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1. Uvobp

Opijatni alkaloidi (opijati) su narkoticki analgetici. Oni cine grupu prirodnih ili
sintetickih jedinjenja koja ispoljavaju dejstvo slicno morfinu, osnovnom agensu za
ublazavanje bola (dobijenom iz opijumskog maka).

Opijum je sasusen mlecni sok, dobijen zasecanjem nezrelih Caura maka (Papaver
somniferum). Od svih alkaloida prisutnih u opijumu, morfin zauzima prvo mesto po
procentualnoj zastupljenosti i toksiCnosti, a isto tako i u pogledu terapijske vaznosti.
Identifikovano je preko dvadeset razlicitih alkaloida, od kojih su osim morfina vazni: kodein,
tebain, papaverin, noskapin, mekonin.

Sintetski analgetici, kao Sto su meperidin (petidin), pentazocin (fortral), metadon
(heptanon) se koriste kao zamena za prirodne alkaloide iz opijuma.

Heroin (3,6-diacetilmorfin) je polusintetski derivat morfina. Proizvodi se direktno iz
opijuma ili delimi¢no cistog morfina. Znatno je toksicniji od morfina, ima tri puta jace dejstvo
i veoma brzo dovodi do toksikomanije. Pretpostavlja se da je najadiktivnija droga. Danas se
heroin gotovo iskljuivo upotrebljava kao sredstvo za uZivanje, Sto uzrokuje nesagledive
zdravstvene probleme i posledice.

Heroin je trenutno najopasnija droga u nasoj zemlji. Na ilegalnom trZistu, heroin-
prasak svetlo smede boje, osim Ciste supstance 3,6-diacetilmorfina (5-50%), najc¢esce sadrZi
opijatne alkaloide: mekonin, hidrokotarnin, tebaol, acetiltebaol, kodein, acetilkodein, morfin,
monoacetilmorfin (3-acetilmorfin, 6-acetilmorfin), papaverin, noskapin i aditive: Secéer
(glukoza, saharoza, laktoza, manitol, dekstroza), paracetamol i kofein. Konzumiranjem
heroina, za koji se nikada ne zna koliko sadrzi procenata Ciste supstance, u velikom broju
slucajeva, trenutno nastupa stanje predoziranosti (overdose), koje moze imati fatalan ishod.

U terapijske svrhe opijatni alkaloidi se koriste kao analgetici, antidijaretici i antitusici.
U klinickoj praksi se koriste samo Cetiri prirodna opijatna alkaloida: morfin, kodein, papaverin
i noskapin.

Morfin i drugi prirodni i sinteticki opijati prvenstveno ispoljavaju dejstvo na centralni
nervni sistem, Culo vida i gastrointestinalni trakt. Pri hroni¢noj upotrebi ili u slucaju akutnog
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trovanja, morfin deluje sedativno, deprimira disanje, suzbija kasalj, prouzrokuje opstipaciju i
miozu (suzenje zenica).

Posebna karakteristika morfina je da na pojedinim integracionim nivoima centralnog
nervnog sistema deluje depresivno, a na drugim ekscitatorno. Najvazniji farmakoloski efekat
morfina je analgezija, pri ¢emu se ne menja prag za percepciju drugih Culnih utisaka (dodir,
miris, sluh). Morfin poviSava prag za percepciju bola, deprimira psihicko dozivljavanje bola,
deluje sedativno, prouzrokuje prijatno raspoloZenje (euforiju), Sto moze biti razlog za
nastajanje psihicke i fizicke zavisnosti. Paralelno sa euforijom, morfin prouzrokuje pospanost,
apatiju, smanjenje fizicke aktivnosti i letargiju. Ekscitatorno dejstvo morfin ispoljava na
primer stimulisanjem centra za povracanje, Sto rezultuje mucninom i povracanjem.

Osnovni nedostatak primene morfina u medicinske svrhe je Sto se pri produzenoj
terapiji neminovno razvija tolerancija, fizicka i psihicka zavisnost. Tolerancija je ukrStena u
odnosu na ostale prirodne ili sinteticke opijate. FiziCcka zavisnost je evidentna kada je
neophodno da se nastavi sa davanjem morfina, kako bi se izbegla pojava veoma neprijatnih
apstinencijalnih sindroma.

Morfin i njemu srodni lekovi se vezuju za mnoga mesta u organizmu i tako
prouzrokuju farmakoloske efekte. Ta mesta, opijatni receptori, se prvenstveno nalaze u
mozgu i nivou kicmene mozdine, iskljuivo u nervnim strukturama. Opijatni receptori koji
ispoljavaju visok afinitet prema egzogenim opijatima, istovremeno sadrze i visoke
koncentracije endogenih opijatnih polipeptida. Ovi polipeptidi - enkefalini, endorfini i dinorfini
deluju analgeticki kao i morfin.

Toksi¢nost morfina je direktno prouzrokovana aktivacijom, tj. vezivanjem za mji (p)
receptore, koji imaju znacajnu ulogu u bolu i analgeziji, respiratornim i kardiovaskularnim
funkcijama, peristaltici, ishrani, raspolozenju, termoregulaciji, sekreciji hormona i regulaciji
imunih funkcija.

Imunohistohemijskim ispitivanjima humanog mozga, u smrtnim slucajevima usled
prekomerno uzete doze morfina, utvrdeno je da se morfin lokalizuje u citoplazmi neurona
mozdane kore, bazalnih ganglija, mozdanog stabla, malog mozga i dela limbickog sistema -
hipokampusa i amigdale (Kuhar i sar., 1973; Bero i sar., 1988; Bidlac i sar., 1988, Roy i sar.,
1988, Mansour i Watson, 1993; Schmidt i sar., 1994; Liu i sar., 1996; Atweh i Kuhar, 1997a;
1997b; 1997c).

U danasnje vreme, sve je visSe smrtnih slucajeva prouzrokovanih konzumiranjem
opijata. Toksikoloska laboratorija na Institutu za sudsku medicinu u Novom Sadu ima
dugogodisnje iskustvo u analiziranju bioloskih uzoraka kao Sto su: krv, urin, zeludacni
sadrzaj, zuc, jetra, u cilju identifikacije opijata kao uzrocnika smrti. Usled veoma brze
biotransformacije, opijatni alkaloidi se ¢esto ne mogu identifikovati analizom navedenih
bioloskih uzoraka (7asic i sar., 2007). S obzirom da je neophodno utvrditi prisustvo opijatnih
alkaloida u bioloskim uzorcima osoba, kod kojih je smrt nastupila usled uzete doze heroina,
ukazala se potreba za uvodenjem specificnih metoda analiza mozdanog tkiva i selekcije
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delova mozdanog tkiva sa najveéim sadrzajem opijata. IstraZivanja u ovom pravcu su od
izuzetnog znacaja.

Naglo umiranje osoba koje konzumiraju opijate (u praksi heroin), kod kojih autopsija
pokazuje otok mozga i pluca, a toksikoloska analiza ne toksi¢ne koncentracije heroina i
njegovih metabolita, nema zadovoljavajucu interpretaciju. Ispitivanja navedenog stanja, koji
se u literaturi podvodi i pod naziv sindrom X, upravo je predmet ove disertacije.

Hipoteza

Poznavanje regionalne distribucije heroina, odnosno opijata i njihovih metabolita u
strukturama centralnog nervnog sistema i ispitivanje uticaja na enzime oksidativhog stresa
izazvanog opijatima, pomaze razumevanju kompleksnog mehanizma naglog umiranja
opijatnih zavisnika.

Cilj istraZivanja
e Razrada postupaka izolacije opijatnih alkaloida iz humanih bioloskih uzoraka i bioloskih
uzoraka eksperimentalnih Zivotinja,

e razrada metoda za kvalitativnu i kvantitativnu GC-MS (Gas Chromatography-Mass
Spectrometry) analizu bioloskih uzoraka,

e ispitivanje  distribucije  opijatnih  alkaloida: morfina, kodeina, acetilkodeina,
6-acetilmorfina i heroina u humanom mozgu, odnosno u njegovim pojedinim delovima:
mozdanoj kori, moZdanom stablu, amigdali i bazalnim jedrima, gde je ranijim
istrazivanjima utvrdena najveca gustina p-opijatnih receptora,

e utvrdivanje eventualnih razlika u distribuciji opijatnih alkaloida u pojedinim delovima
humanog mozdanog tkiva suprotnih polova,

e ispitivanje  distribucije  opijatnih  alkaloida: morfina, kodeina, acetilkodeina,
6-acetilmorfina i heroina u delovima mozdanog tkiva (mozdanoj kori, mozdanom stablu,
amigdali i bazalnim jedrima) eksperimentalnih Zivotinja (pacova),

e utvrdivanje eventualnih razlika u distribuciji opijatnih alkaloida u pojedinim delovima
mozdanog tkiva eksperimentalnih Zivotinja suprotnih polova i

e ispitivanje intenziteta lipidne peroksidacije (LP), aktivhosti enzima: katalaze (CAT),
glutation-peroksidaze (GSH-Px), peroksidaze (Px) i ksantin-oksidaze (XOD), sadrzaja
glutationa (GSH) u jetri pacova suprotnih polova, tretiranih opijatnim alkaloidima.
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2. OPSTI DEO

2.1. OPIJUM-ISTORIJSKI PREGLED

Prvi istorijski zapisi o dalekoj proslosti ljudskog roda ukazuju da su droge biljnog
porekla uzimali gotovo svi narodi, verovatno jos u praistorijsko doba. Pretpostavlja se da je
Covek imao prva iskustva sa drogama ve¢ u mladem paleolitskom dobu (40000-10000 god.

p.n.e.).

Prva biljka sa psihoaktivnim svojstvima koja se spominje u istoriji je mak (Papaver

somniferum ) (slika 2.1.).

Iskopavanjem ostataka naselja u Svajcarskoj iz neolitskog perioda (3200-2600 god.

p.n.e.), otkriveno je da je mak bio uzgajan
verovatno zbog hranljive vrednosti semena koje
sadrzi oko 45 % ulja. Narkoticko dejstvo ove
biljke je nesumnjivo i tada bilo poznato.

Naziv opijum je izveden iz grcke reci
omov - opion, Sto znaci sok, s obzirom da se
opijum dobija iz soka semene caure maka.
Preveden na latinski, opion je postao opijum.

Poznato je da su opijum koristili drevni
Grci kao sredstvo za tretiranje razlicitih
zdravstvenih tegoba, ukljucuju¢i zmijski ujed,
astmu, kasalj, gréeve, epilepsiju, glavobolju,
gluvodu, takode i kao sredstvo za uzivanje, tako
da su se opijumske bonbone i kolaci slobodno
prodavali na ulicama. Narodi kritske civilizacije su
pravili kipove boginji maka i slaveci je, ukraSavali
su joj glavu zarezanim ¢aurama maka iz kojih se
cedio Cudotvorni sok. Zavisnost od opijuma je
bila prisutna i u visokom stalezu, medu

Slika 2.1. Mak-Papaver somniferum
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vojskovodama i politiCarima drevnog Rima.

Starogrcki pesnik Homer (850 god. p.n.e.) u jednom spevu navodi da je Zevsova
¢erka Helena vojnicima davala vino sa cudotvornim sokom, od kojeg su ovi zaboravljali na
strah i bolest. Sli¢no ovoj legendi, u Odiseji, Homer spominje napitak pod imenom nepentes,
koji omogucava da se zaborave bol i nesreca. Veruje se da je Homerov ¢udotvoran napitak
bio opijum, mada je neosporno da su zabeleske Theophrastus-a iz 111 veka p.n.e. prvi pisani
izvor u kojem se spominje opijum.

"Otac medicine"-Hippocrates (460-370 god. p.n.e.) je prepisivao sok od belog maka
sa semenom koprive.

Arapi su bili izuzetno dobro upoznati sa efektima opijuma, a arapski trgovci su ga
preneli sa istoka gde se koristio prevashodno za lecenje dizenterije, tako da se u IV veku
prosirila kultura gajenja maka od Male Azije sve do Indije i Kine. Medutim, kineska literatura
navodi upotrebu opijuma znatno ranije. Tako je poznati kineski hirurg Hua 7o (220-264 god.)
davao pacijentima preparate od opijuma i kanabisa neposredno pre operacije.

U Evropi nije bila poznata vecina opojnih droga sve do XIII veka, kada su krstasi sa
Bliskog istoka doneli opijum (Karch, 2002; Petrovic, 2003, Milic, 2005).

Smatra se da je prvi medicinski preparat na bazi opijuma propisao u XVI veku cCuveni
Paracelsus (1493-1541), pod nazivom Laudanum - opijumska tinktura. Paracelsus je opijum
zvao "kamen besmrtnosti". Polazio je od Cinjenice da su san i ublaZenje bola neizostavni deo
leCenja, bez obzira na uzrok bolesti (Karch, 2002).

Slavni engleski lekar Thomas Sydenham je 1680. godine napisao: "Izmedu brojnih
lekova koje je Svevisnji Bog dao ljudima da olakSaju svoje patnje, ni jedan nije tako
univerzalan i efektan kao opijum".

Pocetak masovne upotrebe opijuma u Kini se povezuje sa pojavom duvana, tj.
pusenjem lule koje su uveli Holandani sa Jave u XVII veku. Kinezi su mesali indijski opijum i
duvan, produkte kojima su Holandani trgovali, Sto je popularizovalo pusenja opijuma, sa ili
bez duvana. Trgovina opijumom je bila veoma znacajan izvor prihoda za kolonijalne sile
Veliku Britaniju, Holandiju i Spaniju. U to vreme je opijum bio dostupan u Evropi, ali njegova
upotreba nije bila zabrinjavajuca.

U XIX veku je Britanska istocno - indijska kompanija stavila monopol na kompletnu
proizvodnju opijuma u Bengalu i uvozila sve vece koli¢ine opijuma u Kinu. Kada je 1820. god.
Kina zabranila uvoz opijuma, kompanija je najpre organizovala krijumcarenje droge, a potom
je privolela vladu Velike Britanije da primenom sile nametne uvoz opijuma u Kinu. Tako se
1840. god. odigrao prvi opijumski rat, a Sesnaest godina kasnije drugi opijumski rat (1856-
1860 god.), u kojem se Velikoj Britaniji pridruZila Francuska i SAD. Kina je nakon poraza
poCela da gaji sopstveni opijumski mak i ubrzo je postala najvedi proizvodac opijuma u
svetu.

Setirner je 1805. godine izolovao glavni alkaloid opijuma i nazvao ga morfin, po
Morpheusu, grékom bogu sna. Zatim je Robiguet izolovao opijatne alkaloide noskapin i
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kodein (1817 i 1832. god.). Merck je 1848. god. iz opijuma izolovao papaverin, a Smalli Lutz
su 1932. god. izolovali tebain. Otkri¢e opijatnih alkaloida je uslovilo da sredinom XIX veka
njihova upotreba, u odnosu na sirovi opijum, postane dominantna i opsSteprihvaéena u
medicini Sirom sveta.

Skotski fizicar Alexander Wood je 1855. god. objavio svoje eksperimente, u kojima je
davao ljudima opijum pomocu Sprica za potkozne injekcije (hipodermicki Spric). Njegova
supruga se podvrgla eksperimentima i verovatno je bila prva zena koja je umrla od
prekomerno injektovane doze opijata. Otkricem hipodermickog Sprica stvorena je opasna
zabluda, da morfin unesen injekcionim putem u organizam ne izaziva zavisnost i potrebu za
povecanjem doza (Howard-Jones, 1972). Komercijalna proizvodnja Spriceva je pocela nakon
civilnog rata u SAD, opijati su se davali subkutano, a intravenske injekcije morfina i heroina
su postale praksa tek 1920. god. (Karch, 2002).

Sve veci problem zavisnosti od opijuma i morfina podstakao je naucna istraZivanja u
cilju iznalaZenja potentnog analgetika (painkiller) koji ne stvara zavisnost. Tako je 1874. god.
Alder Wright, zagrevanjem morfina sa acetanhidridom sintetizovao 3,6-diacetilmorfin, tj.
heroin, smatrajuéi ga adekvatnom zamenom za morfin, a da ne stvara zavisnost. Re¢ heroin
poti¢e od nemacke reci heroisch, sto znadi - veliki.
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Slika 2.2. Komercijalni proizvodi farmaceutske kompanije Bayer

Nemacka farmaceutska kompanija Bayer je 1898. god. zapocela komercijalnu
proizvodnju leka pod imenom heroin, preporucujuci ga za lecenje kaslja i tuberkuloze, takode
se koristio u le¢enju zavisnosti od morfina (slika 2.2.) (deRidder, 1994).

Heroin je prodavan kao prasak, razblaZzen rastvor i u kapsulama. Otkriécem da je
heroin znatno toksicniji od morfina, da ima tri puta jate dejstvo i veoma brzo dovodi do
toksikomanije, kao i usled naglog porasta broja zavisnika o heroinu, njegova legalna
proizvodnja je 1924. god. zabranjena u SAD.

Na ilegalnom trzistu se 1970-tih god. pojavio meksicki heroin braon boje, koji se
prodavao po nizim cenama u odnosu na evropski. Sredinom osamdesetih godina se na
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americkom ilegalnom trziStu mogao naci heroin iz tri regije: Meksika, jugozapadne Azije
(Pakistan, Avganistan, Turska, Liban) i jugoistoCne Azije (Burma, Laos, Tajland), a ubrzo se
pojavio i heroin iz Kolumbije. Ustanovljeno je (1997. god.) da je jugoisto¢na Azija odgovorna
za polovinu svetske proizvodnje opijuma. Procenjeno je da se u ovoj regiji godiSnje proizvede
preko 200 tona heroina, pri ¢emu je za proizvodnju jedne tone potrebno prosecno deset tona
morfina.

Rezultati brojnih ispitivanja ukazuju da je interesovanje omladine za drogu u svetu, a
i u nasoj zemlji, u stalnom porastu, pri ¢emu se starosna granica opasno pomera nanize.
Masovna zloupotreba droge u nasoj zemlji je pocela Sezdesetih godina proslog veka a danas
je opijum, odnosno heroin najpopularnija i najéesce koriS¢éena droga, iako odnosi najvise
Zrtava, Cije je leCenje najteze, a procenat izleCenih najnizi (Petrovic, 2003).

Konzumiranje opijata je duboko ukorenjeno u ljudskom drustvu, Siroko
rasprostranjeno, privlacno, izuzetno tesko za lecenje, nemoguée ga je zaustaviti, a Stetne
posledice su viSestruke, kako po konzumente, tako i po drustvo u celini.

2.2. DOBIJANJE OPIJUMA

Opijum je mlecni sok koji se dobija zasecanjem nezrelih Caura opijumskog maka
(Papaver somniferum) (slika 2.3.).

Caure se zasecaju u svitanje ili smiraj dana, a mle¢ni sok, ili kako ga u narodu
nazivaju "opijumske suze", se sakuplja tek nakon 8 do 14 sati, kada postane tamniji i gusci,
tzv. lateks. Opijumska kasa se mesi i presuje u pogace, Cija tezina u proseku iznosi oko 400
grama. Opijumske pogace mogu dugo da stoje, vremenom sasvim ocvrsnu i dobiju tamno
mrku ili crnu boju u sredini (slika 2.4.).

Slika 2.3. Zasecanje nezrelih ¢aura opijumskog maka

Zasecanjem jedne caure opijumskog maka se dobije oko 0,02 - 0,05 grama sirovog
opijuma, tako da je za jednu opijumsku pogacu potrebno oko 10000 caura. Opijumske
pogace imaju veliku vrednost i zato ih nazivaju "crno zlato". U nekim delovima Makedonije su
pogace nekada davane kao miraz. Danas je skoro sasvim napusteno klasi¢no sakupljanje
opijumskog soka i zamenjeno je masinskom tehnologijom obrade opijumskog maka. Smatra
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se da je balkanski i maloazijski mak najkvalitetniji jer sadrzi
najveci procenat morfina, s obzirom da procenat morfina odreduje
delotvornost i kvalitet opijuma. (NCB, 1998, Karch, 2002, Petrovic,
2003).

Slika 2.4. Opijumska pogaca
Opijum je sirovina dobijena iz maka i dalje se preraduje, a finalni proizvodi se
najcesée dele u tri grupe:
1. preparisani opijum - ekstrakt opijuma koji sluzi za pusenje uz pomo¢ specijalno
konstruisanih lula (slika 2.5.);

Slika 2.5. Preparisani opijum i lula

2. medicinski preparati opijuma - posebno pripremljen opijum u prahu, pilulama ili
kao tinktura (slika 2.6.);

Slika 2.6. Medicinski preparati opijuma

3. medicinski preparati opijatnih alkaloida - dobijaju se odredenim industrijskim
procesom, a najpoznatiji su morfin i njegovi derivati (kodein, heroin, dionin, dilaudid)
(slika 2.7.).
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Slika 2.7. Medicinski preparati opijatnih alkaloida

2.3. OPIJATNI ALKALOIDI

Opijatni alkaloidi predstavljaju oko 25 % mase opijuma. Osim alkaloida, opijum sadrzi
i tzv. balastne materije (organske kiseline, smole, sluzave materije, ulja, Secere,
belancevinaste materije).

Alkaloidi imaju bazni karakter (otuda i njihovo ime), tako da se u opijumu nalaze
vezani u obliku soli za mekonsku kiselinu (Mokranjac, 1963; Varagic, 2002; Petrovic, 2003).

Od svih alkaloida prisutnih u opijumu, morfin zauzima prvo mesto, kako u pogledu
procentualne zastupljenosti, tako i po terapijskom znacaju i toksi¢nosti. Morfin Cini 50 % i
viSe od ukupnih alkaloida u opijumu. Identifikovano je preko dvadeset razlicitih alkaloida, od
kojih su osim morfina vazni: kodein, papaverin, noskapin (narkotin), tebain, narcein,
mekonin, hidrokotarnin i dr. (Rogers i sar., 1981).

Na osnovu hemijske strukture, opijatni alkaloidi se mogu podeliti u grupe derivata:

- fenantrena (morfin, kodein, tebain) (slika 2.8.) i

- izohinolina (papaverin, noskapin, narcein) (slika 2.9.).
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Slika 2.8.
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Slika 2.9. Alkaloidi izohinolinske strukture

Hemijska struktura opijatnih alkaloida bitno utiCe na njihovo farmakoloSko dejstvo.
Tako, alkaloidi derivati fenantrena deluju uglavnom na centralni nervni sistem (CNS),
izazivajuci kombinaciju depresivnih i stimulativnih efekata i podsti¢u kontrakcije nekih glatkih
miSica.

11
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Nasuprot tome, alkaloidi derivati izohinolina imaju samo beznacajno dejstvo na CNS,
a izrazito spazmoliticko dejstvo na glatke misi¢e. Na osnovu navedenog, dejstvo opijuma se
ne smatra identicno morfinskom, nego predstavlja rezultantu delovanja svih alkaloida, sa
dominantnim dejstvom alkaloida derivata fenantrena, narocito morfina (Bogdanovic, 1981).
Toksi¢nost opijuma je srazmerna procentualnoj zastupljenosti morfina. Posle morfina, prema
toksicnosti slede kodein, tebain, papaverin, narcein i noskapin (klasifikacija po Rabuteau)
(Mokranjac, 1963).

U terapijske svrhe opijatni alkaloidi se koriste kao analgetici, antidijaretici i antitusici
(Brecher, 1972, Jaffe, 1975). U klinickoj praksi koriste se samo Cetiri, od navedenih alkaloida,
a to su: morfin, kodein, papaverin i noskapin.

Osnovni nedostatak primene morfina u medicinske svrhe je Sto se pri produzenoj
terapiji neminovno razvija tolerancija, psihicka i fizicka zavisnost.

Tolerancija je stanje koje karakteriSe smanjena reakcija na istu koli¢inu droge, ili
potreba za povecanjem doze droge da bi se postigao isti efekat. Primenom opijata,
tolerancija se razvija veoma brzo, a veoma se brzo i gubi nakon odredenog perioda
apstinencije. Tolerancija je ukrStena u odnosu na ostale prirodne ili sinteticke opijate, ali ne i
u odnosu na psihoaktivne supstance koje ispoljavaju depresivno dejstvo na CNS, kao Sto su
alkohol i sedativi - hipnotici, npr. barbiturati.

Psihicka zavisnost predstavlja jedan vid posebnog odnosa izmedu droge i licnosti.
Nastaje usled toga Sto psihoaktivha supstanca izaziva neko prijatno (euforija) ili posebno
raspolozenje, tj. Zeljeno emocionalno stanje, tako da se javlja neodoljiva zelja da se "osecaj
zadovoljstva ili izbegavanje neprijatnog raspolozenja" ponovi. Dobro psihicko stanje osobe
zavisi samo od toga da li u slucaju potrebe ima pri ruci zeljenu psihoaktivnu supstancu, koja
je neophodan uslov za normalno mentalno funkcionisanje licnosti. Po prestanku uzimanja
psihoaktivne supstance pojavljuju se uglavnom blagi znaci apstinencije, kao Sto je nemir,
depresija, letargija, u trajanju od nekoliko dana.

Fizicka zavisnost karakteriSe "prilagodeno" (promenjeno) stanje organizma, a
manifestuje se psihofizickim poremecajima nakon prestanka konzumiranja psihoaktivne
supstance koja prouzrokuje zavisnost. Psihofizicki poremecaji se nazivaju apstinencijalni
sindrom, a najces¢e su simptomi koji se javljaju u ovom sindromu suprotni onima koje
psihoaktivna supstanca prouzrokuje. Stepen apstinencijalnog sindroma je razli¢it, ponekad
moze ugroziti Zivot. Ponovnim konzumiranjem psihoaktivne supstance znaci apstinencije
nestaju, tako da je Cesto strah od neprijatnih apstinencijalnih pojava, osnovna pokretacka
snaga koja zavisnu osobu primorava da kontinualno uzima drogu. Simptomi i znaci
apstinencijalnog sindroma se ispoljavaju kao izraZzen nemir, razdraZzljivost, slabost, depresija,
groznica, dijareja, ubrzano disanje, anoreksija, digestivne tegobe pracene abdominalnim
bolom i gadenjem, ponekad gréevima, konvulzijama i gubitkom svesti (Bogdanovic, 1981,
Rogers i sar., 1981; Varagic, 2002).

12
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2.3.1. MORFIN

Morfin (slika 2.10.) je najznacajniji i
najpoznatiji alkaloid opijuma, u kojem je zastupljen
8 - 19 %, izolovan je 1805. god. (Setirner), hemijska
struktura mu je otkrivena 1927. god. (Richardson), a
N-CHj totalna sinteza izvedena 1952. god. (Gates i Tschudi)

HO" (Karch, 2002). Morfin je beo kristalan prah, bez
Slika 2.10. Struktura morfina mirisa, oporog ukusa, a na svetlosti brzo dobija
Zuckastu boju. Morfin je i danas standardna

supstanca za odredivanje analgetskog efekta.

Analgezija je najvazniji farmakoloski efekat morfina, zbog kojeg se kao lek
upotrebljava u terapiji. Koristi se za suzbijanje najjacih bolova, kao kod opekotina, teskih
fraktura, infarkta miokarda, Soka i malignih oboljenja. Pri tome, ne prouzrokuje opstu
depresiju CNS-a, ni gubitak svesti i ne menja prag za percepciju drugih ¢ulnih utisaka (dodir,
miris, sluh). Morfin poviSava prag za percepciju bola i menja tip emocionalne reakcije prema
bolu, tako Sto deprimira psihicko doZivljavanje bola.

Posebna karakteristika morfina je da na pojedinim integracionim nivoima centralnog
nervnog sistema deluje depresivno, a na drugim ekscitatorno.

