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Abstrakt

Tato prace se zabyvala vlivem rtzné dlouhych abstinen¢nich obdobi na epitran-
skriptomickou modifikaci m®A a enzymy tc¢astnici se této modifikace, stejné jako
na transkripéni faktory v mozku potkana zavislych na morfinu. Pouzité metody
zahrnovaly vyuZiti kolorimetrického kitu pro uréeni hladin m%A a Western blot
metodu pro kvantifikaci hladin enzymt a transkripénich faktori. Vysledky uka-
zaly, Ze riizné dlouhé tiseky morfinové abstinence nemély vyznamny vliv na m°A
modifikaci, coz naznacuje, ze tato draha pravdépodobné nebyla ovlivnéna morfi-
novou abstinenci. Nicméné byly pozorovany signifikantni zmény v hladinach en-
zymil, které jsou zapojené do regulace m°A, které byly mistné a ¢asové specifické,
ale bez jasného trendu. Zkouméni transkrip¢nich regulatort AFosB a MeCP2
taktéz odhalilo signifikantni zmény jen v nékterych c¢astech mozku a v uréitych
casech, ale bez jasného trendu ve zménach hladin. Vysledkem této prace je, ze
dynamika hladin transkripénich reguldtort, N®-metyl-adenosinu a enzymii, které
se tc¢astni m®A modifikace je mistné a ¢asové specifické a otevird nové otazky
ohledné mechanismt, které ridi neurobiologické pochody béhem abstinenc¢niho

obdobi.

Klic¢ova slova: Morfin, potkan, mozek, epigenetické modifikace

Abstract

This study addressed the impact of varying lengths of abstinence periods on the
epitranscriptomic modification of m®A and the enzymes involved in this modifi-
cation as well as on transcription factors in the brains of morphine-dependent
rats. The methods used included a colorimetric kit to determine mSA levels
and Western blotting to quantify the levels of enzymes and transcription fac-
tors. The results showed that different lengths of morphine abstinence did not
have a significant effect on m®A modification, suggesting that this pathway was
likely not influenced by morphine abstinence. However, significant changes were
observed in the levels of enzymes involved in the regulation of m®A, which were
localized and time-specific, without a clear trend. Examination of transcriptional
regulators AFosB and MeCP2 also revealed significant changes only in certain
parts of the brain and at specific times, but without a clear trend in changes in
levels. The outcome of this study is that the dynamics of transcriptional regu-
lators, NS-methyl-adenosine, and enzymes involved in m®A modification are lo-
calized and time-specific, opening new questions regarding the mechanisms that
govern neurobiological processes during the abstinence period.
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Uvod

Zavislost na navykovych latkach je s lidstvem spjata jiz odpradavna. Zvlasté
pak zavislost na opiatech, jako je morfin, predstavuje dlouhodoby a komplexni
problém s vyznamnymi dopady jak na jedince, tak na spole¢nost.

Morfin je prirodni alkaloid, ktery se stale hojné vyuziva v klinické praxi pro své
unikatni analgetické ucinky. Nicméné jeho dlouhodobé uzivani vede k zavislosti
a toleranci. Ukonceni uzivani morfinu je spojeno s obdobim abstinence, které je
doprovazeno abstinen¢nimi priznaky, které mohou byt pro zavislého jedince velmi
obtizné. Tento stav je casto klicovym momentem ve snaze prekonat zavislost
a zacit zivot bez drogy.

Bylo publikovano jiz mnoho praci o ptisobeni morfinu na molekularni drovni.
V poslednich letech je na vzestupu vyzkum epigenetickych modifikaci, které jsou
spojené s akutnim ¢i chronickym uzivanim drog. Tyto vyzkumy ukazuji, Ze mnohé
modifikace histont ¢i metylace DNA mohou byt zapojeny do procesu drogové
zavislosti. Prace, které zkoumaji epigenetické a epitranskriptomické mechanismy
v obdobi abstinence, jsou vsak relativné vzacné.

Tato diplomova préce se zabyva vlivem riizné dlouhych obdobi abstinence na
epitranskriptomickou modifikaci m®A a enzymy, které tuto drdhu reguluji. Stejné
jako vlivem morfinové abstinence na expresi transkrip¢nich faktort u potkant,
kterym byl po dobu deseti dnti podavan morfin a nasledné prochazeli riizné dlou-
hymi intervaly abstinence. Cilem této prace je poskytnout nové poznatky o epi-
transkriptomické modifikaci v obdobi abstinence a roli transkripénich faktort
v této zasadni periodé zavislosti.



1. Literarni prehled

1.1 Drogova zavislost a abstinencni syndrom

Navykové latky jsou spjaty s lidstvem jiz po staleti. Pfesto mechanismy, které
vedou k zavislosti a nékteré jedince ¢ini zvlasté nachylné k navyku, stale ztistavaji
castecné neodkryté. Pojmy, které se neoddélitelné poji s touto problematikou, jsou
zejména zavislost, tolerance, abstinence a abstinenc¢ni syndrom.

Drogova zavislost je definovana jako léc¢itelna, chronickda nemoc zahrnujici
slozité interakce mezi mozkovymi obvody, genetikou a epigenetikou, prostiedim
a zivotnimi zkusenostmi jednotlivce. Je predpokladana jako vysledek adaptivnich
zmeén, které se vyvijeji v tkanich téla po dlouhodobém uzivani. Zavislé jedince
uzivajici tyto latky provazi chovani, které se stava nutkavym a casto pokracuje
i pres skodlivé nasledky (Liu and Li, 2018; Goodman, 1990). Tento termin by mél
splnovat alespon nésledujicich pét kritérii:

1. Casté mysleni na drogu

2. Uzivani drogy ve vétsi rozsahu, nez je planovano

3. Opakované pokusy o ovladnuti chovani

4. Ztrata zalib

5. Pokracovani i pres védomi neptiznivého tc¢inku na organismus

Tolerance predstavuje snizeny ucinek latky pri opakovaném uzivani a kon-
stantni davce vyzadujici zvyseni davky k udrzeni ptuvodni trovné ic¢innosti (Jus-
tinova et al., 2009).

Za abstinenci je obecné povazovana zdrzenlivost nebo vzdani se latky, ktera
zavislému jedinci zptsobuje pozitek. Obzvlasté u latkovych zavislosti byva pro-
vazena abstinenénim syndromem.

Abstinenc¢ni syndrom je soubor fyzickych a psychickych priznaki a symptom,
které se objevuji u zavislého jedince pii ukonceni uzivani nebo snizeni davky
drogy. Tyto symptomy jsou obvykle disledkem adaptivnich zmén v téle a mozku
doprovazejici opakovanou expozici droze. Typické ptiznaky abstinen¢niho syn-
dromu zahrnuji bolest, nespavost, zvyseny krevni tlak a pulz, poceni, nevolnost,
zvraceni, podrazdénost, uzkost a deprese (West and Gossop, 1994).

1.2 Zakladni vlastnosti morfinu

Morfin patti mezi opioidy a je prirodnim alkaloidem, ktery se ziskava z nedo-
zralych makovic maku setého (Pupuver somniferurn) (Serturner, 1805). Morfin
zustava vyznamnym lékem diky své rozsahlé tcinnosti na organismus. Jeho nej-
bolesti. Diky schopnosti ovliviiovat centralni nervovy systém morfin ic¢inné re-
dukuje vnimani bolesti a paralelné s tim ma také anxiolytické vlastnosti, které
mohou prispivat k jeho uzivani jako prostredku k tleveé od tzkosti nebo stresu, ale
zaroven mohou prispét k zavislosti na ném (Wikler and Masseman, 1943; Nutt
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et al., 2010). Vedlejsi uc¢inky morfinu zahrnuji pocity euforie, sedaci a snizeni
bdélosti, coz dale muze podporovat vytvareni zavislosti (Beach, 1957).

1.2.1 Mozkové struktury zapojené do zavislosti a absti-
nencniho syndromu

Hlavnim mistem, kde se vytvari pocit euforie, nutkavého uzivani drogy a na-
sledné rozvoj zavislosti, je mezolimbicky systém, ktery je taktéz nazyvan jako
,Systém odmeény “. Tento systém zahrnuje nékolik klicovych mozkovych struktur,
které tizce spolupracuji a hraji dilezitou roli ve zpracovani odmény, motivace
a zprostredkovani pocitt euforie.

Jednou z diulezitych struktur mezolimbického systému je Area ventralis teg-
menti (VTA), kterd se nachdzi ve stfednim mozku. VTA obsahuje populaci do-
paminergnich neuront, které projikuji do riznych oblasti mozku, véetné nucleus
accumbens (NAc) a prefrontalniho kortexu (PFC). VTA je povazovana za kli-
c¢ovy zdroj dopaminu pro mezolimbicky systém. Dalsi podstatnou strukturou je
NAc, ktera je umisténa v predni ¢asti mozkového kmene. NAc je cilovym bo-
dem dopaminergnich neuroni z VTA. Nadmérnd neurotransmise dopaminu je
zprostredkovana ve VTA diky GABAergnim interneuronim. Po navazani mole-
kuly morfinu na MOR v GABAergnich interneuronech, dochézi k inhibici vylevu
GABA, coz je jeden z hlavnich inhibi¢nich neurotransmitert v mozku. V pripadé
dishinhibce dopaminergnich neuroni VTA dojde k neregulovanému vylevu DA
pravé do oblasti NAc a zpusobuje jiz zminéné pocity euforie a podporuje roz-
voj zavislosti (Mamoon et al., 1995; Olmstead and Franklin, 1997; Johnson and
North, 1992). Kromé toho mohou opioidni receptory ovliviiovat uvolnovani dopa-
minu v NAc interakei s kanabinoidnimi nebo cholinergnimi systémy, coz zahrnuje
slozité mechanismy regulace (Khaleghzadeh-Ahangar and Haghparast, 2015; Re-
zayof et al., 2008).

Amygdala je také dulezitou soucasti mezolimbického systému. Tato struktura
se nachazi v medidlnim temporalnim laloku a skldda se z nékolika podoblasti,
vletné bazolateralni amygdaly (BLA) a centralni amygdaly (CeA). Amygdala hraje
dilezitou roli v prenosu informaci o odméné do NAc. Zvlasté pak BLA a CeA
hraje roli v chovéani, které je spojené s hledanim odmény (Stamatakis et al.,
2014). BLA odesila glutamatergni projekce do NAc a hipokampu, coz ovliviiuje
odménové a ucebni procesy spojené s morfinem (Ford et al., 2006). Tento vztah
pak muze modulovat vyskyt zavislosti a relapsu (Kaufling and Aston-Jones, 2015).

Dalsi klicovou strukturou je prefrontalni kortex (PFC), ktery se nachazi
v predni ¢asti mozku. PFC je propojen s VTA a NAc a je zapojen do regu-
lace motivace a emoci spojenych s odménou. PFC taktéz prijima glutamatergni
vstupy z BLA a je zapojen do konsolidace paméti a emocionalniho zpracovani, coz
ovliviiuje chovani spojené s uzivanim morfinu (Ou et al., 2023). Obvod BLA-PFC
hraje dtlezitou roli v uceni souvisejicim s drogami a v emocionalnim zpracovani
morfinu (Gholizadeh et al., 2013).

Spojeni mezi hipokampem a mezolimbickym systémem je dtlezité pro formo-
vani pamétovych stop spojenych s odménou a ucenim ocekavani odmény. Hipo-
kampus prijima vstupy z riznych ¢asti mezolimbického systému, véetné amygdaly
a NAc, a hraje klicovou roli v integrovani téchto informaci a formovani paméto-
vych stop. Dopaminergni projekce z VTA do hipokampu umoznuji prenos signala



odmeény a motivace. Pfenos dopaminu muze vést k dlouhodobé potenciaci neuro-
nalnich spoju v hipokampu, coz prispiva k transformaci kratkodobych vzpominek
na dlouhodobé vzpominky a podporuje prostorové a kontextudlni uceni (Gasbarri
et al., 1997).

Dalsi struktura, kterda nepatii do mezolimbického systému, ale podili se na
vzniku zdvislosti a abstinencéniho syndromu, je locus coeruleus (LC). LC je no-
radrenergni jadro, které hraje vyznamnou roli nejen ve fyzickych projevech zavis-
losti, ale také v udrzovani pozornosti, bdélosti a regulaci autonomniho nervového
systému. Tato struktura je bohata na expresi opioidnich receptorii typu MOR
a KOR, které jsou aktivoviany morfinem. P¥i podani morfinu dojde k aktivaci
MOR a snizenému vylevu noradrenalinu (NE), coz ma za nasledek celkové fy-
zické uvolnéni, sedaci a snizeni svalového tonusu, véetné respira¢ni deprese (Foote
et al., 1983; Christie et al., 1987).

Tyto struktury, spolec¢né s dalsimi oblastmi mozku, tvori slozitou sit, ktera re-
guluje vznik zavislosti na morfinu a projevy abstinen¢niho syndromu. Znazornéni
propojeni téchto mozkovych oblasti ukazuje obrazek 1.1.

Amg - amygdala
Hpc - hipokampus
—>al atergni neurotr i NAc - nukleus accumbens
ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ > b are . PFC- pre‘frunta'lni kortex

Stm - striatum

VTA - ventrélni tegmentalni oblast

Obrézek 1.1: Nazorné propojeni mozkovych struktur v mezolimbickém systému.
Amg — amygdala; Hpc — hipokampus; NAc — nucleus accumbens; PFC — prefron-
talni kortex; Stm — striatum; VTA — ventrdlni tegmentdlni oblast (upraveno podle
Kim et al., 2016)

1.2.2 Molekularni mechanismus ptisobeni morfinu

Morfin prochézi pres hematoencefalickou bariéru do mozku, kde se vaze na opi-
oidni receptory (OR) (Oldendorf et al., 1972). Morfin aktivuje receptory sprazené
s G-proteiny (GPCR), konkrétné p (MOR), x (KOR) a 6 (DOR) OR. S nejvyssi
afinitou se vsak morfin vaze k MOR a s nasledné snizujici se afinitou k KOR a poté
k DOR (Brownstein, 1993; Snyder and Childers, 1979). Pravé aktivace MOR je
hlavné zodpovédna za behaviordlni odpovéd na morfin (Pert and Snyder, 1973;
Bozarth and Wise, 1982). Opioidni receptory, které jsou typicky asociovany s G;
a G, proteiny, inhibuji adenylatcyklazu (AC), coz pusobi snizeni intracelularni
hladiny cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). OR jsou vysoce exprimovany
napiic celou centralni nervovou soustavou (CNS) (Pert and Snyder, 1973). Mapa
vyskytu OR napti¢c CNS je zndzornéna na obrazku 1.2.
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Pti navazani molekuly morfinu na pOR dochdzi k aktivaci G;/G, proteinu
a fosforylaci receptoru rodinou kindz GRKs (kindzy sprazené s G-proteinem).
Tento mechanismus vyvola molekularni zmény v navazani § arrestinu.
U G-proteinu, ktery se sklada se tii podjednotek «, 5 a v, dochazi ke zméné
na jeho C-terminédlni doméné. Dojde k rozpadu heterotrimeru na a podjednotku
a komplex 3, v, které se podileji na signalni transdukci. Pri aktivaci na pod-
jednotce G, dochazi k nahrazeni GDP za GTP, stane se aktivnim a miize inhi-
bovat AC (Sharma et al., 1977; Fleming et al., 1992; Carter and Medzihrad-
sky, 1993). cAMP pak funguje v bunce jako druhy posel, ktery ovliviiuje akti-
vitu proteinkindzy A (PKA) (Delorenzo and Greengard, 1973). PKA fosforylaci
ovliviiuje aktivitu CREB (angl. cAMP response element-binding protein) (Bullock
and Habener, 1998). G, také aktivuje fosfolipazu C (PLC) a mitogenem aktivo-
vané proteiny (MAP). PLC hydrolyzuje fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP3) na
inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG), coz jsou druzi poslové s tran-
sdukéni funkei (Smart et al., 1994). IP3 zvysuje uvoliiovani vapenatych kationtt
z endoplazmatického retikula, coz vede k aktivaci signalizace zavislé na vapena-
tych kationtech (Smart et al., 1997). Dale dochézi k aktivaci draslikovych kanalu
(GIRK-3), a to vede k hyperpolarizaci bunky a nepfimo snizuje jeji excitabilitu
(Yan and Gautam, 1996). Komplex 3, v primo blokuje vapnikové kanaly a snizuje
tak hladinu vapenatych kationti v intracelularnim prostoru burky, coz vede k po-
tlac¢eni neurotransmise (Ikeda, 1996). Na obrazku 1.3 je zndzornén mechanismus
uc¢inku morfinu na molekularni trovni.
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Obrézek 1.2: Distribuce opioidnich receptort v mozku hlodavce. Barvy odpovidaji
typu OR a hustota je zndzornéna velikosti symbolu (upraveno podle Le Merrer
et al., 2009)

Chronické uzivani morfinu

Jak jiz bylo uvedeno, akutni podani morfinu ma hlavni efekt na inhibici AC,
a tudiz snizeni hladiny cAMP a enzymu, které jsou na cAMP zavislé. Dochazi
taktéz k hyperpolarizaci bunék a ta je indukovana zménami v draslikovych a vap-
nikovych kandalech. Nicméné chronickd stimulace morfinem vyvolava adaptivni
zmény v OR, které jsou tak chranény pred hyperstimulaci. V dusledku toho se
vyviji desenzitizace a internalizace MOR. VsSechny tyto mechanismy vedou ke
snizeni akutni odpovédi receptoru a ke ztlumeni farmakologické aktivity mor-
finu, které je ¢asto pozorovano pii chronickém podavani. Pti chronickém uzivani
morfinu dochazi k mnoha adaptacim, které jsou zpiisobené jeho pritomnosti. Or-
ganismus se snazi o znovuobnoveni homeostazy v CNS a zprostredkovava tak



farmakologickou toleranci k morfinu. Adaptace na trvalou pritomnost morfinu
obvykle spadaji do dvou hlavnich kategorii. Existuji mechanismy, které vedou
k redlné ztraté specifické signalizace OR, zatimco druhy mechanismus zahrnuje
zdanlivou ztratu této aktivity prostfednictvim maskovani. Pfiklady mechanismt
vedoucich k realné ztraté opioidniho tué¢inku zahrnuji zmenseni poctu rezervnich
OR (Chavkin and Goldstein, 1984), zmény v hustoté nebo internalizaci opioidnich
receptort (Bohn et al., 2000). Druhy mechanismus se tyka hlavné proteint, které
se ucastni signalizace a transdukce. Desenzitizace se vyviji pfimo po expozici opi-
oidim a rychle se obraci v podminkéch bez agonistti. Rychld desenzitizace zavisi
na aktivité draselnych a vapenatych iontt, zatimco trvala desenzitizace je spo-
jena s aktivitou enzymu (adenylatcyklaza nebo MAP kindzy). Dnes se zvysena
desenzitizace opioidnich receptori povazuje za dilezity mechanismus tolerance
na morfin, ktery vyplyva z mnoha neuroadaptivnich zmén. Desenzitizace miize
byt zptsobena zvySenou aktivitou AC, a tudiz i zvysenou hladinou cAMP, coz
ovliviiuje aktivitu CREB (Guitart et al., 1992). Kromé toho desenzitizace zahr-
nuje oddéleni G proteinu, protoze u zvirat lé¢enych morfinem je vazani komplexu
GTP snizeno ve srovnani s kontrolnimi zvitaty. Navic je desenzitizace vyvolana
morfinem tzce spojena s deregulaci hladin S-arrestin-1 a [-arrestin-2 v buiice
(Bohn et al., 2000; Fan et al., 2003). S-arrestin, cytosolicky protein, je vazan na
povrch opioidniho receptoru po fosforylaci opioidniho receptoru GRK. Aktivace
[-arrestinu inhibuje dalsi bunécny signél, coz piimo vyvolava desenzitizaci recep-
toru (Bohn et al., 1999). Proces desenzitizace je také vyvolan zvySenou fosforylaci
MAP kinaz. MAP kindzy maji sirokou skalu potencidlnich substrati, véetné tran-
skripénich faktoru ovliviujicich exprese geni. Role ERK1/2 (angl. extracellular
signal-requlated kinase v efektu chronického podani morfinu byla také potvrzena,
i kdyz jsou tyto vysledky protichiidné. Bylo pozorovano, Ze chronické vystaveni
morfinu vyvolava zvyseni fosforylace ERK1/2 (Narita et al., 2002; Macey et al.,
2009), zatimco jini autori ukazali nedostatek tc¢inku. Jsou také nékteré idaje uka-
zujici roli PLC ve vyvolani desenzitizace morfinem. Fosfolipaza C zvysuje hladiny
dalsich druhych posli, jako je (IP3) a DAG. Ty vedou k zvySeni hladiny vipe-
natych kationt v bunce. PLC také katalyzuje uvolnovani kyseliny arachidonové
z bunéénych membran, kterd se ticastni tvorby zanétu (Nabemoto et al., 2008).
Fosfolipaza C hraje vyznamnou roli v aktivité morfinu. Inhibitory fosfolipazy C
zesiluji antinociceptivni i¢inek jediné davky morfinu a snizuji toleranci na morfin
(Smith et al., 1999). Molekuldrni mechanismus morfinu pti akutnim a chronickém
uzivani doklada obréazek 1.3.
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Obréazek 1.3: Znazornéni molekuldrniho pusobeni morfinu. sAC — solubilni ade-
nylyleyklaza; PKA — proteinkindza A; CREB — cAMP response element binding
protein; PIP, — fosfatidylinositol-4,5-bisfosfdt; PLC — fosfolipiza C; DAG — 1,2-
diacylglycerol; IP3 — inositol-1,4,5-trisfosfdt; MAPK — mitogenem aktivovand pro-
teinkindza (upraveno podle Listos et al., 2019)

