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Abstrakt

ZneuZivani metamfetaminu je celosvétovy problém a v Ceské republice se s nim setkalo 2-3 %
lidi starSich 15 let. Dlouhodobé ho uziva 34,7 tisice lidi v CR a 19 lidi zemfelo v souvislosti
s metamfetaminem za rok 2022. Jeho vliv na neuroimunitni systém se zacal studovat az
v poslednich letech. Pochopeni jeho vlivu na neuroimunitni systém muZe nastinit nové
moznosti |éCby, jelikoZz do dnes neni Zadny Iék na zavislost na metamfetaminu. Tato prace
shrnuje jeho Ucinky na jednotlivé slozky neuroimunitniho systému a nastifuje nékteré latky,

které by mohly byt pouzity pfi lécbé.

Klicova slova: metamfetamin, neuroimunitni systém, zanét, mikroglie, astrocyty
Abstract

Metamphetamine is worldwide problem and in the Czech republic is 2-3 % of people older
than 15 years exposed to it. There are 34,7 thousand long-term users in Czech republic and
19 methamphetamine-related deaths in 2022. The impact on the neuroimmune system has
only started to be studied in recent years. Understanding its effect on the neuroimmune
system may outline new treatment options, as there is no cure for methamphetamine
addiction to date. This paper summarizes its effects on the different components of the

neuroimmune system and outlines some substances that could be used in treatment.
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Seznam zkratek

5-HT = serotonin
o0-1R = sigma receptor 1
ADHD =

porucha pozornosti

s hyperaktivitou

ALP = lysosomalni draha autofagie
ATG5 = protein souvisejici s autofagii 5
ATG7 = protein souvisejici s autofagii 7
ATP = adenosintrifosfat

BECN1 = Beclin-1

BUP = buprenorfin

BV-2 = mikroglialni linie bunék

CA = corna ammonis

Cavl = kalveolin 1

CD11b = diferenciacni molekula 11B
CNS = centrdlni nervovy systém

CNTF = cytokin v interleukinové-6 rodiné
CRF = kortikotropin uvolfovaci faktor
CRF2 = CRF receptor 2

D = dopamin

D1R = dopaminovy receptor 1

D3R = dopaminovy receptor 3

DAT = dopaminovy transportér

DG = gyrus dentatus

eNOS = endogenni syntetaza oxidu
dusnatého
ERK5 = proteinkindza 5 aktivovana

extraceluldrnim signdlem

GFAP = glialni fibrilarni acidicky protein
GLAST = glutamat/aspartatovy transportér
Glu = glutamat

GLUT1 = glukdzovy transportni protein 1
GLT-1 = glutamatovy transportér

HAND = neurokognitivni nemoci

asociované s HIV-1 Tat
HDACS = histonova deacetylaza
HEB = hematoencefalicka bariéra

HIV-1 Tat = HIV-1 transaktivator

transkripce

HMGB1 = protein vysoké mobility skupiny
box 1

IFN-y = interferon y
IL-1B = interleukin-1f
IL-6 = interleukin-6
IL-10 = interleukin-10

IL-12 = interleukin-12



IL-17 = interleukin-17 (IL-17)
IL-23 = interleukin-23
JNK = c-Jun N-terminalni kinazy

LC3-I1I = konjugat LC3-

fosfatidyletanolaminu

LPS = lipopolysacharid

LPS-RS = lipopolysacharid-RS

MA = metamfetamin

MAO = monoaminooxidaza

aktivované

MAPKs = mitogenem

proteinkinazy

MCP-1 = chemotaktické monocyty

proteinu 1
MD2 = myeloidni diferencia¢ni protein 2

MDMA = 3,4-

methylendioxymethamfetamin

MHC-I = histokompatibilni komplex tridy |
MHC-II = histokompatibilni komplex tfidy Il
MMP-9 = matrixova metaloproteinaza-9

mRNA = messengerova ribonukleova

kyselina

MTR1 = melatoninovy receptor 1
MTR2 = melatoninovy receptor 2
NAc = nucleus accumbens

NE = noradrenalin

NET = noradrenalinovy transportér
NF-kB = nuklearni faktor kappa B

NLRP1 = protein rodiny NLR obsahujici

pyrinovou doménu 1

NLRP3 = protein rodiny NLR obsahujici

pyrinovou doménu 3

NO = oxid dusnaty

NOX = NADPH oxidaza

Nrf2 = jaderny faktor erytroid-2

Nurrl = protein pfibuzny receptoru 1
OCT2 = organicka kationtovy transportér 2
OCT3 = organicky kationtovy transportér 3

OPCs = oligodendritické prekurzorové

buriky
PBA = sl kyseliny 4-fenylaminomadselné

PI3K/Akt = fosfatidyl-3 kindza/

proteinkinaza B

PUMA = moduldtor apoptdzy regulovany
p53

PTL = partenolid
PVT = paraventrikularni talam
ROS = reaktivni formy kysliku

RhoA/ROCK = Ras homologni protein

rodiny A/Rho asociovana protein kinaza



STAT3 = signdlni prenaseC¢ a aktivator

transkripce 3

TEM = transendotelni migrace
TFEB = transkrip¢ni faktor EB
TLR = toll-like receptory

TLR4 = toll-like receptor 4

TNF-a = faktor nadorové nekrézy a

VMAT2 = vezikuldrni monoaminovy

transportér
VTA = ventral tegmentalni oblast
SERT = serotoninovy transportér

Z20-1 = zonula ocludens-1
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1 Uvod

Metamfetamin je velice silnd droga, kterd je celosvétové zneuzivana. Ceskd republika patfi
mezi predni konzumenty této drogy. V minulosti jsme se mohli setkat s metamfetaminem,
jako Iékem hlavné na astma a k |é¢bé dalSich nemoci jako je napt. obezita. Jeho uZivatelé byli
od Zen v domdcnosti po fidice nakladakd a studenty. ZpUsoby uzivani se lisi podle uzivatele,
ale ve vétsiné pripadl prevlada nasdlni (Sfupdni) a injekéni podani, méné castéjsi zplsoby
jsou ordlné podané tablety nebo koufenim pres alobal. Prvni varovani o jeho nebezpecnosti
se objevily jiz ve 30. letech 20. stoleti, ale vliv na jeho prodej nebyl Zadny. Postupné se zacal
metamfetamin uzndvat jako nebezpecnd latka. Nejdfive farmaceutické firmy pftidaly
denaturant do inhaldtort, ovsem uZivatelé rychle zjistili, Ze povarenim latky v inhaldtoru se
vyroby a tim se zhorsila dostupnost téchto 1ék(, az se nakonec prestaly Uplné vyrabét (Barley,

1976).

