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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva vlivem morfinové abstinence na katecholaminergni a
serotoninergni neurotransmiterovy systém v mozku potkana. Teoretickd ¢ast prace shrnuje
zakladni informace o neurotransmisi se zaméeienim na katecholaminergni a serotoninergni
systém, metabolizmus komponent vySe zminénych neurotransmiterovych systémii, jejich
signalizaci, ptisluSné receptory, jejich distribuci a predevsim jejich ovlivnéni morfinovou
zavislosti a naslednou abstinenci. Stru¢né se vénuje také opioidni signalizaci a nastifiuje
dosavadni poznatky o neurochemické analyze vySe zminénych transmiterovych systémd.
Experimentalni ¢ast prace je zaméfena na optimalizaci metody vysokoucinné kapalinové
chromatografie s fluorescencni detekci a jeji nasledné vyuziti pro stanoveni zakladnich
komponent katecholaminergniho a serotoninergniho neurotransmiterového systému ve
vzorcich riznych €asti mozku potkanti ovliviiovanych intraperitonedlnim podavanim
morfin sulfatu a jeho naslednym vysazenim a odpovidajicich neovlivnénych kontrolnich
potkanil. V totoznych vzorcich je sledovana také exprese vybranych katecholaminergnich
receptord. Tato prace uspésné zavadi do pivodné izokratické metody vysokoucinné
kapalinové chromatografie s fluorescencni detekei gradient, ¢imz zvySuje jeji ucinnost, a
dale zavadi do rozpoustédla pro pfipravu vzorki mozkové tkan¢ ucinna stabilizacni
¢inidla. Vysledky stanoveni vybranych neurotransmiterti prokézaly vliv morfinové
zavislosti na katecholaminergni a serotoninergni neurotransmiterovy systém v mozku
potkana, ktery se projevuje statisticky vyznamnym narustem koncentrace dopaminu a
serotoninu ve striatu potkand ovlivnénych dlouhodobym intraperitonealnim podavanim
morfinu oproti kontrole a statisticky vyznamnym néarustem koncentrace noradrenalinu
v kiife mozkové obdobné ovlivnénych potkanti. Tato prace neprokazala vliv vysazeni
morfinu na koncentraci vybranych neurotransmiterti a jejich metabolitl ani na expresi
pfislusnych katecholaminergnich receptort, ¢imz potvrzuje schopnost organismu celit
zménam, které morfin na molekuldrni Grovni zptisobuje, a snahu organismu udrZovat stalé

vnitini prostfedi.

Klicova slova: morfin, abstinence, katecholaminergni systém, serotoninergni systém,

mozek, potkan



Abstract

The aim of this diploma thesis is to study the effect of morphine withdrawal on
catecholaminergic and serotonergic neurotransmitter system in rat brain. Theoretical part
of this thesis summarizes basic information known about principles of neurotransmission
with focus on the catecholaminergic and serotonergic system, metabolism of its
components, their signaling, relevant receptors, their distribution, and especially their
effect on morphine dependence and subsequent withdrawal. It also summarizes briefly
principles of opioid signaling and outlines the findings yet known about neurochemical
analysis of the transmitter systems mentioned above. Experimental part of this thesis is
focused on the optimization of the method of high performance liquid chromatography
with fluorescence detection and its subsequent use to determine basic components of
catecholaminergic and serotonergic neurotransmitter system in samples of different part of
brain of rats affected by intraperitoneal administration of morphine sulphate, and its
subsequent withdrawal and correspondings unaffected control rats. The expression of
selected catecholaminergic receptors in identical samples is also detected. This thesis
succesfully implements gradient into the originally isocratic method of high performance
liquid chromatography with fluorescence detection, thereby increasing its eficiency, and
further introduces effective stabilizing agents into the solvent for the preparation of brain
tissue samples. The results of this thesis showed the effect of morphine dependence on the
catecholaminergic and serotonergic neurotransmitter system in the rat brain which is
manifested by a statistically significant increase in dopamine and serotonin levels in rat
striatum affected by long—term intraperitoneal morphine dosage. This work has not proven
the effect of morphine withdrawal on the level of selected neurotransmitters and their
metabolites or on the expression of relevant catecholaminergic receptors, thus confirming
the body's ability to cope with changes caused by morphine at the molecular level and the

body's efforts to maintain stable internal conditions.
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Seznam zkratek a symboll

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

COMT katechol-O-metyltransferasa (z angl.
catechol-O-methyltransferase)

CREB vazebny protein pro cAMP responzivni element (z ang. cAMP
response element-binding protein

Dopamin DA

DOPAC 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina (z angl.
3,4-dihydroxyphenylacetic acid)

E adrenalin (z angl. epinephrine)

G-protein heterotrimerni GTP-vazajici protein

GABA v-aminomadselna kyselina (z angl. y-aminobutyric acid)

GPCRs receptory spfazené s G-proteiny (z angl. G-protein coupled receptors)

GTP guanosintrifosfat

5-HIAA 5-hydroxyindoloctova kyselina (z angl. 5-hydroxyindolacetic acid)

HPLC-FLD vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s fluorescencni detekci

(z angl. high performance liquid chromatography with fluorescence

detection)

5-HT 5-hydroxytryptamin, serotonin

5-HTP 5-hydroxy-L-tryptofan (z angl. 5-hydroxy-L-tryptophan)

HVA homovanilova kyselina (z angl. homovanilic acid)

L-DOPA L-3,4-dihydroxyfenylalanin (z angl.
L-3,4-dihydroxyphenylalanine)

LDR linearni dynamicky rozsah (z ang. linear dynamic range)

LOD limit detekce (z angl. limit of detection)

LOQ limit kvantifikace (z angl. limit of quantification)

MAO monoaminooxidasa

3-MT 3-methoxytyramin

NE noradrenalin (z angl. norepinephrine)

PKA proteinkinaza A

TBS Tris-pufrovany solny roztok

TMES pufr obsahujici Tris, chlorid hofe¢naty, kyselinu
ethylendiamintetraoctovou a sacharosu

T: retencni ¢as

Tris 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
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1 Uvod

Morfin, jako hlavni zastupce opioidii, je v klinické praxi hojné vyuzivany k tlumeni
chronické a stfedné silné az silné bolesti, dlouhodobé podavani morfinu nicméné vede
k rozvoji tolerance a zavislosti, kterd mtze byt po vysazeni morfinu nasledovana rozvojem
abstinen¢niho syndromu. Mechanizmy, které se podileji na vzniku a rozvoji morfinové
zavislosti a abstinence, jsou velmi komplexni a nebyly dosud jesté zcela objasnény. Tyto
mechanizmy ovlivituji rizné ¢asti centralni nervové soustavy a mohou indukovat zmény
v nékterych nervovych signalnich drahdch. Hlavni roli v jejich rozvoji mohou mit
neurotransmitery, které jsou nezbytné pro zajistovani komunikace napfi¢ buitkami. Na
molekularnich mechanizmech vzniku morfinové zavislosti a abstinence se mimo jiné
podileji neurotransmitery katecholaminergniho a serotoninergniho systému, jejichz vlivem
na morfinovou abstinenci se zabyva i tato prace. Pochopeni zmén indukovanych morfinem

na urovni vysSe zminénych neurotransmiteri by mohlo pomoci objasnit nékteré

mechanizmy vzniku a rozvoje morfinové zavislosti a abstinence.



2 Teoreticka cast

2.1 Principy neurotransmise

2.1.1 Neurotransmitery

Jednim ze zakladnich ryst zivého mnohobunécného organismu je komunikace mezi
jednotlivymi buikami. V nervovém systému tuto funkci zastava prevazné proces chemické
neurotransmise. Neurotransmitery jsou endogenni mediatory, které prendseji signal
z presynaptického neuronu k cilové postsynaptické buiice. Tyto neurotransmitery byvaji
v neuronu ulozeny zpravidla v tzv. vezikulach, ze kterych mohou byt plisobenim akéniho
potencidlu, ktery spusti pfiliv vapenatych kationtli do presynaptické stérbiny, exocytézou
uvolnovany. Tohoto procesu se ucastni mnohé proteiny a proteinové komplexy, mezi které
patii naptiklad SNARE komplex, tvofeny syntaxinem-1, SNAP-25 a synaptobrevinem
[1,2].

Jiz v roce 1969 Bernard Katz prokézal, Ze neurotransmitery jsou z buiiky uvoliiovany
v tzv. kvantech, kterd obsahuji az nckolik tisic molekul neurotransmiteru [3]. Jedno

kvantum odpovidéa uvolnéni neurotransmiteru z jedné synaptické vezikuly [4].

Po vylevu neurotransmiteru z neuronu dochazi bud’ k jeho vazbé na receptor, ktery poté
urcuje povahu fyziologického signdlu zprostiedkovaného danym receptorem, cilové buiiky
nebo k jeho zpé&tnému vychytani ¢i degradaci, cehoZ se ucastni piisluSné transportéry a
mnohé enzymy. Tyto transportéry a degradacni enzymy byvaji ¢asto cilen¢ ovliviiovany

nékterymi 1é¢ivy nebo drogami [5]. Schema neurotransmise je znazornéno na obrazku 2.1.

Mezi zékladni neurotransmitery patfi derivaty aminokyselin, jako jsou acetylcholin,
ktery je nezbytny pro ovlivilovani neurondlni excitability, synaptického pfenosu a
plasticity, y-aminomaselnd kysenina (GABA), hlavni inhibi¢ni neurotransmiter nebo
histamin, pfipadné aminokyseliny samotné, jako je glycin, nebo hlavni excitacni
neurotransmiter glutamat, dale pak monoaminergni medidtory, kam patii katecholaminy,
jejichz chemicka struktura je odvozena od molekuly katecholu, mezi néz patii dopamin,
noradrenalin a adrenalin a indolaminy (oznacované také jako tryptaminy), které obsahuji
indolovy strukturni motiv a jsou odvozené od struktury aminokyseliny tryptofanu. Jejich

hlavnim zastupcem je 5-hydroxytryptamin (serotonin) [6-10].
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2.1.2 Receptory

V centralni nervové soustave se neurotransmitery mohou vazat na dva typy receptoru,
ionotropni (ligandem fizené receptory) a metabolotropni receptory. Ionotropni receptory,
mezi které patii naptiklad GABAa, 5-HT3, glycinové a nikotinové acetylcholinové
receptory, jsou pentamerni komplexy tvorené nékolika podjednotkami, z nichz kazda ma
extracelularni synaptickou oblast, n¢kolik oblasti, které zasahuji do bunécné membrany a
také intracelularni oblasti. Centralni kanal, kterym prochazeji ionty, je pak tvofen
a-helikalnimi strukturami vyse zminénych podjednotek. Tyto receptory, které jsou za
normalnich podminek pro ionty nepropustné, po vazbé piislusného ligandu méni svij
konformacni stav, ¢imz dojde k otevieni kanalu, ktery je schopen propoustét ionty do
buiky. Tato konformaéni zména je pak nasledovanad pirechodem do desenzitizovaného
stavu, kdy je iontovy kandl uzavien a receptor nereaguje na dalsi stimulaci. Z tohoto stavu

se pak receptor presouva do uzavien¢ho stavu, a je tak pripraven k dalsi aktivaci [11, 12],

Jednim z nejvyznamnéjSich zastupcli metabolotropnich receptort je superrodina
receptorl sprazenych s proteiny vazajicimi guaninové nukleotidy (GPCRs), oznacovanych
také nékdy zkracené G-proteiny, které jsou tvoieny podjednotkami a,  a y. Tyto receptory
obsahuji N-koncovou extracelularni doménu, C-koncovou intraceluldarni doménu a
transmembranovou doménu tvoienou sedmi a-helixy. Mechanizmem pienosu informace
od neurotransmiteru dale do buriky je konforma¢ni zména receptoru, ke které dochazi po
navazani neurotransmiteru do vazebného mista receptoru. Pred vazbou ligandu na receptor
je na a-podjednotce G-proteinu navazan dinukleotid guanosindifosfat, ktery je po vazbé
pfislusného ligandu nahrazen trinukleotidem guanosintrifosfatem, zaroven dochazi
k disociaci a-podjednotky, kterd vaze ptisluSny nukleotid, od komplexu podjednotek  a
Y, coz zpusobuje aktivaci daného GPCR. Ackoliv maji rizné receptory sprazené s
G-proteiny stejny nebo velmi podobny mechanizmus ucinku, plsobi na Sirokou skalu
signalnich drah, mezi které patii napiiklad adenylylcyklazova signalni draha nebo

tyrozinkindzové a fosfolipazové kaskady [11], [13-14].
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' Bunécné jadro

Obrazek 2.1 Schema dopaminergni neurotransmise; diky akénimu potencidlu dojde
k uvolnéni dopaminu z vezikuly do synaptické Stérbiny, kde mize byt metabolizovan,
nebo pfenesen transportérem zpét do buiiky a dale metabolizovéan, nebo se mize vazat na
své receptory na postsynaptickém neuronu a spoustét prisluSnou bunécnou odpoved’,

v tomto piipade bud’ stimulaci nebo inhibici adenylylcyklazy. Upraveno dle [15].
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2.2 Katecholaminergni neurotransmiterovy systém

2.2.1 Jednotlivé komponenty katecholaminergniho systému, jejich vznik a

metabolizmus

Jako katecholaminy jsou oznacovany biogenni aminy, v jejichz chemické struktute
figuruje 3,4-dihydroxyfenyl (katechol). Mezi jejich hlavni zéastupce patii dopamin,
noradrenalin a adrenalin. Prekurzorem jejich syntézy je L-tyrosin, ktery je oxidovan na
L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA), jenz je poté pomoci piislusné dekarboxylazy
pfeménovan na dopamin, ten muze poté byt enzymem dopamin-B-hydroxyldzou
pfeménovan na noradrenalin, ze kterého miize byt za katalyzy N-methyltransferasou
syntetizovany adrenalin. Dopamin muze byt dale také enzymem monoaminooxidasou
oxidovan na 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu (DOPAC), ze které miize pisobenim

katechol-O-methyltransferasy vznikat kyselina homovanilova [16-18].

