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Abstrakt

Uzivéani drog je soucasti lidského Zivota uz od starovéku. Vedle jejich rekrea¢niho uzivani
muze dlouhodobé zneuzivani téchto latek vést k vyvoji drogové zavislosti zejména u
nachylnych jedinct a piasobit tak vazné zdravotni a socidlni problémy. Cilem této prace je
strucné predstavit mozkové struktury, které jsou mistem ucinkt navykovych latek, dale popsat
neékteré mechanismy a molekuly pfispivajici ke vzniku zavislosti. Dilezity systém v CNS
spojeny s intoxikaci je systém odmény s hlavnim neuropienase¢em dopaminem. V neuronech
tohoto systému se po opakovaném uzivani drog hromadi urcit¢é molekuly a epigenetické
zmény, které podporuji chronickou povahu zavislosti. Zvlasté vyznamna je vysoce stabilni
transkrip¢ni faktor AFosB, ktery ve spolupraci s dal§imi molekulami podporuje recidivu po

n¢kolik mésicl nebo i let po poslednim uzivani drog.

Kli¢ova slova: nucleus accumbens, ventralni tegmentalni oblast, dopamin, GPCR, AFosB,

Abstract

Drug use is part of the human life from the ancient times. Besides their recreational
utilization, sustained misuse of these substances can lead to the development of drug
addiction especially in susceptible individuals and thus cause serious health and social
problems. The aim of this thesis is to briefly introduce brain structures which are affected by
addictive substances, and describe some of the mechanisms and molecules that contribute to
addiction. A crucial brain structure which plays a role in drug addiction is the reward system,
with dopamine as the main neurotransmitter. After repeated use of drugs, in neurons of this
system certain molecules and epigenetic changes are accumulating that promote chronic
nature of addiction. Especially important is the highly stable transcription factor AFosB,
which in cooperation with other molecules promotes relapse even after several months or

years of the last drug use.

Key words: nucleus accubens, ventral tegmental area, dopamine, GPCR, AFosB



Seznam zkratek
AC
AMG
cCAMP
CNS
CREB
CRF
DAG
DA
DAR
DAT
Dnmt
ERK
GDP
GTP
GIRK
GABAAR
HPA
IP3
LHb
GRK
GPCRs
MAPK
MSNs
NF«B
OR
PKA
PKC
PLC
PP-1
RMTg
vSub
VTA
NACc

adenylatcyklaza

amygdala

cyklicky adenosinmonofosfat
centralni nervovy systém

protein vazajici se na element odezvy cAMP
faktor uvolnujici kortikotropin
diacylglycerol

dopamin

dopaminovy receptor

dopaminovy transportér

DNA metyltransferdza
extracelularné regulovand kinaza
guanosindifosfat

guanosintrifosfat

G proteinem aktivovany dovnitt usmérnujici draslikovy kanal
GABAA receptor

osa hypotalamus — hypofyza — nadledvina
inositol 1,4,5-trisfosfat

lateralni habenula

GPCRs kinaza

receptory spiazené s G proteiny
mitogenem aktivovana proteinkindza
stiedni trnité neurony

nuklearni faktor kappa B

opioidni receptor

proteinkinaza A

proteinkinaza C

fosfolypaza C

proteinfosfataza-1

rostromedialni tegmentalni jadro
ventralni subiculum

ventralni tegmentalni oblast

nucleus accumbens



Obsah

L VO e 7
2. ZAKIAANT POJINY ... ettt 8
3. Anatomické systémy souvisejici se vznikem zavislosti ..............coviiiiiiiiiiin... 9
3.1, SYStEM OAMICINY . ..eiit ettt e 9
3.1.1. Ventralni tegmentalni oblast. ............cooiiiiiiiiiiiii 10
3.1.2. NUCIEUS 8CCUMDENS.......ouititiiiii e 10

313, AMYQUAIA. .ot e e 11

314, HIPOKAMPUS.. .ottt e e e e 11

3.1.5. Frontalni KOra .........ooiniiniii e 12

3.2. Systém KortiKOIIDEIrINU. ...ccove ettt 12

4. Molekularni mechanismy zapojené pii akutnim ptsobeni drog ............................ 13
4.1. Drogy pusobici na receptory spiazené S G Proteiny......ccce cvvvvvriiniineinennnnn. 13
400, OPIOIAY e e 13

4.2. Drogy plsobici na ionotropni reCEPLOIY.........vuiuinei i 14
4.2, 1, BarbitUraty. .o oot 14

4.3. Drogy pusobici na transportéry biogennich amintt ..................c.oociiii.. 15
4.3 1. KOKAIN. ..o e 15

4.3.2. AMFRIAMIN..... oo 17

5. Molekularni mechanismy zapojené pfi chronickém ptsobeni drog...... ....................19

5.1. Receptorovy Signalni SYStEM.....ccoues vueuitet et 19
5.1 L. GPCRS. it et 19
5.1.2. G PIOIBINY et ettt e e 19
5.1.3. EFOKIONY s i 20

D514, DESENSIIZACE . .nnneeeee ettt e 21



5.1.5. Dopaminové receptory a jejich signalizace pti zavislosti.... .................... 22

5.2. Role transkripénich faktortl. ..... ..ot 23
5.21. AFOSB ... 23
5.2.2. CREB. ... 24
5.2.3. NFKB .o 25

5.3. Epigeneticke re@UIACcE. .....cccu vttt 25
5.3.1. Modifikace hiStontll...........coovuiiiiiiii i 26
5.3.2. DNA MELYIACE. ..ot e 27

ZAVET oottt e 28

Seznam pouzité lIteratury........ooutit ittt 29

7.1, Internetove ZAroje. ... ..oueniinii e 38



1. Uvod

Zavislost na navykovych latkach v dnesni dob¢ patii mezi celosvétoveé nejrozsifend)si
problémy. Jde o chronické onemocnéni centralni nervové soustavy (CNS). Postizeny ¢lovék
postupné ztraci kontrolu nad uzivanim latky navzdory vaznym negativnim dasledkim.
Prestane jevit zajem o dosud dulezité Cinnosti, primarnim cilem bude dosdhnuti stavu
povznesené nalady (,,high*) a slasti, pfipadné zbaveni se nepfijemnych duasledki
abstinen¢niho syndromu vznikajiciho po vysazeni drogy. To ma negativni dopad jak na
jedince trpici zavislosti, tak na prostfedi okolo n¢ho. Problém se dé feSit z biologického,
psychologického i socialniho hlediska.

Ve své praci budu pouzivat slovo drogy ve smyslu psychoaktivnich latek, které jsou
schopny ovlivnit mentalni procesy a maji schopnost navodit zavislost. Z chemického hlediska
mohou byt rizné, avSak maji spolecnou vlastnost - ovliviiuji fungovani ¢asti mozku zvané
systém odmény. Drogy pisobi na tento systém podobné jako podnéty dulezité pro preziti.
Rozdil je v sile stimulu. Po opakovaném uZzivéani latky ¢asem probihaji adapta¢ni zmény na
urovni neuront az molekul, které zapfic¢inuji chronicky charakter zavislosti. Tim droga
ovlivni chovani ¢loveéka od trovné molekul aZ po celé organy.

Cilem této prace je (1) stru¢né popsat anatomicke struktury, které hraji roli ve vzniku
zavislosti, (2) na vybranych drogach ukazat, jaké mechanismy se mohou odehravat pfi
akutnim puisobeni psychoaktivnich latek a (3) popsat molekularni mechanismy, které vedou

k chronické povaze zavislosti.



2. Zakladni pojmy

Definice drogové zavislosti podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) je opakované
uzivani psychoaktivnich latek, jez vede k periodické nebo chronické intoxikaci. Vyznacuje se
nutkavym pocitem poziti preferované latky, potizemi se zbavenim zavislosti a snahou obstarat
si latky témét jakymkoli zptisobem.

Po dlouhodobém uzivani se miize vyvinout tolerance. Organizmus vyzaduje stale vyssi
davky, aby dosahl stejnych efektli jako pfi podani nizs$i davky. PieruSeni nebo redukce
opakovaného uzivani psychoaktivnich latek u zavislych osob vyvolava abstinenéni syndrom
(World Health Organization [online]).

Paté vydani Diagnostického a statistického manualu mentalnich poruch (DSM-5),
vydaného Americkou psychiatrickou spole¢nosti (APA), pouziva namisto slova zavislost $irsi
pojem, a sice poruchy souvisejici s latkami (substance related disorders). Tyto poruchy se déli
na dvé skupiny: poruchy zpiisobené zneuzivanim latek (substance use disorders, SUD) a
poruchy vyvolané samotnymi latkami (substance induced disorders, SID).

Zasadnim rysem pro SUD je skupina kognitivnich, behaviordlnich a fyziologickych
symptomtl, které naznacuji, Ze jedinec uziva latky navzdory vaznym problémim. Zakladem
pro diagnézy SUD jsou patologické Sablony v chovani. Skupiny kritérii, podle kterych se
stanovi diagnoza, jsou: oslabena kontrola uzivani latek, zhorSeni socidlni situace, riskantni
uzivani latek a farmakologicka kritéria. SID zahrnuje intoxikaci, syndrom z odnéti drogy a
dal$i mentalni poruchy zplsobené navykovymi latkami (American Psychiatric Association,
2013).

Tolerance a abstinen¢ni syndrom jsou charakteristické pro fyzickou zavislost. Droga je
opakovan¢ uzivana s cilem zbavit se nepfijemnych pocitd. Pii psychické zavislosti se
nevyvine tolerance a nedostavi se fyzické priznaky po vysazeni drogy (Nutt et al., 2007).

Uzivani drog ma jak zdravotni, tak socialni nasledky. Podle odhadu v roce 2012 bylo
hlaseno 187100 tisic umrti souvisejicich s drogami, pricemz pocet jedincli s problémem
uzivani drog se pohybuje kolem 27 miliénd. Kromé toho se pouzivanim kontaminovanych

jehel také $iti HIV, hepatitis B a C (United Nations Office on Drugs and Crime [online] ).



3. Anatomické systémy souvisejici se vznikem zavislosti

3.1. Systém odmény

Mistem ucinkt drog jsou struktury mozku, jejichz spojenim vznikd systém odmény. Tyto
struktury reaguji za prirozenych okolnosti na podnéty dilezité pro pteziti jedince, jako jsou
jidlo, piti a sexualni partner.

Nejdulezitéjs$im neurotransmiterem spojenym se zavislosti je dopamin (DA).
Dopaminergni buiikky jsou zaclenény do nékolika okruhti, ze kterych jsou nejznadméjsi
nigrostriatalni, mezolimbicky a mezokortikalni. Prvni vede ze substantia nigra zona compacta
a je spojeny s motorickou funkci. Mezolimbické a mezokorikdlni systémy maji zacatek ve
ventralni tegmentalni oblasti (ventral tegmental area, VTA) a jsou dulezit¢ pro motivaci

(Wise, 2004).

Schematické znazornéni lokalizace a struktury systému odmeény je uvedeno na obr. 1.