Morfin, kao i ostali opijati, prouzrokuje prijatno raspolozenje - euforiju, koja se ubrzo
zamenjuje pospanoscu, apatijom i letargijom. U veéim dozama, smanjuje osetljivost
respiratornog centra prema ugljen-dioksidu i na taj nacin deprimira disanje. Kao i ostali
opijati, snazno inhibira refleks kaslja, a stimuliSe centar za povraanje. Prouzrokuje miozu,
smanjuje lucenje hlorovodonicne kiseline u Zeludcu, deluje opstipantno i otezava mokrenje.

Morfin je rastvorljiv u vodi, a relativno slabo u lipidima, Sto se objasnjava
hidrofilnoS¢u molekula, s obzirom da poseduje dve hidroksilne grupe. Iako je CNS primarno
mesto dejstva morfina, za razliku od heroina i kodeina, samo oko 20 % uzete doze morfina
moze da prode hematoencefalnu (krvno-mozdanu) barijeru i stigne do mozga, a zahvaljujuci
transportu pomocu P-glikoproteina (Rogers i sar., 1981; Dambisa i sar., 1992; Letrent i Polli,
1999). Kod dece ova barijera za morfin ne postoji, Sto je jedan od razloga njihove posebne
osetljivosti prema morfinu. Svi opijati lako prolaze kroz placentu (Varagic, 2002).

Tolerancija se postize, prosecno, nakon dve nedelje kontinualnog uzimanja morfina i
manje, ukoliko se daju vece pojedinacne doze u kra¢im vremenskim intervalima. Tako, osoba
koja je tolerantna prema morfinu, moze da podnese i od 20 do 200 puta vece doze od
terapijskih (pojedini morfinomani su podnosili i 4 g morfina datog intravenski). Tolerancija je
ukrstena u odnosu na ostale prirodne ili sinteticke opijate.

Akutno trovanje morfinom je najc¢esce posledica prekomerne klinicke doze, slucajnog
unoSenja vece koli¢ine, ali je u vedini sluCajeva samoubilacko. Doza od 100 mg i vise
prouzrokuje akutno trovanje, s obzirom da je terapijska pojedinacna doza 10 - 30 mg, a
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najveca dnevna doza je 100 mg. Osnovni simptomi akutnog trovanja su koma, depresija
disanja sa cijanozom i mioza.

Hroni¢no trovanje morfinom (morfinomanija) nastaje konzumiranjem morfina u svrhu
uzivanja, pri ¢emu se prosecne dnevne doze krecu od 0,5 do 2,0 g. Posle naglog prekida
uzimanja morfina, kod zavisne osobe se razvija apstinencijalni sindrom. Simptomi koji se
razvijaju u okviru apstinencijalnog sindroma su suprotni uobicajenim farmakoloskim efektima
morfina, a najvazniji su nesanica, nemir, razdrazljivost, midrijaza i dijareja. Sindrom dostize
maksimum 48 - 72 ¢asa od poslednjeg uzimanja morfina, a zatim postepeno slabi u toku dve
nedelje. Nakon spontanog prestanka apstinencijalnih simptoma, iS¢ezava tolerancija prema
morfinu, tako da cesto dolazi do smrtnog slucaja, ukoliko osoba u to vreme uzme dozu
morfina koju je ranije podnosila (Bogdanovic, 1981, Varagic, 2002).

Morfin se moze unositi u organizam oralno, udisanjem para nakon zagrevanja,
intanasalno, injekcionim putem (subkutano, intramuskularno, intravenski) i rektalno. Morfin
se dobro resorbuje (kao i ostali opijati), a brzina dejstva zavisi od nacina unoSenja. Efekat
oralno primenjene doze je znatno slabiji u poredenju sa intravenskom, intramuskularnom i
subkutanom (Stuart-Harris i Joel, 2000).

2.3.2. KODEIN

Kodein (3-metoksimorfin) (slika 2.11.) je
prirodni alkaloid opijuma, izolovao ga je Robiguet
1832. god. U zavisnosti od podneblja na kom se
uzgaja opijumski mak, sadrzaj kodeina se krece od 0,7
do 2,5 %.

Slika 2.11.  Struktura kodeina Primenjuje se najviSe kao antitusik, mada
ispoljava i analgeticko dejstvo koje je 20 % i manije,
od potencijala morfina. Njegovo analgeticko dejstvo se ne pojatava sa povecanjem doze,
zbog toga se koristi kao oralni analgetik za blage bolove (glavobolja, bol u ledima itd.). U
analgetickim preparatima se ¢esto kombinuje sa analgoantipiretikom paracetamolom.

Za razliku od morfina, ne izaziva euforiju (ili je izaziva u maloj meri) i retko se javlja
zavisnost. Terapijska pojedinacna doza iznosi 30 - 100 mg, a maksimalna dnevna doza je
300 mg. Nezeljeni efekti kodeina su vrtoglavica, pospanost, opstipacija i depresija disanja
(Varagic, 2002, Rang i sar., 2003).

2.3.3. PAPAVERIN

H,CO N Papaverin (slika 2.12.) je prirodni alkaloid
opijuma, u kojem je zastupljen od 0,5 do 1,0 %.

H,CO N . .

OCH, Upotrebljava se uglavhom kod nekih

O oboljenja kardiovaskularnog sistema, kod plucne

OCH,4 embolije i cerebrovaskularne tromboze. Daje se

Slika 2.12.  Struktura papaverina
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oralno, subkutano, intramuskularno, a rede intravenski, kada moze da izazove srcane
aritmije.

Terapijske pojedinacne doze papaverina se krecu od 40 do 200 mg, a maksimalne
dnevne doze od 150 do 600 mg, u zavisnosti od nacina davanja.

Dejstvo papaverina na centralni nervni sistem je beznacajno, tako da terapijske doze
ne prouzrokuju san ni analgeziju. Ukoliko se daju velike doze ili se brzo ubrizga intravenski,
moZze da dode do treperenja sréanih komora i smrti.

Papaverin ispoljava spazmoliticko dejstvo, opusta mnoge glatke misi¢e, narocito u
krvnim sudovima, pri ¢emu ne paraliSe misicne cCelije.

Dobro se resorbuje iz digestivhog trakta i nakon subkutanog i intramuskularnog
ubrizgavanja. Znatan deo se nagomilava u jetri i masnim depoima, a moze se naci i u drugim

tkivima. MetaboliSe se u jetri, a izluCuje se u urinu (Bogdanovic, 1981).

2.3.4. NOSKAPIN (NARKOTIN)

Noskapin (slika 2.13.) je prirodni alkaloid
<O N opijuma, izolovao ga je Robigquet 1817. god. Sadrzaj

CH, noskapina u opijumu se krece od 4 do 6 %.
CHgO H>CAO
o Primenjuje se kao antitusik, suzbija kasalj u
istoj meri kao i kodein, ali ne prouzrokuje euforiju i
OCHj, zavisnost. Daje se oralno, terapijska pojedinacna
OCH,; doza iznosi 15 - 60 mg, a maksimalna dnevna doza
Slika 2.13.  Struktura noskapina je 250 mg.

Slicno papaverinu, noskapin deluje depresivnho na glatke misice i srce, ali se ovo
dejstvo ne ispoljava pri terapijskim koncentracijama.

Kao nezeljeni efekti se javljaju pospanost, glavobolja, vrtoglavica i depresija disanja.
MetaboliSe se u jetri, a izluCuje u urinu (Bogdanovic, 1981, Varagic, 2002).

2.4. SINTETICKI OPIJATNI ANALGETICI

Nezeljena dejstava morfina, narocito stvaranje toksikomanije, uslovila su pronalazenje
polusintetickih i sintetickih jedinjenja, koja imaju analgeticko dejstvo slicno morfinu, a ne
ispoljavaju negativne efekte ovog alkaloida. U tu svrhu je sintetizovan velik broj jedinjenija,
od kojih samo neka imaju klinicku primenu.

Ova jedinjenja se klasifikuju u 5 grupa, u zavisnosti od molekulske strukture (Karch,
2002):

1. jedinjenja slicne strukture morfinu (slika 2.14.),

2. morfinani (butorfanol) (slika 2.15.),
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3. benzomorfani (pentazocin) (slika 2.16.),
4. difenilamini (metadon) (slika 2.17.) i

5. fenilpiperidini (meperidin) (slika 2.18.).

HzC-_O HO HO
T
o.. o} o}
N—CHs N—CH, N—CH,4
. OH
ch O (@) (@)
heroin hidromorfon oksimorfon
HyC_O O HsCO HaCO
O\\ O\\ O\\
N=CH, N=CHs N—CH
/ OH
HO (@) 0]
etilmorfin hidrokodon oksikodon
H,CO HO O HO O
o O. o}
N—CHs e N/W e N—CHj
HO” HsCO™ ™ HsCO™ ™
HO—'<C4H9-t HO—I‘_C3H7-n
CH, CHj
dihidrokodein buprenorfin etorfin

Slika 2.14.  Sinteticki opijatni analgetici slicne strukture morfinu

HO H4CO
N/\Q N—CHi
OH

butorfanol dekstrometorfan

Slika 2.15. Sinteticki opijatni analgetici - morfinani
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HO
H3C > CHj
N
Ao
CHj3
pentazocin

Slika 2.16. Sinteticki opijatni analgetici -

CH3 CH3

C Hs
metadon

Slika 2.17. Sinteticki opijatni analgetici —

@E{ o

CHq

meperidin

Slika 2.18.  Sinteticki opijatni analgetici

HO
CHs

fenazocin

Oi/CH3
3C\
N CHs3

CHs

propoksifen

benzomorfani

difenilamini

Q/Nrom

fentanil

- fenilpiperidini
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JEDINJENJA SLICNE STRUKTURE MORFINU
2.4.1. HERoOIN

Heroin (3,6-diacetiimorfin) (slika 2.19.) je
polusintetski derivat morfina, prvi ga je sintetizovao
Alder Wright 1874. god.

Felix Hoffman, radeéi za farmaceutsku
kompaniju Bayer, sintetizovao je heroin 1897. god., a
godinu dana kasnije je pocela komercijalna proizvodnja
ove supstance za leCenje kaslja, tuberkuloze i zavisnosti
od morfina.

Slika 2.19. Struktura heroina

U Velikoj Britaniji se heroin joS moze naci u klinickoj praksi, gde se koristi kao
analgetik, iako je u mnogim zemljama zabranjen (Rang i sar.,, 2003), tako da se najvise
upotrebljava kao sredstvo za uzivanje.

Heroin se u ilegalnim laboratorijama proizvodi direktno iz opijuma ili poluprecis¢enog
morfina, zagrevanjem sa acetanhidridom, a postupak se odvija u nekoliko faza i traje 12 - 14
sati.

U nasoj zemlji na ilegalnom trzistu, heroin - prasak svetlo smede boje, osim Ciste
supstance 3,6-diacetiimorfina (5 - 50%), najCeS¢e sadrZi opijatne alkaloide: mekonin,
hidrokotarnin, tebaol, acetiltebaol, kodein, acetilkodein, morfin, monoacetilmorfin
(3-acetilmorfin, 6-acetilmorfin), papaverin i noskapin.

Prilikom pripreme za prodaju, da bi se povecala masa, heroinu se dodaju i razni
aditivi: Secer (glukoza, saharoza, laktoza, manitol, dekstroza), skrob, kinin, paracetamol,
kofein, prokain, difenhidramin (Chaudron-Thozet, 1992; Bjornsdottir i Hansen, 1995).

Vece koli¢ine heroina (1 kg) se prodaju u paketima oblika "cigle" oblepljene izolir
trakom ili u najlonskim kesama (slika 2.20.), a manje koli¢ine (0,1 - 5,0 g), u paketi¢ima
oblika "pisma" od razliCitog papira, zatopljenim najlonskim kesicama, najlonskim kesicama
oblika "lopte" ili u plasti¢nim ambalazama od lekova (slika 2.21.).

Slika 2.20.  Pakovanje vece koli¢ine heroina za ilegalno trziste
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Slika 2.21.  Pakovanje manje koli¢ine heroina za ilegalno trziste

Heroin je droga za koju se nikada ne zna koliko sadrZi procenata Ciste supstance.
Cesto se desava da, ukoliko se konzumira nisko procentni heroin, zatim nabavi procentualno
jaci heroin, po njegovoj primeni trenutno nastupi stanje predoziranosti (overdose), koje
moze imati fatalan ishod. Medutim, deSava se da i relativno mala koli¢ina heroina moze da
izazove smrt usled kardiovaskularnog kolapsa i pluénog edema. Ovaj sindrom je poznat kao:
akutna fatalna reakcija ili sindrom X, do kog najceS¢e dolazi ukoliko se istovremeno sa
heroinom konzumiraju depresanti CNS-a, kao Sto su alkohol i barbiturati (Anthony i Helzer,
1991, O "Brien, 1992; Gossop, 2000).

Heroin je znatno potentniji od morfina, ima tri puta jace analgeti¢ko dejstvo i veoma
brzo dovodi do toksikomanije. Pretpostavlja se da je najadiktivnija droga, samo posle
nekoliko dana primene, stvara snaznu fizicku zavisnost. Trenutno je najpopularnija i
najopasnija droga u nasoj zemlji (Petrovic, 2003).

U dozama od 1 - 2 mg deluje analgeticki, uobicajena terapijska doza je 4 mg, a
koli¢ina od 5 mg ve¢ moZe biti toksicna, dok smrt moZe nastupiti i uzimanjem 10 mg.
Pretpostavljena minimalna letalna doza heroina je 200 mg, ali zavisnici mogu konzumirati i
10 puta vecu koli¢inu (Mokranjac, 1963).

Heroin se unosi u organizam injekcionim putem (subkutano, intramuskularno,
intravenski), intranasalno, udisanjem para nakon zagrevanja, poznato kao "isterivanje zmaja"
(chasing the dragon) i pusenjem, pomeSan sa sadrzajem cigarete (Kramer, 1990, Strang i
Griffiths, 1997).

Intravenskim unoSenjem se postize najintenzivnije dejstvo i najbrze zapocinje
euforija, za svega 7 - 8 sekundi. Intramuskularnim unosenjem euforija zapocinje nakon 5 - 8

minuta, a intranasalnim, u toku 10 - 15 minuta. Intravenski unesen heroin, obi¢no ima tri
faze dejstva:

1. faza udarnog dejstva, tzv. bljeska (flesh), kratkotrajna je, pracena je tahikardijom i
subjektivnim dozivljajem toplote,

2. euforitno meditativna faza (stound), koju karakteriSe blaga euforija, smirenost,
osecaj prijatnog umora, pospanost i

19



Maja burendic-Brenesel Distribucija opijatnih alkaloida u mozgu

3. hipnoticka faza, koja je karakterisana pospanos¢u i snom. Posle budenja prisutan je
umor, odsustvo motivacije, psihicka depresija, anksioznost i opsesivna Zelja da se
nabavi i uzme nova koli¢ina droge.

2.4.2. HIDROMORFON (DILAUDID)

Polusintetski derivat morfina, hidromorfon

HO
(slika 2.22.) je 7 - 10 puta potentniji od morfina
5 (Mabhler i Forrest, 1975). Spada u veoma efikasno
. N-CH, sredstvo za ublazavanje bolova.
o Primenjuje se u razli¢itim dozama, u obliku

tableta, praska, rastvora za oralnu primenu,
rektalnih supozitorija i rastvora za injekcionu
primenu.

Slika 2.22. Struktura hidromorfona

U odnosu na morfin, analgeticko dejstvo traje krace, a nauzeja, povracanje,
opstipacija i euforija su slabije izrazeni. Pretpostavlja se da ce se ispoljiti klasi¢ni simptomi
opijatne intoksikacije, ukoliko se uzme prekomerna doza hidromorfona (Karch, 2002).

2.4.3. OKSIMORFON (NUMORFAN)

Polusintetski derivat morfina, oksimorfon

"o (slika 2.23.) je 7 - 10 puta potentniji od morfina.
5 U odnosu na morfin, analgeticko dejstvo traje isti
‘\ N-CH, vremenski period, a nauzeja, povracanje,
o OH opstipacija i euforija su jace izrazeni.

Primenjuje se uglavnom intravenski kao
anesteticko sredstvo, medutim mozZe da izazove
snaznu depresiju disanja, 5 sati nakon primene
(Patt, 1988).

Slika 2.23.  Struktura oksimorfona

2.4.4. ETILMORFIN (DIONIN)

Polusintetski derivat morfina, etilmorfin
(slika 2.24.) je manje potentan u odnosu na morfin,
a potentniji u odnosu na kodein.

Primenjuje se kao antitusik, i to samo kao
privremeni lek, s obzirom da stvara zavisnost.

Slika 2.24. Struktura etilmorfina

20



Maja burendic-Brenesel Distribucija opijatnih alkaloida u mozgu

2.4.5. HIDROKODON

H.CO Polusintetski derivat kodeina i tebaina,
3
hidrokodon (slika 2.25.) se primenjuje kao oralni
5 antitusik, u obliku tableta, kapsula i sirupa.
) N—CHj U komercijalnim preparatima se &esto
o kombinuje sa paracetamolom, aspirinom, brufenom

i nekim antihistaminicima. Njegovom prekomernom
primenom stvara se psihicka i fizicka zavisnost.

Slika 2.25. Struktura hidrokodona

2.4.6. OKSIKODON

H,CO Polusintetski derivat tebaina, oksikodon (slika
2.26.) je sintetizovan 1916. god. u Nemackoj, par
godina nakon Sto je farmaceutska kompanija Bayer

. N—GCH, obustavila masovnu proizvodnju heroina. Smatralo

OH se da ovaj derivat tebaina ima isto analgeticko
dejstvo kao morfin i heroin, a slabije izrazeno
euforicno dejstvo, koje bi dovelo do stvaranja
zavisnosti i zloupotrebe.

o)

A

(0]
Slika 2.26. Struktura oksikodona

Medutim, na osnhovu subjektivnih iskustava, utvrdeno je da oksikodon prouzrokuje
euforiju u dovoljnoj meri, Sto je uslovilo njegovu zloupotrebu.

U medicinske svrhe se primenjuje kao oralni analgetik za ublazavanje jakih bolova, u
obliku tableta, pri ¢emu se ¢esto kombinuje sa paracetamolom, aspirinom, brufenom.

Tolerancija i fizicka zavisnost mogu da nastanu nakon nekoliko dana primene, ukoliko
su potrebne vece doze da bi se postigao analgeticki efekat (Coluzzi i Mattia, 2005).

2.4.7. DIHIDROKODEIN

Sinteticki opijatni analgetik, dihidrokodein
(slika 2.27.) je slican kodeinu po hemijskoj
strukturi, farmakoloskom dejstvu i potentnosti.
. N—CH, Primenjuje se kao oralni analgetik za ublzjliavanje
bolova nakon operacije i kao antitusik. Cesto se
kombinuje sa paracetamolom i kofeinom.

H,CO

HO"
Slika 2.27.  Struktura dihidrokodeina
Iako biotransformacijom dihidrokodeina
nastaju veoma aktivni metaboliti, kao Sto su dihidromorfin i dihidromorfin-6-glukuronid, koji
je 100 puta potentniji, ne ispoljavaju znacajne farmakoloske efekte, s obzirom da nastaju u
malim koli¢inama (Schmidt i sar., 2003).

Tolerancija, psihicka i fizicka zavisnost mogu da nastanu kontinualnom upotrebom
dihidrokodeina (O'Neill i sar., 2000).
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2.4.8. BUPRENORFIN

HO Polusintetski derivat tebaina, buprenorfin
O (slika 2.28.) je u poredenju sa morfinom 25 - 50
puta potentniji i duze ispoljava farmakolosko

o \ dejstvo. Primenjuje se kao analgetik i za leCenje
e /W zavisnosti od opijata (Wallenstein, 1986).
H5CO .
HO—=C,Hgtt

CH5
Slika 2.28.  Struktura buprenorfina

2.4.9. ETORFIN

Sinteticki opijatni analgetik, etorfin (slika

"o O 2.29.) je sintetisan 1963. god., moze se dobiti iz
tebaina. Etorfin ima oko 3000 puta jace

. @ N—CH, analgeticko dejstvo od morfina.
HCO Zbog svog izuzetno snaznog dejstva,
Ho—i-.c3|-|7-n primenjuje se za imobilizaciju divljih Zivotinja,
CHj npr. slonova i drugih velikih sisara. Samo 4 mg
Slika 2.29.  Struktura etorfina etorfina je dovolino za imobilizaciju africkog

slona tezine 5 tona.

Etorfin je veoma toksican, Cesto je radi lakSeg prepoznavanja njegov rastvor obojen
crvenom bojom, prodaja je strogo kontrolisana, a moze se nabaviti samo u veterinarske
svrhe (Stegmann, 1999; Rang i sar., 2003).

MORFINANI
2.4.10. BUTORFANOL

Sinteticki opijatni analgetik, butorfanol (slika
2.30.) se primenjuje intranasalno u vidu spreja za
leCenje migrene i parenteralno kao analgetik

(Katzung, 2001).
N
OH /\g

Nezeljeni efekti butorfanola su pospanost,

Slika 2.30. Struktura butorfanola slabost, znojenje i nauzeja. Butorfanol ne
prouzrokuje zavisnost (Varagic, 2002 ).

HO
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2.4.11. DEKSTROMETORFAN

Sinteticki opijatni analgetik,
dekstrometorfan (slika 2.31.) se primenjuje
kao antitusik. Prednost primene
dekstrometorfana u odnosu na kodein je Sto
ne stvara fizicku zavisnost.

H,CO

N—CHj

Slika 2.31.  Struktura dekstrometorfana Dekstrometorfan u terapijskim dozama
ne ispoljava ili u veoma maloj meri ispoljava
psiholoske efekte.

Medutim, uzimanjem 7 - 50 puta vece doze od terapijskih u relativno kratkom
vremenskom periodu, javljaju se promene svesti, Ciji se efekti razlikuju.

Pojedinci su efekte promene svesti opisali kao veoma prijatne, slicne kao kada se
kombinuju opijati i halucinogeni, a nasuprot tome, drugi su opisali stanje disforije, panike ili
straha (Wolfe i Caravati, 1995; Boyer, 2004).

BENZOMORFANI
2.4.12. PENTAZOCIN

Sinteticki opijatni analgetik, pentazocin (slika

"o 2.32.) ima dva puta slabije dejstvo od morfina, a
primenjuje se kao analgetik oralno, intramuskularno

HsC >~ CHs i subkutano.
N\_<CH3 Pentazocin je meSoviti agonist - antagonist.
U malim dozama mu je dejstvo slicno morfinu, a u

CH
’ velikim dozama izaziva blagu depresiju disanja,

izrazenu disforiju sa halucinacijama. Njegova
antagonisticka aktivnost se ispoljava ako se primeni istovremeno sa morfinom, tako Sto
smanjuje analgeticko i druga delovanja morfina, a moZe da prouzrokuje pojavu
apstinencijalnog sindroma kod zavisnika od morfina.

Slika 2.32.  Struktura pentazocina

Iako manje, u poredenju sa ostalim opijatima, pentazocin pokazuje sklonost ka

stvaranju zavisnosti i daleko je od idealne zamene za morfin, kako se ranije smatralo.

2.4.13. FENAZOCIN

HO
Sinteticki opijatni analgetik, fenazocin (slika
/\/@ 2.33.) ima tri puta jate analgeticko dejstvo od
HsC N morfina. Manje je efikasan kada se daje oralno, tako

CH;
Slika 2.33. Struktura fenazocina
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da se primenjuje intramuskularno. NeZeljena dejstva su opstipacija i stvaranje zavisnosti.

DIFENILAMINI
2.4.14. METADON (HEPTANON)

Sinteticki opijatni analgetik, metadon (slika

O Q 2.34.) je sintetisao Max Bockmdih/ 1937. god.
o

Metadon ima farmakolosko dejstvo sli¢cno morfinu, ali

HsC. znatno duze (24 casa) i manje sedativno dejstvo. S
'Tl CH; CHs obzirom da se njegovom primenom tolerancija i
CH; fizicka zavisnost razvijaju nesSto sporije nego kod

Slika 2.34. Struktura metadona morfina, intenzivno se primenjuje u leCenju morfinske

ili heroinske zavisnosti (terapija odrzavanja na
metadonu) (Blake i sar., 1997; Garrido i Troconiz, 1999).

U prisustvu metadona, injekcija morfina ili heroina ne izaziva ocekivanu euforiju, a
odsustvo apstinencijalnog sindroma omogucava da se zavisnici odviknu od opijata pomocu
redovnih oralnih doza metadona (Rang i sar., 2003).

Metadon se primenjuje i kao analgetik, za smanjenje intenzivnih bolova razliCitog
porekla. Analgeticko dejstvo je praceno hipnozom i depresijom disanja, ali u manjoj meri u
odnosu na morfin. Metadon ima izraZzeno lokalno anesteticko dejstvo, kao i dejstvo na refleks
kaslja.

Nezeljeni efekti metadona se ispoljavaju kao vrtoglavica, muka, povracanje, a rede se
javljaju sanjivost, suvoca usta, znojenje i mentalna depresija (Bogdanovic, 1981).

Metadonski preparat dugog dejstva |-a-acetiimetadol (LAAM), se iskljucivo koristi u
terapiji odrzavanja kod teskih zavisnika od opijata. Ima znatnu prednost u odnosu na
metadon, zbog toga Sto pojedinacna oralna doza LAAM-a uspesSno potiskuje vecinu
neprijatnih apstinencijalnih simptoma u toku 72 sata (Petrovic, 2003).

2.4.15. PROPOKSIFEN

Sinteticki opijatni analgetik, propoksifen
O (slika 2.35.) ispoljava slabije analgeticko dejstvo u
O o odnosu na kodein, a ne suzbija kasalj.
O)K/CH3 Propoksifen se primenjuje oralno, za
H3C\
CH,

suzbijanje slabijih do umereno jakih bolova.
Nezeljena dejstva su sli¢na kao kod kodeina, osim
Sto se nauzeja, anoreksija i opstipacija rede
javljaju. Umerene toksicne doze prouzrokuju
sanjivost, pa i depresiju disanja. Depresivni efekti propoksifena na disanje se pojacavaju u
kombinaciji sa alkoholom i drugim depresorima CNS-a.

\
CHj
Slika 2.35.  Struktura propoksifena
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U vedéim kolicinama moZe da dovede do stvaranja zavisnosti, tolerancije i
apstinencijalnih sindroma (Bogdanovic, 1981).

FENILPIPERIDINI

2.4.16. MEPERIDIN (PETIDIN)

~cH Sinteticki opijatni analgetik, meperidin (slika
0 ° 2.36.) je slican morfinu po farmakoloskom dejstvu, ali
0 ispoljava slabije i krace analgeticko dejstvo. Ima Sirok

spektar primene kao analgeticko sredstvo umesto
('T:‘H morfina, ¢ak i za analgeziju tokom porodaja.
’ Biotransformacijom meperidina u jetri nastaje
aktivni  metabolit  norpetidin,  koji  ispoljava
halucinogene i konvulzivne efekte. Ako se uzmu velike oralne doze, nastaje sindrom
predoziranosti koji se prilicno razlikuje od morfinskog.

Slika 2.36.  Struktura meperidina

Meperidin izaziva slicna eufori¢na stanja i moze da izazove zavisnost u istoj meri kao

morfin (Bogdanovic, 1981; Rang i sar., 2003).

