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Abstrakt

Tato bakaldiskd prace zkoumd vztah mezi neuroimunitnim systémem a zavislosti
na opioidech. Zaméiuje se zejména na ulohu astrocytd a mikroglii, jejichz aktivace hraje
dalezitou roli v modulaci neurobiologickych procesti spojenych s uzivanim drog a
vyvojem drogové zavislosti. Opioidy mohou gliové buiikky pfimo aktivovat vazbou
na opioidni receptory anebo TLR4. Aktivace glii vede k tvorbé prozanétlivych cytokinti
jako jsou TNFa a IL-1P. Bakalarska prace dale analyzuje mechanismy, skrze které tyto
buiiky ovliviiuji G€inky opioidd, a zapojeni zanétlivych procesti do rozvoje a udrzovani
zavislosti. Dikladné porozuméni témto procesiim muize poskytnout dilezité informace

pro vyvoj novych terapeutickych strategii pro 1écbu drogové zavislosti.

Kli¢ova slova: mikroglie, astrocyty, opioidni receptory, TLR4, TNFa, IL-13, BDNF

Abstract

This bachelor thesis examines the relationship between the neuroimmune system and
opioid dependence. In particular, it focuses on the role of astrocytes and microglia, whose
activation plays an important role in modulating the neurobiological processes associated
with drug use and the development of drug dependence. Opioids can directly activate
glial cells by binding to opioid receptors and/or TLR4. Glial activation leads to the
production of pro-inflammatory cytokines such as TNFa and IL-1B. The thesis further
analyses the mechanisms, through which these cells influence the effects of opioids, and
the involvement of inflammatory processes in the development and maintenance of
addiction. A thorough understanding of these processes may provide important
information for the development of new therapeutic strategies for the treatment of drug

addiction.
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Uvod

Opioidy jsou skupina latek, které jsou schopné se vazat na opioidni receptory.
Jejich ptivod miize byt endogenni (endogenni opioidni peptidy) nebo jde o latky exogenni
izolované z opia (morfin, kodein), pfipravené polosynteticky (heroin) ¢i zcela synteticky

(metadon).

V oblasti neurovéd provadéji védcei studie, které zkoumaji G¢inky opioidd také na jiné
buiiky v mozku, nez jsou jen neurony, na tzv. gliové buiiky. Gliové buiiky nejsou tradi¢né
povazovany za tak dilezité jako neurony, ale nedavny vyzkum zdaraznil jejich roli
ve funkci mozku a reakci na drogy. Konkrétné€ bylo zjisténo, Ze dva typy gliovych bunék,
astrocyty a mikroglie, hraji klicovou roli v zanétlivé reakci mozku na opioidy (Toloff &

Woodcock, 2022).

Pti podavani opioidd, jako je naptiklad bézné uzivany morfin, mohou tyto latky aktivovat
gliové buiky v mozku. Tato aktivace vede k procesu zvanému neurozanét, ktery zahrnuje
uvoliovani molekul podporujicich zanét, znamych jako cytokiny. Tyto cytokiny mohou
zpusobit zmény v aktivité a struktufe gliovych bunék, ¢imZ se dostanou do prozanétlivého
stavu. Mikroglie a astrocyty produkuji cytokiny jako jsou interleukin 18 (IL-1p) a faktor
nadorové nekrézy a (TNFa) a tim se mohou podilet na vzniku hyperalgezie a alodynie.
Studie na zvitatech navic prokéazaly, ze podavani opioidi mize vést k zvySeni hladiny
téchto cytokinl v urcitych oblastech mozku, jako je prefrontalni ktra, hipokampus a
nucleus accumbens (NAc). O téchto oblastech mozku je zndmo, Ze se podileji na vzniku

zavislosti a zpracovani odmeény.

Mechanismy ucastnici se procest spojenych s drogovou zavislosti, jako je naptiklad
vznik zavislosti, vysazeni drogy, abstinence, nejsou jesté zcela popsany. Posledni studie
ukazuji, Ze pravé aktivace gliovych bun€k opioidy hraje dilezitou roli v téchto

mechanismech.

Cilem bakalarské prace je tedy shrnout dosavadni poznatky o vlivu neuroimunitnich
buncék na drogovou zavislost. Prace bude zamétfena zejména na zavislost vyvolanou
poddvanim morfinu, ktery je v soucasnosti standardné pouzivan k tlumeni

postoperacnich, silnych chronickych a nddorovych bolesti.



1 Drogova zavislost

Drogova zavislost je termin, ktery se pouziva k popisu stavu, kdy osoba vykazuje
zavislost na navykovych latkach. Tento stav mlize byt oznacovan také jako toxikomanie
nebo zavislost na drogéach. Pojem droga zahrnuje latky s psychotropnimi ucinky, které
mohou vyvolat stav silné touhy po jejich uzivani (FiSerova, 2000). Podle expert Svétové
zdravotnické organizace (WHO) lze drogovou zévislost definovat jako psychicky nebo i
fyzicky stav, charakterizovany zménami chovani a dalSimi reakcemi, které vzdy zahrnuji
nutkani uzivat drogu opakované pro jeji psychické ucinky a dale také proto, aby se
zabranilo vzniku nepiijemnych stavii vznikajicich pii neptitomnosti drogy v organismu.
Stav drogové zavislosti je jiz fadu let fazen mezi chronickd onemocnéni centralni nervové
soustavy (CNS). Nekteré zavislosti maji pfesné oznaceni v Mezinarodni klasifikaci
nemoci (naptiklad zavislost na opiatech (heroinu) ma oznaceni MKN — 10, F 11.2.). Lidé
se k opioidim nejcastéji uchyluji, pokud se nachazi v t€zké zivotni situaci, protoze
vyvolavaji euforii a pocit blazenosti, ¢i vyhledavaji jejich primarni ucinek, kterym
je tleva od bolesti. Pokud jedinec uziva opioidy dlouhodobé&, dochéazi k vyvoji tolerance
k opioidiim a stavu zavislosti, s naslednymi abstinen¢nimi pfiznaky (Lejcko & Gabrhelik,

2017).

Posilovani zavislosti je zaloZeno na dvou typech posileni. Pozitivni posileni se vyskytuje,
kdyz droga obvykle vyvolavd pfijemné pocity, a to zvySuje pravdépodobnost
opakovaného uzivéani. Tento druh posileni se vyskytuje spiSe v pocatecni fazi zévislosti
aje spojen spocitem euforie. Negativni posileni se projevuje zvySenim
pravdépodobnosti, Ze jedinec uZije drogu, aby zmirnil nepiijemné stavy spojené
s vyloucenim davky drogy z organismu. Vyskytuje se béhem abstinen¢ni faze, kdy
se odvykani od drogy mize projevit jako hyperkatifeie a zvySeny stres. Obé formy
posileni mohou soucasné existovat a byt udrzovany dlouhotrvajici abstinenci a stresem,

ktery je vyvolan ndvratem do faze touhy a ocekéavani v cyklu zavislosti (Koob, 2021).

