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ABSTRAKT

Mechanismy vlivu metamfetaminu na organismus jsou stale pfedmétem
zkoumani. Neurotoxicita, zejména pak oxidativni stres a G¢inky na neurotransmitery
ptfedstavuji hlavni problémy pfi expozici metamfetaminu. Bakalarska prace se
Vv teoretické Casti zabyva latkami patiici mezi psychostimulancia, zejména se zamétenim
na metamfetamin. Detailn€ je popsan mechanismus neurotoxicity metamfetaminu.
Probrana je i epidemiologie uZzivani této drogy ve svéte a v Ceské republice. V této Gasti
je zahrnuta i neurogeneze hipokampu. Dale jsou zde obecné popsany neurotransmitery a

jejich tloha v organismu.

Prakticka ¢ast obsahuje popis metodiky analyzy markert vyvoje hipokampu a
rozbor pusobeni metamfetaminu na tyto markery pomoci experimentu na zviteti.
Jednalo se zejména o latky patfici mezi neurotransmitery, jako je dopamin (DA),
noradrenalin (NA), glutamat (GLU), kyselina gama-aminomaselna (GABA) a serotonin
(SER). Jako hlavni marker neurogeneze byl vybran doublecortin. Potkani byli rozdéleni
do tii skupin po deseti jedincich. Skupina M byla pravidelné béhem rané faze
adolescence vystavovana uc¢inkiim metamfetaminu, u skupiny S probihalo vyvolani
stresové reakce v podobé vpichu do podkoZi a skupina C byla zvolena jako kontrolni.
Pokusnym jedinctim byl podavan metamfetamin, nasledné probihal behavioralni test a
poté analyza metodami Western blot a ELISA ze vzorku tkané hipokampu, ktery byl

odebran po ukonceni testu u¢eni a paméti v Morrisové vodnim bludisti (MWM).

Pii hodnoceni behavioralniho testu v MWM byly hodnoceny tfi parametry —
rychlost nalezeni ostriivku, draha zvitete béhem testovani a rychlost jeho plavani.
V testu byla hodnocena faze uceni a test paméti. Rozdily mezi skupinami byly
zaznamenany zejména v testu paméti. Pfi analyze metodou ELISA nebyly nalezeny
zadné signifikantni rozdily v koncentracich neurotransmitert v tkani mezi skupinami
laboratornich zvitat. Taktéz pti hodnoceni doublecortinu metodou Western blot, nebyly

zaznamenany zadné zmény.
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ABSTRACT

The mechanisms of methamphetamine's effects on the body are still under
investigation. Neurotoxicity, in particular oxidative stress, and effects on
neurotransmitters, are major concerns in methamphetamine exposure. The theoretical part
of the thesis deals with substances belonging to the category of psychostimulants, with a
particular focus on methamphetamine. The mechanism of neurotoxicity of
methamphetamine is described in detail. The epidemiology of the use of this drug in the
world and in the Czech Republic is also discussed. The neurogenesis of the hippocampus
is also included. In addition, neurotransmitters and their role in the organism are generally

described.

The practical part includes a description of the methodology of analysis of
markers of hippocampal development and the analysis of the effect of methamphetamine
on these markers using experiment on animals. Our mainly focus was on substances
belonging to neurotransmitters such as dopamine (DA), noradrenaline (NA), glutamate
(GLU), gamma-aminobutyric acid (GABA) and serotonin (SER). Doublecortin was
selected as the main marker of neurogenesis. The rats were divided into three groups of
ten individuals each. Group M was regularly exposed to methamphetamine during early
adolescence, group S was subjected to stress in the form of subcutaneous injection and
group C was chosen as control group. The experimental subjects were administered with
methamphetamine, followed by a behavioral test and then we analyzed the hippocampal
tissue sample using Western blot and ELISA. The samples were collected after the Morris

Water Maze (MWM) learning and memory test.

Three parameters were evaluated in the behavioral test in the MWM: the speed of
finding the island, the animal's path of movement during each test, and its swimming
speed. We were evaluating learning capacity and memory. When we analyzed the
collected data by ELISA, there were no significant differences in neurotransmitter tissue
concentrations between the groups. Similarly, when doublecortin was assessed by

Western blot, no changes were noted.
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1 UVOD

Psychostimulancia jsou latky, které patii mezi bézné zneuzivané drogy po celém
svété. Mezi tyto latky spadd pravé metamfetamin neboli pervitin, ktery je jednou z
nejhojngji zneuZivanych drog v Ceské republice a také ve svété. Adkoliv jsou statistiky
uzivani metamfetaminu mezi dospé¢lymi a mladistvymi alarmujici, v soucasné dob¢ stéale

nezname vSechny mechanismy jeho toxicity pro lidsky organismus.

Neurogeneze hipokampu je také stale predmétem intenzivniho zkoumani. Pied vice
nez 100 lety bylo objeveno, ze vyvoj hipokampu pokracuje prakticky béhem celého
Zivota, a nejen v prenatdlnim a casném postnatalnim obdobi, jak se domnivalo. Dnes je

jiz obecné tento fakt piijiman i pfes to, ze je stale pfedmétem urcitych kontroverzi.

Praci na téma ucinky metamfetaminu na vyvoj hipokampu jsem si vybrala z dtivodu,
Ze v tomto odvétvi pracuji a zajima mé. Povazuji za dulezité zjistit co nejvice o toxicité
latek, které jsou zneuzivané po celém svéte, mezi které se metamfetamin fadi. Tato prace
navazuje na predchozi vyzkumy na tstavu Fyziologie 3.LF UK. Studie na téma prenatalni
a Casné postnatalni expozice metamfetaminu u potkand probihaji pod zastitou prednostky

Gistavu prof. MUDr. Romany Slamberové PhD.
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2 CILE PRACE

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo zmapovani ukazatelti vyvoje hipokampu

v rané fazi adolescence a jejich zmény po podani metamfetaminu pokusnému zviteti.

V teoretické Casti bylo cilem popsat neurotoxicitu metamfetaminu a jeho negativni
ucinky na centralni nervovy systém. Dil¢im cilem této ¢asti prace bylo téz podat uceleny
ptehled o mechanismu G¢inku metamfetaminu a ptehled neurotransmiterti, které mohou

byt drogou ovlivnény.

V praktické Casti je cilem zvladnuti analytickych metod ELISA a Western blot véetné
precizniho vyhodnoceni vysledkii. Dal§im cilem bylo zvladnuti behavioralniho testu pro
pozorovani uceni a paméti pokusného zvifete vcetné hodnoceni jeho priichodu

Morrisovym vodnim bludistém.
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3 SOUCASNY STAV

3.1 Centralni nervovy systém

Centralni nervovy systém (CNS) tidi funkci vSech organt, koordinuje jejich
¢innosti, tak aby cely organismus byl v rovnovaze. Jedna se tedy o nejvyse postaveny
systém v celém organismu. CNS ma tadu specifickych vlastnosti. Vynikd zejména
rychlosti reakce na velké mnozstvi informaci o vnitinim i vnéj§im stavu organismu. Je
velmi variabilni, coz je dalezité¢ vzhledem ke krucidlni vlastnosti nervového systému a
tou je plasticita. Plasticitou oznacujeme dvé skupiny funkénich zmén jako je adaptace, ta
se vyrazn¢ podili na utvéafeni jedineCnosti CNS, a plasticita samotnd, jejiz projevy

vyvolavaji reverzibilitu a rychlost nastupu zmén (Kittnar 2020).

Pro neurony, které jsou zakladni funkéni a stavebni jednotkou CNS, musi byt
zabezpeceno vhodné prostiedi tak, aby byl zajistén dostate¢ny piisun energie pro tvorbu
vzruchil. Tyto podminky jsou zajiStovany extraneurondlnimi elementy, které jsou uvnitt
a okolo CNS. Mezi tyto elementy fadime mozkomisni mok, extracelularni prostiedi a

neuroglie, které se podileji na obranych funcich CNS (Kittnar 2020).

3.2 Hematoencefalicka bariéra

Hematoencefalickou bariéru tvoti ptedevsim sit’ mozkovych kapilar, které se od
ostatnich kapilar v organismu zna¢né lisi. Bariéra zajist'uje transport latek z mozku do
krve a naopak. Vysokomolekularni latky se pfes membranu prakticky nedostavaji.
Jejich prenos je uskute¢novan pomoci transportnich vezikulii a prostiednictvim

pinocitozy (Kittnar 2020).

3.3 Limbicky systém
Limbicky systém je skupina mozkovych center, které jsou navzajem propojené

kratkymi 1 dlouhymi nervovymi drahami. Tento systém zahrnuje nékteré casti mozkové

ktry a podkorové oblasti. Mezi funkce limbického systému patii fizeni emoci a pociti a
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ovladani somatovegetativnich systému. Limbicky systém hraje také zasadni roli
vV mechanismech paméti a uceni. Systém se sklada z nékolika ¢asti, které maji specifické

funkce (Kittnar 2020; Rokyta 2015).

3.3.1 Hipokampus

Hipokampus je centrum limbického systému, které ma na starosti individualni
chovani jedince a ma diilezitou roli v ukladani informaci do dlouhodobé paméti. Jedna se
o strukturu, ktera je ulozena ve spankovém laloku (Obrazek 1). Je také jednou z oblasti,
kde se i u dospélého jedince vytvareji neurony, které jsou nezbytné pro urcité typy paméti.
Noveé vzniklé neurony v dospélém hipokampu dozravaji z prekurzorovych bun¢k, které
se nachdzeji v subgranuldrni ¢asti hipokampu. Tyto neurony exprimuji doublecortin,
ktery se vyuziva jako marker pro sledovani neurogeneze adolescenti (Kittnar 2020; Hood
et al. 2018).

Hippocampus

Obrazek 1 Na ilustraci je zelené oznacena hipokampadlni struktura, kterd je umisténa

ve spankovém laloku (prevzato z Gray 1973).

3.3.2 Amygdala

Jedna se o seskupeni neuronalnich skupin, které jsou soucasti mozkové kiry.
Podili se na vzniku emocnich expresi na podnéty (buseni srdce pii strachu). Dale poméaha
rozliSovat ptfijemné a nepfijemné signaly a podili se na usudku (Kittnar 2020; Rokyta
2015).
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3.3.3 Hypotalamus

Ridi zakladni télesné funkce a hraje roli v drahdch odmény a trestu. Je zodpovédny
za pocity ukojeni nebo odporu na zakladé motiva¢niho usili. Diky témto pocitim
predstavuje jakousi hnaci silu, kterd vede k projevim chovani jedince (Kittnar 2020;
Rokyta 2015).

3.4 Neurogeneze v dospivani

Dospivani definujeme jako obdobi mezi détskou a dospé€lou fazi. Existuje spousta
definic a dohadd, kdy vlastné tato faze zacind a v priab&hu véku se jeji hranice neustale
posouva. Obecné mlzeme toto obdobi rozdélit do nekolika po sobé€ jdoucich fazi. Rana
adolescence ve véku priblizné 10-12 let, stfedni adolescence v obdobi 13-16 let a mladi

dospéli ve véku do 23 let (Crone a Dahl 2012; Sisk a Zehr 2005).

Dospivani podle jiné definice zacina v obdobi puberty, kterd je doprovazena
kaskaddou zmén. Tyto zmény zacinaji u kazdého jedince jinak a v soucasné spolecnosti se
tyto znamky objevuji u jedincti jiz od devatého roku zivota. BEhem obdobi puberty se
zveétSuje objem korové bilé hmoty, zejména v oblasti ¢elnich lalocich. ZvySuje se také
schopnost logického uvazovani a zménami prochézi 1 osobnost jedince. Obdobi puberty
je navic doprovéazeno neurobehavioralnimi zménami, jako je touha objevovat nové véci,

obcas i v negativnim smyslu (Crone a Dahl 2012; Kittnar 2020; Sisk a Zehr 2005).