2.2.2 Katecholaminergni signalizace, receptory a jejich distribuce

Katecholaminy se vyskytuji pfevazné v centralni a periferni nervové soustavé, je mozné
je ale nalézt i mimo nervovou soustavu, naptiklad ve dfeni nadledvin, kde plni prfedevsim
hormonalni funkci. V centrdlni nervové soustavé jsou neurotransmitery dopamin a
noradrenalin produkovany dopaminergnimi a noradrenergnimi neurony. Ty se nachdzeji
v nejriiznéjSich oblastech mozku s axonalnim pfesahem do Siroké Skaly cilovych oblasti
mozku, kde hraji kli€ovou roli v mnohych funkcich nervového systému. Dopaminergni
neurony jsou lokalizovany piedevs§im v oblasti substantia nigra, odkud inervuji oblast
caudate-putamen, a tvoii tak nigrostriatalni drdhu, ve které hraji vyznamnou roli v fizeni
motoriky. Dopaminergni neurony se nachazeji také ve ventralni tegmentalni oblasti a jejich
axony sahaji do oblasti mozku, jako je nucleus accumbens, amygdala a prefrontalni kortex,
¢imz tvofi mezolimbickou dréhu, kterd je zapojena do fizeni emoci, motivace, odméeny
nebo tvorby paméti. Dal$i dopaminergni neurony se nachézeji naptiklad v hypothalamu
s axonalnim pfesahem do hypofyzy, jejiz funkci mohou modulovat. Noradrenergni
neurony je mozné nalézt v oblasti mozku locus coeruleus, odkud inervuji prefrontalni
kortex, amygdalu, hipokampus nebo thalamus. Tyto neurony ovliviiuji jak kognitivni
funkce (pozornost a pamét) tak vegetativni funkce (neuroendokrinni a autonomni

regulace) [19-22].
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V organismu se katecholaminy véazou na dopaminergni a adrenergni receptory.
Dopaminergni receptory, spadajici do rodiny receptori spfazenych s GTP vazajicimi
proteiny, je mozné rozdelit do péti zdkladnich typt (D1-D5 receptory), které jsou
kodovany odlisSnymi geny, plnici také odlisné funkce, a které jsou distribuovany v riznych
¢astech centralni nervové soustavy. Podle toho, s jakymi G-proteiny jsou dopaminergni
receptory sprazeny, je mozné rozdélit je do dvou skupin. D1 a DS receptory jsou sptazeny
s Gs proteiny, stimulujicimi enzym adenylylcykldzu, coz ma za néasledek aktivaci
sekundarniho posla cyklického adenosinmonofosfatu a naslednou produkci proteinkinazy
A, kterd dale miize ovliviiovat nejrizné€jsi transkripcni faktory v bunécném jadre. Kromé
adenylylcyklazy tyto podtypy dopaminergnich receptorti aktivuji také enzym fosfolipazu
C, coz vede k indukci intraceluldrniho vylevu vapenatych kationti (a tim i k ovlivnéni
vylevu jinych neurotransmiterti) a k aktivaci proteinkinazy C. Receptory D1 a DS jsou
Siroce distribuovany ve striatu, nucleus accumbens, ¢ichovém bulbu a v oblasti substantia
nigra. Tyto receptory hraji kli¢ovou roli v regulaci systému odmény, motorické aktivity,
paméti a uceni a také v regulaci n¢kterych renélnich funkcei [23-25]. D2, D3 a D4 receptory
jsou spfazeny s inhibi¢nimi G-proteiny, které adenylylcyklazu naopak inhibuji a aktivuji
draselné kandly, mezi jejich funkce patii naptiklad ovliviiovani nékterych kognitivnich
funkei, pozornosti nebo spanku. Hraji také roli v neurondlnim vyvoji. Tyto podtypy
dopaminergnich receptorii se vyskytuji hlavné ve striatu, globus pallidus, jadfe nucleus

accumbens, hipokampu, amygdale a kiife mozkové [24, 26-27].

Také adrenergni receptory patii do rodiny receptorti sptazenych s GTP vazajicimi
proteiny. Adrenergni receptory se dale déli na a-adrenergni a B-adrenergni. Receptory
obou téchto skupin je mozné jesté rozdé€lit do nékolika podtypi. a-adrenergni receptory se
déli na aia auB aic, 02a 2B a ozc. Do B-adrenergnich receptort spadaji podtypy B1 B2 a 3.
Adrenergni receptory po jejich interakci s pfisluSnym navadzanym ligandem pomahaji
zprostifedkovat ¢innost sympatického nervového systému, véetné riznych odpovédi buiky
na aktudlni stav organismu, jako je arteriolarni kontrakce hladkého svalstva nebo srde¢ni
kontrakce, které hraji klicovou roli v regulaci srdecnich funkci a homeostazy. V nervové
soustavé se adrenergni receptory nachdzeji hlavné v kiite mozkové, thalamu, amygdale,
moze€ku, hipokampu nebo v miSe. Noradrenergni systém mize modulovat fadu
neurologickych funkci, jako je proces u€eni a paméti, uplatiiuje se také pfi vyvoji mozku
nebo pii spanku, ale i pfi motorické aktivité. Ovliviiuje také vznik depresi a tizkostnych

poruch [28-30].

14



2.3 Serotoninergni neurotransmiterovy systém

2.3.1 Jednotlivé komponenty serotoninergniho systému, jejich vznik a

metabolizmus

Hlavnim zastupcem serotoninergniho neurotransmiterového systému je indolamin
5-hydroxytryptamin (serotonin). Prekurzorem jeho syntézy je esencialni aminokyselina
L-tryptofan; ten vstupuje do kynureninové metabolické drahy a je v prvnim kroku
hydroxylovan pomoci tryptofan hydroxyldzy, enzymu specifického pro serotoninergni
neurony, na intermedidt 5-hydroxy-L-tryptofan (5-HTP), ktery je nasledné
dekarboxylazou aromatickych L-aminokyselin pfeménén na 5-hydroxytryptamin. Ten je
z velké casti metabolizovan monoaminooxidasou na 5-hydroxyindoloctovou kyselinu,
k této deaktivaci 5-hydroxytryptaminu miize dochazet uz v synaptické stérbiné. Kyselina
5-hydroxyindoloctova, ktera je pak vyloucena moci, casto slouzi jako marker
neuroendokrinnich nadordi produkujicich serotonin [31-33]. ZjednodusSené¢ schema

metabolizmu dopaminu a serotoninu je znazornéno na obrazku 2.2.
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Obrazek 2.2 Zjednodusené schema metabolizmu dopaminu a serotoninu; v levé ¢asti
je znazornéna biosyntéza dopaminu z L—tyrosinu a jeho metabolizmus na finélni
produkt kyselinu homovanilovou. V pravé Casti je zndzornéna biosyntéza serotoninu
z L—tryptofanu a jeho metabolizmus na finalni produkt kyselinu

5-hydroxyindoloctovou. Upraveno dle [34].

2.3.2 Serotoninergni signalizace, receptory a jejich distribuce

Jak jiZ bylo feceno, specifické enzymy pro syntézu 5-hydroxytryptaminu je mozné
nalézt v serotoninergnich neuronech. Tyto neurony se nachazeji ptedevSim v oblasti
mozku nucleus raphe, s axondlnim pfesahem do mnoha dalSich oblasti mozku, naptiklad
do klry mozkové, hypothalamu, amygdaly, ventralni tegmentalni oblasti, mozecku,
hipokampu, thalamu a mnoho dalSich. Kromé& nervové soustavy je 5-hydroxytryptamin
hojné syntetizovan také ve stfeveé enterochromafinnimi buiikami. I vzhledem k velké skéle
oblasti mozku inervovanych serotoninergnimi neurony, ma 5-hydroxytryptamin zasadni
vliv na Sirokou Skalu neurdlnich funkci, jako je regulace nélady, kognitivnich funkeci,
agrese nebo spanku, termoregulace, kardiovaskularni regulace, regulace bolesti a dalSich

[35-36].

Serotonin se v organismu vaze na serotoninergni receptory. V soucasné dob¢€ je znamo

vice nez 15 serotoninergnich receptorl, které se na zdkladé¢ svych farmakologickych
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vlastnosti a sekvence aminokyselin déli do sedmi hlavnich skupin (5-HT1 az 5-HT7).
Receptory téchto skupin se dale déli do mnoha podtypt. Do skupiny receptorti 5-HT1 patii
podtypy 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HTI1E a 5-HTIF, tyto podtypy maji obecné
schopnost inhibovat adenylylcyklazu. Nachézeji se pievazné v oblasti mozku nucleus
raphe, hipokampu, striatu a klite mozkové, mimo centralni nervovou soustavu je mozné je
nalézt v hladké svalovin€ nebo naptiklad v déloze. Do skupiny 5-HT2 receptorti fadime
podtypy 5-HT2A, 5-HT2B a 5-HT2C, ty se nachazeji napiiklad v kiife mozkové, mozecku
nebo hypothalamu v ramci centralni nervové soustavy, mimo ni se nachazeji také v hladké
svaloving, zaludku nebo v krevnich destickach. Funkci téchto podtypl serotoninergnich
receptoru je aktivace fosfolipazy C. Receptor 5-HT3 plni funkci ligandem tizeného kanalu
a bylo zjisténo, ze miize mimo jiné ovlivitovat vylev dalSich neurotransmiteri. Nachazi se
v oblasti mozku area postrema nebo visceralnich aferentnich neuronech. Funkci receptoru
5-HT4 je aktivace adenylylcykldzy a je mozné ho nalézt v hipokampu a
v gastrointestinalnim traktu. Mezi podtypy receptoru 5-HT5 patii 5-HTSA a 5-HTSB,
nachdzeji se v ¢ichovém bulbu a v habenule. Jejich funkce zatim neni zcela objasnéna

[35, 37-39].

Dopaminergni a serotoninergni drahy v lidském mozku jsou znadzornény na obrazku 2.3.
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Obrazek 2.3 Grafické zndzornéni dopaminergnich a serotoninergnich

drah v lidském mozku. Upraveno dle [40].

2.4 Morfin a opioidy

2.4.1 Jednotlivi zastupci opioidd, metabolizmus morfinu

Termin ,,opioid* oznacuje latku, kterd ma schopnost vazat se na opioidni receptory
Terminem ,,opiat” je mozné oznacit opioidy, které jsou obsaZeny ve §tavé (opiu) maku
setého, jednéd se hlavné o alkaloidy morfin a kodein. Do opioidl mizeme déle zatadit
semi-syntetické opioidy, coz jsou latky syntetizované z opiatl. NejzndméjSim zastupcem
semi-syntetickych opioidll je heroin, ktery mozno pfipravit acetylaci morfinu. Zastupci

Cisté syntetickych opioidil jsou napiiklad fentanyl nebo metadon [41, 42].

Utinky opioidd silné zavisi na jejich vazbé na ptisluiné opioidni receptory. Obecné
jsou jejich ucinky analgetické, sedativni az anestetické. Opioidy maji vliv také na
gastrointestinalni trakt (snizuji sttevni motilitu, a mohou tak zptisobovat zacpu), respiracni
systém (zpusobuji utlum dechového centra), imunitni systém nebo kardiovaskularni

systém [43].
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Nejznaméjsim a nejhojnéji vyuzivanym opioidem je morfin. Systematicky nazev morfinu
je  (50,6a)-7,8-didehydro-4,5-epoxy-17-methylmorphinan-3,6-diol.  Jeho molekula
obsahuje strukturni motiv fenanthrenu. Chemicky morfin patii mezi slabé baze.
V organismu je pii druhé fazi biotransformace metabolizovan pomoci enzymu
glukuronyltransferasy na morfin-6-glukuronid a morfin-3-glukuronid.
Morfin-6-glukuronid je, stejn¢ jako jeho matetska molekula morfin, agonista p-opioidnich
receptord a ma také analgetické ucinky. Metabolit morfin-3-glukuronid postrada tuto
analgetickou aktivitu, byva nicmén¢ spojovan s nékterymi neuroexcitacnimi projevy, jako
je alodynie, myoklonus nebo zachvatové stavy. Minoritnimi metabolity morfinu jsou

morfin-N-oxid, 3-acetylmorfin, morfin-3-sulfat a nebo morfin-6-sulfat [44, 45].