Muzeme rozliSovat dva druhy zévislosti, a to fyzickou a psychickou. Fyzicka zavislost
je télesnd adaptace na pravidelnou pfitomnost specifické latky v organismu. UZivani
opioidl mtize vést k vyvoji specifického abstinen¢niho syndromu, ktery se projevuje
po snizeni davky léku nebo ndhlém pieruseni uZivani. MiiZe byt také zpiisoben podanim
opioidl s antagonistickou aktivitou na receptory. Symptomy abstinen¢niho syndromu

u jedinch uzivajici opioidy zahrnuji nervozitu, podrazdénost, neklid, zivani, zvySenou



citlivost na bolest, svalovou bolest, zimomfiivost, poruchy spanku, uzkost a deprese.
Tyto pfiznaky se nejCastéji projevuji na konci davkovaciho intervalu. Existuje
1 dlouhodoba forma abstinen¢niho syndromu, ktera ptetrvava po vysazeni opioida po fadu
mésicl, projevujici se celkovym nepohodlim, ztratou schopnosti prozivat potéseni,
zvySenou citlivosti na bolest, poruchami koncentrace, spankovymi problémy a depresi.
Psychicka zavislost na opioidy je komplexni jev, ktery zahrnuje nutkavy pocit a touhu
uzivat latku navzdory negativnim dusledkiim. Typickym znakem je ztrata kontroly nad
uzivanim a touha po specifickém euforizujicim efektu latky. K vzniku psychické
zavislosti muze dojit u jedinct s urcitou genetickou a psychickou predispozici
a za urcitych socidlnich podminek (Lejcko & Gabrhelik, 2017). V soucasnosti se porucha
uzivani opioidl stala epidemii ve Spojenych statech americkych (Toloff & Woodcock,

2022).
1.1 Historie opia

Opium ma dlouhou a bohatou historii, ktera trva jiz tisice let. Zanechalo v lidské civilizaci
nesmazatelnou stopu od svého rané¢ho pouzivani jako silné 1é¢ivé latky az po roli
v mezinarodnim obchodu a zavislosti (Nesmerak, 2016). Zatimco jeho pouziti k tlevé
od bolesti je dolozeno jiz po staleti, jeho pouZziti pii 1é€be pooperacni bolesti bylo popsano
pozdé&ji, predevsim koncem 18. stoleti. Od té doby se v poslednich dvou stoletich opium
a alkaloidy zné& izolované, staly nejicinng&j$imi analgetiky pro zmirnéni bolesti

(Hamilton & BAskett, 2000).

Béhem 19. stoleti se odehrdly dvé klicové udalosti v historii opioidd, které
pravdépodobné piispély k problémiim, jimz celime v souCasnosti. Prvni udalosti byla
identifikace morfinu, zatimco druhou udalosti bylo vyvinuti moznosti nitrozilni aplikace
1€ka.

V roce 1806 izoloval Friedrich Sertiirner aktivni slozku opia — morfin (obr. 1)
a pojmenoval jej podle boha sni Morfea (Brownstein, 1993). Tento objev umoznil 1épe

porozumét ucinkiim opia a zahajil dalsi vyzkum a vyvoj opioidnich léki.

V roce 1853 objevil doktor Alexander Wood z Edinburgu novy zplsob aplikace morfinu
pomoci injekénich stfikacek (Hamilton & BAskett, 2000). Tato inovace umoZnila
efektivnéjsi podani morfinu pfimo do téla. Diky tomu se stal morfin 1épe dostupnym

a ucinnym lékem pro fizeni bolesti a dalsi 1ékarské procedury.
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Jak vyplyva z ptedchoziho textu, morfin se jiz dlouho vyuziva v 1ékatské praxi pro své
pozoruhodné vlastnosti tlumici bolest. Diky své ucinnosti pii zvladani silné bolesti se stal
nepostradatelnym v oborech, jako je anestezie a paliativni péce. Pouzivani morfinu je
vSak spojeno se znacnymi problémy, vcetné rizika zneuziti, zavislosti a raznych

nezéadoucich vedlejSich ucinka (Le Merrer et al., 2009).

Pro hlubsi pochopeni toho, jak opioidy ovliviiuji reaktivitu organismu, je zdsadni
si uvédomit, ze opioidy, jako je morfin, podléhaji metabolismu v téle i v CNS, coz vede
ke vzniku riznych aktivnich metabolitd, které maji rizné ucinky na nervovou aktivitu. V
ptipadé morfinu dochazi k jeho metabolizaci na dvé hlavni formy: morfin-3-glukuronid

(M3G) a morfin-6-glukuronid (M6G) (obr. 1) (Christrup, 1997).

M6G je aktivni metabolit s pomalejSim nastupem a delSim trvanim ucinku ve srovnéani
s morfinem, zatimco M3G nemd Zadnou afinitu k opioidnim receptoriim, ale miize byt
zodpovédny za nékteré excitacni ucinky, pozorované po vysokych davkach morfinu, jako

jsou kiece a hyperalgezie (Murphy, 2002).

_ch, " _CHy N _CH,
& & G
RN O
" ’ > - )o\ OH = j\i H
T YL
Morphine M6G M3G

Obr. 1 — Morfin a jeho metabolity

Morfin-3-glukuronid (M3G) a morfin-6-glukuronid (M6G). Pfevzato Z. Yang et al.,
2016
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2 Neuroimunitni systém a jeho slozky

Neuroimunitni systém se sklada ze struktur a procest, které zahrnuji biochemické
a elektrofyziologické interakce mezi nervovym systémem a imunitnim systémem.
Je spojen s gliovymi buiikami, jako jsou mikroglie a astrocyty, ale je zndmo, ze imunitni
reakce v mozku ovlivituje neurony, coZ muze zahrnovat zmény v neurotransmisi, tvorb¢
synapsi a celkové i funkci mozku (Toloff & Woodcock, 2022). Jeho hlavni funkci
je ochrana neuronti pfed patogeny. Neuroimunitni systém se od periferniho imunitniho
systému 1isi svou strukturou. Na bunécné urovni jsou zanétlivé medidtory produkovany
a propagovany v CNS mikrogliemi a astrocyty, endotelovymi bunkami, které lemuji
hematoencefalitickou bariéru, perifernimi imunitnimi buiitkami a dokonce neurony

a oligodendrocyty (Carlson et al., 2023).
2.1 Mikroglie

Mikroglie tvoii 10 — 15 % vSech gliovych bun€k v CNS a jsou ¢asto ozna¢ovany jako
tkanové rezidentni makrofagy CNS (Sofroniew & Vinters, 2010). Ginhoux a kol.
prokazali, Ze mikroglie jsou odvozeny z primitivnich makrofdgii z embryonélniho
Zloutkového vaku béhem vyvoje (Ginhoux et al., 2010). Jsou jedinecné, protoze
jsou jedinym typem bunék CNS, které maji schopnost fagocytézy. Chrani CNS pied
infekcemi, poskozenim a podili se na udrzeni fungovani CNS. Dale se podileji na fadé
procest, jako jsou neurogenni diferenciace, apoptoza, imunitni regulace, zanétlivé reakce
a regenerace. Mohou také proliferovat a migrovat do mist zanétu (Nayak et al., 2014).
Ve zdravé a zralé CNS maji mikroglie vyrazné rozvétvenou morfologii a aktivné
prozkoumavaji okolni prostfedi pomoci jemnych bunéénych vyb&zkla. Pokud jsou
rozpoznany nebezpecné signaly, jako bakterie, viry nebo poskozeni, mikroglie méni svou
morfologii sniZzenim slozitosti bunécnych vybézkl a prechodem do améboidniho stavu

(Kettenmann et al., 2011).

Aktivace mikroglii zpisobuje zvySenou produkci zanétlivych molekul, jako jsou
naptiklad IL-1pB, interleukin-6 (IL-6), TNF-a, monocytarni chemotakticky protein a
inducibilni syntaza oxidu dusnatého (Mika, 2008).