Dtive se ptedpokladalo, ze tvorba novych funkénich neuronti v CNS probiha pouze
béhem prenatalniho a ¢asného postnatalniho vyvoje. Toto dogma bylo ale zpochybnéno,
kdyz u laboratornich potkanli byla prokazdna neurogeneze i v pozdé€jsi dobé
postnatalniho vyvoje. Béhem dalSich desitek let se nahromadily diikazy, které prokazuji
existenci tohoto procesu Vv lidském hipokampu v prub&hu celého Zivota. Ackoliv stale
pretrvavaji jisté kontroverze, v dnesni dobé je jiz tento fakt vSeobecné pfijimén.
Behaviordlni studie na zvifatech potvrdila, Ze nové vytvorené neurony hipokampu
Vv postnatalnim vyvoji, hraji dulezitou roli v prostorovém uceni, ukladani paméti nebo
v regulaci nalad. Tyto neurony se mohou lisit v reakci na vliv a faktory prostredi, podle

toho, v jakém obdobi vyvoje byly vytvoreny (Allen 1918; Zhao et al. 2008).
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V obdobi dospivani je urovei neurogeneze mnohem vyssi nez u dospélych jedinct,
coz bylo dolozeno diky studii na laboratornich hlodavcich. Pii pfechodu z adolescence
do dospélosti dochdzi k dramatickému sniZzeni neurogeneze. Mechanismy, za jakym
ucelem k této skute¢nosti dochdzi zatim nejsou zcela znamy a na zkoumani tohoto
procesu vyvoje hipokampu se dosud zaméfilo pouze omezeny pocet studii (Kozareva et
al. 2019).

3.5 Neurotransmitery

Neurotransmitery (NEU) jsou chemické latky, které jsou schopné zprostiedkovavat
signalizaci mezi bunkami. Nej€astéji se jednd o vzruch mezi neurony, nebo mezi
neuronem a svalovou buiikou. Z chemického hlediska se nejedna o jednotnou skupinu
latek. Mizeme je rozdélit do nékolika skupin: nizkomolekuldrni, peptidy a ostatni (puriny
nebo plyny). Do skupiny nizkomolekularnich neurotransmitert fadime acetylcholin,
aminokyseliny (glutamat, asparat, glycin) a derivaty aminokyselin (kyselina gama-
aminomaselna, noradrenalin, dopamin a serotonin). Neurotransmitery hraji klicovou roli
ve vyvoji nervové soustavy. Ukazuje se, ze exprese uritého typu neurotransmiteru je
zavisla na tkanovém faktoru, ale miize byt ovlivnéna i faktory dal§imi. Faktor prostredi
je dilezity pro diferenciaci neuronovych bun€k a miize mit rozhodujici tilohu v kritickych

fazich vyvoje (Cechova a Slamberova 2021; Kittnar 2020).

3.5.1 Glutamat

Glutamat (GLU) je aminokyselina, ktera je hlavni excitaéni NEU v CNS. Nachazi
se ve vSech builkkdch a ma klicovou roli v mnoha metabolickych drahdch. Je zaroven
prekurzorem kyseliny gama-aminomaselné (GABA), ktera je hlavnim inhibi¢nim
neurotransmiterem Vv centralni nervové soustavé. Ma tlohu v tzv. synaptické plasticité,
coz je proces zaniku starych synapsi a zaroven i vzniku synapsi novych. Ve vysokych
koncentracich je GLU velmi silnym neurotoxinem. Diky této skutec¢nosti je potfeba
omezit jeho aktivitu, ktera by zabrafiovala bunééné smrti (Cechova a Slamberova 2021;

Kittnar 2020).
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GLU je produkovan pfeménou z glutaminu pomoci enzymu glutaminaza. Po
uvolnéni glutamatu je jeho menSi mnozstvi vychytano zpatky do presynaptického
neuronu. Glutamatové transportéry pak zprostiedkovavaji prenos vétstho mnozstvi
glutamatu, ktery vychytavaji astrocyty. Jedna se o transportéry excitacnich aminokyselin
EAAT1 a EAAT2. V astrocytu je pak takto pfeneseny GLU pifeménén na glutamin
pomoci glutaminsyntetdzy. Glutamin je poté pienesen zpét do neuronu, kde dojde
k recyklaci glutamatu a jeho vylouceni do synaptické $térbiny. Tento sloZity proces je
pravdépodobné mechanismus, ktery brani pfilisSné excitaci neuronu, ktera by vznikla,
pokud by astrocyt GLU vypoustél volnd do extracelularni tekutiny (Cechova a
Slamberova 2021; Kittnar 2020).

Na zéklad¢ podjednotek rozeznavame nékteré typy glutamétovych ionotropnich
receptord. Jedna se napi. o AMPA receptory, NMDA receptory nebo KA receptory. Pti
otevieni AMPA receptorit dochézi k toku sodiku a v nékterych ptipadech i vapniku. Po

aktivaci se rychle uzavie (Cechova a Slamberova 2021; Mark 2004).

NMDA receptory zvySuji permeabilitu membrany pro vapnik, sodik a draslik.
Iontovy kanal se otevie pouze v piipadé, je-li membrana dostate¢né depolarizovana.
K otevieni vyZzaduji jak vazbu s GLU, tak i vazbu s glycinem. Jejich zajimavou vlastnosti
je to, Ze jsou obecné propustné pro vapnik. Na zékladé€ toho vznikla hypotéza, Ze by mély
NMDA receptory uréitou roli pii uéeni a paméti (Cechova a Slamberova 2021; Mark

2004).

3.5.2 GABA

GABA neboli kyselina gamma-aminomaselna je hlavni inhibi¢ni neurotransmiter
v CNS. V mozku obratlovci je pfitomna ve velkych koncentracich ve vétsing inhibi¢nich
neuronech. Vznika dekarboxylaci glutamatu pomoci reakce katalyzovanou enzymem
glutamatdekarboxylazou. Hlavni prekurzor je glutamin, ktery se transportuje z astrocyta.
Glutamin je glutaminazou pfeménén na GLU, ze kterého dekarboxylaci vznika GABA

(Kittnar 2020).

GABA je vychytavéana z vétsi €asti astrocyty, kde se dale pfeménuje na glutamin.

Prvnim krokem pfemény je transaminace, kdy je aminoskupina nahrazena aldehydovou
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skupinou vlivem GABA transferazy, ¢imz vznika sukcinatsamialdehyd. Vznikly produkt
je dale oxidovan na sukcinat. Ze sukcinatu mize pak dale vzniknout alfa-KG, ktery se
preménuje na GLU. Za spotieby ATP se glutamat pfeméiuje na glutamin, ¢imz je cyklus
uzavien. RozliSujeme tfi typy podjednotek GABAergnich receptorti: GABAaA, GABABg,
GABAC (Kittnar 2020).

GABAA je ionotropni receptor, ktery zvysSuje permeabilitu membrany bunck pro
CI ionty. Aktivita receptoru vede K influxu téchto iontd do cytoplazmy, ¢imz snizuji
membranovy potencial. Jednd se o hlavni inhibi¢ni neurotransmiterovy receptor, ktery
zprostiedkovava rychlé inhibi¢ni ucinky. Receptor je soucasti tzv. supramolekularniho
receptorového komplexu. Tento komplex kromé GABAa zahrnuje receptory pro
benzodiazepiny, barbiduaty a jiné latky. VSechny receptory z tohoto komplexu plisobi
inhibién& na postsynapticky neuron (Cechova a Slamberova 2021; Chebib a Johnson

2000; Kittnar 2020).

GABAg je metabotropni receptor, ktery je sptazen s G-proteinem se sedmi
transmembranovymi doménami. Vazba GABA na GABAg vede k aktivaci K* kanali a
hyperpolarizaci membrany. Aktivita kanaléi pro Ca?" je naopak snizena. Tyto zmény
vedou ke snizeni mnozstvi neurotransmiterd. GABAc je o ionotropni receptor, ktery se
na rozdil od GABAA receptoru oteviraji pomaleji, ale ziistdvaji aktivované mnohem déle.
To zpisobuje, Ze jeho inhibi¢ni Gginek je 10x silngjsi (Cechova a Slamberova 2021;

Chebib a Johnson 2000; Kittnar 2020).

3.5.3 Katecholaminy jako neurotransmitery

Mezi katecholaminy tadime noradrenalin (NA), adrenalin a dopamin (DA).
Funkci se 1i8i, ale vSichni jsou vyznamnymi neurotransmitery v centralni nervové
soustaveé. Nazev katecholamint je odvozen od jejich chemické struktury, ve svych
molekulach obsahuji pyrokatechol, coz je benzen se dvéma hydroxylovymi skupinami,

na némz je navazan postranni fetézec s aminokyselinou (Kittnar 2020; Linhart 2014).

V Cerné hmoté (substantitia nigra), hypotalamu a stfednim mozku nachazime

predevsim dopaminové receptory (DAR), jejichz aktivace ma budivé ucinky na psychiku.
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Ve ventralni tegmentalni oblasti jsou DAR dulezitou soucasti odmény a jejich aktivace

miiZe mit za nasledek vzniku zavislosti (Cechova a Slamberova 2021).

3.5.3.1 Noradrenalin

Jedna se o neurotransmiter, ktery v CNS putisobi jako regulator aktivity. NA je
odvozen od adrenalinu odtrzenim methylu na dusiku.  Pfi zvySeni aktivity
noradrenergnich drah dochézi ke snizeni nebo zvySeni excitability mist v zavislosti na
receptorech. Tyto drahy mohou také regulovat funkci glutamatu i funkci GABA (Cechova
a Slamberova 2021; Linhart 2014).

Noradrenalin pusobi na ur€ité typy receptori na membranach cilové burky.
V CNS existuji Ctyfi podtypy téchto receptort. Jedna se o podtypy a4, a3, f1apf;
(Cechova a Slamberova 2021).

3.5.3.2 Dopamin

Dopamin je velmi dulezitym neurotransmiterem pro fizeni motorickych funkci a
také pfi iniciaci riznych vzorcl chovani. DArgické neurony nachazime v oblasti ¢erné
hmoty mozkové (substantia nigra) a ve ventralni tegmentalni oblasti. Promitaji se také
do bazélnich ganglii, limbickych oblasti, hipokampu a do klry. V prefrontalni oblasti
nachazime vysoky obsah dopaminu. Tato ¢ast je dulezita pti feSeni problému, uvazovani

nebo pii planovani (Cechova a Slamberova 2021; Boyson a Adams 1997).

V soucasné dob¢ zname pét receptorti pro DA, které jsou spfazeny s G-proteinem,
ktery ovlivituje aktivitu adenylatcyklazy. Tyto receptory délime do dvou skupin, podle
toho, jestli adenylcyklazu stimuluji (receptory D1, Ds), nebo ji inhibuji (receptory Dz, Ds,
Ds). V limbickém systému pievladaji receptory Dz a D4. Pro vétSinu dopaminovych
receptort jsou adrenalin s noradrenalinem parcialnimi antagonisty (Cechova a

Slamberova 2021; Kittnar 2020).
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3.5.4 Serotonin

Serotonin (SER) vznika z tryptofanu hydroxylaci a dekarboxylaci. Prvnim
krokem je hydroxylace tryptofanu, za ucasti enzymu tryptofanhydroxylazy, v paté
poloze, ¢imz vznika 5-hydroxytryptamin (5-HT). Druhym krokem je dekarboxylace, kde
poté jako vysledny produkt vznika serotonin (Cechova a Slamberova 2021; Frankle et al.
2005).

Serotoninergni systém zastdva v CNS tadu dualezitych uloh. M4 velmi podobnou
roli jako noradrenergni systém a reguluje celou fadu funkci a aktivitu dalSich systému.
Léky zvysujici aktivitu serotoninergniho systému SSRI (specifické inhibitory zpétného
vychytavani serotoninu) se vyuZivaji napiiklad pfi 1écbé deprese. Serotoninergni neurony
rozdélujeme funkéné na dva systémy. Jednd se o systém ascendentni a descendentni

(Kittnar 2020).

Ascendentni serotoninergni systém zastava fadu dilezitych funkci, mezi které
fadime regulaci spankového rytmu, zpracovani informaci v senzorickych ¢astech mozku
nebo fizeni emoci. Déale ma vliv na hypothalamické funkce. Ascendentni serotoninergni
systém vysila signaly do kiry, limbického systému (napt. do hipokampu), thalamu a
hypothalamu (Kittnar 2020).

