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Uvod

Perinatalni obdobi hlodavcu, které zacina 22. tydnem
t€hotenstvi a kon¢i 28. dnem Zivota, je provazeno celou
fadou masivnich zmén v mozku, jako je bunétné reorgani-
zace, funkéni zmény neurotransmiterniho systému, synap-
togeneze, postupna myelinizace, vyvoj imunitniho systému
a maturace vaskularizace'. Mezi nejvyrazngjsi piiklady
funk¢nich zmén lze uvést pfeménu embryonalni a rané
postnatalni excitani GABA transmise na inhibicni, dale
napf. zmény katecholaminergni, serotonergni a cholinergni
transmise”. V souvislosti s témito zménami dochazi pii
vyvoji mozku rovnéz k vyznamnym zménam na moleku-
larni urovni. Pfikladem muize byt zména exprese AMPA
receptorll spojena se zménou propustnosti pro vapenaté
ionty’, rozdilné slozeni podjednotek glutamatovych
a GABA ergnich receptor™, z nichz n&které se vyskytuji
v embryondlnim a postnatdlnim mozku a b&hem vyvoje
mozku jsou nahrazovany podjednotkami specifickymi
pro dospély mozek, ¢imz dochéazi ke zménam afinity pro
GABA ¢i glutamat i ke zménam farmakologické citlivos-
ti. VSechny tyto zmény jsou nesmirn€ dulezité pro vyvoj
a optimalni fungovani mozku. Perinatalni obdobi je spoje-
no s extrémné zvySenou plasticitou a citlivosti ke zméndm
ve vnitinim prostfedi ik plisobeni zevnich faktort. Vy-
chylky v téchto parametrech pak mohou vést k trvalym ¢i
pfechodnym zménam, které mohou byt podkladem pro
celou fadu funk¢énich zmén centralniho nervového systému
(CNS) ¢i pro vznik neuropsychiatrickych onemocnéni.
Piikladem mize byt vznik nékterych forem vékove vaza-
nych epilepsii®, schizofrenie’ &i cerebralni ischémie®, nej-
Castéji v dasledku porodnich komplikaci ¢i amfetaminem
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zpusobené vyvojové komplikace projevujici se kognitiv-
nim deficitem’. Dlouhodobé negativni ovlivnéni vyvoje
CNS a jeho disledky pro dalsi zivot postizeného jedince
dokumentuje cela fada praci. Vysledky klinickych studif
jsou ovSem vysoce variabilni, ovlivnéné fadou ptidatnych
patologii a dalSich faktori, zvySujicich heterogenitu sledo-
vanych soubort.. Nejpiiméjsi cestou, jak sledovat vliv jed-
notlivych faktord na vyvoj jedince, tak predstavuji presné
charakterizované a validované animalni modely, které
mohou byt pouZity nejen pro charakterizaci patofyziolo-
gickych pfic¢in daného onemocnéni, ale 1 pro hled4ni no-
vych terapeutickych postupti ¢i testovani novych 1é¢iv.

VétsSina terapeutickych a diagnostickych rozhodnuti
se opira o vysledky hladin endogennich molekul v tzv.
,biofluids® testech. VétSina fyziologickych a patofyzio-
logickych procest a farmakologickych interakci se ovsem
odehrava v tkani a ne vZdy se promitd do hladin biomarke-
i, detegovatelnych v télnich tekutinach, jako je krev ¢i
mozkomis$ni mok (MMM). Stanoveni koncentrace riznych
molekul pfimo ve tkanich relevantnich pro dané onemocné-
ni je proto kliové pro urceni spravné diagnozy ¢i pro vybér
optimalni terapie.

Mikrodialyza (MD) je metodika umoznujici in vivo
sledovani tkanové biochemie v diskrétnich oblastech nej-
riznéjsich tkani a orgénil. Jedna se o méné¢ invazivni za-
krok neZ biopsie ¢i lumbalni punkce. V nyné&jsi dobé se
MD v klinické praxi pouzivé pfi monitorovani sekundarni
ischémie u dospélych pacientii po cévni mozkové pirihode,
tézkém mozkovém traumatu ¢i ke sledovani vyskytu vazo-
spazmu u pacientll se subarachnoidalnim krvacenim na
jednotkach intenzivni péce'™"'. V klinické praxi byvaji
analyzovanymi latkami predevsim laktat, glukosa, glyce-
rol, urea, pyruvat a glutamat'".

