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Uvod

Metamfetamin (MA) je psycho-stimulacni latka zpu-
sobujici zavislost a mnohé dalsi vedlejsi efekty'. Rostou-
cim problémem je Casté zneuzivani této drogy téhotnymi
7enami’. Podani MA zptsobuje zvyseni extracelularni
koncentrace monoaminovych neurotransmitert dopaminu,
serotoninu a noradrenalinu v mozku®. Konkrétné nartst
koncentrace dopaminu (DA) a tim padem synaptickych
pfenostt v dopaminergnim mesolimbickém  systému,
apfedevSim v mozkovém centru nucleus accumbens
(NAc), byl popsan jako klicovy pro vznik zavislosti®.
Nicméné molekularni podstata vzniku a priib¢hu zavislosti
na MA a dalich drogach stale neni pln& pochopena’. Je
proto nutné zaméfit se na biochemické procesy provazejici
adikci. Sledovani hladin neurotransmiter in vivo ve speci-
fickych oblastech mozku a v priibéhu urcitého Casového
useku po podani drogy pfinasi cenné informace, které by
mohly napomoci pochopeni a 1é¢b€ této choroby. Problé-
mem ovSem zustava absence efektivni metody schopné
méfit extrémné nizké (nano-molarni Groven) a rychle se
ménici koncentrace latek rizné chemické povahy v mozku
zivého organismu.

Predkladana prace se zabyva vyvojem nové, vysoce
ucinné a selektivni metody pro in vivo monitorovani DA
a jeho metabolitd (HVA, 3-MT a DOPAC) v limbickém
systému. Konkrétn¢ spociva v odbéru vzorkd pomoci mi-
krodialyzy a nasledném kvantifikovani analytd metodou
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spek-
trometrii. Vyvinuta metoda byla pouzita v experimentalni
studii zkoumajici disledky prenatalni expozice metamfeta-
minem na mesolimbicky dopaminergni systém dospélych
potkant. Studie umoznila porovnani hladin DA a jeho meta-
boliti (HVA, 3-MT a DOPAC) v NAc potkanti, kteti byli
prenatalné vystaveni MA a potkant z kontrolni skupiny.
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Vsechny chemikalie a ¢inidla byla komeréniho ptivo-
du: 3-hydroxytyramin hydrochlorid (= dopamin hyd-
rochlorid; = DA.HCI, ¢istota > 99,0 %); kyselina homova-
nilova (= HVA, > 99,0 %; Sigma-Aldrich, USA); 3,4-di-
hydroxyfenyloctova kyselina (= DOPAC, > 99,0 %; Sig-
ma-Aldrich, USA); kyselina chlorovodikova (37 %, Sig-
ma-Aldrich, USA); chlorid sodny (99,5 %, Sigma-Aldrich,
USA); chlorid hote¢naty (purum, Sigma-Aldrich, USA);
chlorid vapenaty (93 %, Sigma-Aldrich, USA); chlorid
draselny (purum, Sigma-Aldrich, USA); kyselina citrono-
va (> 99,5 %; Sigma-Aldrich, USA); ethylendiamintetrao-
ctova kyselina (EDTA = 99,99 %; Sigma-Aldrich, USA);
octan sodny (> 99,0 %; Sigma-Aldrich, USA); hydroxid
sodny (99,99 %; Sigma-Aldrich, USA); [1,1',2,2'2H4]
dopamin-hydrochlorid (= DA.HCI-d,, > 98,0 %; Cambrid-
ge Isotope Laboratories Inc., USA); 3-methoxytyramin
hydrochlorid (= 3-MT.HCI, > 99,0 %, Fluka, Svycarsko);
voda (Fluka, Svycarsko); methanol (Fluka, Svycarsko);
kyselina octova (99,9 %, Fluka, Svycarsko); kyselina
trifluoroctova (= TFA, > 99,0 %, Fluka, gvycarsko); mo-
nohydrat 1-oktansulfonatu sodného (= 99,0 %, Fluka, §vy-
carsko); ketamin hydrochlorid (Narkamon® 5 %, Vétoqui-
nol, Francie); xylazin hydrochlorid (Rometar® 2 %; Bi-
oveta, Ceska republika); halotan (Narcotan® 0,01 %, Zen-
tiva, Ceska republika). D-Metamfetamin hydrochlorid
(= MA.HCI, 99,8 %) byl ptipraven Farmaceutickou fakul-
tou Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (Ceské republi-
ka). Umély mozkomiSni mok, pouzivany pfi mikrodialyze,
obsahoval 147,0 mM chloridu sodného, 1,3 mM chloridu
vapenatého, 0,9 mM chloridu hofe¢natého a 4,0 mM chlo-
ridu draselného ve vodé¢ (pH 6,5 az 7,0).

