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Anotace

Neustaly vyvoj v oboru neurovéd s sebou piindsi jak velké mnozstvi poznatk,
tak tfadu novych otazek, které vyzaduji hlubsi poznani biochemické podstaty déja,
které se odehravaji v mozku. Studium mozkovych procesi se tak presouva z urovné
bunécné na hladinu molekularni, na které je dnes nutné podstatu veskerych mozkovych

funkci studovat.

Tato prace se vénuje vyvoji metody, kterd by byla vhodnd pro monitorovani
koncentraénich hladin dulezitych signalnich latek pfitomnych v mozku tzv.
neurotransmiterti. Objektem zajmu je dopamin jako molekula zodpovédna za ptenos
informace v malé oblasti mozku, v limbickém systému, casti, ktera je zodpovédna
zaemoCni prozivani. Prvni fazi této metody je odbér vzorkd, ktery diky pouziti
mikrodialyzy probiha in vivo, coz umoznuje sledovat koncentrac¢ni hladiny transmiterd
V ur¢itém mozkovém centru v pritbéhu ¢asu. Nésledné jsou odebrané vzorky ptipraveny
pro HPLC-MS analyzu, kterd detekuje mnoZstvi zkoumanych latek. Dale se tato prace
zabyva pouzitim vyvinuté metody v experimentalni studii zkoumajici molekularni
podstatu drogové zavislosti. V animalni studii byly srovnavany koncentra¢ni hladiny
dopaminu a jeho metaboliti v mozkovém centru Nucleus accumbens u potomkt matek,
které béhem gravidity pozivaly metamfetamin, a matek, které se s drogou nesetkaly.
Vysledky studie pfinasi informace o mechanismu fungovani metamfetaminu a o vlivu

prenatalni expozice drogou.

Klicova slova: mikrodialyza; kapalinova chromatografie (HPLC); hmotnostni

spektrometrie (MS); Nucleus accumbens; dopamin; metamfetamin



Anotation

Rapid development in neurosciences brings not only a large amount
of knowledge, but also arises many new questions, that require deeper insight into
biochemical principles of brain processes. At present studies of brain processes
and mechanisms were transformed from cell to a molecular level. The submitted work
is devoted to a development of an analytical method, which enables monitoring
of concentration levels of important signal substances present in brain. The substance
of our interest was dopamine representing molecule responsible for transmission
of information in a little area of brain called limbic system responsible for emotional
experiences. The first step of the developed method was in vivo sample collection
by microdialysis, which enables monitoring of dopamine and its metabolites in Nucleus
accumbens. The biological samples were immediately prepared for HPLC-MS analysis
by concentration method and stable-isotope-dilution assay used for its high precision
of quantification. The novel developed method using combination of microdialysis
with HPLC-ESI-MS/MS was tested on real samples obtained from the Nucleus
accumbens of rat pups after an acute methamphetamine administration. It was proven
that the developed assay could be applied to both a simultaneous analysis of all four
substrates  (dopamine, homovanillic  acid, = 3-methoxytyramine and 3,4-
dihydroxyphenylacetic acid) in microdialysis samples acquired from the rat brain
and the monitoring of their slight concentration changes on a picogram level over time
following methamphetamine stimulus. In biological part of the work it was proven
that rat pups of mothers, who were administrated by methamphetamine during
pregnancy (in comparison with pups of mothers with no methamphetamine experience)
possess higher basal levels of dopamine in Nucleus accumbens as well are more
sensitive in dopamine efflux after drug administration. Such a fact could be interpreted

as a higher predisposition to drug abuse.

Keywords:  microdialysis; high performance liquid chromatography (HPLC);

mass spectrometry (MS); Nucleus accumbens; dopamine, methamphetamine
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1 Uvod

vvvvvv

prozkoumanou a zaroven nejtajemnéjsi ¢asti lidského téla. Je to orgéan, jehoz funkci lze
popsat jako organizacni a fidici. Centralni nervova soustava tidi celé nase télo a utvari
i nasi osobnost, emoce a myslenky. Pravé ztéchto divoda se v dne$ni dobé stavaji
neurovédy velmi popularni. Neznalost biochemické podstaty déju v mozku vsak jeho
studium vyrazné¢ komplikuje. Sledovani hladin neurotransmitert by mohlo napomoct
k vyfeSeni tohoto problému. Obzvlast¢ monitorovani koncentraci transmiteri in Vivo

V prub¢hu urcitého ¢asu ndm piinasi velmi cenné informace.

s adrenalinem a noradrenalinem fadi mezi katecholaminy. Vyznamné se podili
na regulaci nalady, uceni, spanku, pozornosti, odmény, vzniku deprese, Parkinsonovy
choroby a schizofrenie. Dale hraje klicovou roli pfi vzniku adikce, ktera se projevuje
zménami v dopaminergnim systému, hlavné¢ v mozkovém centru Nucleus accumbens.
DA je metabolizovan enzymem catechol-O-methyltransferazou (COMT) nebo
enzymem monoaminoxidazou (MAO) na kyselinu homovanilovou (HVA), 3-
methoxytyramin  (3-MT) a 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu  (DOPAC).
Koncentraéni hladiny DA a jeho metaboliti popisuji chovani dopaminergniho systému

a poskytuji tak informace o enzymatické aktivité.

Prostfedkem pro monitorovani koncentra¢nich profild latek v mozku in vivo
v pribéhu riznych biochemickych d&ji je mikrodialyza. Vzorky mikrodialyzatu
reprezentuji zastoupeni jednotlivych analytll v extracelularnim prostfedi konkrétniho
mozkového centra, do kterého byla zavedena mikrodialyzacni kanyla. Pro stanoveni
dopaminu a jeho metabolitii v mikrodialyzatu lze pouzit celou fadu analytickych metod.
V této praci bylo vybrano jako ideédlni spojeni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS), protoze tato metoda se oproti ostatnim

osvédcila jako mimotadné senzitivni, selektivni a navic ¢as analyz neni ptilis dlouhy.

Metamfetamin (pervitin) je jednim ze zastupcl stimulac¢nich drog. Tato droga
se vyrazné rozmohla v byvalém Ceskoslovensku a i nyni je u nas velmi b&zna. Casto
se vyrabi z efedrinu a pseudoefedrinu extrahovaného z nekterych 1€kt i po domacku,
coz jeSt€¢ zvySuje jeji dostupnost. Velké nebezpeci tkvi predev§Sim ve vysoké

navykovosti a dal$ich vedlejSich tcincich.



Ptedkladana prace se zabyva vyvojem nové, vysoce ucinné a selektivni metody
pro in vivo monitorovani DA a jeho metaboliti (HVA, 3-MT a DOPAC) ve vzorcich
mikrodialyzati odebranych z mozkového centra Nucleus accumbens potkant
po aplikaci metamfetaminu - MA. Dale zkouma vliv na dopaminergni systém potomki

matek, které béhem gravidity pozivaly MA.



2 Teoreticka cast

2.1 Neurotransmise

Nervova soustava piimo nebo nepiimo ovlada Cinnost vSech organt v téle.
Zajistuje nervové tizeni, které je rychlejsi nez hormonalni, a tak je vhodnéjsi k pienosu
informaci, které vyzaduji rychlou koordinovanou reakci. Je to praveé ona, kdo urcuje,
jak se chovame, co citime a jaci jsme. Proto ma nervova soustava mezi vSemi ostatnimi
organovymi soustavami zcela zvlastni postaveni. Jeji zdkladni stavebni jednotky jsou
neurony, jejichz hlavni funkci je vzdjemnd komunikace pomoci neurotransmise
(= pfenos impulsu na synapsi). Tato schopnost umoznuje funk¢énost vSech ostatnich

soustav Vv téle.

2.1.1 Neuron

Neuron neboli nervova bunka je zdkladni histologickd i1 funkéni jednotka
nervové tkané. Je to vysoce specializovana buiika, schopnd pfijmout, vést, zpracovat

a odpovédet na specialni signaly.

Neuron popsal roku 1835 J. E. Purkyné, nékdy je ale objev neuronu jako

zakladni jednotky nervové tkané piipisovan az Spanélovi Cajalovi.

2.1.1.1 Stavba

Existuje vice typl neuront ruzného tvaru a velikosti, pfesto ma vSak vétSina
z nich zékladni ¢asti shodné. Centralni Casti je bunééné télo (perikaryon, neurocyt,
soma), jehoZ velikost se pohybuje od 6 um (malé zrnité bunky kary mozecku) do 100
um (velké pyramidové neurony motorickych oblasti mozkové kuary). V perikaryonu
se nachazi jadro neuronu (v ném byva zpravidla jedno velké jadérko) a cytoplazma
(neuroplazma) obsahuje 1 dalsi organely spolecné vSem somatickym bunkam
(granularni endoplasmatické retikulum, Golgiho komplex, mitochondrie, lysozomy,
atd.). Z t€la bunky vystupuje 5-7 rozsahle se vétvicich vybézka zvanych dendrity.
Dendrity jsou specializované na piijem a zpracovani signdlli z jinych neuronti nebo
ze smyslovych bunék. V mist¢ zvaném axonovy hrbolek (odstupovy konus axonu)
ze somatu vychazi dlouhy vlaknity axon (neurit). Axon je dlouhy vybézek, ktery vede
ak¢ni potencial (vzruch) smérem od téla buiiky. Jeho prvni oddil nazyvany inicidlni

segment je mistem, kde vznikaji nervové vzruchy. V cytoplazmé axonu (axoplazma)
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jsou podélné probihajici neurofilamenta, kterd vyztuzuji axon. VétSinou je obalen
myelinovou pochvou (v CNS jen asi 40% neuroni — 60% hold vlakna), ktera je
¢lenéna Ranvierovymi zafezy. Axon obaleny pochvou se nazyva nervové vlakno.
Na konci se neurit déli do terminalnich vétveni a kazdé znich konéi pocetnymi
synaptickymi zakoncenimi (knofliky, terminal buttons, telodendria axonu). Tato
nervova zakonceni maji za kol zprostfedkovat pfenos signalu mezi neurony nebo mezi
neuronem a cilovou buiikkou. Opravdu pozoruhodné jsou rozméry nekterych neuront.
Naptiklad pro neuron vedouci od patefe (z michy) az po konecky prstii na nohou bylo
spocitano, Zze pokud by bylo jeho télo velké jako tenisovy micek, dendrity by vyplnily
pramérné velky obyvaci pokoj a axon by byl dlouhy 1,6 km (ve skute¢nosti je 1 m
dlouhy), ackoliv by mél primér pouhych 13 mm.

Dendrity

- - s \
Nervova zakonéeni -?'\ N

Obrazek 1: Neuron

Vietenovity
Pyramidova burika Neuron neuron Granularni
thalamického jadra @T‘% PN
.~ N 7
- o J AN R
e i =
Purkytiova burika
Vejcita bunika
Oboustranné
pyramid?vé Velky neuron
burika z retikularni
Neuron z Nuclei formace
olivares inferiores
‘—’%\ ﬁlron Neuron z Globus
G z retikularni allidus
I\‘I/e“l(y neurlonl. Maly neuron ze Neuron z putamen formace b
zuc .eus. spm.a .1s Substantia z Nucleus lentiformis
nervi trigemini gelatinosa

Obrazek 2: Typy neurond
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2.1.2 Nervovy vzruch

Vzruch (impuls) je fyziologicky chemickofyzikalni d&j vyvolany podmétem.
Pisobeni podmétu se oznacuje jako drazdeéni (stimulace) a je zplisobeno bud’ pfimym
pusobenim energie, nebo vznikem a Sifenim budiciho potencidlu, ktery byl vyvolan
synaptickym pienosem a aktivitou postsynaptického receptoru. Pokud je drazdéni
ucinné (tj. ma dostateCnou intenzitu — alesponn prahovou intenzitu), neuron reaguje
vzruchem. Jeho membréana se fidi pravidlem ,,VSechno nebo nic*, bud’ reaguje stale
stejné¢ velkym vzruchem, nebo nereaguje. Po kazdém probéhnuti vzruchu je potteba
néjaky cas k obnové podminek pro dal$i vzruch (refrakterni doba). Impulsy se Sifi

bez dekrementu, tzn. jejich intenzita neubyva se vzdalenosti.
2.1.2.1 Princip Sifeni nervového vzruchu

2.1.2.1.1 Klidovy potencidl

Diky specifické propustnosti semipermeabilni bunééné membrany pro rizné
druhy iontd (Na*, K, CI" a aniontdi bilkovin) a jejich rozdilnym koncentracim uvnitf
a vné nervového vldkna nese vnitini povrch této membrany zaporny naboj a vnéjsi
povrch naboj kladny. Na membrané tedy existuje potencialovy rozdil (membranovy

potencial), mluvime o tom, Ze je polarizovana.