Klinické studie poukazaly na mozné vyuziti této tech-
niky sledovani neurochemickych zmén po neurochirurgic-
kych zakrocich. MD predstavuje dalsi krok v rozvoji neu-
rointenzivni péce a diky tomu se tato metoda stava stale
devsim pro urceni rozsahu ¢i charakteru neuronalniho po-
Skozeni, stanoveni progrese onemocnéni, pro zjisténi, které
poskozujici procesy stale probihaji a zhodnoceni, zda do-
Slo k natolik zdvaznym tkdflovym zméndm a je nutny tera-
peuticky zasah.

I kdyz fada studii mimo jiné ukézala, Ze sbér vzorki
extracelularni tekutiny pomoci mikrodialyzy je mozny
i u novorozenct po chirurgickém zakroku'?, znalosti bio-
chemie nezralého mozku jsou stale velmi omezené. VEtsi-
na dostupnych dat pochazi ze 70.—80. let minulého stoleti.
Je nutno zduraznit, ze je velmi malo praci zabyvajicich se
procesy v nezralém mozku, vyvojovymi zménami a profily
vybranych latek, napt. aminokyselin (AK), laktatu a mo-
noamind, prestoze jsou neurochemické zmeény téchto latek
kli¢ové pro celou fadu onemocnéni'' a jejich monitoring
by mohl poodhalit priibé¢h daného onemocnéni a usnadnit
tak volbu optimalniho terapeutického postupu. Dilezitym
faktem je, Ze se nezraly mozek v mnoha aspektech lisi od
dospélého, a proto je nezbytné uzpusobit jak procedury
odbéru MD vzorkd, tak i parametry analyzy vzorkl odpo-
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vidajicich pfislusnému vyvojovému stadiu. To vse je kli-
¢ové pro ziskani reprodukovatelnych vysledki a pro sprav-
nou interpretaci ziskanych dat.

Bézné probihd analyza MD vzorkii pomoci automa-
tickych analyzatort ¢i vysokotcinné kapalinové chromato-
grafie (HPLC). Zde je pravidlem, ze HPLC metoda je pro
detekci hladin metaboliti mnohem piesnéjsi a citlivéjsi,
ovSem s ohledem na nutnou pfipravu vzorki a trvani ana-
uplatnéni pfedevS§im v experimentalnich studiich. Jako
vysoce piesnd a spolehliva se ukazala kombinace HPLC
s hmotnostni spektrometrii (MS). Pfedev§im v ranych sta-
diich postnatalniho vyvoje predstavuje kombinace MD
a HPLC-MS precizni nastroj pro mapovani hladiny meta-
bolitd.

Cilem této prace bylo vyvinout a uzptsobit metodické
postupy pro mapovani tkafiového metabolismu v nezralém
mozku na bdzi mikrodialyzacni techniky v kombinaci
s naslednou analyzou metodou HPLC-MS.

Experimentalni ¢ast
Mikrodialyza

Experimenty byly provedeny na dvanactidennich
(P12) potkanech kmene Albino Wistar pochazejicich
z chovii na Fyziologickém ustavu Akademie véd CR. Den
narozeni byl stanoven jako den 0. Zvifata byla chovana v
kontrolovanych podminkach (teplota 22 + 1 °C, vlhkost 50
az 60 %, svétlo 6:00-18:00 h) s volnym pfistupem k vodé
a potravé. Experimenty byly schvaleny vyborem pro
ochranu zvifat na Fyziologickém tUstavu Akademie véd
Ceské republiky (&islo schvaleni 095/2010 a 013/2012).
Fyziologicky Ustav vlastni NTH prohlaseni o shodé& s nor-
mami pro humanni péci a pouzivani laboratornich zvitat
¢.j. 1396/2014-MZE-17214 platici do 31. prosince 2018.
Pée o zvifata a experimentalni postupy jsou provadény
v souladu s pokyny Evropského spoleCenstvi (smérnice
Rady 2010/63/EU). V experimentech bylo pouZito
10 pokusnych zvirat.