Experimentalni zvitata

Samice potkant Wistar (AnLab, Praha; stafi 4 mésice,
vaha 250-300 g) byly pfipustény na pocatku estrogenniho
cyklu. Bfezi samice byly rozdéleny do dvou skupin: MA
exponované skupiné byl po celou dobu gestace podavan
MA (5 mg/kg/den); kontrolni skupiné byl stejnym zpiiso-
bem podavéan fyziologicky roztok. Z potomki samic obou
skupin byli vybrani jen samci a v 90. den po narozeni byl
zapocCat mikrodialyzacni experiment.

Veskeré manipulace se zvitaty byly provadény podle
smérnice Evropské unie (86/609/EU) a Narodni komise
pro chov laboratornich zvifat. VSechny experimenty
schvalila etick4 komise.

Mikrodialyza

Ve véku 90 dnu byli potkani uspani anestetickou in-
jekei ketamin/xylazin (2 mg/kg; 0,5 mg/kg) a pomoci ste-
reotaktického aparatu (o soufadnicich AP-1.6, ML + 1.5,
DV-7.3)° jim byla voperovana mikrodialyzaéni kanyla
MAB 4.15 IC (Agn Tho‘s AB, Svédsko). Po 7 dnech, kdyz
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se zahojila rana na hlavé, byli potkani uvedeni do halota-
nové anestezie a do kanyly byla zavedena mikrodialyza¢ni
sonda MAB 4.15.2.Cu s polopropustnou kuprofdnovou
membranou (délka membrany 2 mm, propustnost membra-
ny — latky do velikosti 6 kDa). Sonda nachazejici se v NAc
byla promyvana artificidlni cerebrospindlni tekutinou
(ACSF) o prutoku 2 pl/min. Vzorky byly odebirany
v 20 minutovych intervalech do mikrozkumavek obsahuji-
cich 15 ul 0,1 M HCI a 10 pg vnitiniho standardu
(deuterovany standard — DA .HCl-dy). Prvni tii vzorky byly
odebrany pro ustanoveni bazalni hladiny DA a jeho meta-
bolitt HVA, 3-MT a DOPAC. Poté byla potkanim podana
davka MA (1 mg/kg, s.c.) a koncentrace analyti byla sle-
dovana dalSich 220 min po podéani drogy. Po odebrani byly
vzorky ihned zamraZeny pfi teplot¢ —80 °C. Po ukonceni
experimentu byli potkani pod anestezii dekapitovani, byl
vyjmout mozek a nasledn¢ byla provedena histologicka
kontrola umisténi mikrodialyzacni sondy v NAc.

Ptiprava vzorkt pro HPLC-ESI-MS/MS analyzu

Vzhledem k nizké koncentraci analytl v mikro-
dialyzatu byly vzorky zakoncentrovany lyofilizaci. Lyofi-
lizace probihala na pfistroji Labconco Free Zone (USA) po
dobu 12 hodin. Kondenzacni spirdla lyofilizatoru byla
chlazena na teplotu —47 °C a tlak byl ustalen na 9 kPa.
Vysuseny vzorek byl rozpustén v 10 pl methanolu.

HPLC-ESI-MS/MS analyza

Pro HPLC separaci latek (provadéno s vyuzitim pum-
py Accela 600 a autosampleru Accela) byla pouzita kolona
Gemini C18 (zrnitost stacionarni faze 5 um, rozméry kolo-
ny 150 x 2 mm; Phenomenex, USA) s ptedkolonkou Ge-
mini C18 a gradientové sloZzeni mobilni fize (faze A —
vodny roztok kyseliny octové o pH 2; faze B — methanol)
o pratoku 150 pl/min. Gradient mél nasledujici pribé¢h:
5 % B (3 min) — 30 % B (linearni nartst béhem 2 min) —
30 % B (10 min) — 5 % B (linearni pokles béhem 1 min)
— 5 % B (4 min). Objem vzorku nastiikovany na kolonu
byl 5 pl.