——

Dorsal striatum

PFC

NAC

Obr. 1: Systém odmény. ACC — anteriorni cingularni kira, HC — hipokampus,
NAc — nucleus accumbens, PFC — prefrontalni kira, VTA — ventralni tegmentalni oblast,

(upraveno podle Perogamvros & Schwartz, 2012)
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3.1.1. Ventralni tegmentalni oblast

Drogy pattici do riiznych farmakologickych skupin se podileji na vyvolani odmény. To se
prednostné dé&je zvySenim koncentrace DA v nucleus accumbens (NAc) (Di Chiara &
Imperato, 1988). Zdrojem dopaminergnich neuronti vedoucich do NAc a dalSich casti
limbického systému je ventralni tegmentalni oblast (VTA). Jde o strukturu nachdzejici se ve
sttednim mozku. VTA je heterogenni smés dopaminergnich (cca 65 %), GABAergnich (cca
30 %) a glutamatergnich (cca 5 %) neuronil. Vstupy piijima z riznych struktur, v¢éetné kiry,
bazalniho pfedniho mozku, hypotalamu a mozkového kmenu. Vystupy jsou rovnéz hojné,
vedou hlavné do NAc, tuberculum olfactorium, ale také do orbitofrontalniho a motorického
kortexu, striata, lateralniho septa, ventralniho pallida a hipokampu (Yetnikoff et al., 2014).

Husté seskupeni GABA neuront v rostralni ¢asti VTA je oznacovano jako rostromedialni
tegmentalni jadro (rostromedial tegmental nucleus, RMTg). RMTg vytvafi neptimé spojeni
mezi glutamatovymi neurony lateralni habenuly (LHb) a DA neurony VTA. Takto vytvofena
disynaptickd draha ptispiva k regulaci DA neuronit VTA z LHb (Balcita-Pedicino et al.,
2011). Pokusy na zvifatech ukézaly, ze spojeni mezi GABA neurony pomoci §térbinovych
spoju (vytvarenych connexinem-36) muze ovlivnit odménu vici drogam. Mysi postradajici
tuto bilkovinu konzumovaly vyznamné méné alkoholu nez divoké typy (Steffensen et al.,

2011).

3.1.2. Nucleus accumbens

NAC je soucasti koncového mozku, patii k bazalnim gangliim. Tato struktura je slozena
ze dvou funkéné odlisnych &asti, z jadra a kury. Kira je silné propojena s hypotalamem a
VTA, pficemz recipro¢ni DA inervace s VTA jsou dilezité pro modulaci motivace a
pfispivaji k zaloZeni ziskanych asociaci mezi motivujici udalosti a soucasnymi jevy
Z prostiedi. Jadro je spojeno s anteriornim cingularnim a orbitofrontdlnim kortexem.
Zprostredkuje vyjadieni nauceného chovani v zavislosti na podnétech, které ptedpovidaji
udalosti vyznamné pro motivaci (Kalivas & Volkow, 2005). Charakteristickymi bunikami
NAc jsou GABAergni stiedni trnité neurony (MSNS) exprimujici D1 nebo D2 dopaminové
receptory (DAR). Zmeéna v hustot¢ a struktuie jejich dendritickych trnti je dasledkem
opakovaného uzivani psychostimulanti (Robinson & Kolb, 1997).
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3.1.3. Amygdala

Amygdala (AMG) je jadro mandlovitého tvaru lezici ve spankovém laloku pted
hipokampem. Anatomicky patii k bazdlnim gangliim, funkéné je soucésti limbického
systému. Je slozena z mensich podjader, ktera maji odlisné funkce a spojeni (Bzdok et al.,
2013). Hlavni skupiny jader jsou kortikomedialni, centralni a bazolateralni. AMG je
asociovana s fadou kognitivnich funkci jako jsou emoce, uceni, pamatovani, pozornost a
vnimavost (Baxter et al., 2002). Je spojenad i s tuzbami. V pokusu pfi promitani filmu
tykajiciho se kokainu se zvysila aktivita AMG a ptedniho cingularniho kortexu u pacienti se
zkuSenosti s kokainem. Zaroven se objevila touha po droze a euforicky stav. Tyto zmény ale
nebyly pozorovany u pacientl, kteti se s kokainem jesté nesetkali (Childress et al., 1999).
Ukazalo se, ze odpovédi na pozitivni a na negativni vizualni stimuly jsou kddované riznymi
populacemi bunék AMG (Paton et al., 2006). Kromé toho je rozdil i mezi pravou a levou
AMG. Zatimco negativni emoce jsou vyvolané elektrickou stimulaci pravé 1 levé amygdaly,
pozitivni pouze stimulaci levé amygdaly (Lanteaume et al., 2007).

Neuroanatomicka struktura oznac¢ovana jako rozsitena AMG muze piedstavovat spoleény
anatomicky substrdt pro akutni drogovou odménu. Zahrnuje centralni jadro AMG, bed
nucleus stria terminalis a medialni oblast NAc. Tyto oblasti sdileji urcité cytoarchitektonické
podobnosti. Rozsifena AMG pfijima cetné aferentace z limbickych struktur, jako jsou
bazolaterdlni AMG a hipokampus, a posila eferentnimi neurony informace do medialni ¢asti
ventralniho pallida a lateralniho hypotalamu (Heimer & Alheid 1991; cit. dle Koob &
Zorrilla, 2010).

3.1.4. Hipokampus

Hipokampus lezi v medidlnim temporalnim laloku. Je dilezity pro ziskdni novych
faktickych informaci a vytvateni vzpominek o osobné prozitych udalostech. Souvisi se ztratou
paméti pii Alzheimerové chorobé (Adinoff, 2004). Efferenty z dolni ¢asti hipokampu -
ventralniho subicula (vSub) - mohou zvysit hladinu DA v NAc riznymi zptsoby. Brudzynski
a Gibson (1997) ukazali, ze glutamatové neurony z vSub piimo aktivuji vyliti DA v NAc.
Kromé toho existuje i nepiimy zptsob aktivace skrze VTA (Legault et al., 2000). Zaroven
vSub kontroluje DA neurony VTA skrze glutamatovou projekci do NAc (Floresco et al.,
2001). Ukazal se jeho vyznam v relapsu vyvolaném prostiedim (Bossert & Stern, 2012). To
potvrzuje, Ze prostiedi n&jak souvisejici S uzivanim latky Casto vyvolava relaps u byvalych

narkomanu.
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3.1.5. Frontalni kira

Mezokortikalni dopaminova draha, ktera zahrnuje prefrontalni kiiru, orbitofrontalni ktiru
a anteriorni cingulu, pravdépodobné ovliviiuje uvédomovani si zazitkl intoxikace, o¢ekavani

drog ¢i touzeni po droze a nutkavé pozieni drog (Goldstein & Volkow, 2002).

3.2. Systém kortikoliberinu

Faktor uvolnujici Kkortikotropin (corticotropin-releasing factor, CRF) je neuropeptid
produkovan primarné¢ paraventrikularnim jadrem hypothalamu. CRF je dalezitym regulatorem
odpovédi na stresové situace, aktivuje osu hypotalamus — hypofyza — nadledvina
(hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA) navazanim se na CRF receptor v hypofyze. Jeho
role se ukazala | Vfizeni pfijmu potravy a pocitu nasyceni, motility gastrointestinalni
soustavy, cévniho tonu a srdecné funkce (Bale & Vale, 2004). Vaze se na dvé skupiny
receptort spfazenych s G proteiny (G protein-coupled receptor, GPCRs), CRF1 a CRF2
receptory, které jsou v mozku heterogenni jak v rozsifeni, tak ve funkci (Chalmers et al.,
1995).

Akutni expozice zneuzivanym drogam aktivuje osu HPA ptes zvySeni produkce CRF
v hypotalamu. Také se zvysi syntéza a vyliti CRF v rozsitené amygdale (obr. 2a). Béhem
pozd¢jsi abstinence je aktivace HPA sniZena oproti normalnimu stavu, zatimco v rozsifené
amygdale je syntéza a vyliti CRF zvySena a objevuji se abstinen¢ni syndromy (obr. 2b)
(Logrip et al., 2011).

P2

Hypothalamus

A

Hypofyza
Hypothalamus EA

Hypofyza
EA

KS<—ACTH «—————1© KS «— ACTH < —@

Obr. 2: Casové zavislé uvolnéni CRF. ACTH — adrenokortikotropni hormon, CRF - faktor
uvolnujici kortikotropin, EA — rozsitena amygdala, KS - kortikosteroidy (upraveno podle
Logrip et al., 2011).
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4. Molekularni mechanismy zapojené pri akutnim ptisobeni drog

Drogy muzeme rozdélit podle rtznych hledisek. Jelikoz lze obecné fici, ze kazda
zneuzivana droga zvysi koncentraci DA v mesokortikolimbickém systému, jednim z kritérii
muize byt zpusob, jak zminéné latky vyvolavaji dané zvyseni koncentrace. Z tohoto hlediska

Ize drogy zatadit do tii skupin:

1. Drogy puisobici na receptory spfazené s G proteiny
2. Drogy putsobici na ionotropni kanaly

3. Drogy pusobici na transportéry biogennich aminti

Pocatecni Uc¢inky vedouci k zavislosti zahrnuji akutni ptisobeni latek na cilovych
receptorech a v jednotlivych neuronech exprimujicich tyto bilkoviny (Liischer & Ungless,
2006).

4.1. Drogy pisobici na receptory sprazené s G proteiny
4.1.1. Opioidy

Opioidy jsou nejuéinnéjsi analgetika. Jelikoz disponuji odménujicimi Gcinky, jejich
dlouhodobé uzivani muize vyvolat zavislost. Zneuzivané opioidy se vazi na receptory
endogennich opioidd, jako jsou endorfin, enkefalin, dynorfin, endomorfin.

Opioidni receptory (OR) patii do skupiny GPCRs. Jsou spojeny s pertussis toxin
senzitivnim G;j/G, proteinem (Law et al., 2000). Byly identifikovany tfi hlavni skupiny OR—
mi (n, MOR), kappa (x, KOR) a delta (6, DOR). OR mlZeme nalézt jak v CNS, tak v
perifernich tkanich. Distribuce a pocet jednotlivych typt v rtznych tkanich je vSak
proménliva (Wittert et al., 1996; Peng et al., 2012). Jsou piitomné i na bunkach locus
coeruleus, hlavnim noradrenergnim jadru mozku. Je to struktura s relativné homogennimi,
dobtfe charakterizovatelnymi burnikami, proto slouzi jako model pro zkoumdani opioid
(Nestler, 1996). Pokusy na mySich modelech postradajicich MOR ukazaly, Ze tento typ OR je

Utinky opioidi na neuronech VTA jsou piikladem nepiimého ovlivnéni

mesokortikolimbické DA drahy. Hyperpolarizace GABAergnich inhibi¢nich interneuront
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vede k disinhibici DA neuronu a zvySenému vyplaveni DA v NAc (Johnson & North, 1992).
Mohou rovnéz piimo ovlivnit buiiky v NAc aktivaci OR na povrchu téchto bunck.