Vliv metamfetaminu na lidské télo je rliznorody. Mezi kladné Ucinky patfi zrychlené mysleni,
zvysena pozornost, snizena Unava, zvysena chut k sexu. Celkové je uZivatel vice energeticky a
nevnima zadné zapory metamfetaminu. Pfi dlouhodobém uzivani se ¢lovék dostane do bodu,
kdy nebude moct fungovat bez metamfetaminu a vytvofri se zavislost. Mezi negativni ucinky
se fadi bolesti na hrudi, kloub(, hlavy a nechutenstvi. Pti takto dlouhodobé stimulaci dojde
dfiv nebo pozdéji k vycerpani organismu jak fyzicky, tak i psychicky. Zavisly se muze

upoutavat na jednu urcitou véc, kterou je schopen délat i nékolik hodin (Maxwell, 2014).

Studium efektu metamfetaminu na neuroimunitni systém je relativné malo probadané oproti
jeho vlivu na mozek. Chronické uzivani metamfetaminu narusuje neuroimunitni systém,
ktery je v kfehké rovnovaze mezi nervovymi a imunitnimi bunkami. Cilem bakalarské prace je
shrnout nejnovéjsi poznatky o vlivu metamfetaminu na jednotlivé slozky neuroimunitniho

systému.



2 Vlastnosti metamfetaminu

Metamfetamin, téZz zndmy jako pervitin, se fadi mezi syntetické derivaty amfetaminu.
Amfetaminy jsou latky, které obsahuji ve své strukture fenylethylamin, jako je napftiklad
l-amfetamin, d-amfetamin a 3,4-methylendioxymethamfetamin (MDMA), znamé;si

pod ndazvem extdaze (obr. 1) (Lapoint et al., 2013).
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Obr. 1 — Struktura fenylethylaminu a amfetamin( (prevzato z Sanchez-Ramos, 2015)

Prvni syntéza metamfetaminu z efedrinu byla provedena japonskym chemikem Nagai
Nagayoshim v roce 1893 (Anglin et al., 2000), ale tehdejsi svét pro néj nenasel vyuziti,
kvali ne zrovna efektivni syntéze. Na své vyuziti ovSsem necekal metamfetamin dlouho,
jelikoZz Akira Ogata proces syntézy metamfetaminu zefektivnil a v roce 1919 pftipravil prvni

krystalickou formu této drogy (Morelli & Tognotti, 2021).

Syntéza metamfetaminu neni sloZita z hlediska dostupnosti jeho prekurzort. Jako prekurzor
mohou byt pouzity dvé latky, efedrin a pseudoefedrin. Pseudoefedrin je komeréné dostupny
jako soucast lékl (pr. 1éki Modafen, Paralen Plus, Nurofen Stopgrip). Efedrin se nachazi

v rostliné Ephedra vulgaris, ze které se extrahuje (Morelli & Tognotti, 2021).

V prvopocatcich se pouzival metamfetamin jako lék primarné na narkolepsii (porucha spanku
a bdéni, kdy nemocny upada nekontrolovatelné béhem dne do spanku), diky jeho
povzbuzujicimu Ucinku na centrdlni nervovy systém (CNS). Ddle byl pouzivan,
jako Iék nahubnuti, jelikoz snizuje pocit hladu. Jeho pouZivani ovsem nezlstalo pouze
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u téchto problém(, nékteti lékafi ho pouzivali jako lék na schizofrenii, astma, zavislost
na morfinu, migrény atd. (Vearrier et al., 2012). V soucasnosti neni v Ceské republice
schvélen zadny |ék s obsahem metamfetaminu ani amfetaminu, ale v USA se mUzeme setkat
s léky na poruchu pozornosti s hyperaktivitou (ADHD), které obsahuji amfetamin (Adderall)

i metamfetamin (Desoxyn).

Velké oblibé se mu dostalo béhem 2. svétové valky, kdy byl pouzivdn némeckou, japonskou
a americkou armadou, aby zajistil neustalou pozornost vojakd, sniZil Unavu a pocit hladu.
V Némecku byl pouzivdn pod obchodnim nazvem Pervitin, coz je nazev, ktery je hojné
pouzivany v Ceské republice doted. Armada ale nebyla jedinym konzumentem této drogy,
v tovarnach byl metamfetamin vyuzivan k potlaceni Unavy a tim zvétSeni vykonosti délnikd
(Vearrier et al.,, 2012). V predrevoluénim Ceskoslovensku se vyroba metamfetaminu
odehravala prevainé v domacich podminkach z bézné dostupnych Iékd, ale efedrin, ktery je
prekurzorem metamfetaminu, byl ve velkém vyrabén ve Vyzkumném uUstavu antibiotik
a biotransformaci (VUAB), kde dochazelo k jeho unikiim. Vyrobu efedrinu snizili v 90. letech
20. stoleti, ale k uplnému zastaveni vyroby doslo az v roce 2004. V soucasné dobé se vyroba
metamfetaminu opét presunula do domaciho prostfedi do tzv. kuchynskych laboratofi

(Mravcik et al., 2021).

Metamfetamin zvySuje uvolfiovani monoaminovych neurotransmiterd, jako je serotonin,
dopamin a noradrenalin. Nadbyte¢né uvolfiovani téchto neurotransmiteri vede k nékolika
zméndm v molekularnich procesech neuronl. ZvySovani koncentrace monoamin(
v synaptické stérbiné je docileno nékolika zplsoby. Prvnim zplsobem je ovlivnéni
transportér pro monoaminy. Metamfetamin je do presynaptického zakonceni transportovan
pomoci transportérl zpétného vychytdvani dopaminu (DAT), serotoninu (SERT)
a noradrenalinu (NET). Zde interaguje s vezikuldrnim monoaminovym transportérem
(VMAT2). Dochazi tak k redistribuci monoaminovych neurotransmiter( ze synaptickych vacka
do cytoplazmy, odkud se pak obracenym transportem pres DAT, SERT a NET vylévaji
do synaptické Stérbiny. Za druhé je metamfetamin schopny inhibovat aktivitu
monoaminooxidazy (MAO), coz vyusti ke zvySeni koncentrace monoamin(, jelikoz MAO

odbourava monoaminy (obr. 2) (Sulzer et al., 2005).
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Obr. 2 — PUsobeni metamfetaminu

Metamfetamin (MA) zvySuje koncentrace dopaminu (D), noradrenalinu (NE) a serotoninu

(5HT) v synapsich CNS (prevzato z Sankaran et al., 2021).