2.1.2.1.2 Ak¢éni potencidl

V okamziku prichodu proudu se méni polarita membrany, zacina
se depolarizovat. Po n¢jaké dobé se rychlost depolarizace zvysi a dojde az k obraceni
polarity membrany (transpolarizace). Nasleduje rychla zpétna repolarizace. Po dosazeni
asi 70% repolarizace se jeji rychlost snizi (negativni nasledny potencial = nésledna
depolarizace). Je dosaZeno klidové hodnoty, ale dochéazi jeSt€ k mirné hyperpolarizaci

(pozitivni nasledny potencial).
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Obrdzek 3: Akéni potencial

2.1.2.1.3 lontové zmény béhem akéniho potencidlu

Na pocatku je vétsina Na® iontl vné buiiky (elektricky gradient sméfuje dovnit¥).
Permeabilita membrany pro Na® zaéne stoupat a pii spoustéci Grovni se oteviou
napét'ove fizené sodikové kandly. Vysledkem je rychld depolarizace. Sodikové kanaly
se posléze aktivné uzaviraji a navic se pii transpolarizaci obrati elektricky gradient
pro Na*. Oba tyto faktory omezuji vstup Na' do buiiky, coZ zahajuje repolarizaci.
Otevieni napétové fizenych draslikovych kandld repolarizaci dokonéuje (presun K* ven
z bunky). K obnoveni pavodniho rozlozeni iontli nasledné dochéazi pusobenim

sodikodraslikovych pump (k aktivnimu pfenosu vyuzita energie z ATP).

A

Elektrické

napéti

Obrdazek 4: Pfesuny iontti béhem

akéniho potencialu




2.1.2.1.4 Vedeni vzruchu

V okamziku depolarizace vznik4 mistni elektricky proud, ktery drazdi sousedni
usek axonu, coz aktivuje napétové fizené iontové kandly. Timto zplsobem se vzruch

Sifi az k synapsi.

2.1.3 Chemicka synapse

Synapse je funk¢ni spojeni slouzici ke komunikaci dvou bunék, z nichz alespon
jedna je neurondlniho ptivodu. Prostfednictvim téchto kontaktli je zprostfedkovan
pienos vzruchu (synapticka transmise) z jedné bunky na druhou. U clovéka je tento

pienos zprostiedkovan prevazné chemickou cestou.

Synapse je tvofena dvéma zdkladnimi utvary — presynaptickym, ktery je vlastné
zakon¢enim axonu (synaptické zakonceni - terminal buttons) a obsahuje synaptické
vacky, a postsynaptickym, ktery se nachazi na dendritech, somatu nebo axonu. Tyto

useky se navzajem nedotykaji a jsou oddélené synaptickou Stérbinou.

Ptenos vzruchu je zahajen poté, co akéni potencial dojde az k nesynaptickému
useku. V této oblasti se oteviou Ca®" kanaly a kalcium zatne vtékat do buiiky
a aktivovat ptesun synaptickych vacki k synaptické stérbiné. Membrany vackt splynou
S presynaptickou membrdnou a do Stérbiny se z nich exocytézou uvolni mediator
(neurotransmiter, transmiter). Neurotransmiter difunduje synaptickou $térbinou a vaze
se kreceptoru lokalizovanému na postsynaptické membrané. Receptor je bilkovina,
ktera je specifickym vazebnym mistem jen pro urcit¢é molekuly (ligandy) — v tomto
piipad¢ specifické mediatory. Pokud mezi nimi k vazbé dojde, receptor spusti bunéénou
odezvu. Aktivuje adenylatcyklazu v postsynaptické membrané, ta katalyzuje syntézu
enzymu CAMP a  prostiednictvim cAMP dependentni proteinkindzy se zméni
prostupnost jednotlivych iontovych kanali. Podle typu mediitoru a synapse dochazi
ke dvéma riznym piipadim. K depolarizaci otevienim Na® kanali a po dosaZeni
prahové potencialu k ptenosu impulsu. Nebo v druhém piipadé k hyperpolarizaci
otevienim K" a CI” kanald. Hyperpolarizaci se vzdaluje spoustéci Grovefi, které musi
depolarizace dosdhnout, aby vznikla vzruchovéd aktivita. Tento dé& je podstatou

synaptického Utlumu (inhibice).
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Obrazek 5: Synapse

2.1.3.1 Blokovani synaptickeho prenosu

K blokovani synaptického pfenosu mize dochdzet mnoha riznymi pochody.
Prvnim ptikladem je inaktivace kationtovych kanald. Déle mohou byt mnoha zpiisoby
regulovany receptory. Velmi vyznamné jsou také procesy tykajici Se neurotransmiterd.
Transmitery jsou Vv synaptické S$térbiné enzymaticky odbouravany (inaktivovany -
metabolizace), zpétné€ piijimany do presynaptického zakonceni (reuptake) nebo mohou
byt piebirany extraneurondlnimi bunikami (napt. glie). Pokud se neurotransmiter navaze
na receptor presynaptiké membrany (autoreceptor), muze byt inhibovano dalsi

uvoliovani mediatoru.

2.2 Neurotransmitery

Neurotransmiter nebo také neuropienase¢ je specifickd latka, kterd umoziiuje
ptenos nervového vzruchu. Jeji nerovnomérné rozprostieni v nervovém systému piimo
odpovidd rozmisténi receptori, které jsou na dany transmiter citlivé, a enzymi,

které neurotransmiter syntetizuji nebo katabolizuji (inaktivuji).
Podle chemické struktury se neurotransmitery daji rozd¢€lit do né€kolika skupin:
e Aminy (dopamin, noradrenalin, adrenalin, serotonin, histamin atd.)
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e Aminokyseliny (kyselina glutamova, GABA - kyselina gama-aminomaseln4,
glycin a kyselina aspartova)

e Puriny (ATP, adenosin)

e Polypeptidy (vasopresin, oxytocin, substance P, somatostatin, glukagon, gastrin,
neurotensin, sekretin atd.)

e Ostatni (acetylcholin, oxid dusnaty — NO, atd.)

2.2.1 Aminokyseliny

Mezi aminokyseliny se v chemii fadi veskeré molekuly, které obsahuji
karboxylovou (COOH-) a aminovou (NH,-) funkéni skupinu zaroven, v biochemii
se vétSinou timto terminem oznacuji pouze alfa- aminokyseliny, tj. takové, které maji
obé¢ tyto skupiny navazané na stejny uhlikovy atom. V jesté¢ uz$im smyslu se termin
pouziva pouze pro biogenni alfa-L-aminokyseliny. Ty jsou zékladnim kamenem
pro tvorbu peptidli a bilkovin. Nékteré aminokyseliny v téle plisobi i samostatné jako

neurotransmitery.

2.2.2 Polypeptidy

Peptidy jsou organické slouceniny vzniklé spojenim nékolika aminokyselin tzv.
peptidovou vazbou. U polypeptidi se projevuje polymerni charakter. Kromé jinych
biochemickych funkci v téle, bylo u nékterych polypeptidi ovéfeno, Ze slouZi jako

transmitery.

2.2.3 Puriny

Purin je dusikata heterocyklickd sloucenina, jejiz molekulu tvoii kondenzovany

pyrimidinovy a imidazolovy kruh.

NT XN

e
LAy
Obrazek 6: Purin

Adenosin ma navic -NH; skupinu a je svazan s cukrem ribézou. ATP

(adenosintrifostat) se sklada z adenosinu a trojice fosfati.
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2.2.4 Aminy

Biogenni aminy jsou biogenni latky obsahujici minimaln¢ jednu aminoskupinu.

2.2.4.1 Monoaminy

Monoaminy jsou pfirozené se vyskytujici neurotransmitery, které obsahuji jednu
aminoskupinu vazanou na aromaticky kruh ptfes dvouuhlikaty fetézec. D¢Eli se podle
strukturnich jednotek na katecholaminy, které lze povazovat za jednoduché derivaty
benzen-1,2-diolu. Mezi n¢ fadime dopamin, adrenalin a noradrenalin. Druhou skupinou
jsou indolaminy, mezi které patfi serotonin, nebot ma aminoskupinu misto

na benzenové jadro navazanou na indolovy kruh.

2.2.4.1.1 Dopamin

Dopamin je dtlezitym modula¢nim neuropienaseCem, ktery se podili na regulaci
nalady, uceni, spanku, pozornosti, pocitu odmény, ma vliv na motoriku atd. Zmény
v jeho koncentrac¢nich hladindch jsou spojovény s pfi¢inou mnoha psychiatrickych
poruch (deprese, Parkinsonova choroba, schizofrenie). Dopamin je také povazovan
za kli¢ovy neurotransmiter pii vzniku adikce, ktera je zpisobena zvySenim koncentraéni

hladiny dopaminu a jeho metaboliti v mozkovém centru Nucleus accumbens.

2.2.4.1.1.1 Syntéza dopaminu

Dopamin je syntetizovan v oblasti zvané Substantia nigra a ventralni
tegmentalni oblasti. Jeho biosyntéza zacina od aminokyseliny tyrosinu, kterou enzym
tyrosin-3-monooxygenaza metabolizuje na L-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA). Ten je
poté pfeménén na dopamin enzymem DOPA-dekarboxylazou. V n¢kterych neuronech
je dopamin dale metabolizovan na noradrenalin enzymem dopamin-p-hydroxylazou.
Enzym fenylethanolamin-N-methyltransferaza (PNMT) mutze noradrenalin dale

pfeménit na adrenalin.

2.2.4.1.1.2 Metabolismus a reuptake

Akeni potencial dopaminu v synapsi je modifikovan dvéma cestami:

1. DA podléhd metabolismu prvni a druhé faze. V prvni fazi procesu
biotransformace je dopamin degradovdn mnoha zplsoby, vcetné
neenzymatického, kdy NO- nebo NO,- degraduje dopamin na semiquinone
ajeho oxidaci vznika dopamin-0-quinone (DAQ). Intramolekularni cyklizaci

DAQ vznikd DAC. Enzymaticky je DA metabolizovan monoaminoxidazou
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(MAO) na 3,4-dihyroxyfenylacetaldenyd (DOPAL), ktery se bud enzymem
aldehydreduktazou méni na 3.,4-dihydroxyfenylethanol (DOPET) a nebo
aldehydodehydrogenazou na 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu (DOPAC).
Enzym catechol-o-methyltransferaza (COMT) pak DOPAC pieménuje
na kyselinu homovanilovou (HVA). COMT vsak muze piimo degradovat
dopamin na 3-methoxy-4-hydroxyfenylethylamin (3-MT) a enzym MAO jej
nasledné metabolizuje na HVA (viz obrazek ¢. 7). Hladiny dopaminu a jeho
metabolitl, vznikajici v prvni fazi metabolismu ptesné vystihuji chovani
dopaminergniho systému a poskytuji tak informace o enzymatické aktivité.
V druhé fdzi metabolismu je dopamin metabolizovan na hydrofilnéjsi latky

(glukuronidy a sulfaty).