Veskeré chirurgické zdkroky byly provadény pfi izo-
furanové anestezii (1,5-2,0 %; #B306, Abbot Laborato-
ries, Queenborougth, UK). Zvirata byla umisténa do stereo-
taktického aparatu a byl jim v lebce pomoci mikroskalpelu
vytvofen otvor cca 0,5 x 0,5 mm, byly odtazeny mozkové
obaly a byla jim zavedena mikrodialyzacni sonda
smembrdnou o délce I mm a propustnosti 6kDa
(#P000082; CMA7, CMA microdialysis, Svédsko) do
pravého dorzalniho hippokampu v soufadnicich pfepocte-
nych ze soutadnic dospélych zvifat dle vzdalenosti bregma
-lambda (AP=4,2; L=3,5; H=4 mm podle'*). MD sonda
byla napojena na perfizni pumpu (# 8003100) a chlazeny
kolektor (#8002770) pomoci mikrodialyzac¢nich kapilar
(“tubing®“;#840950). Sonda byla promyvana artificialnim
mozkomi$nim mokem (#P000151, vS§e CMA microdialy-
sis, Svédsko) konstantni rychlosti 1,5 ul min™'. Vzorky
byly odebirany sekvencné do sklenénych 0,2ml mikrozku-
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mavek (Chromservis, Ceska republika), a to kazdych
20 min po dobu 1 h po zavedeni MD sondy. B€hem vSech
experimenti byla zvitata udrzovana pfi teploté 34 + 0,5 °C
pomoci vyhfivané podlozky s automatickym udrZovéni
zadané teploty (Supratech engineering, Mad’arsko). Na
konci experimentu byla zvifata huménné usmrcena intra-
peritonealnim podanim uretanu (2 g/kg, i. p., #U2500,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), aniz by se probudi-
la. Vzorky byly uskladnény pii —80 °C do doby analyzy.

Analyza mikrodialyzac¢nich vzorki

Roztok mikrodialyzatu byl podroben derivatizacni
reakci s oktanoyl chloridem (Sigma-Aldrich, Némecko) za
podminek Schotten-Baumannovy reakce. Reakce probiha-
la v dvoufazovém systému dichlormethan/voda za inten-
zivniho michani. Soucasti organické faze byl oktanoyl
chlorid, vodna faze obsahovala pfidavek hydroxidu sodné-
ho (p.a., Penta, CR) pro neutralizaci vznikajici kyseliny.
Pti teto reakci se acylovy zbytek vaze na aminoskupinu
aminokyseliny a latka pfechazi do organické faze, ve vod-
né fazi zistavaji soli z mikrodialyzatu a stil vznikajici ne-
utralizaci kyseliny chlorovodikové. VSechna rozpoustédla
byla zakoupena od firmy Lachner, CR; standardy analyti
od firmy Sigma-Aldrich, Némecko.

Pro chromatografickou separaci derivatizovanych
analytll byla pouzita chromatograficka kolona Luna C8(2)
150 x 2,1 mm ID, 2,6 pm, Phenomenex, Torrance, CA,
USA) a gradientova eluce. Mobilni fazi tvofil acetonitril
(A) a 0,1% vodny roztok kyseliny mravenci (B) o prutoku
150 pl min". Elu¢ni gradientovy program byl nasledujici:
0-3 min 50% A, 5min 80% A, 25 min 50% A, 30 min
50% A. Cistota viech chemikalii uzitych pro chromatogra-
fickou separaci byla stupné LC-MS (Fisher Chemical).
HPLC kolona byla temperovana na konstantni teplotu 25 °C.
Nastiikovany objem vzorku na kolonu byl 10 pl.

Vzorky byly temperovany v autosampleru na teplotu
4 °C. HPLC systém (pumpa Accela 600 a autosampler
Accela Open AS (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA))
byl spojen s hmotnostnim spektrometrem LTQ Orbitrap
Velos (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA), ktery byl
vybaven elektrosprejovou ionizaci pracujici v pozitivnim
(ESI") i negativnim (ESI) ionizaénim moédu. Nastaveni
iontového zdroje: napéti jehly £3000 V, teplota kapilary
300 °C, teplota ESI zdroje 300 °C; tlak nosné¢ho a pomoc-
ného plynu 35 psi (nosny plyn) a 10 ArbU (pomocny
plyn). Rozsah méfeni hmotnostnich spekter byl 100 az
1000 Da. Pro zpracovani ziskanych dat byl pouzit software
Xecalibur (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA).

Vysledky a diskuse

Pomoci kombinace MD techniky a HPLC-MS analy-
zy byly zmapované bazalni hladiny celé fady metabolitd
v nezralém hipokampu dvanéactidenniho potkana. HPLC-
MS predstavuje vzhledem ke koncentraénim hladinam, ve
kterych se sledované latky v analyzovanych matricich



Chem. Listy 171, 66—-69 (2017)

vyskytuji, idealni nastroj pro jejich presné, citlivé a rychlé
stanoveni. Provadéna derivatizace zlepSuje chromatogra-
fickou separaci a snizuje hodnoty LOD (limit detekce)
a LOQ (limit kvantifikace).