Metamfetamin pulsobi na nucleus accumbens (NAc), coz je ¢ast mozku, ktera fidi systém
odmény a vzruSeni. Pfesny mechanismus, jak dopamin a serotonin ovliviiuji excitaéni
synapticky prenos v NAc neni jesté dobrfe znamy. Excitaéni vstupy do NAc
z paraventrikularniho talamu (PVT) byly exogennim podanim D sniZzovany. Exogenné podany
serotonin sniZzoval také vstupy z PVT ale i z ventralniho hipokampu a bazolateralni amygdaly.
Podani metamfetaminu, které vyvolalo vylev endogenniho D a serotoninu, mélo stejné
ucinky. (Christoffel et al.,, 2021). Dalsi ¢ast mozku, kterd ovliviiuje systém odmeény je
striatum. Metamfetamin striatum ovliviuje nadmérnym uvolfovanim dopaminu.
Dopaminovy receptor 1 (D1R) je regulovany proteinem kalveolin 1 (Cav1). Cavl exprese vede
k modulaci zavislosti a jeho knock-out mulze sniZit Uroven zavislosti na metamfetaminu,
anaopak jeho zvySend exprese posiluje metamfetaminem vyvolané samopodavani
(Avchalumov et al., 2021). DalSim proteinem spojenym se zavislosti je histonova deacetyldza

(HDAC5). Prti jeji nadmérné expresi ve striatu dochdzi kusilovnému vyhledavani



metamfetaminu (Li et al., 2018). Metamfetamin také zpUsobuje poruchu hipokampalni
neurogeneze. Studie s elektrokonvulzivnimi zachvaty vyvolanymi u mysi prokdzaly zmirnéni
negativnich uc¢ink(i metamfetaminu pravé na tuto neurogenezi (Garcia-Cabrerizo et al., 2021).
Dalsi ovlivnénd ¢ast je amygdala, kterd je zodpovédnd za emoce. UZivatelé metamfetaminu
Casto trpi na Uzkosti, rozruseni a mlzZe dojit az ke paranoie a schizofrenii. Dopaminovy
receptor 2 (D2R) hraje roli v regulaci emoci jak u zavislych, tak i u zdravych lidi (Okita et al.,

2016).

Z dlouhodobého hlediska riziko uzivani metamfetaminu spociva hlavné v jeho ucincich
na dopaminnergni a serotonergni drahy. NaruSeni dopaminergni drahy vede ke vzniku
vysokého oxidativniho stresu, neuralni dysfunkce a zvySené hladiny prozanétlivych mediatort
a glutamatu (Jayanthi et al.,, 2021). Tyto jevy se podili na neurotoxicité metamfetaminu,
kterd je spojovana s psychiatrickymi symptomy, kognitivnim poskozenim a se zvySenym
rizikem Parkinsonovy choroby. Nahlé vysazeni drogy vede k abstinenénimu syndromu
(depresivni nalada, uzkosti, poruchy spankového rezimu). Bezprostiedni abstinencni priznaky
vétsSinou trvaji 7-10 dni a pretrvavajici priznaky, které jsou spojené s neurotoxicitou mohou

trvat nékolik mésica.

Metamfetamin je prevainé metabolizovany v jatrech pres N-demetylaci na amfetamin,
katalyzovany cytochromem P450 2D6 nebo aromatickou hydroxylaci také pres cytochrom
P450 2D6, ktera primarné produkuje 4-hydroxymetamfetamin a B-hydroxylaci,

kterd vyprodukuje norefedrin (Cruickshank & Dyer, 2009).



3 Neuroimunitni systém a zavislost na metamfetaminu

3.1 Neuroimunitni systém

Neuroimunitni systém hraje vyznamnou roli v zavislostech. Neni mozné fict jeden konkrétni
zpusob, jak ovliviiuje vznik zavislosti, jelikoz zdlezi na mnoistvi podané drogy, jakym
zplUsobem byla podana a v neposledni fadé o jakou drogu se vibec jedna. Obecné se da Fict,
Ze drogy ovliviiuji imunitni receptory bud’' pfimo navdzanim na né nebo nepfimo, kdy zvysuji
mnozstvi zanétlivych medidtor(, které se pak vazi ke svym receptorim (Jacobsen et al.,

2016).

CNS je oddélena od okoli, a tedy i imunitniho systému hematoencefalickou bariérou (HEB),
kterd je selektivhé permeabilni. Ztohoto dlvodu neni mozny volny prichod imunitnich
bunék a spousty vétsSich molekul, véetné protilatek do CNS, proto si mozek musel obstarat
jiny systém na svoji ochranu. Timto systémem je neuroimunitni systém. Mezi bunky
neuroimunintiho systému radime gliové buriky a Zirné bunky. Z gliovych bunék jsou to
primarné mikroglie a astrocyty, dale se také mohou na ochrané mozku podilet
i oligodendrocyty. Gliové buniky, za normdlnich podminek, slouZi zejména pro vyZivu
a podporu neuronu. V pripadé patologickych stav(, jako je Uraz nebo zanét se Ucastni obrany
CNS. V CNS byly zjiStény také Zirné bunky, které jsou bézné v imunitnim systému (Matejuk et

al., 2021).