2.4.2 Opioidni signalizace, receptory a jejich distribuce

Jak jiz bylo zminéno, opioidy se v organismu vazou na opioidni receptory. Existuji
p-opioidni receptory, k-opioidni receptory, 6-opioidni receptory a nociceptinové opioidni
receptory. Mezi ligandy opioidnich receptord patii také endogenni opioidy enkefaliny,
dynorfiny a endorfiny. Aktivaci zejména p-opioidnich receptorti, které jsou sptrazeny
s inhibiénimi GTP-vazajicimi proteiny, dochazi k supresi adenylylcykldzy, coZ ma za
nasledek inhibici sekundarniho posla cyklického adenosinmonofosfatu, a k modulaci
iontovych kanali, coz vede ke snizeni neuronalni excitability a k projevu G€inku typickych
pro opioidy jako je analgesie, mioza, bradykardie, sedace, hypotermie a dalsi. Klasickym
a velmi dulezitym aspektem transdukce opioidnich receptorti je schopnost jejich ligandl
modulovat vapnikové a draslikové iontové kanaly. Po aktivaci pfisluSného GTP-vazajiciho
proteinu dochazi k jeho interakci s dovnitt usmériiujicim draslikovym kanalem typu 3,
Kir3. Tento proces zplisobuje hyperpolarizaci buriky a inhibuje tonickou neurdlni aktivitu.
Vsechny ctyfi typy opioidnich receptori také ovliviiuji vapnikovou vodivost tim, Ze po
aktivaci receptoru spfazeného s GTP-vdzajicim proteinem a nésledné disociaci
a-podjednotky a By-komplexu dochazi k vazbé pravé PBy-komplexu ptimo do vapnikového
kandlu, ¢imZ se zamezi vstupu vapenatych iontl do buiiky. Opioidy jsou nechvaln€ znamé
hlavné pro svoji schopnost ovliviiovat vniméani bolesti, k tomu dochdzi prave
prostiednictvim ovlivnéni vstupu véapenatych iontii do buiiky a nasledné inhibice vylevu
neurotransmiteri prevazné z vybeézkli ganglii vedoucich do zadnich roht misnich
[43, 46-47]. Schema ovlivnéni vedeni bolesti pomoci opioidl je zndzornéno na obrazku
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Opioidni receptory jsou v nervové soustaveé Siroce exprimovany a nachézeji se také
v drahach modulujicich bolest, predev§im v oblastech mozku locus coeruelus a
v periakvaduktalni Sedé hmoté. Opioidni receptory se nachazeji rovnéz v limbické oblasti,
mezimozku a kiife mozkové [46]. Grafické znazornéni distribuce opioidnach receptor

v lidském mozku je uvedeno na obrazku 2.5.
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Obrazek 2.4 Schema opioidniho ovlivnéni vedeni bolesti; morfin se
vaze na opioidni receptory sprazené s G—proteiny, které na
presynaptickém neuronu inhibuji adenylylcyklazu, coz zabranuje
syntéze cAMP, dochazi také k inhibici vstupu vapenatych kationti do
buiikky, coz inhibuje vylev neurotransmiteri. Na postsynaptickém
neuronu dochazi k inhibici vylevu draselnych iontdi, coZ snizuje

excitabilitu bunky a zabranuje vedeni bolesti. Upraveno dle [48].
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Obrazek 2.5 Grafické znazornéni distribuce p-, k- a d-opioidnich

receptorti v lidském mozku. Upraveno dle [49].

2.5 Molekularni mechanizmy vzniku morfinové zavislosti a
abstinence

2.5.1 Rozvoj morfinové zavislosti

Opioidy jsou pro své analgetické a euforizujici u€inky uzivany po tisice let. V tomto a
minulém stoleti nicméné doslo k masivnimu narustu uzivani téchto latek, jejichz
naduzivani miZe vést k rozvoji zavislosti. V soufasné dobé¢ se v souvislosti s rozvojem
morfinové zavislosti zavadi termin porucha uzivani opioidii. Porucha uzivani opioidu je
chronickd porucha, kterda je zptisobovana aktivaci center odmény v centrdlni nervové
soustaveé a naslednym zvySujicim se zapojovanim tzv. center anti-odmén, coZ miize vést
k nepfiznivym emoc¢nim staviim a k relapsu. Uvadi se, Ze celosvétové trpi poruchou
uzivani opioidi az 16 milionti osob [49]. Diagnoéza poruchy uzivani opioidi byva
stanovovana na zakladé splnéni dvou nebo vice z kritérii, mezi ktera miizeme zatadit
napiiklad zvySovani davky uZivanych opioidl, nadmérny cas straveny ziskavanim nebo

uzivanim opioidd, silna touha uzivat opioidy, potifeba zvySovat davku opioidd, rozvoj
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abstinencnich ptiznakl pfi snizeni davky, pokracovani v uzivani opioidi 1 pies psychické

nebo fyzické problémy nebo uzivani opioidl i v zivotn€ ohrozujicich situacich [50, 51].

Cesta k rozvoji morfinové zavislosti zacina uz vazbou morfinu na opioidni receptor. Pti
chronickém uzivani morfinu miize dochazet k downregulaci opioidnich receptort, k jejich
desenzitizaci a k odpojeni od signdlnich drah, které za normalnich okolnosti spoustéji. Bylo
zjisténo, ze chronické wuzivani morfinu zvySuje v buiice hladinu cyklického
adenosinmonofosfatu. Toto zvySeni neni pravdépodobné dusledkem odpojeni opioidniho
receptoru od piislusné signalni drahy, ale mohlo by odrazet adaptacni zmény buriky, jako
napiiklad upregulaci adenylylcyklazy, proteinkinazy A a CREB. Pravé tato indukovana
regulace cAMP drdhy byva davana do souvislosti s rozvojem morfinové tolerance a

zavislosti [52, 53].

Bylo zjisténo, ze chronické uzivani opioida ovlivituje také n€které neurotransmiterové
systémy. Dlouhodobé uZzivani morfinu zvySuje uvoliiovani dopaminu tim, Ze zvySuje
aktivitu dopaminergnich neuronli ve ventralni tegmentalni oblasti. Pfedpoklada se, ze
mechanizmus vyse zminéného ovlivnéni dopaminové mezolimbické drahy spociva
v aktivaci p-opioidnich receptori nachazejicich se na GABAergnich neuronech ve
ventralni tegmentalni oblasti a oblasti substantia nigra pars reticulata, které maji vyznamny
podil na regulaci aktivity vySe zminénych dopaminergnich neuronii. Proto hraje
mezolimbicka draha vyznamnou roli v ovliviiovani chovani spojeného s pocitem odmény
po uziti opioidi a rozvojem zavislosti [54, 55]. Se zvySovanim hladiny dopaminu
v nékterych  ¢astech mozku souvisi 1 zvySovani hladiny jeho metaboliti

3,4-dihydroxyfenyloctové a homovanilové kyseliny [56].

Spole¢né s ovliviitovanim hladiny neurotransmiterti samotnych ovliviiuje morfin i jejich
receptory. Chronickd expozice morfinu ovliviluje mRNA expresi nékterych
dopaminergnich receptort. Dle Spanglera a kol. [57] po dlouhodobém podavani morfinu
potkanim doslo v oblasti mozku caudate putamen, substantia nigra a ve ventralni
tegmentalni oblasti ke snizeni exprese mRNA dopaminergnich D2 receptori a ke zvyseni
exprese mRNA D3 receptorti a k upregulaci téchto receptort, které pispivaji k negativni
modulaci mezolimbické dopaminové drahy, coz byva spojovano s ovlivilovanim centra
odmény (které souvisi i srozvojem drogové zavislosti), mimo jiné prostfednictvim

stimulace p-opioidnich receptorii [58].
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Na rozvoj tolerance a zavislosti maji pravdépodobné vliv i morfinem indukované
zmény v noradrenergnim a serotoninergnim neurotransmiterovém systému. Je zndmo, ze
analgeticky t¢inek opioidi je z ¢asti zptisobovan stimulaci serotoninergniho systému
[59, 60]. Bylo zjisténo, ze podavani morfinu zptisobuje zvySeny vylev serotoninu, s ¢imz
souvisi 1 zvyseni jeho syntézy a metabolizmu v riaznych oblastech mozku, mimo jiné také
v kiife mozkové a striatu [56]. S tim pravdépodobné souvisi i zjisténi, ze pti dlouhodobém

podavani morfinu dochazi k upregulaci 5-HT2 serotoninergnich receptort.

Byla zjisténa také uzka spojitost mezi opioidnimi a adrenergnimi receptory. Nékteré
ligandy opioidnich receptord, naptiklad morfin, mohou mit afinitu k adrenergnim
receptorim a naopak ligandy adrenergnich receptord, jako je adrenalin, noradrenalin nebo
dopamin, se mohou vazat na opioidni receptory [61]. Mimo to byl po pod4avani morfinu
pozorovan zvySeny vylev noradrenalinu v nervové soustavé a s tim souvisejici zvySena

exprese adrenergnich receptort [62, 63].

2.5.2 Rozvoj morfinové abstinence

Morfinova abstinence nebo abstinencni syndrom je souborem piiznakt, nésledujicich
po nahlém vysazeni morfinu a je také jednim z hlavnich projevli morfinové zavislosti.
Mezi tyto pfiznaky patii zvySend nervozita, uzkost, svalovy tfas piipadné kiece, nebo
prijem. Tyto negativni psychické i1 fyzické aspekty abstinencniho syndromu pfispivaji

k dal§imu zneuZivani navykovych latek [64].

Molekularni mechanizmy vzniku morfinové abstinence nejsou jesté zcela objasnény,
diky rozvoji na poli biologickych a chemickych véd a zdokonalovani metod slouZicich
k blizS§imu pochopeni nékterych bunécnych procest, bylo zjiSténo, Ze pii rozvoji
morfinové abstinence a abstinen¢niho syndromu by se mohly mimo jiné uplatiiovat
neurotransmiterové systémy, jejichz souvislost s podavanim morfinu byla popisovéna
v predchozich podkapitolach. Bylo zjiSténo, Ze rozvoj morfinové abstinence souvisi se
superaktivaci adenylylcyklazového signalniho systému [64]. Predpoklada se také
souvislost se supresi dopaminergniho a serotonergniho neurotransmiterového systému, na
¢emz se podilela studie [65]. Ta prokazala sniZzeni hladiny serotoninu v mozku a s tim
souvisejici snizeni hladiny jeho prekurzoru, tryptofanu mezi devatym a tfindctym dnem po
vysazeni morfinu. Dale prokazala zvySeni hladiny noradrenalinu v kiife mozkové a

hypothalamu pii chronickém podévani morfinu a jeho nasledné sniZzeni po vysazeni
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morfinu. Rozvoj abstinen¢niho piiznaku mize mimo jiné také souviset se zjisténim, Ze po

vysazeni morfinu dochazi k upregulaci 5-HT1 receptora [66].

Prokazan byl také vliv morfinové abstinence na adrenergni receptory. Bylo zjisténo, ze
po vysazeni morfinu dochazi u potkant v kiife mozkové k upregulaci aa adrenergnich
receptorti, coz byva spojovano také s upregulaci adenylylcyklazového a cAMP signalniho

systému a také s rozvojem morfinové abstinence [67, 68].

Dle Dumonta a kol. [69] se na rozvoji morfinové zavislosti podileji i a1 a B adrenergni
receptory, které jsou aktivovany pravé vySe zminénym zvySenym vylevem noradrenalinu.
Vysazeni morfinu ma vliv také na zvySenou expresi GABAAa receptora, které je zpisobeno
jak aktivaci § adrenergnich receptort, tak aktivaci adenylylcyklazy, proteinkinazy A a také

a1 adrenergnich receptorti.

