C) a 12hodinovy cyklus
svétla a tmy (6:00-18:00). Ptistroj CPP byl standardné osvétlen (45 Lux).

Experimentalni postupy zahrnujici zvifata a péce o zvifata probchly v souladu s
mezindrodnimi prédvnimi piedpisy. Protokoly se fidily smérnici Rady Evropské unie
(86/609/EU, 24 Listopad 1986) a smérnici EU (2010/63/EU, 22 zati 2010) a instrukcemi
Narodniho vyboru pro péci a pouzivani laboratornich zvifat. Pokusy schvalila Odborna
komise pro ochranu pokusnych zvifat 3. lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a prob¢hly v
souladu se Zakonem Ceské narodni rady na ochranu zvifat (246/1992 Sb, 15. duben 1992).

8.2 Chemikalie

Tetrahydrokanabinol/THC bylo piipraveno na Ustavu chemie pfirodnich latek
VSCHT. Slou¢eninu JMV2959, derivat 1,2,4-triazolu, prokazaného antagonisty
ghrelinového receptoru (Moulin et al., 2007) dodal Anton Bespalov, AbbVie,
Ludwigshafen/Rhein, Némecko. Ob¢ latky byly rozpustény ve fyziologickém roztoku
(0,9% NaCl), ktery byl zaroven pouZity jako placebo v kontrolni skupiné zvitat. Vzhledem
k obtizné rozpustnosti ve vod¢, bylo THC nejprve rozpusténo v jedné kapce Tween 80.

Agonisté kanabinoidnich CB1R receptort (véetné THC) vykazuji dudlni/bifazicky
efekt: vyssi davky maji tendenci u pokusnych zvitat navodit averzivni a tlumivé ucinky,
naopak niz8§i davky navozuji odménovaci a behaviordlné stimulaéni ucinky (Foll et al.
2006). Proto byla pro podminovani zvolena nizsi/odménovaci davka 0,3 mg/kg. THC bylo
podavano intraperitonedlné (i.p.) v objemu 0,1 ml/100 g télesné hmotnosti.

Déavky JIMV2959 (1 a 3 mg/kg) byly ureny na zaklad¢ ptedeslych studii s potkany
kmene Wistar (Jerabek et al., 2017, Sustkova-fiserova et. al., 2014) a literatury (Clifford et
al., 2012, Jerlhag, 2010). Samotny IMV2959 ve zvolenych davkach nemél vyznamny efekt
na lokomoc¢ni chovani zvitat. JIMV5959 bylo rovnéz podavano i.p., v objemu 0,1 ml/100 g
télesné hmotnosti, a to bud’ 20 minut pied zavérecnym testem CPP (prvni uspoifadani
pokusu), nebo behem podmiiiovaciho procesu spolu s THC (druhé uspotadani). VSechny
pouzité chemikalie byly analytické Cistoty a kvality.

JIMV2959 bylo na pracovisti Skolitelky testovano v Morrisové vodnim bludisti pro
zjiSténi potencidlniho vlivu na pamét. Davky JMV 1 a 3 mg/kg byly podavany akutné i
subchronicky a pamétové funkce u dospé€lych potkanich samct Wistar nebyly vyznamné
ovlivnény v zadném z testovanych uspotadani (v ptipraveé k publikaci).
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Obrazek 2: Molekula JMV2959 hydrochloridu (zdroj:
https://www.medchemexpress.com)

8.3 Usporadani metody podminéné preference mista
(CPP)

Metoda biased conditioned place preference (CPP) (podrobné popsana vyse) byla
pouzita ve dvou experimentalnich uspofddanich. Cely box byl rozdélen na 3
kompartmenty, konstantné osvétleny intenzitou 45 lux. Prostfedni kompartment byl
neutralni, oddéleny od dvou bo¢nich uzaviratelnymi dviiky. Pravy bo¢ni kompartment mél
na sténdch horizontalni ¢ernobilé pruhy, zatimco levy mél pruhy vertikalni, coz umoznilo
vizualni rozliSeni. Zaroven byl v rozdil v Sifce miiZzky tvofici podlahu boxu (taktilni
rozliSeni).