V mikrodialyzatech byly sledovany zmény koncen-
tra¢nich profili téchto latek: o-alanin, B-alanin, arginin,
aspartat, citrulin, dopamin, GABA, glutamat, glutamin,
glycin, histidin, laktat, lysin, serin, tyrosin, valin, pyruvat,
serotonin a taurin (viz tab. I).

Optimalizace a validace mikrodialyza¢niho odbéru je
ovSem primarnim pfedpokladem pro ziskani vzorkd, které
jsou schopny podat validni vypovéd o déjich odehravaji-
cich se v mozku. Diky pouziti vhodné rychlosti pritoku
artificidlniho MMM pies MD sondu a také parametrd son-
dy samotné bylo dosazeno vytézku (recovery) v rozsahu
od 65 do 90 % (v zavislosti na vlastnostech jednotlivych
metabolitl v jejich fyziologickych koncentracich v moz-
ku). Jako dikaz spolehlivosti téchto vysledkti mize po-
slouzit starsi prace', kde byly &asteéné zmapované zminé-
né metabolity (viz tab. II) s podobnymi vysledky.

Je ovSem nutno podotknout, Ze k analytickému stano-
veni byly diive pouzity intaktni mozkové struktury, v kte-
rych byly metabolity stanoveny odlisSnymi biochemickymi
metodami. Vysledek MD je ovSem zavisly na vlastnostech
samotné sondy (pouzité permeabilni membrany), proto
musi byt kazda takto vyvinuta metodika s novou sondou
vzdy znovu revalidovéna. Déle je vysledek zavisly na MD
technice, ktera ziskava informaci z diskrétnich mozkovych
regiont, ¢imZ samoziejmé vznikd moZnost cileného mapo-
vani dané konkrétni oblasti mozku, a proto je tézko porov-
natelnd s jinak ziskanym vysledkem. Dal$im faktem, ktery
by mohl zpisobit rozdily mezi vysledky ziskanymi zmino-
vanymi metodikami, je, Ze u star$i prace byla tkan odebra-
na post-mortem, zatimco u MD se jedna o in vivo odbér,
ktery pfinasi téméf on-line informaci a dovoluje tak neu-
rokineticky monitoring, ktery je ovSem casteéné ovlivnén
pouzitou anestézii. DalSi rozdily mezi mikrodialyzou
ajinymi metodikami Ize vysvétlit tim, ze metabolicky
profil se lisi v souvislosti s mozkovou strukturou, podmin-
kami odbéru a vékem experimentalniho objektu, coz jiz

Tabulka I
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bylo dfive diskutovano v nékterych experimentalnich stu-
diich'*.

Metodika kombinujici MD s HPLC-MS vykazuje na
rozdil od standardné dostupnych analytickych kiti napt.
ELISA podstatné vyssi selektivitu a ¢asto i citlivost. To je
zpisobeno nejen vysokou efektivitou MD — HPLC-MS
metodiky, ale predevSim skuteCnosti, ze metoda v sobé
zahrnuje ptidani deuteriem znacenych standardti do odbé-
rové mikrozkumavky (,,fedéni isotopicky znacenym stan-
dardem®), které umoziuje naslednou presnou kvantifikaci.
Diky tomu je mozné vyvarovat se ndhodné chyby ovlivné-
né kvantifikaci v dasledku nezadouciho ubytku
(degradace) aminokyselin (AK) spojen¢ho naptiklad
s dobou uchovani vzorku a tudiz chyby ve vysledné kon-
centraci konkrétni AK. Dalsi vyhodou vyvinuté metodiky
je eliminace chyby v dusledku pfitomnosti sloucenin s
analyticky podobnym chovénim, kdy se vznik této chyby
minimalizuje vyuzitim energetického rozliseni pii kolizné-
indukovanych disociacich, které vylou¢i i chybu
v disledku ptitomnych isobarickych sloucenin (napft. leu-
cin, isoleucin). Mimo jiné je vyvinutd metodika charakteri-
zovana nizkym limitem detekce, coz miZe byt uplatnéno
jak pro praci s relativné malym objemem mikrodialyzatu,
tak i1 pti vyzkumu rychlych koncentra¢nich zmén sledova-
nych AK. Na druhé strané se musi brat v potaz i ptipadné
metodické limitace spojené s vlastnostmi samotné¢ MD
sondy a chemického sloZeni artificialniho mozkomisniho
moku a v neposledni fadé i metody pripravy vzorku.