DA

NO ‘0 HO
o - H,0 + 0, HC=0
NO/ HO S — HO
SAM NAD DOPAL
HO NN,
NADH

DA-semi-Quinone n
o HO NADPH
HOC=0 AlRed
SAH HO

0o
o N, .60 SAM
DAQ . HO
HO NH,
OH

o SAH
MAO HO
0 N HOC=0 DOPET
H HO

Obrazek 7. Metabolismus dopaminu

2. Volny dopamin ze synapse je vychytavan zpét do presynaptické ¢asti neuronu
(reuptake) prostfednictvim transmembranového proteinu - dopaminového
transportéru (DAT). Ten je energeticky spfazen s elektrogennim Na® a CI°
transportnim mechanismem. Stimulancia tento protein blokuji a zvySuji tak

specificky akutni mnozstvi dopaminu v Synapsi.

2.2.4.1.2 Serotonin

Serotonin  (5-hydroxytryptamin; 5-HT) je jednim z nejdilezitéjSich

neurotransmitert. Ridi emoce, pamét’, bolest, spanek a pfijem potravy (nebot’ ovliviiuje
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receptory chuti). Jeho nedostatek vede ke snizeni pfenosu nervovych vzruchi, coz je
pfi¢inou zmén nalad, poruch spanku a depresi. Serotonin je dale spojovan
I S psychickymi poruchami jako schizofrenie, maniodepresivni psychoza a chorobna

uzkost.

2.2.4.1.3 Noradrenalin

Noradrenalin - NA (4-[(1R)-2-amin-1-hydroxyethyl]benzen-1,2-diol, téz
norepinefrin) stimuluje alfa- i beta-adrenergni receptory. Je to vyznamny
neurotransmiter pusobici jak v CNS, tak na perifériich. Spolu s adrenalinem je
mediatorem sympatiku, takZze mezi jeho u¢inky patii zvySeni pozornosti, ostrazitosti,
¢innosti srdce, glykogenolyzy v jatrech, pfijmu kysliku atd. Ma také dilezity vliv
na systtm odmeén (reward system) a pamét. Ddle hraje vyznamnou roli u vzniku
nékterych onemocnéni jako naptiklad deprese, hyperaktivity, poruch pozornosti nebo

schizofrenie.

2.3 Neurologicka onemocnéni souvisejici s

neurotransmitery

Jak uz bylo vyse uvedeno, neurotransmitery jsou neobycéejné dilezité pro funkci
celého naSeho téla. Pokud ovSem dojde k né&jakému naruseni nebo poSkozeni jejich
metabolismu nebo receptorli, které jsou zodpovédné za jejich vnimani, mohou
U pacienta propuknout velmi nepiijemné choroby. Tyto choroby jsou hodn¢ riznorodé
ajejich lécba je Casto problematicka. Navic nejsou viibec vyjimecné a o nékterych
z nich slySel asi kazdy z nas. Proto se studiu téchto onemocnéni a vyrob& novych

ucinngjsich 1é¢iv vénuje odborna spole¢nost po celém svéte.

Né&kolik nejznaméjsich nemoci zptisobenych poruchou funkce neurotransmiterti
bych v této praci rada popsala, protoze diky nim je zcela zfejmé, jak citlivy je systém

funkce neuropienaseci v téle.

2.3.1 Parkinsonova choroba

,KdyzZ bylo Judith 69, vSimla si, Ze se ji lehce tfese levd ruka. Zprvu tomu nevénovala velkou pozornost.
Béhem dalsiho roku se tres stéle zhorSoval a piedel i na druhou ruku. Ties (tremor) byl hruby a vyznacoval se
rychlymi ohyby zapésti s frekvenci 4-5 pohybi za sekundu. Pfi klidném sezeni se zhorSoval, ale zlepSoval se

pfi spanku, nebo kdyZ rukama néco délala.
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Judith si brzy viimla i dalSich zmén. Pfi nakupovani nebyla schopnd sama vyhledat v penéZzence drobné,
kdyZ psala, jeji rukopis prestal byt po par vétdch Citelny, zacala chodit ndpadné pomalu a téméF nezvedala nohy
(spiSe se Sourala, nez chodila). Objevily se i potize, kdyZ se chtéla pohnout. Rozhodla se napriklad, Ze pijde
do kuchyné, ale trvalo ji mnoho sekund, nez soustfedénym dsilim pfiméla nohy k chiizi. Jakmile uZ $la, nemohla
se zastavit, a tak musela dojit az ke skfini nebo ke stolu, o které se zarazila. Kromé potizi pfi pohybech zacala trpét

i poruchou feci. Mluvila tise a nezietelng, asto se zastavila uprostied véty a fikala, 7e zapomnéla, co chtéla fici.” "

Uvedeny popis ndm ukazuje né¢které ze symptomi Parkinsonovy choroby. Navic
maji pacienti ¢asto shrbené drzeni téla, strnulou mimiku a nakonec se miize dostavit

i slintani, deprese a demence.

Nemoc se vétSinou objevuje po 65. roce Zivota. Je zpusobena odumienim
nervovych bunék v oblasti mozku zvané Substantia nigra (aby doslo k projevu
symptomu, musi nastat vypadek vice nez 70% neuroni této oblasti). Nervové drahy
ze Substantia nigra vedou do jiné oblasti mozku zvané striatum, kde tvofi synapse,
ve kterych se uvoliiuje dopamin. V disledku degenerace téchto neuront, je v mozcich
nemocnych méné¢ dopaminu nez v mozcich zdravych lidi. Substantia nigra a striatum
ovlivituji 1 dal§i casti mozku. Spolecné se UcCastni naptiklad tizeni pohybtl, vcetné
schopnosti s pohybem zadit, takZe pacienti s poskozenou nigrostriatalni drahou musi

jednoduchym pohybtiim vénovat veskerou pozornost.

Pticin vzniku Parkinsonovy nemoci je nékolik. MiiZe se jednat o dédi¢nou zatez,
zanét (encefalitidu), poruchu krevniho zésobeni, nddor nebo naptiklad otravu drogou
MPTP (difive pouzivand jako nahrada heroinu, jejim piinosem je, Ze se diky ni da

Parkinsonova choroba snadno vyvolat u pokusnych zvitat).

K 1é¢bé Parkinsonovy choroby se vyuziva hned nékolik odlisné puhsobicich
medikamentl. Asi nejznaméjsi je L-dopa, coz je vlastné prekurzor dopaminu (na rozdil
od dopaminu je schopna piejit pfes hematoencefalickou bariéru do mozku). Pomoci
amfetamini lze také zvySit mnoZstvi dopaminu v mozku (stimulaci jeho uvoliiovani
ataké utlumenim jeho zpétnovazebného vychytavani). Pomoci inhibitori MAO
(IMAO) 1ze zpomalit rozklad dopaminu. ZkouSi se také transplantace bunck
produkujicich dopamin pifimo do striata nebo inhibovani cholinergnich neuront

ve striatu, protoze stimuluji ty neurony striata, které jsou normalné utlumovany

dopaminem.
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Substantia nigra

Rovinatezu, ve
kterém je viditelna
Substantia nigra

Zmensena Substantia nigra pri

Parkinsonové chorobé

Obrdzek 8: Substantia nigra zdravého ¢lovéka a nemocného Parkinsonovou chorobou

2.3.2 Schizofrenie

,Predméty nékdy vyskakuji z podlahy. Prostorové vidéni je casto zmatené a chaotické. Kdyz se nékdy
podivam dolli na své nohy, zdaji se mi byt nesmirné daleko. Nebo moje kolena se jevi jako nesmirné velkd, ale zase
se zmensi. Byly doby, kdy jsem vnimal, Ze mistnost dycha — jeji stény se pfiblizovaly a vzdalovaly. Lampa nebyla

prostou lampou: méla svou osobnost a pokousela se se mnou komunikovat. Zidle nebyla prostou Zidli: zdala se mi

vevs u2)

Schizofrenii trpi asi pét lidi z tisice. D€li se na mnoho typi a projevuje se celou
fadou symptomu. Projevy nemoci se ¢asto d€li na dva typy: pozitivni symptomy jako
jsou halucinace, bludné predstavy, zmatené mysSleni, poruchy sociilniho chovani
nebo neadekvatni asociace a negativni symptomy jako napfiklad ztrata emoci
¢1 motivace, neschopnost racionalné uvazovat, zaujimani zvlaStnich poloh na neobvykle
dlouhou dobou ¢i bizarni pohyby. U raznych pacienti mize jedem typ projevi nemoci
vyrazné¢ pievladat, takZe by se mohlo na prvni pohled zdat, Ze ani nemohou trpét stejnou

nemoci.

Schizofrenie je stale z velké ¢ésti zahalena tajemstvim. Jisté ji ovliviiuje zpisob
rodinné vychovy a socialni okolnosti. Je také znamo, Ze urcitou roli u jejiho propuknuti
hraje dédi¢nost (onemocni-li jednovaje¢né dvojce, az v 50% piipadi onemocni i druhé

jednovajecné dvojce, 1 kdyz vyrista v naprosto odlisném prostiedi), dale také podéani
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nékterych latek mize u nékoho vyvolat jeji vznik. Pfesny mechanismus, ktery vyvola

zmény V mozku vedouci k rozvinuti schizofrenie, v§ak zatim neni objasnén.

Pitevni zpravy vétSinou svedEi o tom, ze pacienti trpici schizofrenii maji vyssi
hladinu dopaminu, coz je povazovano za hlavni pfi¢inu onemocnéni. V mozku
zjistujeme ftadu hyperaktivnich oblasti odpovidajicich mySleni, vnimani, paméti
I emoci. Vyznamnym vinikem je vSak prefrontalni ktra (centrum vyssich koordinacné
intelektualnich funkci, vcéetné asociaci), kterd aktivitu jednotlivych oblasti Spatné
koordinuje, a mozna pravé tim i zbyteéné zvySuje aktivitu rtznych oblasti mozkové
kiry. U normalnich lidi, ktefi opakované pozivaji amfetaminy, propukd tzv.
amfetaminova psychoza, pfi které je uvolnéno velké mnozstvi dopaminu. Tento stav se
svymi projevy velmi podoba schizofrenii, coz dopaminovou teorii potvrzuje. Na druhou
stranu u pacientil S pokroc€ilou fazi schizofrenie nastava pokles dopaminovych receptori
D; ve frontdlni (Celni) kife mozku. To je zfejmé pfi¢inou vzniku negativnich
symptomil. Schizofrenie by tedy mohla byt zplsobena celkovou nerovnovahou
dopaminu v mozku. Podil na vzniku symptomti méa pravdépodobné i serotonin, jehoz

nadmérny ucinek mize vyvolat halucinace.

Lécba schizofrenie se neustale vyviji. VétSina protischizofrenickych 1€kt (téz
zvanych antipsychotika nebo neuroleptika) blokuje receptory pro dopamin v mozku.
Tato blokada probiha v celém mozku, takZe u nékterych pacientd se mohou objevit
pfiznaky Parkinsonovy choroby. V posledni dobé se vyrabi léky, které zaroven
S dopaminergnimi receptory blokuji 1 receptory pro acetylcholin, protoze timto
zpusobem je mozné potlacit parkinsonismus. Jind 1écba, plsobici i proti negativnim
symptomiim, vyrovnava hladiny dopaminu v mozku (popiipadé plisobi na dopaminové
receptory selektivn€). Neékteré 1éky blokuji téZ receptory 5-HT,, protoze nadmérny

ucinek serotoninu na tyto receptory vyvolava halucinace.

2.3.3 Alzheimerova choroba

,George vydésil svou Zenu, kdyzZ pritahl sekacku travy do koupelny. Zadala ho totiz, aby pfines| Stafle.
Dfive byl George managerem velkého strojirenského zavodu, ale nyni pozoroval, Ze jeho znalosti béznych predméti
denni potfeby se zacinaji rozpadat. To ho stale vice zbavovalo chdpani svéta kolem néj. Védél viak dobie, kdo je a

kde je, a doved! si vzpomenout na udalosti z poslednich dn nebo tydnéi.”
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Alzheimerova choroba je nejcastéjsi pfi¢inou vzniku demence (asi 70%)
a ctvrtou nejcastéjsi pfi¢inou smrti v prumyslovych zemich. Onemocnéni vétSinou
zaCind ojedinélymi vypadky paméti. Postupem cCasu se zapomnétlivost zhorSuje,
nemocny je zmateny a neschopny feSit i banalni situace. Relativné pozdé se zacnou

objevovat i motorické vypadky (poruchy feci, anomalie svalového tonu atd.).