Po vysazeni dlouhodobého podavéani morfinu miize dle Diany a kol. [70] také dochéazet
ke snizeni vylevu dopaminu, coz mize napomdhat manifestaci negativnich projevi
abstinen¢niho syndromu. S rozvojem morfinové abstinence patrn¢ souvisi 1 D2
dopaminové receptory, jejichz blokada spousti abstinen¢ni chovani u jedinct zavislych na

morfinu [71].
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2.6 Chemicka analyza neurotrasmiterovych systému

Pro kvalitativni a kvantitativni analyzu nejriiznéjSich analyti ve vzorcich mozkové
tkdn¢ byly zavedeny a optimalizovany nejriznéjsi analytické metody. Pro separaci
jednotlivych analyti ve vzorku se nejCastéji vyuziva vysokoucinna kapalinova
chromatografie (mezi dal$i vyuzivané analytické metody patii napiiklad kapilarni
elektroforéza nebo cyklicka pulzni voltametrie), pro naslednou detekcei a identifikaci se po
dlouhou dobu pouzivala detekce elektronového zachytu. V poslednich letech se prechazi
pii takovychto neurochemickych analyzach ke hmotnostni detekci, hlavné kvili jeji
vysoké citlivosti. Je mozné také vyuzit fluorescencni detekci, pfipadné kombinaci

fluorescen¢ni detekce a hmotnostni identifikace [72, 73].

Problém pfi neurochemickych analyzach ptfedstavuje nizka stabilita analytd, proto
samotné separaci a detekci analytl pfedchazi priprava vzorkd mozkové tkang, spocivajici
bud’ v odstranéni latek z matrice (naptiklad pouzitim metody extrakce na pevné fazi), které
by mohly analyty degradovat, nebo v pfidani stabiliza¢nich ¢inidel, pfipadné pouzitim
derivatizac¢niho ¢inidla, které do molekuly analytu vnese novou funkéni skupinu, ktera

zvysuje stabilitu nové vzniklé molekuly [74, 75].
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3 Cile diplomové prace

Tato diplomova prace ma dva cile. Prvnim cilem byla optimalizace metody
vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci a jeji nasledné pouziti ke
stanoveni  zdkladnich  komponent  katecholaminergniho a  serotoninergniho
neurotransmiterového systému v riznych ¢astech mozku potkanti po podavani morfinu a
jeho nésledném vysazeni. Druhym cilem byla detekce exprese piislusnych receptorti vyse

zminénych neurotransmiterovych systémt metodou western blot v totoznych vzorcich.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Vzorky mozkové tkané

Predmétem analyz byly vzorky jednotlivych ¢asti mozku (kiira mozkova, striatum,
hipokampus a mozecek) tfi skupin samct potkanti kmene Wistar, z nichz kazdé skupina
obsahovala jedince, kterym byly po dobu 10 dnti intraperitonedln¢€ podavany stupiujici se
davky morfin sulfatu, jedince takto ovlivnéné morfinem po vysazeni dva meésice a
odpovidajici kontrolni neovlivnéné jedince. Pfesné davkovani morfin sulfatu je uvedeno

v tabulce 4.1, oznaceni vzorki je uvedeno v tabulce 4.2

Tabulka 4.1 Casové schema intraperitoneélniho podavani morfin sulfatu potkantim

kmene Wistar

Den Davka morfin sulfatu (i.p.) [mg kg ' den™!]
1. a 2. 10
3. a 4. 15
5.a 6. 20
7. a 8. 30
9. 40
10. 50
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Tabulka 4.2 Oznaceni jednotlivych skupin potkani ovlivnénych podavanim morfinu a

potkant kontrolnich

Oznaceni vzorku Ovlivnéni

Kontrola Ne

Morfin stupniované podani 10denni podavani zvysujicich se davek morfin
sulfatu (i.p.)

Kontrola 2 mésice Ne

Morfin vysazeni 2 mésice 10denni podavani zvysujicich se davek morfin

sulfatu (i.p.) nasledované 2 mésici bez

morfinu

4.2 Chemikalie a pfistrojové vybaveni

4.2.1 Chemikalie pro HPLC stanoveni vybranych neurotransmiter(i ve vzorcich

mozkové tkané

4.2.1.1 Cinidla pro homogenizaci vzork(i mozkové tkané

Kyselina chlorista 70 % (Sigma-Aldrich), L-cystein (97 %, Sigma-Aldrich), disodna stil
ethylendiamintetraoctové kyseliny (Penta) a L-askorbova kyselina (Sigma-Aldrich).

4.2.1.2 Standardy analyzovanych neurotransmiteru

Dopamin hydrochlorid (analyticky standard), 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina (98 %),
homovanilovd kyselina (analyticky standard), serotonin (analyticky standard),
5-hydroxyindoloctova kyselina (> 98 %) a L-noradrenalin hydrochlorid (> 98 %), vSe
Sigma-Aldrich.

4.2.1.3 Ostatni pouZzité chemikalie

Methanol pro HPLC (VWR Chemicals), kyselina octova 99 % (Sigma-Aldrich), disodna
stil ethylendiamintetraoctové kyseliny (Penta), hydroxid sodny (Penta).
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4.2.2 Pristrojové vybaveni pro HPLC stanoveni vybranych neurotransmitert ve

vzorcich mozkové tkané

Sonikator (Ultra Turrax T25, IKA Labortechnik), centrifuga (Mikro 200R, Hettich),
analytické vahy (Sartorius R 200 D), pH metr (Jenway 3510), vysokoucinny kapalinovy
chromatograf UHPLC s fluorescen¢ni detekci (Nexera XR, Shimadzu) s kolonou Supelco

Supelcosil LC-18 (250x4,6 mm, 5 pm).

4.2.3 Chemikalie pro detekci exprese receptort ve vzorcich mozkové tkané (vse
Sigma-Aldrich, Penta a Serva, pokud neni uvedeno jinak)

4.2.3.1 Homogenizace vzorku

TMES pufr (20 mmol dm™ Tris, 3 mmol dm™> chlorid hofe¢naty, 1 mmol dm

3

ethylendiamintetraoctova kyselina, 250 mmol dm ™~ sacharosa), inhibitory Complete a

PhosStop.

4.2.3.2 Stanoveni celkové koncentrace proteind

Reagent A (8% monohydrat uhli¢itanu sodného, 1,6% vinan sodny, pH = 11,25), reagent
B (4% bicinchoninova kyselina), reagent C (4% pentahydrat siranu méd’natého), hovézi

sérovy albumin.

4.2.3.3 Priprava vzorkl pro elektroforézu

Laemmliho pufr (0,24 mol dm™ Tris, 10% glycerol, 28 mmol dm > dodecylsiran sodny,

2 mmol dm™ ditiotreitol, 0,145 mmol dm > bromfenolova modr).

4.2.3.4 Elektroforéza

Pufr 1 (1,5 mol dm Tris, pH = 8,8), pufr 2 (0,5 mol dm Tris, pH = 6,8), 30% akrylamid,
0,8% N,N‘—methylenbisakrylamid, 10% peroxodisiran sodny, 10% dodecylsiran sodny,
tetramethylethylendiamin, elektrodovy pufr (0,25 mol dm™ Tris, 2 mol dm™ glycin,
35 mmol dm™ dodecylsiran sodny), standard proteinti o znimych molekulovych
hmotnostech (26,6 kDa, 36,5 kDa, 48,5 kDa, 58,0 kDa, 90,0 kDa, 116,0 kDa,
180 kDa).
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4.2.3.5 Western Blot

Pienosovy pufr (25 mmol dm > Tris, 190 mmol dm glycin, 20% methanol), TBS pufr
(150 mmol dm3 chlorid sodny, 10 mmol dm Tris, pH=8,0), Ponceau &ervei, blokovaci
pufr (10% TBS pufr, 5% suSené mléko, 0,1% tween 20), fedici pufr (10% TBS puft, 1%
suSen¢é mléko, 0,1% tween 20), promyvaci pufr (10% TBS puft, 0,3% tween 20), substrat
SuperSignal ™ West Dura (Thermo Scientific).

4.2.3.6 Pouzité protilatky

Primarni polyklondlni krali¢i protilatky proti o2a adrenergnimu receptoru (fedéné 3000%)
primérni polyklondlni krali¢i protilatky proti f1 adrenergnimu receptoru (fedéné 3000%),
(oboje Santa-Cruz), primarni polyklondlni krali¢i protilatky proti D2 dopaminovému
receptoru (fedéné 1000%), (EMD Millipore Corporation), anti-krali¢i sekundéarni protilatky

znacené kienovou peroxidasou (fedéné 40000%), (GE Healthcare).

4.2.3 Pristrojové vybaveni a material pro detekci exprese receptorl ve vzorcich
mozkové tkané

Potter—Elvehjemiv sklo—teflonovy homogenizator, centrifuga Hettich Universal R30),
termoblok (Techne Dri—block), spektrofotometr (Synergy HT), souprava pro elektroforézu
a western blot (Bio—Rad), nitrocelul6zova membrana, tiepacka (STR6, Stuart Scientific),

fotocitlivé filmy CP-BU NEW (AGFA), vyvolavaci piistroj OPTIMAX (Fomei).

4.3 Postupy méreni
4.3.1 HPLC stanoveni vybranych neurotransmiterti ve vzorcich mozkové tkané

Analyzované vzorky mozkové tkdn€ o hmotnosti okolo 30 mg byly zvaZeny piesné a
nasledné znich byly sonikaci (tfi desetisekundové pulsy se 40% ucinnosti) ve smeési
rozpoustédla piipraveného smiSenim vodného roztoku (obsahujictho 0,4 mol dm™

3 disodné soli

kyseliny chloristé, 6 mmol dm™ cysteinu, 0,54 mmol dm"
ethylendiamintetraoctové kyseliny, 1 mmol dm™ L-askorbové kyseliny) s methanolem
vpoméru 1:1 pfipraveny za stalého chlazeni ledem 10% homogenaty (striatum a
hipokampus) a 40% homogenaty (kiira mozkova a mozecek). Vzorky byly poté

odstied’ovany pii 4 °C a 12 000xg po dobu deseti minut. Nasledné byl ze sto¢enych
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homogenati odebran supernatant, ktery v temnu a chladu pfenesen na naslednou analyzu
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s fluorescencni detekci (HPLC-FLD).

Analyza probihala za podminek uvedenych v tabulce 5.2 na kolon¢ Supelco Supelcosil
LC-18 (250%4,6 mm, 5 um) pii gradientové eluci za pouziti mobilni faze pufru kyseliny
octové a methanolu pii pritoku 1,3 cm?® min™' a teploté 35 °C. Objem nastiiku byl 10 pl,
excitace probihala pfi vinové délce 279 nm a emise pii 320 nm. Nejprve byly pfipraveny
zasobni roztoky standardi neurotransmiterii o koncentraci 10 mg dm™ v rozpoustédle
0,2 mol dm™ kyseliny choristé, 3 mmol dm™> cysteinu, 0,27 mmol dm™> disodné soli
ethylendiamintetraoctové kyseliny a 0,5 mmol dm™> L-askorbové kyseliny. Z takto
pfipravenych zasobnich roztokl byla pfipravena kalibra¢ni fada v rozmezi koncentraci
0,1-10,0 mol dm™ pro noradrenalin, dopamin a 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu,
0,05-4,00 mol dm™ pro homovanilovou kyselinu a 5-hydroxyindoloctovou kyselinu

a2 0,2-10,0 mol dm pro 5-hydroxytryptamin.

Poté byly na zaklad€ retencnich Casti standardl analytli a rovnic regresni zavislosti
ziskanych ze zavislosti plochy piku na koncentraci standardi neurotransmitert

identifikovany a kvantifikovany analyty v analyzovanych vzorcich mozkové tkané.

Jelikoz soubor vzorkli mozkové tkané obsahoval vzdy tii stejné¢ ovlivnéné a
neovlivnéné skupiny a opakovatelnost méfeni byla vice nez 97 %, byl kazdy vzorek
zmé&fen jednou, a statistické zpracovani dat bylo poté provadéno na zéklad¢ vysledi

ziskanych analyzou vzorki jednotlivych stejn€ ovlivnénych a neovlivnénych skupin.