Mikroglie jsou hlavnimi hraci pfi neurozanétu. Mozek je konstantné hlidan mikrogliemi
a v pfipadé problému jsou schopné se aktivovat a odpovédét na problém produkci cytokint
a chemokinl. Existuji dva zakladni fenotypy aktivnich mikroglii, a to M1 prozanétlivé a M2
imunosupresivni — neuroprotektivni fenotyp. Pomér M1/M2 je jiny pfi rlznych poskozenich
CNS (napt. pfi poskozeni paterni michy je vétsi pocet M1 fenotypl mikroglii nez M2) (Tang &
Le, 2015). Aktivace mikroglii vede také k naboru leukocytli do CNS. Bylo prokdzano,
Ze aktivace mikroglii plsobenim na jejich Toll-like receptor 4 (TLR 4) aktivuje endotel,
pres ktery se leukocyty dostavaji z krve do CNS. DllezZitou roli vtomto procesu hral faktor
nadorové nekrézy a (TNF-a) (Zhou et al.,, 2006). Mikroglie funguji v mozku obdobné
jako makrofagy vimunitnim systému. V pripadé infekce nebo zranéni mozku jsou mikroglie
prvnimi respondenty. Mikroglie a makrofagy pochazeji, ze stejného primitivniho predchldce,

ale béhem vyvoje se oddéli a mikroglie cestuji do mozku, jesté pred vytvorenim HEB.



Mikroglie existuji v mozku po cely nas Zivot, bez ohledu na transplantace krve a odoldvaji

vysokym davkam y-zareni (Ginhoux et al., 2010).

Astrocyty jsou nejpocetnéjsi buriky v CNS, které propojuji endotel s neurony, pomadhaji
udrZovat homeostazu. Stejné jako neurony obsahuji sodikové a draselné kanaly, ale na rozdil
od nich nedokazi tvofit akéni potencial. Jednim z dGvod(, pro¢ nejsou schopny vytvorit akéni
potencial je, Ze pocet draselnych kandld je v astrocytech mnohem vyssi nez sodikovych
(Seifert et al., 2006). Astrocyty mohou produkovat rGzné cytokiny a chemokiny. Také
produkuji prozanétlivé molekuly, jako jsou TNF-a, interferon y (IFN-y), interleukin-1B (IL-1PB),
interleukin-6 (IL-6), interleukin-12 (IL-12), interleukin-17 (IL-17) a interleukin-23 (IL-23)
(zaheer et al., 2007). Astrocyty jsou vzdjemné propojeny pres vodivé spoje a tvofi dlouhé
vybézky, které jsou pripojené na cévy. Ucastni se regulace pratoku krve, transportu Zivin
a interaguji se synapsemi. Astrocyty jsou schopné exocytdzou vypoustét transmitery, tento
proces se nazyva gliotransmise a vypousti gliotransmitery. Mezi gliotransmitery patfi
adenosintrifosfat (ATP), glutamat (Glu) a D-serin. Diky tomuto mohou astrocyty regulovat
excitabilitu neuron( a tim modulovat synapticky prenos a synaptickou plasticitu (Araque et
al.,, 2014). Aktivované astrocyty se vyskytuji ve dvou formach obdobné jako mikroglie maji
i ndzev Al a A2 a i jejich aktivace s mikrogliemi souvisi. Al astrocyty se objevuji pfi zanétech
a maji neurotoxické vlastnosti a jsou aktivované neurozanétlivymi mikrogliemi. Aktivované
A1l astrocyty mikrogliemi ztraci schopnost zvySovat Sanci neuronalniho preziti, synaptogenese
a fagocytdzy a indukuji smrt neuronu a oligodendrocytli. Na druhou stranu A2 astrocyty se
objevuji pfi ischemii a maji neuroprotektivni Ucinky, zvysuji neuronalni preziti a opravu tkani

(Liddelow et al., 2017).

Oligodendrocyty vznikaji velice precizné naplanovanou proliferaci, migraci a diferenciaci
z oligodendrocytickych prekurzorovych bunék (OPCs). Béhem tohoto procesu se z OPCs
stdvaji preoligodendrocyty a nasledné nezralé oligodendrocyty. Jednotliva stadia lze odlisit
pomoci specifickych povrchovych markert. Oligodendrocyty jsou diky expresi povrchovych
i jadernych receptorll schopny reagovat na Sirokou skalu podnétl — véetné neurotransmiter(
(napf. kyselina y-aminomadselna, glutamat, ATP, serotonin, acetylcholin, oxid dusnaty (NO),
prostaglandin, prolaktin, kanabioidy) (Marinelli et al., 2016). Prvni zminka o neuroimunitni
funkci oligodendrocytl je jiz z roku 1986. Autofi zjistili, Ze IFN-y je schopny in vitro aktivovat

expresi antigenu H-2, coz je antigen z hlavniho histokompatibilniho komplexu tridy | (MHC-I)



u mysi. Tato indukce H-2 exprese nebyla doprovazena proliferaci nebo blastoidni transformaci
oligodendrocytl. Diky tomu se zacalo uvaZovat o tom, Ze oligodendrocyty mohou byt cilem
pro cytotoxické T-buriky (Suzumura et al., 1986). Pozdéji se ukazalo, Ze IFN-y je také schopny
aktivovat, za pritomnosti dexametazonu, expresi antigentl z MHC-Il (Bergsteinsdottir et al.,

1992).

Zirné buriky pochazi z hematopoietickych bunék. V CNS se nachazi v mozkomidnich plenéch,
perivaskuldarnim prostoru a v thalamu, do kterého se dostavaji z mozkomi$nich plen (Khalil et
al., 2007). Ve zdravém mozku je jejich pocet velice nizky, ale pfi zanétu se jejich ¢islo mirné
zvedd (Maslinska et al., 2005). Jejich funkce v téle je pfi alergickych reakcich a zanétech.
V mozku svoji degranulaci zpUsobi uvolnéni predem pripravenych granul, kterd obsahuji
zanétlivé mediatory (histamin, protedzy, lipidové medidtory a cytokiny). Stimulem pro tento
proces je agregace receptord s vysokou afinitu, jako je Fce receptor | (Nishida et al., 2005).
Tryptdza z Zirnych bunék dokdze stimulovat mikroglie a ty nasledné produkuji prozanétlivé

faktory TNF-a, IL-6 a reaktivni formy kysliku (ROS) (Zhang et al., 2012).

3.2 Ovlivnéni mikroglii metamfetaminem

Je nékolik dlikaz(i o tom, Ze metamfetaminem indukovana toxicita u zvifat mUze byt vyvoldna
aktivovanymi mikrogliemi (Ladenheim et al.,, 2000; Thomas & Kuhn, 2005). Toto bylo

prokdzano i u lidi pomoci PET studie (Sekine et al., 2008).