Po navazani opioidl na receptor miizeme sledovat nasledujici ucinky:
a/ Inhibice adenylatcyklazy (AC) vede ke snizeni poétu cyklického adenosinmonofosfatu
(CAMP). Snizena hladina ¢cAMP uz nedokaze regulovat neselektivni napétové zavisly
kationtovy kandl. Vysledkem je zmensena amplituda otevieni kanald a pokles excitability.
b/ Opioidy aktivuji rizné draslikové kanaly, z kterych je nejvice prozkoumany G proteinem
aktivovany dovnitf usmériujici draslikovy kanal (GIRK). Aktivace GIRK hyperpolarizuje
membranu a sniZuje excitabilitu buiiky.
¢/ Inhibice vapnikovych kanall blokuje uvolnéni neurotransmiterd.
d/ Aktivace fosfolipazy C (PLC) nebo A, spusti kaskadu vedouci k uvolnéni vapniku
z vnitrobunéénych zasob nebo k aktivaci proteinkinazy C (PKC).
e/ Existuji ruzné drahy po navazani ligandu na OR, které se sbihaji v aktivaci mitogenem
aktivované proteinkinazy (MAPK). Jedna z nich postupuje ptes fosfatidylinositol 3-kinazu,
ktera sérii fosforylacnich krokti zahrnujicich i c-Src aktivuje MAPK. Jind mize vést po
fosforylaci receptoru k internalizaci v klatrinovém vacku. Tento komplex aktivuje MAPK
(Williams et al., 2001; Allouche et al., 2014).

4.2. Drogy piusobici na ionotropni receptory

4.2.1. Barbituraty

Barbituraty jsou derivaty kyseliny barbiturové, plsobi tlumivé na CNS. Pivodné se
pouzivaly kvali uklidiujicim ucinkim jako léky na spani, sedativa a soucésti analgetik.
Casem se ukazaly vedlejsi u¢inky, mezi které patii psychicka i fyzicka zavislost, proto byly
Vv 1écbe epileptickych zachvatl nebo pfi anestezii.

V roce 1980 bylo popsano, ze jejich vazebné misto se nachazi na GABA A ionotropnim
receptoru (GABAAR). Barbituraty ovlivituji GABA odpovéd’ vazbou na alosterické misto
(Leeb-Lundberg et al., 1980), po navazani zvysuji dobu otevieni chloridového kanalu
(Macdonald et al., 1989).

Navykové mechanismy latek ptisobicich na GABAAR jsou malo znamy, ale nedavna

zjiSténi naznacuji, ze mohou vyvolat aberantni neuroadaptace v okruzich syst¢tmu odmény.
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Tyto latky, at’ uz jsou spojené se synaptickym nebo extrasynaptickym GABAAaR, inhibuji
interneurony, a tak aktivuji VTA DA neurony disinhibici (Vashchinkina et al., 2014).

GABAAR jsou receptory pro hlavni inhibi¢ni neuropfenase¢, y-aminomaselnou kyselinu.
Patfi do superrodiny Cys-loop pentamernich ligandem fizenych iontovych kanald.
Podjednotky GABAAR spadaji do rtznych tiid (a, B, v, 6, €, m, 0), nejcastéji jsou slozené z 2a,
2B a 1y (Barnard et al., 2008). Pro vazby barbiturati jsou vyznacné dulezité B podjednotky.
To potvrdil Cestari a jeho spolupracovnici v roce 1996 pokusem, kde uméle vytvoieny
homomerni GABAAR skladajici se pouze z B podjednotek reagoval na pentobarbital, ackoliv
zustal necitlivy vac¢i GABA (Cestari et al., 1996). Nov¢jsi vyzkumy naznacuji, ze jde nejspis
o vazebnou kapsu, kde B podjednotka interaguje s a anebo y podjednotkami (Chiara et al.,
2013).

Vedle posileni GABAA receptorem zprostiedkované odpovédi mohou mit barbituraty
inhibi¢ni u¢inek na AMPA a kainatové glutamatové receptory (Nardou et al., 2011) a rovnéz
na napétoveé ovladané vapenaté kanaly typu P/Q (Schober et al., 2010). Tyto G¢inky také

prispivaji k vysledné disinhibici DA neuroni.

4.3. Drogy pisobici na transportéry biogennich amint

Komunikace mezi buitkami CNS vyZaduje precizni kontrolu nad trvanim a intenzitou
plsobeni neurotransmiterd. Po vyplaveni a aktivaci receptori musi byt signalni molekuly
degradovany nebo aktivné vychytdvany do presynaptického neuronu, kde mohou byt
opakovan¢ transportovany do vezikul. Selhani této regulace mize vést aZ k neurologickym a
psychiatrickym syndromtm, jako jsou deprese, Parkinsonova nemoc, epilepsie nebo zévislost

(Masson et al., 1999).

4.3.1. Kokain

Kokain je psychoaktivni alkaloid z rostliny Erythroxylon coca. Jedna se o bilou,
krystalickou latku se stimulujicim, anestetickym ucinkem. Navozuje euforii a vzruSeni, mtize
vSak mimo jiné vést k vyvolani pocitu hladu, halucinaci ¢i deprese.

Kokain vytvaii odménujici G¢inek predev§im navazanim na DA transportér (DAT) a jeho
blokovanim (Ritz et al., 1987). Funguje jako kompetitivni inhibitor, jehoz vazebné misto

uvniti molekuly se piekryva s vazebnym mistem pro DA (Beuming et al., 2008) (obr. 3).
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Nov¢jsi prace popisuji kokain jako inverzniho agonistu. V tomto modelu navazanim na DAT
nejenom blokuje transport neurotransmiteru, ale konformacni zménou transportéru obraci
smér prenosu a umoziuje pasivni proudéni DA do extracelularniho prostoru (Heal et al.,

2014).

s

DA

Obr. 3: Ptimé efekty kokainu v dopaminergnich nervovych zakonéenich. Tyr — tyrosin, TH —
tyrosin hydroxylaza, L-DOPA - L-dihydroxyfenylalanin, AADC - dekarboxylaza
aminokyselin, Coc — kokain, DAT — dopaminovy transportér, MAO — monoaminooxidaza,
VMAT — vezikularni monoaminovy transportér, DOPA-C — dihydroxyfenyloctova (ptevzato
z Cunha-Oliveira et al., 2008).

DAT patii do neurotransmiter/Na® symportér rodiny, kam se také fadi serotonin,
norepinefrin, glycin a GABA transportér. Je lokalizovany v presynaptické membrané a fidi
ukonceni signalizace zpétnym vychytdvanim DA. Jeho fungovani zéavisi na Na/K-ATPaze,
vyuziva silu iontového gradientu, aby mohl transportovat DA ze synaptické Stérbiny do
presynaptického termindlu. Pozitivné nabity DA je kotransportovan se dvéma ionty Na* a
jednim CI (Heal et al., 2014). Dvanact transmembranovych segmentd vytvari jednu molekulu
DAT (Giros et al., 1991). Experimenty naznacuji, Ze transportéry této rodiny mohou byt

zakotveny v membran¢ a také fungovat jako oligomery (Zhen et al., 2015).
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Klicovou roli DAT v kokainové zavislosti potvrdily i experimenty na geneticky
modifikovanych mysich s chybé&jicimi DAT. Podavani kokainu a amfetaminu u nich uz totiz

nezménilo pohybovou aktivitu ani hladinu DA v synaptické stérbin¢ (Giros et al., 1996).

4.3.2. Amfetamin

Amfetaminy jsou psychoaktivni latky se stimulujicim, euforickym a anorektickym
ucinkem, v nékterych piipadech maji empatogenni a halucinogenni vlastnosti. Latky
s amfetaminovou strukturou jsou odvozeny od B-fenyletylaminu. (Carvalho et al., 2012).
Ptestoze jde o latku s adiktivnim potencialem, jeji cilené farmaceutické vyuziti v budoucnosti
muze slouzit jako terapie pro pfevraceni zmén v dopaminergnich termindlech zplsobenych
kokainem (Ferris et al., 2015).

Podobné jako kokain, také amfetamin ovliviiuje monoaminovy transportér a zvysuje
vyliti DA. Mé vSak odlisSny mechanismus, vzhledem k strukturdlni podobnosti
S monoaminovymi neurotransmitery funguje jako substrat pro transportéry. DAT je v tomto
ptipadé¢ vyuzivan pro proniknuti amfetaminu z extracelularniho prostoru do DA neuronu.
Usttedni vyznam t¢inku amfetaminu je &erpani DA ze sekrednich vackli a jeho obraceny
transport do extracelularniho prostoru zprosttedkovany DAT. JelikoZ prvné zminény proces
trva az pétkrat déle, mizeme je povazovat za krok omezujici rychlost plisobeni amfetaminu
(Sulzer et al., 1995; Jones et al., 1998) (obr. 4).

V cytoplazmé se amfetamin interaguje s vezikularnim monoaminovym transportérem (v
CNS prevazné typ 2,VMAT2) v membrané synaptickych vacka. V pfirozenych podminkach
VMAT?2 pumpuje dopamin a dals$i monoaminy do vezikul na zékladé protonového gradientu.
Existuji dvé hypotézy, jak dochazi k uvolnéni DA ze synaptickych vackl. Prvni je zalozena
na slabé bazicité amfetaminu. Po difuzi do kyselého vacku vaze H' ionty, &imZ se snizi
protonovy gradient, ktery akumuluje neurotransmitery ve vacku (Sulzer & Rayport, 1990
citovan dle David Sulzer 2011). Druha hypotéza piedpoklada, ze amfetamin ve vacku vycCerpa
zasoby neurotransmitertt obracenim aktivity transportéru (Partilla et al., 2006). ZvySené
mnozstvi DA potom opusti buitku pomoci DAT dvéma zpiisoby. DAT bud’ spusti molekuly
urychlené jako kanal nebo pomalym transportem (Kahlig et al., 2005).

Nové poznatky ukazuji, Ze uzivani amfetainu ovlivni i fosforylaci DAT proteinkinazou
CB nebo proteinkinazou II zavislou na komplexu vapniku s kalmodulinem, coz muze piispivat
k regulaci transportu DAT a zaroven pohybové aktivité¢ pokusnych zvitat (Chen et al., 2009;
Pizzo et al., 2014).
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Ackoliv primarnim mistem G¢inkli amfetamind jsou monoaminové transportéry, jSOu
znamé 1 jejich interakce S receptorem pro stopové aminy, ktery je spojen S G proteinem

(Bunzow et al., 2001).

Tyr

(*)
TH| *4[Amob]
+— *[Amph)

L-DOPA

AADCl

Amph
R \
\ )

DAT

Obr. 4: Piimé efekty amfetaminu v dopaminergnich nervovych zakonéenich. Tyr — tyrosin,
TH — tyrosin hydroxylaza, L-DOPA — L-dihydroxyfenylalain, AADC — dekarboxylaza
aminokyselin, Coc — kokain, DAT — dopaminovy transportér, MAO — monoaminoxidaza,
VMAT — vezikularni monoaminovy transportér, DOPA-C — dihydroxyfenyloctova (ptevzato
z Cunha-Oliveira et al., 2008).
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5. Molekularni mechanismy zapojené pri chronickém piisobeni drog

5.1.Receptorovy signalni systém

5.1.1. GPCRs

GPCRs patii mezi nejhojnéji se vyskytujici receptory. Jde o polypeptidovy fetézce, které
sedmkrat prochazi plazmatickou membranou. Dalsi charakteristickou vlastnosti je spojeni s
heterotrimernim G proteinem po aktivaci receptoru ligandem (Morris & Malbon, 1999).
Ligandy pro GPCRs maji obrovskou variabilitu, zahrnuji mimo jiné ionty, organické odoranty
aminy, peptidy, bilkoviny, lipidy, nukleotidy. Na zdklad¢ sekvenéni podobnosti lze lidsky
GPCRs délit do péti hlavnich rodin a jejich celkovy pocet prevySuje 800 (Fredriksson et al.,
2003).