K propuknuti Alzheimerovy nemoci casto dochazi az ve vysokém véku a je
prokazano, ze se vyskytuje Castéji u zen nez u muzi. Pfi vzniku choroby se uplatiuji

genetické faktory. Dalsi spoustéci faktory zatim nejsou zcela znamy.

V mozku nemocnych dochdzi k masivnimu odumirdni nervovych bunék.
V mistech s nejvétsi ztratou bunék se také nachazi tmavé hutné usazeniny — tzv. plaky
nebo smotky. Plaky jsou slozeny z B-amiloidu, ktery se nerozpousti jako u zdravych
lidi, ale usazuje se do plakii. Smotky tvoii propletena vlakna proteinti, ktera normalné
udrzuji tvar a strukturu bunék. Poskozeny jsou zejména oblasti mozku, které se podileji
na paméti a uceni (bazélni ¢ast predniho mozku, amygdala, hippocampus, Meynertovo
bazalni jadro, mozkova kira). V mozcich nemocnych Alzheimerovou chorobou je

vyrazn¢ mensi mnozstvi nékterych neurotransmiterd, piedevsim acetylcholinu.

Lécba Alzheimerovy nemoci vétSinou spociva v aktivaci acetylcholinovych
receptori. Toho je dosazeno bud inhibici rozpadu acetylcholinu, nebo pfimym
plusobenim na receptory. Déle se zkousi podnécovat rist nervovych bunék, omezuje se
tvorba B-amiloidu, blokuje se vstup vapniku do bunék (ten zplsobuje jejich poskozeni)

atd.

Zdravy mozek Mozek s Alzheimerovou chorobou

Ohrdzek 9: Mozek zdravého &lovéka a nemocnéha Alzheimeravou chorohon
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Nemoci, jejichz vznik ma alesponnt caste¢né¢ na svédomi nerovnovaha
neurotransmiterd, je samoziejmeé jesté celd fada, naptiklad deprese, epilepsie, uzkostné
poruchy atd. Mohla bych pokracovat stale dal a kazda z nich by byla samostatné téma
pro obsahlou studii. Ja se vSak nyni blize zaméfim na patologickou zavislost, kterd také

patii k témto onemocnénim a ktera se bezprostfedn¢ tyka této prace.

2.4 Zavislost (adikce)

Obecné feceno je zavislost stav, pii kterém jedinec ke svému Zzivotu néco
potiebuje nebo si mysli, ze to potiebuje. V tomto smyslu tedy zavislosti trpi kazdy
Z nés, protoze ke své existenci nutné potiebujeme mnoho faktori a okolnosti, jako
naptiklad jidlo, piti, vhodné podminky prostiedi jako je pfijatelna teplota nebo spravné
slozeni atmosféry a tak dale. Ve vSech téchto ptipadech se jednd o zcela normalni
a prirozenou zavislost, tzv. fyziologickou zavislost. Problém vsSak nastava pii vzniku
nezdravé chorobné zavislosti, tzv. patologické zavislosti, kterou se budu dale zabyvat.

(pozn. Pojmem zavislost je mimo tento odstavec vzdy myslena zavislost patologicka.)

2.4.1 Patologicka zavislost

Pfestoze jsou onemocnéni zdvislosti velmi cCastd, dfive jim nebyla vénovana
dostatecnd pozornost. Zprvu nebyly akceptovany jako samostatné onemocnéni
ainadale je status zavislosti jako nemoci pro mnoho lidi velmi diskutabilni, protoze
zavislost povazuji spiSe za slabost nebo dobrovolnou volbu neZz za nemoc. Jejich
vyzkum je kazdopadné velmi prospésny, protoZe ac se to na prvni pohled tieba nezda,
zavislosti jsou velmi nebezpecné, svym zplisobem nakazlivé a sklony pro né jsou
dédi¢né. Lécba nemocnych je vétSinou velmi obtiznd, dlouhodoba a také dost nakladna.
Postizeny ¢lovek Casto trpi psychickou, télesnou i socidlni bidou. Adikce mnohostranné
ni¢i dastojnost a sebetctu Cloveéka, naruSuje jeho mordlku a zptsobuje, Ze se od néj
vétSina spolecnosti odvrati. Navic nasledky zavislosti postizenych ohromé trpi 1 jejich

nejblizsi okoli, jejich pratelé a rodina.

2.4.1.1 Charakteristika patologicke zavislosti

Patologicka zavislost je fyzicky i1 psychicky stav charakterizovany zménami
chovani a dalSimi reakcemi, pti kterém je jedinec opakované nucen nekontrolovatelnym
nutkdnim opakovat své chovéani bez ohledu na jeho dlouhodobé diisledky. Toto rizikové
chovani ma u daného jedince mnohem vétsi prednost, nez jiné jednani, kterého si kdysi

cenil vice.
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Priklad z praxe: ,Jasné jsem si uvédomil, Ze jsem zavisly, kdyz jsem slibil synovi, Ze pfijdu dom za dvé

hodiny, a misto toho jsem piisel za 14 dni. (Ze skupinové terapie) *

Pod pojmem =zavislost se skryva velké mnozstvi raznych typi rizikového
chovani. Svym zplsobem mizeme jist¢ mluvit o zavislosti na internetu, praci,
nakupovani nebo na patologickém hracstvi, protoze biologické mechanizmy téchto
naruzivosti jsou Vv mnoha ohledech srovnatelné s mechanizmy drogovych adikci.
Nicméné definice syndromu zavislosti podle Svétové zdravotnické organizace (WHO),
podle 10. revize Mezinarodni klasifikace nemoci a podle dalSich uznévanych organizaci

hovoii o zavislosti spise jen jako o uzivani navykové latky nebo tiidy latek.

Definitivni diagnoza zéavislosti je vétSinou stanovena, az pokud jsou béhem

jednoho roku splnény minimalné tfi z nasledujicich podminek:

a) Silna touha nebo pocit puzeni uzivat latku

b) Potize v kontrole uzivani latky (hlavné v ukonceni uzivani latky nebo v kontrole
jejiho mnozstvi)

c) Uzivani latky k odstranéni t€lesnych ptiznakd odvykani (k mirnéni odvykaciho
stavu se obcas uziva 1 ptibuzna latka s podobnymi tc¢inky)

d) Prukaz tolerance - potfeba vysSich davek drogy k dosazeni zadouciho stavu
(v dusledku toho uzivatel mize brat i takové mnozstvi drogy, jaké by uzivatele
bez tolerance usmrtilo)

e) Zanedbavani jinych zajmi a potéSeni ve prospéch uzivani drogy

f) Pokracovani v wuzivani i pres jasny dikaz Skodlivych nasledkd uZzivani
(depresivni stavy, nakaza virovou zloutenkou pfi injekéni aplikaci, cirhdza jater

u alkoholiki nebo toxické poskozeni mysleni)

2.4.1.2 Drogova zavislost

Drogova zavislost je nejpouzivanéjs$i oznaeni pro stav, kterému se také tika
toxikomanie nebo zavislost na navykovych latkach, abuzus atp. Droga je ndvykova
psychotropné aktivni latka, kterd je schopna navodit stav naruzivosti (tj. velmi té€zce

zvladatelnou potiebu opakovan¢ uzivat tuto latku).

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) lze drogovou zavislost definovat
jako psychicky i fyzicky stav charakterizovany zménami chovani a dalSimi reakcemi,

které¢ vzdy zahrnuji nutkdni uzivat drogu opakované pro jeji psychické ucinky a také
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proto, aby se zabranilo vzniku nepfijemnych stavii vznikajicich pii nepfitomnosti drogy

Vv organismu.

2.4.1.2.1 Historie

Prestoze se drogové zavislosti v moderni dobé stavaji Castéjsimi nez dfiv,
rozhodné nejde o zadnou novinku. Zavislosti na navykovych latkach jsou starsi
nez lidstvo samo. Objevuji se nejen u lidi, ale dokonce 1 u zvitat a lidsky druh provazi

uz od jeho zrozeni.

Vlastnosti makové Stavy byly na Uzemi starovéké Mezopotamie znamy
uz v neolitu (8000 - 5000 let pi.n.l.). V Egypté z maku ptipravovali bozsky 1ék proti
bolesti — opium ve 14. stoleti pi.n.l. a na Krété se nasly sosky bohyni maku a makovic
s vyrazem opiového opojeni z 13. stoleti pt.n.l.. Alkohol (ethanol) ma tradici
od nepaméti. Jednou z nejstarSich kulturnich rostlin lidstva je konopi. ,,Bozsky list*
list kete koky ( Eruthroxylon coca- obsahujici kokain) znaji v Jizni Americe
pravdépodobné uz 5000 let. Stimulac¢nich G¢inku kefe Kath (Catha edulis) vyuzivali
bézci - poslové ve staré HabeSi. Halucinogenni drogy maji svou roli v dé&jinach
naboZenstvi (houbovy kult indidna stfedni Ameriky je zhruba 4000 let stary, ,,bozské
maso® - lysohlavky (Psylocibe mexicana) byly nejpopularnéjs$i u Aztéckych knézi).
Namel palickovice nachové (Claviceps purpurea) obsahujici LSD zptisoboval pomérné
Casté hromadné otravy zitem (popiipadé z né¢ho vyrobenymi produkty) v Evropé v dobé
sttedoveéku (epidemie popisované jako ,.svaty ohen®). Znamé byly i mandragory (tzv.
drogy nocnich stinil), bobule ruliku zlomocného, semena blinu ¢i durmanu a mnoho

dalSich.
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V 19. stoleti doslo diky rozvoji farmaceutického pramyslu k masovému
rozsifovani drog. Staty celého svéta na tento fenomén zareagovaly vydavanim
protidrogovych zékonti. Ve 20. stoleti zacaly byt zavislosti na omamnych latkach
(vCetné zavislosti na alkoholu a nikotinismus) posuzovany jako chronicka onemocnéni
centralni nervové soustavy. Vyzkum mechanizmt zavislosti a snahy o 1é¢eni a prevenci
zavislosti byly stale vyraznéji podporovany. Presto se ve svété stale zvySuje pocet lidi

zéavislych na drogach a obohacuje se spektrum uzivanych drog.

2.4.1.2.2 Mechanismus vzniku zavislosti na droze
Klicovou roli pro vznik zéavislosti hraje mozek, konkrétné jeho oblasti znamé

jako centra slasti (pleasure centers).

Centrum slasti je termin, kterym se oznacuji oblasti mozku, které se podili
na pocitu potéseni, slasti a ziskdni odmény. V lidském mozku se nenachazi na jednom
uréitém misté, ale spiSe tvoii propojeny systém oblasti, které vzajemné komunikuji
pomoci neurotransmitert. Hlavni nervové drahy tohoto systému pouzivaji jako pfenasec

vzruchti dopamin.

Vyznam téchto center byl objeven v padesatych letech minulého stoleti skupinou
americkych psychologli — James Olds, Peter Milner a Burrhus Frederic Skinner. Ti
pfistudiu riznych ¢asti mozku zkouSeli krysdm v narkéze voperovat do mozku
elektrody a posléze pozorovali, jak krysy reaguji na drazdéni zplsobené vysilanymi
elektrickymi impulsy. Krysy, které mély elektrodu umisténou v nékteré z oblasti
Nucleus accumbens (NcA) nebo ve ventralni tegmentalni oblasti (VTA) vypadaly
prekvapivé spokojené. Dokonce kdyZ mély moznost stisknutim packy vysilat elektrické
impulsy z elektrody, vétSina zvitat ztratila zajem o vSechno ostatni a mackala packu,
dokud nezemfela Zizni, hladem a vy€erpanim. Védci brzy zjistili, Ze hlavni nervoveé
drahy zNCA a VTA jsou zavislé na dopaminu a zvifata, kterym byly podany

dopaminové blokatory, na impulsy pfestanou reagovat.