2.4.17. FENTANIL

Sinteticki opijatni analgetik, fentanil (slika 2.37.)

ima 80 puta jace analgeticko dejstvo od morfina.
Primenjuje se uglavnhom intravenski kao anestetik ili

Q/NTﬁCHs analgetik.
N o

©/\/ Farmakolo$ko dejstvo fentanila je sli¢no heroinu,
izuzev manje izrazene euforije i jateg analgetickog
Slika 2.37.  Struktura fentanila efekta.
Sredinom 1970. god. se fentanil pocCeo koristiti u
svrhu uzivanja. Na ilegalnom trziStu se Cesto prodaje kao heroin, a s obzirom da moze biti i
do 100 puta potentniji, brzo dovodi do stanja predoziranosti sa fatalnim ishodom. Takode,
fentanil se meSa sa heroinom da bi mu se pojacalo dejstvo ili masa u cilju prodaje.

Pocetkom 1980. god. na ilegalnom trziStu u SAD se pojavio analog fentanila, poznat
kao "china white", koji ima dva puta jace dejstvo. Cak i u veoma malim dozama izaziva
izrazeno high raspolozenie.

Vreme poluzivota fentanila je kraée u odnosu na heroin, uglavnom se uzima oralno,

intranasalno, pusenjem ili injekcionim putem (Petrovic, 2003; Rang i sar., 2003).
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2.5. BIOTRANSFORMACIJA OPIJATA

Proces biotransformacije obuhvata sve reakcije kojima podleZze neka supstanca u
bioloSkom organizmu. Reakcijama biotransformacije se lipofilna jedinjenja prevode u
hidrosolubilne metabolite. Na taj nacin se smanjuje sposobnost metabolita da produ kroz
bioloske membrane, ogranicava im se distribucija u neka tkiva, smanjuje ponovna resorpcija
u bubreznim tubulama i crevima, a ubrzava se ekskrecija putem urina i zuci. U reakcijama
biotransformacije ucestvuje veliki broj enzima. Ove reakcije se obi¢no dele na reakcije prve
faze, koje obuhvataju oksidaciju, redukciju i hidrolizu jedinjenja i reakcije druge faze u koje
spadaju reakcije konjugacije (Jokanovic, 2001).

2.5.1. BIOTRANSFORMACIJA MORFINA

Biotransformacija morfina se odvija u dve faze. U prvoj fazi, koja traje samo par
minuta, vezuje se za proteine plazme i veoma brzo distribuira kroz najprokrvljenija tkiva, tj.
pluca, bubrege, jetru, slezinu i miSice (Brunk i Delle, 1974; Stanski i Greenblatt, 1976).
Vreme poluzivota morfina u krvi iznosi 2 - 3 sata (Rang i sar., 2003).

U drugoj fazi, morfin podleze reakcijama N-dealkilovanja (normorfin), konjugacije
(glukuronidi, sulfati) i oksidacije. Reakcije konjugacije morfina sa glukurunskom kiselinom su
katalizovane enzimom UDPGT2B7 (uridindifosfoglukuronoziltransferaza-2B7), pri cemu
nastaje glavni metabolit morfina, morfin-3-glukuronid, a nesto sporije nastaje i morfin-6-
glukuronid (Green i sar., 1997). Reakcija N-demetilovanja morfina se odvija uz prisustvo
enzima CYP3A4, koji pripada familiji citohrom P450 (CYP) enzima, pri ¢emu nastaje
normorfin (Projean i sar., 2003) (slika 2.38.).

Morfin-3-glukuronid ne ispoljava analgeticko dejstvo, za razliku od morfin-6-
glukuronida koji je aktivniji analgetik od morfina i ispoljava duze dejstvo (Pau/ i sar., 1989;
Schénzle i sar., 1999; Rang i sar., 2003). Rezultati eksperimenata na Zivotinjama ukazuju da
morfin-3-glukuronid jednim delom antagonizuje izvesne efekte morfina i morfin-6-
glukuronida, tako da se pretpostavlja da ima ulogu u razvoju tolerancije i zavisnosti prema
morfinu (Osborne i Joel, 1990; Smith i sar., 1990, Salem i Hope, 1997).

Izvesna grupa naucnika sugeriSe da ¢e analgeticko dejstvo morfina (koji se daje
pacijentima za ublazenje bola) zavisiti od medusobnog odnosa njegovih metabolita: morfin-
3-glukuronid / morfin-6-glukuronid i da je pojava efekta koji se naziva "paradoksalna bol"
moguca, ukoliko medusobni odnos metabolita morfina nije odgovarajuci. Medutim, za ovu
pretpostavku su klini¢ki dokazi jos uvek nedovoljni (Bowsher, 1993. Wolff i sar., 1996).

Biotransformacija morfina se odvija najve¢im delom u jetri, jednim delom u mozgu i
bubrezima, traje nekoliko sati, pri ¢emu nastaju i zanemarljivo male koli¢ine drugih
metabolita morfina.
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HO
a
— >
morfin
HO O
L 0
OH
HO
OH

morfin-6-glukuronid

normorfin

Slika 2.38. Biotransformacija morfina
a) konjugacija, enzim UDPGT2B7;
b) N-demetilovanje, enzim CYP3A4

Manje od 10 % uzete doze morfina se izluCuje u nepromenjenom obliku. Najveca
koli¢ina morfina, oko 70 %, se prevodi u glukuronide (57 % morfin-3-glukuronida i 10 %
morfin-6-glukuronida) i izluCuje preko zuci i urinom (Hasselstrom i Siwe, 1993). Zbog
enterohepatickog puta eliminacije, metaboliti se najduze zadrzavaju u Zuci, gde se dejstvom
bakterija mogu dekonjugovati i ponovo resorbovati preko sluznice creva. Tako, od poslednje
uzete doze morfina, morfin-glukuronidi se mogu danima i nedeljama izlucivati u urinu (Parker
i/ Hirom, 1980).
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Ostali metaboliti morfina, kao Sto su morfin-3,6-diglukuronid i normorfin-3-
glukuronid, nastaju u veoma malim koli¢inama i ne ispoljavaju fizioloske efekte (Yeh 7/ Krebs,
1979).

Morfin se ne prevodi u kodein, kako se ranije mislilo. Prisustvo kodeina u urinu nakon
konzumiranja morfina ili heroina se moze objasniti njegovim prisustvom kao necistoce, a
moze se detektovati ¢ak i u morfinu farmaceutske Cistoce (Cone i Welch, 1991).

2.5.2. BIOTRANSFORMACIJA KODEINA

Osnovni procesi biotransformacije kodeina su konjugacija se glukuronskom kiselinom
uz prisustvo enzima UDPGT2B7 i O- i N-demetilovanje, katalizovano citohrom P450
enzimima: CYP2D6 i CYP3A4 (Green i sar.,, 1997; Xu i sar., 1997). Najveéi deo kodeina
(81 %) se prevodi u kodein-6-glukuronid za koji se pretpostavlja da ispoljava psihoaktivno
dejstvo. Jedan deo kodeina se prevodi u norkodein (2,2 %), koji se zatim reakcijom
konjugacije (uz prisustvo enzima UDPGT2B7) prevodi u norkodein-6-glukuronid, odnosno O-
demetilovanjem (uz prisustvo enzima CYP2D6) u normorfin. Znatno manji deo kodeina se
prevodi u morfin (0,6 %), a morfin u morfin-3-glukuronid, morfin-6-glukuronid (uz prisustvo
enzima UDPGT2B7) i normorfin (uz prisustvo enzima CYP3A4). Normorfin zatim podleze
konjugaciji sa glukuronskom kiselinom (uz prisustvo enzima UDPGT2B7) pri ¢emu nastaju
normorfin-3-glukuronid i normorfin-6-glukuronid (slika 2.39.) (Fraser i Isbell, 1960).

Svi metaboliti kodeina se izluCuju u urinu, a u toku 48 Casova se izlu¢i oko 90 %
poslednje uzete doze kodeina, uglavhom kao kodein-6-glukuronid (Chen i Somogyi, 1991,
Hedenmalm i Sundgren, 1997).

Utvrdeno je da aktivnost enzima CYP2D6 (uz Cije prisustvo se kodein prevodi u
morfin) varira u zavisnosti od osobe, Sto utiCe na razliCito ispoljavanje analgetickog efekta
kodeina. Eksperimentalnim podacima je utvrdeno da je kod 6 - 10 % populacije sa Kavkaza,
2 % azijata i 1 % arapa aktivnost enzima CYP2D6 veoma mala, tako da kodein ispoljava
veoma malo, ili pak ne ispoljava analgeticko dejstvo. Medutim, pretpostavlja se da se kod
ovih pacijenata ipak izvesan stepen analgezije ispoljava aktivnhoScu glavnog metabolita
kodeina, kodein-6-glukuronida (Srinivasan i sar., 1997; Viree i sar., 2000).
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KODEIN
O-demetilovanje N-demetilovanje
a b
morfin (0,6%) C norkodein (2,2 %)
c konjugacija
morfin-3-glukuronid b

. . kodein-6-glukuronid (81%)
morfin-6-glukuronid

A\
normorfin (2,8 %) <«

C [

—» normorfin-3-glukuronid

v
L normorfin-6-glukuronid narkodein-6-glukuronid

Slika 2.39. Biotransformacija kodeina
a) O-demetilovanje, enzim CYP2D6;
b) N-demetilovanje, enzim CYP3A4;
¢) konjugacija, enzim UDPGT2B7

2.5.3. BIOTRANSFORMACIJA HEROINA

Biotransformacija heroina zapocinje brzim deacetilovanjem uz prisustvo enzima AChE
(acetilholinesteraza), pri ¢emu u toku 10 - 15 minuta nastaje 6-acetiimorfin, a u toku
nekoliko sati, morfin (Salmon i sar., 1999) (slika 2.40.). Morfin, kao Sto je prethodno opisano
(slika 2.38.), podleze biotransformaciji u morfin-3-glukuronid, morfin-6-glukuronid i
normorfin.

Hidroliza heroina je katalizovana enzimima koji se nalaze u vecini tkiva, ukljucujudi
mozak, veoma je brza, tako da je vreme poluZivota heroina u krvi svega 2,5 do 3 minuta
(Inturrisi i sar., 1984; Rentsch i sar., 2001; Hutchinson i sar., 2002).

Heroin (3,6-diacetilmorfin) i 6-acetilmorfin su liposolubilni molekuli, tako da znatno
lakSe i brze prolaze hematoencefalnu barijeru. Utvrdeno je da heroin i do 100 puta brze
prolazi hematoencefalnu barijeru u odnosu na morfin (Bodor i Buchwald, 1999). U mozgu se
heroin i 6-acetilmorfin prevode u morfin, koji ispoljava mocniji i brzi efekat na mozdane
Celije.

Oko 50 - 70 % injektovane doze heroina se izluuje u urinu u obliku morfin-
glukuronida. Procenjeno je da se u organizmu Coveka metaboliSe oko 6 mg heroina za jedan
sat (Rang i sar., 2003).
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Metaboliti heroina se mogu detektovati u urinu 24 - 48 sati nakon uzimanja poslednje
doze. Slicno kokainu, 6-acetilmorfin se deponuje u kosi, gde mesecima moZe ostati
nepromenjen (Karch, 2002).

6-acetilmorfin

b
morfin-3-glukuronid <«—

morfin-6-glukuronid <«

C
normorfin <—

morfin

Slika 2.40. Biotransformacija heroina
a) acetilovanje, enzim AChE;
b) konjugacija, enzim UDPGT2B7;
¢) N-demetilovanje, enzim CYP3A4

2.5.4. BIOTRANSFORMACIJA METADONA

Metadon se najveCim delom biotransformiSe u jetri gde podleze reakciji
N-demetilovanja uz prisustvo enzima CYP3A4, pri ¢emu nastaje neaktivan metabolit
2-etiliden-1,5-dimetil-3,3-difenilpirolidin (EDDP).

Utvrdeno je da se farmakokinetika metadona znatno razlikuje kod pacijenata koji
uzimaju istu dozu i da farmakoloski efekti mogu biti suviSe mali, veoma jaki ili prolongirani.
Aktivnost pomenutog enzima CYP3A4 varira u zavisnosti od osobe, Sto direktno utice na
razliCite farmakoloske efekte metadona, tako da je Cesto neophodno primeniti i druge lekove,
kao Sto su razliCite psihotropne supstance, antibiotici, antikonvulzanti u terapiji odvikavanja
od opijata (Ferrari i sar., 20049).
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2.6. OPIJATNI ANTAGONISTI

Opijatni antagonisti predstavljaju grupu sintetickih jedinjenja (slika 2.41.), koja se sa
visokim afinitetom vezuju za opijatne receptore i na taj nacin blokiraju dejstvo opijata. Ovi
efekti mogu biti spasonosni u le¢enju farmakoloSke predoziranosti opijatima, a mogu
posluziti i u dijagnostifikovanju diskretno izrazene zavisnosti od opijata, izazivajuci simptome
apstinencijalne krize (Petrovic, 2003).

HO O HO HO
O\\ /¥ O\\ M O\\
NT NTT N%
) OH OH
HO @) O

nalorfin nalokson naltrekson

Slika 2.41. Opijatni antagonisti

2.6.1. NALORFIN

Polusintetski derivat, nalorfin (slika 2.42.) je
slicne hemijske strukture morfinu. Predstavlja prvi
otkriveni specifi¢ni opijatni antagonist (1950. god.),
g Cije je otkrice doprinelo uspeSnom istrazivanju
endogenih medijatora.

HO"
Slika 2.42.  Struktura nalorfina Nalorfin ispoljava slozenije dejstvo u pore-
denju sa jednostavnim kompetitivnim antagonistima.
U malim dozama je kompetitivni antagonist i blokira delovanje morfina, a u ve¢im dozama
ispoljava analgeticko dejstvo, slicno morfinu. Nalorfin moze sam da izazove fizicku zavisnost,
ali i apstinencijalni sindrom kod zavisnika od morfina ili heroina. Nalorfin antagonizuje i
depresivna dejstva kodeina, dihidromorfinona, meperidina, metadona i njihovih derivata.

Danas se malo koristi u klinickoj praksi, a najvisSe se primenjuje u le¢enju akutnog
trovanja morfinom i srodnim jedinjenjima i u suzbijanju depresivnog dejstva morfina na
respiratorni centar novorodencadi cije su majke konzumirale morfin (Bogdanovic, 1981,
Rang i sar., 2003).
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2.6.2. NALOKSON

Polusintetski derivat tebaina, nalokson (slika

"o 2.43.) predstavlja prvi Cist opijatni antagonist sa

afinitetom za sve tri vrste opijatnih receptora. Blokira

% — delovanje endogenih opijatnih peptida kao i lekova
o OH sliénih morfinu.

Uglavnom se daje intravenski, pri ¢emu skoro
trenutno prekida sve depresivne efekte opijata. Brzo
se metaboliSe u jetri, a njegovo dejstvo traje samo
2 - 4 sata, Sto je znatno krace u odnosu na vecinu lekova slicnih morfinu. Shodno tome,
Cesto je neophodno da se doze ponavljaju, kako bi se postigao pun terapijski efekat.

Slika 2.43.  Struktura naloksona

Kod zdravih osoba koje nisu izloZzene dejstvu opijata, nalokson je u terapijskim
dozama inertna supstanca. Medutim, ako se primeni kod osoba koje su pod dejstvom
morfina ili nekog drugog opijata, nalokson otklanja sve efekte opijata u toku 1 - 2 minuta
(normalizovanje disanja, Sirine zenica i crevne peristaltike). Kod osoba zavisnih od opijata,
nalokson trenutno prouzrokuje apstinencijalni sindrom (Varagic, 2002; Rang i sar., 2003).

Najvaznija oblast klinicke primene naloksona je terapija depresije disanja izazvana
predoziranjem opijatima, a povremeno i da bi se suzbio efekat opijatnih analgetika na
respiraciju novorodencadi.

2.6.3. INALTREKSON

HO Polusintetski derivat morfina, naltrekson
(slika 2.44.) ispoljava iste farmakoloske efekte kao
nalokson, ali je njegova prednost u znatno duzem

. N/W delovanju.
OH
@)

Naltrekson se dobro resorbuje posle oralne
Slika 2.44.  Struktura naltreksona primene. Njegovo vreme poluzivota iznosi oko 4
sata, a vreme poluzivota njegovog aktivnog
metabolita 6-B-naltreksola oko 13 sati, tako da
jedna oralna doza od 100 mg moze da blokira dejstvo ubrizganog heroina ¢ak i do 48 sati.

Zbog svog dugotrajnog delovanja, naltrekson je podesan kao lek za "odrzavanje" u
programu odvikavanja od zavisnosti. Jedna doza naltreksona svaki drugi dan moZe biti
dovoljna da blokira sve efekte heroina. U nekim zemljama je odobrena primena naltreksona i
u svrhu lecenja od alkoholizma (Schmitz / sar., 2001, Varagic, 2002; Rang i sar., 2003).
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2.7. ENDOGENI OPIJATI

2.7.1. OPIJATNI PEPTIDI

Hughes i Kosterlitz su 1975. god. izolovali iz mozdanog tkiva dva pentapeptida koji su
se sa velikim afinitetom vezivali za opijatne receptore u mozgu i Cije je farmakolosko dejstvo
slicno dejstvu samog morfina. Ovo izuzetno otkrice je pokazalo da do tada nepoznato
delovanje morfina potice od njegove sposobnosti da imitira aktivnost familije endogenih
medijatora, tj. opijatnih peptida. Do danas, lekovi srodni morfinu su jedina klasa za koju se
zna da deluje tako Sto imitira endogene peptide (Cooper i sar., 1996, Nestler i sar., 2001).

Bioloski aktivni peptidi se nalaze u centralnom nervnom sistemu i ispoljavaju
farmakoloske efekte koji lice na efekte opijata, tj. morfina (po kom su dobili ime endogeni
morfini ili endorfini).

Najpoznatije su tri klase ovih peptida: enkefalini, endorfini i dinorfini.

Enkefalini (metionin-enkefalin i leucin-enkefalin) su prvi izolovani opijatni peptidi,
nakon kojih su izolovani endorfini (B-endorfin) sa veéim brojem aminokiselina u molekulu,
za koje je dokazano eksperimentima /in vivoi in vitro, da su potentniji u odnosu na enkefaline
(Cox i sar., 1976, Goldstein, 1976) i potom su izolovani dinorfini (Goldstein i sar., 1981).

Svaka od ovih klasa endogenih opijata potiCe od posebnog polipeptidnog prekursora,
a to su: prodinorfin, proenkefalin i proopiomelanokortin. Iz ovog poslednjeg, pored B-
endorfina, nastaju joS i melano-stimulantni hormon (MSH) i adrenokortikotropni hormon
(ACTH) (Varagic, 2002).

Brojni opijatni peptidi su izolovani iz razli¢itih izvora. Izuzetno potentni heptapeptidi -
dermorfini su izolovani iz koZe izvesne juznoamericke zabe (Broccardo i sar., 1981).

Utvrdeno je da produkti hidrolize velikog broja proteina sadrze opijatne peptide. Tako
je, digestijom kazeina (osnovnog proteina mleka) iz goveceta dobijen veliki broj peptida koji
ispoljavaju opijatnu aktivnost, kao Sto su morficeptin, B-kazomorfini (koji su prisutni i kod
Coveka) i laktorfini (Max, 1992).

Nedavno su otkrivene i dve nove klase opijatnih peptida: nociceptin ili orfanin i
endomorfini (endomorfin-1 i endomorfin-2) (Henderson i McKnight, 1997; Bodnar i Klein,
2004).

Ispitivanjem na eksperimentalnim Zivotinjama, utvrdeno je da svi endogeni polipeptidi
ispoljavaju analgeticko dejstvo kao i morfin (Simon, 1991). Opijatni antagonisti (npr.
nalokson) podjednako ponistavaju dejstva morfina i opijatnih peptida. Ponovljenim davanjem
ovih endogenih opijata stvara se tolerancija kao i prema morfinu (Hosztafi i Fiirst, 1995).

Prekursori opijatnih peptida su prisutni u CNS-u, ali i u nekim perifernim tkivima.
Proenkefalin i prodinorfin se nalaze u velikom broju struktura CNS-a, ali je od posebnog
znacaja njihovo prisustvo u strukturama za modulaciju bola (laminae I i II kicmene mozdine),
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u strukturama koje ucestvuju u modulaciji afektivnog ponasanja (amigdala, hipokampus,
mozdana kora) kao i u strukturama koje reguliSu autonomni nervni sistem (produzena
mozdina). Osim u CNS-u, opijatni peptidi iz proenkefalina se nalaze i u perifernim tkivima,
npr. u srzi nadbubrezne Zlezde i nervnim pleksusima Zeluca i creva (Varagic, 2002). Opijatne
peptide stvaraju i Celije imunog sistema. Takode, ovi peptidi nastaju i u delovima mozga gde
ucestvuju u regulaciji brojnih fizioloskih sistema, Sto se ogleda u kompleksnim farmakoloskim
karakteristikama egzogenih opijata (Sibinga i Goldstein, 1988; Simon, 1991, House i sar.,
1997).

2.7.2. ENDOGENI MORFIN

Nedavna istrazivanja su potvrdila da je morfin, osim u biljkama, prisutan i u tkivima
zivotinjskog porekla. Opsteprihvaceno misljenje je bilo da morfin identifikovan u ljudskim i
zivotinjskim tkivima potice iz dijetetskih proizvoda, s obzirom da je njegovo prisustvo
utvrdeno u senu, zelenoj salati, kravljem i ljudskom mleku (200 - 500 ng/l), kao i u
komercijalnoj hrani za pacove i zeCeve (Hazum i sar., 1981; Hofmann i sar., 1999).

Endogeni morfin je izolovan u veoma malim koli¢inama i identifikovan biohemijskim
tehnikama, ukljucujuéi metodu gasne hromatografije i masene spektrometrije (GC/MS)
(Horak i sar., 1993) iz specificnih organa i fluida kicmenjaka, kao Sto je koza zabe (Oka 7
sar., 1985), mozak i nadbubrezna Zlezda goveleta (Goldstein i sar., 1985; Weitz i sar.,
1986), mozak i nadbubrezna Zlezda pacova (Donnerer i sar., 1987; Goumon i Stefano, 2000),
srce (Zhu i sar., 2001) i urin Coveka (Matsubara i sar., 1992; Mikus i sar., 1994). Prisustvo
morfina u mozdanom tkivu sisara je utvrdeno jos 1976. godine (Gintzler i sar., 1976), a
zatim ponovo devedesetih godina proslog veka (Bianchi i sar., 1993).

Opijatni alkaloidi, morfin i kodein su identifikovani u tkivima sisara koja imaju
sposobnost da sintetiSu ove alkaloide /in vivo (Goldstein i sar., 1985; Donnerer i sar., 1987) i
in vitro (Kodaira i Spector, 1989).

Donnerer i saradnici (1986) su utvrdili prisustvo morfina i kodeina u razli¢itim tkivima
pacova, pri ¢emu su detektovali najvece koncentracije ovih jedinjenja u mozdanom tkivu.
Slicnost biosinteze morfina u organizmu sisara i opijumskom maku su potvrdili
eksperimentom, tako Sto su salutaridin, tebain i kodein davali pacovima intravenski.
Navedena jedinjenja (intermedijeri u biosintezi morfina) su uslovila znacajno povecéanje
koncentracije kodeina i morfina u tkivima pacova.

U cilju dokaza endogenog porekla morfina u sisarima, izvedeni su eksperimenti na
Zivotinjskim i ljudskim celijskim kulturama, primenom markiranog potencijalnog prekursora
(kao Sto je 20, ili *C-tirozin) u biosintezi morfina, $to je omogucilo markiranje intermedijera
kao i samog morfina na specificnim mestima. Utvrdeno je da su intermedijeri, tj. endogeni
prekursori morfina: norlaudanozolin, (S)-retikulin i tebain. Na ovaj nacin je dokazano
prisustvo morfina u ljudskim ¢éelijama u nanomolskoj koliCini ( Poeaknapo i sar., 2004).

Prisustvo morfina je utvrdeno u razli¢itim tkivima ki¢menjaka, ukljuCujuéi nervni
sistem sisara. Ustanovljeno je da je endogeni alkaloid lokalizovan u neuronima, odakle se
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moZze osloboditi pod uslovima pod kojima se oslobadaju i drugi neurotransmiteri (Bianchi i
sar., 1999) i da ispoljava dejstvo kao neuromodulator (Cardinale i sar., 1987; Kosterlitz,
1987; Weitz i sar, 1987; Kodaira i sar., 1989, Bianchi i sar., 1993; Guarna i sar., 1998).
Nedavnim istrazivanjima je dokazano prisustvo endogenog morfina u imunom sistemu (Liv 7
sar., 1996, Stefano i sar., 1996).

Utvrdeno je da bol, stres, izgladnjivanje i imunostimulanti povecavaju koncentraciju
endogenog morfina i kodeina u mozgu (Lee i Spector, 1991, Spector i sar., 1998).

Dijetetsko poreklo morfina ili eventualna kontaminacija se mogu iskljuciti, a prihvatiti
da morfin nastaje kako u biljnom svetu, tako i u ljudskim i Zivotinjskim celijama. Endogeni
morfin nastaje u viSestepenom biosintetskom procesu, a izgradnju ugljenikovog skeleta
zapocinje iz aminokiseline L-tirozina i metil grupe L-metionina (Poeaknapo i sar., 2004).

Biosinteza morfina u opijumskom maku kao i u humanim celijama zapocinje iz dva
molekula L-tirozina (slika 2.45.). Hidroksilovanjem L-tirozina uz prisustvo enzima TH (tirozin
hidroksilaza) nastaje L-DOPA (3,4-dihidroksifenilalanin), koji dalje podleZe dekarboksilaciji uz
prisustvo enzima DDC (DOPA-dekarboksilaza) do dopamina i deaminaciji katalizovanoj
enzimom  MAO  (monoamin-oksidaza) do  3,4-dihidroksifenilpiruvata,  koji  se
dekarboksilovanjem  uz  prisustvo enzima DDC prevodi u DOPAL (3,4-
dihidroksifenilacetaldehid).

Dekarboksilacijom L-tirozina uz prisustvo enzima TDC (tirozin-dekarboksilaza) nastaje
tiramin koji se hidroksilovanjem, katalizovanim enzimom CYP2D6 (koji pripada familiji
citohrom P450 (CYP) enzima), prevodi u dopamin. DOPAL i dopamin podlezu spontanoj
Pictet - Spengler-ovoj kondenzaciji pri ¢emu nastaje (S)-norlaudanozolin, tj. (S)-
tetrahidropapaverolin. Ovo je prvi tetraoksi izohinolinski alkaloid u biosintezi endogenog
morfina, koji dalje u tri faze podleze reakcijama metilovanja, ukljucujuc¢i S-adenozil-L-
metionin kao donora metil grupe, pri cemu nastaje (S)-retikulin.

Neophodna promena konfiguracije u cilju nastajanja bioloski aktivhog (-) morfina
(9R)-konfiguracije, ostvaruje se stereoselektivnim oksido-redukcionim procesima kojima
podleze (S)-retikulin i intermedijer 1,2-dehidroretikulinijum jon. Naime, stereoselektivnom
oksidacijom, uz prisustvo enzima 1,2-dehidroretikulinijum sintetaza, (S)-retikulin se prevodi u
1,2-dehidroretikulinijum jon, koji podleze procesu stereoselektivne redukcije, katalizovanom
enzimom 1,2-dehidroretikulinijum reduktaza, pri ¢emu nastaje (R)-retikulin.