Descendentni serotoninergni systém se podili zejména na regulaci vnimani
bolesti. Jeho zvysena aktivita ma posilujici efekt pfi uziti anestetik nebo opiati. Neurony
descendentniho serotoninergniho systému vysilaji signaly zejména do oblasti mozkového

kmene, mozecku a michy (Kittnar 2020).
Serotoninergni receptory maji funkci inhibi¢ni 1 excitaéni. Doposud je znamo 7

typa téchto receptori, které oznacujeme zkratkou 5-HT17R. VétSina z téchto receptort

patii do skupiny G-proteinovych receptoru (Kittnar 2020).
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3.6 Latky stimulujici centralni nervovy systém

Psychostimulancia jsou latky, které podstatné ovliviiuji kognitivni fungovani a
chovani. Tyto latky vedou K povzbuzeni organismu az k hyperaktivité, zvysSuji jak
dusevni, tak t€lesny vykon. V rizné mife tento budivy efekt byva doprovazen neklidem,
undhlenym jednanim, tachykardii, dysrytmii, hypertenzi, tfesem nebo kfeCemi. Zornice

jsou u osob uzivajici psychostimulancia ¢asto myadrické (Balikova 2017; Kalina 2015).

Mezi latky stimulujici centrdlni nervovou soustavu fadime budivé aminy,
konkrétné pak derivaty amfetaminu — zejména metamfetamin (METH), kokain, ale
napiiklad i kofein. Do této skupiny fadime i néktera léciva jako naptiklad metylfenidat,
dexfenfluramin. Psychostimulancia mohou mit vazné neurotoxické Gc¢inky (Balikova
2017; Kalina 2015).

Mechanismem uc¢inku latek stimulujici centralni nervovy systém je zvySeni hladiny
dopaminu, noradrenalinu, popiipad¢ i serotoninu bud’ v synapsich v CNS nebo i ve vazbe
na receptory v CNS, coz ma za nasledek zvySeny pienos signalu na postsynapticky
neuron (Kalina 2015; Linhart 2014).

3.6.1 U¢inky psychostimulancii

Mezi pozitivni u€inky psychostimulancii patii aktivace osy sympatiku, diky nimz
se osoba uzivajici tyto latky citi méné unavené, ma pocit sily a energie. Tyto latky zaroven
snizuji potfebu piijmu potravy. Mezi nezadouci G¢inky se fadi pocit sucha v tstech pii
intoxikaci, nadmérné poceni. Dochdzi k pretiZzeni krevniho ob&hu, coZ zvySuje riziko
selhani srdce. Po odeznéni budivého uc¢inku nésleduje nadmérné vycerpani organismu a
nastava stav celkového utlumu. V nékterych ptipadech mize nastat uzkost ¢i paranoia.

Pti dlouhodobém uzivani se vyskytuji ptipady halucinaci a bludi (Kalina 2015).
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3.7 Neurotoxicita

Neurotoxicita je obecné¢ definovana jako poskozeni neurontl. V §ir§im smyslu mize
znamenat negativni u¢inek na strukturu nebo funkci neuronti, které mé za nasledek jejich
poskozeni. Toxické latky, které svymi UCinky plisobi na nervovy systém se nazyvaji
neurotoxické. Jelikoz nervovy systém je rozmistén po celém organismu a fidi jej, latky,
které jsou neurotoxické, mohou sekundarné poskozovat dalsi organy a systémy celého

téla (Moszczynska et al. 2017; Linhart 2014).

3.8 Metamfetamin

Metamfetamin, jinak také pervitin nebo lidové pernik, se fadi mezi nejpotentné;jsi
syntentickd psychostimulancia (Obrazek 2). Jedna se o derivat amfetaminu, ktery je
zneuzivan po celém svété. Poprvé byl syntetizovan z efedrinu v roce 1893 japonskym
chemikem Nagayoshi Nagaiem, poté v roce 1919 dalsi japonsky chemik Akira Agata
zjednodusil proces vyroby a dal tim vzniknout prvni krystalické formé metamfetaminu.
Jeho uZivani je v souCasné dobé protizdkonné, ale stdle je vyuZzivan jako 1éCivo pfi
ADHD, nebo tézké obezit€. I pies znalosti potencialnich toxickych t¢inka této drogy bylo
vynalozeno jen velmi malé usili na vyvoj prostiedki, které by byly schopné celit témto
uc¢inkim na lidsky organismus. Studie zaloZzené na zmapovani neurotoxicity
metamfetaminu by méli poskytnout poznatky k lepsimu pfistupu K témto problémim

(Jayanthi et al. 2021; Linhart 2014; Yang et al. 2018).

~CH,
CH,

Obrazek 2 chemicka struktura metamfetaminu.

21



3.8.1 Zpisoby aplikace

Zpisoby aplikace metamfetaminu jsou rozsahlé. V piipad¢ derivati amfetaminu
se uziva nejcastéji intravenozni aplikace, v nékterych piipadech i intranazalni aplikace.
Dale se pak vyuziva zahfati na alobalu a nasledna inhalace, nebo poziti per os (Kalina

2015).

3.8.1.1 Intraveno6zni podani

Pti tomto typu aplikace se latka dostdva ptimo do krevniho ob¢hu, diky kterému
se dale distribuuje do cilovych organt, konkrétné do CNS. Jedna se o nejrychlejsi cestu
aplikace, pfi niz odpada absorpce. Intravendzni aplikace vede rychle ke vzniku drogové
zavislosti. Jedné se také o rizikové podani, jelikoz pfedstavuje zvySené riziko infekei pfi

sdileni jehel. Mezi nejzavaznéjsi infekce, které je potfeba zminit, patii HIV nebo

hepatitida B a C (Linhart 2014).

3.8.1.2 Podani per os

Pii poziti latka vstupuje do traviciho traktu. Z Gstni dutiny se dostava nejprve do
jicnu, zaludku, tenkého a tlustého stieva. Béhem této cesty se latka postupné vstiebava
pres sténu traviciho traktu a absorbuje se do krve. Nevstiebana latka se vylouci
z organismu skrz gastrointestindlni systém. Ke vstfebavani miize dochézet jiz v dutiné
konkrétn¢ k nejveétsi absorpci dochazi v jejunu a ileu, kde se latky vstiebavaji skrz silné

prokrvenou stfevni sténu, ktera ma velky povrch (Linhart 2014).

Velky vliv na rychlost vstfebavani ma zejména rozpustnost latky, jelikoz
molekuly latky se vstfebavaji na stfevni stén¢ z roztoku. Pti podani per os mizeme do
organismu vpravit velké mnozstvi latky za kratky Cas, ale absorpce z gastrointestinalniho

traktu je pomala a Casto netplna (Linhart 2014).
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3.8.1.3 Inhalace

Pti aplikaci inhalaci latka vstupuje nosem a poté prochazi hrtanem, pradusnici az
do plic. Latky, které se dostanou do plic, jsou poté v plicnich sklipcich absorbovany do

krve pomérné snadno diky prokrvenosti a velkému povrchu plicnich sklipkt.

Je patrny rozdil mezi inhalaci a podani per os. To spodiva predevSim ve
skutecnosti, Ze inhalované latky jsou v plynné fazi, kdezto latky podavané per os jsou
zpravidla v kapalinném nebo pevném skupenstvi. Pro uvedeni piikladu 18 ml vody
predstavuje az 22 litrG pary, coz je vice nez tisicinasobny objem. Pfi inhalaci jsme
omezeni kapacitou plic, pii podani per os miizeme pozit vétsi mnozstvi latky za kratsi as

(Linhart 2014).

3.8.2 Stav odvykani

Pti abstinenci se obvykle dostavi tinava, neklid a akutni potieba k uziti drogy.
Somatické priznaky abstinence obvykle souvisi s vyCerpanim organismu a v pomérné
kratké dob¢ z vEtsi ¢asti vymizi. Tento stav neni zdravi ani Zivot ohroZujici. Abstinenci
muzeme rozdélit do nékolika po sob¢ jdoucich fazi:

1. Mezi akutni stavy fadime inavu, kdy se mize dostavit az nékolikadenni spanek,
a velkd chut’ k jidlu. Jsou ptfitomné nckteré¢ psychické stavy jako deprese,
uzkost.

2. Po akutni fazi nastdva silna touha po droze. Deprese pietrvava a muze se
dostavit podrazdénost. Tento stav trva v rozmezi dnti az n¢kolika tydnda.

3. Organismus postupné prestava prahnout po droze, deprese a uzkosti postupné

mizi. Radové miiZe tato faze trvat az nékolik mésic (Kalina 2015).

3.8.3 Epidemiologie METH ve svété
Studie z roku 2019 ukazaly, Ze pfiblizné 27 miliont jedinct né€kdy pozili latku ze

skupiny ATSs (amphetamine-type stimulants), coz je ptiblizné 0,5 % dospé€lé populace.

Metamfetamin je tedy Siroce uzivanou drogou po celém svéte, a to bez ohledu na vek.
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Nejvétsi frekvence uzivani byla zmapovana ve véku 15-64 let, coz je velké vékové rozpéti

(Jayanthi et al. 2021).

Piiblizné 95 % pervitinu je ilegalné syntetizovano, z nichZ nejvice produkce
probiha v USA, Thajsku a Mexiku, kde je asi 80 % celosvétové ilegalni vyroby. Pro
syntézu METH se pouzivaji latky efedrin, pseudoefedrin nebo fenyl-2-propanol (P-2-P)
a prekurzor pseudoefedrinu (Jayanthi et al. 2021).

Podle vyzkumu z roku 2016, provadénym National Survey on drug use and health
se pfiblizné 1,6 miliont jedinct, s primérnym vékem 23,3 let, v USA ptiznalo k uzivani

metamfetaminu (Jayanthi et al. 2021).

3.8.4 Epidemiologie v CR

Vroce 2021 probéhla studie o zavislostech v Ceské republice provadéna
Ndrodnim monitorovacim strediskem pro drogy a zavislosti (NMS), ktera je soucasti

protidrogové politiky titadu vlady Ceské republiky (Chomynova et al. 2022).

Podle tohoto prizkumu piiblizné 4-6 % dotdzanych mélo zkuSenosti s uzivani
pervitinu. Odhadem pak 33 tisic jedincti v CR uziva pervitin pravideln&, coz je za
poslednich deset let ¢tvrtinovy nartst. Pfi prizkumu zavislosti mezi détmi a dospivajicimi
se 1 % Sestnactiletych student ptiznalo, ze v poslednich 12 mésicich uzilo alespon

jednou metamfetamin (Chomynova et al. 2022).

Podle odhadu spotieby nelegélnich drog se v roce 2016 uZilo pfiblizné 6,5 tuny
pervitinu, coZ podle dlouhodobych studii pfedstavuje nariist oproti predchozich let. Ceska
republika je velkym producentem pervitinu, ale zaznamenava se i dovoz metamfetaminu
a pseudoefedrinu, ze kterého se metamfetamin syntetizuje. V souvislosti
s protiepidemickymi opatfenimi proti viru COVID-19 byl vrocich 2020-2021

zaznamenam narist online nabidky nelegéalnich drog (Chomynova et al. 2022).

24



3.8.5 Mechanismus neurotoxicity METH

Metamfetamin jakoZzto derivat amfetaminu ma podobné ucinky jako amfetamin
nebo jina psychostimulancia, napt. kokain. Na rozdil od kokainu, uc¢inek METH
pretrvava pomémé dlouhou dobu. Jelikoz se jedna o psychostimulant, navazuje pocit
bd¢losti se zvySenou mentalni aktivitou, cehoz mnohdy zneuZzivaji studenti. METH ziskal
pravdépodobné popularitu diky témto G¢incich, navic méd METH také ucinky anorektika,

coz muze predstavovat dalsi divod jeho oblibenosti (Balikova 2017; Linhart 2014).

Pokud je opakované a nekontrolovatelné¢ uzivan miize mit vazné zdravotni
nasledky. Mezi né¢ se fadi neurologické a psychiatrické komplikace, kardiovaskularni
problémy nebo také rendlni selhani. Mezi neurologické a psychické efekty fadime
mozkovou mrtvici, schizofrenii nebo psychozu. Neurotoxické €inky zahrnuji poskozeni
dopaminergnich a serotoninergnich drah, apoptézu bunék a aktivaci astroglii a mikroglii,

ktera vedou k protizanétlivé reakci (Jayanthi et al. 2021; Paulus a Stewart 2020; Yang et
al. 2018).

I ptes to, ze se jedna o vysoce zneuzivanou drogu po celém svéte, tak stale
neexistuje mnoho studii, které¢ by mapovaly toxicitu metamfetaminu u dospé€lych jedinci.
Jesté hiife je na tom vyzkum vlivu prenatalni intoxikace, nebo intoxikace v obdobi vyvoje
(Panenka et al. 2013; Sevéikova et al.).