Dnes je zndmo, ze stejné jako elektrody plsobi i mnoho ndvykovych
(adiktivnich) latek na zvySeni hladiny dopaminu v mozku. Aktivaci dopaminergnich
neuronl vznika piijemny pocit (tzv. reward system). Pro vznik drogovych zavislosti je
tento mechanizmus probihajici v kortikolimbickém dopaminergnim systému (zakladni
interakce se odehravd mezi ventralni tegmentalni oblasti, Nucleus accumbens a

prefrontalnim kortexem) zcela zasadni.
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Pfi uzivani nékterych drog je po néjaké dobe nutné zalit zvySovat podavanou
davku, aby bylo dosazeno stejného pocitu jako na zacatku. Takova potieba zvySovani

davky se nazyva tolerance.

Pti dlouhodobém uzivani drogy dochéazi v mozku k neuroadaptacnim zménam.
Poklesne aktivita dopaminergniho systému a cilové bunky se stanou na dopamin méné
citlivé (tzv. down-regulation —, ,buniky se piizptisobi novym podminkam®). Tim padem
se pii vysazeni drogy dostavi abstinen¢ni pFiznaky. Po urCité dobé se kvili nim
abstinence stdva nesnesitelnou a droga je jediny prostiedek, ktery dokaze drogovée
zavislého vratit do normalu. To je také hlavni divod, pro¢ se okruh jeho zajml z(zi

vyhradné na drogu.

2.4.1.2.2.1 Nucleus accumbens (NcA)

Nucleus accumbens je mozkova struktura patiici do limbického systému
»emocéni mozek*). Spole¢né¢ s ¢ichovym hrbolkem tvofi ventralni striatum, které je
soucasti bazalnich ganglii. Je mozné ho rozdé¢lit do dvou struktur, které se lisi jak
morfologii, tak funkci. Tyto ¢asti se nazyvaji core a shell. Nucleus accumbens hraje
kli¢ovou roli v procesech odmény, potéSeni, radosti, slasti, zavislosti, strachu a placebo
efektu. Dale je také mistem Uc¢inku adiktivnich psychostimulancii, a proto ma vyznam
sledovat koncentra¢ni zmény dopaminu a jeho metabolitd v NCA, nebot’ pfi¢ina vzniku
adikce byla neurobiologicky popsana jako zvyseni hladiny dopaminu a jeho metabolitt

V tomto mozkovém centru.

Striatum
(Nucleus caudatus)

Nucleus accumbens VTA &
Substantia nigra

Amygdala
.0 (neni vidat)

Hippocampus

Obrazek 13, 14: Mozek s Nucleus accumbens
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2.5 Metamfetamin

Metamfetamin - MA (téz methamphetamin nebo pervitin) je synteticka
stimulac¢ni droga. Chemicky se jedna o (S)-N-methyl-1-fenylpropan-2-amin. Vyrabi se
zjiné stimula¢ni latky efedrinu (systematicky nazev (R*,S*)-2-(methylamin)-1-
fenylpropan-1-ol), ktera je ptivodné alkaloid z tropickych keit ¢eledé chvojnikovitych

(Ephedraceae) rodu Ephedra.

Okamzitym projevem podiani MA je pfival energie, celkové zbystieni
a zlepseni nalady. Po vyssich davkach se dostavuje az pocit euforie. Pfi dlouhodobém
uzivani vznika jak fyzicka, tak psychickd zavislost a objevuje se 1 fada negativnich

vedlejSich U€inkl (napf. nervozita, paranoia atd.).

Mechanismus ufinku MA je pfi¢itin hlavné zvySeni koncentrace
noradrenalinu, dopaminu a serotoninu na pfislusnych nervovych synapsich a to jak
v CNS, tak na periferiich. Tohoto zvysSeni hladiny neurotransmiterti je dosazeno diky
nadmérnému uvolnovani mediatordi znervovych zakonceni, blokadou jejich
zpétnovazebného vychytavani a také je blokovana jedna cesta metabolizace, ktera
normalné funguje diky enzymu monoaminooxiddza (MAO), ktery inaktivuje

katecholaminy.
2.6 Stanoveni neurotransmiteru

2.6.1 Metody odbéru biologickych vzorka z mozku

2.6.1.1 Mikrodialyza

Velmi uziteCnym ndstrojem pro studium biochemické podstaty déji v mozku se
stal mikrodialyzacni odbér, ktery umoziuje monitorovani zastoupeni analytl
Vv extracelularnim prostfedi v konkrétnim mozkovém centru nezdvisle na procesech
probihajicich v celém organismu. Pfi mikrodialyze je potkanim na piesn¢ definované
misto v mozku voperovana kanyla (katetr) s polopropustnou membranou, ktera je
pfi odbéru soustavné promyvana perfuznim roztokem (artificidlni cerebrospindlni
tekutina — ACSF), ktery ma podobné slozeni jako extracelularni prostfedi mozku.
Mikrodialyzacni katetr funguje na podobném principu jako krevni kapiléra v téle. Diky
pasivni difizi po sméru koncentratniho gradientu pronikaji do dialyzatu molekuly jen

do hmotnosti 5 — 40 kDa (podle velikosti péri membrany). V mikrodialyzatu
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neziskavame ptesné koncentrace, ale jen jejich urCity znamy zlomek podle rychlosti
pomyvani kanyly.

Privadéni

Odtékani perfuzniho N

mikrodialyzétu ) roztoku Perfuzni roztok

Dialyzat obsahujici analyty a ACSF
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Obrdzek 15: Schéma mikrodialyzy

2.6.1.2 Mozek

Jednou z dalsich moznosti, jak sledovat zastoupeni neurotransmiterd v mozku, je
sledovat cely mozek, ktery byl vyjmut, a preanalytickou metodou jej upravit pro
analyzu HPLC-ESI-MS/MS. Nedostatkem této metody je vSak nemoznost monitorovat
koncentracni zmény v €ase, na druhou stranu nespornou vyhodou je moznost sledovat
hladiny analyt v jednotlivych castech mozku a dojit tak k predstavé o mapé

koncentraci v celém mozku.

2.6.2 Analytické metody stanoveni neurotransmitert

Sledovani koncentraci DA a jeho metabolitl, pfipadné jinych neuropifenaseci, se
vV neurovédach stalo velice dillezitym ukolem, proto mu bylo vénovano jiz mnoho praci
a byla vyvinuta spousta analytickych metod, naptiklad plynova chromatografie, plynova
chromatografie spojend s hmotnostnim spektrometrem, kapalinova chromatografie
s fluorescen¢ni  detekci, amperometrickou detekci, biamperometrickou detekci,
fluorometrickou a oxidativni amperometrickou detekci. Dale pak elektroforéza s UV
detekci, elektrochemickou detekci a elektroforéza spojend s hmotnostnim
spektrometrem. OvSem nejpopularnéjsi technikou v oblasti neurovéd se stalo spojeni
kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci (HPLC-ECD), pii kterém bylo

ovSem nutné nejriznéji predpiipravit vzorky pro analyzy. Proto je tato metoda velice
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casto zdlouhavé, naro¢na a v piipadé¢ elektrochemické detekce jsou latky identifikovany
jen na zdkladé porovnani retencnich ¢asi (doba, ktera probéhne od nastiiku vzorku
do dosazeni maxima elu¢ni kiivky) se standardy. Pomérné nova technika ve studiu
neurotransmitert je spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekei, pti které se
limit detekce dopaminu pohybuje okolo 0.1 pg/mg. Tato chromatografie spojena s MS

byva ¢asto vysokorychlostni.

2.6.2.1 Kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografic je jednou z chromatografickych separa¢nich
(dé€licich) metod. Hlavni ¢asti kapalinového chromatografu jsou vétSinou zésobniky
s mobilni fazi, vysokotlaka pumpa, ddvkovac, kolona a detektor. Casti, ve které dochazi
k déleni, je chromatograficka kolona, coz je zpravidla sklenéna, plastova nebo ocelova
trubice naplnéna drobnymi ¢asticemi vhodného sorbentu, které tvofii stacionarni fazi.
Casto pouzivanou stacionarni fizi jsou mikrodastice silikagelu, na kterych jsou
navazany uhlovodikové fetézce. Mezi Casticemi stacionarni faze kolonou protéka
kapalina (mobilni faze, eluent). Separace zacne probihat, kdyz je vzorek nastiiknut
a posléze vstoupi do kolony. Pii kontaktu se sorbentem kazdéa slozka vzorku castecné
pfechazi do stacionarni faze ve snaze dosdhnout koncentra¢ni rovnovéhy. Zbylé
molekuly vzorku, které se nenachdzi ve stacionarni fazi, jsou mobilni fazi unaSeny dal
kolonou. Diky stalému pfisunu mobilni faze je vSak rovnovdha koncentraci
mezi mobilni a stacionarni fazi neustale naruSovana a cely vzorek tak postupuje
kolonou. Jelikoz je retence (zadrzeni) ve stacionarni fazi odliSnd pro rizné slozky,

dochazi po priichodu kolonou k jejich odd¢leni.

+?

Obrazek 16: HPLC kolona

2.6.2.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)
Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné chemickd metoda, kterd se vyznacuje

vysokou senzitivitou a selektivitou. Vlastni tfidéni a identifikace iontii se provadi podle
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jejich efektivni hmotnosti — m/z (mass-to-change), a proto ma vybornou vypovidajici
schopnost o struktufe analyzovanych latek. MS technika je v dne$ni dobé bézné
vyuzivana v zakladnim i klinickém vyzkumu, farmacii, biochemii a potravinaistvi. Dé&je

probihajici v hmotnostnim spektrometru jsou postupné tyto:

1) pievedeni latky do plynného stavu
2) ionizace molekul

3) separace ionizovanych molekul v analyzatoru

Pro rizné typy latek jsou pouzivany rtizné typy ionizacnich zdrojt. Historicky
byly vyuzivany tzv. tvrdé ionizacni techniky, k nimz patii elektronova ionizace (EI).
V dal$im vyvoji MS se objevily nové metody ionizace - tzv. m&kké ionizacni techniky,
které probihaji za atmosférického tlaku (tzv. API — atmospheric pressure ionization),
mezi néz fadime ionizaci elektrosprejem (ESI - electrospray ionization), chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku (APCI — atmospheric pressure chemical ionization)
a fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI — atmospheric pressure photoionization).
Diky mékkym ioniza¢nim technikam se syst¢ém HPLC/MS stal rutinni a spolehlivou
analytickou technikou s obrovskym potencialem vyuziti v celé fadé obord (chemie,

biochemie, medicina, farmacie atd.).