(R)-Retikulin predstavlja supstrat za intramolekularno C12-C13 fenol oksidativno
kuplovanje, katalizovano citohrom P450-zavisnim enzimom CYP2D6, pri ¢emu nastaje
salutaridin. Salutaridinol nastaje stereospecificnom redukcijom karbonilne grupe salutaridina,
katalizovanom enzimom SalR (salutaridin-reduktaza), a u narednoj fazi reakcijom nukleofilne
supstitucije (SN,) nastaje etarska veza u molekulu tebaina. Ciklizacija se odvija acetilovanjem
salutaridinola uz prisustvo enzima SalAT (salutaridinol 7-O-acetiltransferaza) i eliminacijom
hidroksilne, odnosno acetatne grupe.
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Tebain dalje podleze enol-etar (C-6) i fenol-etar (C-3) reakcijama demetilovanja, pri
¢emu nastaje kodeinon odnosno oripavin. Stereospecificnom redukcijom karbonilne grupe
kodeinona, uz prisustvo enzima COR (kodeinon-reduktaza) nastaje kodein.

Kodein i oripavin predstavljaju supstrate za poslednju fazu demetilovanja u
biosintetskom putu morfina. Kodein podleze demetilovanju katalizovanom enzimom CYP2D6,
a oripavin se enol-etar (C-6) reakcijom demetilovanja prevodi u morfinon, koji podleze
stereospecificnoj redukciji karbonilne grupe uz prisustvo enzima morfin-6-dehidrogenaza, pri
Cemu nastaje (-) morfin (Brochmann-Hanssen, 1985; Facchini and De Luca, 1995; Hiroi i
sar.,, 1998, Kutcnan, 1998, De-Eknamkul, 1999; Hirata i sar., 2004, Hoover i sar.,, 2004,
Weid i sar., 2004, Alcantara i sar., 2005, Boettcher i sar., 2005, Page, 2005, Geissler i sar.,
2007).
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Slika 2.45. Biosinteza morfina (Boettcher i sar., 2005)
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1. hidroksilovanje, enzim TH; 2. dekarboksilacija, enzim DDC; 3. a) deaminacija, enzim
MAO; b) dekarboksilacija, enzim DDC; 4. dekarboksilacija, enzim TDC; 5.
hidroksilovanje, enzim CYP2D6; 6. spontana Pictet - Spengler-ova kondenzacija; 7. a),
b), c), metilovanje; 8. stereoselektivna oksidacija, enzim 1,2-dehidroretikulinijum
sintetaza; 9. stereoselektivha redukcija, enzim 1,2-dehidroretikulinijum reduktaza; 10.
intramolekularno C12-C13 fenol oksidativno kuplovanje, enzim CYP2D6; 11.
stereospecifi¢na redukcija karbonilne grupe, enzim SalR; 12. a) acetilovanje, enzim
SalAT; b) SN, nukleofilni napad sa acetatom kao odlaze¢om grupom; 13. enol-etar (C-
6) demetilovanje; 14. stereospecifi¢na redukcija karbonilne grupe, enzim COR; 15.
demetilovanje, enzim CYP2D6; 16. fenol-etar (C-3) demetilovanje; 17. enol-etar (C-6)
demetilovanje; 18. stereospecifi¢na redukcija karbonilne grupe, enzim morfin-6-
dehidrogenaza
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2.8. OPIJATNI RECEPTORI

Morfin i njemu srodna jedinjenja se selektivno vezuju za specificna mesta u
organizmu i na taj nacin prouzrokuju farmakoloske efekte. Ta mesta, opijatni receptori, se
prvenstveno nalaze u mozgu i najznacajnija su jer se u njima vrsi obrada osecaja za bol, a
postoje i u nivou kiémene mozdine. Sva mesta koja ispoljavaju visok afinitet prema
egzogenim opijatnim ligandima istovremeno sadrze i visoke koncentracije endogenih
opijatnih peptida.

Na postojanje opijatnih receptora ukazuje strukturna sli¢nost velikog broja jedinjenja
iz grupe opijata, njihova stereospecificnost, kao i postojanje specificnih opijatnih antagonista
koji deluju kompetitivno sa opijatnim analgeticima, vezujuci se za opijatne receptore.

2.8.1. KLASIFIKACIJA OPIJATNIH RECEPTORA

Kloniranjem receptora potvrdena su farmakoloska istrazivanja da se najvazniji
farmakoloski efekti opijata odigravaju preko tri osnovne klase opijatnih receptora p (mi),
K (kapa) i O (delta), od kojih svaka sadrzi nekoliko podklasa (W1, Yz, M3; Ki, K2, K3; O1, 02).

Receptori su dobili ime koriste¢i prvo slovo, prvo-otkrivenog liganda koji se vezuje za
njih, primenom grckog alfabeta. Tako su m/ receptori nazvani po morfinu, a kapa receptori
po ketociklazocinu (Aggrawal, 1995; Dhawan i sar., 1996).

Na kongresu medunarodnog udruzenja farmakologa 1998. godine je usvojen
klasifikacioni sistem koji se zasniva na redosledu otkrica receptora, koji se oznacavaju kao
OP; (delta), OP, (kapa) i OPs (mi) (Varagic, 2002).

Funkcionalni efekti koji se odnose na glavne klase opijatnih receptora su prikazani u
tabeli 2.1. (Rang i sar., 2003).

Tabela 2.1. Funkcionalni efekti koji se odnose na glavne klase opijatnih receptora

1] [ K
Supraspinalna analgezija +++ - -
Spinalna analgezija ++ ++ +
Periferna analgezija ++ - ++
Respiratorna depresija +4++ ++ -
SuZenje zenica ++ - +
Smanjen motilitet ++ ++ +
gastrointestinalnog trakta
Euforija +++ - -
Disforija - - +++
Sedacija ++ - ++
FiziCka zavisnost +++ - +

Pretpostavljeno je postojanje i Cetvrte klase opijatnih ¢ (sigma) receptora, ¢ime bi se
objasnili efekti disforije nekih opijata (anksioznost, halucinacije, koSmarni snovi). s-Receptori
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ipak nisu pravi opijatni receptori, posto sa njima stupaju u interakciju i mnoge druge
psihotropne supstance, a njihova bioloska uloga nije u potpunosti razjasnjena. Od opijatnih
lekova, samo benzomorfani (pentazocin) se vezuju prevashodno za c-receptore, Sto je u
skladu sa njihovim psihotomimetskim svojstvima ( Walker i sar., 1990).

Nedavno otkriveni orfan opijatni receptor - ORL; (opiate receptor-like) je svrstan u
opijatne receptore, na osnovu strukturne slicnosti sa njima. Endogeni ligand za ove receptore
je nociceptin ili orfanin. ORL; - agonisti se ispituju u cilju primene za leCenje migrene i u
sluajevima prestanka rada srca, dok antagonisti mogu imati svojstva antidepresanata.
Utvrdeno je da je buprenorfin ORL; - parcijalni agonist, dok je njegov metabolit
norbuprenorfin potpuni ORL; - agonist (Henderson i McKnight, 1997).

Pretpostavljeno je postojanje opijatnih receptora € (epsilon), N (lamda), 1 (/ota) i C
(zeta), ali jos uvek nisu u potpunosti okarakterisani i u fazi su ispitivanja (Rang i sar., 2003).

2.8.2. STRUKTURA OPIJATNIH RECEPTORA

Opijatni receptori pripadaju grupi lipoproteina iz membrane nervnih ¢elija, nalaze se
isklju€ivo u nervnim strukturama rasprostranjenim u mozgu.

Na molekularnom nivou, opijatni receptori pripadaju velikoj familiji receptora vezanih
za G-proteine (GPCRs - G protein-coupled receptors). Sastoje se od polipeptidnog lanca koji
ima do 1100 aminokiselina, sadrzi sedam transmembranskih o-spirala, sa ekstracelularnim
N-terminalnim delom razli¢ite duZine i intracelularnim C-terminalnim delom (slika 2.46.).
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Slika 2.46. Struktura opijatnih receptora

Struktura razlicitih klasa opijatnih receptora je oko 70 % identi¢na, a razlike se
javljaju na N- i C-terminalnom delu (Schwartz, 1996).

Vezivanjem liganda za receptor, vrSi se prenos (transdukcija) ekstracelularnog u
intracelularni signal aktivacijom G-proteina (guanine nucleotide binding proteins). G-proteini
posreduju izmedu receptora i efektorskih enzima ili jonskih kanala, zamenom vezanog
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guanozin difosfata (GDP), guanozin trifosfatom (GTP), prouzrokujuéi na taj nacin aktivaciju ili
inaktivaciju.

Opijati nakon jednokratne upotrebe inhibiraju adenilat-ciklazu preko G-proteina i
smanjujuéi sadrzaj intracelularnog medijatora cAMP (ciklicni 3,5-adenozin monofosfat) u
celiji, uticu na fosforilaciju, raspodelu intracelularnog kalcijuma i otvaranje i zatvaranje
jonskih kanala (Dolphin, 1996, Simonds, 1999). Medutim, utvrdeno je da se hroni¢nom
upotrebom opijata povecava sadrzaj cAMP, Sto se objasnjava povecanjem koncentracije
specificnih G-proteina. Stepen navedenih promena zavisi od dela mozdanog tkiva gde se vrsi
merenje (Ecriba i sar., 1994 Hashimoto i Ozawa, 1994; Shichinohe i Ozawa, 1998, Bittner i
sar., 2000).

Opijati deluju na opijatne receptore kao agonisti, parcijalni agonisti ili antagonisti
(tabela 2.2.) (Rang i sar., 2003).

Tabela 2.2. Dejstvo opijata na razne tipove opijatnih receptora

1] 0 K
Endogeni peptidi
B-Endorfin +++ +++ +++
Enkefalini ++ +++ -
Dinorfini ++ + +++
Opijati - agonisti
Morfin +++ + +
Kodein +++ + +
Oksimorfon +++ + +
Dekstropropoksifen +++ + +
Metadon +++ - -
Meperidin ++ + +
Etorfin +++ +++ +++
Fentanil +++ + -
Opijati - parcijalni agonisti
Pentazocin * + ++
Buprenorfin (+++) - *X
Opijati - antagonisti
Nalokson *kk * *k
Nalorfin Kk * *kk
Napomena:
+ agonisticka aktivnost
(+) parcijalna agonisticka aktivnost
* antagonisticka aktivnost
- mala aktivnost ili inaktivnost

40



Maja burendic-Brenesel

Distribucija opijatnih alkaloida u mozgu

Opijatni agonisti inhibiraju oslobadanje ekscitatornih neurotransmitera (acetilholina,
noradrenalina, dopamina, serotonina i supstance P) iz primarnih aferentnih vlakana, Sto znaci
da presinapticki deluju na neurotransmisiju, tj. direktno inhibiraju neuron za transmisiju bola
u dorzalnom rogu kicmene mozdine. Ovo je spinalno dejstvo opijata, za razliku od njihovog
supraspinalnog dejstva koje se ispoljava u CNS-u i prouzrokuje depresiju disanja, nauzeju i

povracanje (slika 2.47.).
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2.8.3. LOKALIZACIJA OPIJATNIH RECEPTORA

Metodom

specificnog vezivanja

radioaktivno  obelezenih  opijatnih

lokalizovane su sve klase opijatnih receptora (slika 2.48.).
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Najveéa gustina tri osnovne klase opijatnih receptora je utvrdena u dorzalnim
rogovima kicmene mozdine. Receptori su takode prisutni na neuronima kicmene mozdine
preko kojih se prenosi bol, kao i na primarnim aferentnim vlaknima preko kojih se osecaj
bola prenosi do neurona (Varagic, 2002).

OP; (delta) receptori se nalaze u centralnom nervnom sistemu, posebno u Bulbus
olfactorius, neokorteksu, kaudatusu u NMucleus accumbens-u, a nesto manji broj u talamusu,
hipotalamusu i mozdanom stablu. Ovi receptori imaju ulogu u analgeziji, motilitetu
gastrointestinalnog trakta, raspoloZenju, ponasanju i regulaciji kardiovaskularnog sistema.
Endogeni ligandi za ove receptore su enkefalini.

OP, (kapa) receptori se predominantno nalaze u mozdanoj kori, Nucleus accumbens-u
i interpedunkularnom nukleusu. Ovi receptori ucestvuju u regulaciji nocicepcije, diureze,
ishrane i neuroendokrine sekrecije. Endogeni ligandi za ove receptore su dinorfini.

OPs (miJ) receptori su ravnomerno rasporedeni duz cele neuroosovine, sa najve¢om
gustinom u kaudatusu, neokorteksu, hipokampusu i amigdali. Ovi receptori imaju znacajnu
ulogu u bolu i analgeziji, respiratornim i kardiovaskularnim funkcijama, peristaltici, ishrani,
raspolozenju, termoregulaciji, sekreciji hormona i regulaciji imunih funkcija. Endogeni ligandi
za ove receptore su endomorfin-1 i endomorfin-2 (Gabilondo i sar., 1994; Wehner i sar.,
2000; Schmidt i sar., 2001; Garcia-Sevilla i sar,, 2004). Utvrdeno je da morfin ispoljava svoje
osnovno farmakolosko dejstvo aktivacijom, odnosno vezivanjem za mi receptore (Nestler,
1996; Tejwani i sar., 1998, Vigano i sar., 2003).

Metodom pozitron emisione tomografije (positron emission tomography - PET) je
izvrSeno skeniranje p-opijatnih receptora u ljudskom mozgu (slika 2.49.), pri ¢emu su
najvece koncentracije odredene u talamusu (crvena boja) koji je odgovoran za bol, nesto
manje u mozdanoj kori (zelena boja) i bazalnim jedrima (Zuta boja), odgovornim za emocije i
kretanje, a najmanje koncentracije su odredene u vizuelnoj kori (ljubicasta boja) (Ariniello,
1994).

Takode, najvece koncentracije p-opijatnih receptora su odredene u limbickom
sistemu, hipotalamusu, srednjem mozgu i kicmenoj mozdini (Simon i Miller, 1978, Snyder,
1978; Siddiqui i sar., 1995).

Imunohistohemijskim ispitivanjem humanog mozga, u smrtnim sluc¢ajevima usled
prekomerno uzete doze morfina, utvrdeno je da se morfin lokalizuje u citoplazmi neurona
mozdane kore, bazalnih jedara, mozdanog stabla, malog mozga i dela limbickog sistema -
hipokampusa i amigdale (slika 2.50.) (Kuhar i sar., 1973; Bero i sar., 1988, Bidlac i sar.,
1988, Roy i sar., 1988, Mansour i Watson, 1993; Schmidt i sar., 1994, Liu i sar., 1996;
Atweh i Kuhar, 1997a; 1997b; 1997c).
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Slika 2.49. PET sken p opijatnih receptora (Ariniello, 1994)
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Slika 2.50. Struktura mozdanog tkiva
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Poredenjem koncentracije morfina u mozdanom stablu i malom mozgu dobijaju se
informacije o periodu proteklom od uzimanja morfina do smrti. Naime, ako je period kratak,
odnos koncentracije morfina u mozdanom stablu i malom mozgu je maniji od 1. Ukoliko je
odnos veéi od 1, smatra se da je proteklo nekoliko sati od uzimanja morfina do smrti
(Vycudilik, 1988).

2.8.4. PROMENA GUSTINE [1-OPIJATNIH RECEPTORA

Molekularni mehanizam razvoja tolerancije i zavisnosti usled hroni¢ne upotrebe
opijata jos uvek nije u potpunosti razjasnjen.

Brojnim /n vivo i in vitro eksperimentima se pokusalo utvrditi da li je promena gustine
p-opijatnih receptora odgovorna za fenomen tolerancije, zavisnosti i Sirok raspon
koncentracija morfina odredenih u slucajevima fatalne intoksikacije (Loh i sar., 1988;
Johnson i Fleming, 1989, Staub i sar., 1990; Kaa i Teige, 1993; Skopp i sar., 1996).

U izvesnim slucajevima, npr. dugotrajnim davanjem morfina zamorcima i pacovima,
uoceno je smanjenje broja p-opijatnih receptora (Rogers i El-Fakahany, 1986, Werling i
McMahon, 1989, Tao i sar., 1990). Pretpostavlja se da gustina p-receptora znacajno opada i
starenjem, Sto je povezano sa smanjenom osetljivoScu na opijatne agoniste (Jha /i sar.,
2004).

Nasuprot tome, raniji eksperimenti sa miSevima (Pert / sar., 1973, Rothman i sar.,
1986) i kvantitativna autoradiografska analiza mozga pacova (Brady i sar., 1989) pokazali su
povecanje gustine p-opijatnih receptora, nakon dugotrajnog tretmana morfinom.

Poredenjem efekata morfina i heroina na mozak pacova, povecanje broja p-opijatnih
receptora je potvrdeno kod grupe Zivotinja zavisnih od heroina, ali ne i kod grupe Zivotinja
zavisnih od morfina (Bolger i sar., 1988).

Imunohistohemijska ispitivanja humanog mozga (Gabilondo i sar., 1994, Garcia-
Sevilla i sar., 1997, Bittner i sar., 2000, Schmidt i sar., 2001) su u saglasnosti sa ranijim
eksperimentima vezivanja liganada (Klee /i Streaty, 1974 Brunello i sar., 1989,
autoradiografskim analizama (Geary i Wooten, 1985) i in vitro eksperimentima na celijskim
kulturama, u kojima nije dokazana promena gustine p-opijatnih receptora, nakon
dugotrajnog tretmana morfinom.

Moglo bi se rec¢i da se duzom upotrebom egzogenih opijata receptori "trose", tj.
menja im se konformacija i na taj nacin smanjuje osetljivost, sto uslovljava vece doze opijata
da bi se postigao isti efekat (Rogers i sar., 1981).

Za razliku od opijatnih agonista, ispitivanjem uticaja opijatnih antagonista na
regulaciju p-opijatnih receptora dobijeni su identi¢ni rezultati. Dugotrajna upotreba opijatnih
antagonista naloksona i naltreksona prouzrokuje "superosetljivost" receptora prema
opijatnim agonistima (Bardo i sar., 1984; Tempel i sar., 1984, 1985; Yoburn i sar., 1988;
Morris i sar., 1992, De Vries i sar,, 1993) kao i povecanje njihove gustine (Bardo i/ sar., 1983;
Yoburn i sar., 1985; Brodsky i sar., 1995).
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2.9. RAZLIKE U OSETLIIVOSTI NA OPIJATE KOD
SUPROTNIH POLOVA

Malobrojna su istraZivanja o nacinu na koji pripadnici razliCitih polova reaguju na
lekove, ali skorasnjim eksperimentima je dokazano da nikotin, alkohol i narkotici prouzrokuju
razliCite posledice na muski i zenski pol.

Najnovijim istrazivanjima je utvrdeno da opijati (heroin i morfin), ispoljavaju razliCite
efekte na suprotne polove kod pacova, miSeva, majmuna, kao i kod ljudi (DSouza i sar.,
2002). Naime, utvrdene su sustinske razlike u osetljivosti mozdanog tkiva kod suprotnih
polova na morfin (Cicero i sar., 2002b).

Razlike nisu uocene samo u slucaju analgetickog dejstva morfina, nego i u njegovom
stimulativhom dejstvu i razvoju fiziCke zavisnosti (Craft i sar., 1996, 1998; 1999).

Eksperimentima sa pacovima je utvrdeno da morfin prouzrokuje znatno veci nivo
analgezije kod muzjaka, u odnosu na zZenke. Takode, Zenke viSe uZzivaju u pozitivnim
efektima morfina, Cije dejstvo znatno duze i dozivljavaju kao pozitivno, u odnosu na
muZzjake. Eksperimentalnim podacima je dokazano da Zenke mogu podneti znatno vece doze
morfina, u poredenju sa muZjacima, pri ¢emu su izmerene koncentracije morfina u krvi i
mozgu kod oba pola jednake (Cicero i sar., 1996; 1997; Nock i sar., 1997).

Craft i saradnici (1996; 1998) su utvrdili da morfin pri nizim dozama ispoljava
iskljucivo stimulativno dejstvo na zenke, za razliku od muzjaka.

Muzjaci su osetljiviji od zenki na dejstvo razli¢itih opijatnih agonista (Cicero 7 sar.,
1996, Bartok i Craft, 1997, Cicero i sar., 1997), izuzev na opijatne analgetike koji se vezuju
za kapa-opijatne receptore, na Cije dejstvo su zenke osetljivije (Bartok i Craft, 1997).

Eksperimentalni podaci ukazuju da je tokom spontanog odvikavanja od morfina,
fizicka zavisnost izrazenija kod muZjaka u odnosu na Zenke (Craft i sar.,, 1999). Medutim,
razlike u polovima nisu uocene prilikom odvikavanja od morfina davanjem naloksona, Sto
sugeriSe da postoji isti stepen fizicke zavisnosti kod pripadnika razlicitih polova tokom
hroni¢ne upotrebe morfina. Razlike medu polovima koje se javljaju pri spontanom
odvikavanju nisu u potpunosti razjasnjene. Moguca objasnjenja su da postoje razlike u
gustini ili afinitetu opijatnih receptora, ili u post-receptorskim procesima (pr. transdukcija
signala) (Loh i sar., 1988, Fleming i Taylor, 1995), ili se pak odnose na uticaj polnih hormona
(Cicero i sar., 20023).

Humani mozak muskarca i Zene se razli¢ito razvija, Sto uslovljava pojavu anatomskih
razlika, koje se ogledaju i u ponasanju, a Sto prouzrokuje razli¢it nacin upotrebe i
zloupotrebe opijata. Utvrdeno je da su polni hormoni odgovorni za anatomske razlike
mozdanog tkiva pripadnika suprotnih polova (Weiss, 2002).

Pretpostavlja se da postoji razliCita organizaciona struktura mozga muzjaka i Zenki
pacova. Polni hormoni, kao Sto su estrogen i testosteron uti€u na organizacionu strukturu
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mozga, ¢ime se mogu objasniti razliCite reakcije muzjaka i zenki na dejstvo opijata. Iako je
mozak oba pola skoro identi¢ne veliCine i strukture, polni hormoni imaju znacajan uticaj na
komunikaciju mozdanih neurona.

Poznata su dva osnovna mehanizma po kojima polni hormoni mogu uticati na razlicito
reagovanje suprotnih polova na dejstvo morfina: akutni ("aktivacioni") i dugotrajni
("organizacioni") (Arnold i Breedlove, 1985; Breedlove, 1992, 1994, Cooke i sar., 1998).

Polni hormoni, posredstvom organizacionih efekata uticu na polne razlike koje se
odnose na morfologiju i neurobiologiju moZdanog tkiva, u veoma kasnom prenatalnom i
veoma ranom postnatalnom periodu kod pacova. Posledica njihovog dejstva definiSe musku i
Zensku polnu fiziologiju i ponasanje, €ini mozak osetljivijim na akutne aktivacione efekte
steroida tokom puberteta i odgovorna je za razvoj seksualnosti. U zrelom dobu polni hormoni
su neophodni za razvoj tipicnog muskog i Zenskog seksualnog, kao i drugog ponasanija,
posredstvom akutnih, tj. aktivacionih efekata.

Pretpostavija se da su organizacioni efekti polnih hormona odgovorni za razlicito
ponasanje suprotnih polova pod dejstvom morfina, a koji se moraju ispoljiti tokom kriti¢ne
postnatalne diferencijacije muskog i zenskog mozga (Limonta i sar., 1991; Cicero i sar.,
2000).

Kod humanog genetski predodredenog muskog pola, testosteron se u mozgu fetusa,
dejstvom enzima aromataze, prevodi u estrogen (Weiss, 2002).

Kod pacova je utvrdeno da je organizaciona struktura mozga u osnovi Zenska, sve
dok testosteron ne izvrSi maskulinizaciju na kriticnim mestima. Tako, testosteron i
najverovatnije njegova aromatizacija u estrogen, odreduje znatan stepen razvoja polno
razli¢itog mozga pacova.

Polni dimorfizam je uoen u mnogim regijama mozdanog tkiva i javlja se na
molekularnom, ultrastrukturalnom, éelijskom nivou i na nivou nervnog sistema.

Kod pacova, proistekle polne razlike u anatomiji mozdanog tkiva ukljucuju jedro
(nukleus) koje je znatno vece u hipotalamusu muZjaka i tanji sloj izvesnih celija u
hipokampusu, klju¢noj strukturi za memoriju. Utvrdeno je i da postoje razlike kod suprotnih
polova u stepenu asimetrije izmedu leve i desne polovine mozdane kore. Kod muZjaka
pacova, mozdana kora je tanja na desnoj polovini, a kod zenki na levoj (Weiss, 2002).

Polni hormoni su usko povezani sa osetljivoS¢u neurona na morfin. Priroda razliite
osetljivosti neurona suprotnih polova na morfin je jos uvek nepoznata. Jedna od hipoteza je
da navedene razlike kod suprotnih polova poticu od razliCitog broja ili afiniteta opijatnih
receptora (Cicero i sar., 2002b).

Shodno navedenom, Hammer (1984; 1985) je uoCio razliit broj i regionalnu
distribuciju opijatnih receptora kod pripadnika razli¢itih polova, u polno dimorfnim regijama
mozdanog tkiva. Treba naglasiti da su navedene razlike ograni¢ene na nekoliko posebnih
lokusa (specificno mesto gena na hromozomu) i da je profil opijatnih receptora u mozdanom
tkivu muZjaka i Zenki pacova primetno slican (Hammer, 1984, 1985; 1990).
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Pretpostavlja se da polni hormoni mogu menjati populaciju opijatnih receptora na
izvesnim regijama mozga (Hammer i sar., 1994, Brown i sar., 1996, Quinones-Jenab i sar.,
1997; Eckersell i sar., 1998).

Opijatni i receptori gonadotropnih steroida su ko-lokalizovani na neuronima u
centralnom i perifernom nervnom sistemu i mogu regulisati jedni druge. Oba a- i B-estrogen
receptora su nadena na senzornim neuronima i u CNS-u i endogeni opijatni sistem se
reguliSe pomocu estrogena i testosterona ( Wiesenfeld-Hallin, 2005).

U regijama hipotalamusa je dokazano prisustvo velikog broja opijatnih receptora i
opijatnih peptida (Mansour i sar., 1987; Tempel i Zukin, 1987). Pretpostavlja se da endogeni
opijatni peptidi ucestvuju u pozitivnim i negativnim efektima povratne sprege polnih
hormona, konkretno estradiola i testosterona, na sekreciju gonadotropina (Bhanot i
Wilkinson, 1983).

Estrogen reguliSe endogene opijatne peptide u hipotalamusu, povecavajuéi sadrzaj
met-enkefalina (Dupont i sar., 1980) i smanjujudi sadrzaj B-endorfina (Wardlaw i sar., 1982).
Takode, estrogen redukuje p-opijatnu inhibiciju hiperpolarizacije neurona (Lagrange i sar.,
1994), oslobadanje norepinerfina (Vathy /i Etgen, 1996) i utiCe na gustinu p-opijatnih
receptora u hipotalamusu (Weiland i Wise, 1990; Dondi i sar., 1992 Mateo i sar., 1992,
Joshi i sar,, 1993, Piva i sar., 1995). Na taj nacin hormoni jajne Celije mogu uticati na sistem
endogenih opijata, menjajuéi im funkciju i/ili broj membranskih receptora u hipotalamusu
(Brown i sar., 1996, Zubieta i sar., 1999).

Eksperimentima je utvrdeno da je prisustvo ili odsustvo pojave razlicitih reakcija kod
suprotnih polova na bol i osetljivosti na morfin, u potpunosti zavisno od genotipa (Mogil i
sar., 2000). Posmatranje polno - genetskih interakcija na ovaj nacin, osvetljava vaznost
celovitog pristupa proucavanju varijabilnosti u bolu i analgeziji. Zato je vazno razmotriti
genetsku pozadinu prilikom proucavanja polnih i hormonskih faktora i ukljuciti oba pola u
genetska istrazivanja u cilju kompletnijeg razumevanja varijabilnosti i inhibicije bola
(Sternberg i Mogil, 2001).