12


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oligodendrocyte

2.2 Astrocyty

Astrocyty, nejbéznéjsi typ gliovych bunék v CNS, pochazejici z ektodermalniho
neuroepitelu. Tyto buiiky vykazuji zna¢nou rozmanitost tvaru, funkce a jejich adaptivni
plasticita je klicovd pro funkéni udrzeni CNS béhem vyvoje a stdrnuti. Astrocyty
podporuji a dodavaji ziviny nervové tkani a také endotelidlnim bunkam, které tvori
hematoencefalickou bariéru, jsou zapojeny v neurotransmisi, udrzuji iontovou rovnovahu
v prostfedi mimo butiku a Gcastni se na procesech hojeni mozku a michy po traumatech.
Jejich zasadni funkce spoc¢iva v udrzovani homeostazy a ochrany CNS. Homeostazu CNS
fidi pomoci transportu iontli a protontl, odstranénim a rozkladem neurotransmiter a
uvolnovanim prekurzorih neurotransmitert a lapacl reaktivnich forem kysliku

(Verkhratsky & Nedergaard, 2018).

Jedna se téZ o regulatory lokalnich imunitnich a zanétlivych reakci (Sofroniew & Vinters,
2010). Poruchy astrocyti a neuroimunitniho systému jsou spojeny s mnoha
neurologickymi onemocnénimi, jako je roztrousend skler6za, Alzheimerova choroba,
Parkinsonova choroba a dal$i. Astrocyty pfispivaji k zanétu v CNS tim, Ze piebiraji
nékteré funkce imunitnich buné€k, uvolfuji cytokiny a chemokiny, které ovliviuji
efektorové buiiky, moduluji hematoencefalickou bariéru a tvoii gliové jizvy (Heneka et
al., 2010). Aktivace gliovych bunék zpisobuje zvySenou expresi specifickych markert
na jejich povrchu, jako je gliovy fibrilarni kysely protein. Tento marker je ¢asto vyuzivan

jako ukazatel aktivace gliovych bun¢k v laboratornich studiich (Abdelhak et al., 2019).
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3 Endogenni opioidni systém

Analgetické ucinky opioidnich 1€kt jsou disledkem jejich interakce s opioidnimi
receptory (obr. 2). Tyto receptory jsou citlivé na ptirozené opioidni latky, které se aktivuji
az po jejich proteolytickém Stépeni z neaktivnich polypeptidovych hormont. Endogenni
opioidy jsou produkovany v perifernich i centralnich nervovych systémech a maji vliv
na Sirokou Skalu funkci v téle (Bagley & Ingram, 2020). Opioidni systém tvofii tfi hlavni
podtypy receptorti — p, o a k, které reaguji na endogenni opioidni peptidy ziskané z tii
proteinovych prekurzord: proopiomelanokortinu, proenkefalinu a prodynorfinu. Tyto
peptidy a receptory jsou exprimované v perifernich a centralnich nervovych soustavach
ajsou dlouhodobym objektem vyzkumu. Opioidni systém ma kli¢ovou tlohu v procesech
nocicepce a analgezie, a v posledni dobé se vyzkumy zamétily na mechanismy bolesti
regulované opioidy. Také reguluje rizné fyziologické funkce vcetné reakci na stres,
dychani, funkei traviciho systému a endokrinni a imunitni systém. Podstatné je, ze tento
systém hraje kli€ovou roli nejenom pii modulaci nalady a pohody, ale také pti vzniku

navykového chovani (Le Merrer et al., 2009).
3.1 Systém odmény

Hlavni roli v syst¢ému odmény hraje neurotransmiter dopamin a dvé struktury mozku —
ventralni tegmentalni oblast (VTA) a NAc. Ve VTA dochdzi ke zpracovani informace
z prostfedi a urceni, zda je podnét odménujici nebo averzivni. Aktivita dopaminernich
neuronil ve VTA ovliviiuje jeho vylev v NAc, které zprostiedkovava odménujici t€inky
podnét. Tato signalizace je rozhodujici pro motivaci a udrzovani posileného chovani.
Dopaminergni neurony z VTA také pronikaji do amygdaly a hipokampu, kde ovliviiuji
emoce a pamet’. Dalsi oblasti je prefrontalni kortex, ve kterém dochazi ke kontrole a
seberegulaci chovani vzhledem k odméné. DileZitou roli v signalizaci systému odmény
hraji opioidy, které aktivaci p opioidnich receptor (MOR) tlumi aktivitu GABAergnich
interneuronti, a tak zvysSuji vylev dopaminu. Dlouhodobé uZivani drog zpisobuje
neuroadaptace, které zahrnuji zmény v glutamatergnich a dopaminergnich obvodech, coz
muZe narus$it schopnost sebekontroly a zvysit citlivost na podnéty souvisejici s drogami

(H. Zhang et al., 2020).
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Obr. 2 —Vliv opioidii na prenos signalu mezi neurony

Komplexni pfehled moznych mechanismi, které moduluji synapticky ptenos zprostfedkovany opioidnimi
receptory. Aktivace opioidnich receptorii ma rizné ucinky na neurochemickou signalizaci. Zahrnuje
zvyseni aktivity draslikovych kanalt (KV) a soucasné sniZeni funkce vapnikovych kanald (CaV), coz muze
vést ke zméndm v uvoliiovani neurotransmiterd a postsynaptické excitabilité. Tyto receptory mohou také
ovlivnit ¢innost adenylylcyklazy (AC), kdy dochazi ke snizeni hladiny cAMP a nasledné pak ke snizeni
aktivity proteinkinazy A (PKA) a hyperpolarizaci aktivovaného cyklickymi nukleotidy regulovaného
kanalu typu 1 (HCN1). Dale jsou zapojeny rizné proteiny a kinazy, jako je B-arestin2 (Barr2), fosfolipaza
A2 (PLA2), extracelularnim signalem regulovana kindza (ERK), p38, ¢SRC a proteinkinaza C (PKC), které
pfispivaji k ucinkim opioidnich receptorii na neurotransmisi. Signalizace prostfednictvim G proteinQ
spojenych s opioidnimi receptory muze tak pfimo ovlivnit proces uvoliovani neurotransmitert.. Pfevzato
z Reeves et al., 2022.
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4 Systém odmény a glie

Zavislost na opioidech predstavuje zavazny zdravotni problém, ktery je ¢asto spojovan
s pfimymi G¢inky opioidl na neurony. Nicméné rostouci pocet dikazli naznacuje, ze také
ne-neuronalni bunky, zejména astrocyty a mikroglie, hraji vyznamnou roli v mechanismu

odmény opioidi.

Bylo prokédzano, ze uzivani opioidi muze aktivovat glidlni bunky, coz je sledovano
zvySenou expresi markert astrocytu, jako je glidlni fibrilarni kysely protein (GFAP), nebo
markeri mikroglii, jako je integrin a M (CD11b) a kalcium vézajici adaptorova molekula
1 (Ibal), a také produkci prozanétlivych cytokinl. Neurozanét vyvolany opioidy byl
detailn¢ studovan na molekularni i bunécné Grovni. Studie provedené in vitro ukazaly, ze
aplikace morfinu zvysuje expresi chemokinti, chemokinového ligandu 2 s C-C motivem,
chemokinového ligandu 5 s C-C motivem a interferonu y (IFNy) v mozku. Experimenty
provedené¢ in vivo na mySich ukézaly, ze podavani opioida zvySuje expresi prozanétlivych
cytokinti jako je IL-1B, TNF-a a IL-6 v prefrontadlnim kortexu a hipokampu, coz jsou
oblasti spojené s procesy zavislosti. Dalsi vyzkum prokazal, ze subkutanni implantace
morfinovych pelet po dobu né€kolika dnli zvySuje produkci TNF-a, IL-1f a IL-6 v NAc,
coz je oblast spojend s odménou za uzivani drog (Liang et al., 2008). Na bunécné Grovni
bylo také zjiSténo, Ze opioidy zvySuji hustotu mikroglii v mozku a indukuji morfologické
zmény mikroglii smétujici k aktivaci, coZ je charakterizovano zménami ve tvaru a
fenotypu mikroglii (Davis et al., 2017). Celkové lze fici, ze uzivani opioidi zvySuje
produkci prozéanétlivych cytokinti a chemokinli v mozku, vyvolava morfologické zmény
v mikrogliich a zvySuje hustotu gliovych bunék, coZ jsou charakteristické znaky

prozanétlivého stavu v neuroimunitnim systému.