Zavér

Byla vyvinuta metodika, kterd je schopnd detegovat
koncentrace metabolitd (aminokyselin, monoamind a vy-
branych organickych kyselin) v mozkovém dialyzatu zis-
kaného pomoci mikrodialyzy v kombinaci s vysoko-
ucinnou kapalinovou chromatografii s hmotnostné¢ spektro-
metrickou detekci, coz piedstavuje slibnou metodiku
umoziiyjici precizné mapovat hladiny metabolitli v ranych
stadiich postnatalniho vyvoje. Nase vysledky mohou rov-

Ptehled koncentraci metabolit (primér + standardni odchylka) v dialyzatu z hipokampu 12denniho potkana

Metabolit uM ml™ Metabolit uM ml™
Glutamat 6,70+ 0.2 A-Alanin 0,421 £ 0,009
Glutamin 0,323 + 0,004 Histidin 0,307 + 0,004
Aspartat 0,0061 + 0,0002 Tyrosin 0,2086 + 0,004
GABA 0,0179 + 0,0005 Valin 0,0496 + 0,0016
Taurin 0,385 + 0,006 Lysin 0,041 +0,0012
Glycin 0,395 +0,0036 Dopamin 0,174 +£0,0074
Serin 0,0529 +0,0014 5-HT 0,612+0,0118
Citrulin 0,0172 £ 0,0005 Laktat 3,9+ 0,0001
Arginin 0,4428 + 0,0097 Pyruvat 1,6 = 0,0000
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Tabulka II
Prehled koncentraci metabolitii (primér) v mozkové tkani
potkana (pievzato a upraveno z cit.'")

Metabolit Koncentrace pro v&k, pmol g™'
PO P1 P7 P14
Glutamin 2,7 2,5 1,65 4,1
Glutamat 4,95 5,4 5,75 6,6
Aspartat 1,5 1,6 1,5 2.7
GABA 1,2 1,3 1,7 2

néz pomoci roz$ifit omezené soucasné znalosti vyvoje
biochemie mozku a jeji dynamiky. Vysledky této prace
mohou byt podkladem pro vyvoj vhodnych derivatizac¢nich
¢inidel s ohledem na detegované koncentrace, které by
byly pouzitelné v klinické praxi a pro systémy automatické
analyzy, jak je tomu v ptipad¢ dospé€lych pacienti. Tyto
poznatky bude mozné pozdé€ji vyuzit k rutinni analyze,
vyvoji diagnostickych kitlh pro pacienty v perinatalnim
obdobi, dale pro definici novych markeril ¢i urceni dyna-
miky riznych procest u nékterych onemocnéni za vyuziti
animalnich modeld. Mimo jiné, vyvinutd metodika muize
byt snadno aplikovatelnd pro zjisténi hladin metaboliti v
tkéni jako takové (at’ uz ziskané pomoci biopsie €i post-
mortem).

Vyzkum byl podporen operacnim programem “Praha-
Konkurenceschopnost” (CZ.2.16/3.1.00/22197) a “Narodni
program udrzitelnosti” NPUI(LO1215)MSMT-34870/2013.

Tato studie byla podporena Grantovou agenturou
Karlovy univerzity (projekt ¢ 165115), grantem GACR
GAI14-20613S a projektem cislo LO1611 za financni pod-
pory MSMT v ramci programu NPU I a projektu ,, Narodni
ustav dusevniho zdravi (NUDZ)*“, registracni Ccislo
ED2.1.00/03.0078, financovaného z Evropského fondu pro
regiondlni rozvoj.
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The perinatal period of life is a critical moment for
a proper development of CNS, however it is a risky period,
which is associated with many pathologies. Hence, it is
important to acquire knowledge and combine new method-
ologies for understanding the developmental aspects of
physiology/pathophysiology of the brain. We have suc-
cessfully developed and applied the method of monitoring
a tissue metabolism in the immature brain. Using a combi-
nation of microdialysis technique and HPLC-MS basal
levels of amino acids and other low molecular weight mol-
ecules in the hippocampus of immature rats (12-days-old)
were mapped. Our results demonstrate the suitability of
chosen parameters of sampling and analysis for the moni-
toring of tissue biochemistry and metabolomic mapping in
immature brain. Moreover, a potential of the proposed
method can found a place in clinical practice and for bi-
omarkers monitoring of various CNS diseases.