Experiment v jednom uspotadani vzdy probihal 10 dni. 1. den (preconditioning) se
zjistilo, ktery ze 2 kompartmentl potkan preferuje, tj. pfi moZnosti volné se pohybovat v
ném stravi veétsi Cast (%) celkového Casu (20 minut). V této fazi se nepodavaly zadné
chemikalie. V nésledujicich osmi dnech probihalo samotné podmiifiovani (conditioning).

V prvinim usporadani byl dopoledne aplikovan fyziologicky roztok, vzdy v
preferovaném kompartmentu (20 min), odpoledne pak THC v kompartmentu
nepreferovaném (40 min). Po 4 dnech podminovani se potadi prohodilo (THC podavano
dopoledne, fyziologicky roztok odpoledne). 10. Den experimentu (postconditioning) byl
randomizovang tfetin¢ potkanti aplikovan fyziologicky roztok, tfetin¢ JIMV2959 (1 mg/kg)
a tretiné JIMV 2959 (3 mg/kg) 20 minut pfed testem. Nasledné se znovu méfil Cas straveny
v jednotlivych kompartmentech pfi moznosti volné se pohybovat v propojenych boxech.
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Ve druhém usporadani byl dopoledne aplikovan fyziologicky roztok (20 min),
odpoledne THC (40 min), tentokrat zaroven s IMV2959 (1 nebo 3 mg/kg) nebo placebem
(fyziologicky roztok). 10. den se pouze monitorovala/zméfila preference kompartmentt pii
moznosti volného pohybu v boxech

CPP bylo vzdy vypocteno jako rozdil procentualnich podilt z celkového pokusného
¢asu (20 min) strdveného v méné preferovaném kompartmentu pied a po podmiiiovani s
THC. JMV2959 ani fyziologicky roztok samy o sobé nemaji vliv na navozeni CPP (Jerlhag
et al. 2009).

Biased CPP: Usporadani A

den 1 pfirozend preference | Pfirozena preference jednoho z kompartmentii
mista
den2-5 podminovani Dopoledne aplikace fyziologického roztoku (i.p.)

Odpoledne aplikace THC (0,3 mg/kg i.p.)

den6-9 podminovani Dopoledne aplikace THC (0,3 mg/kg 1.p.)
Odpoledne aplikace fyziologického roztoku (i.p.)

den 10 testovani CPP Premedikace JMV2959 (1 nebo 3 mg/kg i.p.) nebo
fyziologicky roztok (i.p.) 20 min pted testem

Tabulka 1: harmonogram experimentu v prvnim uspotadani

Biased CPP: Usporadani B

den 1 pfirozena preference | Pfirozena preference jednoho z kompartmentt
mista
den2-5 podminovani Dopoledne aplikace fyziologického roztoku (i.p.)

Odpoledne aplikace THC (0,3 mg/kg i.p.)
+JMV2959 (1 nebo 3 mg/kg) nebo placebo

den6-9 podminovani Dopoledne aplikace THC (0,3 mg/kg 1.p.)
+IMV2959 (1 nebo 3 mg/kg) nebo placebo
Odpoledne aplikace fyziologického roztoku (i.p.)

den 10 testovani CPP Testovani podminéné preference mista

Tabulka 2: harmonogram experimentu ve druhém uspotadani
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8.4 Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu dat byl pouzit program Sigma Plot 13 (Systat Software,
Inc., San Jose, CA, USA). Mira preference mista (CPP) byla vypoctena jako rozdil
procentudlnich podili celkového Casu stravené¢ho v kompartmentu sparovaném s THC
(spontdanné mén¢ preferovaném) po podminovani a pred nim. Vyznamnost rozdilu mezi
skupinami byla hodnocena jednocestnou analyzou rozptylu ANOVA s naslednym Holm-
Sidakovym post-hoc testem.
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9. Vysledky