Vliv zneuzivani opioidl na transkrip¢ni profil neuronti a glii zkoumala studie zaméfena
na ventralni stfedni mozek vcetné substantia nigra a VTA, které hraji klicovou roli pfi
mediaci odménovaciho a navykového chovani. Vyzkum zahrnoval zkoumani genové
exprese u 212 713 jader z ventrdlniho stfedniho mozku 95 jednotlivel, s historii
zneuzivani opioidd a jednotlivedl bez drogové expozice. Byla analyzovana data dvou
nezavislych kohort lidi z riiznych geografickych oblasti USA, coZ zvySuje ditvéryhodnost
arobustnost zjiSténi. Studie zjistila, Ze chronicka expozice opioidiim neméla vliv na podil
neuronalnich a gliovych subtypii mezi jednotlivei vystavenymi drogové expozici a

kontrolnimi skupinami. Nicméné ukdzala, ze glialni transkriptom byl opioidy Siroce
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zménén. Jednalo se zejména o zvySeni exprese genl spojenych s aktivaci imunitni
odpovédi vcetn¢ interferonu, signalizace nuklearniho faktoru k¥ B (NF-xB) a drahy
bunécné motility, a naopak byla detekovana snizend exprese genii synaptické signalizace
a plasticity v nedopaminergnich neuronech ventralniho stfedniho mozku. Zavéry studie
zduraznuji dilezitost zkoumani gliovych bunék a jejich role v mechanismu zavislosti na
opioidech, coz otevira nové moznosti pro budouci vyzkum a klinické aplikace (Wei et al.,

2023).

Role aktivace glii v zavislosti na morfinu byla prokdzana v behaviordlnich pokusech
s potkany. Principem bylo pouziti média od primarnich glidlnich kultur (kokultura
astrocytli, mikroglii a oligodendrocyti) ovlivnénych morfinem. Takto kondiciované
médium bylo nésledné injikovdno do NAc. K hodnoceni chovédni spojené¢ho
s vyhledavanim morfinu byla pouzita behavioralni metoda podminéné preference mista
(CPP). Po indukci CPP bylo zvifatim podavano kondiciované médium béhem faze
vyhasindni, a poté byli potkani testovani na znovu vyvolani CPP po podani davky
morfinu. Podéni kondiciovaného média vyznamné prodlouzilo fazi vyhasinani o tii dny
a vyznamné zvysilo velikost znovuvyvolani CPP po podani davky morfinu. Studie
naznacuje, ze aktivace gliovych bunék hraje vyznamnou roli v udrZzovani a znovuvyvolani
chovani spojeného s vyhledavanim morfinu. Aktivované glie uvoliuji riizné faktory, které
mohou ovliviiovat neuronalni plasticitu a behaviordlni odpovédi na drogy

(Arezoomandan et al., 2016).

4.1 Aktivace glii opioidy

Opioidy stimuluji gliové buiiky tim, Ze se vazi na povrchové receptory bunék, tim spusti
signalizacni kaskadu, a tak je aktivuji (obr. 3). Mezi tyto receptory patii opioidni

receptory a Toll-like receptory (TLR).
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Obr. 3 — Molekularni mechanismus aktivace glii morfinem
Morfin vyvolava aktivaci Toll-like receptoru 4 (TLR4) v mozkovych buiikach, jako jsou mikroglie,
astrocyty a neurony. Tento proces zahrnuje aktivaci nékolika downstream proteind vcetné translokacniho
proteinu asociujictho membrany (TRAM) a myeloidniho diferenciaéniho faktoru 88 (MyDS88), které
nasledné spusti aktivaci receptoru nadorového nekrotického faktoru (TRAF7) nebo IRAK, coz vede
k aktivaci nuklearniho transkripéniho faktoru kappa B (NF-«kB). Soucasné¢ morfin stimuluje opioidni
receptory asociované s G-proteiny, coz spousti kaskadu signalt ptes fosfatidylinositol-3-kinazu (PI3K) a
proteinkindzu B (Akt), aktivujici inhibi¢ni kappa B kindzu (IKK), kterd nasledné fosforyluje inhibitor
nuklearniho faktoru kappa B (IkB). Tim dojde k uvolnéni jeho vazby s NF-kB a translokaci NF-kB do jadra.
Obe¢ tyto signalni cesty spole¢né podporuji transkripcni aktivaci prozanétlivych genti. Tyto procesy jsou
klicové pro indukci neurozanétu, ktery pfispiva k rozvoji tolerance a zavislosti na morfinu. Pfevzato

z Malik & Agrewala, 2024.

Klasickou drahou, kterou opioidy ovliviiuji ¢innost bunék, je jejich vazba na opioidni
receptory. Rozeznavame tfi hlavni podtypy opioidnich receptorit — p, & a k opioidni
receptory. Aktivované receptory pienaSi signal do bunky interakci s Gi rodinou
heterotrimernich G-proteind. Po aktivaci se G-protein rozdéli na Ga a Gy casti, které
nasledné¢ aktivuji celou fadu efektorovych proteini. Druhou mozZnosti signalizace

opioidnich receptort je signalizace pomoci B-arrestinu (Bohn et al., 2000). Hlavnim
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opioidnim receptorem pro zprostfedkovani uc¢inki morfinu je MOR (Zhuang et al., 2022).
Opioidni receptory byly prokazany jak u mikroglii, tak i u astrocytd. Nicméné vysledky
studii jsou nejednotné a zda se, Ze u astrocytl zalezi, z jaké ¢asti mozku byly odebrany.

U mikroglii existuje jesté veétsi kontroverze (Kadhim et al., 2018).

Druhou drahou, kterou mohou opioidy aktivovat, je signalizace TLR a zejména Toll-like
receptor 4 (TLR4). TLR4 méa schopnost selektivné rozpoznévat a reagovat na bakterialni
lipopolysacharid (LPS) (obr. 4), ktery tvoii vn€j$i membranu gramnegativnich bakterii.
Jednd se o receptor pro rozpoznavani vzorl, ktery je aktivovan vazbou riznych
molekularnich vzorti spojenych s patogeny, jako jsou lipidy, lipoproteiny, proteiny
anukleové kyseliny, které se bézn¢ vyskytuji na povrchovych membrandch mnoha
ruznych mikrobti (H. Zhang et al., 2020). Diky své klicové uloze ve vrozené imunité je
TLR4 $iroce rozsifen v bunikach imunitniho sytému, v¢etné mikroglii a astrocytt (Bsibsi
et al.,, 2002). Na bunécné membran¢ tvoii TLR4 spolu s myeloidnim diferencia¢nim
proteinem 2 (MD2) komplex, ktery slouzi jako hlavni misto pro vazbu LPS (Shimazu et
al., 1999). Po navazani LPS na tento komplex TLR4-MD?2 se spusti signdlni kaskada
zavisla na myeloidnim diferencia¢nim faktoru 88 (MyDS88), coz vede ke zvySeni aktivace
mitogenem aktivovanych proteinkindz (MAPK) uvniti bunky. Tyto MAPK nasledné
ovliviiuji genovou expresi mikroglii, coz ma za nasledek zvysSenou produkci a uvoliiovani
zanétlivych cytokinti (TNFo a IL-1B), urcitych neurotrofickych faktorli (napiiklad
mozkového neurotrofického faktoru (BDNF)) a markert aktivity gliovych bunék.
Tyto latky mohou nasledné ovlivnit plasticitu synapsi a neurotransmisi (Rizzo et al.,

2018).