Tabulka I
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Pro ucely hmotnostni spektrometrie byla pouzita elek-
trosprejova ionizace v pozitivnim (pro detekci DA
a 3-MT) i negativnim modu (pro detekci HVA a DOPAC).
Analyza latek byla provdadéna v SRM moédu (Selective
Reaction Monitoring) zaloZzena na detekci konkrétniho
produktového iontu vznikajiciho z prekurzorového iontu
po kolizné-indukované disociaci (CID)’. Kolizné induko-
vané reakce (viz tab. I) byly monitorovany na hmotnost-
nim spektrometru TSQ Vantage. Podminky hmotnostniho
spektrometru byly optimalizovany na nasledujici parame-
try: tlak kolizniho plynu (argon) 1 mTorr, napéti na sprejo-
vaci jehle #3000 V, teplota nosného plynu (dusik — tlak
40 psi) 350 °C, tlak pomocného plynu (dusik) 20 arb, tep-
lota vstupni kapilary 350 °C.

Vysledky a diskuse

Mikrodialyza byla pouZita k odbé&ru vzorki, jelikoz
umoznuje in vivo monitorovani koncentraci analytd v ex-
tracelularnim prostfedi v diskrétni oblasti mozku®. Diky
pasivni diftzi do dialyzatu prestupuji skrz membranu po
sméru koncentracniho gradientu molekuly z okolniho pro-
stfedi®. Odebrany vzorek tak ve vysledku obsahuje znamy
zlomek koncentrace analytii v NAc.

Z davodu nizké stability DA a 3-MT byly vzorky
jimény do mikrozkumavky obsahujici kyselinu chlorovo-
dikovou, coz stabilizovalo tyto analyty ve formé hyd-
rochloridi’’. Dale bylo pfidino znamé mnozstvi vnitiniho
standardu (deuterovany standard — DA.HCl-d,) pro zptes-
néni kvantifikace. Vzhledem k nizké koncentraci analytt v
mikrodialyzatu bylo nutné vzorky zakoncentrovat. Za tim-
to Gcelem byla provedena lyofilizace, pfi které nedochaze-
lo k degradaci analyt ve vzorku.

K samotné kvantifikaci analyti bylo pouzito spojeni
vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem vybavenym elektrosprejovou ionizaci.
Kapalinova chromatografie byla realizovana na koloné
Gemini s mobilni fizi o gradientovém uspofadani, které
umoznilo oddé€leni jednotlivych analytl a jejich separaci
od soli ptitomnych v ACSF (soli se eluovaly a v mrtvém

Parametry hmotnostné spektrometrické analyzy pro dopamin a jeho metabolity

Analyt * Ionizace Kvadrupél Q1 Energie CID Kvadrupol Q3
m/z [Da] [eV] m/z [Da]
DA.HCI ESI” 137 24 120
DA.HCl-d, EST 141 24 123
3-MT.HCI ESI® 168 21 151
HVA ESI’ 181 17 122
DOPAC ESTI’ 167 15 122

“DA.HCI — dopamin-hydrochlorid, DA.HCI-d,— [1,1",2,2"*H,] dopamin-hydrochlorid, 3-MT.HCI — 3-methoxytyramin
hydrochlorid, HVA — kyselina homovanilova, DOPAC — kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova
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Tabulka II
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Validace vyvinuté metody pro DA a jeho metabolity (HVA, 3-MT a DOPAC) v ACSF

Latka ® Piesnost (RSD) Spravnost (RE) LOD LOQ
[%] [%] [pg/40 ul] [pg/40 ]
DA .HCI 11,4 -11,8 0,07 0,08
HVA 10,1 -11,7 0,08 0,09
3-MT.HC1 13,9 -14,1 0,09 0,11
DOPAC 11,9 -11,4 0,08 0,09

"DA.HCI — dopamin-hydrochlorid, HVA — kyselina homovanilova, 3-MT.HC] — 3-methoxytyramin hydrochlorid,