3.8.6 Neuropsychiatrické prezentace

Uzivani metamfetaminu ma dlouhodoby a negativni dopad na CNS. Nadmé&rné
uzivani metamfetaminu mize vyvolat zmény v mozku, které mohou byt pfi¢inou jeho
neurotoxicity. Dlouhodobé uzivani METH miize vést ke vzniku zavislosti (Mouton et al.

2016; Yang et al. 2018; Jayanthi et al. 2021).

Na rozvoji zavislosti se podileji rizné rizikové faktory uvadény jako napiiklad
dusevni poruchy, genetické predispozice nebo stresovy faktor. U dospivajicich je jednou
Z nejcastéjsich dusevnich poruch deprese. Zavislost na METH je zptisobena dlouhodobou
neuralni adaptaci, kterd zpusobuje, ze syst¢tmy odmény a motivace jsou piecitlivélé na

podnét s drogou spojeny. Opakované uzivani pak kromé zavislosti zahrnuje behavioralni
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abnormality nebo psychické epizody. Uzivatelé mohou trpét stavy uzkosti, paranoiou,

psychozou a depresi (Mouton et al. 2016; Yang et al. 2018; Jayanthi et al. 2021).

Vztah mezi zavislosti a depresi mizeme popsat jako obousmérny vztah. U
jedinct, ktefi uzivaji metamfetamin je zvySené riziko ke vzniku depresi, zatimco
jedinctim, kteti depresemi jiz trpi, hrozi vyssi riziko k vyvoji zavislosti. Podobné jako
deprese muze stres a jeho dopad na ¢lovéka vést ke vzniku zavislosti (Mouton et al. 2016;

Yang et al. 2018; Jayanthi et al. 2021).

Vyzkumy  prokézaly, ze uzivatelé metamfetaminu mohou  trpét
neuropsychologickymi poruchami, jako je napiiklad neschopnosti rozhodovani, ci

logického uvaZovani, snizena muze byt i rychlost zpracovani informaci (Alves et al.

2020).

3.8.7 METH a vliv na neurotransmitery

S novymi vyzkumy piibyva ¢im dal vice dikazi o vlivu metamfetaminu na
neurotransmitery, ale jeho pfesny mechanismus jeSté stile neni zcela rozlustén.
Chronické uzivani vede ke kognitivni dysfunkci, pfedev§im kvili vyraznym zménam
Vv distribuci a ukladani neurotransmiterti, jako je dopamin a noradrenalin, coz je
zpusobeno diky podobné chemické struktuie s metamfetaminem. METH ma také vliv na
neurotransmisi serotoninu a dal$ich neurotransmiterti, napt. neurotransmisi glutamatu ¢i
kyseliny gama-aminomaselné (Cechové a Slamberova 2021; Jayanthi et al. 2021; Yang
et al. 2018).

3.8.8 Excitocita metamfetaminu

Metamfetamin plisobi pomoci bazalnich ganglii na limbicky systém, ktery tidi
cestu odmény. Striatum obsahuje GABAaergni neurony, které exprimuji NMDA
receptory. Studie ukazaly, ze akutni podani metamfetaminu snizuje GABAg transmisi a
zvysuje uvoliovani dopaminu. Expozice metamfetaminem ma tedy za nasledek aktivaci
GABA neuront vlivem zvySenému uvolfiovani dopaminu ve striatu a prefrontalni kufe.
Vyssi koncentrace dopaminu je spojena s pocitem euforie. ZvySena aktivita GABA na

neuronech disinhibuje thalamokortikdlni drahu glutaminu, coz vede ke zvySeni hladiny
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glutamatu v kife a striatu. Hromadéni glutamatu nadmérmné aktivuje N-metyl-D-
asparatové receptory (NMDAR), coz vede k ndristu influxu Ca?*, ¢imz se zvysuje
intracelularni koncentrace Ca?". Nadbytek Ca?* v buiice spousti kaskadu reakci, jez maji
za nasledek produkei oxidu dusnatého, ktery zpiisobuje stres endoplazmatického retikula
(ER). Stres ER vede k apoptoze neuronu, kterd zahrnuje aktivaci riznych mechanismt,
jez maji déale za nasledek aktivaci receptorii bunécné smrti. Bylo prokazano, ze vysoké
davky metamfetaminu indukuji ve striatu laboratorniho zvitete expresi n¢kolika genti pro
stres endoplazmatického retikula. Obrazek zobrazuje mechanismy excitocity
metamfetaminu (Obrazek 3) (Cechova a Slamberova 2021; Jayanthi et al. 2021; Yang et
al. 2018).
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Obrazek 3 ukazuje schéma excitacni toxicity METH. ZvySena hladina GLU vede ke
stimulaci N-metyl-D-asparatovych receptorti (NMDAR), coz vede k naristu influxu
Ca2+. Zvysena koncentrace Ca2+ v bunkach vede k produkci NO, ktery pusobi jako
stresor endoplazmatického retikula (ER). ER pak spousti kaskdadu apoptickych drah.
(obrazek prevzat z Yang et al. 2018)
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Legenda k obrazku 3. excitotoxicity — excitotoxicita, glutamate — glutamat, ER stress —
stres endoplazmatického retikula, apoptosis — apoptoza, autophagy — autofagie, nucleus

— jadro, DNA damage — poskozeni DNA, mRNA transcription — prepis RNA

3.8.9 Noradrenalin a metamfetamin

NA je nezbytny pro normdlni vyvoj mozku a noradrenergni neurony jsou
pfitomny jiZ vraném stadium vyvoje. Noradregerni systém koriguje vyvoj Cajal-
Retziovych bunék, které jsou prvnimi neurony v mozkové kife. Blokovani
neurotransmise antagonistou zabranuje proliferaci gliovych bun¢k nebo astroglidze.
Béhem raného vyvoje existuje kritické obdobi, kdy ma METH vliv na formovani drah
odpovédnych za rozvinuti matefského chovani. Podili se také na ovlivnéni ¢ichového
uceni novorozence, které ma vyznam pro rozpozndni matky. NAT, které jsou
exprimovany norandrenergnimi neurony, mohou vychytdvat molekuly METH. NA je
jednim z hlavnich neurotransmitert, které siln€¢ moduluji chovani a cestu odmény
vyvolané uzivanim metamfetaminu a tim dat zaklad ke vzniku zavislosti (Cechova a

Slamberova 2021; Jayanthi et al. 2021; Yang et al. 2018).

3.8.10 Serotonin a metamfetamin

Pfi uzivani METH dochazi ke sniZeni koncentrace serotoninu v piedni oblasti
mozku, striatu a hipokampu. Snizena nebo zvySena koncentrace serotoninu piedstavuje
velky problém, jelikoz mize vlivem této zmény koncentrace dochazet k nadmérné nebo
nedostatecné aktivaci specifickych receptorti 5S-HTR. Tato skutecnost se béhem vyvoje
muze podilet na vzniku Uzkostnych poruch nebo na rozvoji drogové zavislosti.
Mechanismus snizeni koncentrace serotoninu vlivem metamfetaminu nebyl dodnes
vysvétlen a mize byt zpisoben fadou faktord, které zptisobuji neurochemické zmény
V serotoninergnim systému, coz vede k porucham chovani a ndlad. Pti¢inou téchto zmén
muze byt pravdépodobné i vznik kyslikovych radikala (ROS) pti podani metamfetaminu

(Cechova a Slamberova 2021).
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3.8.11 Oxidativni stres

Oxidativni stres hraje v neurotoxickych Gc¢incich metamfetaminu zasadni roli.
METH vyvolava zna¢nou produkci reaktivnich forem kysliku, coz vede ke zvySené
oxidaci dopaminu. METH prochazi hematoencefalickou bariérou do mozku diky své
rozpustnosti v lipidech a vstupuje pomoci dopaminovych transportérdi (DAT) do
dopaminergnich drah, kvili své podobnosti s dopaminem. Jelikoz metamfetamin zvysSuje
koncentraci dopaminu a podporuje jeho dalsi uvolnovani, v synaptickych $térbinach
vlivem jeho hromadéni dochazi k jeho autooxidaci a vzniku ROS, zejména peroxidu
vodiku H2O2 hydroxylové skupiny OH™ a superoxidového aniontu Oz . ROS podporuji
fadu oxidac¢né stresovych reakci jako je peroxidace lipidii a aktivace proteaz, coz mize
vést k bunécné smrti (apoptdze). Kyslikové radikaly maji velkou tlohu v neurotoxicité,
coz bylo prokazano mnoha studiemi na zvitecich modelech. U uzivateld metamfetaminu
byla nalezena zvysena hladina oxida¢né-stresovych markerti a snizena aktivita enzymu
fosfolipidového metabolismu. Obrazek zobrazuje mechanismy neurotoxicity

metamfetaminu (Obrazek 4) (Cadet a Branock 1998.; Yang et al. 2018).
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Obrazek 4 Molekularni mechanismus neurotoxicity METH. Vyznamnymi faktory
toxicity jsou oxidacni stresoveé reakce, oxidace DA a velkd produkce GLU. Oxidaci DA

vznikaji reaktivni kyslikové formy (ROS), které vedou k mitochondrialni dysfunkci. To ma
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za nasledek poskozeni neuralnich bunéek. Vlivem neurozanétu zprostiedkovany
mikrogliemi pak dochazi k apoptoze bunék. Pri chronickém uzivani METH dochazi ¢asto

k poklesu DA, DAT a jinych markerii. (obrazek prevzat z Yang et al. 2018)

Legenda k obrazku 4: pre-syntaptic — presyntapticky, chronic damage — chronické
poskozeni, microglia — mikroglie, acute damage — akutni poskozeni, tyrosine — tyrozin,
gluamate — glutamat, post-synaptic — postsynapticky, mitochondrial stress —
mitochondrialni stres, mitochondrie — mitochondrie, oxidative stress — oxidativni stres,
ER stress — stres endoplazmatického retikula, inflammatory cytokines — zdapalové

cytokiny, activation of transcription factors — aktivace transkripcnich faktorii

3.8.12 Neuralni mitochondrie a jejich @loha v neurotoxicité

Mitochondrie jsou bunécné organely, které zprostfedkovavaji bunééné dychani.
Po expozici METH jsou pravé mitochondrie mistem nejvétsi produkce ROS. ROS
pravdépodobné inhibuji nékteré klicové enzymy, jako jsou komplexy I, II, a IV
vV metabolismu mitochondrii, coz zptsobuje dysfunkci mitochondrii (Obrazek 5). Defekty
vV mitochondridlnim metabolismu, zejména inhibice Krebsova cyklu, se pak podili na
apoptoze nervovych bunék. Zmény v mitochondridlnich enzymech jsou ale stale

predmétem diskuse (Dawson a Dawson 2017; Klongpanichapak et al. 2006).
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Obrazek 5 Znazornuje schéma oxidativniho stresu a mitochondrialni dysfunkce, které
se podileji na neurotoxicitée METH. Pri expozici METH vznikd velké mnozstvi ROS.
Nadmeérné mnozstvi téchto forem inhibuje klicové enzymy mitochondrialniho
metabolismu, coz vede k dysfunkci techto organel. Dysfunkce pak vyvola apoptickou
kaskadu. (obrazek prevzat z Yang et al. 2018)

Legenda k obrazku 5: biogenesis — biogeneze, fission — Stépent, mitophagy —
mitofdagie, apoptosis — apoptoza, mRNA transcription — prepis mRNA, DNA damage —
poskozeni DNA, mitochondrial stress — mitochondridlni stres, apoptosome — apoptozom,
clevaved caspase 3 — Stipana kaspaza 3, cleaved structural proteins — Stipané

strukturalni proteiny
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3.8.13 Vliv metamfetaminu na neurogenezi u laboratorniho zvirete

Vyvoj hipokampu u laboratorniho potkana ma podobny mechanismus jako u
¢loveéka (Obrazek 6), proto jsou idealnimi modely pro pozorovani neurotoxicity
metamfetaminu. Mechanismy neurotoxicity metamfetaminu u laboratornich hlodavci je
taktéz obdobny. Velké davky metamfetaminu negativné ovlivituji dopaminergni a
serotoninergni systém. Neurotoxicita je rovnéz doprovazena astrocytarni a mikroglialni
aktivaci. Dlouhodobé podavani METH u hlodavct v ramci studie se projevilo trvalym
snizenim DA a DAT v riiznych mozkovych oblastech (Cechové a Slamberova 2021;
Jayanthi et al. 2021).