4.3.2 Detekce exprese receptoru ve vzorcich mozkové tkané

Vzorky mozkové tkdn€ o hmotnosti okolo 100 mg byly zvazeny pifesné a byly z nich
homogenizaci sklo—teflonovym homogenizatorem v TMES pufru pfipraveny
10% homogenaty. Ty byly poté pomoci centrifugy odstfed’ovany pii 2100 otackach za
minutu a pii4 °C po dobu deseti minut. Vznikly supernatant byl odebran a uskladnén
v —80 °C. V takto ptipravenych vzorcich byla nasledné metodou bicinchoninové kyseliny
stanovena celkova koncentrace proteini. Poté byly ze vSech vzorkii supernatantu
pfipraveny fedénim v Laemmliho pufru vzorky pro elektroforézu o celkové koncentraci

proteinti 2 g 1!, které byly nésledné inkubovany po dobu dvou minut pii 90 °C.
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Poté byl ptipraven 10% rozdé€lovaci gel (na ptipravu dvou rozdélovacich geli je potieba
8 ml destilované vody, 5 ml pufru 1, 6,7 ml 30% bis-akrylamidu, 90 pl 10% roztoku
peroxodisiranu ~ amonného, 200 pl 10%  dodecylsiranu ~ sodného  a
8 ul tetramethylethylendiaminu), ktery byl pfevrstven smeési butanolu a vody v poméru 3:1
a ponechan polymerovat po dobu jedné hodiny. Poté byla smés butanolu a vody
odstranéna, gel byl omyt a osusen a byl na né&j aplikovan 4% zaostfovaci gel (na ptipravu
dvou zaostfovacich geli je potiecba 6 ml destilované vody, 2,5 ml pufru 2,
1,L3ml 30% bis-akrylamidu, 90pul 10% roztoku peroxodisiranu amonného,
100 pl 10% dodecylsiranu sodného a 8 pl tetramethylethylendiaminu), do kterého byl
umistén hiebinek vyznacujici pozdéjsi jamky, do kterych byl nanaSen vzorek. Zaostfovaci
gel byl ponechén polymerovat 30 minut. Poté byly do jednotlivych jamek gelu nanaseny
vzorky o objemu 20 pl. Elektroforéza poté probihala v prostiedi elektrodového pufru pfi
napéti 200 V po dobu jedné hodiny. Separované proteiny z gelt byly poté pfendSeny na
nitrocelul6zovou membranu v prostiedi ptenosového pufru pii napéti 100 V po dobu jedné
hodiny. Nitrocelulézové membrany s navazanymi proteiny byly poté obarveny Ponceau
cerveni a oskenovany pro pozdéjsi normalizaci dat. Membrany byly poté jednu hodinu
inkubovany v blokovacim pufru, nasledné¢ omyty vodou a inkubovany ptes noc v fedicim
pufru s pfisluSnymi primarnimi protilatkami.

Druhy den byly membrany tfikrdt promyvany promyvacim roztokem vzdy po dobu
deseti minut a inkubovany po dobu jedné hodiny v fedicim pufru obsahujicim piislusné
sekundarni protilatky. Poté byly membrany opét tiikrat deset minut promyvany
promyvacim roztokem. Na membrany byl poté nanesen substrait a po pftiloZzeni
fotocitlivého filmu a jeho nasledném vyvolani v temné komote byly ziskany vysledky

detekce exprese vybranych receptori.

4.4 Zpracovani dat

Ziskana data byla zpracovana a pfevedena do grafické podoby v programech Origin
Pro 8, GraphPad Prism, ImageJ a ImageLab. Statistické zpracovani dat bylo provadéno
v programu GraphPad Prism Studentovym #-testem s pouzitim hodnoty hladiny

vyznamnosti o = 0,05.
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5 Vysledky a diskuze
5.1 Vysledky

5.1.1 Optimalizace HPLC-FLD metody stanoveni vybranych neurotransmiter

Pti optimalizaci HPLC metody jsem vychézela z prace [76], ktera popisuje metodu pro
stanoveni vybranych neurotransmiterti ve vzorcich hlodav¢iho mozku, jejiz parametry jsou

uvedeny v tabulce 5.1.

Tabulka 5.1 Parametry metody pro stanoveni vybranych neurotransmitert dle [76].

Analyty dopamin, 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina,
noradrenalin a serotonin

Kolona Microsorb-MV 100-5 C18
(250%4,6 mm, Spm)

Mobilni faze A. methanol

Mobilni faze B octanovy pufr (pH = 3,5,

12 mmol dm kyselina octova,
0,26 mmol dm™ disodna stil

ethylendiamintetraoctové kyseliny)

Pomér mobilnich fazi A:B 14:86 (v/v)

Priitok [cm? min™'] 1,0

Teplota kolony [°C] 35

DAD-A [nm] 190—-800

FLDem—A [nm] 320

FLDex—A [nm] 279

Objem nastiiku [pl] 20

Rozpoustédlo vzorkd mozkové tkané 0,2 mol dm3 kyselina chloristd a

3 mmol dm™ cystein

Analyty, které jsou stanovany vySe uvedenou metodou (3,4-dihydroxyfenyloctova
kyselina, noradrenalin, dopamin a serotonin) ve studii De Benedetta a kol. [76], jsem
rozsifila o homovanilovou a 5-hydroxyindoloctovou kyselinu. Rovnéz jsem do ptivodné
izokratické metody zavedla gradient a do rozpoustédla, ve kterém byly vzorky
homogenizovany, jsem pfidala stabiliza¢ni ¢inidla L-askorbovou kyselinu, disodnou stil
ethylendiamintetraoctové kyseliny a methanol. Parametry optimalizované metody jsou

uvedeny v tabulce 5.2.
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Tabulka 5.2 Parametry metody pro stanoveni vybranych neurotransmiterti po optimalizaci

provedené v této praci.

Analyty

Kolona

Mobilni faze A
Mobilni faze B

Gradientova eluce

Prittok [cm?® min™']
Teplota kolony [°C]
DAD-A [nm]
FLDem—A [nm]
FLDex—A [nm]
Objem nastiiku [pl]

Rozpoustédlo vzorkd mozkové tkané

dopamin, 3,4-dihydroxyfenyloctova
kyselina,homovanilova kyselina, noradrenalin,
serotonin a

5-hydroxyindoloctova kyselina

Supelco Supelcosil LC-18

(250%4,6 mm, 5 um)

methanol

octanovy pufr (pH = 3,5, 12 mmol dm
kyselina octova, 0,26 mmol dm ™ disodn siil
ethylendiamintetraoctové kyseliny)

prubéh viz obr. 5.3

1,3

35

190—-800

320

279

10

vodna slozka (0,4 mol dm™ kyselina chlorista,

6 mmol dm™

cystein,

0,54 mmol dm™ disodna sl
ethylendiamintetraoctové kyseliny,

1 mmol dm™ L-askorbova kyselina) a

methanol v poméru 1:1 (v/v)
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Na obrazku 5.1 je zobrazen chromatogram smésného vzorku standardli analyti
uvedeny ve studii De Benedetta a kol. [76], na obrazku 5.2 je uveden chromatogram
smésného vzorku standardd analytii ziskany za podminek uvedenych v tabulce 5.1. Na
obrazku 5.3 je zobrazen chromatogram smésného vzorku standardi analyti po
optimalizaci parametrit HPLC metody, které jsou uvedeny v tabulce 5.2 véetné pouzitého

gradientu mobilnich fazi.

DOPAC

DA

Fluorescence intensity (a.u.)

Time (min)

Obrazek 5.1 HPLC-FLD chromatogram analytli 3,4-dihydroxyfenyloctové
kyseliny (DOPAC), noradrenalinu (NE), adrenalinu (E), dopaminu (DA) a
serotoninu (5-HT) ve vzorku smésného standardu. Separace probihala na koloné
Microsorb-MV 100-5 LC-18 (250%4,6 mm, 5 um) pii izokratické eluci za pouziti
mobilni faze pufru kyseliny octové a methanolu v poméru 86:14, pii priitoku
1,0 cm® min! a teploté 35 °C. Objem nastiiku byl 20 ul, excitace probihala pii

vlnové délce 279 nm a emise pii 320 nm. Prevzato z [76].
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Obrazek 5.2 HPLC-FLD chromatogram analytd dopaminu (DA),
3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny (DOPAC), homovanilové kyseliny
(HVA), noradrenalinu (NE), serotoninu (5-HT) a 5-hydroxyindoloctové
kyseliny (5-HIAA) ve vzorku smésného standardu ziskany metodou
uvedenou v [76]. Separace probihala na koloné Supelco Supelcosil LC-18
(250%4,6 mm, 5 pum) pfi izokratické eluci za pouziti mobilni faze pufru
kyseliny octové a methanolu v poméru 86:14, pii pritoku 1,0 cm® min' a
teploté 35 °C. Objem nastiiku byl 20 pl, excitace probihala pfi vinové délce

279 nm a emise pii 320 nm.
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Obrazek 5.3 HPLC-FLD  chromatogram  analyti  dopaminu
3,4-dihydroxyfenyloctové  kyseliny (DOPAC), homovanilové

(HVA), noradrenalinu (NE), serotoninu (5-HT) a 5-hydroxyindoloctové kyseliny
(5-HIAA) ve vzorku smésného standardu, ziskany pouzitim optimalizované
metody a kiivka zndzoriiujici procentualni zastoupeni methanolu v mobilni fazi
béhem gradientové eluce. Separace probihala na koloné¢ Supelco Supelcosil
LC-18 (250%4,6 mm, 5 um) pii gradientové eluci za pouziti mobilni faze pufru
kyseliny octové a methanolu, pfi pritoku 1,3 cm?® min' a teploté 35 °C. Objem

nasttiku byl 10 pl, excitace probihala pii vinové délce 279 nm a emise pii 320 nm.

Na obrazku 5.4 je zndzornén chromatogram standardii analytd neurotransmiterti v
jednotlivych sadach kalibraénich fad v koncentraénim rozmezi 0,1-10,0 mol dm™ pro
noradrenalin, dopamin a 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu, 0,05-4,00 mol dm™ pro

homovanilovou kyselinu a 5-hydroxyindoloctovou kyselinu a 0,2-10,0 mol dm™

pro 5-hydroxytryptamin.

V tabulce 5.3 jsou uvedeny vykonnostni parametry optimalizované HPLC—-FLD

metody.
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Obrazek 5.4 HPLC-FLD chromatogramy analyti  dopaminu  (DA),
3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny (DOPAC), homovanilové kyseliny (HVA),
noradrenalinu (NE), serotoninu (5-HT) a 5-hydroxyindoloctové kyseliny
(5-HIAA) v jednotlivych sadach kalibra¢nich fad. Separace probihala na koloné
Supelco Supelcosil LC-18 (250%4,6 mm, 5 um) pfi gradientové eluci za pouziti
mobilni faze pufru kyseliny octové a methanolu, pii prittoku 1,3 cm® min! a
teplot¢ 35 °C. Objem nastiiku byl 10 pl, excitace probihala pii vinové délce

279 nm a emise pii 320 nm.
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Tabulka 5.3 Vykonnostni parametry optimalizované HPLC-FLD metody.

NE DOPAC 5-HIAA HVA DA 5-HT

t; [min] 5,9 6,9 8,2 10,3 12,8 17,7

a [mmol' dm*mV] 60861 6924 61447 11114 113818 375708
b [mV] 4185 785 3213 491 19981 3132
LDR [mmol dm] 0,1-10,0 0,1-10,0 0,05-4,00 0,05-4,00 0,1-10,0 0,2-10,0
LOD [mmol dm] 0,035 0,04 0,018 0,033 0,07 0,02
LOQ [mmol dm™] 0,117 0,139 0,06 0,110 0,24 0,08

R? 0,9993 0,9990 0,9998 0,9994 0,9971 0,9997

Kvili znaéné nestabilité analytii jak ve vzorcich smésného standardu tak ve vzorcich
mozkové tkan€ jsem upravila slozeni rozpoustédla, ve kterém jsou vzorky mozkové tkané
homogenizovany, piidavkem 0,5 mmol dm™ L-askorbové kyseliny a 0,27 mmol dm
disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny. Na obrdzku 5.5 je zndzornéno porovnani
chromatogram@ vzorku mozkové tkan& homogenizovaného v rozpoustédle 0,2 mol dm™
kyseliny chloristé a 3 mmol dm™ cysteinu v ¢ase. Vzorek byl po analyze ponechéan 5 hodin
v temnu pii laboratorni teploté¢ a poté byl opétovné analyzovan. Na obrazku 5.6 je
znazornéno porovnani chromatogramli vzorku mozkové tkan€é v case po

3

ptidavku 0,5 mmol dm™> L-askorbové kyseliny a 0,27 mmol dm™> disodné soli

ethylendiamintetraoctové kyseliny.
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Obrazek 5.5 Porovnadni HPLC-FLD chromatogramu vzorku mozkové tkané
piipraveného v rozpoustédle 0,2 mol dm™ kyseliny chloristé a 3 mmol dm™
cysteinu, ¢erna kiivka zndzoriiuje vzorek analyzovany kratce po jeho piiprave,
¢ervena kiivka znazornuje totozny vzorek, ktery byl ponechan 5 hodin v temnu pii
laboratorni teploté. Separace probihala na koloné Supelco Supelcosil LC-18
(250%4,6 mm, 5 um) pii gradientové eluci za pouziti mobilni faze pufru kyseliny
octové a methanolu, pii pritoku 1,3 cm® min! a teploté& 35 °C. Objem nastiiku byl

10 pl, excitace probihala pti vinové délce 279 nm a emise pii 320 nm.
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Obrazek 5.6 Porovnani HPLC-FLD chromatogramu vzorku mozkové tkané
pfipraveného v rozpoustédle 0,2 moldm™  kyseliny chloristé a
3 mmoldm™ cysteinu s pfidavkem 0,5 mmol dm~> L—askorbové kyseliny
a 0,27 mmol dm~ disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny, ¢erna kiivka
znazoriiuje vzorek analyzovany kratce po jeho piipraveé, Cervena kiivka
znazoriuje totozny vzorek, ktery byl ponechan 5 hodin v temnu pfi laboratorni
teploté. Separace probihala na kolon¢  Supelco  Supelcosil LC-18
(250%4,6 mm, 5 um) pii gradientové eluci za pouziti mobilni faze pufru kyseliny
octové a methanolu, pfi pritoku 1,3 cm® min™! a teploté 35 °C. Objem nasttiku

byl 10 pl, excitace probihala pti vinové délce 279 nm a emise pii 320 nm.