Na pocatku 21. stoleti bylo zjiSténo, ze opioidy patii mezi dalsi latky, které mohou
interagovat s TLR4 a aktivovat ho. V in vivo pokusech s pouzitim mysi s deletovanym
TLR4 nebo inhibitora signalizace TLR4 doSlo ke zménam v odpovédi na morfin. Jednalo
se o ovlivnéni iti bolesti, projevil hyperalgezie a tolerance a také k potlaceni produkce
prozanétlivych cytokini a chemokinli (Hutchinson, Lewis, et al., 2010; Hutchinson,
Zhang, et al., 2010; X. Wang et al., 2012). Pocitacova simulace ukazala, Zze morfin se
muze vazat do vazebného mista pro LPS na MD2 molekule (Hutchinson, Zhang, et al.,
2010). I z pohledu zavislosti byl prokazan efekt morfinu pfes TLR4. Farmakologicka
blokada nebo knockout MyD88-TLR4 signalizace u mysi potla¢ily morfinem vyvolanou
CPP. Také doslo ke snizeni koncentrace extracelularniho dopaminu v NAc (Hutchinson

et al., 2012). Aplikace inhibitord drahy TLR4/STAT3 do VTA prokazala dulezitost
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stimulace této drahy morfinem pfi vzniku a udrzovani CPP vyvolané morfinem u potkant

(J.-X. Chen et al., 2017).
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Obr. 4 — Schematické znazornéni rozpoznani LPS TLR4

Na schématu je graficky znazornéno, jak je lipopolysacharid (LPS) rozpoznavan pomoci signalniho
komplexu TLR4. Lipopolysacharid vazajici protein (LBP) se vaze na LPS a pfenasi ho na MD-2 nebo na
dimer MD-2 a TLRA4. Tento proces je zprostiedkovan pomoci CD14. Po vytvofeni dimeru ze dvou
komplexi LPS, MD-2 a TLR4, dochazi ke konformaéni zméné, ktera se prenasi k cytoplazmatickym
doménam a vede k aktivaci receptoru. Pievzato z Jerala 2007.

4.2 Mikroglie a opioidy

Mikroglie, jako rezidentni imunitni buniky CNS, hraji klicovou roli v neurozanétlivych

procesech a reakci na opioidy.

Védci zjistili, Ze chronické podavani morfinu aktivuje TLR4 a jeho signaliza¢ni drahu
pfes adaptorovy protein MyD88, coz vede ke zvySené produkci prozanétlivych cytokint
TNFa, IL-1B a IL-6 v NAc. Tyto zmény pfispivaji k neurozanétlivym procestim, které
mohou ovlivilovat dopaminergni systémy v mozku a podporovat rozvoj tolerance a
zavislosti na morfinu (H. Zhang et al., 2020). Mysi byly chronicky vystaveny morfinu,
aby védci simulovali podminky dlouhodobého uzivani opioidi. Hladiny TNFa a IL-18 v
NAc byly méfeny pomoci biochemickych metod. Aktivace TLR4 a jeho signalizace pies
MyD88 byla zkoumdna pomoci genetickych a farmakologickych nastroji. Byly
provedeny behavioralni testy k vyhodnoceni zmén v nociceptivni citlivosti a zavislostnim

chovani MyD88 hraji kli¢ovou roli v indukci neurozanétlivych procestt a rozvoji
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zavislosti na morfinu. Zacileni na tyto signalizatni drdhy miZze nabidnout nové

terapeutické strategie pro 1écbu zévislosti na opioidech (Rivera et al., 2019).

Na bunéfné urovni vin vitro pokusech s mikroglidlni bunécnou linii BV-2 a
endotelidlnimi bunikami CNS, které exprimuji TLR4, podani morfinu vedlo k aktivaci
p38 a extracelularnim signdlem aktivované kinazy (ERK) drah a produkci IL-1. Pouziti
kratké siRNA k zablokovani exprese TLR4 nebo knockout tohoto receptoru zabranilo
tomuto efektu. Vysledky této studie naznacuji, Ze aktivace TLR4 a nasledna signalizace
hraji klicovou roli pfi zprosttedkovani morfinem indukovaného neurozénétu. Inhibice
téchto signalnich drah predstavuje potencidlni terapeutickou strategii pro snizeni rizika

rozvoje zéavislosti (X. Wang et al., 2012).

Bylo zjisténo, ze chronické podavani morfinu vedlo k aktivaci mikroglii a signaliza¢ni
drahy p38 vnich v NAc. Chronické podavani morfinu vyvolalo signifikantni CPP.
Podévani inhibitoru aktivace mikroglii minocyclinu pfed podavdnim morfinu snizilo
aktivaci p38 drdhy a zhorSila vytvofeni CPP. Piimé zablokovéani p38 inhibitorem
SB203580 mélo obdobny vysledek na tvorbu CPP. Na zéklad¢ téchto vysledkd autofi
dosli k zavéru, Ze aktivace p38 signaliza¢ni drahy v mikrogliich v NAc hraje klicovou
roli pii ziskavani a udrzovani CPP vyvolané morfinem. To pfispiva k rozvoji zavislosti
na opioidech. Inhibice této drahy muze pfedstavovat potencialni terapeuticky pfistup k

prevenci a 1é€be drogové zavislosti na opioidech (X.-Q. Zhang et al., 2012).

Pozoruhodnym zji$ténim je, Ze neporusend mikroglidlni signalizace MyD88 pti podavani
nizkych davek morfinu podporuje bézny vyvoj CPP, urychluje vymizeni paméti odmény
a muze potencialné branit navratu k uzivani morfinu. Naopak chovani podobné zavislosti
je jesté vyrazné€jsi u mysi s mikroglidlnim deficitem MyD88. Celkové tato zjisténi
naznacuji, Ze snizend mikroglidlni neuroimunitni signalizace MyD88 vede ke zvySeni
objemu mikroglidlnich lysozomua obsahujicich ulomky proteinu doublecortinu z gyrus
dentatus, coz koreluje s prodlouzenym vyhasinanim a lepSim obnovenim paméti odmény.
Vyzkum ukézal, Ze selektivni odstranéni MyD88 u mikroglii neovlivituje ziskavani CPP
pro morfin, ale prodluzuje vymizeni paméti odmény a usnadiiuje jeji obnoveni u mysi.
Tyto vysledky naznacuji, ze MyD88 mitize hrat odlisné role v mikrogliich a jinych typech
bunck. Také zdiiraziiuji, jak je dilezité zkoumat specificky efekt jednotlivych typl bunék,
aby bylo mozné pochopit skute¢né dopady aktivace TLR4 a jeho signalizace v opioidni

odméné (Rivera et al., 2019).
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Kromé efektii vyvolanych aktivaci TLR4 receptory mohou mikroglie byt ovlivnény i
aktivaci MOR. I ptes kontroverzni vysledky detekce opioidnich receptorid u mikroglii,
pritomnost MOR byla prokézana pomoci transkriptomiky v riznych oblastech mysiho 1

posmrtného lidského mozku (Maduna et al., 2019).