lonizace elektrosprejem (ESI) je velice Setrnd technika ionizace, ktera je
vhodné k analyze biomolekul a latek v kapalném stavu (napf. po vystupu z kapalinové
chromatografie). Analyt, ktery je rozpustény ve vhodném rozpoustédle, je pfiveden
kovovou kapilarou, na kterou je vloZeno vysoké napéti (3 — 5 kV). Po vystupu
z kapilary jsou vznikajici kapicky za pomoci zmlZzujiciho plynu rozpraSeny a nesou
na povrchu velké mnozstvi ndbojii. Odpateni rozpoustédla vede ke zvySeni hustoty
povrchového naboje, az pii kritické hodnoté dojde k tzv. Coulombické explozi, tj.
rozpadu jednotlivych kapicek na jeSt€ mensi kapicky s rozdélenymi piivodnimi naboji
elektroforetickym mechanismem. Tento proces se opakuje az do doby, kdy se ionty
analytu uvolni do plynné faze a vznikaji kvazimolekuldrni ionty. Vzniklé ionty
prostupuji vakuovymi clonami a Stérbinovymi elektrodami, takze dojde k vytvofeni
svazku iontl, ktery posléze vstupuje do hmotnostniho analyzatoru. Cely proces funkce
elektrospreje 1ze tedy shrnout a rozd€lit na 3 zékladni kroky: 1) zmlZeni roztoku vzorku
na malé elektricky nabité kapicky; 2) uvolnéni ionth z kapicek; 3) transport ionta

do hmotnostniho analyzatoru (obrazek 17).
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Hmotnostnich analyzatoru existuje nékolik typl pracujicich na rtznych
fyzikélnich principech. Jsou to napiiklad kvadrupdlové TOF - analyzatory doby letu
aiontové pasti. Kvadrupolovy analyzator, pouzivany v této praci, se sklada ze 4
paralelnich kovovych elektrod, které jsou usporaddany ve vrcholech Ctverce. Analyt je
privadén do stfedu Ctverce a na protéjsi pary elektrod je vkladan opacny potencial, ktery
se skladd ze stejnosmérné a stiidavé slozky, ¢imz je produkovéano elektromagnetické
pole. Pole zpusobuje oscilaci iontl, ktera vede k selektivnimu stabilizovani
nebo destabilizovani jejich cesty mezi elektrodami. Napéti vlozena na tyCe (elektrody)
jsou zvolena v daném casovém okamziku tak, aby mezi ty¢emi v uréitém casovém
intervalu proletély jen ionty s danou hodnotou m/z (poptipadé za celou dobu proletély
jen ionty s jedinou hodnotou m/z) a dostaly se k detektoru. Ostatni ionty jsou zachyceny
na elektrodach kvadrupdlu. Kombinaci vice kvadrupdlit lze =ziskat tandemovy
hmotnostni analyzator (MS/MS), ktery dokaze pracovat v . SRM (Selected Reaction
Monitoring) moédu. V této praci byl pouzit hmotnostni spektrometr s trojitym
kvadrupdlem v parabolickém uspofadani (viz obrazek 20). Na prvnim kvadrupolu Q1
dochazi k izolaci prekurzorového iontu, ktery je v kolizni cele Q2 fragmentovan
koliznim plynem (nejCastéji argonem) na produktové ionty, ze kterych je na tretim
kvadrupolu Q3 izolovan nejstabilnéj$i ion. Prekurzorovy i produktovy ion jsou

pro kazdou latku charakteristické, a tak lze analyzovat i latky se stejnou molekulovou

hmotnosti.
Elektrosprej
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Obrazek 17: ESI ionizace
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Obrazek 18: Schéma tiikvadrupdlového analyzatoru

Q1 Q2 Q3
Vybér prekurzorového Fragmentace Vybér produktového iontu
iontu

Obrdazek 19: Déje v tiikvadrupolovém analyzatoru

Obrazek 20: MS spektrometr Varian 1200L
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2.7 Pracovni hypotéza

Cilem prace je vyvinout rychlou, vysoce senzitivni a selektivni analytickou
metodu pro sledovani dopaminu a jeho metabolitt (3-MT, HVA a DOPAC)
v mozkovych mikrodialyzatech. Tato metoda by méla byt nasledné pouzita
vV experimentalni studii, ktera ma za cil nalézt vztah mnozstvi DA a jeho receptort
U potomkd matek zavislych na metamfetaminu v pribéhu gravidity ve srovnani
s potomky matek, které drogu nepiijimaly. Hladiny DA a jeho metabolitd budou
monitorovany v mikrodialyzatech z mozkového centra Nucleus accumbens, které je
zodpovédné za tvorbu zavislosti, kterd by méla korelovat s mnozstvim dopaminergnich

receptort a S Citlivosti k vyplavovani dopaminu po podani navykové latky.

3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie
Tabulka ¢islo 1: Standardy

Nizev Cistota Vyrobce

Dopamin hydrochlorid >99 % Sigma Aldrich, USA
Dopamin hydrochlorid dg4 >99 % CDN lIsotopes, USA
DOPAC >99 % Sigma Aldrich, USA
3-MT.HCI >99 % Fluka, Svycarsko
HVA >99 % Sigma Aldrich, USA

Tabulka ¢islo 2: Rozpoustédla, experimentalni latky

Nazev Cistota Vyrobce

Methanol LC/MS Fluka, Svycarsko

Voda LC/MS Fluka, Svycarsko
Kyselina octova 99,9 % Fluka, SV}'Icarsko
Kyselina chlorovodikova p.a. Sigma Aldrich, USA
D-Methamphetamine hydrochloride  99,8% *

ACSF *x

Ketamin HCI (Narkamon) 5% Vétoquinol, Francie
Xylazin (Rometar) 2% Bioveta, Czech Republic
Formaldehyd 4% Sigma Aldrich, Némecko
Halotan (Narcotan) 0.01 % Zentiva, Czech Republic
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* Latka byla syntetizovana na Fakult¢ Farmakologie, Univerzity Karlovy v Hradci Kralové,
Ceska Republika
**147 mM NaCl, 1.3 mM CaCl,, 0.9 mM MgCl,, 4.0 mM KClI, pH 6.5-7.0)

Tabulka ¢islo 3: Plyny

Nazev Cistota Vyrobce

Argon 5.0 SIAD, Ceska republika
Vzduch technicky SIAD, Ceska republika
Dusik technicky 4.0 SIAD, Ceska republika

3.2 Pristroje a pomucky

HPLC-ESI-MS/MS

Metoda byla vyvijena na HPLC systému Varian ProStar vybaveném dvéma
pumpami  ProStar 210, degaserem, autosamplerem Varian ProStar 410,
chromatografickou kolonou Gemini 5 pm C18 110 A 15 x 2 mm s predkolonkou
Gemini (Phenomenex, USA). HPLC systém byl pfimo spojen s tiikvadrupolovym
hmotnostnim  spektrometrem Varian 1200L (Varian, USA) vybavenym ESI
(electrospray ion source) ioniza¢nim zdrojem.

DalSi pfistroje

e Minishaker IKA MS 2 (IKA-Werke GmbH & Co.KG, Némecko)

e Lyofilizator (Labconco Free Zone, USA)

e Mikrodialyzaéni pumpa Univentor 864 (AgnToho's AB, Svédsko)

e Mikrodialyzaéni kanyly (MAB 4.15.1.Cu; Agn Tho's AB, Svédsko;
cuprophane 2 mm membrane; Cut off 6 kD)

e Stereotakticky aparat (Stoelting, Stoelting Co., lllinois, USA)

e Mikroton Leyca, USA

e Mikroskop Leyca, USA

e Bruker AVANCE Il 600 MHz (600.23 MHz for 'H, Bruker BioSpin
GmbH, Rheinstetten, Némecko)

3.3 Stabilitni testy
Stabilita DA, DAHCI, HVA, 3-MT, 3-MT.HCl a DOPAC byla mé&iena

pti laboratorni teploté (25°C) v matrici ACSF a v pouzité mobilni fazi, tj. za podminek
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jejich zpracovani. Stabilita latek byla stanovena NMR analyzou, ktera byla realizovana
na piistroji Bruker AVANCE IIl 600 MHz (600.23 MHz for 'H, Bruker BioSpin
GmbH, Rheinstetten, Némecko).

3.4 Odbér vzorku

3.4.1 Odbér mikrodialyzatu

Nejdiive byla potkanim voperovana mikrodialyza¢ni kanyla do Nucleus
accumbens. Pred provedenim zékroku byl potkan uspan anestetickou injekci
ketamin/xylazin (Narkamon® 5%; 2 mg/kg; Rometar® 2%; 0.5 mg/kg) a zafixovan
do stereotaktického aparatu. Pfedozadnim fezem mu byla oteviena hlava az k lebce,
zaméfena bregma a stereotakticky odvrtan otvor do lebky (ptfedozadné -1,6 mm,
mediolaterarné — 1,5 mm). Poté byla do mozku pomalu zanofena kanyla MAB 4.15 IC
(Agn Tho's AB, Svédsko) do hloubky 7,3 mm. Po 7 dnech od operace byl potkan
uveden do halotanové anestesie. Do kanyly byla zavedena mikrodialyza¢ni sonda MAB
4.15.2.Cu [Agn Tho's AB, Svédsko], ktera byla promyvana artificialni cerebrospinalni
tekutinou - ACSF o pratoku 2 pl/min do ustanoveni rovnovahy (60 minut). Poté byly
vzorky vzdy odebirany po dobu 20 minut do pfipravenych plastovych mikrozkumavek
obsahujicich 15 pl 0,1 M HCI a 10 pg vnitiniho standardu (deuterovany standard -
DA.HCI-d4). Pfed aplikaci drogy byly vzdy nejprve odebrany 3 vzorky pro stanoveni
zakladni hladiny DA a jeho metaboliti. Po aplikaci drogy (MA 1mg/kg) byly zmény
hladin analytd monitorovany po dobu 220 minut. Po odbéru byly vzorky zamrazeny
pii teplot¢ — 80 °C. Po ukonceni pokusu byl potkan pod anestézii ketamin/xylazin
perfundovan roztokem 4% formaldehydu. Nasledné byl potkan dekapitovan a mozek
byl vyjmut, aby mohlo byt histologicky zkontrolovéano, Ze byla kanyla spravné umisténa

do Nucleus accumbens.
3.5 Pripravy vzorki pro HPLC-ESI-MS/MS analyzu
Piiprava vzorka byla provadéna tfemi riznymi zpisoby.

3.5.1 Lyofilizace
Zakoncentrovani vzorku probihalo s vyuZzitim mrazového suSeni (lyofilizace)
na pfistroji Labconco Free Zone po dobu 12 hodin. Kondenzaéni spirdla lyofilizatoru

byla chlazena na teplotu -47 °C a tlak se v zafizeni po hodiné ustalil na 9 kPa. Vzorek
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byl béhem lyofilizace udrZzovan vtemnu a po lyofilizaci byl rozpustén v 10 pl

methanolu a analyzovan pomoci HPLC-ESI-MS/MS metody.

3.5.2 SPE
Nepolarni kolona SPE PerfectPure C19 tip (Eppendorf, Némecko) byla

aktivovana methanolem (250 pl) a vodnym roztokem kyseliny trifluoroctové (2,5 %
TFA ve vodg, 40 pl). Vzorek s vnitinim standardem (DA.HCI-d4, 10 pg) byl nanesen na
kolonku a nasledné eluovan vodou (40 ul) a methanolem (40 pl). Vzorek byl pak ihned
analyzovan pomoci HPLC-ESI-MS/MS metody.

3.5.3 Stripovani dusikem

Stripovaci nastavec s proudicim dusikem byl vlozen do vzorku mikrodialyzatu
(40 pl dialyzatu, 15 pl HCI a vnitini standart DA.HCI-d4 10 pg) po dobu potiebnou
K aspésnému vysuseni vzorku. Zbytek po suSeni byl rozpustén v 10 pl methanolu

a thned zméten HPLC-ESI-MS/MS analyzou.

3.6 HPLC-ESI-MS/MS metoda

Pro wvlastni analyzu bylo pouZito spojeni vysokou¢inné kapalinové
chromatografie s hmotnostnim  spektrometrem  (Varian 1200 L, USA).
Chromatografické déleni latek bylo realizovano pomoci kolony Gemini 5 pm C18 110
A 150 x 2 mm s piedkolonkou Gemini (Phenomenex, USA) a mobilni faze slozené
z vodného roztoku kyseliny octové (pH 2) (A) a methanolu (B) pii gradientovém
uspofadani (viz tab. €. 4) o pratoku 150 pl/min. Nastfikovany objem vzorku na kolonu

byl 5 pl.