Ukoliko se sa sigurnos¢u dokaze da su navedene razlike u polovima u osetljivosti na
opijate validne i kod ljudi, dosadasnja otkriéa bi mogla imati izuzetan znacaj sa aspekta
razli¢itog programa lecenja, tj. odvikavanja od opijata, pripadnika suprotnih polova (Cicero i
sar., 2002b).
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2.10. UTICAJ OPIJATA NA OKSIDATIVNI STRES

Morfin i drugi opijati ispoljavaju citotoksi¢no dejstvo i predstavljaju smetnju imunom
sistemu bilo indirektno preko centralnog nervnog sistema ili direktno interakcijom sa
imunocitima (Nelson i sar.,, 2004). Upotreba morfina u ve¢im koli¢inama u odnosu na
terapijske, prouzrokuje povecanje karcinogeneze ( 7ejwani i sar., 1991) i rasta tumora (Lewis
i sar., 1989).

Ovi, kao i mnogi drugi stetni efekti opijata mogu biti posledica njihovog pro-
oksidativnog dejstva, odnosno direktnog uticaja na pojavu oksidativnog stresa organizma.

Pojava oksidativnog stresa se manifestuje kada postoji neuravnotezenost izmedu
formiranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS - Reactive Oxygen Species) i njihovog uklanjanja
iz organizma, posredstvom endogenih antioksidanasa (Payabvash i sar., 2006).

Reaktivne kiseonicne vrste se kontinualno produkuju tokom normalnih metabolickih
procesa u aerobnim organizmima. Utvrdeno je da se 0,4 - 4 % ukupnog kiseonika koji koristi
respiratorni sistem prevodi u superoksid slobodne radikale ( 7urrens i Boveris, 2002).

Mozak, u odnosu na druge organe, produkuje znatno vece koli¢ine ROS zbog visoke
koncentracije lipida, velike potrebe za kiseonikom (20 % ukupnog kiseonika) i relativho
slabog antioksidantnog odbrambenog sistema (Halliwell, 1989, Reiter, 1995).

Poznato je da endogeni opijat met-enkefalin i njegovi analozi posreduju u
uslobadanju ROS iz razliCitih Celija (Kowalski, 1998). Ispitivanjem mozdanog tkiva
eksperimentalnih Zivotinja je utvrdeno da met-enkefalin smanjuje otpornost na oksidativni
stres i da se stepen lipidne peroksidacije povecava starenjem kod pripadnika suprotnih
polova, pri ¢emu je povecanje znacajnije kod muzjaka miSeva u odnosu na zenke (Navaro i
sar., 2002; Balog i sar., 2004). Potvrdeno je da estrogeni, a ne i testosteron, Stite Celijske
membrane tokom oksidativnog stresa (Barp 7 sar., 2002).

Eksperimentalni podaci dobijeni analizom humanog mozdanog tkiva, nakon autopsije
intravenskih korisnika heroina, ukazuju na promene u oksidativhom statusu razlicitih delova
mozdanog tkiva: mozdanoj kori, mozdanom stablu, hipokampusu i beloj materiji. Naime,
uoceno je smanjenje kapaciteta "hvatanja" peroksi radikala, faktora koji ukazuje na vezu
izmedu koli¢ine ROS i antioksidantne efikasnosti (ukupni antioksidantni status). Intoksikacija
heroinom menja antioksidantni status u humanom mozdanom tkivu, povecanjem kolicine
organskih peroksida. Najvedi nivo oksidativnog stresa, prouzrokovan lipidnom peroksidacijom
i oksidacijom proteina je uoCen u mozdanom stablu. Pretpostavlja se da su navedeni procesi
odgovorni za nastupanje kome, depresije disanja i smrti kod heroin - zavisnih osoba
(Gutowicz i sar., 2006).

Istrazivanjima je utvrdeno da opijati indukuju formiranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
u izvesnim Celijama (Sharp i sar., 1985; Oliveira i sar.,, 2002), povecCavaju lipidnu
peroksidaciju (Zhou i sar., 2000), prouzrokuju oksidativni stres u imunom sistemu (D/
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Francesco i sar, 1998), bubrezima (Patel i sar., 2003 a, b), epitelnim Celijama (Macchia i sar.,
1999), centralnom nervnom sistemu (Goudas i sar., 1999) i jetri koja predstavlja osnovni
organ odgovoran za metabolizam, detoksikaciju i odbranu organizma od slobodnih radikala
(Payabvash i sar., 2006).

2.10.1. ULOGA JETRE U METABOLIZMU

Smestena izmedu digestivnog trakta i sistemskog krvotoka, jetra predstavlja
"centralnu laboratoriju organizma". Jetru karakteriSe veliki broj raznovrsnih funkcija, kao sto
su: sekrecija zuci, deponovanje krvi, sinteza i deponovanje glikogena, masnih kiselina,
sinteza i razgradnja belancevina, deponovanje i metabolizam vitamina, odbrana organizma
stvaranjem antitela, detoksikacija organizma biotransformacijom endogenih i egzogenih
materija (ksenobiotici).

Osnovnu funkcionalnu jedinicu jetrenog tkiva Cini hepatocit. Hepatociti sadrze brojne
organele tako da obavljaju razli¢ite funkcije, kao Sto su: sinteza masti, ugljenih hidrata,
proteina, priviemeno deponovanje nekih hormona, ugljenih hidrata, masti i vitamina. Jedna
od najznacajnijih funkcija hepatocita je neutralizacija i razgradnja ksenobiotika (Stosic-
Bogdanovic, 1984, Gibson i Skett, 1986).

Reakcije biohemijske transformacije ksenobiotika se odigravaju u prisustvu velikog
broja enzima i mogu se podeliti na:

- reakcije prve faze biotransformacije, koje obuhvataju oksidaciju, redukciju i
hidrolizu i

- reakcije druge faze biotransformacije u koje su ukljucene reakcije konjugacije.
Reakcijama prve faze biotransormacije, koje se najceSce odigravaju u mikrozomima
Celija, a rede u citosolu i mitohondrijama, uvode se nove funkcionalne grupe (-OH, -SH,
-NH,, -COOH) u molekule ksenobiotika ¢ime im se povecava hidrosolubilnost. Nastali
primarni metaboliti mogu biti manje (detoksikacija) ili vise toksicni (bioaktivacija).

U reakcijama druge faze koje su biosintetske, primarni metaboliti se kovalentno
vezuju za endogene molekule, kao Sto su: glukuronska, siretna, sumporna kiselina i
aminokiseline, stvaraju¢i konjugate koji su hidrosolubilna jedinjenja, brzo se eliminisu iz
organizma i najceSce ne izazivaju toksi¢ne efekte ( 7imbrell, 1993, Jokanovic, 2001).

Brojni eksperimentalni podaci ukazuju da razlike u hormonalnom statusu medu
Zivotinjama suprotnog pola znacajno uti€u na biotransformaciju i toksicnost ksenobiotika.
Ove razlike su utvrdene i kod ljudi. Na biotransformaciju ksenobiotika utiCu i razlike u
starosnoj dobi, nacin ishrane kao i zdravstveno stanje organizma (Jokanovic, 2001).

2.10.2. ENZIMI OKSIDATIVNOG STRESA

Kod ¢oveka, kao i kod drugih aerobnih organizama razvijen je niz mehanizama zastite
od potencijalno Stetnog dejstva reaktivnih kiseonicnih vrsta (aktivirani i redukovani oblici
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kiseonika) koje imaju sposobnost da reaguju sa osnovnim celijskim strukturama i
biomolekulima (tabela 2.3.) (Mimica-Dukic, 1997).

Mehanizmi zasStite organizama se sastoje od enzimskih (superoksid-dizmutaza -
SOD, katalaza - CAT, glutation-peroksidaza - GSH-Px, peroksidaza - Px, ksantin-oksidaza -
XOD) i ne-enzimskih antioksidanasa (glutation - GSH, mokracna kiselina, bilirubin,
ubihinoni, peptidi, proteini), prisutnih u Celijskom i vancelijskom prostoru, sa zadatkom
detoksikacije reaktivnih kiseonicnih vrsta (Chen i sar., 1998; Powers i Hamilton, 1999).

Enzimska detoksifikacija se uglavhom odnosi na superoksid anjon radikal, perokside i
epokside, kao vise ili manje stabilne redukovane kiseonic¢ne vrste, dok se ne-enzimska
detoksifikacija odnosi na singlet kiseonik, hidroksi-, alkoksi-, peroksi- i hidroperoksi radikal
(Hippeli i Elstner, 1999).

Tabela 2.3. Reaktivne kiseonicne vrste (ROS)

SLOBODNI RADIKALI NE-RADIKALSKE VRSTE

superoksi radikal anjon Oy singlet kiseonik 10,
hidroperoksi radikal HOO® vodonik-peroksid H,0,
hidroksi radikal HO’ organski peroksidi ROOH
alkil i alkoksi radikal R, RO | peroksinitri anjon ONOO
peroksi radikal ROO’

azot oksid radikal NO*

2.10.2.1. LIPIDNA PEROKSIDACIJA (LP)

Lipidna peroksidacija (LP) je proces peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina koje
ulaze u sastav lipidnih membrana cCelije, koji prouzrokuje razaranje Celijske membrane. Ovaj
proces moze biti indukovan razli¢itim reaktivnim kiseoni¢nim vrstama, pri ¢emu nastaju nove
radikalske vrste, kao Sto su L, LOO", RO", ROO" i razli¢iti degradacioni proizvodi (ciklicni
peroksidi i endoperoksidi, aldehidi i polimerizacioni proizvodi) (slika 2.51.) (Haraguchi i sar.,
1995). Malondialdehid (MDA) moze nastati kao jedan od degradacionih proizvoda, cija se
koli¢ina koristi za kvantitativno odredivanije lipidne peroksidacije (Buege i Aust, 1978).

¥ 2wk
) ( L
LH— L » LoO"——» LOOH I Fart rFey
A\ A Fe3*+ OH" A Fe?*+ H*
cikli¢ni aldehidi i RO’ ROO"
peroksidi polimerizacioni

proizvodi
v J
ciklicni

endoperoksidi

Slika 2.51.  Lipidna peroksidacija indukovana slobodnim radikalima
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2.10.2.2. SUPEROKSID-DIZMUTAZA (SOD)

Superoksid-dizmutaza je enzim koji razgraduje superoksid radikal u vodonik-peroksid
(reakcija 1) i deluje preventivno na dalje generisanje slobodnih radikala, pri ¢emu ima glavnu
kontrolu nad radikalskim reakcijama u celiji.

SOD

20, " + 2H" —p» H0,+0; (1)

Superoksid-dizmutaze se dele u tri klase u zavisnosti od metala koji sadrze

(Cu/ZnSOD, MnSOD i FeSOD): ekstracelularna (najmanje zastupljena), mitohondrijalna

(MnSOD) i citosolna (Cu/ZnSOD). Najve¢a SOD aktivnost je utvrdena u jetri, nadbubreznoj
Zlezdi, bubrezima i slezini ( Winterbourn, 1995).

2.10.2.3. KaraLAaza (cAT)

Katalaza je jedan od najrasprostranjenijih enzima u prirodi koji katalizuje razgradnju
vodonik-peroksida do vode (reakcija 2).

CAT
2H202 _» 2HZO + OZ (2)

Katalaza je prisutna u svim tkivima sisara, pri ¢emu su najvece koncentracije
utvrdene u jetri, bubrezima i eritrocitima (Jones, 1982).

2.10.2.4. GLUTATION-PEROKSIDAZA (GSH-Px)

Selen-zavisna i selen-nezavisna glutation-peroksidaza stiti ¢elije od slobodnih radikala
redukcijom peroksida i organskih hidroperoksida do vode, odnosno alkohola, u prisustvu
redukovanog glutationa (GSH) (reakcije 3 i 4).

GSH-Px
GSH-Px
2GSH + ROOH —» GSSG + H,0 + ROH (4)

Glutation-peroksidaza je smesStena intracelularno u mitohondrijama i citosolu. Ima
veoma vaznu ulogu u inhibiciji lipidne peroksidacije intracelularnih membrana inicirane
vodonik-peroksidom ( 7Aomas i sar., 1990).

2.10.2.5. PEROKSIDAZA (Px)

Peroksidaza katalizuje oksidaciju razli¢itih supstrata (S) pomocu vodonik-peroksida
(reakcija 5).

Px
SH, + H,0, —» S+ 2H,0 (5)
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Peroksidaza je otkrivena u razliCitim biljnim tkivima, kravljem mleku, mijelocitima
(leukocitima, trombocitima), hepatocitima i drugim ¢elijama koje imaju ulogu u metabolizmu
ksenobiotika (Murry i sar., 1997).

2.10.2.6. KSANTIN-OKSIDAZA (XOoD)

Ksantin-oksidaza oksiduje C-mono- i disupstituisana heterociklicna jedinjenja, pri
cemu ima vedi afinitet prema okso- nego amino-supstituentima (N-supstituenti smanjuju
aktivnost XOD). XOD ucestvuje u konverziji purinskih baza u mokraénu kiselinu, uvodeéi
hidroksilnu grupu u purinski prsten pri ¢emu nastaje vodonik-peroksid (reakcija 6).

HZO + 02 HZOZ Hzo + 02 Hioz
pd ,
HIPOKSANTIN ————% KSANTIN —~——— MOKRACNA KISELINA (6)
XOD XOD

XOD je intracelularni enzim, u tkivima sisara se nalazi pretezno u jetri, tankom crevu i
bubrezima (Hippeli i Elstner, 1999).

2.10.2.7. GLUTATION (GSH)

Glutation (y-glutamilcisteinilglicin) predstavlja najzastupljeniji intracelularni tripeptidni
tiol (¢ini 90 % neproteinskog tiola jetre). U Celiji se glutation nalazi u redukovanom (GSH) i
oksidovanom obliku (GSSG).

Glutation deluje kao redoks sistem, povecava rastvorljivost lekova u vodi, ucestvuje u
transportu aminokiselina kroz celijske membrane, sluzi kao kofaktor enzimskih reakcija i
omogucava stvaranje disulfidnih mostova u molekulima proteina. GSH kao supstrat ucestvuje
u uklanjanju vodonik-peroksida iz ¢elije uz pomo¢ enzima glutation-peroksidaze.

U jetri se GSH najvec¢im delom nalazi u citosolu hepatocita, zatim u mitohondrijama,
jedru i endoplazmati¢nom retikulumu (Hothersall i sar., 1997).

2.10.3. HEPATOTOKSICNO DEJSTVO OPIJATA

Katalaza, superoksid-dizmutaza i glutation-peroksidaza zajedno dcine endogeni
enzimski antioksidantni odbrambeni mehanizam organizma. SOD vrSi detoksifikaciju
superoksid anjona u manje toksic¢ni vodonik-peroksid, koji se dalje razlaze dejstvom CAT i
GSH-Px. Osim toga, GSH-Px ucestvuje u smanjenju lipidne peroksidacije.

Eksperimentalnim podacima je utvrdeno da se hroniénom upotrebom morfina i
heroina smanjuje antioksidantna odbrana jetrenih celija i indukuje lipidna peroksidacija i
razgradnja hepatocita (Panchenko i sar., 1999). Takode, morfin se moze metabolisati u
slobodne radikale Cija prekomerna produkcija prouzrokuje oksidativna osStecenja (Di Bello i
sar., 1998). Pro-oksidativni efekti morfina su dokazani kako pri visokim akutnim dozama,
tako i pri ponovljenim niskim dozama (Payabvash i sar., 2006).
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Hronichom davanjem niskih doza morfina (5 - 10 mg/kg) eksperimentalnim
Zivotinjama, registrovano je znacajno smanjenje aktivnosti jetrene GSH-Px i SOD. Ove
promene prouzrokovane posredovanjem opijatnih receptora se mogu pripisati pove¢anom
formiranju reaktivnih kiseonicnih vrsta (Fujii i Taniguchi, 1999). Za razliku od GSH-Px i SOD,
uocen je znacajan porast aktivnosti jetrene CAT. Ovaj fenomen je narocito znacajan u
sluaju ogranicene koliCine glutationa, kada katalaza preuzima glavnu ulogu u adaptaciji
Celija na oksidativni stres (Meilhac i sar., 2000).

Navedene promene u jetrenom antioksidantnom odbrambenom sistemu potvrduju
indukovanje ROS hroni¢nom upotrebom morfina, odnosno promene u aktivnosti GSH-P,
SOD i CAT objasnjavaju povecanje oksidativnog stresa prac¢eno hroni¢nom aktivacijom
opijatnih receptora.

Ovaj fenomen ukazuje da je potrebno povecati unos glutationa kao hvataca slobodnih
radikala, iako ¢e njegova potrosnja biti redukovana aktivnos¢u jetrene glutation-peroksidaze,
nakon hroni¢ne upotrebe morfina. Smanjenje koncentracije jetrenog GSH hronicnom
upotrebom morfina, a posredstvom opijatnih receptora, moZe se objasniti smanjenim
snabdevanjem cisteinom (neophodnim za sintezu GSH) i pove¢anom upotrebom GSH za
direktno hvatanje slobodnih radikala (Payabvash i sar., 2006).

Utvrdeno je da se davanjem visokih doza morfina (50 - 100 mg/kg) eksperimentalnim
Zivotinjama smanjuje koncentracija jetrenog glutationa. Pretpostavija se da je formiranje
glutationilmorfina u jetri delom odgovorno za ovaj fenomen (Correia i sar., 1984), medutim
dokazano je da samo neznatan procenat morfina stvara ovakvu vrstu jedinjenja (Kumagai i
sar., 1990). Nasuprot tome, uoCeno je da opijatni antagonist naltrekson antagonizuje
smanjenje koncentracije GSH indukovano morfinom (James i sar., 1982). Takode, utvrdeno
je da kortikosteroidi imaju znatnu ulogu u procesu smanjenja koncentracije GSH indukovane
morfinom (Roberts i sar., 1987).

Oksidativni stres prouzrokovan morfinom se ispoljava u povecanom oksidativnom
oste¢enju deoksiribonukleinske kiseline (DNK), proteina, lipida, opadanju aktivnosti
antioksidanasa SOD, CAT i GSH-Px, dok se oksidativno ostecenje biomolekula i hepatocita
moze spreciti konzumiranjem egzogenih antioksidanasa.

Tretiranjem eksperimentalnih  Zivotinja (miSeva) morfinom u kombinaciji sa
egzogenim antioksidansima glutationom i askorbinskom kiselinom, nije zapazena promena
aktivnosti enzima oksidativnog stresa (Zhang i sar., 2004).

Ispitivanjima je utvrdeno da kod heroin - zavisnih Zivotinja, produkcija ROS i
oksidativno osStecenje proteina i lipida raste, kao Sto ukupni antioksidativni kapacitet opada.
Zastita od oksidativnog oStecenja biomolekula i neprijatnih apstinencijalnih pojava prilikom
odvikavanja od heroina, moze se ostvariti konzumiranjem relativno niskih koncentracija
egzogenih antioksidanasa. Eksperimentima je dokazana korelacija izmedu apstinencijalnih
pojava i oksidativnog stresa, Sto moze imati znacajnu ulogu sa aspekta programa lecenja
osoba zavisnih od opijata (Pan i/ sar., 2005).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

U danasnje vreme, sve je vise smrtnih slucajeva prouzrokovanih konzumiranjem
opijata. Toksikoloska laboratorija na Institutu za sudsku medicinu u Novom Sadu ima
dugogodisnje iskustvo u analiziranju bioloskih uzoraka kao Sto su krv, urin, Zeludacni sadrzaj,
zu¢, jetra, u cilju identifikacije opijata kao uzro¢nika smrti. S obzirom na specifican
metabolizam opijatnih alkaloida, rezultati navedenih analiza ¢esto ne mogu u potpunosti da
se povezu sa uzrokom smrti. Zato se ukazala potreba za uvodenjem specificnih analiza
odredenih delova mozdanog tkiva, gde se moze naci najveca koncentracija opijata.

3.1. MATERIJAL I METODE

Humani bioloski uzorci su uzimani za analizu sa autopsije izvrSene na Institutu za
sudsku medicinu - Klinicki centar Novi Sad.

Eksperimentalne zivotinje su dobijene sa Departmana za biologiju, Prirodno-
matematickog fakulteta u Novom Sadu. Tretiranje eksperimentalnih Zivotinja opijatima i
njihova dekapitacija je izvedena na Zavodu za fiziologiju Medicinskog fakulteta u Novom
Sadu, gde se nalazi adekvatna prostorija za laboratorijske Zivotinje sa potrebnim konstantnim
uslovima za njihov boravak i uzgoj, kao i laboratorija sa neophodnom opremom.

Cuvanje uzoraka, priprema bioloskog materijala, ekstrakcija opijatnih alkaloida, kao i
kvalitativna i kvantitativna GC-MS analiza pripremljenog bioloskog materijala je izvedena u
toksikoloskoj laboratoriji Instituta za sudsku medicinu u Novom Sadu.

Analiza uzoraka jetre eksperimentalnih Zivotinja je izvedena u laboratoriji Zavoda za
farmaciju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu.

Hemikalije
- K;COs3 (CENTROHEM - Jugoslavija),

- NaHCO; (CENTROHEM - Jugoslavija),
- NaCl (CENTROHEM - Jugoslavija),
- anhidrovani Na,SO, (CENTROHEM - Jugoslavija),
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- anhidrovani K;HPO, (Fluka - Nemacka),

- CuSO4 x 5H,0 (CENTROHEM - Jugoslavija),

- KI (CENTROHEM - Jugoslavija),

- NH4OH (CENTROHEM - Jugoslavija),

- HsPO, (CENTROHEM - Jugoslavija),

- H,SO, (CENTROHEM - Jugoslavija),

- NaOH (CENTROHEM - Jugoslavija),

- H,0, (CENTROHEM - Jugoslavija),

- HCIO, (Sigma-Aldrich - Nemacka),

- Kvarcni pesak (CENTROHEM - Jugoslavija),

- Natrijum-acetat (Fluka - Nemacka),

- Kodein (1 mg/ml; Sigma-Aldrich - Nemacka),

- Morfin (1 mg/ml; Sigma-Aldrich - Nemacka),

- Acetilkodein (1 mg/ml; Sigma-Aldrich - Nemacka),

- 6-Acetilmorfin (1 mg/ml; Sigma-Aldrich - Nemacka),
- Heroin (0,1 mg/ml; Sigma-Aldrich - Nemacka),

- Meperidin (1 mg/ml; Sigma-Aldrich - Nemacka),

- Limunska kiselina (CENTROHEM - Jugoslavija),

- K, Na-tartarat (CENTROHEM - Jugoslavija),

- EDTA (etilendiamintetrasircetna kiselina) (CENTROHEM - Jugoslavija),
- Tiobarbiturna kiselina (Sigma-Aldrich - Nemacka),

- Trihlorsiréetna kiselina (Sigma-Aldrich - Nemacka),
- Glutation (Sigma-Aldrich - Nemacka),

- DTNB (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoeva kiselina) (Sigma-Aldrich - Nemacka),
- Gvajakol (Sigma-Aldrich - Nemacka),

- SirCetna kiselina (CENTROHEM - Jugoslavija),

- Metilenhlorid (HPLC - grade; Merck - Nemacka),

- Metanol (HPLC - grade; Merck - Nemacka),

- n-Heksan (HPLC - grade; Merck - Nemacka),

- Etil-acetat (HPLC - grade; Merck - Nemacka),

- izo-Propanol (HPLC - grade; Merck - Nemacka),

- a-Tokoferol (Sigma-Aldrich - Nemacka),

- TRIS-HCI (trishidroksimetilaminometan-HCl) (CENTROHEM - Jugoslavija),
- Kumol-hidroperoksid (Sigma-Aldrich - Nemacka),

- Sulfosalicilna kiselina (Sigma-Aldrich - Nemacka) i

- Ksantin (Sigma-Aldrich - Nemacka).
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SPE kolone
- Extrelut-NT20 (Merck - Nemacka) i
- AccuBOND EVIDEX" 400 mg/6 ml (Agilent Technologies - USA).

3.1.1. HUMANI BIOLOSKI UZORCI

Humani bioloski uzorci krvi, urina, zuéi i mozdanog tkiva su uzimani za analizu istog
dana ili dana nakon smrti osoba, sa autopsije izvrSene na Institutu za sudsku medicinu -
Klinicki centar Novi Sad, u toku 2005 - 2006 godine. Po uzimanju, uzorci su Cuvani na
temperaturi od —18 °C (u zamrzivacu) do analize.

Analizirani su bioloski uzorci 29 osoba (24 muskarca i 5 Zena) starosne dobi 18 - 35
godina, za koje se pretpostavljalo (od strane obducenta) da je uzrok smrti intoksikacija
drogama ili lekovima. Selekcioni kriterijum za analizu delova moZzdanog tkiva je bio
identifikacija:

e odredenih opijatnih alkaloida (morfina, kodeina, 6-acetilmorfina, acetilkodeina,
heroina, tj. 3,6-diacetilmorfina, mekonina, papaverina, noskapina),
e antidepresanata (diazepama, bromazepama, flurazepama),
¢ narkoanalgetika (tramadola, metadona) ili
e psihostimulansa kokaina u uzorcima krvi, urina ili Zudi.
Analizom je utvrdeno prisustvo:

e opijatnih alkaloida i benzodiazepinskih preparata u 17 slucajeva,

e opijatnih alkaloida, benzodiazepinskih preparata i tramadola ili metadona u 3
sluéaja,

e opijatnih alkaloida, benzodiazepinskih preparata i kokaina u 1 slucaju,
e benzodiazepinskih preparata i metadona u 1 slucaju,

e metadona u 1 slucaju,

e opijatnih alkaloida u 2 slucaja i

e benzodiazepinskih preparata u 4 slucaja.

Analizirani su i uzorci krvi, urina, Zu¢i i mozdanog tkiva 6 osoba (4 muskarca i 2 Zene)
starosne dobi 22 - 50 godina, koje su predstavljale kontrolnu grupu, Cija je smrt nastupila
usled mehanickih povreda, saobracajne nesreée ili bolesti, tako da u navedenim uzorcima
nije utvrdena intoksikacija drogama ili lekovima.

3.1.1.1. POSTUPAK CVRSTO-TECNE EKSTRAKCIJE (SPE-SOLID
PHASE EXTRACTION) HUMANIH BIOLOSKIH UZORAKA
ZA ISPITIVANJE OPIJATNIH ALKALOIDA

Uzorci krvi

Uzorak krvi (5 ml) kojem je dodat cvrst pufer K,CO3:NaHCOs=2:3 i cc NH4,OH do
pH 9, razblazen je destilovanom vodom do 20 ml i prenet na SPE kolonu Extrelut-NT20.
Nakon 20 minuta je wvrSeno eluiranje (2 x 20 ml) smeSom rastvaraca
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metilenhlorid:metanol=9:1. Eluat je uparen do suva na vazdusnom kupatilu (80 °C), potom
rastvoren u 0,2 ml metilenhlorida i 1 pl je injektiran za GC-MS analizu.

Uzorci urina i Zuci

Uzorci urina (20 ml) i zuci (5 ml) kojima je dodata 2M H,SO, do pH 2, su podvrgnuti
hidrolizi na 80 °C u toku 3 sata, a potom im je dodat ¢vrst pufer K,CO3:NaHCO;=2:3 i
cc NH40H do pH 9. Uzorci urina i Zuci (nakon razblazenja destilovanom vodom do 20 ml) su
preneti na SPE kolonu Extrelut-NT20 i po isteku 20 minuta je vrSeno eluiranje (2 x 20 ml)
smesom rastvaraca metilenhlorid:metanol=9:1. Eluat je uparen do suva na vazduSnom
kupatilu (80 °C), potom rastvoren u 0,2 ml metilenhlorida i 1 pl je injektiran za GC-MS
analizu.