Jsou to integralni membranové proteiny, jejichz struktura mize byt rozdélena do tii ¢asti.
Extracelularni oblast sestava z N-konce a tii extracelularnich smycek (ECLI1-ECL3).
Obsahuje vstup pro vazebnou kapsu, ktera se nachazi v transmembranové oblasti. Ackoliv
vSechny ligandy maji vazebnou kapsu na extracelularni strané transmembranovych helixd,
rizné ligandy pronikaji do rtiznych hloubek v ramci této kapsy. Transmembranova oblast se
skladd ze sedmi a-Sroubovic (TM1-TM7). Slouzi jako komunika¢ni spojeni mezi kapsou
vazajici ligand a intracelularni oblasti asociované s G proteinem. Vzhledem ke stabilité
receptoru maji vyznamnou roli disulfidické mustky v extracelularni oblasti, nejspiSe vysoce
konzervovany mustek mezi extracelularni konci TM3 a ECL2. Intracelularni oblast obsahuje
tfi intraceluldrni smy¢ky (ICL1-ICL3), intracelularni amfipaticky helix a C-konec. Uginkuje
ve spojeni s efektorovymi molekulami, jako jsou G proteiny, arrestin nebo Kkinazy.
(Venkatakrishnan et al., 2013).

Ackoliv zminéna skupina receptort typicky pfenasi signal na G protein, nasly se 1 GPCR

zprostiedkované signaliza¢ni drahy nezavislé na této molekule (Sun et al., 2007).

5.1.2. G protein

G proteiny jsou cleny superrodiny GTPaz. Rodina G proteinli spojujici receptor s
vnitrobunénou signalizaci ma heterotrimerni sloZzeni a je spojend s plazmatickou
membranou. Tyto proteiny se skladdaji ze tfi podjednotek a, B a vy, posledni dvé vytvareji
komplex Py. G proteiny jsou proteiny vazajici guaninové nukleotidy, pficemz a podjednotka
ma schopnost vazat molekulu guanosintrifosfatu (GTP) a hydrolyzovat ji pomoci své
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GTPazové domény na guanosindifosfat (GDP). (Neves et al., 2002). Na této vlastnosti je
zalozena piepinaci funkce proteinu. Aktivace receptoru agonistou a jeho konformacni zména
indukuje vytvafeni komplexu receptor-G protein. Tim se aktivuje i G protein a disociuje G,
od Gg,. Nejprve GDP opusti o podjednotku, na kterou se poté navaze GTP. Obé¢ ¢asti proteinu
mohou nasledovné ovlivnit efektory. Po urcité¢ dobé o podjednotka $t€pi GTP a dochazi ke
znovuspojeni s By dimerem. Komplex se odpoji od GPCR, inaktivuje se a ¢ekd na dalsi

stimulus (Morris & Malbon, 1999; Roux & Cottrell, 2014).
5.1.3. Efektory

Mezi nejcastgjsi efektory G proteini patii AC a PLC. PLC C hydrolyzuje
fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat na inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG), které
slouzi v buiice jako druzi poslové. IP; se vaze na Ca®" kanal na povrchu endoplazmatického
retikula a zpasobi uvolnéni Ca?*, ktery mize aktivovat dalsi enzymy. DAG ziistava ukotven
na membran¢. Aktivuje mimo jiné PKC, ktera fosforylaci dalSich proteint pienasi signal dale
(Rebecchi & Pentyala, 2000). AC katalyzuje pfeménu adenosintrifosfatu na cyklicky CAMP.
Tento druhy posel ma Siroky vyznam, typicky aktivuje protein kinazu A (PKA). Opioidy
akutné inhibuji funkéni aktivitu cAMP drahy (indikovdno bunéénymi hladinami cAMP a

CAMP-zavislé fosforylace proteintt).

Indukce adenylyl

cyklazy, proteinkynazy A . .
ykazy, p yHazy Abstinen¢ni

e syndrom
kY

N\
CAMP hladiny,
cAMP zavisla
Tolerance a fosforylace proteinil
zavislost
e — T Naloxon

Morfin

Obr. 5: Up-regulace cAMP drahy jako mechanismus opiatové tolerance a zavislosti

(upraveno podle Nestler, 2004).
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S pokracujici expozici se funk¢ni aktivita cAMP drahy postupné obnovi. Po odstranéni
opiatl (podanim antagonistu naloxonu) se zvysuje aktivita daleko nad kontrolni hladiny. Tyto
zmény ve funkénim stavu cAMP drahy jsou zprostitedkovany indukci AC a PKA v reakci na
chronické podavani opiata. Indukce téchto enzymu je zodpovedna za postupné obnoveni
funk¢né aktivity cAMP drahy pocas chronické expozice opiatem (tolerance, zavislost) a za

aktivace, ktera se objevi pfi odnéti opiatd (abstinenc¢ni syndrom) (Nestler, 2004) (obr. 5).
5.1.4. Desensitizace

Schopnost receptorti pirenaset signal miize byt regulovana na urovni jejich poctu nebo
ucinnosti. Jednim dilezitym rysem signaliza¢nich systémt pouzivajicich G protein je, Ze
receptoru vede ke snizeni schopnosti byt stimulovan (desensitizace), zatimco snizend aktivace

vede ke zvySené schopnosti byt stimulovan (sensitizace) (Gainetdinov et al., 2004).

Agonista?

Desensitizace

Plazmatickd membrana

GPCR X * f % Internalizace
G protei . .
Rie Biologicky 0

efekt

Endozom
Recyklace %

>

Defosforylace

@ Degradace

. Lyzozom

Obr. 6: GPCR signalizace a desensitizace. B Arr — B-arrestin, GRK — GPCR kinaza,
GPCR — receptor sprazené s G proteiny (upraveno podle Calebiro et al., 2010).
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Desensitizace byla puvodné sledovana na B-adrenergnim receptoru, ale ¢asem se ukazal
jeji vyznam ve vzniku tolerance po opakovaném uzivani navykovych latek (Bohn et al. 2000).
Dva proteiny tvoii zaklad pro proces desensitizace: GPCRS kinaza (GRK) a B-arrestin.

Konformac¢ni zména GPCR po aktivaci agonistou zpusobi, Ze receptor se stane substratem
pro GRK. Tato serin/threonin kindza fosforyluje aminokyseliny na C-konci GPCR, coz
vyvola vazbu B-arrestinu. Navdzand molekula B-arrestinu zabrafiuje spojeni G proteinu
S receptorem a znemozni dalsi signalizaci (Lohse et al. 1992; Lohse et al. 1990).

Desensitizace receptoru muze vést az k jeho internalizaci. Vazba B-arrestinu s klatrinovym
vackem usnadiuje endocytozu receptoru (Goodman et al., 1996), ale je znama i internalizace
GPCR nezavisla na spojeni s -arrestinem (Zhang et al., 1996). Silu vazby mezi receptorem a
B-arrestinem zvysuje konzervovany motiv na karboxylovém konci GPCR, ktery zajisti

stabilitu komplexu uvniti bunky a ovliviiuje kinetiku resensitizace receptoru (Oakley et al.,

2001) (Obr. 6).

5.1.5. Dopaminové receptory a jejich signalizace p¥i zavislosti

Extracelularni koncentrace DA je vyznaéné dulezita v systému odmény, a proto i
v averzivnich nebo odmeénujicich podnétech. Kvili tomu jsou jednim z nejdilezitéjsich
GPCRs v pribéhu vzniku zavislosti DAR.

Utinek DA je zprostiedkovan rodinami GPCRs kédovanymi nejméné péti DAR geny
(D1-D5). Na zakladé sekvenc¢nich a farmakologickych podobnosti jsou zafazeny do podtypt
D1 (kam patii D1 a D5) a D2 (D2-D4). Ve striatu jsou lokalizovany pievazné postsynapticky
na dendritickych trnech stfednich trnitych neuronu (Levey et al., 1993). Podtypy D1 jsou
spojené s Gogjoif proteinem, stimuluji produkci cAMP. Receptory podtypu D2 jsou naopak
spojené s Gaij, anegativng reguluji cAMP syntézu (Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

Jednou z centralnich molekul v DAR signalni kaskadé je protein DARPP-32. Vysokou
koncentraci této molekuly mizeme nalézt v MSNs (Ouimet et al., 1998). Dopamin ptisobici
na D1 receptor vede k aktivaci PKA s néslednou fosforylaci DARPP-32 na aminokyseliné
Thr34. Ve fosforylované podobé DARPP-32 ucinné inhibuje proteinfosfatazu-1 (PP-1). PP-1
ovlivni aktivitu riznych proteini v€etné receptorti, kanalli a transkripénich faktord. U mysich
modelt s chyb&jicim genem pro DARPP-32 kokain nestimuluje lokomo¢ni aktivitu, mysi ani
nemaji zvySenou hladinu AFosB ve striatu, charakteristickou pro chronické podavani drog
(Fienberg et al., 1998). DARPP-32 také ovlivni dvé protichiidné formy synaptické plasticity,
dlouhodobou depresi a potenciaci (Calabresi et al., 2000). Aktivace D2R muze vést k
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inaktivaci DARPP-32. Signalni kaskada PLC — IP3— uvolnéni Ca** aktivuje Ca®*/kalmodulin-
dependentni proteinfosfatazu kalcineurin, ktera defosforyluje DARPP-32 (Nishi et al., 1997).
Na signalizaci ma inhibi¢ni u€inek i fosforylace CdkS5 kinazou na misté Thr75, kterd preméni
DARPP-32 na PKA inhibitor (Bibb et al., 1999)

Dalsim proteinem, ktery je po uzivani navykovych latek hojné aktivovany v neuronech
ptijimajicich DA, je extracelularn¢ regulovana kinaza (extracellular signal-regulated kinase,
ERK). ERK mé vyznamnou roli v synaptické plasticité, stejné¢ jako v uceni a paméti.
Aktivovany ERK muize ovlivnit expresi bezprosttedné ¢asnych gent, jako jsou c-fos, zif268,
Nurr77 nebo JunB prostfednictvim fosforylace transkripénich faktort CREB nebo Elk-1
(Valjent et al., 2004). Produkty téchto genti mohou byt spojeny s odménujicimi ucinky
a dlouhodobymi behavioralnimi zménami (Valjent et al., 2006).