1.2.3 Morfinovy abstinenc¢ni syndrom

Priznaky abstinen¢éniho syndromu jsou souborem subjektivnich a klinickych
projevu, které se podobaji chiipce. Chronické zneuzivani morfinu vede k fyzické
a psychické zéavislosti (Beach, 1957). Fyzickd zavislost na morfinu se projevuje
charakteristickymi ptiznaky abstinen¢niho syndromu, které se mohou objevit po
nahlém ukonceni podavani 1éku (Listos et al., 2013; Taylor et al., 2016). Tyto pri-
znaky u lidi zahrnuji pocit nemoci, gastrointestinalni potize, zimnici, palpitaci,
svalové napéti a bolesti, insomnii, poceni, tfes, mravenceni kuze, neklid, podraz-
dénost a uzkosti. Kvili zadvaznosti a trvani téchto nekomfortnich stavii se uzivani
morfinu ¢asto udrzuje i pres zajem o ukonceni uzivani, a to i castecné za ucelem
se vyhnout pravé abstinenénimu syndromu (Chalana et al., 2015). Pozorované
abstinenc¢ni projevy u zvitat zahrnuji skakani, cvakani zuby, prijem a intenzivni
ties a ties tlapek (Schulteis et al., 1994; Zhang and Schulteis, 2008).

V dnesni dobé se 1é¢ba zavislosti stale Tesi pomoci farmakologické 1écby. Far-
makologickd 1écba opioidni zavislosti spojena s opioidnim abstinenénim syndro-
mem se obvykle provadi jednou z nasledujicich metod: detoxikace pomoci opio-
idnich antagonisti (tj. naltrexon a naloxon); postupné ukonceni uzivani opioid-
niho agonisty (tj. metadon); kratkodobé uzivani ¢astecného opioidniho agonisty
(tj. buprenorfin); ndhlé preruseni uzivani opioida a uzivani 1éku, které nepisobi
primo na opioidni receptory (2 adrenergni agonisté, napt. klonidin a lofexidin)
k zmirnéni abstinenc¢nich ptiznaki (K Rehni et al., 2013). Ackoliv soucasnd far-
makologické terapie snizuje touhu po uzivani opioidii a abstinenc¢ni ptiznaky do
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urc¢ité miry, abstinen¢ni symptomy pravdépodobné objevi pokazdé, kdyz je davka
snizena. Relaps v uzivani opioidu se vyskytuje u 32-70 % pacientu béhem Sesti
mésict po zahdjeni 1écby a u 72-88 % pacienti po 12-36 mésicich (Sadock et al.,
2000).

Snizena signalizace dopaminu béhem abstinenc¢niho syndromu zptisobeného
morfinem muze nastat v disledku zvyseného GABAergniho signalizovani na do-
paminergni neurony ve VTA (Bagley et al., 2011). Tento narust inhibi¢nich sig-
nala je dusledkem zvysenych hladin cAMP (superaktivace cAMP) v GABAerg-
nich interneuronech zptsobenych morfinovym abstinenénim syndromem (Bonci
and Williams, 1997; Madhavan et al., 2010; Meye et al., 2012). Tato zjisténi na-
znacuji dilezitou roli GABAergni signalizace na dopaminové neurony VTA pfi
vzniku abstinenc¢nich priznakt po uzivani opioidii.

Chronické uzivani opioidi vede k rozsdhlym adaptacim v mozku, které ovliv-
nuji rizné neurochemické drahy a neuronalni obvody. Jednou z klicovych oblasti,
zapojenou do abstinenéniho syndromu u zavislych jedinci, je locus coeruleus (LC),
ktery je hlavnim zdrojem noradrenalinu v mozku. Béhem abstinence dochézi
k hyperstimulaci noradrenergnich neuront. Tato hyperaktivace souvisi s rozvojem
abstinen¢niho syndromu, ktery se projevuje riznymi somatickymi a psychickymi
symptomy. Jednim z mechanismii stojicim za témito adaptacemi je upregulace
drahy cAMP. Tato upregulace vede ke zméné v aktivité transkripéniho faktoru
CREB (angl. cAMP response element-binding protein), ktery reguluje expresi
gentl zodpovédnych za dlouhodobé zmény v neurondalni plasticité a chovani. Bé-
hem abstinen¢niho syndromu dochazi k dalsimu zvyseni aktivity CREB v LC, coz
prispiva k nadmérné aktivaci noradrenergniho systému a k vzniku abstinenc¢nich
symptomu (Maldonado et al., 1992; Han et al., 2006).
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1.3 Epigenetické a epitranskriptomické modifi-
kace

Epigenetika se zabyva studiem dédi¢nych informaci, které nezasahuji do nuk-
leotidové sekvence DNA (Wu and Morris, 2001). Od objeveni DNA sekvence,
jakozto nositele genetické informace a koédu, bylo zjisténo, ze i jiné dédicné, epi-
genetické, informace mohou byt preddny potomkim (Waddington, 1942). Epige-
netické mechanismy jsou zapojené do funkci, jako je replikace, transkripce nebo
sestavovani chromatinu. DNA v eukaryotickych jadrech je sbalend do kompaktni
struktury zvané chromatin. Chromatin je slozita struktura, ktera se sklada z ge-
nomové DNA, histonovych a dalsich proteinti. Jeho funkei je organizace a uspora-
dani dlouhych retézci DNA do kompaktnich struktur, jez lze efektivné uchovavat
a regulovat jejich expresi. Existuje v riznych formach a stavech, které se 1isi podle
urovné kondenzace. Rozlisujeme dvé extrémni formy — euchromatin a heterochro-
matin. Pricemz termin euchromatin popisuje stav chromatinu jako dekondenzo-
vany, obsahujici aktivné transkribované geny. Heterochromatin je kondenzovanou
formou chromatinu s potlacenim transkripce.

Zékladni jednotkou chromatinu je nukleozom, ten se skldd4 z histonového
jadra a DNA. Histonové jadro tvori oktamer s jednim tetramerem histoni H2A-
H2B a dvéma dimery H3-H4, okolo kterych se vine DNA dlouhd 146-145 parta
bazi (Luger et al., 1997). Struktura nukleozomu je znédzornéna na obrazku 1.4.

Nukleozom - histonovy
oktamer ovinuty 146 bp DNA

Obrézek 1.4: Znazornéni slozeni a struktury nukleozomu
(upraveno podle Kedves, 2005)

Chromatin je povazovan za klicového hrace v regulaci genové exprese a miize
byt dynamicky modifikovan riznymi epigenetickymi mechanismy, jako jsou his-
tonové modifikace, metylace DNA a modifikace RNA. Tyto modifikace mohou
ovlivnit dostupnost genti pro transkripci a prispét k bunécéné diferenciaci, vyvoji
a odpovédi na vnéjsi podnéty.

Epitranskriptomika se zabyva funkénimi zménami transkriptomu, které ale
nezasahuji do sekvence RNA. Ovlivnéni genové exprese je v pripadé epitran-
skriptomickych mechanismii zprostredkovano skrze regulaci jednotlivych krokt
metabolismu mRNA (processing, jaderny export, stabilita, translace).
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1.3.1 Modifikace histonu

Histonové jadro je oktamer s jednim tetramerem histoni H2A-H2B a dvéma
dimery H3-H4, okolo kterého se vine DNA o délce 146-145 part bazi. Vy¢nivajici
N-terminalni a C-terminalni konce téchto histonovych proteinit mohou byt modi-
fikovany. Histony jsou klicovymi strukturami v jadie bunék zajistujici kompaktni
usporadani DNA. Tyto bazické proteiny jsou slozeny z osmiclennych komplext,
kolem kterych se vinou DNA vlakna a vytvareji tak pevnou strukturu. Histony
jsou tvoreny kombinacemi 4 proteini: H2A, H2B, H3 a H4 (Luger et al., 1997).
N-terminalni konce téchto proteinii podstupuji rozsahlé kovalentni modifikace,
na kterych zavisi exprese gentl. Primarné studované modifikace histonii v souvis-
losti se zavislosti jsou acetylace a metylace (na obrazku 1.6 jsou zndzornény tyto
modifikace a jejich vliv na stav chromatinu).

Acetylace histonu

Acetylace histontl na lysinovych zbytcich je jednou z nejintenzivnéji studo-
vanych histonovych posttranslacnich modifikaci. Mimo jiné byla i prvni identifi-
kovanou modifikaci, kterd byla spojend s transkripéni aktivitou (Hebbes et al.,
1988). Tento proces je reverzibilni, je katalyzovan histonovymi acetyltransfera-
zami (HATSs) a deacetylaci zprostfedkovavaji histonové deacetylazy (HDACs).
Histony jsou pozitivné nabité proteiny s vysokym obsahem lysinovych a argini-
novych zbytki. Acetylace obvykle probiha na lysinovych zbytcich a neutralizuje
tak jejich pozitivni naboj, coz ma za nasledek snizeni afinity mezi negativné nabi-
tymi molekulami DNA a histony (Allfrey et al., 1964). Acetylace v konetném du-
sledku vytvari ,otevienou strukturu“ chromatinu, ktera je pripravena na aktivni
transkripci prostiednictvim vystaveni vazebnych mist na DNA (Shogren-Knaak
et al., 2006; Vettese-Dadey et al., 1996).

Histonové acetyltransferdazy pridavaji acetylovou skupinu na e-amino skupinu
lysinu, kde acetyl-CoA funguje jako kofaktor a neutralizuje pozitivni naboj K,
a tak oslabuje interakci mezi histonem a DNA. HATs jsou rozmanitou skupinou
proteint a déli se na dva zakladni typy, typ A (jaderny) a typ B (cytoplazma-
ticky). V tomto pripadé se zaméfim pouze na typ A, ktery se dédle déli do péti
rodin podle jejich katalytické domény. Je to rodina GNAT (angl. GCN5-related
N-acetyltransferas); MYST; p300/CBP (angl. CREB-binding protein); obecné
transkripéni faktory histonovych acetyltransferaz obsahujici TFIID podjednotku
TAF1 a jaderné s hormony souvisejici HATs SRC1 a ACTR (SRC3) (Nagy and
Tora, 2007). Casto jsou soucasti vétsich proteinovych komplexi a jsou rekruto-
vany DNA vazebnymi aktiviatory (Grant et al., 1997; Grant et al., 1998).

Histonové deacetylazy jsou enzymy, jez odstranuji acetylovou skupinu
z e-amino skupiny lysinu za vzniku acetatu, ktery se uvolni z reakce (Inoue and
Fujimoto, 1969). Na lysinovych zbytcich se obnovuje kladny naboj, ktery posiluje
interakci mezi histony a DNA. HDACs se rozdéluji do ¢tyr trid: trida I, ktera
obsahuje HDAC1/2/3/8; tiida II, do které spadaji HDAC4/5,/6/7/9/10. Pak je
trida III, v niZ se nachdzi sirtuiny (SIRT 1-7), a ¢tvrta t¥ida s jednim ¢lenem —
HDAC 11. Proces de/acetylace je zndzornén na obrazku 1.5
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Obréazek 1.5: Znézornéni procesu acetylace/deacetylace histonu a vliv modifikaci
na chromatin. HAT — histonovd acetyltransferiza; HDAC — histonovd deacetyldza
(upraveno podle Steunou et al., 2014)

Metylace histont

Metylace histonu je epigenetickou modifikaci, kterd ovliviiuje regulaci genové
exprese a dédicnosti. PTi tomto biochemickém procesu jsou metylové skupiny ko-
valentné pripojeny na specificka rezidua aminokyselin histonti. Metylace histont
probihd na zbytcich argininu, lysinu a histidinu (Byvoet et al., 1972; Murray,
1964; Fischle et al., 2008). Lysiny mohou byt monometylovany (mel), dimetylo-
vany (me2), nebo trimetylovany (me3) na jejich € aminové skupiné (Kim et al.,
1967; Hempel et al., 1968). Argininové zbytky podstupuji monometylaci (mel),
symetrickou dimetylaci (me2s) nebo asymetrickou dimetylaci (me2a) na guani-
nové skupiné (Borun et al., 1972). Histidiny pak mohou byt monometylované,
nicméné tato modifikace se jevi jako vzacné a nebyla déle charakterizovand (Ger-
shey et al., 1969).

Nejintenzivnéji studované modifikace jsou ty, které probihaji na lysinovych
zbytcich. Poloha metylovaného lysinového zbytku na histonovém ocasku a stupen
metylace (zde se jednd o mel, me2, nebo me3) jsou spojeny s variabilnim regu-
lovanim genové exprese (Rice et al., 2003). Naptiklad H3K4me3 je obecné prova-
zano s aktivni transkripci nebo s geny, které jsou pfipraveny k aktivaci (Schulze
et al., 2009; Santos-Rosa et al., 2002). Zatimco H3K27me3 koreluje s utlume-
nim chromatinu, H3K4mel se casto poji s aktivaci enhancerti, a H3K4me3 je
spojen s aktivitou promotoru geni (Schulze et al., 2009; Mohan et al., 2010).
Existuji vsak situace, kdy jsou stejné modifikace spojeny s protichidnymi aktivi-
tami, jako je transkripéni aktivace a utlumeni. H3K4me2 a H3K4me3 jsou toho
diikazem. Obecné tyto znacky poji s transkripéni aktivaci, ale mohou byt také
asociovany s transkripc¢ni represi. Pravdépodobné se zména aktivity déje prostred-
nictvim riznych efektorovych proteini. Naptiklad kdyz jsou znacky H3K4me2
nebo H3K4me3 vazany na proteiny ING2 obsahujici doménu PHD, jsou spojeny
s transkripéni represi prostfednictvim stabilizace komplexu histonové deacety-
lazy (Shi et al., 2006). Zavérem lze konstatovat, Ze aktivace nebo represe genové
exprese jsou kontextualni a spojené s polohou a stupném metylace lysinovych
zbytkl na histonech.
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Obrazek 1.6: Znéazornéni slozeni histont a vliv modifikace na stav chromatinu.
Me — metylace; Ac — acetylace (upraveno podle Kim and Kaang, 2017)

1.3.2 Metylace DNA

Metylace DNA je dédi¢néd epigeneticka ,znacka“, ktera reguluje aktivitu DNA
(Holliday and Pugh, 1975; Compere and Palmiter, 1981). Tato modifikace zahr-
nuje kovalentni prenos metylové skupiny z S-adenosylmethioninu (SAM) na po-
zici patého uhliku na cytosinu DNA pomoci metyltransferaz (Dnmts) za vzniku
5-metyl-cytosinu (5mC). Tato modifikace prevazné probiha na cytosinu v dinuk-
leotidech cytosin-guanin (CG). 5mC je povazovana za stabilngjsi modifikaci, nez
jsou histonové modifikace, které jsou snadno reverzibilni. Tato modifikace je pre-
vazné spjata se snizenim genové exprese.

Proces metylace DNA zajistuji tri ¢lenové z rodiny DNA metyltransferaz
(Dnmt), a to konkrétné Dnmt1, Dnmt3a a Dnmt3b. Dnmt pfimo katalyzuji pti-
dani metylové skupiny k cytosinu za vzniku 5mC. Dnmtl je hojné exprimovana
v mozku (Goto et al., 1994) a preferenéné metyluje jiz hemimetylovanou DNA
(Pradhan et al., 1999). V prubéhu replikace se nachézi na replikacni vidlicce,
kde se syntetizuje nova hemimetylovand DNA. Dnmt1 se vaze na nové syntetizo-
vané vlakno a mimikuje origindlni metylacni vzor z origindlniho vldkna (Hermann
et al., 2004). Také ma schopnost opravovat tyto metylace (Mortusewicz et al.,
2005). Proces metylace DNA katalyzovany Dnmt1 je ukazan na obrazku 1.7.

Dnmt3a a Dnmt3b jsou si podobné ve struktufe i funkci a jsou nazyvany jako
de novo Dnmt. Na rozdil od Dnmt1 jsou obé tyto DNA metyltransferazy schopné
metylovat nativni DNA vldkna bez preference hemimetylovaného stavu (Okano
et al., 1999). Proces katalyzovany Dnmt3a a Dnmt3b je zndzornén na obrizku
1.8.