Uzorci mozdanog tkiva

Uzorci mozdane kore, mozdanog stabla, amigdale i bazalnih jedara (oko 2 g) su
homogenizovani u avanu sa kvarcnim peskom (1 g) i natrijum-hloridom (1,5 g). Homogenatu
je potom dodata destilovana voda (15 ml; kojoj je prethodno podesen pH 2 sa 2M H,S0,) i
vrSena je ekstrakcija ~heksanom (5 ml) radi uklanjanja viSih masnih kiselina i holesterola, u
trajanju 2 minuta na aparatu Vortex T-Genie 2. Zatim je vrSeno centrifugiranje 10 minuta na
3000 o/min (Tehnica - Zelezniki), organski sloj je odbacen, a vodeni sloj je, nakon dodatka
¢vrstog pufera K,CO3:NaHCOs=2:3 i cc NH4OH do pH 9 i filtriranja kroz vatu, prenet na SPE
kolonu Extrelut-NT20. Po isteku 20 minuta, vrSeno je eluiranje (2 x 20 ml) smeSom
rastvarata metilenhlorid:metanol=9:1, eluat je uparen do suva na vazdusnom kupatilu
(80 °C), potom rastvoren u 0,2 ml metilenhloridnog rastvora internog standarda (IS)
narkoanalgetika meperidina, koncentracije 3,267 ug/ml i 1 pl je injektiran za GC-MS analizu.

3.1.2. BIOLOSKI UZORCI EKSPERIMENTALNIH
ZIVOTINJA (PACOVA)

U ogledima su koriS¢eni beli laboratorijski pacovi oba pola, soja Wistar, telesne mase
210 - 350 grama, starosti 6 meseci, odabrani metodom slucajnog izbora iz okota 2005
godine, na Departmanu za biologiju, Prirodno-matematickog fakulteta Novi Sad. Zivotinje
(muZzjaci i zenke) su sve do pocetka ogleda boravile u odvojenim kavezima u klimatizovanoj
prostoriji, temperature vazduha 20-25 °C i bile izloZene dvanaestoCasovnom ciklusu svetlosti
i mraka, a omogucen im je slobodan pristup hrani i vodi.

3.1.2.1. POSTUPAK PRIPREME HEROINA ZA TRETIRANJE
EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA

Za tretiranje eksperimentalnih Zivotinja je koriS¢en heroin, zaplenjen od strane organa
istrage na ilegalnom trzistu u Novom Sadu 2006 godine.

U cilju utvrdivanja kvalitativnog sastava, kao i koli¢ine najzastupljenijin opijatnih
alkaloida (3,6-diacetilmorfina i 6-acetilmorfina), odmereno je oko 10 mg heroina - zaplenjene
droge, tj. praskaste supstance svetlo-smede boje, dodat 1 ml destilovane vode (kojoj je
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prethodno podesen pH 9 sa cc NH4OH), 1 ml etil-acetata i vrSena je ekstrakcija u trajanju 2
minuta na aparatu Vortex T-Genie 2. Zatim je vrSeno centrifugiranje 5 minuta na
3000 o/min, odvojen je organski sloj kojem je dodat anhidrovani Na,SO, i 1 pl je injektiran
za GC-MS analizu.

Heroin (zaplenjena droga) je pripremljen za tretiranje eksperimentalnih Zivotinja,
imitirajuci Sto vernije nacin pripreme od strane intravenskih uZzivaoca heroina. Praskastoj
supstanci svetlo-smede boje (0,556 g) je dodata limunska kiselina (0,111 g), fizioloski
rastvor - 0,9 % NaCl (5 ml) i vrSeno je zagrevanje na reSou do kljucanja rastvora tamno-
mrke boje, koji je zatim profiltriran kroz vaticu u odmerni sud od 10 ml i dopunjen fizioloSkim
rastvorom do oznake. Koncentracija pripremljenog rastvora je iznosila 10 mg/ml (racunato
na sadrzaj 3,6-diacetilmorfina i 6-acetilmorfina u smesi).

3.1.2.2. TRETIRANJE EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA
HEROINOM

Zivotinje su prema eksperimentalnom tretmanu bile podeljene u dve osnovne grupe:
a) kontrolnu grupu (10 Zivotinja) - muZzjaci i zenke pacova koji su nakon merenja
primali fizioloski rastvor (oko 1 ml) i nakon 15 minuta su zrtvovani i

b) eksperimentainu grupu (40 zivotinja) - muzjaci i Zenke pacova koji su nakon merenja
primali 25 mg/kg telesne mase (oko 1ml) pripremljenog rastvora heroina -
zaplenjene droge, koncentracije 10 mg/ml, nakon c¢ega su Zrtvovani u razli¢itim
vremenskim periodima: 5, 15, 45 i 120 minuta. Za svaki vremenski period je
koriSéeno po 5 muzjaka i 5 zenki.

Opijati su davani Zivotinjama akutno, intraperitonealno, insulinskim Spricem
zapremine 1 ml.

Po isteku odredenog vremenskog perioda Zivotinje su zrtvovane dekapitacijom, pri
cemu su uzimani uzorci:

e krv (u epruvete sa antikoagulansom EDTA-K3 - etilendiamintetrasircetna kiselina
- komplekson 3),

e delovi mozdanog tkiva:
¢ mozdana kora,
¢ mozdano stablo,
¢ amigdala,
¢ bazalna jedrai
o jetra.

Po uzimanju, uzorci su €uvani na temperaturi od -18 °C (u zamrzivacu) do analize. U
toku eksperimenta je 67 % muZzjaka i 100 % zenki prezivelo dozu od 25 mg/kg heroina -
zaplenjene droge.
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3.1.2.3. POSTUPAK CVRSTO-TECNE (SPE) EKSTRAKCIJE
BIOLOSKIH UZORAKA EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA
ZA ISPITIVANJE OPIJATNIH ALKALOIDA

Uzorci krvi

Uzorak krvi (0,5 - 1 ml) kojem je dodat ¢vrst pufer K,;CO3:NaHCOs=2:3 i cc NH,OH do
pH 9, razblaZen je destilovanom vodom do 5 ml i prenet na SPE kolonu AccuBOND EVIDEX"
(400 mg/6 ml) pri protoku od 5 ml/min, koja je prethodno postavljena na Visiprep-DL SPE
vakuum manifold (Supelco) i kondicionirana sa 5 ml metanola i 8 ml fosfatnog pufera pH 6
(0,1 M K;HPO4: 1,74 g anhidrovanog K,HPO, je rastvoreno u 100 ml destilovane vode i
podesen pH 6 sa cc HsPO,). Nakon nanoSenja uzorka vrSeno je ispiranje kolone sa 3 ml
destilovane vode i 3 ml acetatnog pufera pH 4,5 (0,1 M CH3;COONa: 0,82 g CH;COONa je
rastvoreno u 100 ml destilovane vode i podesen pH 4,5 sa glacijalnom CHsCOOH). Zatim je
kolona susena, centrifugiranjem 10 minuta na 3000 o/min i potom je vrSeno eluiranje sa
6 ml smeSe rastvaraCa metilenhlorid:izo-propanol:amonijum-hidroksid=78:20:2. Eluat je
uparen do suva na vazdusnom kupatilu (80 °C), potom rastvoren u 0,2 ml metilenhloridnog
rastvora internog standarda meperidina koncentracije 3,267 ug/ml i 1 pl je injektiran za
GC-MS analizu.

Uzorci mozdanog tkiva

Uzorci mozdane kore, moZzdanog stabla, amigdale i bazalnih jedara (0,1 - 0,25 g) su
homogenizovani u avanu sa kvarcnim peskom (0,5 g) i natrijum-hloridom (0,5 Q).
Homogenatu je potom dodata destilovana voda (5 ml; kojoj je podeSen pH 2 sa 2M H,S0,) i
vrSena je ekstrakcija ~heksanom (3 ml) radi uklanjanja viSih masnih kiselina i holesterola, u
trajanju 2 minuta na aparatu Vortex T-Genie 2. Zatim je vrSeno centrifugiranje 10 minuta na
3000 o/min, organski sloj je odbacen, a vodeni sloj je, nakon dodatka cvrstog pufera
K;CO5:NaHCO3=2:3 i cc NH4,OH do pH 9 i filtriranja kroz vatu, prenet na SPE kolonu
AccuBOND EVIDEX" (400 mg/6 ml), pri protoku od 5 ml/min. SPE kolona je prethodno
postavljena na Visiprep-DL SPE vakuum manifold i kondicionirana sa 5 ml metanola i 8 ml
fosfatnog pufera pH 6. Nakon nanoSenja uzorka vrSeno je ispiranje kolone sa 3 ml
destilovane vode i 3 ml acetatnog pufera pH 4,5. Zatim je kolona susena, centrifugiranjem
10 minuta na 3000 o/min i potom je vrSeno eluiranje sa 6 ml smeSe rastvaraca
metilenhlorid:izo-propanol:amonijum-hidroksid=78:20:2. Eluat je uparen do suva na
vazdusnom kupatilu (80 °C), potom rastvoren u 0,2 ml metilenhloridnog rastvora internog
standarda meperidina koncentracije 3,267 ug/ml i 1 pl je injektiran za GC-MS analizu.

3.1.3. KVALI TATIVNA I KVANTITATIVNA GC-MS ANALIZA
BIOLOSKIH UZORAKA

Gasno hromatografska analiza sa spektrometrijskom detekcijom masa (GC-MS) je
uradena na gasnom hromatografu 6890 N (GC) opremljenim masenim detektorom 5973
(MS) i automatskim injektorom 7683 Agilent Technologies, u EI (Electron Impact) modu na
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70 eV i kapilarnoj koloni DB-5MS (30 m x 0,25 mm, debljine filma 0,25 um; Agilent
Technologies).

Temperatura injektora je iznosila 250 °C, a temperatura detektora (interface) 280 °C.
Hromatografsko razdvajanje jedinjenja je vrSeno injektiranjem 1 pl metilenhloridnog
ekstrakta u splitless modu (1 min) pri konstantnom protoku helijuma kao gasa nosaca, od
1 ml/min. Temperaturni programi za kvalitativhu (SCAN) i kvantitativhu (SIM - Selected Ion
Monitoring) GC-MS analizu bioloskih uzoraka su dati u tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Temperaturni programi za SCAN i SIM GC-MS analizu bioloskih uzoraka

SCAN GC-MS analiza humanih SCAN i SIM GC-MS analiza bioloskih

bioloskih uzoraka uzoraka eksperimentalnih Zivotinja i SIM
GC-MS analiza humanih bioloskih uzoraka

50 °C 0 min 50 °C 0 min

22 °C/min =130 °C 1 min 40 °C/min — 200 °C 0 min

12 °C/min — 280 °C 12,86 min 20 °C/min — 280 °C 12,25 min

Kvalitativha GC-MS analiza bioloskih uzoraka

Kvalitativna GC-MS analiza bioloskih uzoraka je vrSena skeniranjem masa u Sirokom
opsegu (50-550 m/z), a dobijeni maseni spektri jedinjenja su uporedivani sa masenim
spektrima komercijalne biblioteke Wiley. Identifikovana jedinjenja su uzimana u obzir ukoliko
je, prilikom poredenja njihovih masenih spektara sa masenim spektrima komercijalne
biblioteke, verovatnoca slaganja bila veca od 80 %.

Kvantitativha GC-MS analiza bioloskih uzoraka

U bioloskim uzorcima je odredivan sadrzaj opijatnih alkaloida: kodeina, morfina,
acetilkodeina, 6-acetilmorfina i heroina, tj. 3,6-diacetiimorfina. Kao interni standard je
koriS¢en narkoanalgetik meperidin.

Karakteristicni joni koji su praceni specificnom SIM analizom su:

e m/z 299, 229 162 za kodein,

e m/z 285, 162 i 215 za morfin,

e m/z 341, 282 i 229 za acetilkodein,

e m/z 327, 268 i 215 za 6-acetilmorfin,

e m/z 369, 327, i 268 za heroin i

e m/z 247, 172 i 218 za interni standard meperidin.

Kvantifikacija je vrSena na osnovu karakteristicnih m/z jona za svaki pojedinacni
opijatni alkaloid. Kalibraciona kriva je dobijena snimanjem serije kalibracionih rastvora smese
ispitivanih opijatnih alkaloida (u koje je dodat interni standarad koncentracije 3,267 ug/ml) u
opsegu koncentracija 0,03 - 3,0 pg/ml. Odnos povrsina pikova ispitivanih opijatnih alkaloida i
internog standarda je prikazan kao funkcija koncentracije supstance, primenom metode
linearne regresije, a koeficijent korelacije je iznosio r>=0,997 - 1,000.
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Kalibracioni rastvori smeSe opijatnih alkaloida (u metilenhloridu) su pripremljeni
razblaZivanjem originalnih standardnih rastvora (u metanolu): kodeina (1 mg/ml), morfina
(1 mg/ml), acetilkodeina (1 mg/ml), 6-acetilmorfina (1 mg/ml), heroina (0,1 mg/ml) i
meperidina (1 mg/ml).

Granica detekcije (LOD - Limit of Detection) je definisana kao koli¢ina jedinjenja
koja se moze detektovati pri odnosu signal/Sum=3 i za svaki opijatni alkaloid je iznosila oko
0,01 pg/ml.

Granica kvantitacije (LOQ - Limit of Quantitation) je definisana kao minimalna
koli¢ina jedinjenja koja se moze sa sigurnos¢u i preciznos¢u kvantifikovati i za svaki opijatni
alkaloid je iznosila oko 0,03 pg/ml.

Stvarni prinos (recovery) je odreden dodavanjem poznate koli¢ine (spike) opijatnih
alkaloida kontrolnim bioloskim uzorcima, koji su zatim obradeni na SPE kolonama i nakon
GC-MS analize je vrseno poredenje povrsina pikova opijatnih alkaloida sa povrSinama pikova
iste koliCine opijatnih alkaloida direktno injektirane u GC-MS. Za humane bioloske uzorke,
obradene na SPE kolonama Extrelut-NT 20, recovery je iznosio 70 - 80 %, a za bioloSke
uzorke eksperimentalnih Zivotinja, obradene na SPE kolonama AccuBOND EVIDEX"
400 mg/6 ml, recovery je iznosio 80 - 90 %.

3.1.4. ISPITIVANJE AKTIVNOSTI ENZIMA OKSIDATIVNOG
STRESA I KOLICINE PROTEINA U JETRI
EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA

Aktivnost enzima oksidativhog stresa (katalaze, glutation-peroksidaze, peroksidaze,
ksantin-oksidaze), intenzitet lipidne peroksidacije, sadrzaj glutationa i ukupnih proteina je
odredivan u jetri eksperimentalnih zZivotinja.

Nakon merenja i odredivanja relativne mase (masa jetre/masa Zivotinje), jetra je
homogenizovana elektricnim homogenizatorom (Brown) sa puferom TRIS-HCI pH 7,4, u
odnosu 1:4, u staklenoj posudi za homogenizaciju sa teflonskim klipom. U toku
homogenizacije posuda je hladena na +4 °C. Homogenat je potom profiltriran kroz gazu i
koriS¢en je za navedene pojedinacne biohemijske analize.

Sva biohemijska merenja su izvedena na dvozracnom UV/VIS spektrofotometru 8453
Agilent Technologies, opsega talasnih duZina A=190-1100 nm, u kvarcnim pravougaonim
kivetama, duzine optickog puta 10 mm.

3.1.4.1. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH PROTEINA

Odredivanje sadrzaja ukupnih proteina je vrSeno biuretskom metodom (Walfson,
1948), koja se zasniva na reakciji jona bakra i peptidne veze u alkalnoj sredini, pri ¢emu se
formira kompleks ljubicaste boje, a spektrofotometrijska odredivanja su vrSena u vidljivoj
oblasti spektra na Apa=550 nm.
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Reagensi

e Biuret reagens (100 ml 2M NaOH, 4,5 g K, Na-tartarata, 0,5 g kristalnog CuSQO4
x 5H,0 i 0,5 g KI). Biuret reagens je razblazen destilovanom vodom u odnosu
1:1 da bi se dobio radni rastvor.

Postupak
U 0,05 ml homogenata jetre je dodato 2 ml biuret radnog rastvora i nakon 30 minuta
je merena apsorbancija (A) na A=550 nm.

A/ 0,0040 = mg proteina/ml homogenata
mg proteina/ml homogenata x 5 = mg proteina/g jetre

- (0,0040 je matematicki dobijen koeficijent pravca kalibracione krive, dobijene
merenjem apsorbancije standardnih rastvora albumina, koncentracije
25 - 200 mg/ml).

3.1.4.2. ODREDIVANJE INTENZITETA LIPIDNE PEROKSIDACUE (LP)

Test sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA - test) je jedna od najceS¢e primenijivanih
metoda za odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije (Buege i Aust, 19785). Metoda se
zasniva na formiranju obojenog kompleksa tiobarbiturne kiseline sa malondialdehidom koji
nastaje kao proizvod lipidne peroksidacije. Spektrofotometrijska odredivanja su vrSena u
vidljivoj oblasti spektra na Amax=535 nm.

Reagensi

e reagens za LP (3,75 g tiobarbiturne kiseline, 15 g trihlorsiréetne kiseline,
20,72 ml perhlorne kiseline i 1-2 kapi a-tokoferola u 1l rastvora).

Postupak

U 0,05 ml homogenata jetre je dodato 2,5 ml rastvora za LP, zatim je vrSeno
zagrevanje 15 minuta na klju¢alom vodenom kupatilu i nakon toga centrifugiranje 10 minuta
na 3000 o/min. Apsorbancija je merena na A=535 nm.

A x 9,68 x 10° mol ; konacni rezultati se izraZavaju u nmol/mg proteina

- (9,68 x 10 mol je faktor dobijen matemati¢kim putem iz koli¢ine sastojaka u
reakciji i apsorpcionog molarnog koeficijenta kompleksa malondialdehida i
tiobarbiturne kiseline, €=15,6 x 10* dm*/molcm).

3.1.4.3. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI KATALAZE (CAT)

Aktivnost CAT je odredena primenom vodonik-peroksida kao supstrata (Beers i Sizer,
1950), a apsorbancija uzoraka je merena u UV oblasti spektra na Anax=240 nm.

Reagensi
e 50 mM fosfatni pufer pH 7,

e 30 % vodonik-peroksid i
e radni rastvor: 0,075 ml 30 % H,0, u 50 ml fosfatnog pufera pH 7.
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Postupak

U 0,05 ml homogenata jetre je dodato 3 ml radnog rastvora (smeSe fosfatnog pufera
pH 7 i vodonik-peroksida) i nakon 2-3 minuta je reakcija prekinuta, zagrevanjem na
klju¢alom vodenom kupatilu. Zatim je vrSeno centrifugiranje 10 minuta na 3000 o/min, a
apsorbancija je merena na A=240 nm.

A x 1,75 x 10° mol ; kona¢ni rezultati se izrazavaju u nmol/mg proteina x min

- (1,75 x 10°° mol je faktor dobijen matematickim putem iz koli¢ine sastojaka u
reakciji i apsorpcionog molarnog koeficijenta adicionog kompleksa,
€=4,36 x 10" dm>*/molcm).

3.1.4.4. QODREPIVANJE AKTIVNOSTI GLUTATION~-
PEROKSIDAZE (GSH-Px)

Aktivhost GSH-Px je odredena uz kumol-hidroperoksid kao supstrat (Chin i sar.,
1976), a apsorbancija uzoraka je merena u vidljivoj oblasti spektra na Apax=412 nm.

Reagensi

e 50 mM pufer TRIS-HCI pH 7,6 (puferi: 3,028 g 50 mM pufer TRIS-HCI pH 7,6 i
0,186 g EDTA u 50 ml destilovane vode),

e 0,4 M pufer TRIS-HCI pH 8,9 (pufer2: 24,23 g 0,4 M pufer TRIS-HCI pH 8,9 u
500 ml destilovane vode),

e glutation (6 mg u 10 ml pufera 1),

e kumol-hidroperoksid (0,05 ml u 10 ml metanola),

e DTNB (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoeva kiselina; 19,8 mg u 5 ml pufera 2) i
e 4 % sulfosalicilna kiselina.

Postupak

U 0,05 ml homogenata jetre je dodato 0,75 ml pufera 1, vrSeno termostatiranje 10
minuta na 37 °C, potom dodato 0,1 ml glutationa, 0,1 ml kumol-hidroperoksida i vrSeno
termostatiranje 5 minuta na 37 ©C. Zatim je uzorku dodat 1ml 4 % sulfosalicilne kiseline i
vrSeno centrifugiranje 10 minuta na 3000 o/min, a potom je u 1 ml supernatanta dodato
2 ml pufera 2, 0,05 ml rastvora DTNB i merena je apsorbancija na A=412 nm.

A x 4,55 x 10° mol ; kona¢ni rezultati se izraZavaju u nmol/mg proteina x min

- (4,55 x 10 mol je faktor dobijen matemati¢kim putem iz koli¢ine sastojaka u
reakciji i apsorpcionog molarnog koeficijenta za GSH i DTNB,
€=1,36 x 10* dm*/molcm).

3.1.4.5. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI PEROKSIDAZE (PX)

Aktivnost Px je odredena uz vodonik-peroksid kao supstrat, na osnovu transformacije
gvajakola u tetragvajakol u toku jednog minuta (Simon i sar., 1974). Spektrofotometrijska
odredivanja su vrsena u vidljivoj oblasti spektra na Amax=436 nm.
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Reagensi
e 0,1 M fosfatni pufer pH 7,

e gvajakol (250 mg u 100 ml destilovane vode) i
e 30 % vodonik-peroksid (0,140 ml u 100 ml destilovane vode).

Postupak

U 0,05 ml homogenata jetre je dodato 3 ml fosfatnog pufera pH 7, 0,05 ml rastvora
gvajakola, 0,05 ml vodonik-peroksida i vrseno je centrifugiranje 10 minuta na 3000 o/min.
Apsorbancija je merena na A=436 nm.

A x 3,38 x 10° mol ; konacni rezultati se izrazavaju u nmol/mg proteina x min

- (3,38 x 10 mol je faktor dobijen matemati¢kim putem iz koli¢ine sastojaka u
reakciji i apsorpcionog molarnog koeficijenta adicionog kompleksa,
€=2,30 x 10* dm*/molcm).

3.1.4.6. ODREDPIVANJE AKTIVNOSTI KSANTIN-OKSIDAZE
(XOD)

Aktivnost XOD je odredena uz ksantin kao supstrat, na osnovu njegovog prelaska u
mokrac¢nu kiselinu (Begmayer, 1970), a spektrofotometrijska odredivanja su vrSena u UV
oblasti spektra na Apax=293 nm.

Reagensi
e reagens za XOD (0,1 M fosfatni pufer pH 7,5, 1 mM ksantin i 1 mM EDTA).

Postupak

U 0,05 ml homogenata jetre je dodato 3 ml reagensa za XOD, zatim je nakon 10
minuta reakcija zaustavljena stavljanjem u kljucalo vodeno kupatilo i vrSeno je
centrifugiranje 10 minuta na 3000 o/min. Apsorbancija je merena na A=293 nm.

A x 6,29 x 10 mol ; kona¢ni rezultati se izrazavaju u nmol/mg proteina x min

- (6,29 x 10 mol je faktor dobijen matemati¢kim putem iz koli¢ine sastojaka u
reakciji i apsorpcionog molarnog koeficijenta adicionog kompleksa,
€=1,20 x 10* dm*/molcm).

3.1.4.7. ODREDPIVANJE SADRZAJA REDUKOVANOG
GLUTATIONA (GSH)

Sadrzaj GSH je odreden na osnovu koli¢ine tiola, tj. neproteinskih sulfhidrilnih
ostataka, pomocu Ellman-ovog reagensa (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoeva kiselina - DTNB u
fosfathom puferu) (Kapetanovi¢ i Mieyal, 1979). Obojeni adicioni proizvod nastaje
oksidacijom glutationa u prisustvu DTNB. Apsorbancija uzoraka je merena u vidljivoj oblasti
spektra na Anax=412 nm.
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Reagensi
e 4 Y% sulfosalicilna kiselina i

e Ellman-ov reagens (0,2 mM DTNB u 0,1 M fosfatnog pufera pH 8).

Postupak

U 1 ml homogenata jetre je dodato 2 ml 4 % sulfosalicilne kiseline i vrSeno je
centrifugiranje 10 minuta na 3000 o/min. Zatim je u 0,2 ml supernatanta dodato 2 ml
Ellman-ovog reagensa i merena je apsorbancija na A=412 nm.

A x 2,48 x 10° mol ; konacni rezultati se izraZavaju u nmol/mg proteina

- (2,48 x 10 mol je faktor dobijen matemati¢kim putem iz koli¢ine sastojaka u
reakciji i apsorpcionog molarnog koeficijenta za DTNB,
€=1,36 x 10* dm*/molcm).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Cilj ove doktorske disertacije, kao Sto je u uvodnom delu rada pomenuto, je bio
ispitivanje distribucije opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva (mozdanoj kori,
mozdanom stablu, amigdali i bazalnim jedrima) gde je utvrdena najveCa gustina p-opijatnih

receptora,

kako bi se izvrSila selekcija delova sa najveéim sadrzajem opijata, a cijom

analizom bi se doprinelo razreSenju uzroka nagle smrti prouzrokovane konzumiranjem

heroina.

Shodno navedenom, najpre su:

razradeni postupdi izolacije i pripreme opijatnih alkaloida iz humanih bioloskih uzoraka,
razvijene metode za kvalitativnu i kvantitativny GC-MS analizu uzoraka i

razradeni postupci pripreme i aplikacije heroina eksperimentalnim Zivotinjama, pri cemu
je isplaniran detaljan tok istraZivanja.

Ispitivanja su vrsena na humanim bioloskim uzorcima gde ne postoji mogucnost za
precizno utvrdivanje kolicine opijata ili medikamenata koje su osobe konzumirale
neposredno pre smrtnog ishoda i na bioloskim uzorcima eksperimentalnih Zivotinja gde
su omoguceni kontrolisani uslovi, s obzirom da su sve Zivotinje primale istu dozu heroina,
nakon Cega su Zrtvovane u odredenim vremenskim periodima. Da bi se omogucilo
adekvatno poredenje rezultata analize humanih i moZdanih tkiva eksperimentalnih
Zivotinja, za tretiranje Zivotinja je koriscen heroin - zaplenjena droga, sto predstavija
inovaciju u odnosu na ranija IstraZivanja u kojima su Zivotinje tretirane Ccistim
supstancama heroinom ili morfinom (literaturni pregled).

SadrZaj opijatnih alkaloida je, osim u uzorcima moZdanog tkiva, odredivan i u uzorcima
krvi eksperimentalnih Zivotinja kako bi se pratio metabolizam i distribucija opijata iz krvi u
moZdano tkivo.

U diliu ispitivanja uticaja opijata na aktivnost enzima oksidativnog stresa, sadrZaja
glutationa i ukupnih proteina, analizirani su uzorci jetre eksperimentalnih Zivotinja.

Kako bi se utvrdile eventualne razlike u osetljivosti suprotnih polova na opijate, sva
ispitivanja su uporedo vrSena na humanim bioloskim uzorcima i bioloskim uzorcima
eksperimentalnih Zivotinja suprotnih polova.
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4.1. POSTUPAK PRIPREME BIOLOSKIH UZORAKA
ZA ANALIZU

Postupak pripreme bioloskih uzoraka za identifikaciju i odredivanje sadrZaja opijatnih
alkaloida je modifikovan u odnosu na ranije objavljene metode u kojima je vrSena
derivatizacija ekstrakta neposredno pre GC-MS analize (Goldstein i sar., 1985; Donnerer i
sar., 1987; Kodaira i sar., 1989; Horak i sar., 1993; Guarna i sar., 1998; Allen i sar., 1999,
Poeaknapo i sar.,, 2004). Derivatizacijom se, u cilju lakSe identifikacije i kvantifikacije,
najéesée primenom reagenasa N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida - BSTFA ili N-metil-
bis(trifluoroacetamida) - MBTFA, polarni opijatni alkaloidi, kao Sto su morfin i 6-acetilmorfin
prevode u nepolarne trimetilsilil (TMS) derivate.