Acetylcholine
Serotonin
Dopamine
Adrenaline

Noradrenaline

7 Weeks

Days EI3
B
Acetylcholine
Serotonin
Dopamine

Noradrenaline

Weeks

Obrazek 6 Vyvoj NEU v potkanim a lidském mozku. Schéma A ukazuje prenatalni a
postnatalni vyvoj neurotransmiterii v mozku potkana. Schéma B ukazuje prenatalni a
postnatalni vyvoj u cloveka. Pruhy predstavuji bunky a projekci NEU systému. (obrdzek
prevzat z Herlenius et al. 2001)

Legenda k obrazku 6: acetylcholine — acetylcholin, dopamine — dopamin, adrenaline

— adrenalin, noradrenaline — noradrenalin, days — dny, weeks — tydny, birth — narozeni
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4 METODIKA

4.1 Chov

Pro nase ucely jsme pouzily samce potkand outbredniho kmene Wistar od firmy
Velaz (Praha, Ceska republika, chovatel Charles River Laboratories International, Inc.),
ktefi byli umisténi v mistnosti s fizenou teplotou (21-22 °C), relativni vlhkosti (60 %) a
standardnim 12hodinovym cyklem svétlo/tma. Samci byli v den narozeni rozdé€leni do tii
skupin po deseti:

e M skupina (podavani metamfetaminu 2,5 mg/ml);
e S skupina (vyvolani stresové situace pichnutim);

e C skupina (kontrolni).

4.2 Expozice metamfetaminu

Podavani metamfetaminu samciim M skupiny probihalo ve fazi rané adolescence,
coz je u potkant 11 az 20 postnatalni den (PD). Pokusnym jedincim byla podavana
subkutann¢é davka METH v koncentraci 2,5 mg/ml v mnozstvi 1 ml/kg kazdy den. Na

obrazku je znazornéna Casova osa experimentu (Obrazek 7).

BEHAVIORALNI
EXPOZICE METH TESTOVANI
PDO PD11 PD20 PD21 PD32 PD33
NAROZENI ODBER MOZKOVE

TKANE

Obrazek 7 Casova osa zndzornujici pribeh experimentu (vilastni zdroj).
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4.3 Morrisovo vodni bludis§té

Toto vodni bludisté bylo vyvinuto Richardem Morrisem jako metoda pro
hodnoceni prostorové paméti a uceni. Morris popsal zakladni postupy v roce 1984, které

pak dale doplnil o postupy a podrobnosti (Morris 1984; VVorhees a Williams 2006).

Tticaty prvni den postnatalniho vyvoje se zacalo s behaviordlnim testem paméti
V Morrisovu vodnim bludisti (MWM). Vodni bludisté¢ sestavalo z vodni nadrze a

ostruvku, ktery méli potkani nalézt.

Test probihal za prednastaveného osvétleni, tak aby se dodrzovala intenzita
osvétleni a aby se eliminovaly svételné paprsky, které by mohly narusovat prubéh

zaznamu. Teplota vody v nadrzi byla udrzovana kolem 20 °C.

Test sestaval ze tii ¢asti — learning (prvnich 6 dni), probe test (8. den) a memory
(12. den). Do bludisté byly potkani davani ve dvou cyklech ze svétovych stran — sever,
jih, vychod zépad. Prvni cyklus byl z kazdé svétové strany jednou a druhy cyklus byl
pouze jednou ze severu a jednou z jihu. To znamena, ze kazdé zvife bylo do bazénu
vloZeno celkem 6x. Zvife mélo pokazdé 60 vtefin na to, aby nalezlo ostriivek. Pokud
ostrivek do té doby nenalezlo, bylo potieba ho na néj navést. Ostrivek byl umistén

Vv severovychodnim kvadrantu.

Probe test probihal tak, Ze se ostriivek vybral z bazénu. Kazdé testované zvife se
vlozilo do vodni nadrze pouze jednou ze severu. Béhem 60 sekund se sledoval pohyb
zvifete, a zda se nejvice asu pohybovalo v kvadrantu, ve kterém se pravé diive ostrivek
nachazel. Na postup testu byl pouzit protokol, ktery je pouzivan na Ustavu fyziologie
3.LF UK s modifikacemi pro danou veékovou skupinu mlad’at laboratornich potkani.
Konzultace ohledné zmén protokolu probihaly na zdklad¢ doporu¢eni MUDr. Mikulecké
z Fyziologického tustavu Akademie véd. Vysledky byly vyhodnocovdny pomoci
programu Ethovision XT 14. Vysledky byly statisticky zpracovany.
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4.4 Odbér mozkovych tkani

Po skonceni behavioralniho testu s MWM se provedl odbér mozkové tkané.
Potkani byli uspani pomoci 8 % roztoku chloral-hydratu. Nasledné byla provedena
perfuze heparizovanym fyziologickym roztokem 0,01 M pro odstranéni krve z mozkové
tkang. Perfuze byly provadény za asistence doc. MVDr. Simona Vaculina. Po vyjmuti
mozkové tkané byl odebran hipokampus, ktery se zvazil a zmrazil na teplotu -80 °C do

dalsiho zpracovani.

4.5 Homogenizace

Ke vzorkiim byl ptidan vypocitany objem roztoku T-PER (Tabulka 1 hmotnosti
potkanti, hipokampu a objem ptidaného pufru). Samotna homogenizace probihala pomoci
mechanického homogenizatoru. Do zkumavky se vlozil maly ty¢ovy mixér. Zkumavkou
se pohybovalo nahoru a dolt, tak aby doslo k dostate¢nému rozdrceni tkané. Aby nedoslo

k prehrati vzorku, byla zkumavka umisténa do kadinky s ledem.
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4.6 Ultrazvukova homogenizace

Po dostate¢né homogenizaci byly vzorky umistény do piistroje Qsonica Sonicator
Q700 (Obrazek 8). Sonikator pracuje na principu nizkofrekvenc¢nich ultrazvukovych vin,
které prochazi vzorkem a pomahaji narusit buné¢nou membranu a uvolnit bunéény obsah.

Sonikace v pristroji trvala 10 minut (Suslick 1990).

Obrazek 8 pristroj Qsonica Sonicator Q700 (vlastni zdroj).

4.7 Centrifugace

Dalsim krokem po ultrazvukové homogenizaci vzorki byla centrifugace.
Centrifugace je proces, ktery slouzi k rozdéleni Castic za pomoci odstiedivé sily
Centrifugace vzorka probihala pfi 14 000 G po dobu deseti minut. Nasledné se
piepipetoval supernatant, ktery byl pouzit k analyzovani a peleta k dalsimu zpracovani

potieba nebyla (Schneiderka 2004).
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4.8 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace

U homogenizovanych vzorcich byla pomoci spektrofotometrie stanovena
koncentrace bilkovin v tkani hipokampu. Tato koncentrace byla potiebna pro dalsi
zpracovani vzorkt metodu Western blot. Koncentrace proteint byla stanovena pii vinové

délce 450 nm pomoci ptistroje 800 TS Absorbance reader od firmy BioTek.

4.9 Western blot

Western blot je metoda pouzivana pro detekci specifickych proteinti napf.
Vv homogenizovaném vzorku tkané. Prvnim krokem je polyakrylamidova elektroforéza,
coz je metoda pro rozdé€leni proteinti podle povrchového naboje a velikosti molekul.
Elektroforéza probiha v elektrickém poli. Poté jsou proteiny z gelu pieblotovany na
membranu, kde jsou detekovany pomoci specifickych protilatek (Bartiiikova a Paulik

2011).

Tuto metodu jsme provadély pro detekci aktinu a doublecortinu
vV homogenizovanych vzorcich hipokampu potkant. Pro analyzu byla vyuzita blotovaci a
elektroforeticka sada firmy Bio rad. Na obrazku jsou zobrazeny pouzité gely firmy Bio
rad (Obrazek 9).

4.9.1 Potieby a chemikalie

Elektroforeticka aparatura, zdroj stejnosmérného napéti, tiepacka, automaticka
pipety, homogenizované vzorky, membrany, pfistroj pro méfeni chemiluminiscence
Chemidoc Bio rad, T-PER, running buffer, marker, SLBT, DTT, polyakrylamidové gely,
blot blocking buffer, primarni protilatka, sekundarni protilatka (kozi protilatka proti

krali¢imu IgG) TBS-T, chemiluminiscenéni smési.
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Obrazek 9 Gely pro elektroforézu od firmy Bio rad (vilastni zdroj)

4.9.2 Pracovni postup

Homogenizované vzorky s naméfenou koncentraci bilkovin byly analyzovéany
metodou Western blot. Pomoci koncentraci jsme vypocitaly mnozstvi potiebnych
reagentd (Tabulka 2). SLB a DTT jsme podle tabulky napipetovaly do mikrozkumavky.
Mix jsme poté piepipetovavaly do mikrozkumavek, do kterych jsme nasledné ptidaly
uréené mnozstvi T-PER a homogenizovanych vzorkt. Takto pfipravené vzorky jsme na

10 minut pienesly do suchého bloku na teplotu 95 °C a poté umistily na led.

Sestavily jsme si elektroforetickou aparaturu, do jejiz komory a mezi gely jsme
ptidaly komorovy pufr (running buffer). Do jamek gelu jsme pipetovaly 7 ul markeru do
pozic 1 a 14 a 10 ul vzorka v dubletu do zbylych pozic (Tabulka 3). Elektroforéza
probihala po dobu piiblizné¢ 30 minut za napéti o velikosti 200 V (Obrazek 10). Po
skonceni elektroforézy jsme z plastovych nosi¢li opatrné vyjmuly gel. Poté jsme si

pripravily potiebné pomticky pro blotovani.
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Obrazek 10 Probihajici elektroforéza na pozici 1 a 14 miizeme vidét rozdéleni

bilkovin markeru a na ostatnich pozicich jsou vzorky v dupletu (viastni zdroj).

Membrany na western blot jsme na jednu minutu ponofily do methanolu. Poté
jsme methanol vylily a nahradily ho transfer pufrem. Na membrany jsme polozily gel
z elektroforézy. Na gel a membranu jsme z obou stran pfilozily filtracni papir a polStarky

namocené v transfer pufru. Sestrojily jsme aparaturu pro blotovani (Obrazek 11).

Obrazek 11 aparatura pro metodu Western blot (vlastni zdroj).
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Blotovani probihalo v chladu pfi napéti 100 V po dobu 90 minut. Po blotovani
jsme promyvaly membrany TBS-T roztokem na tiepacce. Poté nasledovalo promyvani
na 5 min pomoci blokovaciho pufru (blot blocking buffer), nasledné znovu 3x 10 minut
v TBS-T. Membranu jsme ustiihly na dvé casti, horni ¢ast obsahovala aktin s velikosti
100 kDA a spodni ¢ast s doublecortinem s velikosti 45 kDA. Kazda z ¢asti se inkubovala
pomoci jiné primarni protilatky, jedna pro aktin a druhd pro doublecortin. Inkubace

probihala pies noc na tfepacce v chladu.

Druhy den po inkubaci se membrana znovu promyvala pomoci TBS-T. Ptipravily
jsme si sekundarni protilatku, ktera byla fedéna v poméru 1:10000. Inkubace se
sekundarni protilatkou trvala 60 min a nasledn¢ jsme znovu promyvaly pomoci TBS-T.
Na membrany jsme napipetovaly chemiluminiscenéni smési od firmy Azure Biosystems
v poméru 1:1. Chemiluminiscenci jsme hodnotily pomoci pfistroje ChemiDoc od firmy
Bio Rad (Obrazek 12).

Obrazek 12 Pristroj ChemiDoc od firmy Bio rad (vlastni zdroj).