Demetylace DNA je charakterizovana jako aktivni nebo pasivni proces. Pa-
sivni proces demetylace probiha v délicich se bunkach, protoze zde funguje Dnmt1
a udrzuje zavedené metylace na cytosinech. Pokud dojde k inhibici této metyl-
transferdzy, tato znacka se jiz nepfenese na nové syntetizované vldkno a snizi tak
celkové trovné metylace 5mC po kazdém dalsim déleni burnky.
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Obréazek 1.7: Znazornéni fungovani Dnmt1
(upraveno podle Moore et al., 2013)

CH,
Dnmt3a
5,TTGACAGCCGT3, Dnmi3b 5,TTGACAGCCGT3,
———-

’ ’ »

5 5
AACTGTCGGCA AACTGTCGGCA

Obrazek 1.8: Znazornéni fungovani Dnmt3a a Dnmt3b
(upraveno podle Moore et al., 2013)

Aktivni demetylace DNA muze probihat v délicich se i nedélicich se bun-
kéach, protoze zahrnuje enzymatické procesy, které méni 5mC na ,holy“ cyto-
sin. Neexistuje mechanismus, ktery by snadno dokézal odstépit metylovou sku-
pinu od cytosinu, protoze mezi dvéma uhliky existuje silnda kovalentni vazba.
Proto dochazi k sérii chemickych reakci, které dale modifikuji 5mC deaminaci
nebo oxida¢nimi reakcemi na produkt, a ten je nasledné rozpoznavan BER (ang].
base excision repaire), nahrazujici modifikovany cytosin za novy, nemodifikovany.
Jednim zplisobem je demetylace cytosinu zprostfedkovana komplexem enzymi
TET. TET pridavaji hydroxylovou skupinu na modifikovany 5mC, a tvori tak 5-
hydroxymetylcytosin (5hmC) (Tahiliani et al., 2009; Ito et al., 2010). Jakmile je
vytvoren 5hmC, mohou piisobit dva mechanismy, jez ho nadédle modifikuji. V prv-
nim pripadé dochazi k modifikaci, kterd je katalyzovana enzymy TET, a ty oxiduji
5hmC na 5-formyl-cytosin a nasledné na 5-hydroxy-uracil (Ito et al., 2011). Ve
druhém pripadé muze nastat deaminace, ktera je katalyzovana AID/APOBEC
za vytvoreni 5-hydroxymetyl-uracilu (Guo et al., 2011). Tyto modifikované formy
nasledné rozpoznava BER, ktery je nahradi novym nemodifikovanym cytosinem.
Nicméné 5hmC neni jenom mezistupen pti demetylaci DNA, ale mize také regu-
lovat genovou expresi. Po preméné 5mC na 5hmC se narusuje vazba represivniho
MeCP2 (zkratka z anglického methyl CpG-binding protein 2), a tak muze dochézet
k aktivaci exprese gent (Valinluck et al., 2004).

17



Metylace DNA je rozpoznavana tfemi rodinami proteint — MBD, UHRF a pro-
teiny se zinkovym prstem. MBD (angl. methyl-CpG-binding domain) rodina za-
hrnuje MeCP2 a MBD1/2/3/4. Tyto proteiny jsou Siroce exprimovany hlavné
mozku a jsou podstatné pro normalni vyvoj a funkci. Napiiklad MBD4 se vaze
na DNA, preferencné rozpoznava nesoumérné sparovany guanin s tyminem, ura-
cilem nebo 5-fluorouracilem a nasledné se spojuje s proteiny, které jsou zapojené
do opravy DNA nesoumérnosti (Meehan et al., 1989; Lewis et al., 1992; Hendrich
and Bird, 1998). MeCP2 se vdze piimo na metylovanou DNA pies TRD (angl.
transcriptional repression domain) a funguje hlavné jako transkripcni represor,
nicméné hraje dulezitou roli pii udrzovani metylace DNA. MeCP2 se vaze pfes
TRD na Dnmtl, a mize tak rekrutovat DNA metyltransferazu 1 k hemimetylo-
vané DNA. Muze diky tomu dojit k metylaci DNA (Kim et al., 2016).

1.3.3 Interakce mezi epigenetickymi modulacemi

Metylac¢ni enzymy, které zajistuji metylaci a demetylaci DNA, na sebe vza-
jemné pusobi s ostatnimi epigenetickymi modifikacemi, a to konkrétné s témi his-
tonovymi. Dnmt interaguji s enzymy, které reguluji histonové modifikace a jsou
obvykle spojené s genovou represi. Naptiklad Dnmt1 a Dnmt3 jsou spojené s his-
tonovou metyltransferdazou SUV39H1, jez omezuje expresi gent metylaci H3K9
(Fuks et al., 2003). Dnmt1 a Dnmt3 se také mohou vazat na histonové deacety-
lazy, ty odstranuji acetylovou znacku, a dochézi tak k potlaceni genové exprese
(Fuks et al., 2000; Geiman et al., 2004). Obecné se da fict, ze Dnmts spolupracuji
s histonovymi modifikacnim enzymy za tcelem utlumeni exprese genti. Na dru-
hou stranu, histonové modifikace mohou také ovlivnit metylaci DNA. Naptiklad
Dnmt3L se vaze na N-konce histonu H3, a tak pritahuje Dnmt3a a Dnmt3b, které
se zapojuji do metylace DNA (Ooi et al., 2007). Také MeCP2 muze rekrutovat
histonové deacetylazy, aby odstranily aktivacéni acetylace histont a zvysil se tak
represivni Ucinek na transkripci genti (Nan et al., 1998). Celkové se da rici, ze jak
metylace DNA, tak histonové modifikace tzce spolupracuji na regulaci genové
exprese.

Epitranskriptomické a epigenetické mechanismy mohou také navziajem regu-
lovat svou odpovéd. Vyskyt m®A byl pozorovan na transkriptech enzymii kataly-
zujicich modifikace histonti. Manipulace m®A drahy v téchto ptipadech ovlivnila
expresi enzymu i hladiny modifikaci cilovych histoni (Wang et al., 2018; Chen
et al., 2019a; Wu et al., 2020). Zaroven trimetylace histonu H3 (H3K36me3) je
rozpoznavana komponentou m°A metyltransferazového komplexu, ¢im? je usnad-
néno jeho usporadani v okoli blizké RNA polymerdzy II a depozice m®A na nové
transkribované tseky RNA (Huang et al., 2019).

1.3.4 m°A metylace RNA

Modifikace NS-metyl-adenosin (m°A) je posttranskripcéni modifikace, kterd
je jednou z nejhojnéjsich modifikaci mRNA. Vlivy m®A na metabolismus RNA
a zpracovani se tykaji témeér vsech aspekti, véetné stability RNA, zrani, nukle-
arniho exportu a translaéni efektivity. m®A je také zapojena do fady bunéénych
procest, jako je meidza, diferenciace kmenovych bunék, odpovédi na poskozeni
DNA a vyvoje zarodecnych bunék a neuront. Nadéle studie ukazaly dilezitou
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roli m®A dridhy ve vyvoji mozku, uceni a paméti, synaptické plasticité, stresové
odpovédi v nervovém systému a regulaci ndladovych poruch (Livneh et al., 2020,
Shi et al., 2018; Widagdo et al., 2022; Engel et al., 2018; Barbon and Magri,
2020).

Fungovani této modifikace je zalozeno na reverzibilni rovnovaze mezi metyl-
transferdazami, demetylazami a ¢tecimi proteiny (tento proces modifikace znéazor-
nuje obrazek 1.9.)

H H
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N wﬁw N
</ I \\\ N — [ — </ I \\ N
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N N’Q, ACBR N N’/J
| |

HCHO Fe(ll)
RNA 20G RNA
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Obrazek 1.9: Znazornéni pribéhu m®A modifikace. SAM — S-adenosylmethionin;
SAH — S-adenosyl-L-homocystein; METTL3 — angl. methyl-transferase Like 3;
FTO - angl. fat mass and obesity associated protein; ALKBH5 — angl. alkB ho-
molog 5 (upraveno podle Niu et al., 2013)

Modifikace m°A je zajistovdna pomoci katalytické funkce komplexu MAC
(komplex m°®A-METTL). Tento komplex se skladd z METTL3 (angl. methyl-
transferase Like 3), METTL14 (angl. methyltransferase Like 14), WTAP (angl.
Wilms Tumor 1 Associated Protein), Zc3h13 (angl. zinc finger CCCH domain-
containing protein 13) a CBLL1 (angl. Casitas B-lineage lymphoma-transforming
sequence-like protein 1). Studie ukédzaly, ze pravé METTL3 je katalytickou sloz-
kou, ktera vaze kofaktor SAM, zatimco METTL14 hraje klicovou roli pii stabi-
lizaci konformace METTL3 pro optimalni vazbu substratu (Bokar et al., 1997;
Knuckles et al., 2018; Su et al., 2022; Yue et al., 2018; Wang et al., 2016).

mSA modifikace miize byt specificky odstratiovana pomoci demetyldz FTO
(angl. fat mass and obesity associated protein) a ALKBH5 (angl. alkB homo-
log 5) (Jia et al., 2011; Zheng et al., 2013). Ty odstranuji metylovou skupinu
z a-ketoglutaratu, pricemz tento zpusob je zavisly na pritomnosti Zeleznatych
kationt.

Po modifikaci m®A ¢&teci proteiny, jako jsou proteiny obsahujici doménu YTH
(YTHDF1/2/3), jsou schopny se na ni vazat, coz vede k regulaci zrani RNA,
sesttihu, alternativni polyadenylaci, rozkladu RNA a translaci, coz nakonec ovliv-
nuje expresi genu (Meyer et al., 2012).

1.4 Epigenetické a epitranskriptomické modifi-
kace a drogova zavislost

V poslednich letech je stale vétsi pozornost vénovana epigenetickym modifi-
kacim po vystaveni opioidiim. Jak akutni, tak chronicka expozice opioidiim zpi-
sobuje epigenetické zmény v nervovych buinkach, které nasledné vedou k trva-
Iym zménam v transkrip¢ni aktivité a celkové fyziologii bunék. Tyto modifikace
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ovliviiuji expresi gent, aniz by ménily nukleotidové sekvence, ale ptisobi na kon-
formacni stav chromatinu. To nésledné ovliviiuje aktivitu geni zapojenych do
procest, jako je zavislost, tolerance a abstinenc¢ni syndrom po ukonceni uzivani
drogy. Tyto modifikace pripravuji urcité geny na aktivaci, nebo naopak dochazi
ke snizeni jejich citlivosti. Tyto zmény nasledné ovlivnuji efektorové geny, které
reguluji rizné bunécéné funkce, coz nakonec vede ke zménam v signalnich kaska-
dach, synaptické aktivité, bunéénych a molekularnich mechanismech. Epigene-
tické modifikace maji vliv na expresi genti a pravdépodobné sehravaji klicovou
roli v kontextu zavislosti, ktera prispiva k bazeni a recidive.

1.4.1 Acetylace histoni

Velka cast studii, ktera je zamérena na zkoumani drogami indukované epi-
genetické modifikace, se pravé zaméruje na acetylaci lysinovych (K) zbytk na
histonovych termindlnich doménach. Jak jiz bylo zminéno, tato modifikace je
predevsim spjata se zvysSenou genovou transkripci a v dusledku zménéné genové
exprese dochéazi u zavislych jedincti k behavioralnim zménam, dysregulaci neuro-
transmise nebo ovlivnéni synaptické plasticity.

Uzivani heroinu vede ke zvysené fosfoacetylaci histonu H3 v NAc (Sheng et al.,
2011) a hyperacetylacim H3K18, H3K45 a H4K8 ve dfeni a plasti NAc. Pficemz
tyto zvysené hladiny potencuji bazeni po droze (Chen et al., 2016). ZvySend
uroven acetylace byla také zaznamenana ve striatu, konkrétné u lysinovych zbytka
K27 a K23 na histonu H3 (H3K27, H3K23). V disledku heroinem indukované
hyperacetylace dochazi ke zvySené expresi genu GRIA1 (gen pro glutamatergni
receptor 1), ktery by mohl mit vliv na chovani spojené s navykovosti (Egervari
et al., 2017). Studie zabyvajici se dlouhodobym uzivanim morfinu také prokéazaly
hyperacetylace H3K14 v BLA. Tato hyperacetylace zvysuje expresi gent AFosB,
BDNF a aktivaci CREB. K hyperacetylaci dochézi i ve VTA a LC u histoni H3K9
a H3K14, kde dochazi k upregulaci exprese gent pro tyrozin hydroxyldzu (TH),
ktera je zapojena do syntézy DA a NE, a tudiz hraje dilezitou roli pii zavislosti
(Jalali Mashayekhi et al., 2019).

1.4.2 Metylace histonu

Zkoumani metylace histonii v problematice zavislosti neni tak rozsirené jako
jiz. zminénd acetylace histont. Nékteré studie doposud identifikovaly zmény pouze
v metyla¢nim stavu histon, zejména se jednalo o pripady sniZeni dimetylace
na histonech spjatych s aktivaci genové exprese. Bylo v nich prokazano, ze pri
chronickém podavani morfinu, dochazi v NAc a CeA ke snizeni hladiny dime-
tylace H3K9me2 a taktéz u metyltransferazy G9a, kterd zajistuje metylaci (Sun
et al., 2012). Dalsi studie ukazuje opétovné snizeni hladiny dimetylace u histonu
H3K4me2 ve striatu (Chen et al., 2019b). Obé tyto studie ukazuji, ze pravé tato
pozménéna modifikace indukuje expresi genu AFosB, ktery, jak jiz bylo feceno,
hraje klicovou roli v posilovani odmény a vytvareni zavislosti (Nestler et al., 2001).

1.4.3 DNA metylace

Metylace DNA, predevsim 5-metylace cytosinti v cytosin-guaninovych dinuk-
leotidech (5mC), obvykle utlumuje genovou expresi. Alternativni formy methylace
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DNA, jako je 5-hydroxymethylace cytosinu (5hmC), na kterou je mozek bohaty,
se ¢astéji asociuji s transkripéni aktivaci. V krvi jedincii zavislych na opiatech byla
pozorovana odlisnd metylace v genech pro mozkovy neurotroficky faktor (BDNF)
a mu opioidni receptor (OPRM1) (Nielsen et al., 2009; Schuster et al., 2017). Pti
akutnim i dlouhodobém pusobeni morfinu vzrostla metylace BDNF v mozkovém
kmeni. Globalni hladiny 5mC vyznamné klesly v superior colliculus po akutni
i chronické expozici morfinu a zvysily se v hypotalamu po chronické expozici.
Chronické expozice byla také spojena se zvySenymi globalnimi hladinami 5hmC
v mozkové kiite, hipokampu a hypothalamu. Naopak v oblasti stfedniho mozku
doslo k poklesu této modifikace (Barrow et al., 2017). Po vystaveni oxykodonu
dochazi k hypometylaci DNA v oblasti hipokampu a ke snizeni hladin DNA metyl-
transferaz (Dnmt1, Dnmt3a a Dnmt3b) a zvyseni hladin enzymi, které se icastni
demetylace DNA (Tet1, Tet3). Tyto zmény zahrnuji zvysenou expresi genti, které
jsou spojené se synaptickou plasticitou a zvysenou hustotou synapsi (Fan et al.,
2021). Tyto vysledky ukazuji vysoce lokalizované zmény 5mC v mozku potkana
po akutni a chronické expozici opioidim.

1.4.4 Transkripc¢ni faktory

Dilezitou slozkou v procesu regulace genové exprese pri vzniku tolerance a za-
vislosti jsou transkripéni faktory. Transkripéni faktory se vazi na specifické sek-
ven¢ni motivy DNA, kde interaguji s chromatin-modifikujicimi enzymy a vyvo-
lavaji permisivni ¢i represivni efekt na transkripci. Kovalentni modifikace CpG
ostrivku v DNA mtze oslabovat vazbu nékterych transkripénich faktort. Mezi
hlavni transkripéni faktory, jez jsou indukovany opioidnimi substancemi, patii
AFosB a MeCP2.

Jednou z klicovych molekularnich soucasti vyvoje a udrzovani zavislosti je
transkripéni faktor AFosB. AFosB je forma transkripéniho faktoru FosB, kterd
se hromadi v mozku v dtsledku opakovaného uzivani opioidi. Tato hromadéni
AFosB jsou spojena s dlouhodobymi zménami v genové expresi, a ty prispivaji
k rozvoji a udrzovani zavislosti na opiatech. Studie ukazuji, ze opiaty jako morfin
nebo heroin vyvolavaji hromadéni AFosB v NAc a CeA. Tyto zmény v genové ex-
presi, které jsou mediované AFosB, mohou vést k dlouhodobym neuroadaptacim,
které zvysuji citlivost na opidty a zaroven snizuji citlivost na prirozené odmény.
Opakované podavani morfinu zvysuje hladiny AFosB v jadie NAc a amygdaly (Ne-
stler et al., 2001). AFosB je klicovym faktorem v rozvoji zavislosti na opidtech.
Inhibice hromadéni AFosB miize snizit bazeni a zmirnit abstinen¢ni priznaky
(Zachariou et al., 2006). AFosB hraje signifikantni roli v behaviordlnich zménéch
v reakci na opiaty (Kaplan et al., 2011).

Protein MeCP2 (angl. methyl CpG-binding protein 2) rozpoznava metylované
useky DNA a ptisobi zejména jako transkrip¢ni represor. Studie, kterd se zaby-
vala transkripénim reguldtorem MeCP2, zjistila, ze opakované podavani morfinu
zvysilo jeho hladiny v CeA. MeCP2 se vaze na histonovou metyltransferazu G9a
a snizuje represivni dimetylaci H3K9me2. Potlaceni aktivity G9a zvysilo expresi
BDNF (Zhang et al., 2014). Morfin ovliviiuje hladiny MeCP2 v nékolika regionech
mozku.
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1.4.5 Metylace RNA m°A

Tato modifikace hraje dilezitou roli ve vyvoji mozku, uceni a pameéti, syna-
ptické plasticité, stresové odpovédi v nervovém systému a regulaci naladovych
poruch (Livneh et al., 2020; Shi et al., 2018; Widagdo et al., 2022; Engel et al.,
2018; Barbon and Magri, 2020). Relativné mélo studif se vénovalo m®A drize
v ohledu zavislosti. Regula¢ni t¢inky FTO a YTHDF1 na navykové latky nazna-
¢uji, ze m®A miize hrat funkéni roli ve zménach vyvolanych chovani souvisejicich
s odménou za uzivani drog. U mysi zavislych na kokainu byla zjisténa downre-
gulace FTO a hladiny metylace m8A byly naopak zvySené v oblasti hipokampu
(Xue et al., 2021). Dalsi studie zabyvajici se pusobenim kokainu u mysi ukazuje,
ze gen Fto je klicovym regulatorem dopaminergnich signalnich drah. Jeho inak-
tivace vede k poruse funkce receptori D2 a D3, coz ovliviiuje neuronalni aktivitu
a behavioralni reakce spojené s ptisobenim kokainu. FTO ma schopnost ovliviiovat
modifikaci mRNA, zejména zvysenim m°A modifikace, coZ miize ovlivnit exprese
proteinii diilezitych pro dopaminergni signalizaci. Tyto poznatky naznacuji, ze
FTO hraje klicovou roli v regulaci dopaminergnich funkei (Hess et al., 2013).
YTHDF1-TRAF6 drdaha reguluje neuroinflamacni reakci a prispiva k toleranci
k morfinu (Ouyang et al., 2022). Také je zajimavé zminit, zZe rizikové varianty
FTO koreluji se zvysenym rizikem rozvoje alkoholové zavislosti (Sobczyk-Kopciol
et al., 2011). V letosnim roce byla publikovina studie, kterd se zaméfila na vliv
mSA a s ni asociované proteiny pii akutni a chronické expozici morfinu. Nicméné,
vysledky této prace neprokazaly Zadné signifikantni zmény. Méfeni drovni m®A
metylace a expresi gent spojenych s touto modifikaci (ALKBH5, FTO, METTLS,
M3TTL14, KIAA1429, YTHDF1/2/3) nevykazaly zadné signifikantni zmény po
akutni ani chronické stimulaci morfinem v ruznych ¢dstech mozku (PRL, PVT,
NAc a HIPP). Z uvedenych informaci lze usuzovat, ze m®A pravdépodobné ne-
hraje klicovou roli v epigenetické regulaci odpovédi na morfin (Wu et al., 2024).