Tabulka ¢islo 4: Gradientova eluce mobilni faze

Cas Rozpoustédlo A Rozpoustédlo B
[min] [%0] [%0]
0:00 95
3:00 95 5
5:00 70 30
15:00 70 30
16:00 95 5
20:00 95 5
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Trojity kvadrupol, kterym byl vybaven hmotnostni spektrometr, umoznil pouziti
vysoce citlivého a selektivniho ,,Selective Reaction Monitoring* modu (SRM). Jeho
principem je izolace specifického iontu analytu na prvnim kvadrupélu. Nasledné je
tento ion podroben kolizné indukované disociaci (CID) na druhém kvadrupélu a ziskany
charakteristicky produktovy ion je pak detekovan na kvadrupdlu tretim. Podminky
na hmotnostnim spektrometru byly zoptimalizovany z hlediska dosazeni maximalni
citlivosti stanoveni na nasledujici hodnoty: napéti na kapilafe: 65 V (ESI+) a -70 V
(ESI-), tlak kolizniho plynu (argon) vyuZzivaného pro kolizn¢ indukovanou disociaci
(CID) 0,2 Pa. Kolizni energie jako vysledek série optimaliza¢nich experimentd jsou
uvedeny v tabulce ¢islo 5 pro kazdy jednotlivy analyt. MéFeni na hmotnostnim
spektrometru bylo rozdéleno do dvou segmenttl; prvni pracoval v ESI" médu (0,0 — 6,0

min), druhy v ESI" médu (6.1 — 20 min).

Tabulka ¢islo 5: Monitorovaci reakce analytl a kolizni energie

Analyt CID kolize Kolizni energie
[m/z — m/Z] [eV]
DA.HCI 137 - 120 -17.5
DA.HCI-d4 141 - 123 -17.5
HVA 181 - 122 17.0
3-MT.HCI 168 - 151 -11.5
DOPAC 167 - 122 8.5

3.7 Validace metody

3.7.1 Priprava standardu a kalibraéni pfimky

Zasobni roztok standardii o koncentraci 1 mg/ml byl vZdy cCerstvé pfipraven
rozpusténim DA.HCI, HVA, 3-MT.HCI a DOPAC v methanolu. Tento roztok byl dale
pouzit k ptipraveé kalibracnich roztokl o koncentracich: 0.5; 1; 5; 10; 25; 50; 100; 200;
300; 400 a 500 pg/10 pl a do kazdého roztoku byl piidan vnitini standard DA-d4 (10
pg/10 ul). Kalibra¢ni piimka je chapana jako pifimkova zavislost, tj. zavislost plochy
piki analyti (DA.HCl, HVA, 3-MT.HCl nebo DOPAC) podelend plochou
odpovidajiciho vnitiniho standardu na koncentraci. Vzijemnou tésnost libovolnych
po sobé nésledujicich hodnot z kalibra¢ni pfimky vyjadiuje tzv. Pearsoniv korelacni
koeficient r, Castéji se pouziva r%. Pokud je zavislost linearni, koeficient r se blizi 1, ar

se pocita z rovnice (1):
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3.7.2 Presnost, spravnost, vytéznost metody

Piresnost metody je definovana jako tésnost souhlasu mezi nezavislymi
vysledky zkousSky a jeji hodnota se vyjadiuje relativni smérodatnou odchylkou (RSD),
ktera se pocita podle vztahu RSD = 100sy / X, kde sx znamena smérodatnou odchylku

(SD) a x primérnou hodnotu stanovené koncentrace.

Spravnost metody je tésnost souhlasu mezi vysledkem méfeni a skuteCnou
hodnotou méfené veliiny a vyjadiuje se pomoci relativni chyby (RE), pro kterou plati:
RE = 100(x—p)/ w, kde x je primérna hodnota stanovené koncentrace a p je skutecné

piidané mnozstvi standardu.

VytéZznost metody se stanovi jako procento analyzovaného mnozstvi ku

znamému pridanému mnoZzstvi.

Presnost, spravnost a vytéZnost vyvinuté metody byly stanoveny z péti
koncentra¢nich hladin latek DA.HCI, HVA, 3-MT.HCI a DOPAC (0.5; 10; 50; 100
a 250 pg/40 ul) v ACSF s konstantnim piidavkem vnitiniho standardu DA.HCI-d4 (10
pg/40 ul). Kazda koncentrace byla ptipravena 5x a vzorky byly podrobeny jedné
z metod zakoncentrovani (lyofilizace, SPE, stripovani dusikem) a nasledné zméfeny

metodou HPLC-ESI-MS/MS.

3.7.3 Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ)

Limit detekce je definovan jako nejmensi mnozstvi analytu ve vzorku,
které mize byt detekovano, limit kvantifikace (mez stanovitelnosti) je nejnizsi
mnozstvi analytu ve vzorku, které mize byt stanoveno jako exaktni hodnota s predem
znamou nejistotou. Pro vypocet limitu detekce a limitu kvantifikace bylo pouZito
méfeni slepého roztoku ACSF obsahujici 10 pg DA.HCI-d; a 15 ul kyseliny
chlorovodikové, ktery byl analyzovan HPLC-ESI- MS/MS metodou celkem desetkrat
(n=10). Hodnota LOD byla vypocitana jako primérna hodnota signalu slepého vzorku
zvétSend o trojnasobek smeérodatné odchylky slepého vzorku. LOQ byl stanoven
jako primérna odezva slepého vzorku zvétSena o desetinasobek jeho smérodatné
odchylky.
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3.8 Experimentalni studie - Zvirata

Vsechny manipulace se zvitaty byly provadény s ohledem na smérnice Evropské
unie (86/609/EU) a Narodni komise pro chov laboratornich zvitat. VSechny
experimenty schvalila eticka komise a kazdy potkan byl pied experimentem naivni a byl

pouzit pouze jednou.

Dospélé samice potkant Wistar (250-300 g) byly rozdéleny do dvou skupin
(kontrolni a exponované¢ metamfetaminu - MA) a na pocatku estrogenniho cyklu byly
pripustény. MA exponované skuping€ byla po celou dobu gestace podavana latka MA
(5 mg/kg/den). Z potomkt vSech samic byli vybrani pouze samci, ktefi byli rozdéleni
do skupin podle toho, jestli v prenatalnim obdobi byli nebo nebyli exponovani MA.
V 90. den po narozeni jim byla voperovana mikrodialyza¢ni kanyla do Nucleus
accumbens a byl proveden odbér vzorkd. Poté byl dokonéen cely pokus, ktery byl
nakonec vyhodnocen.

4 Vysledky a diskuse

4.1 Stabilita dopaminu

Dopamin a jeho metabolity jsou zndmy jako malo stabilni latky, proto bylo
nezbytné zjistit jejich chovani pfi laboratorni teploté (25°C) v matrici ACSF a v pouzité
mobilni fazi, tj. za podminek jejich zpracovani. Stabilita latek byla stanovena NMR
analyzou. V prub¢hu stabilitni studie (doba jednoho experimentu — 48 hodin) nebyla
pozorovana degradace HVA a DOPAC. Pro DA a 3-MT byla stanovena rychlost
poklesu koncentrace 0,10 - 0,15 % za hodinu. DA a 3-MT lze stabilizovat jejich
prevedenim na ptislusné hydrochloridy, které se po ptidani kyseliny chlorovodikové
tvoii okamzité. Z tohoto davodu byl roztok ACSF s analyty v pribéhu experimentalni

studie jiman do mikrozkumavky obsahujici 15 ul 0,1 M kyseliny chlorovodikové.

4.2 Zpracovani vzorku

Analyza mikrodialyzatu klade zna¢né naroky na pouzité analytické metody

Z nékolika davodu:

1. velice nizkéd koncentrace (femto-, pikogramy na mililitr) analyti v ACSF

roztoku
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2. maly objem analyzovanych vzorka (40 pl)

3. pfitomnost velkého mnozstvi soli v ACSF

Z téchto divodi byly ptfed samotnou HPLC/MS analyzou sledované latky
separovany a zakoncentrovany. Jako koncentratni metody byly testovany lyofilizace,
SPE (extrakce na pevné fazi) s vyuzitim SPE PerfectPure C18 tip (Eppendorf,
Némecko) a stripovani dusikem. Se v§emi témito koncentra¢nimi kroky byla provedena

validac¢ni studie (viz 4.4 — validace, tabulka ¢islo 6).

4.3 Optimalizace HPLC-MS metody

Pro wvlastni analyzu bylo pouzito spojeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostnim  spektrometrem (Varian 1200 L, USA).
Chromatografické déleni latek bylo realizovano pomoci kolony Gemini a mobilni faze
0 slozeni methanol (A) a vodny roztok kyseliny octové (pH 2) (B) pii gradientovém
usporddani o pritoku 150 pl/min. Nastiikovany objem vzorku na kolonu byl 5 pul.
Na obrazku ¢. 21 je chromatogram, ktery byl ziskan za optimalnich podminek HPLC-
ESI-MS/MS analyzy a demonstruje UspéSnou separaci vSech analytli (DA.HCI, HVA,
3-MT.HCI, DOPAC). Podminky na HPLC vSak nebyly optimalizovany pouze k ziskéani

optimalniho oddéleni latek, ale také k ziskani maximalni senzitivity pro MS analyzu.

Trojity kvadrupodl, kterym byl vybaven hmotnostni spektrometr, umoznil pouZiti
vysoce citlivého a selektivniho ,,Selective Reaction Monitoring” modu (SRM),
ve kterém byly zméfeny vSechny analyty. Pro kazdy analyt bylo nejprve nutné zjistit
jejich prekurzorovy ion, coz ukazuje obrazek ¢. 22, kde jsou MS spektra DA a jeho
metaboliti po prichodu kvadrupdlem Q1. Tento specificky ion kazdého analytu byl
na kvadrupolu Q2 podroben kolizné indukované disociaci (MS/MS spektra jsou
na obrazku ¢. 23) a na kvadrupdlu Q3 byl pak detekovan charakteristicky produktovy
ion pro kazdy analyt. Produktovy ion byl vybrdn na zaklad€ nejvétSi intenzity
ve spektru. Jednotlivé monitorovaci reakce analyti pro SRM mod jsou uvedeny

v tabulce ¢. 5 v kapitole 3.6.

Latky HVA a DOPAC bylo mozZzné zméfit pouze v negativnim modu ionizace,
nebot’ se jednd o kyseliny. AvSak DA.HCl a 3-MT.HCl bylo mozné detekovat
V pozitivnim i v negativnim moédu (viz obrazek ¢. 22 A, B a C, D). Pfi méfeni

Vv negativnim modu vSak dochazelo Castecné jak k detekci chloridt latek, tak k detekci
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iontu [M-H]" (viz obrazek ¢. 22) a tak by byla velmi neptiznivé ovlivnéna citlivost
metody pro tyto latky. Proto byly meéfeny v pozitivnim moédu ionizace. Jako
prekurzorovy ion dopaminu byl tedy vybran ion [M-NHs]", jelikoz dosahoval nejlepsich
vysledi pro LOD a LOQ. Pro 3-MT.HCI byl prekurzorovy ion [M+H]" a v piipadé
HVA a DOPAC pak ionty [M-H]".

Cela LC-MS metoda byla rozdélena do dvou segmentl (jak ukazuje obrazek
¢. 21), které se lisi ve zplisobu ionizace, ¢imz se dosahlo jesté vEtsi senzitivity metody.
DA.HCI a 3-MT byly méfeny v pozitivnim modu v segmentu 1 (0 — 6,0 min), HVA
a DOPAC v negativnim médu v segmentu II (6 — 25 min).