DOPAC — kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova
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Obr. 1. Koncentrace DA (A) a jeho metaboliti 3-MT (B), DOPAC (C) a HVA (D) v NAc pred a po aplikaci akutni davky metam-
fetaminu; Primérné koncentrace naméfené u potkant, ktefi byli prenatdlné exponovani MA, jsou vyznacené jako kolecka. Primérné
hodnoty pro kontrolni skupinu potkant jsou v grafu znaceny jako ¢tverecky

case kolony #, = 1,2 min), které by naruSovaly ionizaci
latek. Retencni Casy jednotlivych analyti byly nasledujici:
DA 3,3 min, 3-MT 4,6 min, DOPAC 11,3 min a HVA
12,5 min. V prubéhu HPLC-MS analyzy byla metoda roz-
délena na dva segmenty, které se liSily v ioniza¢nim mo-
du. V prvnim segmentu v Case analyzy 0—6 min byly
v pozitivni elektrosprejové ionizaci monitorovany DA a 3-
MT. HVA a DOPAC byly detegovany negativni elektro-
sprejovou ionizaci v druhém segmentu (6—19 min).
Vyvinuta analytickd metoda byla validovéana pro kaz-
dou analyzovanou latku (DA, HVA, 3-MT a DOPAC) na
péti koncentracnich hladinach (0,5; 10; 50; 100 a 250

937

pg/40 pl) v ACSF s vyuzitim vnitfniho standardu DA.HCI
—d,4 (10 pg/40 pl). Kazdy vzorek byl pfipraven alespoit 5x.
Sledovanymi parametry validace byly: pfesnost (vyjadieno
relativni smérodatnou odchylkou — RSD), spravnost
(stanoveno relativni chybou — RE), limit detekce (LOD)
a limit kvantifikace (LOQ). Parametry validace jsou uve-
deny v tab. II.

Nové metoda skladajici se z mikrodialyzy, lyofilizace
a HPLC-MS/MS analyzy byla aplikovana v experi-
mentalni studii zkoumajici vliv prenatalni expozice MA na
dopaminergni systém v NAc. Veskeré experimentalni po-
stupy byly shodné provedeny na dvou skupinach potkant:
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skuping prenatalné vystavené MA (5 mg/kg, s.c.) a skupi-
né, ktera se diive s latkou nesetkala. Nejdiive byly odebra-
ny tfi vzorky pro ustanoveni bazalni hladiny DA a jeho
metabolith (HVA, 3-MT a DOPAC). Potkani, kteti byli
prenatalné vystaveni MA, méli v NAc vyssi bazalni kon-
centraci DA 1 vSech zkoumanych metabolitd (HVA, 3-MT
a DOPAC) ve srovnani s kontrolni skupinou potkanti. Na-
sledné¢ byla potkanim injekéné vpravena davka MA
(1 mg/kg, s.c.) a koncentrace DA a jeho metabolitd (HVA,
3-MT a DOPAC) byla zaznamendvana v prubéhu 220 min
po podani akutni davky drogy. U obou skupin potkanti se
po podani MA zvysila hladina DA, 3-MT a HVA. Koncen-
trace DOPAC klesla (viz obr. 1). Tyto vysledky jsou kon-
zistentni se zndmym mechanismem plsobeni MA. MA
zvySuje koncentraci extracelularniho DA. Vzapéti se zvysi
hladina 3-MT a pozdé&ji skrze delSi metabolickou drahu
i koncentrace HVA. MA naopak snizuje koncentraci
DOPAC jakoZzto inhibitor enzymu MAO, ktery pfeméiuje
DA na DOPAC (cit.'"™""). Koncentra¢ni hladiny analytt
DA, 3-MT a HVA byly po akutnim podani MA vyrazné
vy$§i v NAc prenatilné exponovanych potkani nez
u potkanti, ktefi se s drogou setkali poprvé (viz obr. 1).
NaSe vysledky naznacuji, Ze potkani, ktefi byli vystaveni
droze in utero, reaguji v dospé€losti na MA a piipadné
1 dalsi psychostimulanty s jinou citlivosti a nasledn¢ mo-
hou byt odlisné nachylni ke vzniku zavislosti nez potkani,
ktefi se s drogou dfive nesetkali. Pro bliz§i pochopeni di-
sledkl prenatdlni expozice MA je nutné dale zkoumat
zmény a piipadnou plasticitu v dopaminergnim mesolim-
bickém systému postizenych jedinct. Naptiklad porovnani
mnoZzstvi a senzitivity dopaminovych receptoril nebo akti-
vity neurontl v NAc by mohlo pfinést cenné informace.