1.4.6 VIiv morfinové abstinence na epigenetické modifi-
kace

O abstinen¢nim vlivu na epigenetické a epitranskriptomické modifikace neni
mnoho informaci. Nicméné ve VTA a LC dochazi ke snizeni trimetylace H3K9me3
po vysazeni chronicky uzivaného morfinu. Na zakladé této zmény dochézi ke zvy-
seni exprese genu pro BDNF (Jalali Mashayekhi et al., 2012). Ve ventralni ¢asti
pallida a NAc se vyskytuje zvysend hladina transkripéniho faktoru AFosB tii dny
po vysazeni morfinu. V dalsich ¢asovych tsecich abstinence jeho hladiny klesaji
(McDaid et al., 2006). V dobé abstinence od morfinu také dochézi ke snizeni
hladin MeCP2 v CeA. Snizeni represivniho regulatoru genové exprese doslo ke
zvyseni transkripce genu GRIA1 (gen pro glutamétergni receptor 1), ktery by
mohl mit vliv na chovani spojené s néavykovosti (Hou et al., 2015). Dalsi vy-
sledky morfinové abstinence ukazaly, ze dochazi ke zvysené fosforylaci histonu
H3 v NAc a lateralnim septu, ktera je doprovazena zvysSenou expresi ¢asnych
gentu c-fos a Arc/Arg3.1 Déle byla pozorovéana zvySend acetylace histonu H3K14
v jadru NAc. Odvykani morfinu indukovalo fosforylaci MeCP2 v lateralnim septu
a jadru NAc (Ciccarelli et al., 2013).
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2. Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo provést zkoumani epigenetickych a epitran-
skriptomickych modifikaci v mozku potkanti, ktefi byli zavisli na morfinu a prosli
ruzné dlouhymi obdobimi abstinence. Konkrétné jsem se zamérila na ¢tyri casové
useky: 1 den, 1 tyden, 4 tydny a 12 tydni abstinence. Modifikace byly zkoumané
v prefrontalni kife, hipokampu, striatu a mozecku. Tyto modifikace byly zkou-
many pomoci kolorimetrickych kiti a metody Western blot. Hlavni diraz byl
kladen na analyzu m®A drdhy a enzymi, které se ji icastni — METTL3, FTO,
ALKBH5 a YTHDF1. Dale byly prozkouméany hladiny transkripénich regulatort
AFosB a MeCP2.
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3. Material a metody

3.1 Laboratorni zvirata

Pro experimenty byli pouziti mladi dospéli samci potkanti kmene Wistar,
o hmotnosti zhruba 300 g (dodavatel Velaz, s.r.o., CR). Zvifata byla ustdjena
ve skupindch po péti ve standardnich podminkach (2024 °C, v pravidelném
svételném rezimu svétlo/tma 12/12 hodin) s volnym pristupem ke krmné dieté
a vodé. Potkaniim byl poddvan intraperitonedlné (i.p.) morfin po dobu 10 dnt
v postupné se zvysujicich dédvkach 10-50 mg/kg/den (viz 3.1). Jiz diive bylo
prokazano, ze aplikace morfinu v takovychto davkach vede k vytvoreni tolerance
a zavislosti. Paralelné s kazdou skupinou potkant ovlivnénych morfinem (n = 5)
byla testovana vékové odpovidajici skupina kontrolnich zvitat (n = 5), kterym
byl i.p. aplikovan fyziologicky roztok (PBS). Po ukonceni poddvani morfinu a po
celou dobu abstinence byli potkani chovani ve standardnich podminkéch stejné
jako kontrolni skupina. VSechny postupy na zviratech byly v souladu s ceskym
zakonem o ochrané zvifat a smérnici EU 2010/63/EU.

Tabulka 3.1: Casové schéma podévani morfinu ve zvysujicich se davkach po dobu
10 dnu

Den | Davka morfinu (i.p.)
1.a2. | 10 mg/kg
3.a4. |15 mg/kg
5.a 6. | 20 mg/kg
7.a 8. | 30 mg/kg
9. 40 mg/kg
10. 50 mg/kg

3.2 Priprava vzorkl ze tkani

Potkani byli usmrceni cervikalni dislokaci v ¢asovych intervalech 1 den, 1 ty-
den, 4 tydny a 12 tydna od aplikace posledni déavky morfinu/PBS (viz 3.2).
Po usmrceni byly mozky vyjmuty z lebecni dutiny a z nich byly odebrany c¢tyti
mozkové struktury. A to konkrétné prefrontalni kura (PFC), hipokampus (HIPP),
striatum (STR) a mozecek (CRB). Vzorky téchto struktur byly vaZzeny na pri-
blizné 100 mg, nasledné zmrazeny v tekutém dusiku a uloZzeny v mrazdku pti
-80 °C.
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Tabulka 3.2: Znaceni vzorku a model podavani morfinu/PBS a délky abstinence

Oznaceni vzorkid | Model podavani a abstinence

K 1D 10denni podavani PBS
1 den abstinence
M 1D 10denni podavani morfinu

ve zvysujicich se davkach 10-50 mg/kg/den
1 den abstinence

K 1T 10denni podavani PBS
1 tyden abstinence
M 1T 10denni podavani morfinu

ve zvySujicich se davkach 10-50 mg/kg/den
1 tyden abstinence

K 4T 10denni podavani PBS
4 tydny abstinence
M 4T 10denni podavani morfinu

ve zvysujicich se davkach 10-50 mg/kg/den
4 tydny abstinence

K 12T 10denni podavani PBS
12 tydni abstinence
M 12T 10denni podavani morfinu

ve zvysujicich se davkach 10-50 mg/kg/den
12 tydnt abstinence

3.3 Izolace RNA, DNA a proteinti pomoci
TRIzol® Reagent

Z mozkové tkané byly vyizolovany tii frakce, celkovd RNA, DNA a proteiny,
pomoci chemikalie TRIzol®. Tyto tii frakce byly izolovany z mozkové tkané absti-
nujicich potkanti v rtznych casovych tsecich a ze ¢ty mozkovych struktur —
prefrontalni kortex, hipokampus, striatum a mozecek. Soucasné s abstinujicimi
potkany byly RNA, DNA a proteiny izolovany i z kontrolni skupiny potkant
(viz 3.2). Do kulickovych zkumavek obsahujicich 1 ml chemikélie TRIzol® byla
vlozena ¢ast mozku o hmotnosti priblizné 100 mg. Poté byla provedena homoge-
nizace vzorku pomoci kulickového homogenizéru (BEADBUG™3 MICROTUBE
HOMOGENIZER) pri nastaveni rychlosti 300 rpm po dobu 45 sekund. Po homo-
genizaci byl vzorek inkubovan 5 minut pfi pokojové teploté a nasledné byl cely
obsah zkumavky prenesen do 1,5ml sterilni zkumavky. K homogenatu bylo pti-
dano 200 pl chloroformu, nasledné byl vzorek promichan a inkubovan 2-3 minuty
pri pokojové teploté. Vzorek byl centrifugovan pii 4 °C, 12 000 x g po dobu 15
minut (Hettich® MIKRO 200/200R centrifuge). Po centrifugaci se smés rozdé-
lila na tii frakce, pricemz spodni fenol-chloroformova faze obsahovala proteiny,
interfaze obsahovala DNA a svrchni vodna faze obsahovala RNA.
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3.3.1 Precipitace RNA

Do sterilni 1,5ml zkumavky byla pipetou opatrné prenesena svrchni vodna
faze obsahujici RNA. K vodné fazi bylo priddano 500 ul isopropanolu, nasledo-
valo promichani vzorku a inkubace na ledu po dobu 10 minut. Po inkubaci byl
vzorek centrifugovan pii 4 °C, 12 000 x g po dobu 10 minut (Hettich® MIKRO
200/200R, centrifuge). Po centrifugaci byl odstranén supernatant a k peletu byl
priddn 1 ml 75% etanolu, nasledné bylo vse kréatce zvortexovano a centrifugovano
pri 4 °C, 7500 x g po dobu 5 minut. Po stoceni byl supernatant odebran a znovu
byl pfidan 1 ml 75% etanolu. Tento krok byl jesté jednou zopakovan pro lepsi
precipitaci. Po odebrani etanolu byl pelet ponechan v oteviené zkumavce 5-10
minut v digestoti pro vyschnuti. K vysusenému peletu RNA bylo priddno 35 ul
vody, kterda neobsahuje RNazy. Takto pripraveny vzorek byl nasledné inkubovan
10 minut pii teploté 60 °C na termobloku (Techne®Dri-Block®heater). Timto
zpusobem izolovand RNA byla ulozena do mrazdku pii -80 °C.

Zjisténi koncentrace RNA

Tentyz den, po dokonceni precipitace RNA, byla zméfena koncentrace vyizo-
lované RNA. Koncentrace a ¢istota byla zjisténa pomoci spektrofotometru (Na-
noDrop™One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer, Thermo Scientific). Po-
mér A260/A280 u ¢isté RNA by mél byt okolo hodnoty 2, coz odpovidalo vzorkim
izolované RNA.

3.3.2 Precipitace DNA

Do zkumavky s interfazi a fenol-chloroformovou fazi bylo priddno 300 pul le-
dové vychlazeného 100% etanolu. Smés byla promichana a inkubovana 2-3 minuty
pii pokojové teploté. Nasledné probéhla centrifugace pti 4 °C, 2000 x g po dobu
5 minut. Po centrifugaci se vytvoril jemny pelet DNA, ktery byl ,nalepeny“ na
sténach zkumavky. Fenol-etanolovy supernatant obsahujici proteiny byl prenesen
do nové sterilni 2ml zkumavky a byl uchovan pii 4 °C pro precipitaci proteinti.
Pelet DNA byl resuspendovan v 1 ml roztoku 0.1 M citranu sodného (pfipraveny
podle tabulky 3.3) a inkubovan 30 minut pti pokojové teploté a neustalém promi-
chavani na rotac¢ni michacce. Nésledné probéhla centrifugace pii 4 °C, 2000 x g
po dobu 5 minut. Pipetou byl odsat supernatant a znovu pfidan 1 ml roztoku
0.1 M citranu sodného a tento krok byl jesté dvakrat zopakovan. K peletu byly
néasledné pridéany 2 ml 75% etanolu a vzorek byl inkubovan 10-20 minut pfi poko-
jové teploté na rotacni michacce. Po inkubaci byl vzorek stoc¢en pti 4 °C, 2000 x g
po dobu 5 minut. Supernatant byl odebran a pelet byl ponechan v oteviené zku-
mavce 5-10 minut pro vysuseni. Vysuseny pelet byl resuspendovan v 80 pl 8mM
roztoku NaOH, nasledovala inkubace pri pokojové teploté 1 minutu. Nasledovala
centrifugace 12 000 x g po dobu 10 minut pti 4 °C. Supernatant obsahujici DNA
byl odsét a prenesen do nové 1,5ml sterilni zkumavky. Takto ptipraveny vzorek
byl uchovan v mrazaku pri teploté -20 °C.

Zjisténi koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla stanovena pomoci fluorometru (DeNovix QFX) a kitu
DeNovix Broad Range Assay. Pred provedenim méteni byly vSechny produkty
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vytemperovany na pokojovou teplotu. Pracovni roztok byl pripraven smichanim
testovaciho pufru s barvivem a enhancerem v poméru 1:100. Nésledné byly pri-
praveny standardy o koncentraci 0 ng/ul a 200 ng/ul smichdnim 190ul pracovniho
roztoku a 10 ul standardi. Stejné tak byly pripraveny i vzorky o neznamé kon-
centraci. Nasledovala inkubace vzorkt a standardt pti pokojové teploté po dobu
15 minut. Nésledné byla zmétena koncentrace standardi a vzorki.

Cisténi DNA

DNA izolovana pomoci chemikélie TRIzol® nevykazovala dostatecnou kvalitu
a koncentraci. Proto byla provedena etanolova precipitace DNA.

Vyizolovana DNA byla doplnéna do objemu 200 ul HoO bez RNaz. Nasledné
bylo pridano 20 pl 3M roztoku octanu sodného (viz 3.3) a 500 pl ledové vychlaze-
ného 100% etanolu. Tato smés byla pro lepsi vysledek precipitace ponechdna pres
noc v mrazaku pri -20 °C. Nésledujici den byla smés centrifugovana pti nastaveni
14 000 x g po dobu 15 minut a teploté 4 °C. Po centrifugaci byl odstranén su-
pernatant. Do zkumavky bylo priddno 200 ul ledové vychlazeného 70% etanolu
a vSe bylo promichano. Nésledovala centrifugace pti 14 000 x g po dobu 10 mi-
nut a teploté 4 °C. Supernatant byl odstranén a zbyly etanol byl odparen pomoci
termobloku (Techne®Dri-Block®heater) pri teploté 37 °C. Pelet byl rozpustén ve
35 pul HoO bez RNaz

I pres pouziti etanolové precipitace se nepodarilo ziskat dostatecné mnozstvi
DNA potiebné pro provedeni dalSich pokust.

3.3.3 Precipitace proteint

K fenol-etanolové fazi bylo pridano 1,5 ml isopropanolu a pri pokojové tep-
loté se vzorky inkubovaly 10 minut. Nasledovalo stoc¢eni vzorku pfi teploté 4 °C,
1200 x g po dobu 10 minut. Na dné zkumavky se vytvoril pelet a supernatant byl
odstranén. Pelet byl promyt 2 ml promyvaciho pufru (pfipraveny podle tabulky
3.3) a nésledné byl inkubovan 20 minut pii pokojové teploté za neustélého promi-
chavani. Nésledné byly vzorky sto¢eny na centrifuze pii 4 °C, 7500 x g po dobu 5
minut. Supernatant byl odstranén a tento proces byl jesté dvakrat zopakovan pro
zlepSeni precipitace. Nédsledné byly pridany 2 ml 100% etanolu a vzorky v ném
byly inkubovany pfi pokojové teploté po dobu 20 minut za neustalého promicha-
vani. Po inkubaci nasledovalo stoceni na centrifuze pti 4 °C, 7 500 x g po dobu
5 minut. Supernatant byl odebran a pelet byl ponechan v oteviené zkumavce
5-10 minut pro vysuseni. VysuSeny pelet byl resuspendovan v 200 pl v 1% roz-
toku SDS a 8M mocoviné spole¢né s inhibitory (cOmplete™Protease Inhibitor
Cocktail, PhosSTOP™ (viz tabulka 3.3). Nasledné byly pelety sonikovany (Ban-
delin Sonoplus) v péti cyklech po 15 s pfi u¢innosti 50 %. Nasledovalo stoceni
vzorkl v centrifuze pti 4 °C, 10 000 x g po dobu 10 minut. Supernatant obsahu-
jici proteiny byl odsat a prenesen do novych sterilnich 1,5ml zkumavek. Proteiny
byly zamrazeny v tekutém dusiku a uskladnény v teploté -80 °C .
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Tabulka 3.3: Rozpis roztoki na izolaci RNA, DNA a proteint

Promyvaci pufr

2.87 g guanidin hydrochlorid
80 ml 95% etanol
doplnéno do 100 ml 95% etanolem

0.1M citran sodny v 10% etanolu

2.94 g citran sodny dihydrat
10 ml 100 % etanol
doplnéno do 100 ml MilliQQ H,O

Roztok 1:1 SDS a 8M mocoviny

12.1 g Tris

1 g SDS

48 g mocovina

80 ml MilliQ H,O

pH 8.0

doplnéno do 100 ml MilliQH,O

3M roztok octanu sodného

40.83g trihydrat octanu sodného
80 ml miliQ HyO

pH 5.2

doplnéno do 100 ml MilliQ HsO

Stanoveni koncentrace proteint

Pro zjisténi hodnot koncentrace proteinii ve vzorcich byla pouzita metoda
BCA. Jako standard pro urceni kalibraéni k¥ivky byl pouzit roztok hovéziho
sérového albuminu (BSA) o koncentraci 1 pg/pl a 0.1 pg/pl. Byl nanesen na
96jamkovou desticku podle tabulky 3.4. Vzorky urc¢ené ke stanoveni proteinti byly
100x natfedény dH»O a po 100 ul naneseny vedle standardti v triplikatech na
desticku. Ke vsem vzorkim a standardiim bylo dale pfidano 100 ul reakéni smési
pripravené smichanim ¢inidel B:C:A v poméru 25:1:26 (viz tabulka 3.5). Desticka
byla ptikryta félif a inkubovana 30 minut pii 60 °C na termobloku (Techne®Dri-
Block®heater). Absorbance v jamkéach byla poté méfena pomoci spektrofotome-
tru (Biotek Synergy HT Microplate Reader) pri vinové délce 562 nm. Koncentrace

proteint byla nasledné urc¢ena podle kalibrac¢ni kiivky BSA v programu Genb.

Tabulka 3.4: Rozpis pripravy standarda pro sestaveni kalibracni ktivky

Standard BL I 2 3 4 5 6 7 8 90 10 11 12
/g BSA 0 0205 1.0 1.5 25 4 6 10 15 20 30 50
BSA (0.1 pg/ pgl)| - 2 5 10 15 25 40 60 100 - - - -

(k1)
BSA (1 pg/ul) - - -
(1)
H,O

100 98 95 90 8 75 60 40 -

15 20 30 50

85 80 70 50
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Tabulka 3.5: Slozeni ¢inidel pro zjisténi koncentrace proteinti

Cinidlo A | 8 g NaCOj3 - H,O

1.6 g vinan sodny
doplnéno do 100 ml dH,O
pH 11.25

Cinidlo B | 4 g BCA

doplnéno do 100 ml dH,O
Cinidlo C | 0.4 g CuSO, - 5 H,O
doplnéno do 10 ml dH,O

3.4 SDS-PAGE elektroforéza

Vzorky pro elektroforézu byly pripraveny tak, aby dosdhly konec¢né koncen-
trace 1 pg/pl. Celkovy objem vzorku ¢inil 100 pl, pricemz jednu Ctvrtinu této
smési tvoril Laemmliho pufr (viz tabulka 3.6). Po smichani byly vzorky inkubo-
vany na termobloku (Techne®Dri-Block®heater) pri teploté 95 °C po dobu 3 mi-
nut.

K provedeni SDS-PAGE elektroforézy byla pouzita specialni aparatura. Skla
s mezerou o $ifce 1,5 mm byla nejprve oéisténa a odmasténa 70% etanolem a na-
plnéna 10% polyakrylamidovym separacnim gelem, ktery byl piipraven podle
tabulky 3.7. Gel byl prevrstven smési butanolu a dH,O v poméru 3:1 a poly-
merizoval 45-60 minut pri pokojové teploté. Po uplynuti tohoto ¢asu byla smés
butanolu odstranéna a gel byl oplachnut dH,O, zbyvajici vlhkost byla odstranéna
pomoci filtracniho papiru. Na tento separacni gel byl nanesen 4% zaostfovaci gel,
ktery byl pripraven podle tabulky 3.8. Do zaostrovaciho gelu byl vlozen 15jam-
kovy rozdélovaci hiebinek, ktery ztuhnutim (zhruba 20 minut) vytvoril jamky
pro vzorky. Do téchto jamek bylo aplikovano 10 pl proteinovych vzorka a 3 nl
molekuldrniho standardu. Mnozstvi aplikovanych proteinti byla 10 ug. Elektro-
foréza byla spusténa pfi konstantnim napéti 200 V po dobu priblizné 60 minut
v elektroforetickém pufru (viz tabulka 3.6).
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Tabulka 3.6: Slozeni roztokt pro SDS-PAGE elektroforézu

Pufr 1

18.17 g Tris
pH 8.8
doplnéno do 100 ml dH,O

Pufr 2

6.05 g Tris
pH 6.8
doplnéno do 100 ml dH,O

Elektroforeticky pufr 10x konc.