4.10 ELISA

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je metoda zaloZena na specifické
interakci antigen-protilatka, znamy také jako imunokomplex. Na jeden z partnerd
komplexu je kovalentné navazan enzym, ktery katalyzuje chemickou pieménu substratu

na barevny produkt (Alberts 2002).
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Touto metodou jsme stanovovaly neurotransmitery v hipokampu. Konktrétné se
jednalo o glutamat, GABA, noradrenalin, dopamin a serotonin. Pro stanoveni koncentrace
jednotlivych neurotransmiterti v homogenizovaného vzorku byly pouzity ELISA kity od
firmy Labor Diagnostika Nord. Jelikoz sady pro jednotlivé neurotransmitery byly od
stejné firmy, pracovni postup byl totozny s vyjimkou nékterych pouzitych reagenci. Pro

demonstraci je popsana ELISA glutamatu.

4.10.1 ELISA glutamatu

Jedna se o kompetitivni ELISA metodu mikrodesti¢kového formatu. Antigen se
navaze na pevnou fazi mikrotitracni desticky. Koncentrace derivatizované¢ho analytu ve
vzorcich a analyt vazany na pevnou fazi soutéZi o vazbu na protilatku. Volny antigen a
volné komplexy antigen-protilatka se odstrani promytim. Protilatka navazana na antigen
na pevné fazi se detekuje konjugatem proti kralicimu IgG a peroxidaze za pouziti TMB

jako substratu.

4.10.1.1 Materialy a chemikalie

Automatické pipety, tfepacka, lepici folie, mikrotitracni desticka 96 jamkova,
extrakéni deska 48 jamkova, promyvaci pufr, enzymovy konjugat (kozi imunoglobuliny
proti krali¢im konjugované s peroxiddzou), chromogenni substrat, stop roztok (0,25 M
kyselina sirova), glutamatové mikrotitraéni desticky, testovaci pufr (pufr s alkalickym
pH), vyrovnavaci ¢inidlo, standardy, kontrolni vzorek, D-reagent, TRIS pufr, diluent

(pufr s octanem sodnym), roztok hydroxidu sodného NaOH.

4.10.1.2 Extrakce

Do pfislusnych jamek extrakéni desticky jsme napipetovaly 100 pl standardd,
kontrol a vzorki. Poté jsme do vSech jamek pridaly 100 pl diluentu a desticku ptikryly
lepici folii. DestiCku jsme daly na tfepacku na piiblizn€ 600 otacek za minutu a nechaly

tak po dobu 10 minut.
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4.10.1.3 Derivatizace

Do jamek reakéni destiCky jsme piepipetovaly 25 ul extrahovanych standardd,
kontrol a vzorkt. Do vSech jamek jsme pipetovaly 10 ul NaOH, 50 ul vyrovnavaciho
¢inidla a 10 pl D-reagentu. Desti¢ku jsme piikryly lepici folii a daly na tiepacku na
ptiblizn¢ 600 otacek za minutu po dobu 2 h. Poté jsme do vSech jamek napipetovaly 75

ul Q-pufru. Znovu jsme desti¢ku daly na téepacku na 10 min.

4.10.1.4 ELISA

Do piislusnych jamek glutamatovych mikrotitraénich desti¢ek jsme napipetovaly
25 ul pfipravenych standardd, kontrol a vzorkd. Do vSech jamek jsme piidaly 50 pl
glutamatového antiséra a kratce pienesly na tfepacku. Piikryly jsme desti¢ky lepici folii
a inkubovaly pies noc v teploté 2-8 °C. Po inkubaci jsme odstranily folii a obsah z jamek.
Desti¢ku jsme 3x promyly 300 ul promyvaciho pufru a desti¢ku osusily. Do v§ech jamek
jsme pipetovaly 100 ul konjugatu enzymu. Desti¢ka byla inkubovana 30 min na tfepacce
na ptiblizné 600 otacek. Po inkubaci jsme odstranily obsah pomoci automatické pipety a
3x jme desticku promyly 300 pl promyvaciho pufru. Desticku jsme osusily a napipetovaly
do kazdé jamky 100 pl substratu. Inkubovaly jsme 30 min na tfepacce. Po inkubaci jsme
do kazd¢ jamky ptidaly 100 pl stop roztoku a chvili pfenesly na ttepacku pro promichani.
Koncentrace byla méfena pomoci znamé koncentrace standardl, metodou kalibraéni
ktivky, spetrofotometricky na ptistroji 800 TS Absorbance reader od firmy BioTek
(Obrazek 12) pti vinové délce 450 nm.
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Obrazek 13 Pristroj 800 TS Absorbance reader od firmy BioTek (viastni zdroj).
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5 VYSLEDKY

5.1 Morrisovo vodni bludisté

Analyza parametri MWM byla hodnocena pomoci programu Ethovision XT 14.
Analyzovany byly tfi parametry — rychlost nalezeni ostrtivku, draha, kterou zvite béhem
jedné sekce urazilo a rychlost plavani zvifete. Tyto parametry byly vyhodnoceny zvlast
béhem uceni a testu paméti. Pro kazdy parametr byl vytvoten zvlast graf, kde jsou
zaznamenany hodnoty vSech testovanych skupin. Statistické zpracovani bylo provedeno
pomoci Graph Pad Prism 9. Pro statistické porovnani mezi skupinami byl pouzit post hoc

test Tukey.

5.1.1 Ucdeni

Vsechny parametry faze uceni byly statisticky zpravovany testem Two-way
ANOVA. V programu Graph Pad Prism 9 byly z namétenych hodnot vytvoieny grafy pro

kazdy parametr.

Uceni-rychlost plavani

60 _
M skupina
-~ S skupina
= * A C skupina
£40- _—
2
Z
=
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Z}20- — -|-
I I\\ﬁi
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0 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6

Obrazek 14 Graf Uceni-rychlost plavani (vilastni zdroj).
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V parametru rychlost plavani jsme zaznamenaly jediné statisticky signifikantni
rozdily v prvnim dni. Podle grafu Uceni-rychlost plavani (obrazek 14) si miZeme
vSimnout, ze v tento den méla nejmensi rychlost skupina M, tedy skupina, které byl
podavan metamfetamin. Skupina C neboli kontrolni skupina, méla v tento den rychlost

nejvetsi.

Rozdily v dalSich dnech uz nejsou statisticky vyznamné, vSem skupinam se dafilo
podobné. Celkova signifikace parametru treatment v rychlosti plavani testem ANOVA
vysla [F (2, 15) = 0.2681; p=0.7685].

Uceni-draha subjektu
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Obrazek 15 Graf Uceni-drdha subjektu (vilastni zdroj).

UraZena dréha béhem uceni byla u vSech skupin obdobna a nebyly zaznamenany
zadné markantni rozdily. Z grafu Uceni-draha subjekt (Obrazek 15) si muZeme
vSimnout, Ze drdhy se postupné béhem uceni snizovaly. Celkova signifikace parametru

treatment v draze subjektu testem ANOVA vysla [F (2, 15) = 0.7448; p=0.4916].
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Uceni-doba nalezeni ostruvku

50— M skupina
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Obrazek 16 Graf Uceni-doba nalezeni ostriivku (viastni zdroj).

V dob¢, za kterou subjekt ostrivek nasel, nebyly taktéZz zaznamendny zadné
statisticky signifikantni rozdily. Vysledky jsou zaznamenany v grafu Uceni-doba
nalezeni ostravku (Obrazek 16). Zde se také postupné zkracovala doba nalezeni ostruvku
ve vSech skupinach obdobné. Celkova signifikace parametru treatment v dob¢, za kterou

objekt ostrivek nalezl testem ANOVA vysla [F (2, 15) = 0.7448; p=0.4916].
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5.1.2 Test paméti

12. den probihal test paméti. Vysledky byly hodnoceny pomoci statistického testu
One-way ANOVA.

Pamét’-rychlost subjektu

sk
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| ] M skupina
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= 20-
o
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Obrazek 17 Graf Pamét-rychlost subjektu (viastni zdroj).

V parametru rychlost plavani byl veliky signifikantni rozdil mezi skupinou M a C
(Obrazek 17). Hodnota p mezi témito skupinami se rovnala 0,0009. Celkové byla
hodnota signifikance parametru treatment [F (2, 15) = 10.92; p=0.0012]. V Brown-
Forsythe testu byla hodnota signifikance (p= 0,0197).

Pameét-draha plavani
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Obrazek 18 Graf Pamet-draha plavani (viastni zdroj).
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Rozdily drah mezi skupinami v testu paméti byly také statisticky vyznamné.
Skupina M v tento den urazila v priméru nejdel$i drahu béhem hledani ostrivku, na
druhou stranu skupina C m¢la v priméru drahu nejkratsi (p=0,0276), mezi skupinou M a
S byla hodnota P rovna 0,0409 (Obrazek 18). V celkovém ANOVA testu byla signifikace
parametru treatment rovna [F (2, 15) = 5.266, p=0.0185].

Pameét’- doba nalezeni ostrivku
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| | ] M skupina
15- 1 S skupina
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Obrazek 19 Graf Pameét-doba nalezeni ostrivvku (viastni zdroj).

Cas, za kterou subjekt ostriivek nasel, popisuje tfeti graf (Obrazek 19). V tomto
parametru nebyly vyhodnoceny zadné markantni rozdily. Signifikance testu ANOVA se
rovnala [F (2, 15) = 3.113; p=0.0740].
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5.2 Vyhodnoceni Western blotu

Vysledky Western blotu byly hodnoceny pomoci chemiluminiscencni detekce

ptistrojem ChemiDoc firmy Bio rad.

-—----——---‘—

Obrazek 20 Vysledek doublecortin gel I (chemiluminiscence) (vlastni zdroj).

- e =4 gw #° TR WR IR W - -

Obrazek 21 vysledek doublecortin gel 2 (chemiluminiscence) (viastni zdroj).

Na obrazcich mizeme vidét vysledek chemiluminiscence doublecortinu, ktery je
markerem neurogeneze hipokampu (Obrazek 20; Obrazek 21). Nebyly zaznamenany
zadné zmény napfi¢ skupinami. Rozlozeni vzorki v gelech je zaznamenano v tabulce

(tabulka 3).
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Obrazek 22 vysledek aktinu gel 1 (chemiluminiscence) (vlastni zdroj).

-
T R e R

Obrazek 23 vysledek aktinu gel 2 (chemiluminiscence) (vlastni zdroj).

Chemiluminiscence aktinu, kterou vidime na obrazcich, byla pii hodnoceni pouzita
jako kontrola, diky které jsme zjistily, zda byla metoda spravné provedena. Zde by
nem¢ly byt viditelné zadné zmény (Obrazek 22; Obrazek 23).

5.3 Vyhodnoceni ELISA metody

Statistické zpracovani vysledkt koncentraci jednotlivych neurotransmitertt bylo
provedeno pomoci Graph Pad Prism 9 testem One-way ANOVA. Koncentrace ve

vzorcich byla zjisténa pomoci spektrofotometrického stanoveni pii vinové délce 450
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nm. Koncentrace vysla v jednotkach ng/ml, proto bylo potteba prepocitat koncentraci na

jednotky mmol/I.

5.3.1 ELISA glutamatu

Nameétené vysledky spetrofotometrické analyzy byly piepocitany na jednotky
mmol/l (Tabulka 4).

Vzorovy vypocet vzorku 1

c=1c¢"68=13891"-6,8 = 94,458 mmol/l

Glutamat
ns
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ns ns ] M skupina
150 |l ' 1 S skupina
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E
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> > >
& & &
S K ®
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Obrazek 24 Graf koncentrace glutamatu (vlastni zdroj).

Pomoci testu ANOVA doslo k vyhodnoceni koncentrace glutamatu ve vzorcich.

v

M skupiny, naopak nejvyssi byla ve vzorcich C skupiny. Zadné statisticky signifikantni
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zmény nebyly zaznamenany. Signifikace parametru treatment v testu ANOVA byla rovna
[F (2, 27) = 0.4114; p=0.6668].

5.3.2 ELISA dopaminu

Nameétené vysledky spetrofotometrické analyzy byly pfepocitany na jednotky
mmol/l (Tabulka 5).

Vzorovy vypocet vzorku 1

c=1c¢,'653=32906-6,53 = 214,876 mmol/l

Dopamin
ns
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Obrazek 25 Graf koncentrace dopaminu (vlastni zdroj).
V grafu Dopamin (Obrazek 25) muizeme vidét koncentrace dopaminu

Vv jednotlivych skupinach. Koncentrace dopaminu byla nejnizsi u M skupiny a nejvyssi u

C skupiny. Rozdily mezi jednotlivymi skupinami nebyly signifikantni. Celkova
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signifikance faktoru treatment testem One-way ANOVA byla rovna [F (2, 27) = 0.8000
p=0.4597].