U okviru ovog eksperimentalnog rada derivatizacija nije vrSena, ¢ime je vreme
pripreme uzoraka znatno skraceno i izbegnuta je kontaminacija dela GC-MS sistema za unos
uzoraka (inlet), veoma agresivhim reagensima za derivatizaciju. Adekvatna identifikacija i
kvantifikacija polarnih opijatnih alkaloida je omogucéena povecanjem vrednosti parametra
EMV (electron multiplier voltage) masenog detektora za 500 i 200 jedinica u vremenskim
periodima u okviru kojih se detektuju morfin, odnosno 6-acetilmorfin u toku hromatografske
analize.

4.2. KVALITATIVNA GC/MS ANALIZA HUMANIH
BIOLOSKIH UZORAKA

Kvalitativnom GC-MS analizom humanih bioloskih uzoraka krvi, urina, Zuci i delova
mozdanog tkiva 29 osoba (24 muskarca i 5 Zena), starosne dobi 18 - 35 godina, utvrdeno je
prisustvo:

e opijatnih alkaloida i benzodiazepinskih preparata u 17 slucajeva;

e opijatnih alkaloida, benzodiazepinskih preparata i tramadola u 2 slucaja;
e opijatnih alkaloida, benzodiazepinskih preparata i metadona u 1 slucaju;
e opijatnih alkaloida, benzodiazepinskih preparata i kokaina u 1 slucaju;

e benzodiazepinskih preparata i metadona u 1 slucaju;

e benzodiazepinskih preparata u 4 slucaja;

e metadona u 1 slucaju i

e opijatnih alkaloida u 2 slucaja.

Identifikacija navedenih jedinjenja u bioloSkim uzorcima je predstavljala selekcioni
kriterijum za kvantitativhu analizu delova mozdanog tkiva 29 osoba.

Analizom kontrolnih bioloskih uzoraka 6 osoba (4 muskarca i 2 Zene) starosne dobi
22 - 50 godina, nije utvrdena intoksikacija drogama ili lekovima.
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Kao primer kvalitativne analize humanih bioloskih uzoraka, u kojima je utvrdeno
prisustvo opijatnih alkaloida i benzodiazepinskih preparata, na slikama od 4.1. do 4.7. su
prikazani hromatogrami GC-MS SCAN analize uzoraka krvi, urina, zuci i delova mozdanog
tkiva (mozdane kore, mozdanog stabla, amigdale i bazalnih jedara) muske osobe, starosnog
doba 21 godine. Na osnovu izvrSene autopsije (spoljasnjeg i unutrasnjeg pregleda) dan
nakon smrti, odnosno pronalazenja osobe, mikroskopske analize uzetih iseCaka tkiva i
rezultata hemijsko-toksikoloSke analize, utvrdeno je da postoji pretpostavka za nasilnu smrt
usled prekomerno uzete droge - heroina i benzodiazepinskog preparata diazepama.
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Slika 4.1. Hromatogram GC-MS SCAN analize uzorka krvi
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Slika 4.2. Hromatogram GC-MS SCAN analize uzorka urina
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Na prikazanim hromatogramima GC-MS SCAN analize bioloskih uzoraka su oznacena
identifikovana jedinjenja u:

Ako

krvi - benzodiazepinski preparat, tj. anksiolitik diazepam (bensedin, apaurin),

njegov metabolit nordazepam i opijatni alkaloid kodein (slika 4.1.),

urinu - anksiolitik diazepam, njegov metabolit temazepam (metil-oksazepam) i
opijatni alkaloidi mekonin, kodein, acetilkodeini 6-acetiimorfin (slika 4.2.),

2uci - anksiolitik diazepam i njegov metabolit nordazepam (slika 4.3.) i

moZzdanoj kori, stablu, amigdali i bazalnim jedrima - anksiolitik diazepam, njegov

metabolit nordazepam i opijatni alkaloidi kodein, morfin, acetilkodein,
6-acetilmorfin i heroin (slike 4.4. - 4.7.).

se posmatra distribucija identifikovanih jedinjenja u analiziranim bioloskim
uzorcima, moze se uociti da su opijatni alkaloidi prisutni u svim delovima mozdanog tkiva, za
razliku od uzoraka krvi, urina i zuci. Takode, moze se uociti da su morfin i heroin
identifikovani samo u uzorcima mozdanog tkiva. Prisustvo diazepama i njegovog metabolita
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u delovima mozdanog tkiva sa najveCom gustinom opijatnih receptora, ukazuje na
sinergisticko dejstvo ovog medikamenta i opijatnih alkaloida koje prouzrokuje akutnu
depresiju vitalnih funkcija i brz smrtni ishod.

Kvalitativnom GC-MS analizom bioloskih uzoraka 29 osoba, u 4 slucaja je u uzorcima
krvi, urina i zuci utvrdeno prisustvo diazepama, u 1 slucaju diazepama i metadona i u 1
sluaju metadona, pri ¢emu nisu identifikovani opijatni alkaloidi. Analizom delova mozdanog
tkiva istih 6 osoba, pored navedenih medikamenata, identifikovani su i opijatni alkaloidi, Sto
ukazuje na njihov brz metabolizam i distribuciju u organizmu, a duzi boravak u mozdanom
tkivu.

Rezultati kvalitativne hemijsko-toksikoloske analize biloskih uzoraka 29 osoba ukazuju
na neophodnost analize mozdanog tkiva, pored uobicajenih analiza uzoraka krvi, urina i Zuci
u smrtnim slucajevima kada postoji sumnja na intoksikaciju opijatima.
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4.3. KVANTITATIVNA GC/MS ANALIZA HUMANIH
BIOLOSKIH UZORAKA MOZDANOG TKIVA

U cilju ispitivanja distribucije opijatnih alkaloida u mozdanom tkivu, odredivan je
sadrzaj kodeina, morfina, acetilkodeina, 6-acetilmorfina i heroina u uzorcima mozdane kore,
mozdanog stabla, amigdale i bazalnih jedara, 29 osoba (24 muskarca i 5 zena), starosne
dobi 18 - 35 godina.

S obzirom da kvalitativnom GC-MS analizom bioloskih uzoraka (krvi, urina, zudi i
delova mozdanog tkiva) 6 osoba (4 muskarca i 2 zene) starosne dobi 22 - 50 godina, nije
utvrdeno prisustvo droga i lekova, navedeni uzorci delova mozdanog tkiva su predstavljali
kontrolnu grupu.

Kao primer kvantitativne analize humanih delova mozdanog tkiva, prikazan je
hromatogram GC-MS SIM analize mozdane kore muske osobe, starosnog doba 21 godine, u
kojoj su kvantifikovani kodein (67,0 ng/g), morfin (282,7 ng/g), acetilkodein (5,24 ng/qg),
6-acetilmorfin (151,5 ng/g) i heroin (1,92 ng/g) (slika 4.8.).
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Slika 4.8. Hromatogram GC-MS SIM analize uzorka mozdane kore
(IS - interni standard meperidin)

Od ukupno 29 analiziranih uzoraka mozdanog tkiva, morfin je identifikovan u 28
uzoraka, 6-acetilmorfin u 26 uzoraka, heroin u 24 uzoraka, kodein u 20 uzoraka i acetilkodein
u 7 uzoraka. Iz navedenih podataka se moze zakljuiti da su osobe konzumirale drogu -
heroin sa najve¢im sadrzajem opijatnih alkaloida 6-acetilmorfina i 3,6-diacetilmorfina, tj.
heroina, koji podlezu biotransformaciji u morfin, dok je acetilkodein prisutan u manjoj kolicini
i podleze biotransformaciji u kodein.

Ukupan sadrzaj opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva 29 osoba, se kretao od
6,4 do 883,6 ng/g (3,3 % - 60,5 %).
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Sadrzaj pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina, morfina, acetilkodeina,
6-acetilmorfina i heroina u delovima moZdanog tkiva analiziranih uzoraka je redom
iznosio: 0 - 342,9 ng/g (0 - 43,4 %); 0 - 358,6 ng/g (0 - 68,2 %); 0 - 51,4 ng/g
(0 - 57,1 %); 0 - 149,5 ng/g (0 - 100 %) i 0 - 189,3 ng/g (0 - 100 %).

Podaci dobijeni analizom mozdanih tkiva 24 muske i 5 Zenskih osoba su prikazani kao
procentualni sadrzaj u pojedinim delovima mozdanog tkiva, radi lakSeg tumacenja i

medusobnog poredenja, s obzirom da je bilo nemoguée precizno odrediti vreme smrti i
koli¢inu opijata ili medikamenata koje su osobe konzumirale neposredno pre smrtnog ishoda.

4.3.1. ODREPIVANJE UK UPNOG SADRZAJA OPIJATNIH
ALKALOIDA KOD MUSKIH OSOBA

Na slici 4.9. A. je sumarno prikazan procentualni sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida u
mozdanoj kori, mozdanom stablu, amigdali i bazalnim jedrima 24 muske osobe. Na osnovu
dobijenih rezultata, procentualni sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida u delovima mozdanog
tkiva muskih osoba iznosi:

e 15,0 - 51,8 % u mozdanoj kori (uzorci 13i 4),

e 3,3-37,3 % u mozdanom stablu (uzorci 4 i 16),

e 11,1-37,9 % u amigdali (uzorci 13i 2) i

e 13,4-60,5 % u bazalnim jedrima (uzorci 17 i 13).

U cilju ispitivanja distribucije opijatnih alkaloida u mozdanom tkivu, odnosno selekcije
delova sa najveéim sadrZzajem opijata, za svaki uzorak je izdvojen deo moZdanog tkiva sa
najvecom procentualnom zastupljenoS¢u opijata. Od ukupno 24 analizirana uzorka najveci
sadrzaj ukupnih opijata je odreden u:

e mozdanoj kori - 9 uzoraka (3, 4, 7, 12, 17, 18, 20, 22 i 24),
e bazalnim jedrima - 7 uzoraka (1, 5, 6, 8, 13, 14 i 23),

e amigdali - 5 uzoraka (2, 9, 15, 19i 21) i

e mozdanom stablu - 3 uzorka (10, 11 i 16).

Navedeni rezultati ukazuju na distribuciju ukupnih opijata, odnosno delove mozdanog
tkiva gde se moZe ocCekivati najveci procenat njihove zastupljenosti, Sto je prikazano na slici
4.9. B. Najveta procentualna zastupljenost ukupnih opijatnih alkaloida se moze uoditi u
mozdanoj kori (37 %) i bazalnim jedrima (29 %), a najmanja u mozdanom stablu (13 %),
dok je u amigdali njihova zastupljenost 21 % kod muskih osoba.
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Slika 4.9. (A) Procentualni sadrzaj opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva muskih osoba
(B) Distribucija opijata u mozdanom tkivu muskih osoba

4.3.2. ODREDIVANJE SADRZAJA POJEDINACNIH
OPIJATNIH ALKALOIDA KOD MUSKIH OSOBA

Od ukupno 24 analiziranih uzoraka mozdanog tkiva muskih osoba, morfin je
identifikovan u 23 uzorka, 6-acetilmorfin u 21 uzorku, heroin u 20 uzoraka, kodein u 16
uzoraka i acetilkodein u 5 uzoraka, Sto ukazuje da su osobe konzumirale drogu - heroin sa
najveéim sadrzajem 6-acetilmorfina i 3,6-diacetilmorfina u smeSi, koji podlezu
biotransformaciji u morfin, dok je acetilkodein prisutan u manjoj koliini i podleze
biotransformaciji u kodein.

Sadrzaj pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina, morfina, acetilkodeina,
6-acetilmorfina i heroina u delovima mozdanog tkiva analiziranih uzoraka muskih osoba
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je redom iznosio: 0 - 218,2 ng/g; 0 - 358,6 ng/g; 0 - 51,4 ng/g; 0 - 149,5 ng/g i
0 - 189,3 ng/g.

Procentualni sadrzaj kodeina, morfina, acetilkodeina, 6-acetilmorfina i heroina u
mozdanoj kori, mozdanom stablu, amigdali i bazalnim jedrima muskih osoba je prikazan na
slikama od 4.10. A do 4.14. A., a distribucija navedenih opijatnih alkaloida u pojedinim

delovima mozdanog tkiva, gde se moze ocCekivati najveci procenat njihove zastupljenosti je
prikazana na slikama od 4.10. B do 4.14. B.

Kodein
Iz prikazanih rezultata se moze uociti da procentualni sadrzaj kodeina u delovima
mozdanog tkiva muskih osoba iznosi (slika 4.10. A):
e 0-43,4 % u mozdanoj kori (uzorci 20 i 7),
e 2,6 -43,2 % u mozdanom stablu (uzorci 4 i 20),
e 0-37,4 % uamigdali (uzorci 20 2) i
e 19,4 -56,8 % u bazalnim jedrima (uzorci 21 i 20).
Od ukupno 24, kodein je identifikovan u 16 uzoraka, za koje su pojedinacno izdvojeni
delovi mozdanog tkiva sa najvecom procentualnom zastupljenos¢u kodeina:
e bazalna jedra - 7 uzoraka (5, 6, 8, 14, 19, 20 24),
e amigdala - 6 uzoraka (1, 2, 3,9, 21i23) i
e mozdana kora - 3 uzorka (4, 7 i 11),
pri ¢emu ni u jednom uzorku nije odreden najveci sadrzaj kodeina u mozdanom
stablu.

Navedeni podaci ukazuju na distribuciju kodeina, odnosno njegovu najvecu
procentualnu zastupljenost u bazalnim jedrima (43 %) i amigdali (38 %), a najmanju u
mozdanom stablu (0 %), dok je u mozdanoj kori njegova zastupljenost 19 % kod muskih
osoba (slika 4.10. B.).
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Slika 4.10. (A) Procentualni sadrZaj kodeina u delovima moZdanog tkiva muskih osoba
(B) Distribucija kodeina u mozdanom tkivu muskih osoba
Morfin

delovi mozdanog tkiva sa najvecom procentualnom zastupljenoS¢éu morfina:

Dobijeni rezultati ukazuju da procentualni sadrzaj morfina u delovima mozdanog tkiva
muskih osoba iznosi (slika 4.11. A):

e 0-68,2 % u mozdanoj kori (uzorci 20 i 4),

e 3,0-47,5 % u mozdanom stablu (uzorci 4 i 22),

e 0-42,0 % uamigdali (uzorci 20,22 i 2, 15) i

e 0-66,2 % u bazalnim jedrima (uzorci 22 i 20).

Od ukupno 24, morfin je identifikovan u 23 uzorka, za koje su pojedinacno izdvojeni

e mozdana kora - 8 uzoraka (3, 4, 7, 8, 12, 16, 22 i 24),
e bazalna jedra - 7 uzoraka (1, 5, 6, 13, 14,20 i 23),
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e amigdala - 5 uzoraka (2, 9, 15, 19i 21) i
e mozdano stablo - 3 uzorka (10, 11 i 17).

Navedeni podaci ukazuju na distribuciju morfina, odnosno njegovu najvecu
procentualnu zastupljenost u mozdanoj kori (35 %) i bazalnim jedrima (30 %), a najmanju u
mozdanom stablu (13 %), dok je u amigdali njegova zastupljenost 22 % kod muskih osoba
(slika 4.11. B.).
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Slika 4.11. (A) Procentualni sadrzaj morfina u delovima mozdanog tkiva muskih osoba
(B) Distribucija morfina u mozdanom tkivu muskih osoba

Acetilkodein

Na osnovu dobijenih rezultata procentualni sadrzaj acetilkodeina u delovima
mozdanog tkiva muskih osoba iznosi (slika 4.12. A):

e 18,4-57,1 % u mozdanoj kori (uzorci 14 i 19),
e 7,8-29,8 % umozdanom stablu (uzorci 19 11),
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e 16,9 - 39,1 % u amigdali (uzorci 11i14) i
e 14,3 -29,6 % u bazalnim jedrima (uzorci 19 i 5).
Od ukupno 24, acetilkodein je identifikovan u 5 uzoraka, za koje su pojedinacno
izdvojeni delovi mozdanog tkiva sa najve¢om procentualnom zastupljenosc¢u acetilkodeina:
e mozdana kora - 3 uzorka (11, 19 20),
e amigdala - 1 uzorak (14) i
e bazalna jedra - 1 uzorak (5),

pri ¢emu ni u jednom uzorku nije odreden najveci sadrzaj acetilkodeina u mozdanom
stablu.
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Slika 4.12. (A) Procentualni sadrZaj acetilkodeina u delovima moZdanog tkiva muskih osoba
(B) Distribucija acetilkodeina u mozdanom tkivu muskih osoba
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Imaju¢i u vidu mali broj podataka, navedeni rezultati ukazuju na distribuciju
acetilkodeina, odnosno njegovu najvecu procentualnu zastupljenost u mozdanoj kori (60 %),
a najmanju u mozdanom stablu (0 %), dok je u amigdali i bazalnim jedrima utvrdena
njegova podjednaka zastupljenost od 20 % kod muskih osoba (slika 4.12. B.).

6-Acetilmorfin

Iz dobijenih rezultata se moZe uociti da procentualni sadrzaj 6-acetilmorfina u
delovima moZdanog tkiva muskih osoba iznosi (slika 4.13. A):

e 8,5-100 % u mozdanoj kori (uzorci 13 i 1),

e 0-46,2 % u mozdanom stablu (uzorci 1,5 i 16),
e 0-56,7 % uamigdali (uzorci 1i3)i

e 0-70,4 % u bazalnim jedrima (uzorci 1 i 13).
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distribucija 6-acetilmorfina - muske osobe
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Slika 4.13. (A) Procentualni sadrZaj 6-acetilmorfina u delovima moZzdanog tkiva muskih osoba
(B) Distribucija 6-acetilmorfina u mozdanom tkivu muskih osoba
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Od ukupno 24, 6-acetilmorfin je identifikovan u 21 uzorku, za koje su pojedinacno
izdvojeni delovi mozdanog tkiva sa najve¢om procentualnom zastupljenosc¢u 6-acetilmorfina:
e amigdala - 8 uzoraka (2, 3, 10, 12, 14, 15, 21 i 24),
e mozdana kora - 7 uzoraka (1, 4, 17, 18, 19, 20 i 22),
e mozdano stablo - 3 uzorka (11, 16 23) i
e bazalna jedra - 3 uzorka (5, 9i 13).

Ako se posmatra distribucija 6-acetilmorfina, moze se uoliti njegova najveca
procentualna zastupljenost u amigdali (39 %) i mozdanoj kori (33 %), a podjednaka
zastupljenost u mozdanom stablu i bazalnim jedrima od 14 % kod muskih osoba
(slika 4.13. B.).

Heroin
Dobijeni rezultati ukazuju da procentualni sadrzaj heroina u delovima mozdanog tkiva
muskih osoba iznosi (slika 4.14. A):
e 14,8 - 100 % u mozdanoj kori (uzorci 22 i 5),
e 0-53,7 % u mozdanom stablu (uzorci 5 i 15),
e 0-51,7 % u amigdali (uzorci 5i 21) i
e 0-55,1% u bazalnim jedrima (uzorci 5i 11).
Od ukupno 24, heroin je identifikovan u 20 uzoraka, za koje su pojedinacno izdvojeni
delovi mozdanog tkiva sa najvecom procentualnom zastupljenos¢u heroina:
e mozdana kora - 9 uzoraka (2, 4, 5, 12, 13, 16, 17, 20 i 23),
e amigdala - 5 uzoraka (3, 9, 14, 21 22),
e mozdano stablo - 3 uzorka (10, 15i 18) i
e bazalna jedra - 3 uzorka (1, 11 i 24).

Ako se posmatra distribucija heroina, moze se uoditi njegova najveca procentualna
zastupljenost u mozdanoj kori (45 %) i amigdali (25 %), a podjednaka zastupljenost u
mozdanom stablu i bazalnim jedrima od 15 % kod muskih osoba (slika 4.14. B.).
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Slika 4.14.  (A) Procentualni sadrZaj heroina u delovima mozdanog tkiva muskih osoba
(B) Distribucija heroina u mozdanom tkivu muskih osoba

Iz rezultata dobijenih analizom distribucije pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina,
morfina, acetilkodeina, 6-acetiimorfina i heroina u mozdanom tkivu muskih osoba,
ustanovljeno je da su navedeni opijatni alkaloidi procentualno zastupljeni:

e najviSe u mozdanoj kori: 19 - 60 % i bazalnim jedrima: 14 - 43 %,
e najmanje u mozdanom stablu: 0 - 15 %,
e dok je njihova zastupljenost u amigdali: 20 - 39 %.

Navedeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koji ukazuju na najveci sadrzaj
ukupnih opijatnih alkaloida u mozdanoj kori (37 %) i bazalnim jedrima (29 %), a najmaniji u
mozdanom stablu (13 %), dok je u amigdali njihova zastupljenost 21 % kod muskih osoba
(slika 4.9. B.).
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4.3.3. ODREDIVANJE UKUPNOG SADRZAJA OPIJATNIH
ALKALOIDA KOD ZENSKIH OSOBA

Na slici 4.15. A. je sumarno prikazan procentualni sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida
u mozdanoj kori, mozdanom stablu, amigdali i bazalnim jedrima 5 Zenskih osoba (uzorci su
obelezeni rednim brojevima od 25 do 29). Na osnovu dobijenih rezultata, procentualni
sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva Zenskih osoba iznosi:

e 14,9 - 33,9 % u mozdanoj kori (uzorci 27 i 26),

e 15,2 - 35,6 % u mozdanom stablu (uzorci 25 i 27),
e 21,9-35,2 % uamigdali (uzorci 26 i 25) i

e 15,8 - 29,1 % u bazalnim jedrima (uzorci 26 i 29).

U cilju ispitivanja distribucije opijatnih alkaloida u mozdanom tkivu, odnosno selekcije
delova sa najveéim sadrZzajem opijata, za svaki uzorak je izdvojen deo moZdanog tkiva sa
najve¢om procentualnom zastupljenoS¢u opijata. Od ukupno 5 analiziranih uzoraka najveci
sadrzaj ukupnih opijata je odreden u:

e bazalnim jedrima - 2 uzorka (28 i 29),
e mozdanoj kori - 1 uzorak (26),

e mozdanom stablu - 1 uzorak (27) i

e amigdali - 1 uzorak (25).

Imajudi u vidu mali broj podataka, navedeni rezultati ukazuju na distribuciju ukupnih
opijata, odnosno delove mozdanog tkiva gde se moze ocekivati najveéi procenat njihove
zastupljenosti, Sto je prikazano na slici 4.15. B. Najveéa procentualna zastupljenost ukupnih
opijatnih alkaloida se moZe uoCiti u bazalnim jedrima (40 %), dok je u mozdanoj kori,

mozdanom stablu i amigdali utvrdena njihova podjednaka zastupljenost od 20 % kod zenskih
osoba.
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30% - 15.2 35.6 g2
0/,
20% 33.9
i 23.8 23.2
10% 14.9 21.6
00/0 T T T T
25 26 27 28 29
uzorci mozdanog tkiva Zenskih osoba

82



Maja burendic-Brenesel Distribucija opijatnih alkaloida u mozgu

distribucija opijata - Zenske osobe
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Slika 4.15. (A) Procentualni sadrzaj opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva zenskih osoba
(B) Distribucija opijata u mozdanom tkivu Zenskih osoba

4.3.4. ODREDIVANJE SADRZAJA POJEDINACNIH
OPIJATNIH ALKALOIDA KOD ZENSKIH OSOBA

Od ukupno 5 analiziranih uzoraka moZzdanog tkiva Zenskih osoba, morfin i
6-acetilmorfin su identifikovani u svim uzorcima, heroin i kodein u 4 uzorka i acetilkodein u 2
uzorka, Sto ukazuje, kako je ve¢ napomenuto, da su osobe konzumirale drogu - heroin sa
najve¢im sadrzajem 6-acetiimorfina i 3,6-diacetiimorfina u smeSi, koji podlezu
biotransformaciji u morfin, dok je acetilkodein prisutan u manjoj koliCini i podleze
biotransformaciji u kodein.

Sadrzaj pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina, morfina, acetilkodeina,
6-acetilmorfina i heroina u delovima moZdanog tkiva analiziranih uzoraka Zenskih osoba
je redom iznosio: 0 - 342,9 ng/g; 4,5 - 180,9 ng/g; 0 - 20,3 ng/g; 4,8 - 88,8 ng/g i
0 - 24,5 ng/q.

Procentualni sadrzaj kodeina, morfina, acetilkodeina, 6-acetilmorfina i heroina u
mozdanoj kori, mozdanom stablu, amigdali i bazalnim jedrima Zenskih osoba je prikazan na
slikama od 4.16. A do 4.20. A., a distribucija navedenih opijatnih alkaloida u pojedinim
delovima mozdanog tkiva, gde se moze ocekivati najveci procenat njihove zastupljenosti je
prikazana na slikama od 4.16. B do 4.20. B.

Kodein
Iz prikazanih rezultata se moze uociti da procentualni sadrzaj kodeina u delovima
mozdanog tkiva Zenskih osoba iznosi (slika 4.16. A):
e 23,8-26,9 % u mozdanoj kori (uzorci 25 i 29),
e 15,5-25,0 % u mozdanom stablu (uzorci 25 i 27),
e 23,9 - 34,8 % u amigdali (uzorci 29 i 25) i
e 25,0- 28,1 % u bazalnim jedrima (uzorci 27 i 28).
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Od ukupno 5, kodein je identifikovan u 4 uzorka, za koje su pojedinacno izdvojeni
delovi mozdanog tkiva sa njegovom najvecom procentualnom zastupljenoscu:

e amigdala - 3 uzorka (25, 271 28) i
e bazalna jedra - 1 uzorak (29),
pri ¢emu ni u jednom uzorku nije odreden najveéi sadrZaj kodeina u mozdanoj kori i

mozdanom stablu.

Navedeni podaci ukazuju na distribuciju kodeina, odnosno njegovu najvecu
procentualnu zastupljenost u amigdali (75 %), a najmanju u mozdanoj kori i mozdanom
stablu (0 %), dok je u bazalnim jedrima njegova zastupljenost 25 % kod zenskih osoba (slika
4.16. B.).
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Slika 4.16.  (A) Procentualni sadrzZaj kodeina u delovima mozdanog tkiva zenskih osoba
(B) Distribucija kodeina u mozdanom tkivu Zenskih osoba
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Morfin
Na osnovu dobijenih rezultata procentualni sadrzaj morfina u delovima moZzdanog
tkiva Zenskih osoba iznosi (slika 4.17. A):
e 15,7 - 54,7 % u mozdanoj kori (uzorci 27 i 26),
e 10,9 - 30,1 % u mozdanom stablu (uzorci 25 i 29),
e 16,7 - 38,0 % u amigdali (uzorci 26 i 25) i
e 10,1-27,0 % u bazalnim jedrima (uzorci 26 i 25).
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Slika 4.17. (A) Procentualni sadrzaj morfina u delovima mozdanog tkiva Zenskih osoba
(B) Distribucija morfina u mozdanom tkivu zenskih osoba

Morfin je identifikovan u svim analiziranim uzorcima, za koje su pojedinacno izdvojeni
delovi mozdanog tkiva sa najve¢om procentualnom zastupljenos¢éu morfina:
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e mozdano stablo - 2 uzorka (28 i 29)
e amigdala - 2 uzorka (25 i 27),
e mozdana kora - 1 uzorak (26) i

pri ¢emu ni u jednom uzorku nije odreden najveci sadrzaj morfina u bazalnim
jedrima.