Vzhledem k velkému poctu najednou analyzovanych vzorkd mozkové tkané a také
nemoznosti pfipravovat vzorky pfimo na misté analyzy jsem byla nucena vzorky pied
analyzou zamrazit. JelikoZ dochdzelo u zamrazenych vzorkd ke zmé&ndm koncentrace
neurotransmiterii, optimalizovala jsem slozeni rozpoustédla, ve kterém jsou vzorky
pfipravovany, pfidavkem  methanolu. Vzorky byly pfipravovany v rozpoustédle

obsahujicim vodnou slozku ( 0,4 mol dm™> kyselina chloristd, 6 mmol dm™

cystein,
0,54 mmol dm™ disodna  stl  ethylendiamintetraoctové  kyseliny,

1 mmol dm™ L-askorbova kyselina) a methanol v poméru 1:1 (v/Av).
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Na obrazku 5.7 je znazornéno porovnani vzorku mozkové tkéné pripraveného
homogenizaci v rozpoustédle 0,2 mol dm™ kyseliny chloristé, 3 mmol dm™ cysteinu,
0,27 mmol dm™ disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny a 0,5 mmol dm™
L-askorbové kyseliny a totozného vzorku zamrazené¢ho a uchovaného do druhého dne

v —20 °C. Na obrazku 5.8 je znazornéno porovnani vzorku mozkové tkané pripraveného

homogenizaci v rozpoustédle obsahujicim vodnou slozku ( 0,4 mol dm™

kyselina
chlorista, 6 mmol dm™ cystein, 0,54 mmol dm—> disodn4 stil ethylendiamintetraoctové

kyseliny, 1 mmol dm™ L-askorbova kyselina) a methanol v poméru 1:1 (v/v).
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Obrazek 5.7 Porovnani HPLC-FLD chromatogramu vzorku mozkové
tkané piipravené¢ho v rozpoustédle 0,2 mol dm™> kyseliny chloristé,
3 mmol dm™ cysteinu, 0,5 mmoldm™ L-askorbové kyseliny a
0,27 mmol dm™ disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny, ¢ernd
kiivka znazornuje vzorek analyzovany kratce po jeho ptiprave, Cervena
kiivka znézoriiuje totozny vzorek, ktery byl po ptipravé zmrazen a do
druhého dne uskladnén pii —20°C. Separace probihala na koloné
Supelco Supelcosil LC-18 (250%4,6 mm, 5 um) pti gradientové eluci za
pouziti mobilni faze pufru kyseliny octové a methanolu, pfi priitoku
1,3 cm® min ! a teploté 35 °C. Objem nastfiku byl 10 ul, excitace

probihala pfi vinové délce 279 nm a emise pii 320 nm.
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Obréazek 5.8 Porovnadni HPLC-FLD chromatogramu vzorku mozkové tkané

pfipraveného ve smési rozpoustédla 0,4 moldm™ kyseliny chloristé,

6 mmol dm™

cysteinu, 1,0 mmol dm™ L-askorbové kyseliny a 0,54 mmol dm >
disodné soli ethylendiamintetraoctové kyseliny a methanolu v poméru 1:1, ¢erna
kifivka zndzoriiuje vzorek analyzovany kratce po jeho piipraveé, Cervend kiivka
znazoriuje totozny vzorek, ktery byl po piipravé zmrazen a do druhého dne
uskladnén v —20°C. Separace probihala na koloné Supelco Supelcosil LC-18
(250%4,6 mm, 5 pm) pii gradientové eluci za pouziti mobilni faze pufru kyseliny
octové a methanolu, pfi priitoku 1,3 cm?® min™! a teploté 35 °C. Objem néstfiku

byl 10 pl, excitace probihala pii vinové délce 279 nm a emise pii 320 nm.
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5.1.2 Stanoveni zakladnich komponent katecholaminergniho a serotoninergniho

nerotransmiterového systému ve vybranych ¢astech mozku potkan

Vysledky studia vlivu morfinové zavislosti a abstinence na koncentraci dopaminu,
3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny, homovanilové kyseliny, noradrenalinu, serotoninu a
5-hydroxyindoloctové kyseliny ve striatu, kiife mozkové, hipokampu a mozecku potkanii
ovlivnénych intraperitonedlnim stupfiovanym podavanim morfin sulfitu jsou
prezentovany v obrazcich 5.9-5.30, jejich statistické vyhodnoceni je uvedeno v tabulkach
5.4-5.23. Soucasti jsou i reprezentativni chromatogramy vzorku striata a kiiry mozkové

jedinct ovlivnénych morfinem a kontrolnich jedinct prezentované v obrazcich 5.15a 5.16.

Koncentrace jednotlivych analyti v mozkové tkani je uvadéna v jednotkach pg/gram
mozkové  tkané.  Statisticky = zpracované  vysledky  jsou uvadény jako
medidn + smérodatnd odchylka, doplnéné o hodnotu hladiny vyznamnosti P
v porovnavanych skupinach (porovnavana byla vzdy skupina Kontrola se skupinou Morfin
stupiiované podani a skupina Kontrola 2 mésice se skupinou Morfin vysazeni 2 mésice).

Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami.
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Koncentrace dopaminu ve striatu
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Obrazek 5.10 Koncentrace

Obrazek 5.9 Koncentrace dopaminu ve

striatu v kontrolnich a  morfinem 5-hydroxytryptaminu ve striatu v kontrolnich

ovlivnénych skupinach potkani a morfinem ovlivnénych skupinach potkant

Tabulka 5.4 Statistické vyhodnoceni vysledk( stanoveni dopaminu ve striatu kontrolnich a morfinem

ovlivnénych skupin potkanti.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdili
dopaminu ve striatu [pg/g] v porovnavanych skupinach

P

Kontrola 4,28 +0,02
0,0036 **

Morfin stupiiované podani 5,5+0,20

Kontrola 2 mésice 3,8+0,2
0,8247

Morfin vysazeni 2 mésice 3,75+0,04

Tabulka 5.5 Statistické vyhodnoceni vysledkli stanoveni 5-hydroxytryptaminu ve striatu kontrolnich a

morfinem ovlivnénych skupin potkand.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdilt

5-hydroxtryptaminu ve striatu v porovnavanych skupinach

[ng/g] p
Kontrola 0,22 +0,01
0,027 *
Morfin stupiované podani 0,30 + 0,02
Kontrola 2 mésice 0,28 +£0,01
0,1746
Morfin vysazeni 2 mésice 0,24 + 0,02
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Koncentrace noradrenalinu ve striatu Koncentrace 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny ve striatu
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Obrazek 5.11 Koncentrace noradrenalinu ve Obrazek 5.12 Koncentrace
striatu v kontrolnich a  morfinem 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny ve striatu
ovlivnénvch skupinach potkanu v kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupinach
potkanti

Tabulka 5.6 Statistické vyhodnoceni vysledki stanoveni noradrenalinu ve striatu kontrolnich a

morfinem ovlivnénych skupin potkand.

Skupina Koncentrace noradrenalinu ve  Hladina vyznamnosti rozdili
striatu [pg/g] v porovnavanych skupinach

P

Kontrola 0,6 +0,1
0,5290

Morfin stupiiované podani 0,70 = 0,08

Kontrola 2 mésice 0,68 0,08
0,4345

Morfin vysazeni 2 mésice 0,74 £ 0,02

Tabulka 5.7 Statistické vyhodnoceni vysledkt stanoveni 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny ve striatu

kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkand.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdilt
3,4-dihydroxyfenyloctové v porovnavanych skupinach
kyseliny ve striatu [pg/g] P
Kontrola 12,4+0,2
0,0039
Morfin stupfiované podani 15,01 £0,4
Kontrola 2 mésice 14,9+ 0,9
0,9506
Morfin vysazeni 2 mésice 15+1
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Koncentrace homovanilové kyseliny ve striatu Koncentrace 5-hydroxyindoloctové kyseliny ve striatu
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Obrazek 513 Koncentrace Obrazek 5.14 Koncentrace
homovanilové kyseliny ve striatu 5-hydroxyindoloctové kyseliny ve striatu
v kontrolnich a morfinem v kontrolnich a  morfinem ovlivnénych

ovlivnénych skupinach potkanii skupinich potkani

Tabulka 5.8 Statistické vyhodnoceni vysledkd stanoveni homovanilové kyseliny ve striatu kontrolnich

a morfinem ovlivnénych skupin potkanti.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdila
homovanilové kyseliny ve v porovnavanych skupinach
striatu [pg/g] P
Kontrola 2,2+0,6
0,5177
Morfin stupiiované podani 2,8+£0,5
Kontrola 2 mésice 2,7+04
0,4010
Morfin vysazeni 2 mésice 3,8+0,1

Tabulka 5.9 Statistické vyhodnoceni vysledkli stanoveni 5-hydroxyindoloctové kyseliny ve striatu

kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkand.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdilt
5-hydroxyindoloctové v porovnavanych skupinach
kyseliny ve striatu [pg/g] P
Kontrola 0,8+0,1
0,1311
Morfin stupiované podani 1,4+0,3
Kontrola 2 mésice 0,8+0,2
0,2018
Morfin vysazeni 2 mésice 1,2+0,1
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Obrazek 5.15 Porovnani HPLC-FLD chromatogramu vzorku striata Kontroly
(¢erna kiivka) a Morfin stupiiované podani (Cervena kiivka), s noradrenalinem
(NE), 3.,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinou (DOPAC),
5-hydroxyindoloctovou kyselinou (5-HIAA), homovanilovou kyselinou
(HVA), dopaminem (DA) a 5-hydroxytryptaminem (5-HT). Separace probihala
na kolon¢ Supelco Supelcosil ~ LC-18 (250%4,6 mm, 5 pm) pii gradientové
eluci za pouziti mobilni faze pufru kyseliny octové a methanolu, pii priatoku
1,3 cm® min! a teploté 35 °C. Objem nasttiku byl 10 pl, excitace probihala pfi

vlnové délce 279 nm a emise pii 320 nm.
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Obrazek 5.16 Porovnani HPLC-FLD chromatogramu vzorku kary mozkové
Kontroly (¢ernd kiivka) a Morfin stupiiované podani (Cervena kiivka), s naSimi
analyty noradrenalinem (NE), 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinou (DOPAC),
5-hydroxyindoloctovou kyselinou (5-HIAA), dopaminem (DA) a
5-hydroxytryptaminem (5-HT). Separace probihala na koloné¢ Supelco
Supelcosil LC-18 (250%4,6 mm, 5 um) pii gradientové eluci za pouZziti mobilni
faze pufru kyseliny octové a methanolu, pii pritoku 1,3 cm® min™' a teploté
35 °C. Objem nastiiku byl 10 ul, excitace probihala pti vinové délce 279 nm a

emise pii 320 nm.

50



Koncentrace dopaminu v kife
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Obrazek 5.17 Koncentrace dopaminu v kiie

mozkové v kontrolnich a

ovlivnénych skupinach potkanii

0.0

morfinem
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Obrazek
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Tabulka 5.10 Statistické vyhodnoceni vysledkl stanoveni dopaminu v kiife mozkové kontrolnich a

morfinem ovlivnénych skupin potkanti.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdilt
dopaminu v kiife mozkové v porovnavanych skupinach
[ng/g] P
Kontrola 0,93 +£ 0,01
0,3090
Morfin stupiiované podani 0,88 0,01
Kontrola 2 mésice 1,00 + 0,02
0,2889
Morfin vysazeni 2 mésice 0,94 £ 0,04

Tabulka 5.11 Statistické vyhodnoceni vysledkli stanoveni 5-hydroxytryptaminu v kiife mozkové

kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkant.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdilt
5-hydroxtryptaminu v kiie v porovnavanych skupinach
mozkové [ug/g] P
Kontrola 0,10+ 0,02
0,2560
Morfin stupfiované podani 0,14 + 0,02
Kontrola 2 mésice 0,09 + 0,01
>0,9999
Morfin vysazeni 2 mésice 0,09+ 0,01
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Koncentrace noradrenalinu v kufe
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Obrazek 5.19 Koncentrace noradrenalinu
v kife mozkové v kontrolnich a morfinem

ovlivnénych skupinach potkanii

Koncentrace 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny v kiife
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Obrazek 5.20 Koncentrace

3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny v ktre
mozkové v kontrolnich a morfinem ovlivnénych

skupinach potkanii

Tabulka 5.12 Statistické vyhodnoceni vysledkl stanoveni noradrenalinu v kiife mozkové kontrolnich a

morfinem ovlivnénych skupin potkani.