30.3 g Tris

141.1 g glycin

10 g SDS

doplnéno do 100 ml dH,O

Laemmliho pufr 4x konc.

2.4 ml 1M Tris

pH 6.8

1 ml glycerol

0.8 g SDS

0.8 g DTT

1 mg bromfenolovd modf
doplnéno do 10 ml dH,O

Tabulka 3.7: Slozeni 10% separacniho gelu

Voda 4 ml
Pufr 1 2.5 ml
30% akrylamid | 3.35 ml
10% SDS 100 pl
10% APS 45 pl
TEMED 4 pul

Tabulka 3.8: Slozeni 4% zaostfovaciho gelu

Voda 3 ml
Pufr 2 1.25 ml
30% akrylamid | 650 ul
10% SDS 50 pl
10% APS 45 ul
TEMED 4 pl
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3.5 Western blot

Po dokonceni SDS-PAGE elektroforézy byly gely vyjmuty z aparatury a byla
odstranéna vrstva zaostfovaciho gelu. Separacni gel byl vlozen do blotovaci apa-
ratury spolecné s nitrocelul6zovou membranou (Amershan, Protram, GE He-
althcare). Celd aparatura byla zalita blotovacim pufrem (viz 3.9) a pfipojena
ke zdroji. Blotovani probihalo pti konstantnim proudu 100 V zhruba 70 minut.
Pr1i tomto procesu dochézi k prenosu zaporné nabitych proteint diky SDS z gelu
na nitrocelul6zovou membranu v elektrickém poli. Po dokonceni procesu byla z ka-
zety vyjmuta nitrocelul6zova membrana, kterd byla nasledné obarvena v Ponceau
S (Sigma-Aldrich) pro vizualizaci separace proteini a ovéreni nanasky. Obarvena
membrana byla oskenovana a vyhodnocena pomoci softwaru ImagelLab. Mem-
bréana byla oplachnuta dH,O a zalita blokovacim pufrem (viz 3.9). Inkubace pro-
bihala po dobu 40 minut pti pokojové teploté a za kontinudlniho michéni. Po in-
kubaci byly membrany oplachnuty dH,O a ponoreny do fediciho pufru (viz 3.9)
spolecné s vybranymi protilatkami (3.10). Takto se membrany inkubovaly ptes
noc pii 4 °C na kyvackach. Druhy den byly membrany oplachnuty dH,O a t¥ikrat
po 10 minutach promyty v promyvacim pufru (viz 3.9). Nésledovala inkubace v fe-
dicim pufru s prislusnymi sekundérnimi protildtkami (viz 3.10) po dobu 1 hodiny
pri pokojové teploté. Po uplynuti hodiny byly membrany opét trikrat promyty
v promyvacim pufru. Poté byly osuseny filtra¢nim papirem a byl nanesen substra-
tovy roztok pro kienovou peroxidazu (Clarity Western ECL Substrate, Bio-rad;
SuperSignal West Femto, ThermoFischer Scientific) po dobu 1 minuty. Nasledné
byl substrat z membran osusen filtra¢nim papirem a probéhla vizualizace pomoci
pristroje ChemiDoc™. Nakonec byly vysledky zpracovany v softwaru ImageLab.
Normalizace vysledki Western blotu k mnozstvi nanesenych proteinti byla pro-
vedena pomoci barveni Ponceau S, které slouzilo jako kontrola rovnomérnosti
nanaSeni proteint. Intenzity detekovanych proteini byly normalizovany vzhle-
dem k intenzité interniho standardu (STD;), jehoz hodnota byla stanovena na
100 %.
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Tabulka 3.9: Rozpis roztoki pouzitych pro metodu Western Blot

Blotovaci pufr 15 g Tris

72 g glycin

1000 ml metanol

doplnéno do 5000 ml dH,O
TBS pufr, pH 8, 10x koncentrovany | 84.15 g NaCl

11.63 g Tris

pH upraveno na hodnotu 8.0
doplnéno do 960 ml dH,O
Oplachovaci pufr 100 ml TBS pufr

900 ml dH,O

3 ml Tween

Blokovaci pufr 2.5 g susené mléko

50 ml TBS pufr

50 pl Tween

Redici pufr 0.5 g susené mléko
50 ml TBS pufr
50 pl Tween

Tabulka 3.10: Tabulka pouzitych primarnich a sekundarnich protilatek

Primarni | Katalogové | Vyrobce Redéni | Sekundarni | Redéni
protilatka | ¢islo protilatka
ALKBH5 16837-1-AP | Proteintech® | 2000x | Anti-Rabbit | 40 000x
YTHDF1 | 17479-1-AP | Proteintech® | 2000x | Anti-Rabbit | 40 000x

FTO ab92821 Abcam 1000x | Anti-Mouse | 20 000x
METTL3 | 96391S Cell Signaling | 1000x | Anti-Rabbit | 40 000x
AFosB 146955 Cell Signaling | 1000x | Anti-Rabbit | 40 000x
MeCP2 34565 Cell Signaling | 1000x | Anti-Rabbit | 40 000x

3.6 Stanoveni hladin N°’-metyl-adenosinu

Pro méfen{ hladin N®-metyl-adenosinu (m®A) byl pouzit komer¢ni kit znacky
EPIGENTEK, EpiQuik™ m6A RNA Methylation Quantification Kit (Colorimet-
ric). Nejprve bylo nutné natedit vzorky celkové izolované RNA tak, aby vysledné
mnozstvi bylo 200 ng. Do kazdé jamky bylo napipetovano 80 ul vazebného roz-
toku. V tetraplikatech bylo ptridano 2 ul negativni a pozitivni kontroly. Do dalsich
jamek bylo napipetovano v monoplikatech 5 ul vzorku, ptricemz vysledné mnoz-
stvi RNA odpovidalo 200 ng. Nasledné byla takto pripravena desticka prekryta
folii a byla inkubovana po dobu 90 minut pti 37 °C v inkub&atoru. Po uplynuti
90 minut byl odsat vazebny roztok a jamky s navazanou RNA byly trikrat pro-
myty 150 pl promyvaciho pufru. Do kazdé jamky bylo ptidano 50 ul zachytavaci
protilatky, pak byla desticka prelepena f6lii a inkubovana 30 minut pri poko-
jové teploté. Poté byly protilatky odsaty a jamky byly opét trikrat promyty 150
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pl promyvaciho pufru. Do jamek bylo napipetovano 50 pl detekénich protilatek.
Tato smés se inkubovala pti pokojové teploté 30 minut. Po ukonceni inkubace
byly jamky promyty c¢tytikrat 150 ul promyvaciho pufru. Do vsech jamek bylo
napipetovano 50 ul ,enhancer solution“, pricemz byla desticka zakryta folii a na-
sledovala 30minutova inkubace prii pokojové teploté. Potom byla smés z jamek
odsata a nasledovalo pétinasobné promyti 50 pul promyvaciho pufru. Do jamek
bylo pfidano 100 pl vyvojového roztoku a celda desticka byla zabalena do alo-
balu kvili absenci svétla. Inkubace trvala zhruba 10 minut pri pokojové teploté.
Vzorky obsahujici m°A se zacaly zbarvovat do modra. Poté bylo pfiddno ke smési
100 pl roztoku pro zastaveni reakce a inkubace trvala zhruba 15 minut. Po pridani
roztoku zastavujici reakci smés v jamkach zacala ménit barvu na zlutou. V takto
pripravenych vzorcich byla méfena absorbance pomoci spektrofotometru (Biotek
Synergy HT Microplate Reader) pri vlnové délce 450 nm. Hodnoty optické den-
zity byly vyhodnoceny s vyuzitim softwaru Genb. Po odecteni hodnot byla znovu
premérena koncentrace vzorkia RNA pro presnéjsi vypocet. Urceni procentualniho
zastoupeni m®A v celkové RNA bylo provedeno pomoci nésledujiciho vzorce.

(Sample OD — NC 0OD) =8
mt4 % = x 100%

(PCOD —-NCOD) =P

V tomto vzorci ,Sample OD“ reprezentuje optickou denzitu neznamého
vzorku, ,NC OD* optickou denzitu negativni kontroly a ,,PC OD* optickou
denzitu pozitivni kontroly. ,S“ oznacuje pocateéni mnozstvi RNA v ng, zatimco
,P“ je pocateéni mnozstvi pozitivni kontroly v ng.

3.7 Statisticka analyza

Vysledky jednotlivych méreni byly zpracované v programu ImagelLab, Gen5
a nasledné byly vyhodnocené statistickou analyzou dat v programu GraphPad
Prism 8. Jednotlivd data vzdy pochézeji z nejméné tii na sobé nezavislych ex-
perimenti. Na analyzy byl pouzit statisticky test One-way ANOVA. Data jsou
uvedena jako prumér + S.E.M. Vysledky s p < 0,05 byly oznaceny jako signifi-
kantni.
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4. Vysledky

Tato prace se zabyva vyzkumem vlivu morfinové abstinence na epitranskrip-
tomickou modifikaci m®A v rtiznych ¢asovych tsecich 1 den (1D), 1 tyden (1T),
4 tydny (47T), 12 tydnta (12T) a v mozku potkana. Sledovanymi strukturami byl
prefrontalni kortex (PFC), hipokampus (HIPP), striatum (STR) a cerebellum
(CRB). Primarnim tkolem této préce bylo sledovani modifikace RNA m®A po-
moci kolorimetrického kitu. Nasledné byly zkoumany hladiny exprese enzymi,
které se ucastni této modifikace, konkrétné FTO, ALKBH5, METTL3 a YTHDF1
pomoci metody Western blot. Uvedené enzymy hraji dilezitou roli pti regulaci
m®A modifikace a jejich zmény v pritbéhu morfinové abstinence mohou ovlivnit
celkovou dynamiku tohoto procesu. Kromé toho byly sledovany také hladiny tran-
skripéniho faktoru AFosB a enzymu MeCP2 pomoci techniky Western blot. Po-
moci One-way ANOVA testu byly porovnavany hladiny mezi kontrolni K a absti-
nujici skupinou M.

4.1 Hladiny N°-metyl-adenosinu

Vliv morfinové abstinence na hladiny N®-metyl-adenosinu (m°A) byl testo-
vany pomoci kolorimetrického kitu EpiQuik™ m®A RNA Methylation Quantifi-
cation Kit (Colorimetric). Vypoctem bylo urceno procentuélni zastoupeni hladiny
Nb-metyl-adenosinu. Byl sledovdn vliv morfinové abstinence 1 den (1D), 1 tyden
(1T), 4 tydny (4T) a 12 tydnt (12T) ve ¢tyFech mozkovych strukturach — prefron-
talni kira (PFC), hipokampus (HIPP), striatum (STR) a mozecek (CRB).

Analyza hladin N°-metyl-adenosinu (m®A) v prefrontdlni kiite (viz 4.1A) po
riznych obdobich abstinence vykazuje tendence ke zménam, které vsak nejsou
statisticky signifikantni. P¥i jednodenni morfinové abstinenci byly hladiny m®A
mirné snizené u zvirat zavislych na morfinu M 1D ve srovnéani s kontrolni sku-
pinou K 1D, ale tento pokles nebyl statisticky vyznamny. Po tydenni abstinenci
byl pozorovan mirny vzestup hladin u skupiny M 1T ve srovnani s K 1T, ktery
rovnéz nebyl statisticky signifikantni. Také ve skupinach po ¢tyitydenni a dvanac-
titydenni abstinenci (K 4T, M 4T a K 12T, M 12T) byly hladiny m®A srovnatelné
mezi kontrolnimi a morfinovymi skupinami, s tendenci k mirnému poklesu ve ¢tyr-
tydennim intervalu u morfinové skupiny M 4T a s tendenci k mirnému nartstu
u kontrolni skupiny K 12T v dvanéactitydennim intervalu. Ani jedna z téchto zmén
vsak nebyla statisticky signifikantni.

Podobné tendence byly pozorovany i v hipokampu (viz 4.1B), kde po jedno-
denni abstinenci mély hladiny m®A ve skupiné M 1D tendenci k mirnému snizeni
ve srovnani s kontrolni skupinou K 1D. Tato tendence k poklesu hladin m®A
se opakovala i po tydnu abstinence u skupiny M 1T. Naopak, po ¢tyrtydenni
abstinenci M 4T, byl pozorovan mirny nartst hladin m®A oproti kontrolni sku-
piné K 4T. Po dvanactitydenni abstinenci u skupiny M 12T bylo opét zjisténo
mirné snizeni hladin m®A ve srovnani s kontrolni skupinou K 12T. Zadny z téchto
vysledkii nebyl statisticky signifikantni.

Ve striatu (viz 4.1C) byly pozorovany fluktuace hladin m®A, které byly po-
dobné tém pozorovanym v hipokampu, avsak zadné z téchto zmén nebylo statis-
ticky signifikantni.
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V hladindch N®-metyl-adenosinu v cerebellu byly zaznamenany tendence ke
zménam, ale zadna z nich nebyla statisticky signifikantni. Po jednodenni absti-
nenci byly hladiny m%A u skupiny zévislych na morfinu M 1D mirné vyssi ve
srovnani s kontrolni skupinou K 1D, ale ani tento rozdil nebyl statisticky signi-
fikantni. Po tydnu abstinence se hladiny m®A mirné snizily u morfinové skupiny
M 1T oproti kontrolni skupiné K 1T, avsak bez statisticky signifikantniho rozdilu.
Po étyftydenni a dvanéctitydenni abstinenci mély hladiny m®A mirnou tendenci
se zvysovat u morfinovych skupin M 4T a M 12T ve srovnani s jejich kontrolnimi
skupinami K 4T a K 12T, nicméné opét bez statisticky signifikantnich zmén.
Vysledky téchto zmén jsou ilustrovany v grafu 4.1D.

A Prefrontaini kortex B Hipokampus
0.3 0.25-
< <
@ 0.20-
E 0.2 £
g 5 015
g g
S £ 0.10-
=1
E 0.1 E
= = 0.05-]
0.0- . T T | 0.00- , . '
o N B & & s.‘ “
+~a~“+¢+¢{_@"’ +@+¢+¢
c Striatum D Cerebellum
0.25- 0.3q
% 0.20- % -
= = 0.2
S 0.15- £
[=1 =N
2 0.10 3
B @ 0.1
L] ™~
s= 0.054 -
0.00- T T T 0.,0- T
QL Q XOR ;,\ Q0 A A & i
LS E +“@“+¢~+¢*7¢

Obrazek 4.1: Stanoveni hladin N®-metyl-adenosinu v PFC, HIPP, STR
a CRB. Sloupce grafti zobrazuji prumér 4 az 5 hodnot + S.E.M. ziskanych ze

dvou nezévislych mé&feni. Na ose y je zobrazené procentudlni zastoupeni N6-metyl-
adenosinu.

4.2 VIliv morfinové abstinence na expresi
enzymi m°A drahy
Vliv morfinové abstinence na expresi enzymt, které se uc¢astni m®A modifi-

kace byl sledovan u FTO, METTL3, ALKBH5 a YTHDF1 v rtznych mozko-
vych strukturdch a rtiznych ¢asovych tusecich abstinence. Jednalo se konkrétné
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o prefrontalni kuru (PFC), hipokampus (HIPP), striatum (STR) a cerebellum
(CRB). Casové tiseky abstinence byli 1 den (1D), 1 tyden (1T), 4 tydny (47T)
a 12 tydnu (12T) jak u potkant, ktef{ byly zavisli na morfinu (M), tak u kontrol-
nich skupin, kterym byl podavan fyziologicky roztok (K). Hladiny jednotlivych
proteint byly sledovany pomoci techniky Western blot (WB). Do statistiky bylo
zahrnuto pét méreni.

4.2.1 Exprese metyltransferazy METTL3 v mozkovych
strukturach

Hladiny metyltransferazy METTL3 v prefrontalnim kortexu vykazaly zvyseni
u skupin, které prosly morfinovou abstinenci po dobu 4 tydnt a 12 tydna ve
srovnani s jejich odpovidajicimi kontrolnimi skupinami. Konkrétné bylo zjisténo
vyznamné zvyseni hladin METTL3 po ¢tyitydenni morfinové abstinenci u skupiny
M 4T ve srovnani s kontrolni skupinou K 4T (p < 0,0001). Tento trend pokra-
coval i po 12 tydnech abstinence, kde bylo také zaznamenano vyznamné zvyseni
exprese METTL3 u skupiny M 12T oproti kontrolni skupiné K 12T (p = 0,0073).
V dobé jednodenni abstinence mély hladiny METTL3 tendenci k mirnému zvy-
seni u skupiny M 1D ve srovnani s kontrolni skupinou K 1D, avsak tento rozdil
nebyl statisticky signifikantni. Po tydenni abstinenci byly hladiny METTL3 mirné
snizené u morfinové skupiny M 1T ve srovnani s kontrolni skupinou K 1T, coz
také nebylo statisticky vyznamné. Vliv morfinové abstinence v . PFC na hladiny
metyltransferazy METTL3 je zobrazen na obrazku 4.2.

V oblasti hipokampu byly pozorovany tendence ke zvysSeni hladin METTL3
u morfinovych skupin abstinujicich 1 den, 4 tydny a 12 tydni ve srovnani s je-
jich kontrolnimi skupinami. U skupiny abstinujici 1 tyden byla hladina METTL3
mirné snizena ve srovnani s kontrolni skupinou K 1T. Nicméné v této strukture ne-
byly v zadném casovém bodé nalezeny statisticky signifikantni rozdily. Vysledky
vlivu morfinové abstinence na hladiny METTL3 v hipokampu jsou zobrazeny
v grafu 4.3.

Ve striatu byl pozorovan vyznamny nartst hladiny METTL3 po jednotydenni
abstinenci u morfinové skupiny M 1T ve srovnani s kontrolni skupinou K 1T
(p = 0,0495). V ostatnich casovych tsecich abstinence byly pozorovany pouze
tendence ke zménam, které nebyly statisticky signifikantni. Konkrétné po jed-
nodenni abstinenci byla hladina METTL3 mirné snizena u morfinové skupiny
M 1D ve srovnani s kontrolni skupinou K 1D, ale tento rozdil nebyl statisticky
vyznamny. Po ¢tyrtydenni abstinenci byl zaznamenan nartst hladiny METTL3
u skupiny M 4T ve srovnani se skupinou K 4T, avsak bez statisticky vyznam-
nych zmén. Po dvanéctitydenni abstinenci byly hladiny METTL3 témér stejné jak
u kontrolni skupiny K 12T, tak u morfinové skupiny M 12T, bez signifikantnich
rozdili. Vysledky jsou prezentovany v grafu 4.4.