DA.HCI 3-MT.HCI DOPAC HVA
200 1 T~ - _— ~— -
[
n .
. 150
e
n
Z
i 100
t
a

[kCount] 50 U L_J
- — \

SEGMENT I - ESI” SEGMENT II - EST

0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

Cas [min]

Obrazek ¢islo 21: Vysledny chromatogram
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4.4 Validace
Pfesnost a spravnost vyvinuté metody byly stanoveny z péti hladin

koncentra¢nich hladin latek DA.HCI, HVA, 3-MT.HCI a DOPAC (0.5; 10; 50; 100
a 250 pg/40 ul) v ACSF s konstantnim ptidavkem vnitiniho standardu DA.HCl-d4 (10
pg/40 ul). Kazda koncentrace byla pfipravena 5x, vzorky byly podrobeny jedné z metod
zakoncentrovani (lyofilizace, SPE, stripovani dusikem) a néasledné¢ zméteny metodou
HPLC-ESI-MS/MS. Piesnost (RSD) se pohybovala v intervalu 8,0 — 11 % pro DA.HCI,
7,6 — 10,1% pro HVA, 85 — 13,9 % pro 3-MT.HCI a 8,7 — 11,9 % pro DOPAC.
Spravnost (RE) se nachazela v rozmezi -4.4 az -11.8 % pro DA.HCI, -4.8 az -11.7 %
pro HVA, -5.7 az -14.1 % pro 3-MT.HCI a -7.1 az -11.4 % pro DOPAC. Vysledky
statistického zpracovani (presnost, spravnost, vytéznost, LOD a LOQ) pro kazdy postup
zakoncentrovani vzorkll jsou uvedeny V tabulce ¢. 6. Na zakladé vysledkt validace
metody byla jako nejoptimalng€j§i vybrana metoda lyofilizace, kterd byla pouZita

k zakoncentrovani vzorkt v experimentalni studii.
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Tabulka ¢islo 6: Valida¢ni parametry pro DA.HCI a jeho metabolity - HVA, 3-MT.HCI
a DOPAC

Latka Pfesnost  Spravnost  VytéZnost LOD LOQ
RSD RE
[%0] [%0] [%0] [Pg/40 mI]  [pg/40 mi]
Lyofilizace - HPLC-ESI-MS/MS
DA.HCI 114 -11.8 88.2 0.07 0.08
HVA 10.1 -11.7 88.5 0.08 0.09
3-MT.HCI 13.9 -14.1 86.1 0.09 0.11
DOPAC 11.9 -11.4 88.6 0.08 0.09
SPE - HPLC-ESI-MS/MS
DA.HCI 13.6 -18.3 80.6 0.1 0.12
HVA 13.5 -20.6 79.2 0.16 0.17
3-MT.HCI 15.3 -16.8 82.5 0.11 0.13
DOPAC 14.6 -21.3 77.7 0.18 0.19
Stripovani dusikem — HPLC-ESI-MS/MS
DA.HCI 17.6 -13.4 85.3 0.08 0.09
HVA 15.5 -13.0 87.8 0.09 0.1
3-MT.HCI 18.3 -16.9 83.7 0.11 0.13
DOPAC 19.4 -12.4 88 0.09 0.1

4.5 Experimentalni studie — pribéh koncentrac¢nich
hladin

Vyvinuta analyticka metoda skladajici se z koncentracni metody - lyofilizace
a HPLC-MS/MS analyzy byla pouZita pro experimentalni studii pfi sledovani zmén
koncentraci DA, HVA, 3-MT a DOPAC v mozku potkani po akutni aplikaci
metamfetaminu. Vzorky byly ziskany z Nucleus accumbens potkani prenatalné
exponovanych latkou MA (5 mg/kg, s.c.) a potkant, ktefi se diive s latkou nesetkali.
Prvni 3 vzorky byly odebrany pro ustanoveni bazalni hladiny dopaminu a jeho
metaboliti a poté byly vzorky sbirany 220 min po akutnim podani MA (1 mg/kg, s.c.).
Typicky prib¢eh zavislosti koncentrace DA a jeho metabolitl na ¢ase po podani MA je

znazornén na obrazcich ¢&. 24 - 27.

U skupiny potkani, ktefi byli prenatalné¢ exponovani MA, byly nalezeny vyssi
bazalni koncentrace DA, HVA, 3-MT a DOPAC. Ztoho vyplyva, Zze je mozné,
ze U téchto jedinct existuje veétsi nebezpeci vzniku nékterych chorob, které jsou spojené
s nadbytkem dopaminu. Velice pravdépodobné také doslo i k vytvofeni vétsiho pocétu

receptord.
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Po podéani MA se u obou skupin potkanii zacala koncentrace DA, HVA, 3-MT
a DOPAC meénit ve stejny Cas, coz naznacuje ucinkovani MA. Koncentra¢ni hladina
dopaminu v Nucleus accumbens se zvysila, coz je dikazem adiktivniho charakteru
latky. Dale po akutni aplikaci MA vzrostla hladina metabolitt HVA a 3-MT. U potkant
prenatalné vystavenych MA dochdzi k vyliti vétSitho mnozstvi dopaminu a zaroven je
veétsi rozdil mezi normalni a maximalni hladinou (tj. vétsi citlivost k droze). Zaroven
po podani drogy trvaji vSechny déje s dopaminem na synapsi déle. To znamena, Ze tito
jedinci citi intenzivnéji pocit slasti a krome jinych potizi spojenych s prenatalni expozici
MA maji vétsi tendenci k rozvinuti zavislosti. Hladina DOPAC naopak u obou skupin
klesla. To nam napovidda mnohé o mechanismu pusobeni MA. Tato latka zvySuje
koncentraci mediatoru dopaminu, zabraiiuje jeho zpétnému vychytavani ze synapse
a také blokuje enzym MAO, ktery degraduje dopamin na DOPAC (proto nastal pokles

jeho koncentrace), ovSem na aktivitu enzymu COMT nema vliv.

Tabulka ¢islo 7: Hodnoty koncentraci dopaminu a jeho metaboliti u skupiny potkanti

bez prenatalni expozice MA

Odbér Cas [min] DA [pg/ml] 3-MT DOPAC HVA [ng/ml]
[pg/ml] [ng/ml]
1 20 59,7 398,4 7,3 7,3
2 40 60,0 418,4 7,0 6,5
3 60 57,4 408,9 7,2 6,6
4 80 133,3 1489,0 4,2 6,4
5 100 292,4 2091,0 3,5 6,4
6 120 301,8 22445 3,5 10,9
7 140 220,2 1607,7 3,2 19,5
8 160 164,8 1232,9 3,5 25,4
9 180 122,1 962,7 2,9 19,6
10 200 94,9 779,6 3,4 9,3
11 220 75,0 625,9 7,1 6,7
12 240 69,4 665,0 7,2 7,7
13 260 54,8 667,2 7,2 79
14 280 57,4 577,2 7,0 7,0
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Tabulka ¢islo 8: Hodnoty koncentraci dopaminu a jeho metaboliti u skupiny potkanti

S prenatalni expozici MA

Odbér Cas [min] DA [pg/ml] 3-MT DOPAC HVA [ng/ml]
[pa/mi] [ng/ml]
1 20 188,2 905,6 21,9 18,4
2 40 190,8 973,3 21,7 17,7
3 60 181,3 862,1 21,2 19,4
4 80 464,8 3432,3 4,9 20,2
5 100 660,2 4808,5 3,5 19,2
6 120 491,8 5180,2 3,3 37,2
7 140 354,7 3964,2 2,3 56,8
8 160 245,2 2954,9 3,1 65,6
9 180 209,0 2343,0 3,4 43,8
10 200 193,2 1385,9 10,5 27,2
11 220 2219 1158,3 20,5 19,5
12 240 212,3 1329,4 20,2 17,8
13 260 217,9 1308,8 21,7 20,2
14 280 177,2 1168,7 21,2 19,4
700,0
600,0 -
é 500,0 -
= 400,0 -
S
£ 3000 -
3
S 2000 -
x
100,0 -
0,0 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Cas [min]
== Bez prenatalni expozice MA S prenatalni expozici MA
Obrazek cislo 24: Graf koncentrace dopaminu
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5 Zaver

Piedkladana prace se zabyva vyvojem nové senzitivni a selektivni metody
pro in vivo stanoveni koncentrace DA a jeho metabolitii v mozku. Navrzena metoda se
sklada z mikrodialyza¢niho odbéru vzorku z Nucleus accumbens a analytické metody,
ktera kombinuje lyofilizacni zakoncentrovani vzorku s kapalinovou chromatografii
a hmotnostné spektrometrickym stanovenim neurotransmitert. Tato metoda byla
optimalizovana ve snaze postihnout co nejvétsi mnozstvi parametrti, jak na strané
odbéru vzorku a zachazeni snim, tak nastrané¢ jeho zpracovani a nasledného

analytického stanoveni.

Vyvinutd metoda byla pouzita v animalni studii, jejimz tikolem bylo prozkoumat
vliv prenatalni expozice metamfetaminu. Realizovana studie umoznila vyslovit
domnénku, Ze aplikace drog ze skupiny budivych aminii v prib&hu prenatalniho vyvoje
vede k ovlivnéni dopaminergniho sytému vV mozku potomku. Byly u nich zjistény vyssi
bazalni koncentrace dopaminu, které by mohly zpisobovat sklony k nékterym
chorobam. Po akutnim podani drogy se u potomkii matek, které b&hem gravidity
pozivaly metamfetamin, objevily vétsi rozdily mezi bazalni a maximalni hladinou
dopaminu, HVA a 3-MT v Nucleus accumbens nez u potkanti, ktefi se s drogou nikdy
pted tim nesetkali. To by mohlo na molekularni Grovni potvrzovat, ze vystaveni ditéte
navykové latce uvedeného typu je$té pired narozenim zvysi jeho predispozice
k vytvofeni adikce. Koncentrace metabolitu DOPAC u obou skupin potkant klesla,
coZ potvrzuje, 7e¢ metamfetamin blokuje enzym MAO, ktery degraduje dopamin
na DOPAC. Koncentra¢ni hladina dopaminu, HVA a 3-MT naopak stoupla, ¢imz se

potvrdilo, Ze na enzym COMT nema metamfetamin Vliv.

Vyvinutd metoda, umoznujici monitorovani vzniku a priitbéhu zavislosti, mize
byt dale pouzita i k vyzkumu ostatnich onemocnéni souvisejicimi s koncentraci

dopaminu v mozku.
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3-MT
5-HT
ACSF
API
APCI
APPI
ATP
CoMT
CID
CNS
DA
DA.HCI
DA.HCI-d,
DAC
DAQ
DAT
DOPAC
DOPAL
DOPET
ECD
ESI
GABA
HPLC
HVA

L — DOPA
LOD
LOQ
MA
MAO
MS
MS/MS
NA
NCcA
PNMT
RSD
SPE

SD
SRM
TFA
VTA

6 Seznam pouzitych zkratek

3-methoxytyramin

5-hydroxytryptamin, serotonin

artificialni cerebrospinalni tekutina

atmospehric pressure ionisation

atmospheric pressure chemical ionisation
atmospheric pressure photo ionization
adenosintrifosfat

katechol-O-methyl-transferaza

kolizn¢ indukovana disociace - Collision Induced Dissociation
centrdlni nervovy systém

dopamin

dopamin hydrochlorid

dopamin hydrochlorid-d, [1,17,2,2 - 4 ?H]
dopamine-stimulated adenylate cyclase
dopamin-o-quinone

dopaminovy transportér

3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina
3,4-dihyroxyfenylacetaldehyd
3,4-dihydroxyfenylethanol

elektrochemicka detekce — electrochemical detection
ionizace elektrosprejem — electrospray ionization
kyselina gama-aminomaselna

vysokou¢inna kapalinova chromatografie

kyselina homovanilova

L - dihydroxyfenylalanin

limit detekce — limit of detection

limit kvantifikace — limit of quantification
metamfetamin

monoaminooxidaza

hmotnostni spektrometrie — mass spectrometry
tandemova hmotnostni spektrometrie

noradrenalin

Nucleus accumbens

enzym fenylethanolamin-N-methyltransferaza
relativni smérodatna odchylka - relative standard deviation
extrakce na pevné fazi - solid phase extraction
smérodatna odchylka - standard deviation

Selected Reaction Monitoring

kyselina trifluoroctova

ventralni tegmentalni oblast - ventral tegmental area
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