Skupina Koncentrace noradrenalinu Hladina vyznamnosti rozdila
v ktife mozkové [pug/g] v porovnavanych skupinach

P

Kontrola 0,35+0,01
0,0001 ***

Morfin stupiiované podani 0,503 + 0,003

Kontrola 2 mésice 0,367 + 0,003
0,1726

Morfin vysazeni 2 mésice 0,40 £ 0,02

Tabulka 5.13 Statistické vyhodnoceni vysledkti stanoveni 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny v ke

mozkové kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkant.

Skupina Koncentrace

Hladina vyznamnosti rozdilt

3,4-dihydroxyfenyloctové v porovnavanych skupinach

kyseliny v kiife mozkové [ug/g] P

Kontrola 1,36 £ 0,09
Morfin stupiované podani 1,33 £ 0,04
Kontrola 2 mésice 1,60 + 0,06
Morfin vysazeni 2 mésice 2,13 +0,08

0,7577

0,1070
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Koncentrace 5-hydroxyindoloctové kyseliny v kiie
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Obrazek 5.21 Koncentrace

5-hydroxyindoloctové  kyseliny v kife

mozkové v kontrolnich a morfinem

ovlivnénych skupinach potkani

Tabulka 5.14 Statistické vyhodnoceni vysledkd stanoveni 5-hydroxyindoloctové kyseliny v kiie

mozkové kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkand.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdili
5-hydroxyindoloctové kyseliny v porovnavanych skupinach
v ktife mozkové [pug/g] P

Kontrola 0,36 + 0,02

0,0532

Morfin stupfiované podani 0,28 + 0,01

Kontrola 2 mésice 0,70 = 0,06

Morfin vysazeni 2 mésice 09 £0,2 0,3039
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Koncentrace dopaminu v hipokampu

Koncentrace 5-hydroxytryptaminu v hipokampu
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Obrazek 522 Koncentrace dopaminu Obrazek 5.23 Koncentrace
v hipokampu v kontrolnich a morfinem 5-hydroxytryptaminu v hipokampu
ovlivnénych skupinach potkant v kontrolnich a morfinem ovlivnénych

Tabulka 5.15 Statistické vyhodnoceni vysledkii stanoveni dopaminu v hipokampu kontrolnich a

morfinem ovlivnénych skupin potkani.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdilt
dopaminu v hipokampu v porovnavanych skupinach
[ng/e] P
Kontrola 3,29+ 0,03
0,5993
Morfin stupiiované podani 3,28 £0,01
Kontrola 2 mésice 3,30+ 0,02
0,4031
Morfin vysazeni 2 mésice 3,26 £0,04

Tabulka 5.16 Statistické vyhodnoceni vysledkii stanoveni 5-hydroxytryptaminu v hipokampu

kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkant.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdilt
5-hydroxtryptaminu v porovnavanych skupinach
v hipokampu [pg/g] P
Kontrola 0,18 +0,01
0,9090
Morfin stupiované podani 0,18 £0,01
Kontrola 2 mésice 0,19 +0,01
0,6726
Morfin vysazeni 2 mésice 0,18 +0,01
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Koncentrace noradrenalinu v hipokampu
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Obrazek 5.24 Koncentrace noradrenalinu

v hipokampu v kontrolnich a morfinem

ovlivnénych skupinach potkanii
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5.25 Koncentrace

3.,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny v hipokampu

v kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupinach

potkant

Tabulka 5.17 Statistické vyhodnoceni vysledkil stanoveni noradrenalinu v hipokampu kontrolnich a

morfinem ovlivnénych skupin potkani.

Skupina Koncentrace noradrenalinu Hladina vyznamnosti rozdila
v hipokampu [pg/g] v porovnavanych skupinach

P

Kontrola 0,40+ 0,10
0,4778

Morfin stupiiované podani 0,44 + 0,04

Kontrola 2 mésice 0,36 £ 0,07
0,9276

Morfin vysazeni 2 mésice 0,37 £0,07

Tabulka 5.18 Statistické vyhodnoceni vysledkli stanoveni 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny

v hipokampu kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkant.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdilt
3,4-dihydroxyfenyloctové v porovnavanych skupinach
kyseliny v hipokampu [pg/g] P

Kontrola 2,97+ 0,03 0,3211

Morfin stupniované podani 3,24+0,2

Kontrola 2 mésice 3,0£0,2 >(,9999

Morfin vysazeni 2 mésice 3,0+0,6
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Koncentrace dopaminu v mozecku Koncentrace 5-hydroxytryptaminu v moze¢ku
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Obrazek 526  Koncentrace  dopaminu Obrazek 5.27 Koncentrace
v mozecku v kontrolnich a  morfinem 5-hydroxytryptaminu v mozecku
ovlivnénych skupinach potkant v kontrolnich a  morfinem ovlivnénych

Tabulka 5.19 Statistické vyhodnoceni vysledki stanoveni dopaminu v mozecku kontrolnich a morfinem

ovlivnénych skupin potkanti.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdilt

dopaminu v mozecku [pg/g] v porovnavanych skupinach

P
Kontrola 0,84 + 0,01

0,4353
Morfin stupiiované podani 0,83 0,01
Kontrola 2 mésice 0,83 0,01

0,7780
Morfin vysazeni 2 mésice 0,84 £0,01

Tabulka 5.20 Statistické vyhodnoceni vysledkl stanoveni 5-hydroxytryptaminu v mozecku kontrolnich

a morfinem ovlivnénych skupin potkanti.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdilt
5-hydroxtryptaminu v porovnavanych skupinach
v mozecku [ug/g] P
Kontrola 0,06 0,01
0,4960
Morfin stupfiované podani 0,05+ 0,01
Kontrola 2 mésice 0,10+ 0,01
0,2234
Morfin vysazeni 2 mésice 0,09 £0,02
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Koncentrace noradrenalinu v mozecku Koncentrace 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny v mozecku
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Obrazek 5.28 Koncentrace noradrenalinu Obrazek 5.29 Koncentrace

vmozedku v kontrolnich a morfinem 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny v mozecku

ovlivnénych skupindch potkant v kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupinach

potkant

Tabulka 5.21 Statistické vyhodnoceni vysledkli stanoveni noradrenalinu v mozeCku kontrolnich a

morfinem ovlivnénych skupin potkani.

Skupina Koncentrace noradrenalinu Hladina vyznamnosti rozdila
v mozecku [png/g] v porovnavanych skupinach

P

Kontrola 0,014 = 0,002
0,1355

Morfin stupiiované podani 0,05+ 0,01

Kontrola 2 mésice 0,02 +0,01
0,8440

Morfin vysazeni 2 mésice 0,02 £0,01

Tabulka 5.22 Statistické vyhodnoceni vysledkli stanoveni 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny

v mozecku kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkant.

Skupina Koncentrace Hladina vyznamnosti rozdilt
3,4-dihydroxyfenyloctové v porovnavanych skupinach
kyseliny v mozecku [ug/g] P
Kontrola 1,8+0,2
0,7819
Morfin stupniované podani 1,8+0,2
Kontrola 2 mésice 24+0,2
0,9939
Morfin vysazeni 2 mésice 2,5+0,6
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Koncentrace 5-hydroxyindoloctové kyseliny v mozecku
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Obrazek 5.30

Koncentrace

5-hydroxyindoloctové kyseliny v mozecku

v kontrolnich a  morfinem

skupinach potkant

Tabulka 5.23 Statistické vyhodnoceni vysledkt

ovlivnénych

stanoveni

v mozecku kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkand.

5-hydroxyindoloctové  kyseliny

Skupina Koncentrace

5-hydroxyindoloctové kyseliny

v mozecku [ug/g]

Hladina vyznamnosti rozdilt
v porovnavanych skupinach

P

Kontrola 0,11 +£0,03
Morfin stupfiované podani 0,12 £ 0,09
Kontrola 2 mésice 0,16 £ 0,05
Morfin vysazeni 2 mésice 0,15+0,06

0,8935

0,8588
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5.1.3 Detekce exprese adrenergnich a dopaminergnich receptort ve
vybranych ¢astech mozku potkana
Vysledky studia vlivu morfinové zavislosti a abstinence na expresi a2A
adrenergniho receptoru, Bl adrenergniho receptoru a D2 dopaminergniho
receptoru ve striatu a kife mozkové potkanti ovlivnénych intraperitonealnim
stupfiovanym poddvanim morfin sulfatu jsou prezentovany v obrazcich
5.31-5.36, soucasti kazdého obrazku je ¢ast A, kde je zobrazen reprezentativni
blot pfislusného neurotransmiteru, v ¢asti B pak jeho grafické vyhodnoceni.

Statistické vyhodnoceni je uvedeno v tabulkach 5.24 a 5.25.

Exprese a,, adrenergniho receptoru
ve striatu
=
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Obrazek 5.31 V casti A je zobrazen reprezentativni blot exprese aza adrenergniho
receptoru ve striatu kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkanti, v ¢asti
B je zobrazeno vyhodnoceni namétenych dat, ktera jsou vztazena na hodnotu

Kontroly (100%).
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Exprese B1 adrenergniho receptoru

ve striatu
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Obrazek 5.32 V casti A je zobrazen reprezentativni blot exprese 31 adrenergniho
receptoru ve striatu kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkanti, v ¢asti

B je zobrazeno vyhodnoceni naméfenych dat, kterd jsou vztaZena na hodnotu

Kontroly (100%).
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Exprese D2 dopaminergniho receptoru

ve striatu
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Obrazek 5.33 V asti A je zobrazen reprezentativni blot exprese D2

dopaminergniho receptoru ve striatu kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin

potkanti, v ¢asti B je zobrazeno vyhodnoceni namétenych dat, kterd jsou vztazena

na hodnotu Kontroly (100%).
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Tabulka 5.24 Statistické vyhodnoceni vysledkii detekce exprese vybranych receptort

ve striatu kontrolnich a morfinem ovlivnénych potkant.

Hladina vyznamnosti rozdild v porovnévanych skupinach P

Skupina Exprese 02A  Exprese 1 Exprese D2
adrenergniho adrenergniho dopaminergniho
receptoru ve  receptoru ve receptoru ve
striatu striatu striatu

Kontrola

Morfin stupiiované podani 0.2619 04143 0.1436

Kontrola 2 mésice
0,5572 0,2244 0,9431

Morfin vysazeni 2 mésice

B

Exprese a,4 adrenergniho receptoru

v kiife mozkové

-
[
=

100

o
o
1

o

Relativni exprese [% Kontroly]
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F 50

Obrazek 5.34 V ¢asti A je zobrazen reprezentativni blot exprese o2a

adrenergniho receptoru v klife mozkové kontrolnich a morfinem ovlivnénych

skupin potkani, v ¢asti B je zobrazeno vyhodnoceni naméfenych dat, kterd

jsou vztazena na hodnotu Kontroly (100%).
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Obrazek 5.35 V ¢asti A je zobrazen reprezentativni blot exprese B1 adrenergniho
receptoru v kiife mozkové kontrolnich a morfinem ovlivnénych skupin potkanti,
v Casti B je zobrazeno vyhodnoceni naméfenych dat, kterd jsou vztazena na

hodnotu Kontroly (100%).

Exprese D2 dopaminergniho receptoru
v kilfe mozkové

F 150 150
€
S
¥
£ 100 L 100
2
2
&
5 50+ 50
50 kDa —
E 0 0
S o L
N Y T '3 N
& & é"g\ & & & At o
¢ o 2 & & LE
LN et At o
& & G
& & & $ & F
& F Q.r\ & & &
& & & S
kY < & K3

Obrazek 5.36 V ¢asti A je zobrazen reprezentativni blot exprese D2
dopaminergniho receptoru v klite mozkové kontrolnich a morfinem ovlivnénych
skupin potkant, v ¢asti B je zobrazeno vyhodnoceni naméfenych dat, kterd jsou

vztazena na hodnotu Kontroly (100%).
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Tabulka 5.25 Statistické vyhodnoceni vysledkii detekce exprese vybranych receptort

ve striatu kontrolnich a morfinem ovlivnénych potkani.