Mikroglie maji schopnost polarizovat se do dvou hlavnich fenotypli nazyvanych M1 a
M2, které¢ predstavuji prozanétlivou a protizanétlivou odpovéd’ imunitniho systému
v mozku. Fenotyp M1 je aktivovan stimuly jako LPS nebo lipoteichova kyselina a je
charakterizovan zvysenou expresi prozanétlivych markerd, jako jsou IL-1p, IL-6, CD 86
a inducibilni syntdza oxidu dusnatého. Na druhé stran¢ fenotyp M2 je indukovan faktory
cytokint, jako jsou IL-4, IL-10, IL-13 a CD206 (Lee et al., 2002). Regulace mezi témito
dvéma fenotypy hraje kli¢ovou roli v neurozanétlivych procesech (Ferrante & Leibovich,
2012). Studie Mali a Novotny popsala, ze opioidni agonisté, jako je DAMGO, DADLE a
U-50488, mohou ovliviiovat polarizaci mikroglii smérem k fenotypu M2, coZz mliZze vést
naznacuji, Ze aktivace mikroglii opioidnimi receptory by mohlo naopak vést ke snizeni
neurozanctu. Z tohoto pohledu by cileni na molekularni mechanismy, které reguluji
polarizaci mikroglidlnich bunék, mohlo pfedstavovat zajimavou terapeutickou strategii

pro 1é€bu zavislosti na opioidech.

4.2.1 Prozanétlivé cytokiny a mozkovy neurotroficky faktor

Vyznamnym prozanétlivym cytokinem je TNFa. TNFa produkovany jako vysledek
aktivace drahy TLR4 je kli¢ovym hra¢em v neurozanétu vyvolaného expozici morfinu.
Chronické podavani morfinu potkanim stimulovalo neurozanét méfeny expresi IL-1P a
narus$ilo zpétné vychytdvani glutamatu. Podani anti-TNFa peptidu tento efekt vyrusilo
(Eidson et al., 2017). Z dalSich pozorovani se zda, ze TNFa mlze ovliviiovat synapticky
pfenos. TNFo, ktery piisobi nareceptor 1 tumor nekrotizujiciho faktoru (TNFRI1),
zvySuje povrchovou expozici receptoru kyseliny o -amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolpropionové (AMPAR) prostiednictvim drdhy zavislé na fosfatidylinositol-3-
kin4dze (PI3K). Mnoho z nové exprimovanych AMPAR nemélo nebo obsahovalo niZsi
mnozstvi GluR2 podjednotky AMPAR. Tato zména ve slozeni synaptickych AMPA
receptort pravdépodobné €ini alespoii ¢ast receptortl propustnych pro vapnik. Zjistili, ze

TNFa zaroven snizuje povrchovou expozici receptoru kyseliny y-aminomaselné typu A

22



(GABAA), coz vede ke snizeni inhibi¢niho synaptického ptenosu. Jednim z u¢inktt TNFa
je tedy zména rovnovahy excitace a inhibice (obr. 5) (Stellwagen et al., 2005). Kromé
toho TNFa fidi synapticky pfenos na presynaptické urovni tim, ze podnécuje astroglialni
uvoliiovani glutamatu pies stimulaci TNFR1, a tim aktivuje metabotropni glutamatové

receptory na presynaptickych neuronech (obr. 5) (Bezzi et al., 2001).
ptory na presynapticky
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Obr. 5 — Modulace synaptického pienosu a plasticity gliemi

A. TNFa vyluCovany mikrogliemi reguluje silu synapse. TNFa z mikroglii aktivuje TNFRI na
neuronech, coz ovliviiuje exprese AMPA receptord a GABAA receptorti na povrchu neuronti. Také
podporuje uvoliiovani glutamatu z astrocytl, ktery dale ovliviiuje synapticky pienos aktivaci
metabotropnich glutamatovych receptort pted synapsi.

B. Mikroglie mohou regulovat aktivitu GABAergnich neuroni pomoci BDNF. Pti aktivaci opioidy
mohou mikroglie uvoliiovat BDNF, coz snizuje expresi KCC2, coz vede k posunu inhibi¢ni
signalové drahy k excitaci tim, Ze zvySuje koncentraci chloridovych ionti v cytoplazmé. Pievzato
Zhang et al., 2020.

Studie naznacuji, Ze TNFo muize hrat roli v nastaveni velikosti odmény na opioidy,
protoze bylo zjiSténo, ze miZze ovliviiovat citlivost na opioidy u lidi, coZ naznacuje
genetickd asociacni studie (Reyes-Gibby et al., 2008). Dale bylo prokazano, ze TNFa
ovlivituje chovéani vyvolané opioidy, konkrétné hyperlokomoci a senzibilizaci.
Senzibilizace je zesileni reakci na zneuZivani drog, které se objevuje po opakovaném
podavani a ptetrvava dlouho po skonceni uzivani drog. Poddvani morfinu zvysilo
hyperlokomoci. Opakované podavani morfinu po dobu nékolika dnti vedlo ke zvySeni
lokomotorického stimula¢niho uUCinku. Kombinované podani TNFa s morfinem
inhibovalo vyvoj hyperlokomoce a senzibilizace zptisobené¢ morfinem. Tyto vysledky
ukazuji, Ze TNFa potlacuje rozvoj nadmérné pohybové aktivity a senzibilizace vyvolané
morfinem pii opakovaném poddvani, ale ne po jediném podéani. Podavani TNFa pied

nebo po podavani morfinu vyrazné potlacilo morfinovou CPP (Niwa et al., 2007).
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Konkrétni pticiny téchto vysledkd nejsou zcela jasné. Existuje zde moznost, ze TNFa
muze ovliviilovat obvody odmény odlisSnym zptisobem nez ostatni prozanétlivé cytokiny

a chemokiny, avSak k potvrzeni této hypotézy jsou zapotiebi dalsi studie.

Dalsim dulezitym cytokinem je IL-1B. Pfimy efekt IL-1p na signalizaci neuront byl
studovan na modelu primarnich neuronti izolovanych z hipokampu potkant. IL-1B
zvySoval aktivitu N-metyl-D-aspartat receptorc (NMDA) prostiednictvim fosforylace
tyrosinovych zbytki na podjednotkach NR2A/B aktivaci Src kinaz. Toto zvySeni vede k
vysSimu vtoku Ca?* iontl, coz zvysuje neuronalni excitabilitu a potencialni neurotoxicitu.
Inhibice Src kinaz blokovala IL-1B-indukovanou fosforylaci NR2A/B a nasledny vtok
Ca?', ¢imz snizuje neuronalni smrt zprostitedkovanou NMDA receptory (Viviani et al.,
2003). Zavislost na opioidech je spojena s neurozanétlivymi procesy modulovanymi
cytokiny jako IL-1B. Aktivace NMDA receptori a influx Ca** ovliviuji synaptickou
plasticitu a neuronalni komunikaci, coz jsou kli¢ové procesy zavislosti. IL-1p tak mtze
pfispivat ke zvySené neurondlni excitabilité a neurotoxicité, spojené¢ s chronickym
uzivanim opioidd. Inhibice Src kindz a modulace IL-1p signalizace piedstavuji
potencidlni terapeutické cile pro 1écbu zavislosti na opioidech a sniZeni jejich

neurodegenerativnich ucinkda.