V oblasti cerebella bylo odhaleno vyznamné snizeni hladiny METTL3 po
¢tytech tydnech abstinence u morfinové skupiny M 4T ve srovnani se skupinou
kontrolni K 4T (p = 0,0010). V ostatnich ¢asovych tsecich abstinence, tedy po
jednom dni, jednom tydnu a dvanacti tydnech, nebyly mezi morfinovymi sku-
pinami a jejich odpovidajicimi kontrolnimi skupinami zjistény zadné statisticky
signifikantni zmény. Tato data jsou prezentovana v grafu 4.5.
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Obrazek 4.2: Stanoveni exprese proteinu METTL3 v PFC. Hladina
METTL3 byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafi zobrazuji pramér
4 a7z 5 hodnot £ S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni, **** odpovidd
p < 0,0001; ** p < 0,01. Na ose y je zobrazena relativni optickd denzita jednot-
livych skupin K a M vzhledem k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni
casti je prilozen reprezentativni imunoblot.
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Obréazek 4.3: Stanoveni exprese proteinu METTL3 v HIPP. Hladina
METTL3 byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafi zobrazuji pramér
4 az 5 hodnot + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni. Na ose y je zobra-
zena relativni optickd denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k internimu
standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je ptilozen reprezentativni imunoblot.

37



200 *

E§
5 150 L
&
(] .
o 100
@
Z
E 50
(4]
x
0- T T T T
N & 'é B R ,{i}

METTL3-64kDa | » T e &S I T e e

Obrazek 4.4: Stanoveni exprese proteinu METTL3 v STR. Hladina
METTL3 byla stanovena pomoci techniky Western Blot. Hladina METTL3 byla
stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafii zobrazuji primér 4 az 5 hodnot
+ S.E.M. ziskanych z péti nezdvislych méreni, * odpovidd p < 0,05. Na ose y
je zobrazena relativni optickd denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k in-
ternimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢ésti je prilozen reprezentativni
imunoblot.
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Obrézek 4.5: Stanoveni exprese proteinu METTL3 v CRB. Hladina
METTL3 byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafti zobrazuji pri-
mér 4 az 5 hodnot £ S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méfeni, *** odpovidd
p < 0,001. Na ose y je zobrazend relativni opticka denzita jednotlivych skupin K
a M vzhledem k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je prilozen
reprezentativni imunoblot.

4.2.2 Exprese FTO v mozkovych strukturach

Vysledky z prefrontalniho kortexu (viz graf 4.6) ukazuji, ze po jednodenni
abstinenci doslo k mirnému, nesignifikantnimu zvyseni hladin demetylazy FTO
u morfinové skupiny M 1D v porovnani s kontrolni skupinou K 1D. Po jednom
tydnu abstinence bylo zaznamenédno mirné snizeni hladin FTO u morfinové sku-
piny M 1T oproti kontrolni K 1T, které rovnéz nebylo statisticky vyznamné.
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V obdobi ¢tyT tydni abstinence vsak doslo k signifikantnimu zvyseni hladin de-
metylazy u skupiny zavislé na morfinu M 4T ve srovnani s kontrolni skupinou
K 4T (p = 0,0043). V dvanéctitydennim intervalu abstinence byla pozorovina
tendence snizeni hladiny FTO u morfinové skupiny M 12T ve srovnéani se skupi-
nou kontrolni K 12, bez statisticky vyznamné zmény.

Analyza dat z hipokampu ukéazala, ze béhem sledovanych obdobi byly ten-
dence k riznym zménam v hladindch FTO, nicméné zadné z téchto zmén nebyla
statisticky signifikantni. Po jednodenni abstinenci bylo zaznamendno mirné zvy-
seni hladin demetylazy ve skupiné zavislé na morfinu M 1D ve srovnani s kont-
rolni skupinou K 1D, ale zména nebyla staticky vyznamna. V obdobi abstinence
jednoho tydne byly mirné tendence hladiny FTO u morfinové skupiny M 1T se
snizovat viic¢i kontrolni skupiné 1T, taktéz bez signifikantni zmény. Ve ¢tyrtyden-
nim intervalu abstinence byly hladiny FTO snizené u morfinové skupiny M 4T
ve srovnani s kontrolni skupinou K 4T, opét bez statistické signifikance. Po dva-
nacti tydnech abstinence bylo zaznamenano mirné zvyseni hladin FTO u skupiny
zavislé na morfinu M 12T v porovnani se skupinou kontrolni K 12T, které rovnéz
nebylo statisticky vyznamné. Vysledky téchto pozorovani jsou ilustrovany v grafu
4.7.

Ve striatu byly vysledky analyzy hladin FTO proménlivé, ale bez statisticky
vyznamnych rozdili mezi skupinami zavislymi na morfinu a kontrolnimi skupi-
nami ve vsech casovych tsecich. Konkrétné, po jednodenni abstinenci nebyl mezi
morfinovou skupinou M 1D a kontrolni skupinou K 1D zaznamenan signifikantni
rozdil. Obdobné tomu tak bylo pri abstinenci jeden tyden. Po ¢tyrtydenni absti-
nenci mély hladiny FTO tendenci klesat u morfinové skupiny M 4T ve srovnani
s kontrolni skupinou K 4T, nicméné tento rozdil nebyl zaznamenan jako sig-
nifikantni. V obdobi abstinence dvanacti tydnt se hladiny FTO mirné zvysily
u skupiny zavislé na morfinu M 12T v porovnani se skupinou kontrolni K 12T,
ale toto mirné zvyseni nebylo statisticky vyznamné. Tyto vysledky jsou vizudlné
prezentovany na grafu 4.8.

V' cerebellu byl pozorovan vyznamny narust hladiny FTO u morfinové sku-
piny M 1D v porovnani se skupinou kontrolni K 1D, pricemz tato zména byla
signifikantni (p = 0,0010). V obdobi jednoho tydne abstinence byly hladiny FTO
stabilni, bez signifikantni zmény. Naopak, v ¢asovém tseku ¢tyrtydenni abstinence
doslo k vyraznému snizeni hladiny FTO u morfinové skupiny M 4T ve srovnani
s kontrolni skupinou K 4T, coz bylo také signifikantni (p < 0,0001). Ve dvanacti
tydnech abstinence byla pozorovana tendence ke zvyseni hladin FTO u morfi-
novych skupin M 12T ve srovnani s kontrolnimi K 12T, ale bez signifikantniho
rozdilu. Vysledky jsou ilustrovany na grafu 4.9.
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Obréazek 4.6: Stanoveni exprese proteinu FTO v PFC. Hladina FTO byla
stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafii zobrazuji pramér 4 az 5 hodnot
+ S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni, ** odpovidd p < 0,01. Na ose
y je zobrazena relativni opticka denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem
k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢ésti je priloZen reprezentativni
imunoblot.
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Obrézek 4.7: Stanoveni exprese proteinu FTO v HIPP. Hladina FTO byla
stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafii zobrazuji priumér 4 az 5 hodnot
+ S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni. Na ose y je zobrazena relativni op-
tickd denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k internimu standardu (STD;
100 %). Ve spodni ¢asti je prilozen reprezentativni imunoblot.
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Obréazek 4.8: Stanoveni exprese proteinu FTO v STR. Hladina FTO byla
stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafii zobrazuji pramér 4 az 5 hodnot
+ S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méteni. Na ose y je zobrazena relativni op-
tickd denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k internimu standardu (STD;
100 %). Ve spodni ¢asti je pfilozen reprezentativni imunoblot.

s00m X ok kook -
= -
b T -
<  200-
Q
o)
4]
> 100-
ke
[4)
E ﬂ
0- 1 1 I 1
L & « A
NN N 4
S S EEE AN
FTO - 58KkDa | > T s s — —

Obrézek 4.9: Stanoveni exprese proteinu FTO v CRB. Hladina FTO byla
stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafii zobrazuji pramér 4 az 5 hodnot
+ S.E.M. ziskanych z péti nezdvislych méreni, ** odpovidd p < 0,01; **** od-
povidad p < 0,0001. Na ose y je zobrazena relativni optickd denzita jednotlivych
skupin K a M vzhledem k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je
prilozen reprezentativni imunoblot.

4.2.3 Exprese demetylazy ALKBH5 v mozkovych
strukturach

V prefrontalnim kortexu byly béhem obdobi jednoho dne, jednoho tydne a dva-
nacti tydni pozorovany tendence ke zméndm hladin demetylazy ALKBHS5, které
vsak nebyly statisticky signifikantni. Po jednodenni abstinenci bylo zaznamenano
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mirné zvyseni hladin tohoto proteinu u morfinové skupiny M 1D ve srovnani s kon-
trolni skupinou K 1D, avsak bez statistického vyznamu. Tato tendence ke zvysSeni
hladiny ALKBHS5 byla pozorovana i po tydnu abstinence u skupiny M 1T ve srov-
nani s kontrolou, ale rovnéz bez statistické signifikance. Ve ¢tvrtém tydnu absti-
nence doslo k vyznamnému, statisticky signifikantnimu poklesu hladiny ALKBH5
u morfinové skupiny M 4T oproti kontrolni skupiné K 4T (p = 0,0230).

Po dvanacti tydnech abstinence byla pozorovana tendence ke zvyseni hladiny této
demetyldzy u morfinové skupiny M 12T ve srovnani s kontrolni skupinou K 12T,
avsak bez signifikantniho rozdilu. Vysledky jsou zobrazeny v grafu 4.10.

Analyza hladin demetyldzy ALKBH5 v hipokampu (viz graf 4.11) ukazuje,
ze béhem ritznych casovych tseki abstinence doslo k variabilnim zménam v hla-
dindch této demetylazy. V prvnich tfech ¢asovych tsecich abstinence (1D, 1T,
a 4T) nebyly nalezeny statisticky vyznamné zmény. V obdobi jednodenni absti-
nence byly pozorovany tendence ke zvysSeni hladin ALKBH5 u morfinové skupiny
M 1D ve srovnani s kontrolni skupinou K 1D, avsak tento rozdil nebyl statisticky
signifikantni. Po jednotydenni abstinenci byly hladiny ALKBH5 mirné snizené
u skupiny zavislé na morfinu M 1T ve srovnani s kontrolni skupinou K 1T, ale ani
tyto zmény nebyly vyhodnoceny jako statisticky signifikantni. Ve ¢tyrtydennim
intervalu abstinence bylo pozorovano mirné zvyseni hladiny ALKBH5 u morfi-
nové skupiny M 4T ve srovnani se skupinou kontrolni K 4T, nicméné tento rozdil
také nebyl statisticky signifikantni. Po 12 tydnech abstinence bylo zaznamenano
signifikantni zvyseni hladin demetylazy ALKBH5 u morfinové skupiny M 12T ve
srovnani s kontrolni skupinou K 12T (p = 0,0283).

Analyza hladin demetylazy ALKBH5 ve striatu po riznych obdobich absti-
nence ukazuje, ze zadné z obdobi nevykazalo statisticky signifikantni rozdily mezi
zavislymi a kontrolnimi skupinami. Konkrétné po jednodenni abstinenci bylo zjis-
téno, ze hladiny ALKBH5 v morfinové skupiné M 1D byly mirné snizené oproti
kontrolni skupiné K 1D, avsSak tento rozdil nebyl statisticky vyznamny. Po jed-
notydenni abstinenci nebyla zaznamenana zadna signifikantni zména hladin mezi
skupinou M 1T a kontrolou K 1T. Také ve ¢étyrtydennim a dvanéctitydennim
obdobi abstinence (M 4T a M 12T) byly hladiny ALKBH5 podobné jako u pri-
slusnych kontrolnich skupin (K 4T a K 12T), s jen mirnymi fluktuacemi, které
nebyly statisticky signifikantni. Tyto vysledky jsou zobrazené v grafu 4.12.

Vysledky z cerebella ukazuji, ze ve skupiné po jednodenni abstinenci byly
hladiny ALKBHS5 statisticky vyznamné vyssi u morfinové skupiny M 1D ve srov-
nani s kontrolni skupinou K 1D (p = 0,0033). V obdobi jednotydenni absti-
nence mély hladiny demetylazy tendenci snizovat se u morfinové skupiny M 1T
ve srovnani s kontrolni skupinou K 1T, ale tato zména nebyla statisticky signifi-
kantni. Ve ¢tvrtém tydnu abstinence doslo k vyraznému zvyseni hladiny ALKBH5
u morfinové skupiny M 4T oproti kontrolni skupiné K 4T, coz bylo signifikantni
(p = 0,0011). Tento trend zvyseni pokracoval i po dvandctitydenni abstinenci,
kdy hladiny ALKBH5 u morfinové skupiny M 12T byly vyssi nez u kontrolni
K 12T (p = 0,0212). Vysledky jsou ukazany v grafu 4.13.
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Obréazek 4.10: Stanoveni exprese proteinu ALKBH5 v PFC. Hladina
ALKBH5 byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafii zobrazuji pri-
mér 4 az 5 hodnot = S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni, * odpovidd
p < 0,05. Na ose y je zobrazena relativni optickd denzita jednotlivych skupin K
a M vzhledem k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je prilozen
reprezentativni imunoblot.
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Obrézek 4.11: Stanoveni exprese proteinu ALKBH5 v HIPP. Hladina
ALKBHS5 byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafii zobrazuji pru-
mér 4 az 5 hodnot £ S.E.M. ziskanych z péti nezdvislych méfeni, * odpovidd
p < 0,05. Na ose y je zobrazena relativni opticka denzita jednotlivych skupin K
a M vzhledem k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je prilozen
reprezentativni imunoblot.
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Obrézek 4.12: Stanoveni exprese proteinu ALKBHS5 v STR. Hladina
ALKBHS5 byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafti zobrazuji primeér
4 az 5 hodnot + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni. Na ose y je zobra-
zend relativni optickd denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k internimu
standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je ptiloZen reprezentativni imunoblot.
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Obrézek 4.13: Stanoveni exprese proteinu ALKBH5 v CRB. Hladina
ALKBHS5 byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafti zobrazuji priamér
4 az 5 hodnot + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méfeni, ** odpovida p < 0,01;
* odpovidd p < 0,05. Na ose y je zobrazena relativni optickd denzita jednotlivych
skupin K a M vzhledem k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je
priloZen reprezentativni imunoblot.
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4.2.4 Exprese c¢teciho porteinu YTHDF1 v mozkovych
strukturach

Graf 4.14 ukazuje, ze statisticky vyznamny rozdil v hladinach proteinu
YTHDEF1 v prefrontalnim kortexu byl zjistén pouze mezi kontrolni skupinou K 1D
a skupinou zavislou na morfinu M 1D po 1 dni abstinence, pficemz morfinova
skupina méla nizsi hladiny YTHDF1 nez kontrolni (p = 0,0380). V ostatnich
¢asovych intervalech (1 tyden, 4 tydny, 12 tydni) nebyly mezi kontrolnimi a mor-
finovymi skupinami zjistény statisticky vyznamné rozdily. Po 1 tydnu abstinence
byla tendence k mirnému snizeni hladin YTHDF1 u morfinové skupiny M 1T ve
srovnani s kontrolni skupinou K 1T, avsak tato zména nebyla statisticky signi-
fikantni. V obdobich ¢tyf a dvandcti tydni abstinence mély hladiny YTHDF1
tendenci ke zvyseni ve srovnani s kontrolnimi skupinami, avSak ani tyto zmény
nebyly statisticky signifikantni.

Hladiny YTHDF1 v hipokampu vykazovaly tendenci k mirnému zvyseni
u morfinovych skupin M 1D, M 1T a M 4T ve srovnani s jejich kontrolnimi skupi-
nami. Tyto zmény vsak nebyly statisticky signifikantni. Pti dvanactitydenni absti-
nenci vykazala morfinova skupina M 12T opacnou tendenci snizeni ve srovnani
s kontrolni skupinou K 12T, avsak ani tato zména nebyla statisticky vyznamna.
Vysledky jsou zobrazeny v grafu 4.15.

V analyze hladin YTHDF1 ve striatu nebyly v zadném z casovych intervala
(1 den, 1 tyden, 4 tydny, 12 tydnu) zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi kon-
trolnimi skupinami a skupinami zavislymi na morfinu. Béhem jednodenni absti-
nence nebyly mezi morfinovou skupinou M 1D a kontrolni skupinou K 1D pozo-
rovany zadné vyrazné zmény, a pripadné rozdily nebyly statisticky signifikantni.
V obdobi jednotydenni abstinence mély hladiny YTHDF1 tendenci mirné stoupat
u skupiny zavislé na morfinu M 1T ve srovnani s kontrolni skupinou K 1T, avsak
bez statistického vyznamu. Podobny vzor byl pozorovan i po ¢tyfech tydnech
abstinence, kdy tendence ke zméné hladin také nebyla statisticky signifikantni.
Po dvanacti tydnech abstinence byly hladiny YTHDF1 mezi kontrolni skupinou
K 12T a morfinovou skupinou M 12T relativné stabilni, a podobné, bez statisticky
vyznamného rozdilu. Vysledky jsou zobrazeny v grafu 4.16.

Vysledky exprese hladin ¢teciho proteinu YTHDF1 v cerebellu ukézaly, ze
po jednodenni abstinenci doslo k vyraznému zvyseni tohoto proteinu u morfinové
skupiny M 1D ve srovnani s kontrolni skupinou K 1D, které bylo statisticky signi-
fikantni (p = 0,0002). Po jednom tydnu abstinence hladiny YTHDF1 u morfinové
skupiny M 1T vykazovaly mirny pokles oproti kontrolni skupiné K 1T, avsak tento
rozdil nebyl statisticky signifikantni. Podobna tendence poklesu hladin YTHDF1
byla pozorovana i ve ¢tvrtém tydnu abstinence, ale ani v tomto pripadé nedoslo
k statisticky vyznamnym rozdilim. Po dvanacti tydnech abstinence bylo u mor-
finové skupiny M 12T zaznamenano mirné zvyseni hladin YTHDF1 ve srovnani
s kontrolni K 12T, ale ani tyto zmény nebyly statisticky vyznamné. Vysledky jsou
zobrazené v grafu 4.17.
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Obrazek 4.14: Stanoveni exprese proteinu YTHDF1 v PFC. Hladina
YTHDF1 byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafii zobrazuji primeér
4 az 5 hodnot &+ S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni, * odpovida p < 0,05.
Na ose y je zobrazena relativni optickd denzita jednotlivych skupin K a M vzhle-

dem k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je prilozen reprezen-
tativni imunoblot.
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Obréazek 4.15: Stanoveni exprese proteinu YTHDF1 v HIPP. Hladina
YTHDF1 byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafti zobrazuji prameér
4 az 5 hodnot + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni. Na ose y je zobra-
zend relativni opticka denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k internimu
standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je prilozen reprezentativni imunoblot.
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Obrézek 4.16: Stanoveni exprese proteinu YTHDF1 v STR. Hladina
YTHDEF1 byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafi zobrazuji pramér
4 az 5 hodnot + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni. Na ose y je zobra-
zend relativni opticka denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k internimu
standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je prilozen reprezentativni imunoblot.
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Obrézek 4.17: Stanoveni exprese proteinu YTHDF1 v CRB. Hladina
YTHDEF1 byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafi zobrazuji pri-
mér 4 az 5 hodnot = S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méfeni, *** odpo-
vida p < 0,001. Na ose y je zobrazena relativni optickd denzita jednotlivych
skupin K a M vzhledem k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je
prilozen reprezentativni imunoblot.