5.2.Role transkripénich faktori

Transkripéni faktory jsou proteiny, které se vazi na responzivni elementy v promotorové
oblasti cilovych genti a reguluji genovou expresi. Castymi cili jsou geny kédujici neurotrofni
faktory, které jsou zahrnuty v remodelaci neuronti po chronickém uzivani ndvykovych latek

(Russo, Mazei-Robison, et al., 2009).
5.2.1.AFosB

Ptfirozené a drogami navozené odmeény sdileji spole¢né mechanismy neuralni plasticity, v
¢em ma vyznamnou roli aktivace DIR v NAc a transkripéni faktor AFosB. Jestlize jedinec
ztraci pfirozené podnéty vyvolavajici odménu, mlize dojit ke zvySeni nachylnosti k zavislosti.
Klicovou roli v tomto procesu ma AFosB a produkty jeho cilovych gent (Pitchers et al.,
2013). Na zakladé¢ predchozich vyzkumu se da predpokladat, ze AFosB je nutna a postacujici
podminka pro mnoho zmén, které jsou zpusobeny chronickym uzivanim drog (Robison &
Nestler, 2011).

Protein AFosB patii do Fos rodiny transkripénich faktortt kédovanych FosB genem.
Kazdy predstavitel této skupiny je rychle a pfechodné indukovan v NAc a dalSich mozkovych
strukturach pti akutnim pisobeni mnoha drog. Jedin€ ale AFosB ma schopnost se akumulovat
po opakovaném uzivani psychoaktivnich latek (obr. 7). Tuto stabilitu ziskava po fosforylaci

na aminokyselin¢ Ser27 (Ulery-Reynolds et al., 2009) a alternativnim S$tépenim, které
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odstraiiuje destabilizujici ¢ast aminokyselinové sekvence na C-konci (Carle et al., 2007).
Koncentrace AFosB se také zvysi v mozku po chronickém stresu (Perrotti et al., 2004). Zda
se, ze v odménujicich tcincich kokainu je dulezita i N-koncova Cast proteinu. Alternativni
produkt fosB genu, A2AFosB postradajici tuto ¢ast nezvysi odménujici ucinky kokainu u
pokusnych zvifat (Ohnishi et al., 2015). Na zaklad¢ zminénych vlastnosti lze povazovat
AFosB za trvaly molekularni piepinaé, ktery pomaha udrzet stav zavislosti (Nestler et al.,
2001). Ke stabilit¢ AFosB pfispiva i vzajemna kontrola s CaMKII kinazou. Po zvyseni
indukce kinazy v kute NAc dochazi k fosforylaci AFosB, ktery se tak jesté vice hromadi v
burice (Robison et al., 2013). AFosB se spoji s proteinem JunD a tvofi heterodimerni
transkripéni faktor AP-1. Komplex AP-1 zvySuje nebo potlauje exprese geni s AP-1
sekvenci v promotoru. Jejich produkty mohou hrat roli v synaptické plasticit¢ a dalSich
regulacich (Nestler, 2008).

Indukce
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Obr. 7: Akumulace AFosB. Pii opakované stimulaci (zvislé Sipy) indukuje kazdy podnét
urcitou nizkou hladinu AFosB (upraveno podle Nestler, 2012).

5.2.2.CREB

Protein vazajici se v genomu na element odezvy cAMP (cAMP response element binding-
protein, CREB) patii mezi nejvice prostudované transkripcni faktory. Po fosforylaci se CREB
spoji s jadernym proteinem zvanym CBP (CREB-binding protein) (Chrivia et al., 1993). CBP
funguje jako koaktivator. PO svém spojeni mohou tyto proteiny aktivovat transkripci cilovych

gent, které v regulacni oblasti obsahuji CRE (cAMP-responsive element) misto o vysoce
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konzervované sekvenci. Vazbu komplexu fosfo-CREB:CBP na CRE umozni motiv zinkového
prstu na CBP (Montminy et al., 1986; Kwok et al., 1994). CREB aktivita v kiife NAc reguluje
senzitivitu vii¢i odménujicim i averzivnim stimuliim. ZvySend CREB aktivita snizuje reakce
pokusného zvitete na stimuly, zatimco sniZeni aktivity ma opacny vysledek (Barrot et al.,
2002).

Dulezitym proteinem regulovanym pomoci CREB je neurotrofni faktor BDNF, ktery po
intoxikaci drogami mize indukovat morfologické zmény, jako jsou arborizace a polymerizace
aktinu. Tyto zmé&ny mohou byt zakladem pro trvalé zvySeni motivace pro kokain (Graham et
al., 2007). Podobné jako AFosB, i CREB ovlivni expresi dynorfinu. Ma ale opacny efekt,
stimuluje jeho syntézu, ktera poté siln¢ inhibuje uvolnéni DA z VTA (Carlezon et al., 1998).
CREB aktivita je spojena i s excitabilitou MSNs v NAc, s jeho zvySujici se expresi se zvysi i
excitabilita bunék (Dong et al., 2006).

CREB mitze aktivovat geny po chronickém uzivani drog i ve VTA, a to riznou mérou v
jejich raznych castech. MlUzeme sem fadit geny pro tyrosinhydroxylazu a pro GluRl1
subjednotku AMPA receptoru (Olson et al., 2005).

5.2.3.NFkB

Nuklearni faktor kappa B (NFkB) patii mezi cilovd mista transkripéniho faktoru AFosB.
(Ang et al., 2001). Ukazalo se, ze kokain ,,up-reguluje NF«xB signalizaci v NAc a tato
signalni drdha je rozhodujici pro fizeni morfologie NAc neurontl, jakoz i v sensitizaci
odménujicich ucinkd kokainu. ZvySend hustota dendritickych trnli po spuSténi NFxB drahy
vyplyva ze schopnosti NFkB aktivovat exprese genu pro BDNF (Russo, Wilkinson, et al.,
2009).

5.3. Epigenetické regulace

Epigenetiku mizeme definovat jako sérii biochemickych procesi, jejichZ prostrednictvim
jsou zmény v genové expresi dosazitelné béhem celého zivotniho cyklu organismu beze
zmény v sekvenci DNA. Nékteré epigenetické zmény jsou velice stabilni, coZ jim umozni

zprostiedkovat adapta¢ni zmény v mozku a nachylnost ke drogam (Nestler, 2014).
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5.3.1. Modifikace histonu

DNA v buiice je organizovana do struktury zvané chromatin. Jeho funkéni jednotka je
nukleosom skladajici se z iseku DNA s délkou 147 nukleotidii ovinutého kolem histonového
oktameru. Obsahuje oktamer basickych proteini H2A, H2B, H3, H4, které mohou byt
posttranslacné modifikovany na N-koncové ¢asti. Kovalentni vazba riznych funk¢nich skupin
zmeéni vlastnosti proteind a jejich interakce s DNA, takze i pravdépodobnost transkripce. Co
se tyCe zavislosti, nejrozsahleji studované modifikace histond jsou acetylace a metylace
(Walker et al., 2015).

Pfipojenim acetylové skupiny na aminokyselinu lysin dekondenzuje urcity isek DNA a
umoznuje transkripci. Enzym vykonavajici tuto vazbu je histon acetyltransferaza, opacny tkol
ma histon deacetylaza (Kouzarides, 2007). Opakovana expozice riznym navykovym latkam
zvysi hladinu acetylace ve strukturach systému odmény. V pokusu s kokainem se ukazalo, Ze
akutni ptsobeni zvysilo v NAc acetylaci H4, ¢imz ovlivnilo geny cFos a FosB. Chronické
efekty byly omezeny na H3, kde ze sledovanych gent byly aktivovany FosB, Cdk5 a BDNF.
Vysledky ukazuji, ze v ptipadé FosB promotoru dochazi k piepinani z acetylace H4 na H3 po
chronické expozici. Postupné hromadéni AFosB, jako reakce na opakované uzivani kokainu,
ptitahuje k cilovym gentim chromatin remodelujici faktory, které usnadiuji transkripci. Takto
zpusobena dlouhodoba remodelace gent, jakymi jsou Cdk5 a BDNF miize vést k neuralni a
behavioralni plasticité¢ (Kumar et al., 2005). Exprese proteind SIRT1 a SIRT?2 je také zvySena
acetylaci po opakované intoxikaci kokainem. Jelikoz jde o deacetylazy, dale mohou regulovat
syntézu proteinti a zesilovat odmeénujici uc¢inky (Renthal et al., 2009).

Metylace histonti mtize bud’ zvysit nebo potlacit genovou aktivitu v zavislosti na ¢asti,
ktera je metylovana. Histonmetyltransferaza katalyzuje napojeni metylové skupiny,
histondemetylaza jeji odstranéni (Nestler, 2014). Nedavny vyzkum ukazal, ze kokain mtze
vyvolat odlisny stupent metylace v riiznych ¢astech genomu v NAc (Feng et al., 2014).

Zajimavym enzymem v regulaci je histonmethyltransferaza G9a. Katalyzuje dimetylaci
H3 na misté lysin9 (H3K9me2), ¢imz inhibuje expresi proteinti hrajicich roli v dendritické
plasticité. Zvysena hladina AFosB po chronické konzumaci kokainu ,,down-reguluje* G9a.
Tim také reguluje geny, které jsou cilem pro G9a, kam patii i FosB. Nasledkem potlaceni G9a
je rust hustoty dendritickych trnti a dendriticka plasticita (Maze et al., 2010). Funkce G9a ma
dopad 1 na vznikajici subtypy striatdlnich MSNSs béhem vyvoje, coz miize ovlivnit i kokain
(Maze et al., 2014). Acetylace a metylace se mohou vzajemn¢ ovliviiovat a timto zptisobem

kontrolovat sensitivitu vici psychostimulantim (Kennedy et al., 2013).
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5.3.2. DNA metylace

DNA metylace je epigeneticky mechanismus, pii kterém dochazi k pfenosu metylové
skupiny do C5 polohy cytosinu za vzniku 5-metylcytosinu. Je katalyzovana DNA
metyltransferdzou (Dnmt), vétSinou na CpG dinukleotidech. DNA metylace reguluje expresi
genu proteiny zapojenych do represe genu nebo inhibici vazby transkripénich faktora (Moore
etal., 2012).

Nadmérna exprese enzymu Dnmt3a v NAc vyvolavda podobné zvysSeni hustoty
dendritickych trnti jako kokain, kdezto jeho inhibice blokuje ptisobeni kokainu (LaPlant et al.,
2010). Enzymy TET zprosttedkuji pfeménu 5-metylcytosinu na 5-hydroxymethylcytosin, coz
je krok smérem k demetylaci. Po opakovaném uzivani kokainu se snizila jejich exprese
v NAc. V piipad¢ typu TETI poklesld hladina pfispiva k zesileni behaviordlnich odpovédi
vici droze. Byla sledovana i pozménéna troven 5-hydroxymetylcytosinu, genové exprese a
alternativniho sestfihu u genti uc¢inkujicich ve vzniku zavislosti (Feng et al., 2015).