BDNF je dilezity ¢len rodiny nervovych ristovych faktord, ktery ma klicovou roli v
regulaci synaptické plasticity v CNS. Hlavnim zdrojem BDNF jsou neurony, ale bylo
prokézéano, ze také mikroglie produkuji BDNF (Trang et al., 2009). Vliv BNDF na
chovani souvisejici s odménou byl sledovan na mySim modelu zévislosti vyvolané
dlouhodobym podavanim morfinu. Chronické podavani morfinu vedlo k aktivaci
mikroglii ve VTA a vyznamnému zvySeni exprese BDNF. ZvySené hladiny BDNF
nasledné snizily expresi a funkci K'CI kotransportéru 2 (KCC2) na GABAergnich
neuronech ve VTA. KCC2 je kli¢ovy pro udrZeni chloridového gradientu, ktery umoziiuje
inhibi¢ni funkci GABAA receptort. Snizeni KCC2 vede k naruseni tohoto gradientu, coz
sniZuje jejich inhibi¢ni schopnost, a ndsledné snizenou inhibici dopaminergnich neuronti
ve VTA. To vedlo k naruSeni dopaminergni signalizace a sniZeni odméinovaciho chovani,
coz je klicovy faktor pfi rozvoji zavislosti na opioidech. Studie rovnéz ukézala, zZe
inhibice aktivace mikroglii nebo blokovani BDNF signalizace normalizuje inhibi¢ni
potencial GABAA receptorti, coz vede k obnoveni normalniho odméinovaciho chovani u
zvitat zavislych na opioidech (Taylor et al., 2016). Injekce BDNF do VTA zvysuji nékolik

behaviordlnich efektii drog, vcetné senzibilizace psychomotoriky a zvySené¢ho hledani
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drog podnétem. Autofi zjistili, ze jedina aplikace BDNF do VTA podporuje piechod u
opioidii od dopaminové nezavislého k dopaminove zavislému systému odmény (Vargas-

Perez et al., 2009).
4.3 Astrocyty a opioidy

Astrocyty, klicové glie v mozku, hraji vyznamnou roli v neuroimunitni signalizaci, coz
ovliviiuje synapticky ptenos a plasticitu. Opioidy mohou aktivovat astrocyty, coz vede k
sérii bunéfnych a molekularnich zmén. Tyto zmény jsou zasadni pro pochopeni

mechanismi, kterymi opioidy pfispivaji k odménovani a potencidlni zavislosti.

Modulétor glii propentofyllin snizil aktivaci astrocyt indukovanou morfinem v in vitro
primarni kokultuie neuronti a glii. V in vivo my$im modelu podani propentofyllinu vedlo
ke sniZzeni CPP vyvolaného morfinem. Tyto vysledky naznacuji, ze propentofyllin mize
byt potencidlni terapeuticky prostiedek v 1€¢b€ zavislosti na opioidech, ktery cili na
modulaci astrocytické aktivity. Vliv aktivace astrocyti morfinem na zéavislost byl také
prokéazana aplikaci kondiciovaného média astrocytid do NAc nebo cingularniho kortexu.
Primérni astrocyty byly nejprve inkubovany s morfinem, a nasledné bylo inkubacni
médium odebrano a aplikovano do mozkovych casti. V CPP testu mysi s aplikovanym
kondiciovanym médiem vykazovaly vy$§i odménujici u€inky morfinu, coz ukazuje, ze
faktory produkované astrocyty mohou zesilovat u¢inky morfinu na odménujici chovani

(Narita et al., 2006).

Aktivované astrocyty v hippocampu a NAc ovlivituji neurondlni aktivity prosttednictvim
uvolnovani gliotransmiterti, jako je glutamat. Timto zpisobem mohou modifikovat
synaptickou pienosovou ucinnost a prispet k dlouhodobym zméndm v neurondlnich
sitich, které jsou spojené s odménovanim a zavislosti na opioidech. Aktivace astrocytl
muZze podporovat indukci a udrzeni dlouhodobé potence v mozkovych oblastech, jako je
NAc, coz je kriticka oblast pro zpracovani odmén. Tento mechanismus je dilezity pro
pochopeni, jak opioidy méni neurondlni sit¢ vedouci k zavislosti. Porozuméni roli
astrocytil v opioidni aktivaci vede k vyvoji novych terapeutickych strategii zamétenych
na modulaci glie jako potencialni 1€cby zavislosti na opioidech. V souhrnu, astrocyty hraji
kli¢ovou roli v mechanismu, kterym opioidy ovlivituji mozkové funkce (Corkrum et al.,

2019)
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4.3.1 Glukokortikoidni receptory

Glukokortikoidni receptory (GRs) jsou jaderné receptory, které po navazani
glukokortikoidit mohou regulovat expresi geni. GRs hraji vyznamnou roli v regulaci
mozkovych funkci véetné zavislosti. Podil aktivace GRs v astrocytech na zdvislost
na opioidech byl prokazan. Aktivace GRs vede ke zménam v genové expresi, které
ovlivituji chovani souvisejici se zavislosti na opioidech. Selektivni knockdown GRs
v astrocytech v NAc zvysil citlivost k zavislosti na opioidech. Bylo prokazano posileni
CPP u mysi a podpoteni inhibice nervové excitability a neuroplasticity v NAc vyvolané
morfinem. Tento efekt se zda byt zavisly na regulaci metabolismu GRs. Vyzkum odhalil,
ze odstranéni GRs vyrazn€ sniZilo dexametazonem vyvolanou absorpci glukozy a
uvolnovani laktatu astrocytech, a naopak systémové podani laktatu pozorované zvysené
CPP vyvolané morfinem u mysi s deletovanym GRs v astrocytech v NAc normalizovalo
(Skupio et al., 2020). Podle studie, ktera byla provedena Yang et al., laktat mtize zvySovat
excitabilitu neuronil. Laktat v neuronech stimuloval expresi genii souvisejicich se
synaptickou plasticitou. Tento efekt je pravdépodobné zpiisoben modulaci aktivity
NMDA receptoru (Yang et al., 2014). To naznacuje, Zze modulace uvolnovani laktatu
z astrocytll miize mit vliv na signalizaci neurontl, a tedy na odménu spojenou s uzivanim
morfinu. Studie tedy naznauji, Ze signalni cesty zavislé na glukokortikoidnich
receptorech v astrocytech mohou modulovat zpracovani opioidni odmény

prostiednictvim regulace astrocytarniho metabolismu.

4.3.2 Mitochondrie

Studie Rao et al. zjistila, Ze morfin zplsobil upregulaci glykolyzy v astrocytech, coz vedlo
k nadmérné fragmentaci mitochondrii v téchto bunkach. Tento proces byl doprovazen
zvySenou produkci reaktivnich kyslikovych radikali. Fragmentované, dysfunkcéni
mitochondrie byly nasledné uvolnény do extracelularniho prosttedi, coz vedlo k aktivaci
mikroglii a uvolfiovani zanétlivych cytokinti. PouZiti specifického inhibitoru nikotinamid
fosforibosyltransferazy FK866 inhibovalo glykolyzu v astrocytech, obnovilo
mitochondrialni homeostazu a u¢inné zmirnilo neuroinflamac¢ni odpovédi. FK866 také
zvratil morfinem indukované CPP u mysi, coZz naznaCuje potencidlni terapeutické

pristupy k 1é¢bé zavislosti na opioidech (Rao et al., 2023).