4.3 VIiv morfinové abstinence na expresi tran-
skripcnich faktora

Vliv morfinové abstinence na expresi transkripcnich faktort byl zkouman
u AFosB a transkripéniho represoru MeCP2 v ruznych mozkovych strukturach

a ruznych casovych tsecich abstinence. Zkoumané mozkové struktury zahrno-
valy prefrontélni kuru (PFC), hipokampus (HIPP), striatum (STR) a cerebellum
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(CRB). Casové tiseky abstinence byly 1 den (1D), 1 tyden (1T), 4 tydny (47T)
a 12 tydna (12T) jak u skupiny zéavislé na morfinu (M), tak u kontrolnich sku-
pin, kterym byl podéavan fyziologicky roztok (K). Urovné exprese jednotlivych
proteint byly sledovany pomoci techniky Western blot. Pro statistickou analyzu
One-way ANOVA bylo pouzito pét méteni.

4.3.1 Exprese AFosB v mozkovych strukturach

Vysledky z prefrontalniho kortexu ukazuji (viz graf 4.18), ze po jednodenni
abstinenci mély hladiny AFosB tendenci k mirnému snizeni v morfinové skupiné
M 1D ve srovnéni s kontrolni skupinou K 1D, avsak tento pokles nebyl statisticky
signifikantni. Po jednotydenni abstinenci bylo naopak pozoroviano mirné zvyseni
hladin AFosB v morfinové skupiné M 1T, které rovnéz neptesahlo hranici statis-
tické vyznamnosti. Ve ¢tyrtydennim intervalu se hladiny AFosB u zavislé skupiny
M 4T opét snizily, ale bez signifikantnich rozdili. Po dvanacti tydnech abstinence
bylo zaznamenéno dalsi zvyseni hladin AFosB u morfinové skupiny M 12T, které
vsak také nebylo statisticky vyznamné.

Analyza dat z hipokampu ukézala, ze béhem sledovanych obdobi byly ten-
dence k raznym zménam v hladindch AFosB, nicméné zadna z téchto zmén ne-
byla statisticky signifikantni. Po jednodenni abstinenci bylo zaznamenano mirné
zvyseni hladin AFosB ve skupiné zavislé na morfinu M 1D ve srovnani s kontrolni
skupinou K 1D. Podobna situace byla pozorovana i po jednom tydnu abstinence,
avsak ani tyto zmény nebyly statisticky signifikantni. Ve ¢tyrtydennim intervalu
abstinence byly hladiny AFosB mezi zvitaty zavislymi na morfinu M 4T a kont-
rolni skupinou K 4T podobné. Po dvanacti tydnech abstinence bylo zaznamenano
mirné snizeni hladin AFosB u skupiny zavislé na morfinu M 12T, které rovnéz
nebylo statisticky vyznamné. Vysledky téchto pozorovani jsou ilustrovany na pfi-
loZzeném grafu, ktery zobrazuje fluktuace hladin AFosB v pritbéhu riznych obdobi
abstinence 4.19.

Ve striatu analyza hladin AFosB ukazuje (viz graf 4.20), ze béhem rtznych
casovych tuseki abstinence doslo k variabilnim zméndm hladin tohoto faktoru.
V prvnich tfech ¢asovych tsecich abstinence (1D, 1T a 4T) nebyly nalezeny
statisticky vyznamné zmény. V obdobi jednodenni abstinence byly pozorovany
tendence hladin AFosB u morfinové skupiny M 1D byt lehce zvysSené oproti kon-
trolni skupiné K 1D, ackoliv tento rozdilni nebyl statisticky signifikantni. Nao-
pak tomu bylo po 1 tydnu abstinence, kdy hladiny transkrip¢niho faktoru byly
snizené u skupiny zavislé na morfinu M 1T vici kontrolni skupiné K 1T. Tyto
zmény nebyly rovnéz vyhodnoceny jako statisticky signifikatni, i kdyz se blizily
hranici statistické vyznamnosti. V obdobi 4 tydnt abstinence byly pozorovany
podobné tendence ve zvysSeni hladiny AFosB u morfinové skupiny M 4T vuci
kontrolni skupiné K 4T jako u jednodenni abstinence. Nicméné tento rozdil nebyl
vyhodnocen jako statisticky vyznamny. Po 12 tydnech abstinence bylo zazname-
nano vyznamné zvyseni hladin transkripéniho faktoru u morfinové skupiny M 12T
v porovnani se skupinou kontrolni K 12T (p = 0,0342).

Analyza dat v cerebellu, ilustrovana grafem 4.21, ukazala, ze v obdobi jed-
nodenni a jednotydenni abstinence mély hladiny AFosB u skupin zavislych na
morfinu tendenci byt mirné zvySené oproti kontrolnim skupinam. Tyto zmény
vsak nebyly statisticky signifikantni. Ve ¢tvrtém tydnu abstinence doslo k vy-
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znamnému poklesu hladin AFosB u skupin zavislych na morfinu M 4T ve srovnani
s kontrolni skupinou K 4T. Tato zména byla statisticky signifikantni (p = 0,0487).
V obdobi dvanacti tydnt abstinence byly hladiny transkrip¢niho faktoru mirné
snizené u morfinové skupiny M 12T ve srovnani s kontrolni skupinou K 12T, ale
nebyla zde statisticky vyznamna zména.
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Obréazek 4.18: Stanoveni exprese proteinu AFosB v PFC. Hladina AFosB
byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafti zobrazuji primér 4 az 5
hodnot + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni. Na ose y je zobrazena rela-
tivni opticka denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k internimu standardu
(STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je prilozen reprezentativni imunoblot.
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Obrazek 4.19: Stanoveni exprese proteinu AFosB v HIPP. Hladina AFosB
byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafti zobrazuji primér 4 az 5
hodnot + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni. Na ose y je zobrazena rela-
tivni opticka denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k internimu standardu
(STD; 100 %). Ve spodni ¢4sti je prilozen reprezentativni imunoblot.
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Obréazek 4.20: Stanoveni exprese proteinu AFosB v STR. Hladina AFosB
byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafti zobrazuji primér 4 az 5
hodnot + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni, * odpovida p < 0,05. Na
ose y je zobrazena relativni optickd denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem
k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢ésti je priloZen reprezentativni
imunoblot.
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Obrazek 4.21: Stanoveni exprese proteinu AFosB v CRB. Hladina AFosB
byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafii zobrazuji primér 4 az 5
hodnot + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni, * odpovida p < 0,05. Na
ose y je zobrazena relativni optickd denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem
k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢ésti je priloZen reprezentativni
imunoblot.

4.3.2 Exprese MeCP2 v mozkovych strukturach

Analyzy hladin MeCP2 v prefrontalnim kortexu (demonstrace vysledki viz
graf 4.22) ukazuji tendence ke zméndm, ale zadnd zména nebyla signifikantni.
Konkrétné po jednodenni abstinenci byly hladiny MeCP2 ve skupiné zavislé na
morfinu M 1D mirné nizsi ve srovnani s kontrolni skupinou K 1D. Stejné tomu tak
bylo i u 1 tydne abstinence, avsak tyto rozdily nebyly statisticky signifikantni. Ve
¢tyttydennim intervalu byly hladiny MeCP2 témér shodné mezi zavislymi M 4T
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a kontrolnimi skupinami K 4T bez statisticky vyznamnych rozdilii. Po dvanacti
tydnech abstinence bylo zaznamenano mirné zvyseni hladin MeCP2 v morfinové
skupiné M 12T ve srovnani s kontrolni skupinou K 12T, avsak i tento rozdil ztistal
pod hranici statistické signifikance.

Vysledky zkoumani hladin MeCP2 z hipokampu ukazuji tendence ke zmé-
nam, avsak konkrétni srovnani mezi skupinami zavislymi na morfinu v riznych
tsecich abstinence (M) a odpovidajicimi kontrolnimi skupinami (K) nevykazalo
zadné statisticky signifikantni rozdily. Konkrétné, po jednodenni abstinenci do-
slo k mirnému poklesu hladiny MeCP2 u morfinové skupiny M 1D ve srovnani
s kontrolni skupinou K 1D, ale rozdil nebyl statisticky vyznamny. U skupin, které
abstinovaly 1 tyden, 4 tydny a 12 tydnt, byly hladiny MeCP2 mirné vyssi u mor-
finovych skupin ve srovnani s prislusnymi kontrolnimi skupinami, avsak ani tyto
rozdily nebyly statisticky vyznamné. Tyto vysledky jsou zobrazeny v grafu 4.23.

Analyza hladin transkripcniho represoru MeCP2 ve striatu béhem rtznych
obdobi abstinence (viz graf 4.24) neodhalila zadné statisticky signifikantni zmény
v expresi. Béhem prvniho dne a prvniho tydne abstinence byla pozorovana ten-
dence k mirnému snizeni hladin MeCP2 ve skupindch zavislych na morfinu (M)
ve srovnani s prislusnymi kontrolnimi skupinami (K). AvSak tyto zmény nebyly
statisticky signifikantni. Naopak po ¢tyfech a dvanacti tydnech abstinence byly
tendence hladin MeCP2 ve skupinach zavislych lehce zvysené oproti kontrolnim
skupinam, ale ani tyto rozdily nebyly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné.

Hladiny exprese MeCP2 v cerebellu, zobrazené v grafu 4.25, vykazuji sta-
tisticky vyznamné rozdily mezi nékterymi porovnavanymi skupinami v rtznych
obdobich abstinence. Jednodenni abstinence ukazala signifikantni zvyseni hladin
MeCP2 ve skupiné zavislé na morfinu M 1D ve srovnani s kontrolni skupinou K 1D
(p = 0,0499). Po jednom tydnu abstinence byly hladiny MeCP2 podobné mezi
morfinovou skupinou M 1T a kontrolni skupinou K 1T, bez statisticky signifi-
kantniho rozdilu. Ve ¢tyftydennim abstinenénim intervalu bylo zaznamenano sig-
nifikantni snizeni hladin MeCP2 ve skupiné zavislé na morfinu M 4T ve srovnani
s kontrolni skupinou K 4T (p < 0.0001). Po dvanécti tydnech abstinence nebyly
zjistény zadné signifikantni rozdily mezi morfinovou skupinou M 12T a kontrolni
skupinou K 12T. Hladiny MeCP2 byly v tomto intervalu velmi podobné, s mini-
malni tendenci ke zvyseni ve skupiné M12T.
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Obrazek 4.22: Stanoveni exprese proteinu MeCP2 v PFC. Hladina AFosB
byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafti zobrazuji pramér 4 az 5
hodnot + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni. Na ose y je zobrazena rela-
tivni opticka denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k internimu standardu
(STD; 100 %). Ve spodni ¢4sti je prilozen reprezentativni imunoblot.
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Obrazek 4.23: Stanoveni exprese proteinu MeCP2 v HIPP. Hladina AFosB
byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafi zobrazuji praumeér 4 az 5 hod-
not + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni. Na ose y je zobrazena rela-
tivni opticka denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k internimu standardu
(STD; 100 %). Ve spodni ¢ésti je priloZen reprezentativni imunoblot.
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Obrazek 4.24: Stanoveni exprese proteinu MeCP2 v STR. Hladina AFosB
byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafti zobrazuji primér 4 az 5
hodnot + S.E.M. ziskanych z péti nezavislych méreni. Na ose y je zobrazena rela-
tivni opticka denzita jednotlivych skupin K a M vzhledem k internimu standardu
(STD; 100 %). Ve spodni ¢4sti je prilozen reprezentativni imunoblot.
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Obrézek 4.25: Stanoveni exprese proteinu MeCP2 v CRB. Hladina AFosB
byla stanovena pomoci techniky WB. Sloupce grafii zobrazuji primeér 4 az 5 hod-
not + S.E.M. ziskanych z péti nezdvislych méfeni, * odpovida p < 0,05; **** od-
povida p < 0,0001. Na ose y je zobrazena relativni opticka denzita jednotlivych
skupin K a M vzhledem k internimu standardu (STD; 100 %). Ve spodni ¢asti je
priloZen reprezentativni imunoblot.
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5. Diskuse

Prestoze nékteré studie odhalily fadu epigenetickych zmén po expozici mor-
finu a obecné opioidim, stale ziistavaji neprozkoumana casova obdobi po ukon-
¢eni uzivani morfinu. Stale jsou mezery v poznani ¢asové dynamiky téchto zmén.
Vyzkumy vénujicich se abstinenénimu obdobi po ukonc¢eni uzivani morfinu ve spo-
jitosti s epigenetickymi mechanismy je jen velmi malo. Studie zabyvajici se funkci
epitranskriptomu v zavislosti na morfinu nebo morfinovou abstinenci prakticky
neexistuji. I proto bylo cilem této prace pozorovat vliv rtiznych casovych tsekt
morfinové abstinence na epitranskriptom — konkrétné m®A modifikaci a enzymd,
které se této modifikace tcastni. Dalsim dilé¢im tkolem bylo prozkoumat vliv
morfinové abstinence na transkripéni regulatory, které jsou taktéz zapojené do
epigenetickych mechanismi v opiatové zavislosti, ale jejich vliv v obdobi absti-
nence zatim nebyl prilis prozkoumany.

Jednou z nejcast&jsich RNA posttrasnkripénich tprav je m®A modifikace.
Vzhledem k tomu, Ze vyzkumy ukazuji zapojeni m®A modifikace v reakcich or-
ganismu na stres (Engel et al., 2018), modulaci synaptické plasticity (Widagdo
et al., 2022) a regulaci nédladovych poruch (Barbon and Magri, 2020), bylo vhodné
zkoumat jeji potencidlni roli v morfinové abstinenci.

V nasf praci byly analyzovany hladiny N®-metyl-adenosinu (m°A)

v riznych oblastech mozku potkant, ktefi prochéazeli rizné dlouhymi tiseky absti-
nence. Vysledky ukdzaly tendence ke zméndm v hladinidch mS6A, ale tyto zmény
nebyly statisticky signifikantni v zaddné z testovanych mozkovych struktur. Tato
zjisténi koresponduji s vysledky studie Wu et al., 2024, kterd také nenalezla sig-
nifikantni rozdily v globalnich hladindch m®6A pii akutni ani chronické expozici
morfinu. Konkrétné nase vysledky z prefrontalniho kortexu u skupin zavislych na
morfinu v obdobi jednodenni a ¢tyrtydenni abstinence ukazuji tendenci k poklesu
hladin mSA. Naopak u morfinovych skupin v dobé étyftydennim a dvandctity-
dennim abstinence doslo k mirnému nartstu hladin oproti kontrolnim skupinam,
avsak tyto zmény nebyly statisticky vyznamné. V hipokampu a striatu byla zjis-
téna tendence k mirnému sniZen{ hladin m®A u skupin z4vislych na morfinu oproti
kontrolam béhem jednodenni, tydenni a dvanactitydenni abstinence. Naopak ve
¢tvrtém tydnu abstinence byly hladiny m®A mirné zvysené ve srovnani s kon-
trolami, ale opét bez statistické vyznamnosti. V cerebellu se u skupin zavislych
na morfinu béhem jednodenni, ¢tyrtydenni a dvanactitydenni abstinence projevila
tendence ke zvySen{ hladin m®A ve srovnani s piislusnymi kontrolnimi skupinami.

Tato zjisténi poukazuji na mozné potvrzeni, Ze zmény v m°A modifikacich
nejsou klicové pro adaptivni zmény v mozku potkana vyvolané morfinovou absti-
nenci. To muze podporovat predpoklad, Ze reakce mozku na morfinovou absti-
nenci mize byt ovlivnéna jinymi mechanismy, nez je modifikace m®A. Jako na-
priklad zmény v metylaci DNA nebo posttranslacni modifikace histont, které byly
prokézany pri akutnim nebo chronickém podani morfinu. Je nutné zdtraznit, ze
i kdyz analyzy neprokazaly statisticky signifikantni zmény, citlivost metody mohla
ovlivnit schopnost detekovat jemnéjsi zmény. Navic analyza enzymi zapojenych
do m®A modifikace odhalila nékolik signifikantnich zmén. Jednim z limitujicich
faktorti experimentu bylo pouziti monoplikata pro kazdy vzorek, coz omezovalo
moznost opakovani méreni a mohlo zvysSovat riziko ndhodnych odchylek v datech.
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METTLS3 je metyltransferaza, kterd se ic¢astni m®A modifikace. Funguje spo-
leéné s dalsimi komponentami metyltransferdazového komplexu (MAC) pro efek-
tivni a presnou metylaci RNA (Wang et al., 2016). Nicméné v soucasné dobé
nejsou znamy konkrétni informace o roli METTL3 ve spojeni se zavislosti. V jiz
zminéné studii Wu et al., 2024, ktera se zabyvala m®A drahou, bylo zjisténo, Ze
nedoslo k zadnym signifikantnim zménam v expresi tohoto enzymu v mozku mysi
po akutnim vystaveni morfinu.

Nase vysledky analyzy hladin METTL3 ukazuji, Zze v prefrontalnim kortexu
v obdobi jednodenni abstinence bylo pozorovano mirné, nesignifikantni zvyseni
METTL3 u skupiny zavislé na morfinu ve srovnani se skupinou kontrolni. Naopak
tomu bylo po jednom tydnu abstinence, kde byla tendece k mirnému poklesu hla-
din METTLS3, také bez statistické vyznamnosti. Ctyitjdenni a dvanactitydenni
abstinence ukazaly zajimavy trend, kdy doslo k signifikantnimu zvyseni hladin
METTL3 u skupin zavislych na morfinu ve srovnani se skupinami kontrolnimi.
To muze naznacovat moznou adaptivni reakci na strednédobou az dlouhodobou
abstinenci v prefrontalnim kortexu. V hipokampu nedoslo k zadné signifikantni
zméné v hladindich METTL3. Tendence ke zvyseni hladin METTL3 byla po-
zorovana témér ve vsSech casovych tsecich u morfinovych skupin vié¢i kontrol-
nim skupinam. Nicméné zadna ze zmén nebyla statisticky signifikantni. To mtize
naznacovat mirnéjsi nebo kompenzovanou reakci v hipokampu na morfinovou
abstinenci. Ve striatu byl zajimavy abstinen¢ni tisek jeden tyden, kde doslo k vy-
znamnému narustu hladin METTL3 u skupiny zavislé na morfinu oproti skupiné
kontrolni, coz mize odrazet specifickou reakci v této mozkové oblasti na kratkodo-
bou abstinenci nebo reakci na stres ze vzniklych abstinencnich symptomu (Engel
et al., 2018). V ostatnich ¢asovych tsecich abstinence nebyly zaznamenény zadné
zmény v hladinach METTL3 jako statisticky signifikantni. V cerebellu doslo bé-
hem ¢tyrtydenni abstinence k vyznamnému poklesu hladin METTL3 u skupiny
zavislé na morfinu v porovnéani s kontrolni skupinou. Tato zména mtize predstavo-
vat adaptivni procesy v cerebellu, které by mohly ovlivnit motorické a kognitivni
funkce. Zmény v hladinach METTL3 naznacuji, ze cerebellum se muze aktivné
ucastnit regulace téchto funkei v reakci na dlouhodobou absenci morfinu.