Bylo prokdzano, Zze metamfetamin muzZe primo aktivovat mikroglie pres TLR4. Biofyzikalni
metody ukazaly, Ze se metamfetamin vaze na myeloidni diferenciac¢ni protein 2 (MD2)
(klicovy koreceptor TLR4), ¢imz stabilizuje aktivni konformaci TLR4/MD2. Metamfetamin je
tedy pravdépodobné sam schopny primo aktivovat TLR4, nikoliv nepfimo pres uvolnéni
ligand( TLR4. Pfima aktivace TLR4 byla ovérena pokusy s mikroglidIni linii bunék (BV-2).
metamfetamin spustil aktivaci transkripéniho nukledrniho faktoru kappa B (NF-kB), ktery
ovliviiuje expresi imunitnich gend. Tato reakce byla blokovana antagonistou TLR4
lipopolysacharidem-RS (LPS-RS). TLR4 se nachdzeji primarné v mikrogliich, ale najdeme je
i v astrocytech. TLR4 rozpozna metamfetamin a zahaji prozdnétlivou imunitni signalizaci.
V in vivo pokusech metamfetaminem aktivovana TLR4 signalizace zpUsobila zvySeni exprese
IL-6, ktera je typickd pro metamfetaminem vyvolany neurozanét. Pti podani TLR4 antagonisty

LPS-RS do ventralni tegmentalni oblasti (VTA), kterd je nejvétSim producentem dopaminu,



se snizila hladina extraceluldrni koncentrace dopaminu v obalu (NAc), kterd byla zpUsobena

metamfetaminem (Wang et al., 2019).

Metamfetamin funguje jako sekundarni aktivator receptoru rodiny pyrinovych domén
obsahujici nukleotidovou vazebnou a oligomerizaéni doménu 3 (NLRP3) inflamazému,
coz zpUsobuje neurotoxicitu. NLRP3 inflamazom Stépi pro-IL-1B (neaktivni forma) pomoci
kaspazy-1 na IL-1B (aktivni forma). Metamfetamin neovliviiuje tvorbu neaktivni formy
interleukinu, ale ovliviiuje samotnou aktivaci IL-1B v inflamazomu, ¢imZ zvySuje jeho

koncentraci a prozdnétlivou odpovéd mikroglii (Xu et al., 2018).

Pfi uzivani metamfetaminu dochdazi ke zménam exprese nékterych genU v mikrogliich.
Mezityto geny patfi i gen pro PxXs receptor. P Xs receptor se podili na modulaci
synaptického prenosu a komunikaci mezi neurony v CNS. PFi vyssi koncentraci je spojovan
s ovlivnénim paméti v hipokampu a dlkazy naznaduji, Ze mlzZe i down-regulovat GABAa
receptory. Metamfetamin sniZuje expresi genu pro P2Xas receptor. Buprenorfin (BUP) je

schopny zvratit jeho vliv na mikroglie (Roshani et al., 2022).

Studie na BV-2 ukdzala, Ze pfti inkubaci s metamfetaminem se zvySuje v mikrogliich exprese
diferenciaéni molekuly 11B (CD11b), ktery je markerem aktivace mikroglii. Toll-like
receptorova (TLR) rodina zprostiedkovava aktivaci mikroglii. V bunkdch vystavenych
metamfetaminu byly hladiny messengerové ribonukleové kyseliny (mRNA) pro TLR1-8 a 11
zvySeny. Autofi se zaméfili konkrétné na TLR4, ktery aktivuje MyD88 drahu, adaptér
obsahujici doménu TIR indukujici interferon-f (TRIF) drdahu a E3 ubikvitinovou proteinovou
ligdzu Pelil, ktera je pro signalizaci TLR dulezitd. Metamfetamin signifikantné aktivoval
mikroglie, zvySoval expresi TLR4 a TRIF, aktivitu NF-kB a mitogenem aktivované proteinkinazy
(MAPK) a produkci IL-1B, TNF-a a IL-6. Knock-down Pelil tento vliv inhiboval. Zatimco TRIF
draha byla metamfetaminem ovlivnéna, na draze MyD88 nebyla pozorovdna Zzadnd zména.

Draha TLR4/TRIF/Pelil je tedy v mikrogliich metamfetaminem aktivovana (Yang et al., 2020).

Dalsi signaliza¢ni drahou, ktera je metamfetaminem ovlivnéna, je drdha vedouci pres aktivaci
extracelularnim signalem aktivované proteinkindzy 5 (ERK5). Metamfetaminem indukovana
hyperaktivita ma pfimou spojitost s mikroglidIni aktivaci ve striatu. Bylo prokazano, zZe

metamfetamin zvysuje fosforylaci ERK5 ve striatu a blokace ERK5 specifickym inhibitorem



tyto zmény inhibovala. Regulace pomoci ERK5 inhibitord muZe vést k prevenci zdvislosti

na metamfetaminu (Nakagawasai et al., 2022).

Metamfetamin a HIV-1Tat protein maji vliv na autofagii mikroglii. Pfi spole¢ném plsobeni
dochdzi kvyznamnému zvySeni exprese proteinl souvisejicich s autofagii (konjugat LC3-
fosfatidyletanolaminu (LC3-Il), Beclin-1 (BECN1), protein souvisejici s autofagii 5 (ATG5)
a protein souvisejici s autofagii 7 (ATG7)) v mikrogliich. V mozkové tkani clovéka byly
aktivované mikroglie a zvySené koncentrace faktoru souvisejicim sjadernym faktorem
erytroid-2 (Nrf2), LC3-1l a Beclin-1, naopak koncentrace p62 byla snizena. Nrf2 ma Zivotni roli
v regulaci synergické indukce autofagie metamfetaminem a HIV-1 Tat (Yang et al., 2022).
Protein Nrf2 bude pravdépodobné moiné vyuzit k Ié¢bé neurokognitivni poruchy spojené
s HIV-1 (HAND) u lidi sHIV a zavislosti na metamfetaminu diky jeho regulaci SLC7A11.
SLC7A11 je klicovd soucast cystein/glutamatového transportéru, ktery posiluje syntézu
antioxidantu glutationu. Metamfetamin a HIV-1 Tat vedou ke zvySeni oxidativniho stresu
a feroptdze. Zvysend aktivace Nrf2 vedla ke zvySeni exprese SLC7A11 a snizeni cytotoxického

poskozeni mikroglii feroptézou (Lin et al., 2023).