Dalsi studie se zaméftila vliv oxidativni fosforylace u astrocytalnich mitochondrii na

chovani a kognitivni funkce u mys$i. Pro ucely této studie byly pouzity geneticky
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modifikované mysi, u kterych byl selektivné odstranén gen Cox10 specificky
v astrocytech. Gen Cox10 koéduje dulezitou slozku komplexu IV dychaciho fetézce
mitochondrii. Delece tohoto genu vedla k vyznamnému sniZeni exprese cytochrom c
oxidazy, coz narusilo oxidac¢ni fosforylaci, ale neovlivnilo glykolyzu. Behavioralni testy
zahrnovaly hodnoceni lokomotorické aktivity, izkostného chovani, rozpoznavani novych
objektl, podminéného strachu a také odpovédi na morfin a naloxon. Mysi s deletovanym
Cox10 nevykazovaly zmény v CPP, coz naznacuje, Ze jejich reakce na odménujici ucinky
morfinu nebyly ovlivnény. Bylo vSak pozorovano zvySené averzivni chovani pii
naloxonem vyvolaném odvykani po chronické expozici morfinu, coz se projevilo
skakanim a vyhybavym chovanim v testu podminéné averze mista. ZvySené averzivni
chovani pfi odvykéni na morfin u mys$i bez Cox10 naznauje, Ze mitochondrie
v astrocytech maji vyznamny vliv na neurobiologické procesy spojené se zavislosti. Tyto
poznatky mohou mit vyznamné klinické implikace pro lécbu zavislosti a dalSich

neuropsychiatrickych poruch (Murlanova et al., 2022).

4.3.3 Aquaporiny

Aquaporin 4 (AQP4) je vyznamny vodni kandl vysoce exprimovany v astrocytech, kde
reguluje permeabilitu plazmatické membrany vii¢i vodé. Bylo prokazano, Ze tento kanal
hraje roli v zavislosti na morfinu. Chronické podavani morfinu u mysi vedlo ke sniZeni
exprese tohoto kanalu. Naopak mysi, kterym byl proveden knockout tohoto kandlu,
vykazovaly niZ§i expresi p opioidniho kanalu a také glutamatového transportéru 1
(GLT-1) neZ u kontrolni mysi a podavani morfinu mySim s vyfazenym AQP4 nemélo na
jejich expresi zadny efekt (M.-L. Chen et al., 2010). U mySi zéavislych na morfinu
s deletovanym AQP4 bylo také pozorovano snizeni naloxonem vyvolaného abstinen¢niho
chovani v porovnani s kontrolou. To naznacuje, Ze nedostatek AQP4 brani rozvoji fyzické
zavislosti na morfinu (M.-L. Chen et al., 2012, s. 4; Wu et al., 2008). Studie Wang et al.
se zamcétila pravé na interakce mezi AQP4, GLT-1 a MOR v astrocytech a jejich roli
v zavislosti na morfiu. Autofi prokazali, ze AQP4 tvoii makromolekularni komplex
s GLT-1 a/nebo MOR jak v mozkové tkéni, tak v primarnich astrocytech (obr. 6). Bylo
zjisténo, ze C-terminus AQP4 obsahuje kli¢ové aminokyselinové zbytky nezbytné pro
interakci s GLT-1. Aktivace protein kinazy C morfiem vyznamné ovlivituje expresi téchto
proteind, coz naznacuje roli protein kinazy C v regulaci jejich funkce. Vysledky ukézaly,
ze interakce mezi AQP4 a GLT-1 jsou nezbytné pro udrzeni homeostazy glutamatu

v mozku, coz je kliCové pro synaptickou aktivitu a neurotransmisi. Dale naznacuji, ze
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nedostatek AQP4 muze ovlivnit zavislost na morfiu ovlivnénim exprese GLT-1 a
udrzovanim homeostazy glutamatu. Vysledky taktéz zdlraziuji dilezitost astrocytl a
jejich role v mechanismu zavislosti na opioidech, coz otevird nové moznosti pro vyvoj

terapeutickych intervenci zamétenych na zlepSeni 1éCby zavislosti na opioidech (H. Wang
etal., 2017).
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Obr. 6 Schematické znazornéni roli komplexi AQP4/GLT-1 a AQP4/MOR
v kontextu zavislosti na morfinu.

AQP4, krome své funkce v propustnosti vody, interaguje s MOR, coz je klicové pro internalizaci opioidnich
receptort, a s GLT-1, ktery reguluje hladiny glutamatu v extracelularnim prostoru. Mikrodomény téchto
proteinovych komplext lze povazovat za funkéni jednotky v plazmatickych membranach astrocytd
pti zavislosti na morfinu. Prevzato z Wang et al. 2017
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Zavér

Hlavnim zjisténim je, Ze opioidy ovliviiuji nejen neurony, ale také vyznamné aktivuji

gliové bunky, coz vede k neurozanétlivym reakcim a zménadm v neurondlni plasticité.

Mikroglie, rezidentni imunitni bunky CNS, mohou byt aktivovany opioidy, coz vede
k produkci prozéanétlivych cytokini jako TNFa, IL-1p a IL-6. Tyto cytokiny hraji
klicovou roli v neurozanétlivych procesech a podporuji rozvoj zavislosti na opioidech.
Inhibice signalizace ptes TLR4 nebo modulace aktivace mikroglie miize snizit neurozanét

a predstavuje potencialni terapeuticky cil.

Aktivace astrocytd opioidy také vede k uvolnovani prozanétlivych cytokinti a chemokind,
coz prispiva k neurozanétu. Nicméné bylo prokazano, ze v astrocytech dochdzi k mnoha
dal$im regulacim, které mohou regulovat zavislost na opioidech jako je naptiklad
zapojeni GRs, ovlivnéni glykolyzy, oxidativni fosforylace, a tedy ovlivnéni ¢innosti

mitochondrii, a expresi AQP4 a GLT-1.

Budouci vyzkum by se, podle mého nézoru, mél zaméfit na molekularni mechanismy a
signaliza¢ni kaskady aktivace gliovych bunék opioidy a identifikovat klicové proteiny a
receptory zapojené do tohoto procesu. Specifické zamétfeni na signalizaci pies TLR4,
MOR a ptipadné dalSich receptorti v astrocytech a mikrogliich mize pfinést nové
terapeutické cile. Vyvoj 1é¢iv zamétenych na modulaci aktivity glii, naptiklad inhibice
pfimo TLR4 nebo na urovni signalizacnich drah, by mohl vést k U¢innému sniZeni
neurozanétlivé reakce a tim potlacit vznik ¢i udrzovani zavislosti na opioidech. Dale je
tteba zkoumat genetické predispozice a environmentalni faktory, které pfispivaji k rozvoji

zavislosti, aby bylo mozné vyvinout personalizované preventivni strategie.

Lécba zavislosti na opioidech by se tedy méla zaméfit na kombinaci farmakologickych a
nefarmakologickych pfistupi, které moduluji aktivitu glii a obnovuji neurondlni funkce.
Inhibitory TLR4, modulatory glutamatové homeostdzy a latky zamétené
na mitochondrialni funkce mohou ptedstavovat nové moznosti 1écby. Personalizovany
piistup k 1écbé, zaloZzeny na genetickych predispozicich a individualnich rizikovych
faktorech, mize zvysit ispeéSnost terapeutickych intervenci a snizit riziko relapsu. Tyto
poznatky maji potencial pfinést vyznamné klinické implikace pro 1écbu zéavislosti a

dalSich neuropsychiatrickych poruch.
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