5.3.3 ELISA GABA

Nameétené vysledky spetrofotometrické analyzy byly piepocitany na jednotky
mmol/l (Tabulka 6).

Vzorovy vypocet vzorku 1

c=1¢1"97=10899,063-9,7 =105720,911 mmol/l

GABA
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Obrazek 26 Graf koncentrace GABA (vlastni zdroj).

Podle grafu GABA (Obrazek 26) nebyly vyhodnoceny zadné rozdily mezi

v

byla vyhodnocena u S skupiny. Celkova signifikance treatment faktoru ANOVA testem
se rovnala [F (2, 27) = 1.245; p=0.3038].
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5.3.4 ELISA noradrenalinu

Nameétené vysledky spektrofotometrické analyzy byly pfepocitany na jednotky
mmol/l (Tabulka 7).

Vzorovy vypocet vzorku 1

c=c,°591=29,447-591 = 174,031 mmol/l

Noradrenalin
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Obrdazek 27 Graf koncentrace noradrenalinu (vlastni zdroj).

Pomoci ANOVA testu jsme vyhodnotily koncentraci dopaminu ve vzorcich.

v

S skupiny. Zadné statisticky signifikantni zmény nebyly vyhodnoceny. Signifikace
parametru treatment v testu ANOVA se rovnala [F (2, 27) = 1.612; p=0.2181].
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5.3.5 ELISA serotoninu

Nameétené vysledky spetrofotometrické analyzy byly piepocitany na jednotky
mmol/l (Tabulka 8).

Vzorovy vypocet vzorku 1

c=c 567 =18611-5,67 = 105,524 mmol/l

Serotonin
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Obrazek 28 Graf koncentrace serotoninu (vlastni zdroj).

Vyhodnocenim testu ANOVA a porovnanim p hodnot mezi skupinami jsme
porovnaly koncentraci serotoninu ve vzorcich. I pfes to, ze v grafu Serotonin (Obrazek
28) jsou znacné rozdily v koncentracich mezi skupinami, tyto rozdily nebyly statisticky

vyznamné. Signifikace faktoru treatment byla rovna [F (2, 24) = 0.6887; p=0.5119].
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6 DISKUZE

Cilem této bakalai'ské prace bylo zjistit, zda ma aplikace metamfetaminu jedinctim
laboratorniho potkana v rané fazi dospivani vliv na vyvoj hipokampu, ktery v tomto
obdobi vyvoje vrcholi. Hipokampus je zdsadni struktura CNS, ktera svou funkci
ovlivituje schopnost ufeni a paméti. Tuto schopnost jsme hodnotily pomoci
behaviordlniho testu MWM, kterym byly zvifata testovany den po posledni expozici
METH. Nasledn¢ bylo nasim dal$im cilem zjistit, zda subkutanni podavani METH v jiz
zminéném obdobi ovliviiuje koncentraci neurotransmiterti V odebranych vzorcich tkané
hipokampu. Konkrétné se jednalo o neurotransmitery DA, NA, SER, GLU a GABA.
Sledovaly jsme také zmény v koncentraci doublecortinu v hipokampu, jelikoz se jedna o

marker jeho vyvoje.

Neékolik studii ukazalo, ze METH je silny psychomotoricky stimulant, ktery
ovlivituje dopaminergni, glutamatergni a serotoninergni systémy v mozku. Nalezy
podobné tém, které byly pozorovany v mozku cloveéka, byly pozorovany u hlodavct,
kterym byl podavan METH. Bylo také zjisténo, ze METH zptisobuje neurodegeneraci,
oxidativni stres, apoptézu a nekrézu v riznych oblastech mozkové tkdné. Tato
pozorovani mohou naznacovat, ze opakovana expozice METH mitiZze vyvolat adaptivni
zmény v mozku se zménami v expresi gentl a proteintl, stejné jako strukturalni modifikace
na dopaminergnich, glutamatergnich a serotoninergnich synapsich (Cadet et al. 2003;
Tokunaga et al. 2008; Warren et al. 2007).

Nékolik dalSich studii se zaméfilo na zmény v limbickém systému, konkrétné
hipokampu, vzhledem k tomu, ze hlavni ptisobeni metamfetaminu se tyka pravé tohoto
systému. Bylo prokazéno, ze chronickd expozice metamfetaminu vede v klinickych a
experimentalnich modelech k dlouhotrvajicim kognitivnim deficitim. V jedné ze studii
bylo zjisténo, Ze kognitivni poruchy v oblasti hipokampu se nevyskytovaly béhem
expozice této drogy, ale spiSe se jednalo o pozdéjsi projev toxicity metamfetaminu. Pii
pouziti jednoho chronického modelu METH u mysi bylo zji§téno, ze pravé po dlouhém
obdobi abstinence vykazovaly mysi vystavené METH deficit prostorové paméti a
hipokampalniho pfenosu. Navic bylo zjisténo, Ze METH ma rozdilny G¢inek na rGzné

podoblasti hipokampu, jako je inhibice neurogeneze v oblasti ventralniho prostorového
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zpracovani a blokovani apoptdzy v oblasti dorzalni hipokampu (Krasnova et al. 2010;

Moratalla et al. 1996; Robison a Nestler).

Charles Vorhees, ktery se dlouhodob¢ vénuje u¢inkiim metamfetaminu na kognitivni
funkce v riznych periodach vyvoje, pfinesl nékolik zajimavych poznatkl. V ptipadé
expozice METH, rovnéz v PD 11-20, skupina vystavena u¢inkim metamfetaminu
vykazovala zhorSené u¢eni v MWM. Dospél tedy k zavéru, ze ucinky metamfetaminu
jsou jak dlouhodobé, tak zavislé na stadiu vyvoje a zahrnuji kognitivni funkce. V dalSich
studiich bylo prokazano, ze expozice METH v obdobi rané adolescence zptsobuje deficit
v uceni a paméti, a tento deficit pietrvava dlouhodobé¢. Zjisténi, Zze expozice METH vede
k deficitu v prostorovém uceni a referencni paméti v rdmci testu MWM naznacuji, Ze
metamfetamin muize s velkou pravdépodobnosti ovlivnit vyvoj hipokampu. Zvifata
vystavena METH v PD 11-20 vykazuji sniZenou hustotu neuronu v oblasti hipokampu.
Avsak, zhorSeni vykonnosti pfi ueni a paméti nemusi souviset jenom s poskozenim
hipokampu, ale taky s poskozenim v jinych oblastech CNS. Bylo taktéz prokazano, ze
podavani METH v rané fazi adolescence nezhorSuje rychlost plavani (Vorhees et al.

1994; Vorhees et al. 2006).

Bé&hem naSeho testovani v MWM jsme rovnéZ prokazaly, Ze expozice METH
nezhors$uje rychlost plavani subjektu. Faze uceni probihala den po skonéeni expozice
metamfetaminem. Z nasSich vysledku je ziejmé, Zze M skupina byla prvni den nejrychle;jsi,
ale trvalo ji nejdéle ostrivek najit. Tyto rozdily se pak v ostatnich dnech mezi
jednotlivymi skupinami vyrovnaly. Z grafii je patrné zlepSeni vSech skupin v hledéani
ostrivku. Béhem testu paméti, ktery probihal 12. den, jsme prokéazaly, Ze M skupina
laboratornich potkant, ktera byla den pfed behavioralnim testem vystavena METH, byla
V porovnani s ostatnimi skupinami (S skupina a C skupina) rychlejsi a ostrivek nasly, za
nejkratsi ¢as. Oproti tomu, drédha zvitat z M skupiny byla nejdelsi, coz potvrzuje fakt, ze
metamfetamin ma negativni dopad na dlouhodobou pamét. Tyto rozdily jsou patrné
z grafu pro fazi paméti. Statisticky vyznamné byly rozdily mezi skupinami pfi
porovnavani parametru rychlosti zvifete a jeho drahy. Rozdily v dob¢€ nalezeni ostrivku

byly statisticky nevyznamné.

Co se tyCe neurogeneze hipokampu, bylo zjisténo, ze METH ovliviiuje bunécné

déleni smérem k diferenciaci. Baptista a kol. prokazali, ze vySSi koncentrace
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metamfetaminu zvySovala expresi doublecortinu jako markeru nezralych neuronti. Tato
studie také ukazuje, ze METH zvysil v hipokampu diferenciaci v nezralé neurony, coz
bylo prokazano zvySenim hladiny tohoto proteinu. Naproti tomu studie Che a spol.
ukazala, ze podavani METH vyznamné snizilo proliferaci a aktivaci neuralnich
kmenovych bunék. Tento antiproliferativni Gi€inek metamfetaminu by mohl byt taky

spojen s regulaci bunécného cyklu (Baptista et al 2014; Che et al. 2021).

Podle naseho vysledku metodou Western blot, nebyly zaznamenany zadné zmény
V doublecortinu. Analyza membran byla provedena chemiluminiscencnim pfistrojem
ChemiDoc od firmy Bio rad. Vzorky byly do gelu pipetovany v dupletu a na jednom gelu
byly vzorky ze vSech skupin, aby mohlo dojit k nejlepSimu porovnani. Jako kontrola byl
vyhodnocen protein aktin, ktery by u vSech skupin nemél byt zménén. I v tomto ptipade

nedoslo k zddnym zménam.

Pti asociaci METH s neurotransmitery bylo prokazano n¢kolik skute¢nosti. V tadé¢
studii bylo pozorovano poSkozeni neurotransmise dopaminu u zvifat vystavenych
metamfetaminu zejména degenerace nervovych zakonceni dopaminu, se snizenim
aktivity DAT. Zobrazovaci studie u lidi prokazaly snizeni hladin DAT (Schmid a Gibb
1985; Volkow et al. 2001).

Zhou a spol ve své studii uvedli, Ze béhem nékolika hodin po injekci METH byly
pozorovany davkové ucinky specifické pro dany region, pficemz pii nizSich davkach
METH byl postiZzen prefrontalni kortex a hipokampus a pii vyssich davkach striatum a
parietalni kiira. Mechanismus poskozeni neurotransmise serotinu prosttednictvim METH
neni presné znam a uvoliiovani dopaminu se povazuje za mezistupen pii pricing
degenerace serotoninu. Blokovani syntézy dopaminu zabranuje degeneraci serotoninu.

Vztah mezi uvolilovanim DA a poSkozenim serotoninovych vlaken je slozity a muze

zahrnovat dalsi neurotransmiterové systémy (Cechova a Slamberova 2021; Zhou a
Bledsoe 1996).

Vysledky koncentrace neurotransmitert u naseho pokusu neukazaly Zzadné
signifikantni rozdily ani v jednom pfipadé¢ zkoumaného neurotransmiteru. Vysledky
koncentrace glutamatu ukazaly lehce sniZzené koncentrace u potkani M skupiny. Stejny

vysledek nastal 1 v pfipadé koncentrace dopaminu v hipokampu M skupiny oproti skupiné
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S a C. Naproti tomu koncentrace neurotransmiteru GABA vysla u zvifat po expozici
metamfetaminem zvySena oproti skupiné S, ale snizend v porovnani s C skupinou.
Koncentrace dopaminu ve vzorcich hipokampu M skupiny byla podobna v porovnani s C
skupinou. S skupina méla vtomto piipadé koncentraci noradrenalinu nejniz$i
V porovnani se skupinou M a C. Hladina koncentrace serotoninu byla zvySena oproti M
a C skupiné u potkant ze skupiny S. M a C skupina méli obdobné koncentrace serotoninu,

rozdily byly v téchto skupinach minimalni.

Je mozné, ze vlivem neurogeneze hipokampu v obdobi rané adolescence byly zmény
Vv koncentracich neurotransmitert a doublecortinu rychleji vraceny do normalu, jelikoz
testovanym subjektim b&hem behavioralniho testu v Morrisové vodnim bludisti nebyl

podavan metamfetamin. To pravdépodobné mohl byt dostatecny ¢as pro regeneraci.
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7 ZAVER

Mechanismy neurotoxicity metamfetaminu jsou i v této dobé stale velkym
otaznikem. Existuje jen malo studii, které by se zabyvaly timto tématem, a to i ptes fakt,
ze METH je dlouhodobé¢ zneuzivanym psychostimulantem. Je proto dulezité se touto
otazkou zabyvat a zjistit co nejvice o této latce a jeho vlivu na lidsky organismus. Je
dualezité se v tomto ptipad¢ zaméfit i na adolescenty, které predstavuji rizikovou

skupinu pro uzivani drog.