Migrace mikroglii je nutna pro jejich spravné fungovani, protoze mikroglie se musi pohybovat
po CNS, aby dokazaly zabranit infekci pomoci fagocytdzy. Jednim z protein(, které reguluji
migraci je p53 upregulovany moduldtor apoptézy (PUMA). PUMA nejcastéji zpUsobuje
apoptdzu vyvolanou stresem, ktera je regulovana p53, ale neni nutna jeho pfitomnost. Radi
se mezi nejsilnéjsi zabijaky bunék (Yu & Zhang, 2008). Nicméné PUMA se také ucastni
regulace proliferace a migrace fibroblastl (Zhao et al., 2019). V bunécném modelu mikroglii
BV-2 a HAPI metamfetamin zpUsobil zvySenou migraci mikroglii. Aktivace ROS, p38 MAPK,
fosfatidyl-3 kindzové/proteinkinazové B (PI3K/Akt) drahy vede k aktivaci signalniho prenasece

vsve

(Zhao et al., 2019).

Mikroglie komunikuji s ostatnimi bufikami CNS a tyto kontakty mohou ovliviiovat jejich

aktivaci metamfetaminem. Neurony mohou interagovat s mikrogliemi pfimo

nebo zprostfedkované pres astrocyty. Ukdzalo se, Ze kdyz byly neurony vystaveny

metamfetaminu, tak byla aktivace mikroglii mozind pouze pres astrocyty. Neurony mohou

ale také castecné predejit metamfetaminem indukované aktivaci mikroglii pomoci astrocyt(,

diky tomu, Ze zvysi expresi arginazy 1 a tim se posili CD200/CD200r draha (Bravo et al., 2022).
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U metamfetaminem indukované aktivace mikroglii zdvisi na mnoistvi podaného

metamfetaminu. PFi vy$Sim mnozZstvi totiz dochazi k umirani mikroglii (Valian et al., 2019).

3.3 Ovlivnéni astrocyttll metamfetaminem

Reaktivni astrocyty prochazi velice rychlou proliferaci a metamfetamin toto zplsobuje
pres zvySenou expresi proteinll vysoké mobility skupiny box 1 (HMGB1) (protein,
ktery souvisi s bunécnou aktivaci a migraci). Jak velkému narustu proliferace astrocyt(i dojde
zavisi na koncentraci metamfetaminu, k nejvétsSimu narustu dochazi pfi koncentraci 150 uM
a pfi 1,5 mM uz nedochadzi k tak velké zméné. DalSimi efekty metamfetaminu u astrocytarni
linie bunék C6 a primarnich astrocytl je jejich aktivace a migrace. Potlaceni exprese HMGB1
zabranilo efektim metamfetaminu. ZvySenda exprese HMGB1 metamfetaminen je zplisobena
aktivaci sigma receptoru 1 (o-1R) pres signalizacni drahu Src/ERK/NF-kB (Zhang, Zhu, et al.,
2015). Metamfetamin také zvySuje samotnou expresi o-1R pres aktivaci Src/ERK drahy
a transkripéniho faktoru vazajiciho se na cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) responzivni
element (CREB). CREB se po aktivaci presouva do jadra, kde interaguje s promotérem o-1R,
coz zplsobi zvySeni exprese o-1R a soucasné se zvysi exprese i markeru astrocytl — glidlniho

fibrilarniho acidického proteinu (GFAP) (Zhang, Ly, et al., 2015).

Pfi neurozanétu se astrocyty aktivuji, coz vyusti v jejich morfologickou a fenotypovou zménu.
At uZ se jednd o neurozanét, Uraz nebo trauma, astrocyty se aktivuji a tento proces se nazyva
astrogliosa. Pri astrogliose se zvysi pocet astrocytli. Metamfetamin zpUsobuje tuto aktivaci
astrocytQ. Astrocyty uvoliuji vétsi koncentrace cytokind a chemokinl. Metamfetamin
u astrocytll vyvola silnéjsi expresi IL-6, coZ je velice silny prozanétlivy cytokin. Stejné
jako u mikroglii, tak i u astrocytll metamfetamin ovliviuje inflamazém. Konkrétné v ném
protein rodiny NLR obsahujici pyrinovou doménu 1 (NLRP1), ktery podnécuje uvolfovani

prozanétlivych cytokinl a aktivuje kaspazy (Dang et al., 2021).

Metamfetamin aktivuje astrocyty také pres pusobeni na neurony. Metamfetamin vyvola
v neuronech zvysenou produkci a-synucleinu, astrocyty tento a-synuclein pfijimaiji, aktivuji se
a zvySuji koncentrace prozanétlivych faktorl IL-1B, IL-6, TNF-a a snizuji produkci
neurotrofniho faktoru odvozeného od glidlni linie (GNDF). Regula¢ni roli vtomto procesu
hraje jadernému receptoru 1 pfibuzny protein (Nurrl), ktery je pUsobenim a-synucleinu

down-regulovan (Huang et al., 2022).
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Podani metamfetaminu v dospivani vedlo u dospélych mysi ke zhorSeni schopnosti
vyhleddvani v prostorové paméti u dlouhodobym rozpoznavaci paméti. Byly prokazany
znacné ztraty neuronll v cornu ammonis (CA) dorsalniho hippokampu spiSe nez v gyrus

dentatus (DG), ale astrocyty zUstaly v pfiblizné stejné denzité (Liang et al., 2022).

Metamfetamin v nizkych davkach muZe mit i kladné terapeutické ucinky. Pfi Alzheimerové
chorobé astrocyty ztraci svoji funkénost. Nizké davky metamfetaminu, v jeho Cisté formé,
inhibuji fosforylaci tau proteinu, diky ¢emuZz miZe mit metamfetamin protektivni ucinky
v reaktivnich astrocytech (Soltanian et al., 2021). Dale tyto netoxické davky metamfetaminu
snizuji ¢asnou a pozdni apoptézu bunék, a i jejich nekrézu, dale je metamfetamin schopny

vrve

neurony (Soltanian et al., 2022).