Zavér

Predkladana prace popisuje in vivo metodiku umoz-
fujici rychlou a presnou detekci a kvantifikaci DA a jeho
hlavnich metabolitt (HVA, 3-MT, DOPAC) v mozku.
Vzorky byly odebirany pomoci mikrodialyzy ze specific-
kych oblasti mozku aktivnich potkanti. Kyselina chlorovo-
dikova byla pfiddna pro zvySeni stability DA a 3-MT
a deuterovany standard pro zptesnéni analytické metody.
Z dtivodu nizké koncentrace méfenych analyt byly vzor-
ky zakoncentrovany lyofilizaci. Vlastni kvantifikace byla
provedena spojenim vysokoucinné kapalinové chromato-
grafie s tfikvadrupdlovym hmotnostnim spektrometrem
vybavenym elektrosprejovou ionizaci. Hmotnostné spek-
trometrickd analyza probihala ve vysoce citlivém SRM
modu, ktery se prokazal idedlni pro analyzu komponentl
komplexnich biologickych matric diky své vysoké senziti-
vit¢ a selektivité. Vyvinutd metoda byla aplikovana
v experimentalni studii zkoumajici vliv prenatalniho vysta-
veni MA na dopaminergni syst¢ém v NAc. Koncentra¢ni
hladiny DA, HVA, 3-MT a DOPAC byly méfeny v NAc
potkantl, kteti byly v prenatalnim obdobi vystaveni MA,
a potkani z kontrolni skupiny, ktefi se s drogou dfive ne-
setkali. Bylo zjiSténo, Ze prenatalné exponovani jedinci
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maji vyssi bazalni hladinu DA, HVA, 3-MT a DOPAC a
reaguji vyraznéji na podani akutni davky MA. Tato studie
dokazuje, ze zneuzivani MA v pribéhu téhotenstvi zpuiso-
buje trvalé zmény v mesolimbickém dopaminergnim sys-
tému potomkd.

Vyvinuta metodika muze zkoumat libovolnou oblast
mozku a je aplikovatelna na fadu chemickych latek. Diky
tomu je pouzitelnd pro monitorovani procesu jak zdravého,
tak nemocného mozku, stejné jako experimentalnim sledo-
vani farmakoterapie fady neurologickych onemocnéni.

Tato prace se uskutecnila v ramci Narodniho progra-
mu udrzitelnosti (NPU I LO1215) MSMT — 34870/2013.

Seznam zkratek

3-MT 3-methoxytyramine = 3-methoxytyramin

ACSF artificial celebrospinal fluid = umély
mozko-mi$ni mok

CID collision induced dissociation =
kolizné-indukovana disociace

DA dopamine = dopamin

DOPAC  3,4-dihydroxyphenylacetic acid =
kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova

ESI electrosprey ionization = elektrosprejova
ionizace

HVA homovanillic acid = kyselina homovanilova

LOD limit of detection = limit detekce

LOQ limit of quantification = limit kvantifikace

MA methamphetamine = metamfetamin

MS/MS  tandem mass spectrometry = tandemova
hmotnostni spektrometrie

NAc nucleus accumbens

RSD relative standard deviation = relativni
smérodatna odchylka

RE relative error = relativni chyba

s.c. subcutaneous = subkutanni (podkozni)
aplikace 1é¢iva

SRM selective reaction monitoring = selektivni
monitorovani reakci
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E. Zlamalova, K. Syslova, and P. Kacer (University
of Chemistry and Technology, Prague): Novel Method
for in vivo Monitoring of the Molecular Basis of Drug
Addiction

A novel method was developed for a parallel, rapid
and precise tracking of dopamine and its metabolites
(homovanillic acid, 3-methoxytyramine and 3,4-di-
hydroxyphenylacetic acid) in the brain. The method con-
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sists of a sample collection using microdialysis from spe-
cific brain region, a lyophilization step to concentrate ana-
lytes from the microdialysates, and a quantification step
exploiting high performance liquid chromatography com-
bined with electrospray ionization tandem mass spectrom-
etry (HPLC-ESI-MS/MS). This was employed in an exper-
imental study investigating the effect of a prenatal expo-
sure to methamphetamine on development of mesolimbic
dopaminergic system. It was determined that abusing
methamphetamine during pregnancy induces permanent
changes in the nucleus accumbens of adult rats. Namely,
the basal levels of dopamine and its metabolites are higher
and a response to acute dose of methamphetamine is
stronger in prenatally exposed rats compared to control
rats. Furthermore, the developed methodology can be opti-
mized for use in different brain regions and for analysis of
diverse chemical substances. This highly applicable tech-
nique could thus be a source of valuable information about
brain physiology as well as pathophysiology on the molec-
ular level.