Transkripéni faktor protein 2 vazajici methyl-CpG (MeCP2) se vaZe na metylovany
cytosin, rekrutuje histon deacetyldzy a dalSi represory transkripce, aby utlumil cilové geny
(Im et al., 2010). Jeho interakce s mikroRNA miR-212 vedouci k regulaci geni BDNF ve
striatu a motiva¢niho charakteru kokainu dobie ukazuje, jak slozit¢ mohou byt molekularni

d&je, které vedou k synaptické plasticité a zavislosti (Im et al., 2010).
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6. Zavér

Mym cilem Vtéto bakalaiské praci bylo popsat dosud znamé dilezit¢é molekularni
mechanismy, které hraji roli ve vzniku zavislosti. Protoze plisobeni navykovych latek je
komplexni d&j na Urovni organismu, bunky i DNA, bylo také nezbytné zminit nckteré
mozkové struktury a membranové proteiny, které jsou zapojené pii intoxikaci. Proteiny
AFosB, CREB a NF«xB jsou piiklady uz znamych transkrip¢nich faktorti, které vyznacné
piispivaji k opakovanému uzivani drog. V budoucnosti miize byt jednim z cili objeveni
dalsich regulacnich proteini a hlavné zjistit jejich cilové geny. V kazdém piipadé musime
Iépe porozumét kaskade¢ zprostiedkovavajici signaly od aktivace neurond drogami az
k modifikaci DNA. Vyzkum molekularnich mechanismti vedoucich ke vzniku zavislosti
ptispivd k rozpoznani pochodl, které se mohou objevit i v dalSich fyziologickych nebo

patologickych procesech.

28



/.Seznam pouZzité literatury

Adinoff, B. (2004) Neurobiologic processes in drug reward and addiction. Harv. Rev.
Psychiatry, 12, 305-320.

Allouche, S., Noble, F., & Marie, N. (2014) Opioid receptor desensitization: mechanisms and
its link to tolerance. Front. Pharmacol., 5, 1-20.

American Psychiatric Association: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
Fifth Edition. Arlington, VA, American Psychiatric Association, 2013.

Ang, E., Chen, J., Zagouras, P., Magna, H., Holland, J., Schaeffer, E., & Nestler, E.J. (2001)
Induction of nuclear factor-kappaB in nucleus accumbens by chronic cocaine
administration. J. Neurochem., 79, 221-224.

Balcita-Pedicino, J.J., Omelchenko, N., Bell, R., & Sesack, S.R. (2011) The inhibitory
influence of the lateral habenula on midbrain dopamine cells: Ultrastructural evidence
for indirect mediation via the rostromedial mesopontine tegmental nucleus. J. Comp.
Neurol., 519, 1143-1164.

Bale, T.L. & Vale, W.W. (2004) CRF and CRF receptors: role in stress responsivity and other
behaviors. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 44, 525-557.

Barnard, E. a, Skolnick, P., Olsen, R.W., Mohler, H., Sieghart, W., Biggio, G., Braestrup, C.,
Bateson, a N., & Langer, S.Z. (2008) International Union of Pharmacology. XV.
Subtypes of gamma-aminobutyric acidA receptors: classification on the basis of subunit
structure and receptor function. Pharmacol. Rev., 60, 243-260.

Barrot, M., Olivier, J.D. a, Perrotti, L.l., DiLeone, R.J., Berton, O., Eisch, A.J., Impey, S.,
Storm, D.R., Neve, R.L., Yin, J.C., Zachariou, V., & Nestler, E.J. (2002) CREB activity
in the nucleus accumbens shell controls gating of behavioral responses to emotional
stimuli. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 99, 11435-11440.

Baxter, M.G., Murray, E. a, & Hall, W.J. (2002) The amygdala and reward. Nat. Rev.
Neurosci., 3, 563-573.

Beaulieu, J.-M. & Gainetdinov, R.R. (2011) The physiology, signaling, and pharmacology of
dopamine receptors. Pharmacol. Rev., 63, 182-217.

Beuming, T., Kniazeff, J., Bergmann, M.L., Shi, L., Gracia, L., Raniszewska, K., Newman,
A.H., Javitch, J. a, Weinstein, H., Gether, U., & Loland, C.J. (2008) The binding sites for
cocaine and dopamine in the dopamine transporter overlap. Nat. Neurosci., 11, 780-789.

Bibb, J. a, Snyder, G.L., Nishi, a, Yan, Z., Meijer, L., Fienberg, a a, Tsai, L.H., Kwon, Y.T.,
Girault, J. a, Czernik, a J., Huganir, R.L., Hemmings, H.C., Nairn, a C., & Greengard, P.
(1999) Phosphorylation of DARPP-32 by Cdk5 modulates dopamine signalling in
neurons. Nature, 402, 669-671.

29



Bohn, L.M., Gainetdinov, R.R., Lin, F.T., Lefkowitz, R.J., & Caron, M.G. (2000) Mu-opioid
receptor desensitization by beta-arrestin-2 determines morphine tolerance but not
dependence. Nature, 408, 720-723.

Bossert, J.M. & Stern, A.L. (2012) Role of ventral subiculum in context-induced
reinstatement of heroin seeking in rats. Addict. Biol., 1, 338-342.

Brudzynski, S & Gibson, C. (1997) Release of dopamine in the nucleus accumbens caused by
stimulation of the subiculum in freely moving rats. Brain Research Bulletin, 42, 303-308

Bunzow, J.R., Sonders, M.S., Arttamangkul, S., Harrison, L.M., Zhang, G., Quigley, D.I.,
Darland, T., Suchland, K.L., Pasumamula, S., Kennedy, J.L., Olson, S.B., Magenis, R.E.,
Amara, S.G,, & Grandy, D.K. (2001) Amphetamine, 3,4-
methylenedioxymethamphetamine, lysergic acid diethylamide, and metabolites of the
catecholamine neurotransmitters are agonists of a rat trace amine receptor. Mol.
Pharmacol., 60, 1181-1188.

Bzdok, D., Laird, A.R., Zilles, K., Fox, P.T., & Eickhoff, S.B. (2013) An investigation of the
structural, connectional, and functional subspecialization in the human amygdala. Hum.
Brain Mapp., 34, 3247-3266.

Calabresi, P., Gubellini, P., Centonze, D., Picconi, B., Bernardi, G., Chergui, K.,
Svenningsson, P., Fienberg, a a, & Greengard, P. (2000) Dopamine and cAMP-regulated
phosphoprotein 32 kDa controls both striatal long-term depression and long-term
potentiation, opposing forms of synaptic plasticity. J. Neurosci., 20, 8443-8451.

Calebiro, D., Nikolaev, V.O., Persani, L., & Lohse, M.J. (2010) Signaling by internalized G-
protein-coupled receptors. Trends Pharmacol. Sci., 31, 221-228.

Carle, T.L., Ohnishi, Y.N., Ohnishi, Y.H., Alibhai, I.N., Wilkinson, M.B., Kumar, A., &
Nestler, E.J. (2007) Proteasome-dependent and -independent mechanisms for FosB
destabilization: Identification of FosB degron domains and implications for AFosB
stability. Eur. J. Neurosci., 25, 3009-3019.

Carlezon, W. a, Thome, J., Olson, V.G., Lane-Ladd, S.B., Brodkin, E.S., Hiroi, N., Duman,
R.S., Neve, R.L., & Nestler, E.J. (1998) Regulation of cocaine reward by CREB.
Science, 282, 2272-2275.

Carvalho, M., Carmo, H., Costa, V.M., Capela, J.P., Pontes, H., Remido, F., Carvalho, F., &
De Lourdes Bastos, M. (2012) Toxicity of amphetamines: An update. Arch. Toxicol., 86,
1167-1231.

Cestari I, Uchida Ichiro, Li Li, Burt David, Y.J. (1996) The agonistic action of pentobarbital
on GABAA B-subunit homomeric receptors. Neuroreport, 7, 943-947.

Chalmers, D.T., Lovenberg, W., & Souza, E.B. De (1995) Localization of Novel
Corticotropin-Releasing Factor Receptor (CRF2) mRNA Expression to Specific
Subcortical Nuclei in Rat Brain: Comparison with CRF1 Receptor mRNA Expression. J.
Neurosci., 15, 6340-6350.

30



Chen, R., Furman, C. a, Zhang, M., Kim, M.N., Gereau, R.W., Leitges, M., & Gnegy, M.E.
(2009) Protein kinase Chbeta is a critical regulator of dopamine transporter trafficking and
regulates the behavioral response to amphetamine in mice. J. Pharmacol. Exp. Ther.,
328, 912-920.

Chiara, D.C., Jayakar, S.S., Zhou, X., Zhang, X., Savechenkov, P.Y., Bruzik, K.S., Miller,
K.W., & Cohen, J.B. (2013) Specificity of intersubunit general anesthetic-binding sites
in the transmembrane domain of the human alf3y2 o-aminobutyric acid type A
(GABAA) receptor. J. Biol. Chem., 288, 19343-19357.

Childress, A.R., Mozley, P.D., McElgin, W., Fitzgerald, J., Reivich, M., & O’Brien, C.P.
(1999) Limbic activation during cue-induced cocaine craving. Am. J. Psychiatry, 156,
11-18.

Chrivia, J.C., Kwok, R.P., Lamb, N., Hagiwara, M., Montminy, M.R., & Goodman, R.H.
(1993) Phosphorylated CREB binds specifically to the nuclear protein CBP. Nature, 365,
855-859.

Cunha-Oliveira, T., Rego, A.C., & Oliveira, C.R. (2008) Cellular and molecular mechanisms
involved in the neurotoxicity of opioid and psychostimulant drugs. Brain Res. Rev., 58,
192-208.

Di Chiara, G. & Imperato, A. (1988) Drugs abused by humans preferentially increase synaptic
dopamine concentrations in the mesolimbic system of freely moving rats. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A, 85, 5274-5278.

Dong, Y., Green, T., Saal, D., Marie, H., Neve, R., Nestler, E.J., & Malenka, R.C. (2006)
CREB modulates excitability of nucleus accumbens neurons. Nat. Neurosci., 9, 475-477.

Feng, J., Shao, N., Szulwach, K.E., Vialou, V., Huynh, J., Zhong, C., Le, T., Ferguson, D.,
Cahill, M.E., Li, Y., Koo, J.W., Ribeiro, E., Labonte, B., Laitman, B.M., Estey, D.,
Stockman, V., Kennedy, P., Couroussé, T., Mensah, 1., Turecki, G., Faull, K.F., Ming,
G., Song, H., Fan, G., Casaccia, P., Shen, L., Jin, P., & Nestler, E.J. (2015) Role of Tetl
and 5-hydroxymethylcytosine in cocaine action. Nat. Neurosci., 18, 536-544.

Feng, J., Wilkinson, M., Liu, X., Purushothaman, I., Ferguson, D., Vialou, V., Maze, I., Shao,
N., Kennedy, P., Koo, J., Dias, C., Laitman, B., Stockman, V., Laplant, Q., Cahill, M.,
Nestler, E.J., & Shen, L. (2014) Chronic cocaine-regulated epigenomic changes in mouse
nucleus accumbens. Genome Biol., 15, R65.

Ferris, M.J., Calipari, E.S., Rose, J.H., Siciliano, C.A., Sun, H., Chen, R., & Jones, S.R.
(2015) A single amphetamine infusion reverses deficits in dopamine nerve-terminal
function caused by a history of cocaine self-administration. Neuropsychopharmacology,
40, 1826-1836.

Fienberg, A.A., Hiroi, N., Mermelstein, P.G., Song, W., Snyder, G.L., Nishi, A., Cheramy,
A., O’Callaghan, J.P., Miller, D.B., Cole, D.G., Corbett, R., Haile, C.N., Cooper, D.C.,
Onn, S.P., Grace, A.A., Ouimet, C.C., White, F.J., Hyman, S.E., Surmeier, D.J., Girault,
J., Nestler, E.J., & Greengard, P. (1998) DARPP-32: regulator of the efficacy of
dopaminergic neurotransmission. Science, 281, 838-842.