Metamfetamin  ovliviuje nej¢astéji dopamin, noradrenalin a serotonin v CNS.
Pfi dlouhodobém vystavovdni metamfetaminu se ovliviuji i jiné transmitery, jako je Glu
a kortikotropin-uvolfiovaci faktor (CRF). Konkrétné CRF receptor 2 (CRF2) ve VTA hraje
dllezitou roli pfi stresové indukovaném drogovém relapsu a chovdni, pfi kterém aktivné
jedinec vyhledava drogu. Dopaminové receptory ve ventralnim stfednim mozku hraji klicovou
roli ve zpracovani odmén, at uz pfirozené vyvolanou nebo drogou. Modulatory dopaminové
neuronalni aktivity se podileji na nékolika aspektech zavislosti, véetné relapsu u abstinujicich.
Dale vede chronické uzivani metamfetaminu ke sniZeni exprese specifického astrocytického
glutamatového/aspartatového transportéru (GLAST). GLAST je jeden ze dvou transportér(
aminokyselin, ktery je exprimovan v astrocytech, hraje vyznamnou roli v synaptickych

prenosech a reguluje glutamatovou homeostazu (Sharpe et al., 2022).

Vysazeni metamfetaminu vyvolalo abstinencni priznaky ve studii na mysich a mezi jeden
z ptiznakl patfilo naruseni prostorové paméti a zvySenou postsynaptickou aktivitu v dorzalni
CA1 oblasti. KdyzZ byl odebran metamfetamin, tak se sniZila kapacita astrocytl vychytavat Glu.
Tento efekt byl vyvozen na zédkladé zvySeného poctu Al astrocytd, fosforylace STAT3, snizeni
koncentrace Glu transportér GLT-1 a GLAST, a astrocytické glutaminsyntetazy. Pfi selektivnim
knockdownu STAT3 v astrocytech v dorzdlni CAl oblasti u mysi se Glu clearance vratilo

do normalu a zabranilo se naruseni prostorové paméti (Shi et al., 2021).

12



3.4 Ovlivnéni oligodendrocytl metamfetaminem

Oligodendrocyty tvofi myelinovou pochvu na axonech. Do roku 2003 se veSkery vyzkum
metamfetaminu zaméroval na jeho vliv na neurony. Poté se objevila prvni studie jeho vlivu
na oligodendrocyty, kterd ukazala, Ze in vitro metamfetamin zpUsobuje bunécnou smrt
oligodendrocytl. Bunécna smrt byla indukovand zvySenou expresi pro-apoptickych proteind,
Bax a DP5. Cela studie byla provedena in vitro na kulturach primarnich oligodendrocyt(
potkana (Genc et al., 2003). Chronické podavani metamfetaminu mysim vedlo v neuronech
ke zvySené produkci a-synucleinu, ktery se hromadil v oligodendrocytech a doslo k naruseni
integrity myelinové pochvy. Knockout a-synucleinu zmirnil degradaci oligodendrocytt
a neurond, ktera byla zplsobena metamfetaminem a myelinova pochva byla obnovena. Tato
patologiie oligodendrocytl byla asociovana se snizenim mnozstvi transkripéniho faktoru EB
(TFEB) a je zavisla na deficitu autofagické lysozomalni drahy (ALP). TFEB je transkrip¢ni faktor,

ktery moduluje formaci lysozomu a aktivuje ALP (Ding et al., 2021).

3.5 Ovlivnéni Zirnych bunék metamfetaminem

Zirné buriky maji velice specifické umisténi v CNS. Patfi mezi jediné zcela prokazané imunitni
bunky pfitomné permanentné v CNS. Se zdvislosti na metamfetaminu souvisi dopaminovy
receptor D3 (D3R), ktery nejspise i ovliviiuje regulaci imunitni odpovédi na metamfetamin.
Zirné buriky stimulované LPS uvolfuji prozanétlivé cytokiny (IL-1B, IL-6, TNF-a), protizanétlivé
cytokiny (IL-10) a cytokiny Th2 odpovédi (IL-4 a IL-13). Pfi poddni D3R agonisty k zirnym
bunkdm ovlivnénych metamfetaminem se produkce cytokind prudce zvedla. Naopak
pfi poddni D3R antagonisty k zddné zméné nedoslo. Toto naznacuje, Ze produkce cytokint
Zirnymi bunkami s metamfetaminem je regulovana D3R (Xue et al., 2015, 2018).
Na molekularni drovni po aktivaci Zirnych bunék LPS dochazi ke zvySené expresi TLR4. Tyto
receptory aktivuji fosforylaci proteinG signalni drahy MAPKs, véetné ERK1/2, JNK1/2
a p38MAPK. Metamfetamin sam nema vliv pfimo na signdlni proteiny, ale potlacuje LPS
vyvolané zvyseni mnozstvi TLR4 a fosforylaci ERK1/2, p38 a JNK v Zirnych burikach. Tento
efekt byl také zavisly na D3R. U bunék, které nemély gen pro D3R, k supresi LPS aktivace

metamfetaminem nedoslo (Xue et al., 2016).

3.6 Metamfetamin a hematoencefalicka bariéra

Mozek je od imunitniho systému oddélen hematocencefalickou bariérou (HEB),

ktera zajistuje jeho ochranu a je propustnd pouze pro urcité latky. Metamfetamin je latka,
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kterd je vysoce lipofilni, coZ mu umoznuje velice rychle prochazet hematoencefalickou
bariérou a vyvolat prakticky okamZité ucinky (Moszczynska, 2016). Metamfetamin také
interaguje s transportéry organickych kationtd OCT3 a s OCT2, na kterém ale zpuUsobuje
mirnou inhibici (Wu, Kekuda, et al., 1998; Wu, Prasad, et al., 1998). Pomoci téchto
transportér( je také schopny prejit pres HEB. Nejcastéji ovSem metamfetamin prochazi

pfes vnitfni tésné spoje endotelidlnich bunék a transcytézou (Martins et al., 2013).