I kdyz je METTL3 enzymem odpovédnym za metylaci, nami zjisténé zmény
v jeho hladinach nekorelovaly pfimo se zménami v hladindch m°%A. To miZe na-
znacovat, ze jiné faktory, jako jsou kofaktory a dalsi enzymy z komplexu MAC,
mohou ovliviiovat aktivitu a efektivitu METTLS3.

FTO je enzym, ktery spoleéné s ALKBH5 katalyzuje demetylaci N®-metyl-
adenosinu. Jsou k dispozici studie, které uvadi, ze hladiny FTO v hipokampu se
snizuji u mysi zévislych na kokainu (Xue et al., 2021). Také bylo prokézano ze gen
Fto, je klicovym regulatorem dopaminergnich signalnich drah a Ze jeho inaktivace
vede k poruse dopaminovych receptort D2 a D3 u mysi zavislych na kokainu (Hess
et al., 2013). Nékteré varianty FTO mohou korelovat se zvysenym rizikem rozvoje
alkoholové zavislosti (Sobczyk-Kopciol et al., 2011). Jiz v mnohokrat zminované
studii Wu et al., 2024, nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily v hladinach
transkriptu pro FTO u mysi, kterym byl akutné podavan morfin.

V rozporu se studii Wu et al., 2024 v nasi praci byly odhaleny znac¢né fluktu-
ace a signifikantni zmény v hladinach FTO. Nase vysledky analyzy hladin FTO
z prefrontalniho kortexu ukazuji, ze byly zmény v hladindch této demetylazy
béhem abstinence proménlivé, coz mize naznacovat, ze dynamika zmén v hladi-
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nach FTO mize byt spojena s rozdilnymi fazemi procesu abstinence. Signifikantni
zvyseni hladin FTO po ¢étyrech tydnech abstinence u skupiny zavislé na morfinu
v porovnani se skupinou kontrolni mtiize poukazovat na adaptivni zménu v re-
akci na strfednédobou absenci morfinu, zatimco kratkodobé tendence k fluktuacim
mohou odrazet prechodné adaptivni procesy. V hipokampu nebyly zaznamenany
statisticky vyznamné zmény, coz miize naznacovat, ze v této oblasti mozku mo-
hou byt hladiny FTO méné ovlivnény morfinovou abstinenci. Ve striatu hladiny
FTO ukéazaly jen mirné, nevyznamné tendence k fluktuacim béhem rtznych fazi
abstinence. Tato zjisténi odpovidaji i vysledkiim z analyzy m®A modifikace. V ce-
rebellu byly zaznamenany statisticky vyznamné zmény ve dvou fazich abstinence,
coz poukazuje na moznou specifickou roli FTO v této oblasti mozku v odpo-
védi na morfinovou abstinenci. Vyznamné zvyseni hladin FTO bylo prokazano
v obdobi jednodenni abstinence u skupiny zavislé na morfinu v porovnani se
skupinou kontrolni. Naopak dalsi vyznamnda zména probéhla ve ¢tyrech tydnech
abstinence. Doslo k velice vyraznému snizeni hladiny FTO v morfinové skupiné
vici té kontrolni. Ve dvanacti tydnech abstinence mély hladiny FTO tendence
k ristu u morfinové skupiny, které ale nebyly signifikantni.

Celkové byly pozorovany signifikantni zmény, zejména ve ¢tyitydennim a dva-
nactitydennim intervalu abstinence v prefrontalnim kortexu a cerebellu, coz na-
znacuje, ze FTO miize hrat roli v reakci na stfednédobou az dlouhodobou morfi-
novou abstinenci. Na druhou stranu, zmény v hladindch m®A nebyly statisticky
signifikantni v zadném zkoumaném casovém obdobi ani mozkové oblasti. To muze
naznacovat, ze i kdyz FTO je zapojena do regulace m°®A, jeji aktivita a vysledné
zmény v hladindch m®A mohou byt ovlivnény i jinymi faktory. Navic ve studii
Engel et al., 2018 bylo zjisténo, Ze delece genu Fto neovlinila hladiny m°A, coz
naznacuje, ze je mistné specificka.

ALKBH5 je demetylaza, kterd spoleéné s FTO zajistuje m®A demetylaci.
Stejné jako u predchozich enzymii studie Wu et al., 2024 neodhalila zadné vy-
znamné zmény v hladinach této demetylazy v obdobi akutniho podéavani morfinu.
To je ovsem v rozporu s vysledky, které prinesla nase prace.

V prefrontdlnim kortexu, i pfes mirné tendence k fluktuacim hladin ALKBH5
béhem jednodenni a tydenni abstinence, se neprokazal zadny signifikantni rozdil
mezi skupinami zavislymi na morfinu a jejich odpovidajicimi kontrolnimi skupi-
nami. Signifikantni pokles u skupiny zavislé na morfinu ve srovnani se skupinou
kontrolni nastal pouze po ¢tyrech tydnech abstinence. Tato zména miuze ukazo-
vat na adaptivni epitranskriptomickou odpovéd v této mozkové oblasti, ktera je
znama svou roli v regulaci kognitivnich a emocionédlnich funkci. V hipokampu
mély hladiny ALKBH5 tendence k fluktuacim v obdobi abstinence jeden den,
jeden a Ctyri tydny, ale zadné z téchto zmén nebyla statisticky vyznamna. Az ve
dvanactém tydnu abstinence bylo pozorovano signifikantni zvyseni u skupiny za-
vislé na morfinu v porovnani se skupinou kontrolni. Ve striatu nebyly prokazany
74dné signifikantni zmény, stejné jako u hladin FTO nebo N°-metyl-adenosinu.
Hladina demetylazy zde byla pomérné konstantni. To milize naznacovat, ze v této
oblasti neni vliv morfinové abstinence na hladiny ALKBH5, FTO a NS-metyl-
adenosinu ptimo ziejmy nebo ze jejich aktivita je stabilizovana jinymi regula¢nimi
mechanizmy. V cerebellu byl zaznamenan signifikantni vzestup hladin ALKBH5
po jednodenni abstinenci a opétovny nartust po ¢tyrech a dvanacti tydnech u sku-
pin zavislych na morfinu v porovnani s jejich kontrolnimi skupinami. Zvlasté
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pozoruhodné je, ze vyrazné zmény hladin ALKBH5 v hipokampu a cerebellu po
dvanéacti tydnech abstinence mohou naznacovat dlouhodobéjsi adaptace v téchto
oblastech, které jsou klicové pro paméf a motorickou kontrolu.

Bylo zjisténo, ze v reakci na stres demetylazy FTO A ALKBH5 jsou odlisné
regulovany regionalné specifickym zpusobem, coz muze byt vysvétlenim odlisnych
hladin u FTO, ALKBH5 a m°A modifikace (Engel et al., 2018). Celkove vysledky
naznacuji, ze dynamika hladin ALKBH5 v mozku potkana v morfinovém absti-
nenc¢nim obdobi je mistné specifickd a zavisi na délce abstinence.

YTHDEF1 je ¢teci protein, ktery hraje klicovou roli v rozpoznavani a vazani se
na RNA obsahujici modifikaci N®-metyladenosin. YTHDF1 specificky rozpoznava
mC®A znacky a vede k regulaci zranf a riiznych dalsich modifikaci RNA (Meyer
et al., 2012). Ve studii Wu et al., 2024 autofi neobjevily zadné signifikantni zmény
v hladindch YTHDF1. Ale napriklad u transkriptu ¢tectho proteinu Ythdf2 na-
lezly signifikantni snizeni v hipokampu u zavislych skupin mysi. Stejné tak tomu
bylo i u hladin Ythdf3 v oblastech NAc a hipokampu. Nicméné v hladinach tran-
skriptu Ythdfl zména nebyla, coz ovSsem nekoreluje s poznatky nasi prace.

V nasi praci bylo zjisténo, ze hladiny YTHDF1 nevykazaly zadny konzis-
tentni trend v reakci na morfinovou abstinenci ve vétsiné mozkovych oblasti a ca-
sovych tsecich abstinence. Vyjimkou bylo statisticky signifikantni snizeni hla-
diny YTHDF1 ve skupiné zavislé na morfinu v porovnani se skupinou kontrolni
v prefrontdlnim kortexu v dobé abstinence jednoho dnu. Dalsi signifikantni zmé-
nou v hladinach YTHDF'1 bylo zvyseni v cerebellu u skupiny zavislych na morfinu
ve srovnani s jejich kontrolni skupinou v obdobi jednoho dne abstinence.

Obecné v této praci nebyl prokazan jasny trend v ristu nebo poklesu hladin
NS-metyl-adenosinu a enzymi zapojenych do m®A modifikace. Mozny rozkol ve
vysledcich hladin N%-metyl-adenosinu a enzymt tcastnicich se této modifikace
mohl byt také dusledkem nevhodné zvolenych metod. Ve studii Wu et al., 2024,
ktera zjistovala hladiny enzymt pomoci metody qPCR, nebyla pozorovana zadna
signifikantni zména v hladinach transkriptt proteinti zapojenych do této modifi-
kace, jako jsou METTL3, FTO, ALKBH5 a YTHDF1, coz v disledku korelovalo
s vysledky z mé&feni hladin m®A modifikace. Tato metoda mutiZze byt vhodnéjsi pro
presnéjsi stanoveni hladin téchto enzymii.

Znamym ucinkem jak akutniho, tak chronického uzivani morfinu je jeho vliv
na epigenetické modifikace, které ovliviuji expresi transkripéniho faktoru AFosB.
Bylo zjisténo, ze hyperacetylace H3K14 v BLA vyvolava zvysenou expresi tohoto
faktoru (Jalali Mashayekhi et al., 2019). Dalsi vyzkumy prokazaly, ze zvysené
hladiny exprese AFosB jsou také spojeny se snizenim metylacniho stavu his-
tontt (Chen et al., 2019a). Vliv akutni expozice morfinu byl zkouman v nucleus
accumbens (NAc), kde byly odhaleny vyssi hladiny transkripéniho faktoru AFosB
(Zachariou et al., 2006). Pfi chronickém podévani morfinu byl prokazén vliv na
zvyseni hladin AFosB v NAc, prefrontalnim kortexu a putamenu (Muller and
Unterwald, 2005). Studie zabyvajici se obdobimi abstinence po trech a ¢trnacti
dnech ukazala, ze po tfech dnech abstinence doslo v NAc k signifikantnimu zvy-
seni hladiny AFosB, nicméné po ¢trnacti dnech abstinence tento trend vymizel
a hladiny AFosB mély tendenci k poklesu. V oblasti ventralniho pallida bylo
béhem tii dni abstinence zaznamenéno stejné signifikantni zvyseni v morfinové
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skupiné. Tato tendence pretrvala i po ¢trnacti dnech abstinence, ale jiz nebyla
statisticky vyznamnd (McDaid et al., 2006).

Vzhledem k vysledkiim studie Muller and Unterwald, 2005, kterd béhem chro-
nického uzivani morfinu zaznamenala zvyseni hladin AFosB v prefrontalnim kor-
texu u skupiny zavislych, se ocekavalo, ze hladiny AFosB v morfinovych skupi-
nach budou béhem prvniho dne abstinence vyssi nez v kontrolnich skupinéch.
Nase vysledky vsak tento predpoklad nepotvrdily. V prvnim dnu abstinence bylo
zjisténo, ze hladiny AFosB maji tendenci k poklesu u skupiny zavislé na morfinu
ve srovnani s kontrolni skupinou, avsak bez statisticky vyznamné zmény. V dal-
sich obdobich abstinence, po jednom a dvanacti tydnech, byly hladiny AFosB
mirné zvysené u morfinovych skupin ve srovnani s kontrolnimi, opét bez statis-
ticky signifikantnich zmén. V hipokampu také nebyly nalezeny zadné signifikantni
rozdily v expresi transkripéniho faktoru AFosB. V obdobi abstinence jeden den
a jeden tyden mely hladiny AFosB tendenci byt mirné zvysSené ve skupinach
zavislych na morfinu ve srovnani s kontrolnimi skupinami. Po ¢tyrtydenni a dva-
nactitydenni abstinenci byly tendence hladin AFosB opac¢né, byly mirné snizené
v morfinovych skupinéch oproti kontrolnim skupinam. Ve striatu byly pozorovany
vyraznéjsi fluktuace hladin AFosB. Bylo zde zaznamenano statisticky vyznamné
zvyseni hladiny AFosB u skupiny zavislé na morfinu ve srovnani s kontrolni sku-
pinou po dvanacti tydnech abstinence. Tento nas nalez neni v souladu s vysledky
studie, ktera zaznamenala signifikantni zvyseni hladiny AFosB v morfinové sku-
piné potkant po tridenni abstinenci, zatimco po ¢trnacti dnech abstinence byla
pozorovana tendence ke snizeni v oblasti NAc (McDaid et al., 2006). Zvysené
hladiny AFosB po dlouhodobé abstinenci mohou odrazet trvalé neuroplastické
zmeény, které prispivaji k prodlouzenému bazeni a riziku recidivy. V cerebellu mély
hladiny AFosB tendenci ke zvyseni u zavislych skupin na morfinu v porovnani
s kontrolnimi skupinami v dobé abstinence jeden den a jeden tyden, ale nebyly to
zmény signifikantni. Statisticky signifikantni pokles hladin AFosB byl zazname-
nan u morfinové skupiny po c¢tyrech tydnech abstinence ve srovnani s kontrolni
skupinou. Tento nédlez naznacuje, ze morfinova abstinence muze vyznamné ovliv-
nit i tuto oblast mozku, prestoze jeji role v mechanismech zavislosti na drogach
je méné prozkoumana.

Celkové tato data naznacuji, ze dynamika hladin AFosB je mistné specificka,
ale jasny trend ve zménach hladin AFosB v zavislosti na Case abstinence nebyl
prokéazan.

MeCP2 je protein, ktery hraje klicovou roli v epigenetické regulaci genové
exprese prostiednictvim vazby na metylované tseky DNA, kde vétsinou funguje
jako transkripc¢ni represor. Diive bylo prokazano, ze béhem opakované expozice
morfinu, dochazi ke zvyseni hladin MeCP2 v centralni ¢asti amgdaly, a ovliviuje
tak expresi gent (Zhang et al., 2014). Naopak v dobé morfinové abstinence bylo
zjisténo, zZe jeho hladiny v CeA klesaji (Ciccarelli et al., 2013)

V nasi praci bylo zjisténo, ze v prefrontalnim kortexu, oblasti klicové pro
rozhodovani a zpracovani odmén, byly zaznamenany pouze mirné a statisticky
nevyznamné zmény v hladinach MeCP2 napti¢ vSemi casovymi body. Tyto na-
lezy mohou naznacovat, ze morfinova abstinence nemusi mit vyznamny dopad
na regulaci MeCP2 v této oblasti mozku, coz mize odrazet adaptivni neuro-
plasticitu v reakci na morfinovou expozici a naslednou abstinenci. V hipokampu
byly také pozorovany pouze tendence k mirnym zménam v hladinich MeCP2
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bez dosazeni statistické signifikance. Ve striatu, klicové oblasti zapojené do sys-
tému odmeény a motivace, nebyly zjistény zadné statisticky signifikantni zmény
v expresi MeCP2. T kdyz hladiny MeCP2 mély tendence k fluktuacim, nebyly
vyhodnoceny jako signifikantni. Naproti tomu v cerebellu bylo zaznamenano sig-
nifikantni zvyseni hladin MeCP2 u skupiny zavislé na morfinu ve srovnani se
skupinou kontrolni po jednodenni abstinenci, coz poukazuje na to, ze cerebellum
muze byt citlivé na poc¢atecni faze abstinence. Zvyseni hladiny MeCP2 muze byt
reakei na akutni absenci morfinu, ktera je spojena s abstinenénimi priznaky. Na-
opak ve ¢tvrtém tydnu abstinence doslo k vyraznému snizeni hladiny MeCP2 ve
skupiné zavislé na morfinu v porovnani se skupinou kontrolni. Tato zména muze
byt reakci na dlouhodobou absenci morfinu a mize odrazet pokus o stabilizaci
hladin MeCP2. Ve dvanéctitydenni periodé jiz byly hladiny MeCP2 u morfinové
skupiny srovnatelné se skupinou kontrolni.

Vysledky nasi prace, kterd se tykala zkouméni hladin transkripéniho regulé-
toru MeCP2, ukazuji, ze tento transkrip¢ni regulator mozna nehraje vyznamnou
roli v morfinové abstinenci. Ve vétsiné mozkovych oblasti nebyla zaznamenana
zadna signifikantni zména.

Soucasti této diplomové prace méla byt také analyza hladin metylace a hyd-
roxymetylace DNA (5mC, 5hmC). Bohuzel, jak jsem jiz zminila v kapitole 3,
nepodarilo se mi ziskat dostatecné mnozstvi DNA ze tkané pro provedeni téchto
pokustl.
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Z.aver

V této praci jsme sledovali vliv morfinové abstinence na epitranskriptomické
mechanismy a transkripéni regulatory v mozku potkana zavislého na morfinu
béhem rtzné dlouhych obdobi abstinence. Nase zjisténi ukazuji, ze vliv morfinové
abstinence na hladiny N°-metyl-adenosinu nebyl vyznamny. Hladiny m®A mély
tendence ke zménam v ruznych mozkovych oblastech a tsecich abstinence, ale
nebyly to zmény signifikantni. Toto zjisténi mize poukazovat na fakt, ze tato
konkrétni epitranskriptomicka modifikace nemusi byt primo ovlivnéna morfinovou
abstinenci. Vyznamné statistické zmény byly ale pozorovany v hladinach enzym,
které jsou zapojené do Fizeni m®A modifikace. Tyto signifikantni zmény byly
mistné a casove specifické. Nicméné nebyl nalezen jasny trend ve zménach jejich
hladin, coz poukazuje na slozitost regulace této epitranskriptomické modifikace
v morfinovém abstinen¢nim obdobi.

Déle byly zkouméany urovné hladin transkripénich faktoria AFosB a MeCP2,
které hraji dilezitou roli v neuronalni adaptaci béhem drogové zavislosti. V né-
kterych oblastech mozku béhem urcitych obdobi abstinence byly zaznamenany
signifikantni zmény v hladinach téchto transkripcénich regulatort, ale nebyl pro-
kazan zadny konzistentni trend v jejich poklesu nebo ristu. Tyto nespecifické
zmény v hladinach ukazuji na slozitost neuronalnich adaptaci na abstinenci. Mo-
hou také zduraznovat fakt, ze dynamika téchto transkrip¢nich regulatori muze
byt ovliviiéna rtznymi faktory, které nebyly v této praci zkoumany.

Celkové nase data naznacuji, ze dynamika hladin transkripc¢nich faktorii a en-
zymu, které se ucastni m®A modifikace v reakci na morfinovou abstinenci je
mistné specifickd a proménliva v ¢ase. Z vysledkii méfeni hladin N%-metyl- ade-
nosinu vyplyva, ze morfinova abstinence nema pravdépodobné vliv na tuto mo-
difikaci. Tyto nedostatky v konzistenci vysledktt v reakci na morfinovou absti-
nenci oteviraji dalsi otazky ohledné mechanismii, které se mohou podilet na ri-
zeni této modifikace a transkrip¢nich faktorti v abstinenc¢nim obdobi. Ziskané
vysledky zdtraznuji potiebu dalstho zkoumani pro lepsi pochopeni role epigene-
tickych a epitranskriptomickych mechanismii v obdobi morfinové abstinence.
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