31



Floresco, S.B., Todd, C.L., & Grace, A.A. (2001) Glutamatergic afferents from the
hippocampus to the nucleus accumbens regulate activity of ventral tegmental area
dopamine neurons. J. Neurosci., 21, 4915-4922.

Fredriksson, R., Lagerstrom, M.C., Lundin, L.-G., & Schiéth, H.B. (2003) The G-protein-
coupled receptors in the human genome form five main families. Phylogenetic analysis,
paralogon groups, and fingerprints. Mol. Pharmacol., 63, 1256-1272.

Gainetdinov, R.R., Premont, R.T., Bohn, L.M., Lefkowitz, R.J., & Caron, M.G. (2004)
Desensitization of G protein-coupled receptors and neuronal functions. Annu. Rev.
Neurosci., 27, 107-144.

Giros, B., EI Mestikawy, S., Bertrand, L., & Caron, M.G. (1991) Cloning and functional
characterization of a cocaine-sensitive dopamine transporter. FEBS Lett., 295, 149-154.

Giros, B., Jaber, M., Jones, S.R., Wightman, R.M., & Caron, M.G. (1996) Hyperlocomotion
and indifference to cocaine and amphetamine in mice lacking the dopamine transporter.
Nature, 379, 606-612.

Goldstein, R.Z. & Volkow, N.D. (2002) Drug addiction and its underlying neurobiological
basis: neuroimaging evidence for the involvement of the frontal cortex. Am. J.
Psychiatry, 159, 1642—-1652.

Goodman, O.B., Krupnick, J.G., Santini, F., Gurevich, V. V, Penn, R.B., Gagnon, A.W.,
Keen, J.H., & Benovic, J.L. (1996) Beta-arrestin acts as a clathrin adaptor in endocytosis
of the beta2-adrenergic receptor. Nature, 383, 447-450.

Graham, D.L., Edwards, S., Bachtell, R.K., DiLeone, R.J., Rios, M., & Self, D.W. (2007)
Dynamic BDNF activity in nucleus accumbens with cocaine use increases self-
administration and relapse. Nat. Neurosci., 10, 1029-1037.

Heimer, L. & Alheid G.F. (1991) Piecing togetherthe puzzle of basalforebrain anatomy. Adv
Exp Med Biol., 295, 1-42.

Heal, D.J., Gosden, J., & Smith, S.L. (2014) Dopamine reuptake transporter (DAT) “inverse
agonism” - A novel hypothesis to explain the enigmatic pharmacology of cocaine.
Neuropharmacology, 87, 19-40.

Im, H.-1., Hollander, J. A, Bali, P., & Kenny, P.J. (2010) MeCP2 controls BDNF expression
and cocaine intake through homeostatic interactions with microRNA-212. Nat.
Neurosci., 13, 1120-1127.

Johnson, S.W. & North, R. a (1992) Opioids excite dopamine neurons by hyperpolarization of
local interneurons. J. Neurosci., 12, 483-488.

Jones, S.R., Gainetdinov, R.R., Wightman, R.M., & Caron, M.G. (1998) Mechanisms of

amphetamine action revealed in mice lacking the dopamine transporter. J. Neurosci., 18,
1979-1986.

32



Kahlig, K.M., Binda, F., Khoshbouei, H., Blakely, R.D., McMahon, D.G., Javitch, J. A, &
Galli, A. (2005) Amphetamine induces dopamine efflux through a dopamine transporter
channel. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 102, 3495-3500.

Kalivas, P.W. & Volkow, N.D. (2005) The Neural Basis of Addiction:A Pathology of
Motivation and Choice. Am. J. Psychiatry, 162, 1403-1413.

Kennedy, P.J., Feng, J., Robison, A., Maze, I., Badimon, A., Mouzon, E., Chaudhury, D.,
Damez-Werno, D., Haggarty, S., Han, M.-H., Bassel-Duby, R., Olson, E., & Nestler, E.
(2013) Class | HDAC inhibition blocks cocaine-induced plasticity by targeted changes in
histone methylation. Nat. Neurosci., 16, 434-440.

Koob, G.F. & Zorrilla, E.P. (2010) Neurobiological mechanisms of addiction: focus on
corticotropin-releasing factor. Curr. Opin. Investig. Drugs, 11, 63-71.

Kouzarides, T. (2007) Chromatin Modifications and Their Function. Cell, 128, 693-705.

Kumar, A., Choi, K.H., Renthal, W., Tsankova, N.M., Theobald, D.E.H., Truong, H.T.,
Russo, S.J., LaPlant, Q., Sasaki, T.S., Whistler, K.N., Neve, R.L., Self, D.W., & Nestler,
E.J. (2005) Chromatin Remodeling Is a Key Mechanism Underlying Cocaine-Induced
Plasticity in Striatum. Neuron, 48, 303-314.

Kwok, R.P., Lundblad, J.R., Chrivia, J.C., Richards, J.P., Béachinger, H.P., Brennan, R.G.,
Roberts, S.G., Green, M.R., & Goodman, R.H. (1994) Nuclear protein CBP is a
coactivator for the transcription factor CREB. Nature, 370, 223-226.

Lanteaume, L., Khalfa, S., Régis, J., Marquis, P., Chauvel, P., & Bartolomei, F. (2007)
Emotion induction after direct intracerebral stimulations of human amygdala. Cereb.
Cortex, 17, 1307-1313.

LaPlant, Q., Vialou, V., Covington, H.E., Dumitriu, D., Feng, J., Warren, B.L., Maze, I.,
Dietz, D.M., Watts, E.L., Iniguez, S.D., Koo, J.W., Mouzon, E., Renthal, W., Hollis, F.,
Wang, H., Noonan, M. A, Ren, Y., Eisch, A.J., Bolanos, C. A, Kabbaj, M., Xiao, G.,
Neve, R.L., Hurd, Y.L., Oosting, R.S., Fan, G., Morrison, J.H., & Nestler, E.J. (2010)
Dnmt3a regulates emotional behavior and spine plasticity in the nucleus accumbens. Nat.
Neurosci., 13, 1137-1143.

Law, P., Wong, Y.H., & Loh, H.H. (2000) Molecular mechanisms and regulation of opioid
receptor signaling. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 40, 389-430.

Leeb-Lundberg, F., Snowman, a, & Olsen, R.W. (1980) Barbiturate receptor sites are coupled
to benzodiazepine receptors. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 77, 7468-7472.

Legault, M., Rompré, P.P., & Wise, R. a (2000) Chemical stimulation of the ventral
hippocampus elevates nucleus accumbens dopamine by activating dopaminergic neurons
of the ventral tegmental area. J. Neurosci., 20, 1635-1642.

Levey, a l., Hersch, S.M., Rye, D.B., Sunahara, R.K., Niznik, H.B., Kitt, C. a, Price, D.L.,
Maggio, R., Brann, M.R., & Ciliax, B.J. (1993) Localization of D1 and D2 dopamine

33



receptors in brain with subtype-specific antibodies. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 90,
8861-8865.

Logrip, M.L., Koob, G.F., & Zorrilla, E.P. (2011) Role of corticotropin-releasing factor in
drug addiction: Potential for pharmacological intervention. CNS Drugs, 25, 271-287.

Lohse, M., Benovic, J., Codina, J., Caron, M., & Lefkowitz, R. (1990) beta-Arrestin: a protein
that regulates beta-adrenergic receptor function. Science, 248, 1547-1550.

Lohse MJ, Andexinger S, Pitcher J, Trukawinski S, Codina J, Faure JP, Caron MG, L.R.
(1992) Receptor-specific Desensitization with Purified Proteins. J Biol Chem, 267,
8558-8564.

Liischer, C. & Ungless, M.A. (2006) The mechanistic classification of addictive drugs. PLoS
Med. 3, 2005-2010.

Macdonald, B.Y.R.L., Rogers, C.J., & Twyman, R.O.Y.E. (1989) Barbiturate regulation of
kinetic properties of the GABAA receptor channel of mouse spinal neurones in culture.
J. Physiol., 417, 483-500.

Masson, J., Sagné, C., Hamon, M., & El Mestikawy, S. (1999) Neurotransmitter transporters
in the central nervous system. Pharmacol. Rev., 51, 439-464.

Matthes, H., Maldonado, R., Simonin, F., Valverde, O., Slowe, S., Kitchen, I., Befort, K.,
Dierich, A., Le Meur, M., Dollé, P., Tzavara, E., Hanoune, J., Roques, B., & Kieffer, B.
(1996) Loss of morphine induced analgesia, reward effect and withdrawal. Nature, 383,
819-823.

Maze, I., Chaudhury, D., Dietz, D.M., Von Schimmelmann, M., Kennedy, P.J., Lobo, M.K.,
Sillivan, S.E., Miller, M.L., Bagot, R.C., Sun, H., Turecki, G., Neve, R.L., Hurd, Y.L.,
Shen, L., Han, M.-H., Schaefer, A., & Nestler, E.J. (2014) G9a influences neuronal
subtype specification in striatum. Nat. Neurosci., 17, 533-539.

Maze, 1., lii, H.E.C., Dietz, D.M., Laplant, Q., Renthal, W., Russo, S.J., Mechanic, M.,
Mouzon, E., Neve, R.L., Stephen, J., Ren, Y., Sampath, S.C., Hurd, Y.L., Greengard, P.,
Tarakhovsky, A., Schaefer, A., & Nestler, E.J. (2010) Essential Role of the Histone
Methyltransferase G9a in Cocaine Induced Plasticity. Science (80-. )., 327, 213-216.

Montminy, M.R., Sevarino, K.A., Wagnertt, J.A., Mandel, G., & Goodman, R.H. (1986)
Identification of a cyclic-AMP-responsive element within the rat somatostatin gene.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,, 83, 6682—6686.

Moore, L.D., Le, T., & Fan, G. (2012) DNA Methylation and Its Basic Function.
Neuropsychopharmacology, 38, 23-38.

Morris, a J. & Malbon, C.C. (1999) Physiological regulation of G protein-linked signaling.
Physiol. Rev., 79, 1373-1430.

Nardou, R., Yamamoto, S., Bhar, A., Burnashev, N., Ben-Ari, Y., & Khalilov, I. (2011)
Phenobarbital but Not Diazepam Reduces AMPA/kainate Receptor Mediated Currents

34



and Exerts Opposite Actions on Initial Seizures in the Neonatal Rat Hippocampus.
Front. Cell. Neurosci., 5, 16.

Nestler, E.J. (1996) Under siege: The brain on opiates. Neuron, 16, 897-900.

Nestler, E.J. (2004) Historical review: Molecular and cellular mechanisms of opiate and
cocaine addiction. Trends Pharmacol. Sci., 25, 210-218.

Nestler, E.J. (2008) Review. Transcriptional mechanisms of addiction: role of AFosB. Philos.
Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci., 363, 3245-3255.

Nestler, E.J. (2012) Transcriptional mechanisms of drug addiction. Clin. Psychopharmacol.
Neurosci., 10, 136-143.