Metamfetamin sniZuje pocet proteind tésnych spojd zonula ocludens-1 (ZO-1), okludinu,
klaudinu-5 a stimuluje aktivaci NADPH oxidazového (NOX) komplexu, ktery katalyzuje vznik
reaktivnich forem kysliku (Namyen et al., 2020; Park et al., 2012). Toto vSechno dohromady
poskozuje HEB a tim se zvySuje Uroven neurozanétu. Metamfetamin zda se neovliviiuje
transport molekul pres tésné spoje, ale ukazalo se, Ze ovliviiuje endocytézu v endotelidlnich
bunkach, kde zvysuje prichodnost molekul az 1,5x. PoSkozeni endotelidlni bariéry
metamfetaminem zpUsobi zvySené mnoiZstvi lymfocytd (konkrétné T-bunék) v mozku tim,
Ze se zvysi jejich transendotelidlni migrace (TEM). Aktivace endotelidlni syntetdzy oxidu
dusnatého (eNOS) souvisi s kalveoly, permeabilitou endotelia a TEM lymfocytl. Pfi davce 1
UM metamfetaminu byla zvySend aktivace eNOS a tim i vliv metamfetaminu na endotelidlni
bunky. Pri vyssich davkach (50 uM) se zména v TEM, prichodnosti endotelidlnich bunék
a aktivaci eNOS neobjevila. NejspiSe tedy nadmérna prichodnost HEB spojend
s metamfetaminem souvisi s aktivaci eNOS a NO je klicovym medidtorem (Martins et al.,

2013).

Metamfetamin vyvolava hypertermii, pfi které se zhorSuje selektivnost HEB. DalSim
pozorovanym efektem je zvySené mnozstvi vody, Na*, K*a CI". Tyto vysledky naznacuji, Ze diky
hypertermii dochazi ke vzniku edému CNS (Kiyatkin et al., 2007). Metamfetamin ovliviiuje
HEB v hipokampu, frontalni klife a striatu rdzné. Po 24 hodinach od podani metamfetaminu
doslo ke zvyseni permeability HEB, ale pouze v hipokampu. Dalsi efekt, ktery zplUsobuje
metamfetamin je zvySovani aktivity matrixové metaloproteinazy-9 (MMP-9), coz mulze vést
k degradaci bazalni membrany a protein( tésnych spoji (Martins et al., 2011). MMP-9 je ve
velkém produkovadna astrocyty (Gongalves et al., 2017). Vin vitro studii metamfetamin
aktivoval drahu Ras homologniho proteinu rodiny A/Rho asociované protein kinazy
(RhoA/ROCK), coZ ovlivnilo expresi proteinli tésnych spoji a zpuUsobilo preskupeni

F-aktinového cytoskeletu, coZz také muazZe ovlivnit strukturu tésnych spoji. Inhibice
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RhoA/ROCK drahy potlacila efekty metamfetaminu — sniZila permeabilitu endotelidlnich
bunék v mozku potkanu, zvysila pocet proteint tésnych spojl a opravila F-aktinovy cytoskelet
(Xue et al., 2019). Stejné jako a-synuclein ovliviiuje astrocyty, tak ovliviiuje i HEB. a-synuclein
aktivuje pericyty, ¢imzZ dojde k dysregulaci celistvosti mozkové endotelidlni bariéry a pericyty
zacnou uvoliovat IL-1B, IL-6, monocytovy chemoatraktantovy protein-1 (MCP-1), TNF-a
a MMP-9 (Dohgu et al., 2019). Metamfetaminem vyvolané nahromadéni a-synucleinu vede
ke sniZeni exprese Nurrl v astrocytech a tim kovlivnéni produkce cytokinli, a nakonec
k poSkozeni HEB. Specifickd nadmérna exprese Nurrl v astrocytech zmirnila patologické

zmény v HEB (Huang et al., 2022).

Dalsi zplisob, jak metamfetamin ni¢i HEB je pres naruseni vstiebavani glukézy endotelem.
Nizkd koncentrace (20 uM) metamfetaminu nezvysSuje vstiebavani glukézy, ale zvySuje
expresi glukdzového transportniho proteinu 1 (GLUT1). Vysokda koncentrace (200 uM) vedla
jak ke sniZzeni vstfebavani glukdzy, tak i GLUT1. SniZeni koncentrace GLUT1 vede ke snizeni

protein( tésnych spoju okludinu a ZO-1 (Muneer et al., 2011).

Bylo zjisténo nékolik latek, které by mohly potenciondlné |écit poskozeni HEB, které bylo
zpUsobeno metamfetaminem. Vin vivo experimentu byla pouZita sodnd sal kyseliny
4-fenylmaselné (PBA) a ta Castecné zvratila ucinky metamfetaminu na proteiny tésnych spoju
a hyperpermeabilitu HEB (Qie et al., 2017). Dalsi latka, ktera se mlze potencionalné pouzit je
melatonin. Melatonin slouZi jako ochrana prfed apoptdzou inhibici NOX-2. Po podani
melatoninu se vyrazné snizil pocet apoptickych bunék. Melatonin toto zprostfedkovava
nejspiSe pres melatoninové receptory (MTR1/MTR2) (Jumnongprakhon et al., 2016).
Jako dalsi latku je mozné pouzit parthenolid (PTL). PTL byl in vitro schopny zabranit Gac¢inkim
vyvolanych metamfetaminem, jako je napfiklad hromadéni vody v mozku, morfologické

zmény astrocytl, snizeni koncentrace IL-1B (Leitdo et al., 2022).
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4 Zaver

Vliv_ metamfetaminu na neuroimunitni systém je velice komplexni a zalezi na mnozstvi,
Cistoté metamfetaminu a délkou uZivani. Chronické uzivani vede k dlouhodobému poskozeni
mozku i neuroimunitniho systému. Nejprobadanéjsi je vliv na mikroglie a astrocyty, ale stale

se spoustu véci nevi, proto bude potfeba dalsi vyzkum.

Nebezpeci metamfetaminu tkvi vjeho silné navykovosti a poSkozovani neuroimunitnich
bunék. Dlouhodobd zavislost mlze vést az k psychiatrickym, kardiovaskularnim a koZnim
chorobam. Diky jeho vlivu je zavisly prakticky nucen vyhledavat drogu a ¢asto se uchyluje

az k nebezpecnym a agresivnim zpUisoblm, jak metamfetamin dostat.

Vyzkumy prokazuji, Ze jsou latky, které mohou zvratit vliv metamfetaminu na neuroimunitni
systém. Tato prace se zaméfila na shrnuti nejnovéjsich poznatk( o interakci metamfetaminu

s burikami neuroimunitniho systému a HEB.
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