Hladina vyznamnosti rozdili v porovnavanych skupinach P

Skupina Exprese a2a Exprese B1 Exprese D2
adrenergniho adrenergniho dopaminergniho
receptoru receptoru v klife  receptoru v kiife
v kiife mozkové mozkové mozkové

Kontrola

Morfin stupnované 0,2384 0,2367 0,2991

podani

Kontrola 2 mésice

Morfin vysazeni 0,6243 0,3596 0,4749

2 mésice

5.2 Diskuze

Prvnim cilem této diplomové prace byla optimalizace vhodné HPLC-FLD metody a jeji

nasledné pouziti ke stanoveni vybranych komponent katecholaminergniho a
serotoninergniho neurotransmiterového systému v mozku skupin potkanti ovlivnénych
podavanim a naslednym vysazenim morfinu a skupin kontrolnich. Pfi optimalizaci
HPLC-FLD metody jsem vychazela z prace De Benedetta a kol. [76], ktera zavadi metodu
pro stanoveni dopaminu, noradrenalinu, serotoninu a 3,4-dihyroxyfenyloctové kyseliny ve
vzorcich striata. Parametry této metody jsou uvedeny v tabulce 5.1. Separace touto
izokratickou metodou nebyla dostatené U¢inna pro analyzu vySe zminénych
neurotransmiterti, které jsem doplnila o metabolity dopaminu a serotoninu;
homovanilovou a 5-hydroxyindoloctovou kyselinu. Dle Segury a kol. [77] je mozné
v nékterych piipadech zvysit G€innost separace zavedenim gradientové eluce. Misto
izokratické eluce za pouziti mobilnich fazi methanolu a pufru kyseliny octové v poméru
14:86, jsem pro analyzu neurotransmiterii pouzila gradientovou eluci, za postupného
zvySovani elucni sily mobilni fdze zménou poméru jejich slozek; pufru kyseliny octové a
methanolu v ¢ase. VySe uvedeny gradient je popsan v tabulce 5.2 a zndzornén na obrazku

5.3.
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Neurotransmitery ve vzorcich mozkové tkan¢€ jsou velmi nadchylné k oxidaci, a vykazuji
tak znac¢nou nestabilitu [78], proto bylo dal$im optimalizovanym parametrem slozeni
rozpoustédla, ve kterém byly vzorky mozkové tkdn¢ pro HPLC-FLD analyzu
homogenizovany. Dle studie Thorrého a kol. [78] je mozné zvysit stabilitu predev§im
dopaminu, serotoninu a jejich metaboliti pomoci disodné soli ethylendiamintetraoctové
kyseliny a L-askorbové kyseliny. Tato stabiliza¢ni ¢inidla jsem pfidala do rozpoustédla,
ve kterém byly vzorky mozkové tkdn¢ homogenizovany, a pii mefeni vzorkl v Case tak
ovetila jejich ucinnost. Porovnani analyzy vzorka v Case bez piidavku stabilizacnich
¢inidel a s pfidavkem stabilizacnich Cinidel je zndzornén na obrazcich 5.5 a 5.6.

Jelikoz vzorky mozkové tkané vykazovaly po zamrazeni ubytek koncentrace
neurotransmiterd, bylo vzhledem k jejich velkému poctu a délce analyz, coz vyzadovalo
vzorky ptfed analyzou uchovévat zamrazené, nutné vzorky jesté¢ vice stabilizovat.
Zhao a kol. [83] zavadi piidavek methanolu ke vzorkiim standard neurotransmiterti pro
neurochemické analyzy za ucelem zvySeni stability pii jejich zamrazeni. Toto zvySeni
stability vzorkli mozkové tkané po ptidavku methanolu a nasledném zamrazeni pii
—20 °C jsem ovéfila porovnanim vysledkii analyzy vzorku mozkové tkané bez ptidavku
methanolu a s pfidavkem methanolu v ¢ase, které¢ jsou uvedeny v obrazcich 5.7 a 5.8.

Metodou, jejiz optimalizované parametry jsou uvedené vySe, jsem stanovila
koncentraci noradrenalinu, dopaminu, 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny, homovanilové
kyseliny, serotoninu a 5-hydroxyindoloctové kyseliny ve vzorcich striata neovlivnénych
kontrolnich skupin potkanti. Naméfené vysledky jsou v rozmezi hodnot uvedenych ve
studiich [65, 79-80], coz dokazuje uc¢innost optimalizace parametrd této metody. Dale jsem
stanovila koncentraci noradrenalinu, dopaminu, 3,4-dihydroxyindoloctové kyseliny,
serotoninu a 5-hydroxyindoloctové kyseliny ve vzorcich kiiry mozkové a mozecku
neovlivnénych kontrolnich skupin potkanti. Ziskané vysledky opét odpovidaji vysledkim
ziskanych studiemi [65, 75]. Homovanilova kyselina nebyla stanovena, protoze se
nachazela pod limitem detekce, pro jeji stanoveni je mozné vyuzit metodu s detekei o vyssi
citlivosti, jako je naptiklad HPLC s hmotnostni detekci [75]. Ve vzorcich hipokampu
neovlivnénych kontrolnich potkani jsem stanovila koncentraci dopaminu, noradrenalinu,
3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny a serotoninu, které odpovidaji koncentracim
stanovenym studiemi [75, 80]. Homovanilova kyselina se nachazela pod limitem detekce
a 5S-hydroxyindoloctova kyselina se nachazela pod limitem kvantifikace. Jejich
koncentraci by bylo mozné stanovit opét napiiklad pomoci HPLC s hmotnostni detekci

[75].
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Vyse uvedend zjisténi potvrzuji ucinnost této metody pii stanoveni noradrenalinu,
dopaminu, 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny, homovanilové kyseliny, serotoninu
a 5-hydroxyindoloctové kyseliny ve striatu potkana, noradrenalinu, dopaminu,
3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny, serotoninu a 5-hydroxyindoloctové kyseliny v klife
mozkové a mozecku potkana a noradrenalinu, dopaminu, 3,4-dihydroxyfenyloctové
kyseliny a serotoninu v hipokampu potkana.

Tuto optimalizovanou metodu jsem nasledné pouzila pro stanoveni vySe uvedenych
neurotransmitertit ve vzorcich mozku potkanii po desetidennim poddvani morfin sulfatu
(i.p.) a po jeho nasledném vysazeni po dobu dvou mésici. Ve striatu potkanii po
desetidennim podévani morfinu jsem objevila statisticky vyznamny narust koncentrace
dopaminu oproti odpovidajici kontrole. To podporuje prokazany vliv morfinové zavislosti
na dopaminergni neurotransmiterovy systém [54]. Mezi koncentraci dopaminu ve striatu
potkanil po dvoumési¢nim vysazeni morfinu a odpovidajicim kontrolnim potkanim neni
statisticky vyznamny rozdil, to znaci schopnost organismu vracet se po zméndch
indukovanych morfinem do plvodniho stavu [82]. Mezi koncentracemi metabolitt
dopaminu; 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinou a homovanilovou kyselinou ve striatu
morfinem ovlivnénych potkani a odpovidajicich kontrol jsem nenalezla statisticky
vyznamné rozdily, to mize znacit vliv morfinové zavislosti na aktivitu enzymi ucastnicich
se pfemény dopaminu na vyse zminéné metabolity [81]. Tato diplomova prace prokazala
také vliv morfinové zavislosti na serotoninergni neurotransmiterovy systém. Ve striatu
potkanll po desetidennim podavani morfinu jsem objevila statisticky vyznamny narust
koncentrace serotoninu oproti odpovidajici kontrole. Koncentrace metabolitu serotoninu,
5-hydroxyindoloctové kyseliny, nejsou podavdnim morfinu ovlivnény, pravdépodobné
disledkem schopnosti organismu ¢elit zméndm zptsobovanym podavanim a vysazenim
morfinu. Tato prace neodhalila vliv morfinové zavislosti nebo abstinence na koncentraci
noradrenalinu ve striatu potkant, na rozdil od prace Gromova a kol. [65], ktera ale uvadi
vys$$i davku podavaného morfinu, delsi ¢asovy usek jeho podévani a také kratsi dobu jeho
vysazeni.

Tato prace naopak prokézala statisticky vyznamny nérust koncentrace noradrenalinu
v kiife mozkové potkanti po desetidennim podavani morfin sulfatu (i.p.) oproti kontrolnim
potkaniim. To miize souviset se zapojenim signalnich drah, souvisejicich s rozvojem
morfinové zavislosti a abstinence, které¢ vedou od adrenergnich neuronti do korovych

oblasti [58]. Ostatni analyzované komponenty v kife mozkové potkanid podavanim
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morfinu ovlivnény nebyly, coz potvrzuje teorii, ze se organismus brani zméndm
indukovanym drogou a snazi se udrzovat stalé vnitini prosttedi [82].

Tato prace neodhalila vliv morfinové zavislosti ani abstinence na katecholaminergni
ani serotoninergni neurotransmiterovy systém v hipokampu ani v mozecku potkana.
Jednim z moznych diivodi miize byt nevelké zapojeni téchto oblasti do signalnich drah
spojovanych s rozvojem morfinové zavislosti a abstinence [58].

Dale tato prace zkoumala vliv morfinové zavislosti a abstinence na expresi o2a a Bl
adrenergnich receptorti a D2 dopaminergnich receptort. Zadny vliv morfinové zavislosti
ani abstinence na tyto receptory tato prace neprokazala, na rozdil od studii [67, 69, 71],
které prokazaly zvySenou expresi mRNA vySe zminénych receptord, to mize byt ddno
pouzitim odlisné metodiky a také modelu podavani morfinu.

Je ovS§em mozno konstatovat, Ze zmény v neurotransmiterovych systémech indukované

morfinem nejsou trvalé a po jeho vysazeni odeznivaji.
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6 Zaver

V této praci byla optimalizovana metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
s fluorescen¢ni detekci (HPLC-FLD), pomoci niz byl poté studovan vliv morfinové
abstinence  na  hladiny  zékladnich  neurotransmiterd  katecholamiergniho
neurotransmiterovéhosystému a serotonergniho neurotransmiterového systému ve
vzorcich riznych casti mozku potkani. Bylo nalezeno vhodné slozeni rozpoustédla
doplnéného o stabilizacni Cinidla pro pfipravu vzorki mozkové tkdn€¢ a do ptivodné
izokratické metody byl zaveden gradient. Vzorky byly pfipravovany ve smési rozpoustédla

3 disodné soli

0,4 mol dm™ kyseliny chloristé, 6 mmol dm™ cysteinu, 0,54 mmol dm"
ethylendiamintetraoctové kyseliny, 1 mmol dm™ L-askorbové kyseliny a methanolu
v poméru 1:1. Naslednd separace probihala na koloné Supelco Supelcosil LC-18
(250%4,6 mm, 5 um) pfi gradientové eluci za pouziti mobilni faze pufru kyseliny octové a
methanolu, pfi pritoku 1,3 cm® mina teploté 35 °C. Objem nasttiku byl 10 pl, excitace

probihala pfi vinové délce 279 nm a emise pii 320 nm.

Vyse uvedenou metodou jsem stanovila koncentraci dopaminu, noradrenalinu,
3,4-dihydroxyfenyloctové  kyseliny, = homovanilové  kyseliny, serotoninu a
5-hydroxyindoloctové kyseliny ve striatu potkani ovlivnénych dlouhodobym podavanim
morfinu a jeho néaslednym vysazenim a odpovidajicich neovlivnénych kontrolnich
potkani.  Dale  jsem  stanovila  koncentraci = dopaminu,  noradrenalinu,
3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny, serotoninu a 5-hydroxyindoloctové kyseliny v
obdobnych vzorcich kiiry mozkové a mozeck potkanti. Touto metodou s podafilo stanovit
také koncentraci dopaminu, noradrenalinu, 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny a

serotoninu ve vzorcich hipokampu potkana.

Tato préace prokazala statisticky vyznamny narust koncentrace dopaminu a serotoninu
ve striatu potkand ovlivnénych desetidennim podavanim morfin sulfatu (i.p) oproti
odpovidajicim kontrolnim neovlivhénym jedincim a statisticky vyznamny nérust
koncentrace noradrenalinu v kiite mozkové potkanii ovlivnénych desetidennim podavanim
morfin sulfatu (i.p.) oproti odpovidajicim kontrolnim neovlivnénym jedinclim, ¢imz
potvrdila vliv morfinové zavislosti na katecholaminergni a serotoninergni
neurotransmiterovy systém v mozku potkana. Nebyly pozorovany zadné statisticky
vyznamné rozdily v koncentraci komponent vySe zminénych neurotransmiterovych

systémul ve striatu, kiife mozkové, mozecku a hipokampu po dvoumési¢nim vysazeni
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morfin sulfatu oproti odpovidajici kontrole, ¢imz tato prace potvrzuje schopnost organismu

vracet se po zménach indukovanych morfinem do ptivodniho stavu.

Tato prace nezjistila statisticky vyznamné rozdily v expresi aza a B1 adrenergnich ani
D2 dopaminergnich receptori ve vzorcich striata a kiiry mozkové skupin potkant
ovlivnénych morfinem a odpovidajicich kontrolnich skupin, a prokazuje tak schopnost

organismu celit podavani morfinu ve snaze udrzovat stalé vnitini prostredi.
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