Podminovani THC béhem 8 dni bylo uspésné a davka 0,3 mg/kg méla zietelné
odménovaci ucinky (navodila podminénou preferenci mista). V usporadani A akutni
podani JMV2959 20 minut pied postconditioning testem statisticky vyznamné snizilo
manifestaci CPP v obou davkach (1 a 3 mg/kg) v porovnani s kontrolni skupinou, a mira
efektu byla zavisla na davce (p1=0.013 a p3=0.001, viz graf 1). V uspotadani B, koaplikace
IMV2959 béhem podminovani spolu s THC statisticky vyznamné snizila navozeni CPP v
davce 3 mg/kg (p<0.001, viz graf 2). Davka 1 mg/kg rovnéz snizila navozeni CPP, ale
nevyznamné. Oba grafy znédzoriuji rozdil procentudlnich podila celkového casu
straven¢ho v kompartmentu sparovaném s THC (spontanné méné preferovaném) po
podminovani a pred nim (CPP %).

35,00 7
30,00 4
25,00 4
20,00 A
15,00 4

CPP %
10,00 4
5,00

0,00 1

-5,00 1 ’

Y

-10,00 -
M saline JMV2959 1 mg/kg mJMV2959 3 ma/kg

Graf 1: Uginky akutni aplikace antagonisty GHS-R1A na THC-indukovanou CPP
u potkant. Uspofadani A: akutni aplikace JIMV2959 20 minut pifed testem po 8 dnech
podminovani THC davkou 0,3 mg/kg i.p. u potkani vyznamné a v zavislosti na dévce
snizila projevy THC podminéné preference mista. Efekt IMV2959 ve srovnéni s kontrolni
skupinou vyjadien jako # (p=0.013); ## (p=0.001); saline N=11; IMV2959 skupiny N=8;
pruméry £ SEM

30



30,00 A
25,00
20,00 1
15,00 4

CPP % 10,00
5,00 -

0,00 -

s

faaeed

-10,00 -
W saline JMV2959 1 mg/kg mJIMV2959 3 mg/kg

Graf 2: Utinky antagonisty GHS-RIA aplikovaného sou¢asné s THC b&hem
podminovani/ rozvoje CPP u potkand. Uspotfadani B: opakovana aplikace JMV2959 1
mg/kg b&hem podminovani spolu s THC (0,3 mg/kg i.p) béhem 8 dni nevyznamné ve
srovnani s kontrolni skupinou snizila proces podminovani mista s aplikaci THC (p=0.404).
Davka 3 mg/kg snizila rozvoj CPP vyznamné; efekt IMV2959 3 mg/kg ve srovnani s
kontrolni skupinou vyjadien jako ### (p<0.001); saline N=10; JMV2959 skupiny N=9;
priamér + SEM
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10. Diskuze a zaver

Vysledky naSeho experimentu pokud je nam zndmo poprvé demonstrovaly, ze
antagonismus GHS-R1A vyznamné snizil rozvoj i projevy kanabinoidem/THC navozené
podminéné preference mista (CPP) u potkani. Prezentovany experiment je soucasti
recentn¢ publikovaného ¢lanku v Casopise s quartilem Q1 (Charalambous et al 2021).

Metoda CPP zkouma hlavné vytvafeni podminénych vazeb/asociaci podnéti
prostiedi (cues) s c¢inkem aplikované drogy, coz hraje vyznamnou roli v rozvoji a udrzeni
zavislosti (Bardo & Bevins, 2000). Kanabinoidy, vcetné tetrahydrokanabinolu/THC, jsou
zndmé svym obecné bifazickym/dudlnim efektem (Lupica, Riegel & Hoffman, 2004).
Nizs§i davky THC (mezi 0,1-0,3 mg/kg) jsou spojeny s odménovacimi a stimulacnimi
ucinky, zatimco vys$si davky (1 mg/kg a vyssi) navozuji hypoaktivitu a averzi (Foll et al.
2006). V souladu s dostupnou literaturou, podminovani potkanti v nasem experimentu
davkou THC 0,3 mg/kg i.p. navodilo CPP.