Analyzou vzorklt metodou ELISA a Western blot se nepovedlo zjistit, zda
metamfetamin vyvolava nevratné zmény v oblasti hipokampu. Analyzovany byly
koncentrace danych neurotransmiteri a zmény v proteinu doublecortin, ktery je
markerem neurogeneze této ¢asti mozku. Z nasich vysledkii nebylo patrné, ze by
expozice metamfetaminu vyvolavala velké zmény ve vyvoji hipokampu v obdobi rané

faze adolescence u potkantl.

Dale byly hodnoceny zmény v paméti a uceni prosttednictvim Morrisova vodniho
bludiste, ktery patfi mezi nejznaméjsi behavioralni testy prostorové paméti. Zde byly
patrné rozdily v testu paméti, kdy jsme zaznamenaly statisticky relevantni signifikance
Vv parametru rychlost plavani mezi skupinou C a M. Rovnéz rozdily drah byly statisticky

vyznamne.
I ptes to, ze jsme nenalezly markantni rozdily v koncentracich neurotransmitert,

nebo zmény v doublecortinu, je zapotiebi pokracovat v dal§im vyzkumu vlivu

metamfetaminu na neurogenezi hipokampu, abychom byli schopni vyvozovat zavery.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADHD
AMPA

ATSs
CNS
DA
DAT
EAAT1
EAAT2
GLU
GABA
KA
MAO
METH
NA
NAT
NEU
NMDA
ROS
SER
5-HTR

attention deficit hyperactivity disorder
receptor alfa-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxozolpropionové

kyseliny
amphetamine-type stimulants

centralni nervova soustava
dopamin

dopamin transporter

excitatory amino acid transporter 1
excitatory amino acid transporter 2
glutamat

kyselina gama-aminomaselna
kainatovy receptor
monoaminooxidaza

metamfetamin

noradrenalin

noradrenalin tranporter
neurotransmiter

receptor N-metyl-D-asparagové kyseliny
reaktivni formy kysliku

serotonin

5-hydroxytryptaminové receptory
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12 SEZNAM PRILOH

Tabulka 1 hmotnosti potkanui, hipokampu a objem pridaného pufiu

hmotnost | hmotnost hipokampu
¢. vzorku |skupina [a] [mg] objem pufru [pl]
1M 146 93 854
2|M 150 107 850
3|'M 135 114 865
41M 149 150 851
5|M 141 112 859
6(M 137 140 863
7|M 138 110 862
8| M 134 126 866
9|S 162 130 838
10|S 164 136 836
11|S 166 101 834
12|S 170 110 830
13|S 145 106 855
14|S 150 108 850
15|S 163 145 837
16| M 145 7 855
17| M 128 86 872
18|S 147 80 853
19|S 153 106 847
20|S 127 117 873
21|C 127 92 873
22 |C 145 80 855
23|C 144 143 856
24 |C 150 131 850
25|C 141 89 859
26| C 120 103 880
27|C 130 130 870
28| C 144 108 856
29|C 124 137 876
30| C 136 129 864
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Tabulka 2 mnozstvi reagencii pro elektroforézu

redéni vz x-

¢.vzorku cvzorku Kkrat

1
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5,079
5,772
5,036
5,598
5,087
4,685
5,995
4,536
4,978
4,706
7,345
5,423
6,362
5,467
5,744
4,556
4,361
4,487
5,177
6,415
4,589
4,676
6,070
5,859
4,475
6,090
4,658
5,760
5,545
5,655

2,54
2,89
2,52
2,80
2,54
2,34
3,00
2,27
2,49
2,35
3,67
2,71
3,18
2,73
2,87
2,28
2,18
2,24
2,59
3,21
2,29
2,34
3,04
2,93
2,24
3,04
2,33
2,88
2,77
2,83

V vz
[ul]

11,81
10,39
11,92
10,72
11,80
12,81
10,01
13,23
12,05
12,75

8,17
11,06

9,43
10,98
10,45
13,17
13,76
13,37
11,59

9,35
13,07
12,83

9,88
10,24
13,41

9,85
12,88
10,42
10,82
10,61

VSLB1:3 DTT T-PER

[ul]
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5
7,5

[ul]
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83

[ul]
9,85
11,27
9,75
10,95
9,87
8,86
11,66
8,44
9,61
8,92
13,50
10,60
12,24
10,69
11,22
8,50
7,91
8,30
10,08
12,31
8,59
8,84
11,78
11,43
8,26
11,81
8,78
11,25
10,85
11,06

N NN DD N DN DD DN DN DD DN DD DD DN D DD DN D DN DD DD DD DD DD DD DD DD

final
finalc V [ul]
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30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30



Tabulka 3 pozice vzorkii v gelu

gel ¢islo vzorku

pozice skupina

1 marker 1
1 1 2 M
1 1 3 M
1 9 4 S
1 9 5 S
1 21 6 C
1 21 7 C
1 2 8 M
1 2 9 M
1 10 10 S
1 10 11 S
1 22 12 C
1 22 13 C
1 marker 14
StdCurve
StdCurve
2,0004
1,800
1,600 T~
1,400 O
200 AN
o ! \\.
g 1,000 -\\
0,800 '\\
0.600 \’:\\
0.400 AN
0,200 T
0,000 T : T ]
0,010 0,100 1,000 10,000 100,000
<Concentrations/Dilutions=>
StdCurve Fitting Results
Curve Name Curve Formula A B C D R2 Fit F Prob
StdCurve Y = (A-DY(1+(X/C)*B)+D 176 0878 3,07 000632 0998 7?27?77

Obrazek 29 graf kalibracni krivky pro koncentraci glutamatu
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StdCurve

StdCurve
2,800
2,600
2,400
2,200
2,000
1,800
1,600
1,400
1,200
1,000
0,800

0,600 T T T 1
0,010 0,100 1,000 10,000 100,000

<Concentrations/Dilutions>

450

StdCurve Fitting Results

Curve Name Curve Formula A B c D R2  FitF Prob
StdCurve Y= (ADY(1+(X/C)"B)+D 268 0587 288 -0187 1 77777

Obrazek 30 Graf kalibracni krivky pro koncentraci katecholaminii

StdCurve

StdCurve
1,600

1,400
1,200
1,000

0,800

450

0,600
0,400

0,200

0,000 T T 1
10,000 100,000 1000,000 10000,000

<Concentrations/Dilutions>

StdCurve Fitting Results

Curve Name Curve Formula A B c D R2 Fit F Prob
StdCurve Y = (A-D)(1+(X/C)*B) + D 159 0984 627 00667 0999 7?7?77

Obrazek 31 graf kalibracni kiivky pro koncentraci GABA
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Tabulka 4 koncentract glutamdtu ve vzorcich

skupina

M

Absorbance [ng/ml]

0,162
0,166

0,149
0,157
0,177
0,163
0,182
0,167
0,159
0,169
0,167

0,25
0,184
0,182

0,19
0,164
0,168
0,156
0,145
0,174
0,145
0,177
0,144
0,166
0,141

0,18
0,171

0,14
0,174
0,197

koncentrace

13,891
15,917
22,837
30,576
21,019
14,602
11,703
16,161
18,626
19,358
25,752
17,272
28,488
31,927

11,87
11,426
15,523
11,422
14,655
11,329
18,381
14,631

15,04
16,891
24,427
14,077
24,802

14,96
21,942
35,365

koncentrace [nmol/I]

94,459
108,236

155,292
207,917

142,929
99,294
79,580

109,895

126,657

131,634

175,114

117,450
193,718

217,104
80,716
77,697

105,556
77,670
99,654
77,037

124,991
99,491

102,272

114,859

166,104
95,724

168,654
101,728
149,206
240,482
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Tabulka 5 koncentrace dopaminu ve vzorcich

skupina
M

1,737
2,06
2,201
2,095
2,181
1,501
1,808
1,813
1,434
2,339
2,129
2,22
2,161
1,627
1,698
1,853
1,763
1,647
2
2,158
1,643
1,56
1,576
1,682
1,685
2,229
2,132
2,091
1,596
1,575

32,906
19,918
26,954
22,225
26,569
38,149
31,402
31,292

40,15
29,005
24,629
27,348
25,888

35,19
33,709
30,378
32,365
34,767
25,661

25,79
34,851
36,681
36,312
34,039
33,977
27,517
24,772
21,757
35,863
36,334

Absorbance koncentrace [ng/ml] koncentrace [nmol/l]

214,876
130,065
176,010
145,129
173,496
249,113
205,055
204,337
262,180
189,403
160,827
178,582
169,049
229,791
220,120
198,368
211,343
227,029
167,566
168,409
227,577
239,527
237,117
222,275
221,870
179,686
161,761
142,073
234,185
237,261
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Tabulka 6 koncentrace GABA ve vzorcich

skupina  Absorbance koncentrace [ng/ml] koncentrace [nmol/I]

M

0,162
0,166
0,149
0,157
0,177
0,163
0,182
0,167
0,159
0,169
0,167

0,25
0,184
0,182

0,19
0,164
0,168
0,156
0,145
0,174
0,145
0,177
0,144
0,166
0,141

0,18
0,171

0,14
0,174
0,197

10899,063
10405,628
12844,807
11579,222
9238,187
10771,748
8783,203
10288,595
11298,0568
10061,592
10288,595
5112,097
8612,383
8783,203
8134,123
10647,126
10173,941
11724,667
13577,583
9532,155
13577,583
9238,187
13772,978
10405,628
14391,662
8960,235
9843,546
14609,576
9532,155
7633,393

105720,911
100934,592
124594,628
112318,453
89610,414
104485,956
85197,069
99799,372
109591,151
97597,442
99799,372
49587,341
83540,115
85197,069
78900,993
103277,122
98687,228
113729,270
131702,555
92461,904
131702,555
89610,414
133597,887
100934,592
139599,121
86914,280
95482,396
141712,887
92461,904
74043,912
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skupina
M

Absorbance

0,878
2,399
2,376
2,394
2,391
0,846
0,991
0,829

0,79
2,435

2,42
2,325
2,374
0,786
0,971
0,865
0,826
2,218

2,42
2,324
0,735
0,719
0,662

0,71
0,822
2,324
2,401

2,42
0,671
0,682

Tabulka 7 koncentrace noradrenalinu

koncentrace [ng/ml]

29,447
23,721
23,259
23,633
23,578
29,381
29,732
29,348
29,278
24,221
24,036
20,122
23,235
29,271
29,674

29,42
29,343
24,397
24,036

19,85
29,189
29,165
29,086
29,152
29,335

19,85
23,755
24,036
29,098
29,112

koncentrace [nmol/l]

174,032
140,191
137,461
139,671
139,346
173,642
175,716
173,447
173,033
143,146
142,053
118,921
137,319
172,992
175,373
173,872
173,417
144,186
142,053
117,314
172,507
172,365
171,898
172,288
173,370
117,314
140,392
142,053
171,969
172,052
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Tabulka 8 koncentrace serotoninu ve vzorcich

koncentrace
skupina Absorbance [ng/ml] koncentrace [nmol/l]
M 0,529 18,611 105,524
M 0,507 23,721 134,498
M 0,568 7,219 40,932
M 0,356 3,681 20,871
M 0,573 6,699 37,983
M 0,583 5,856 33,204
M 0,58 6,086 34,508
M 0,527 20,309 115,152
S 0,398 4,812 27,284
S 0,468 11,594 65,738
S 0,479 15,511 87,947
S 0,513 60,684 344,078
S 0,362 3,807 21,586
S 0,382 4,297 24,364
S 0,585 5,712 32,387
M 0,492 26,974 152,943
M 0,56 8,242 46,732
S 0,437 6,99 39,633
S 0,5 53,299 302,205
S 0,522 26,412 149,756
C 0,496 25,57 144,982
C 0,441 7,35 41,675
C 0,332 3,275 18,569
C 0,369 3,963 22,470
C 0,618 4,054 22,986
C 0,366 3,895 22,085
C 0,654 3,06 17,350
C 0,496 35,57 201,682
C 0,492 26,974 152,943
C 0,602 5,226 29,631
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