Nestler, E.J. (2014) Epigenetic mechanisms of drug addiction. Neuropharmacology, 76, 259—
268.

Nestler, E.J., Barrot, M., & Self, D.W. (2001) DeltaFosB: a sustained molecular switch for
addiction. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 98, 11042—-11046.

Neves, S.R., Ram, P.T., & lyengar, R. (2002) G protein pathways. Science, 296, 1636—1639.

Nishi, a, Snyder, G.L., & Greengard, P. (1997) Bidirectional regulation of DARPP-32
phosphorylation by dopamine. J. Neurosci., 17, 8147-8155.

Nutt, D., King, L. a., Saulsbury, W., & Blakemore, C. (2007) Development of a rational scale
to assess the harm of drugs of potential misuse. Lancet, 369, 1047-1053.

Oakley, R.H., Laporte, S. a., Holt, J. a., Barak, L.S., & Caron, M.G. (2001) Molecular
Determinants Underlying the Formation of Stable Intracellular G Protein-coupled
Receptor-B-Arrestin Complexes after Receptor Endocytosis. J. Biol. Chem., 276, 19452—
19460.

Ohnishi, Y.N., Ohnishi, Y.H., Vialou, V., Mouzon, E., LaPlant, Q., Nishi, A., & Nestler, E.J.
(2015) Functional role of the N-terminal domain of AFosB in response to stress and
drugs of abuse. Neuroscience, 284, 165-170.

Olson, V.G., Zabetian, C.P., Bolanos, C. a, Edwards, S., Barrot, M., Eisch, A.J., Hughes, T.,
Self, D.W., Neve, R.L., & Nestler, E.J. (2005) Regulation of drug reward by cAMP
response element-binding protein: evidence for two functionally distinct subregions of
the ventral tegmental area. J. Neurosci., 25, 5553-5562.

Ouimet, C.C., Langley-Gullion, K.C., & Greengard, P. (1998) Quantitative
immunocytochemistry of DARPP-32-expressing neurons in the rat caudatoputamen.
Brain Res., 808, 8-12.

Partilla, J.S., Dempsey, A.G., Nagpal, A.S., Blough, B.E., Baumann, M.H., & Rothman, R.B.

(2006) Interaction of amphetamines and related compounds at the vesicular monoamine
transporter. J. Pharmacol. Exp. Ther., 319, 237-246.

35



Paton, J.J., Belova, M. A, Morrison, S.E., & Salzman, C.D. (2006) The primate amygdala
represents the positive and negative value of visual stimuli during learning. Nature, 439,
865-870.

Peng, J., Sarkar, S., & Chang, S.L. (2012) Opioid receptor expression in human brain and
peripheral tissues using absolute quantitative real-time RT-PCR. Drug Alcohol Depend.,
124, 223-228.

Perogamvros, L. & Schwartz, S. (2012) The roles of the reward system in sleep and dreaming.
Neurosci. Biobehav. Rev., 36, 1934-1951.

Perrotti, L.I., Hadeishi, Y., Ulery, P.G., Barrot, M., Monteggia, L., Duman, R.S., & Nestler,
E.J. (2004) Induction of AFosB in reward-related brain structures after chronic stress. J.
Neurosci., 24, 10594-10602.

Pitchers, K.K., Vialou, V., Nestler, E.J., Laviolette, S.R., Lehman, M.N., & Coolen, L.M.
(2013) Natural and drug rewards act on common neural plasticity mechanisms with
AFosB as a key mediator. J. Neurosci., 33, 3434-3442.

Pizzo, A. B., Karam, C.S., Zhang, Y., Ma, C.L., McCabe, B.D., & Javitch, J. A. (2014)
Amphetamine-induced behavior requires CaMKII-dependent dopamine transporter
phosphorylation. Mol. Psychiatry, 19, 279-281.

Rebecchi, M.J. & Pentyala, S.N. (2000) Structure , Function , and Control of
Phosphoinositide-Specific Phospholipase C. Physiol. Rev., 80, 1291-1335.

Renthal, W., Kumar, A., Xiao, G., Wilkinson, M., Covington, H.E., Maze, I., Sikder, D.,
Robison, A.J., LaPlant, Q., Dietz, D.M., Russo, S.J., Vialou, V., Chakravarty, S.,
Kodadek, T.J., Stack, A., Kabbaj, M., & Nestler, E.J. (2009) Genome-wide Analysis of
Chromatin Regulation by Cocaine Reveals a Role for Sirtuins. Neuron, 62, 335-348.

Ritz, M.C., Lamb, R.J., Goldberg, S.R., & Kuhar, M.J. (1987) Cocaine receptors on dopamine
transporters are related to self-administration of cocaine. Science, 237, 1219-1223.

Robinson, T.E. & Kolb, B. (1997) Persistent structural modifications in nucleus accumbens
and prefrontal cortex neurons produced by previous experience with amphetamine. J.
Neurosci., 17, 8491-8497.

Robison, A.J. & Nestler, E.J. (2011) Transcriptional and epigenetic mechanisms of addiction.
Nat. Rev. Neurosci., 12, 623-637.

Robison, A.J., Vialou, V., Mazei-Robison, M., Feng, J., Kourrich, S., Collins, M., Wee, S.,
Koob, G., Turecki, G., Neve, R., Thomas, M., & Nestler, E.J. (2013) Behavioral and
structural responses to chronic cocaine require a feedforward loop involving DeltaFosB
and calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il in the nucleus accumbens shell. J
Neurosci, 33, 4295-4307.

Roux, B.T. & Cottrell, G.S. (2014) G Protein-Coupled Receptors: What a Difference a
“Partner” Makes. International Journal of Molecular Sciences, 15, 1112-1142.

36



Russo, S.J., Mazei-Robison, M.S., Ables, J.L., & Nestler, E.J. (2009) Neurotrophic factors
and structural plasticity in addiction. Neuropharmacology, 56, 73-82.

Russo, S.J., Wilkinson, M.B., Mazei-Robison, M.S., Dietz, D.M., Maze, I., Krishnan, V.,
Renthal, W., Graham, A., Birnbaum, S.G., Green, T. a, Robison, B., Lesselyong, A.,
Perrotti, L.I., Bolafios, C. a, Kumar, A., Clark, M.S., Neumaier, J.F., Neve, R.L., Bhakar,
A.L., Barker, P. a, & Nestler, E.J. (2009) Nuclear factor kappa B signaling regulates
neuronal morphology and cocaine reward. J. Neurosci., 29, 3529-3537.

Schober, a., Sokolova, E., & Gingrich, K.J. (2010) Pentobarbital inhibition of human
recombinant o 1A P/Q-type voltage-gated calcium channels involves slow, open channel
block. Br. J. Pharmacol., 161, 365-383.

Steffensen, S.C., Bradley, K.D., Hansen, D.M., Wilcox, J.D., Wilcox, R.S., Allison, D.W.,
Merrill, C.B., & Edwards, J.G. (2011) The role of connexin-36 gap junctions in alcohol
intoxication and consumption. Synapse, 65, 695-707.

Sulzer, D. (2011) How Addictive Drugs Disrupt Presynaptic Dopamine Neurotransmission.
Neuron, 69, 628-649.

Sulzer, D., Chen, T.K., Lau, Y.Y., Kristensen, H., Rayport, S., & Ewing, a (1995)
Amphetamine redistributes dopamine from synaptic vesicles to the cytosol and promotes
reverse transport. J. Neurosci., 15, 4102-4108.

Sulzer, D. & Rayport, S. (1990) Amphetamine and other psychostimulants reduce pH
gradients in midbrain dopaminergic-neurons and chromaffin granules - a mechanism of
action. Neuron, 5, 797-808.

Sun, Y., Huang, J., Xiang, Y., Bastepe, M., Jiippner, H., Kobilka, B.K., Zhang, J.J., & Huang,
X.-Y. (2007) Dosage-dependent switch from G protein-coupled to G protein-independent
signaling by a GPCR. EMBO J., 26, 53-64.

Ulery-Reynolds, P.G., Castillo, M. a., Vialou, V., Russo, S.J., & Nestler, E.J. (2009)
Phosphorylation of AFosB mediates its stability in vivo. Neuroscience, 158, 369-372.

Valjent, E., Aubier, B., Corbillé, A.-G., Brami-Cherrier, K., Caboche, J., Topilko, P., Girault,
J.-A., & Hervé, D. (2006) Plasticity-associated gene Krox24/Zif268 is required for long-
lasting behavioral effects of cocaine. J. Neurosci., 26, 4956—4960.

Valjent, E., Pages, C., Hervé, D., Girault, J.A., & Caboche, J. (2004) Addictive and non-
addictive drugs induce distinct and specific patterns of ERK activation in mouse brain.
Eur. J. Neurosci., 19, 1826-1836.

Vashchinkina, E., Panhelainen, A., Aitta-aho, T., & Korpi, E.R. (2014) GABAA receptor
drugs and neuronal plasticity in reward and aversion: focus on the ventral tegmental area.
Front. Pharmacol., 5, 1-12.

Venkatakrishnan, a J., Deupi, X., Lebon, G., Tate, C.G., Schertler, G.F., & Babu, M.M.
(2013) Molecular signatures of G-protein-coupled receptors. Nature, 494, 185-194.

37



Walker, D.M., Cates, H.M., Heller, E. a, & Nestler, E.J. (2015) Regulation of chromatin states
by drugs of abuse. Curr. Opin. Neurobiol., 30, 112-121.

Williams, J.T., Christie, M.J., & Manzoni, O. (2001) Cellular and synaptic adaptations
mediating opioid dependence. Physiol. Rev., 81, 299-343.

Wise, R. a (2004) Dopamine, learning and motivation. Nat. Rev. Neurosci., 5, 483-494.

Wittert, G., Hope, P., & Pyle, D. (1996) Tissue distribution of opioid receptor gene expression
in the rat. Biochem. Biophys. Res. Commun., 218, 877-881.

Yetnikoff, L., Lavezzi, H.N., Reichard, R. a., & Zahm, D.S. (2014) An update on the
connections of the ventral mesencephalic dopaminergic complex. Neuroscience, 282,
23-48.

Zhang, J., Ferguson, S.S., Barak, L.S., Ménard, L., & Caron, M.G. (1996) Dynamin and beta-
arrestin reveal distinct mechanisms for G protein-coupled receptor internalization. J.
Biol. Chem., 271, 18302-18305.

Zhen, J., Antonio, T., Cheng, S.-Y., Ali, S., Jones, K.T., & Reith, M.E. A. (2015) Dopamine
transporter oligomerization: impact of combining protomers with differential cocaine
analog binding affinities. J. Neurochem., 113, 167-173.

7.1. Internetové zdroje

World Health Organization. Lexicon of Alcohol and Drug Terms. Geneva: World Health
Organisation; 1994. [cit.2015.08.12] Dostupné z:
http://www.who.int/substance_abuse/terminology/who_ladt/en/

United Nations Office on Drugs and Crime. World drug report 2015. [cit.2015.08.12]
Dostupné z: https://www.unodc.org/documents/wdr2015/World_Drug_Report_2015.pdf

38


http://www.who.int/substance_abuse/terminology/who_ladt/en/
https://www.unodc.org/documents/wdr2015/World_Drug_Report_2015.pdf