Antagonista GHS-R1A (1 a 3 mg/kg IMV2959), aplikovan spoleéné s THC béhem
podminovani, zavisle na davce snizil rozvoj (biased) CPP, avSak pouze vyssi davka méla
statisticky vyznamny efekt (P<0.001). Je dobie dolozeno, ze kanabinoidy navozuji CPP
aktivaci CB1 receptorii, vzhledem k tomu, Ze antagonizace téchto receptorti (latkou
SR141716A) muaze ucinek zvratit (Gardner, 2002; Tanda & Goldberg, 2003).
Odménovaci/posilujici G¢inky kanabinoidd/THC jsou s nejvétsi pravdépodobnosti
zprostiedkované mesolimbickymi CB1 receptory, spusténim vyplaveni dopaminu v NAc,
podobné jako u jinych navykovych latek (Manzanares et al. 2018; Tanda et al. 1997;
Volkow et al. 2017; Zehra et al. 2018).

Bylo popséno, ze premedikace JIMV2959 u hlodavct vyznamné snizila nebo tplné
zablokovala vyliti dopaminu indukované alkoholem (Jerlhag et al. 2009), stimulanty
(kokain, nikotin, amfetamin) (Jerlhag et al. 2010; Jerlhag & Engel 2011) a opiaty (Engel et
al. 2015; Sustkova-Fiserova et al. 2014; Sustkova-Fiserova et al. 2019). V recentnim
experimentu bylo zaroven zjiSténo, Zze JMV2959 snizZilo 1 vyplaveni dopaminu v NAc
vyvolané WINS55,212-2 (synteticky CBIR/CB2R agonista) (Charalambous et al., 2021a).
Na zaklad¢ toho predpoklddame, Ze odménovaci/posilovaci u¢inky THC byly alesponl
¢astecné redukované antagonizaci GHS-R1A-podminéného vyplavovani dopaminu béhem
conditioning faze, coZ mélo za nésledek snizeny rozvoj CPP.

Aplikace 1 a 3 mg/kg JMV2959 vyznamné (P<0.001) a v zavislosti na davce
redukovala projevy piedem THC-navozené¢ CPP, tj. redukovala manifestaci navozené
podminéné preference mista opakovanou zkuSenosti s THC. To naznacuje, ze GHS-R1A
antagonismus sniZil anticipaci predtim proZivané odmeény navozené THC (atribut
cravingu). Tomu odpovidaji vysledky studii na mysSich/potkanech, kde ghrelinovy
antagonismus snizil projevy CPP navozené alkoholem (Jerlhag et al. 2009), stimulanty
(Havlickova et al. 2018; Jerlhag et al. 2010; Jerlhag & Engel 2011) a opioidy (Engel et al.
2015; Jerabek et al. 2017; Sustkova-Fiserova et al. 2019). Prezentované vysledky byly
nedavno publikovany (Charalambous et al 2021b).
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Ptedchozi studie prokazaly, ze JMV2959 samotné nenavozuje CPP (Jerlhag et al.
2009) ani podminénou averzi mista (Rodriguez et al. 2018). IMV2959 (1, 3 a 6 mg/kg)
taktéz vyznamné neovlivnilo lokomoc¢ni aktivitu potkani (monitorovano od 25. do 45.
minuty po administraci JIMV2959) (Jerabek et al. 2017).

10.1 Zaver

Prezentované vysledky dokladaji ucast ghrelinu/GHS-R1A v posilovacich a
podminovacich ucincich tetrahydrokanabinolu (THC). Prokézali jsme, ze GHS-R1A
antagonismus snizil v modelu s THC u potkant jak projevy CPP/znak "cravingu", tak
snizil rozvoj/navozeni CPP, pravdépodobné v dusledku redukce pocitované kanabinoidni
odmény. NaSe vysledky podporuji dalsi vyzkum téchto vztahti s potencidlnim vyhledem
nalezeni novych moznosti pro 1écbu zavislosti na konopi/kanabinoidech.
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