Navedeni podaci ukazuju na distribuciju morfina, odnosno njegovu najvecu
procentualnu zastupljenost u mozdanom stablu i amigdali (40 %), a najmanju u bazalnim
jedrima (0 %), dok je u mozdanoj kori njegova zastupljenost 20 % kod Zenskih osoba (slika
4.17. B.).

Acetilkodein

Od ukupno 5, acetilkodein je identifikovan u delovima mozdanog tkiva 2 Zenske
osobe (uzorci 26 i 29), Cijom analizom je odreden njegov procentualni sadrzaj, Sto je
prikazano na slici 4.18. A.

Za 2 analizirana uzorka su izdvojeni delovi moZdanog tkiva sa najveéom
procentualnom zastupljenoscu acetilkodeina:

e mozdano stablo - uzorak 26 i

e bazalna jedra - uzorak 29.

Imajué¢i u vidu mali broj podataka, navedeni rezultati ukazuju na distribuciju
acetilkodeina, odnosno njegovu podjednaku najveéu procentualnu zastupljenost u
mozdanom stablu i bazalnim jedrima (50 %), a najmanju u mozdanoj kori i amigdali (0 %)
kod Zenskih osoba (slika 4.18. B.).
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distribucija acetilkodeina - Zenske osobe
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Slika 4.18. (A) Procentualni sadrzaj acetilkodeina u delovima mozdanog tkiva zenskih osoba
(B) Distribucija acetilkodeina u mozdanom tkivu Zenskih osoba

6-Acetilmorfin

Iz navedenih rezultata se moze uociti da procentualni sadrzaj 6-acetiimorfina u
delovima mozdanog tkiva zenskih osoba iznosi (slika 4.19. A):

e 9,8- 38,5 % u mozdanoj kori (uzorci 27 i 26),

e 20,2 -60,3 % u mozdanom stablu (uzorci 26 i 27),
e 18,4 - 27,5 % u amigdali (uzorci 27 i 28) i

e 11,5-34,6 % u bazalnim jedrima (uzorci 27 i 29).
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distribucija 6-acetilmorfina - Zenske osobe
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Slika 4.19. (A) Procentualni sadrzaj 6-acetilmorfina u delovima mozdanog tkiva Zenskih osoba,
(B) Distribucija 6-acetilmorfina u mozdanom tkivu zenskih osoba

6-Acetilmorfin je identifikovan u svim analiziranim uzorcima, za koje su pojedinacno
izdvojeni delovi moZdanog tkiva sa najvecom procentualnom zastupljenos¢u 6-acetilmorfina:
e mozdana kora - 2 uzorka (26 i 28),
e mozdano stablo - 2 uzorka (25 27) i
e bazalna jedra - 1 uzorak (29),
pri Cemu ni u jednom uzorku nije odreden najvedi sadrzaj 6-acetilmorfina u amigdali.
Navedeni podaci ukazuju na distribuciju 6-acetilmorfina, odnosno njegovu
podjednaku najvecu procentualnu zastupljenost u mozdanoj kori i mozdanom stablu (40 %),

a najmanju u amigdali (0 %), dok je njegova zastupljenost u bazalnim jedrima 20 % kod
zenskih osoba (slika 4.19. B. ).

Heroin
Navedeni rezultati ukazuju da procentualni sadrzaj heroina u delovima mozdanog
tkiva zenskih osoba iznosi (slika 4.20. A):
e 0-35,0 % u mozdanoj kori (uzorci 29 i 28),
e 27,2 -54,6 % u mozdanom stablu (uzorci 28 i 26),
e 20,4 -39,6 % uamigdali (uzorci 27 i 29) i
e 10,7 - 28,3 % u bazalnim jedrima (uzorci 28 i 29).
Od ukupno 5, heroin je identifikovan u 4 uzorka, za koje su pojedinacno izdvojeni
delovi mozdanog tkiva sa njegovom najvecom procentualnom zastupljenoscu:
e mozdano stablo - 2 uzorka (26 i 27),
e mozdana kora - 1 uzorak (28) i
e amigdala - 1 uzorak (29),
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pri ¢emu ni u jednom uzorku nije odreden najveéi sadrzaj heroina u bazalnim
jedrima.

Navedeni podaci ukazuju na distribuciju heroina, odnosno njegovu najvecu
procentualnu zastupljenost u mozdanom stablu (50 %), a najmanju u bazalnim jedrima
(0 %), dok je u mozdanoj kori i amigdali njegova zastupljenost 25 % kod Zenskih osoba
(slika 4.20. B.).
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Slika 4.20. (A) Procentualni sadrzaj heroina u delovima moZdanog tkiva Zenskih osoba
(B) Distribucija heroina u mozdanom tkivu zenskih osoba

Iz rezultata dobijenih analizom distribucije pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina,
morfina, acetilkodeina, 6-acetiimorfina i heroina u mozdanom tkivu Zenskih osoba,
ustanovljeno je da su navedeni opijatni alkaloidi procentualno zastupljeni:

e najviSe u amigdali: 0 - 75 %,
e podjednako u bazalnim jedrima i mozdanoj kori: 0 - 50 %, a
e najmanje u mozdanom stablu: 0 - 40 %.
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Ako se navedeni rezultati uporede sa rezultatima koji ukazuju na najveéi sadrzaj
ukupnih opijatnih alkaloida u bazalnim jedrima (40 %) i podjednaku zastupljenost u
mozdanoj kori, mozdanom stablu i amigdali (20 %) (slika 4.15. B.), a imajuci u vidu znatno
manji broj analiziranih uzoraka mozdanog tkiva zenskih osoba u odnosu na muske osobe,
moze se zakljuditi da su opijatni alkaloidi procentualno zastupljeni:

e najviSe u amigdali, bazalnim jedrima i mozdanoj kori, a
e najmanje u mozdanom stablu,

Sto je neophodno potvrditi analizom veceg broja uzoraka mozdanog tkiva zenskih
osoba.

Na osnovu istrazivanja u ovom radu, poredenjem eksperimentalnih rezultata
dobijenih na osnovu distribucije svih ispitivanih opijatnih alkaloida u mozdanom tkivu muskih
i zenskih osoba, utvrdeno je da je najveca procentualna zastupljenost opijata kod muskih
osoba u mozdanoj kori (19 - 60 %) i bazalnim jedrima (14 - 43 %), a kod Zenskih osoba u
amigdali (0 - 75 %) i podjednako u mozdanoj kori i bazalnim jedrima (0 - 50 %).

Najmanja procentualna zastupljenost opijata je utvrdena u moZdanom stablu kod
pripadnika oba pola (0 - 15 % kod pripadnika muskog pola i 0 - 40 % kod pripadnica
Zenskog pola).

Do sada, ovakav nacin ispitivanja koji se odnosi na distribuciju opijatnih alkaloida kod
pripadnika suprotnih polova, nije poznat u dostupnoj literaturi. Naime, u literaturi (Hammer,
1984; 1985, Loh i sar., 1988; Hammer, 1990; Limonta i sar., 1991, Hammer i sar., 1994,
Fleming i Taylor, 1995; Brown i sar., 1996, Quinones-Jenab i sar., 1997, Eckersell i sar.,
1998, Cicero i sar., 2000, Cicero i sar., 2002b) su opisana samo ispitivanja koja se odnose na
osetljivost mozdanog tkiva na morfin i heroin, pri ¢emu su uolene razlike u ponasanju
pripadnika suprotnih polova pod uticajem pomenutih opijata, a koje su posledica razlicitog
broja i regionalne distribucije opijatnih receptora ili pak organizacionih efekata polnih
hormona.

Dobijeni eksperimentalni rezultati pruzaju mogucnost selekcije delova mozdanog tkiva
kod muskih osoba: moZdane kore i bazalnih jedara, a kod Zenskih osoba: amigdale, a takode
i mozdane kore i bazalnih jedara. Ovakav nacin analize je od znacaja jer bi se doprinelo
razreSenju uzroka smrti prouzrokovane konzumiranjem heroina.
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4.4. ANALIZA BIOLOSKIH UZORAKA
EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA

Ranijim istrazivanjima (Raffa i sar., 1982) je utvrdeno da pri akutnom, a takode i
dugotrajnom tretiranju eksperimentalnih Zivotinja podjednakom dozom opijata, ne postoji
znacajna razlika u kolicini opijatnih alkaloida u mozdanom tkivu, pa su stoga u okviru ovog
eksperimentalnog rada opijati davani Zivotinjama iskljucivo akutno. Posebno su istrazivanja
vréena na muzjacima i zenkama pacova.

Imitirajuéi Sto vernije nacin primene opijata od strane intravenskih uzivaoca,
eksperimentalne Zivotinje su tretirane heroinom (zaplenjenom drogom), koja osim
3,6-diacetilmorfina sadrzi i druge opijatne alkaloide (mekonin, hidrokotarnin, tebaol,
acetilkodein, 6-acetilmorfin, papaverin, noskapin), kao i aditive (paracetamol, kofein). S
obzirom da je tretiranje eksperimentalnih Zivotinja intravenski veoma komplikovano, a da bi
se postigla brza resorpcija i distribucija, heroin je davan intraperitonealno insulinskim
Spricem zapremine 1 ml.

I8
/i)

2006 6 12

Slika 4.21. (A) Ceo mozak i delovi moZdanog tkiva: (B) mozdana kora; (C) mozdano stablo;
(D) amigdala i (E) bazalna jedra eksperimentalne Zivotinje (muZjaka pacova)

U cilju ispitivanja distribucije opijatnih alkaloida u mozdanom tkivu, istrazivanja su
vrSena u razlicitim vremenskim periodima (5, 15, 45 i 120 minuta) nakon tretiranja Zivotinja
heroinom, odredivan je sadrzaj kodeina, morfina, acetilkodeina, 6-acetilmorfina i heroina u
uzorcima mozdane kore, mozdanog stabla, amigdale i bazalnih jedara, muzjaka i zenki
pacova.
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Na slikama 4.21. A, B, C, D i E je prikazan nacin izolovanja pojedinih delova
mozdanog tkiva zivotinja, koji su podvrgnuti ispitivanjima.

Sadrzaj navedenih opijatnih alkaloida je odredivan i u uzorcima krvi Zivotinja. Takode,
u ovom radu je ispitivana aktivnost enzima oksidativhog stresa (katalaze, glutation-
peroksidaze, peroksidaze, ksantin-oksidaze), ispitivan je intenzitet lipidne peroksidacije,
odredivan sadrzaj glutationa i ukupnih proteina u jetri eksperimentalnih Zivotinja.

4.4.1. ANALIZA HEROINA KOJIM SU TRETIRANE
EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

Kvalitativnom GC-MS analizom je utvrdeno da heroin - zaplenjena droga sadrzi smeSu
opijatnih  alkaloida: mekonin, hidrokotarnin, tebaol, acetilkodein, 6-acetilmorfin,
3,6-diacetilmorfin, papaverin, noskapin i aditive paracetamol i kofein. Gasni hromatogram
takvog analiziranog uzorka je prikazan na slici 4.22.

Kvantitativnom GC-MS analizom je utvrdeno da analizirani uzorak sadrzi 18 % smese
3,6-diacetilmorfina (8,65 %) i 6-acetilmorfina (9,35 %). Na osnovu sadrzaja navedenih,
najzastupljenijih psihoaktivnih opijatnih alkaloida u smesi, izraCunata je Zeljena doza heroina
kojim su tretirane eksperimentalne Zivotinje.

Abundance
kofein
850000
750000
650000 paracetamol
; : heroin
550000 6-acetilmorfin
450000
350000
250000 mekonin acetilkodein
150000 1 hidrokotarnin noskapin
papaverin
{jl.;---' tebaol K /\\
50000 L DY

Time--> 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00

Slika 4.22.  GC-MS (SCAN) hromatogram heroina - zaplenjene droge

4.4.2. PRELIMINARNA ISTRAVZVI VANJA NA
EKSPERIMENTALNIM ZIVOTINJAMA

Imajuci u vidu eksperimentalne rezultate ranijih istrazivanja (Salem i Hope, 1997;
Erdtmann-Vourliotis i sar.,, 1998), u ovom radu su najpre vrSeni pilot ogledi u kojima su
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eksperimentalnim Zivotinjama (5 muZzjaka pacova) davane visoke pojedinacne doze od 100 i
50 mg/kg pripremljenog rastvora heroina. Utvrdeno je da navedene doze prouzrokuju smrt u
toku 15 - 30 minuta, usled izraZzene depresije disanja. Iz tog razloga je u svim ogledima,
eksperimentalnim  Zivotinjama davana doza od 25 mg/kg (racunato na sadrzaj
3,6-diacetilmorfina i 6-acetilmorfina u smesi).

Vodedi se ranijim istrazivanjima (Sawyer i Forney, 1988, Bhargava i sar., 1992), u
ovom radu je preliminarnim ispitivanjima utvrdeno da optimalni vremenski period za sve
eksperimente iznosi 120 minuta, stoga su bioloski uzorci eksperimentalnih Zivotinja uzimani
za analizu u okviru navedenog vremenskog perioda, tj. nakon 5, 15, 45 i 120 minuta.

U toku eksperimenta, sve Zivotinje su se podjednako ponasale nakon tretiranja
dozom heroina od 25 mg/kg, mirovale su u uglu kaveza, pri ¢emu je utvrdeno da je 67 %
muzjaka i 100 % Zenki preZivelo navedenu dozu heroina u toku 120 minuta.
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4.5. KVANTITATIVNA GC/MS ANALIZA

BIOLOSKIH UZORAKA MUZJAKA PACOVA

Nakon preliminarnih istrazivanja, utvrdivanja optimalne doze heroina za tretiranje
Zivotinja i trajanja eksperimenta, pristupilo se odredivanju sadrzaja opijatnih alkaloida u
uzorcima mozdanog tkiva i krvi muZjaka pacova.

4.5.1. ANALIZA ISPITIVANIH OPIJATA U MOZDANOM
TKIVU

Sadrzaj ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina, morfina, acetilkodeina,
6-acetilmorfina i heroina, u uzorcima delova mozdanog tkiva: mozdanoj kori, mozdanom
stablu, amigdali i bazalnim jedrima muzjaka pacova je odredivan u toku 120 minuta i
prikazan je u tabeli 4.1.

Dobijeni podaci su prikazani kao srednja vrednost £ SD (standardna devijacija) za 5
eksperimentalnih Zivotinja u grupi (n=5), a statisticka znacajnost razlika u odnosu na
kontrolnu grupu je odredena Studentovim t - testom, pri ¢emu je statisticka znacajnost
prihvacena za p<0,05.

Tabela 4.1. Sadrzaj ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida u mozdanom tkivu muzjaka pacova
Uzorak Vreme Koncentracija opijata (ng/g)
(min) kodein morfin acetilkodein | 6-acetilmorfin heroin suma opijata
5 136,4+86,6 92,0+21,8 72,0£11,1%* 7,9%2,3 5,0%2,5 313,2430,5%*
Kkora 15 211,3+16,7%* 20,6+2,4% 83,5+12,0% 70,9+27,7 4,2+1,6* 390,5+18,1%*
45 383,1+42,2%* 66,8+19,2 123,8+70,0% 163,9£52,7 4,4+1,4% 741,9+53,1%*
120 133,8+43,1* 43,4+15,8* 21,1+8,4% 35,3+14,8 2,3£1,9% 235,8+31,3*
5 113,8+69,0* 29,8+7,6* 57,3+18,1% 14,0£3,5% 5,1%3,1% 220,0:£24,3*
stablo 15 130,5+72,0% 6,03,3 113,0+40,1* 18,7+6,8* 4,0%1,8* 272,2425,6%%
45 382,4+48,9%* | 119,7+29,8 115,9+56,6* 220,5£78,6 10,0+3,8* 848,5+96,3*
120 129,7+45,6 38,8+12,2 18,3+3,1%* 30,4+12,4 3,8%1,7 220,9+26,6*
5 151,8+76,6* 67,8+20,4 87,2+19,2%* 91,7+36,9% 11,3%5,0 409,8+44,6%*
amigdala 15 203,4£72,3%* 32,4+17,0 198,7+74,0%* 89,6+22,0 8,6+2,3 532,7+51,5%*
45 581,3£120,8%* | 162,0456,0% | 245,4+61,0* 319,5+87,0% 10,5+3,8%% | 1318,7+121,5%
120 78,9+12,6* 2,9%1,0 22,4%9,5%* 14,4+£5,3* 6,2+1,8 124,8+14,5*
5 184,7+42,3 52,5+11,1% | 92,7+30,1%* 71,1+32,8 9,5+5,1* 410,5+46,3%*
bazalna 15 218,1+87,6%* 31,1+15,1% 139,9+59,8* 99,8+19,3* 8,2+4,3* 497,0+37,2%*
jedra 45 516,3+76,6° | 189,2+54,0 | 152,8+80,0* 146,3+60,8* 20,8+8,2* | 1025,3+80,7%
120 143,2£15,0%* | 129,5+20,4 21,4%6,1* 6,2%2,8* 4,1+1,8 304,442, 5%

(n=5; *p<0,05; **p<0,01)

Sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida u uzorcima delova mozdanog tkiva je prikazan na

slici 4.23.
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Iz navedenih rezultata se moze uoCiti nagli porast koncentracije opijatnih alkaloida u
svim delovima mozdanog tkiva nakon 45 minuta od tretiranja zivotinja heroinom, pri ¢emu
su najvece koncentracije opijata odredene u amigdali (1318,7 £ 121,5 ng/qg) i bazalnim
jedrima (1025, 3 £+ 80,7 ng/g), a najmanje u mozdanoj kori (741,9 + 53,1 ng/qg).

Nakon 120 minuta se moze uociti nagli pad koncentracije opijata u svim delovima
mozdanog tkiva, pri ¢emu su najvece koncentracije odredene u bazalnim jedrima (304,4 %
42,5 ng/g) i mozdanoj kori (235,8 + 31,3 ng/g), a najmanje u amigdali (124,8 £+ 14,5 ng/g).
Navedene vrednosti koncentracija ukupnih opijatnih alkaloida su statisticki znacajne u
odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.
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1400 +
=== kOra
stablo
1200 1 amigdala
=8 hHazalna jedra
1000 +
800 -
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Slika 4.23.  Sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva muZjaka pacova
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Slika 4.24.  Sadrzaj kodeina u delovima mozdanog tkiva muZzjaka pacova
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Sadrzaj pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina, morfina, acetilkodeina,
6-acetilmorfina i heroina u delovima mozdanog tkiva muzjaka pacova u toku 120 minuta,
je prikazan na slikama od 4.24. do 4.28.

Najveéi sadrzaj kodeina je odreden nakon 45 minuta u amigdali (581,3 =+
120,8 ng/g) i bazalnim jedrima (516,3 + 76,6 ng/g), a nakon 120 minuta se moze uoCiti
nagli pad koncentracije kodeina u svim delovima mozdanog tkiva, pri ¢emu je najveéi sadrzaj
odreden u bazalnim jedrima (143,2 + 15,0 ng/g) i mozdanoj kori (133,8 + 43,1 ng/qg), a
najmanji u amigdali (78,9 £ 12,6 ng/g) (slika 4.24.). Navedene vrednosti koncentracija
kodeina su statisticki znacajne u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.
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Slika 4.25. Sadrzaj morfina u delovima moZdanog tkiva muzjaka pacova
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Slika 4.26.  Sadrzaj acetilkodeina u delovima moZdanog tkiva muzjaka pacova
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Iz navedenih rezultata se moze uoCiti naglo povecanje koncentracije morfina nakon
45 minuta, pri ¢emu je najvedi sadrzaj odreden u bazalnim jedrima (189,2 + 54,0 ng/qg) i
amigdali (162,0 £ 56,0 ng/g), a vrednosti su statisticki znacajne u odnosu na kontrolnu
grupu Zivotinja.

Nakon 120 minuta je uocljivo smanjenje koncentracije morfina, pri ¢emu su najveée
koncentracije odredene u bazalnim jedrima (129,4 = 20,4 ng/g) i mozdanoj kori (43,4 +
15,8 ng/g), a najmanje u amigdali (2,9 £ 1,0 ng/g) (slika 4.25.). Vrednost koncentracije
morfina u mozdanoj kori je statisticki znaCajna, za razliku od vrednosti koncentracija u
bazalnim jedrima i amigdali.

Najveéi sadrzaj acetilkodeina je odreden nakon 45 minuta u amigdali (245,4 +
61,0 ng/g) i bazalnim jedrima (152,8 + 80,0 ng/g), dok se nakon 120 minuta moze uoCiti
nagli pad koncentracije u svim delovima mozdanog tkiva gde su odredene priblizno iste
vrednosti acetilkodeina (18,3 = 3,1 - 22,4 £ 9,5 ng/g) (slika 4.26.). Navedene vrednosti
koncentracija acetilkodeina su statisticki znacajne u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.

Nagli porast koncentracije 6-acetilmorfina je uocljiv nakon 45 minuta u svim
delovima mozdanog tkiva, pri ¢emu su najvece vrednosti odredene u amigdali (319,5 +
87,0 ng/q), gde je utvrdena statisticka znacajnost, i mozdanom stablu (220,5 + 78,6 ng/q),
gde nije utvrdena statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.

Nakon 120 minuta je evidentno smanjenje koncentracije 6-acetilmorfina, pri cemu su
najve¢e koncentracije odredene u mozdanoj kori (35,3 +14,8 ng/g) i mozdanom stablu
(30,4 £ 12,4 ng/g), a najmanje u bazalnim jedrima (6,2 £ 2,8 ng/g) (slika 4.27.). Vrednost
koncentracije 6-acetiimorfina u bazalnim jedrima je statisticki znacajna, za razliku od
vrednosti koncentracija u mozdanoj kori i mozdanom stablu.
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Slika 4.27. Sadrzaj 6-acetilmorfina u delovima mozdanog tkiva muZjaka pacova
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Slika 4.28. Sadrzaj heroina u delovima mozdanog tkiva muzjaka pacova

Navedeni rezultati ukazuju na porast koncentracije heroina nakon 45 minuta i
smanjenje po isteku 120 minuta, pri ¢emu je u oba vremenska perioda najveéi sadrzaj
odreden u bazalnim jedrima (20,8 + 8,2 ng/g i 4,1 £ 1,8 ng/g) i amigdali (10,5 £ 3,8 ng/g i
6,2 £ 1,8 ng/g), a najmanji u mozdanoj kori (4,4 £ 1,4 ng/gi 2,3 + 1,9 ng/g) (slika 4.28.).
Vrednosti koncentracija heroina u bazalnim jedrima, amigdali i mozdanoj kori nakon 45
minuta, kao i u mozdanoj kori nakon 120 minuta su statisti¢ki znacajne u odnosu na
kontrolnu grupu zivotinja, za razliku od vrednosti koncentracija u bazalnim jedrima i amigdali
nakon 120 minuta.

Maksimalne vrednosti koncentracija u delovima mozdanog tkiva nakon 45 minuta su
iznosile za kodein: 581,3 + 120,8 ng/g (u amigdali; p<0,01), 6-acetilmorfin: 319,5 +
87,0 ng/g (u amigdali; p<0,05), acetilkodein 245,4 + 61,0 ng/g (u amigdali; p<0,05),
morfin: 189,2 £ 54,0 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,05) i heroin: 20,8 £ 8,2 ng/g (u
bazalnim jedrima; p<0,05), a za sumu opijata: 1318,7 £ 121,5 ng/g (u amigdali; p<0,05) i
1025, 3 £ 80,7 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,01).

Maksimalne vrednosti koncentracija u delovima mozdanog tkiva nakon 120 minuta su
iznosile za kodein: 143,2 £+ 15,0 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,01), morfin: 129,4 + 20,4
ng/g (u bazalnim jedrima), 6-acetilmorfin: 35,3 +14,8 ng/g (u mozdanoj kori), acetilkodein
22,4 £ 9,5 ng/g (u amigdali; p<0,01) i heroin: 6,2 £ 1,8 ng/g (u amigdali), a za sumu
opijata: 304,4 + 42,5 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,05) i 235,8 + 31,3 ng/g ( u mozdanoj
kori; p<0,05).

Rezultati dobijeni analizom distribucije pojedinacnih opijatnih alkaloida u mozdanom
tkivu muZjaka pacova u razlicCitom vremenskom periodu, su u saglasnosti sa rezultatima koji
ukazuju na nagli porast sadrzaja ukupnih opijata nakon 45 minuta, sa najveéom
procentualnom zastupljenoséu u amigdali (33 %) i bazalnim jedrima (26 %) (slika 4.29. A).
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Nagli pad sadrZaja ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida je utvrden u svim
delovima mozdanog tkiva nakon 120 minuta i to sa najve¢om procentualnom zastupljenoScu
u bazalnim jedrima (34 %) i mozdanoj kori (27 %) (slika 4.29. B).
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Kao primer kvantitativhe analize delova mozdanog tkiva, prikazani su hromatogrami
GC-MS SIM analize amigdale muZjaka pacova nakon 45 i 120 minuta, u kojoj su
kvantifikovani kodein, morfin, acetilkodein, 6-acetilmorfin i heroin (slike 4.30. A i B).

Na prikazanim hromatogramima se moze uociti smanjenje intenziteta pikova
navedenih opijatnih alkaloida nakon 120 minuta u poredenju sa intenzitetom pikova nakon
45 minuta od tretiranja Zivotinja heroinom.

4.5.2. ANALIZA ISPITIVANIH OPIJATA U UZORCIMA KRVI

Sadrzaj ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina, morfina, acetilkodeina,
6-acetilmorfina i heroina, u uzorcima krvi muzjaka pacova je odredivan u toku 120 minuta i
prikazan je u tabeli 4.2.

Dobijeni podaci su prikazani kao srednja vrednost £ SD za 5 eksperimentalnih
Zivotinja u grupi, a statisticka znacajnost razlika u odnosu na kontrolnu grupu je odredena
Studentovim t - testom, pri cemu je statisticka znacajnost prihvacena za p<0,05.

Tabela 4.2. Sadrzaj ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida u uzorcima krvi muzjaka pacova
Vreme Koncentracija opijata (ng/ml)
(min) kodein morfin acetilkodein | 6-acetilmorfin heroin suma opijata
5 421,9+98,6%* 392,3+93,1%* 169,5+56,8** 518,3+103,9** 10,8+1,6%* 1512,7+128,0*%*
15 703,0+100,5 693,8+158,9 201,8+80,6* 1375,3+£220,8* 20,6+12,5* 2994+505,5%*
45 579,4+71,0 | 282,9%72,3% | 92,4+24,0* 245,3+47,7% 9,743,4%% | 1209,7£131,7%
120 224,5+56,2* 45,3+£11,7* 15,4+7,5% 31,6+11,6** 6,2+4,5% 322,9+40,3*

(n=5; *p<0,05; **p<0,01)
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Slika 4.31.  Sadrzaj ukupnih i pojedinacnih opijata u uzorcima krvi muzjaka pacova
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Sadrzaj ukupnih kao i pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina, morfina,
acetilkodeina, 6-acetilmorfina i heroina u uzorcima krvi muzjaka pacova u toku 120 minuta je
prikazan na slici 4.31.

Prikazani rezultati ukazuju da je u uzorcima krvi najveci sadrzaj ukupnih opijata
(2994,5 + 505,5 ng/ml) kao i pojedinacnih opijatnih alkaloida: 6-acetilmorfina (1375,3 %
220,8 ng/ml), kodeina (703,0 £ 100,5 ng/ml), morfina (693,8 £ 158,9 ng/ml), acetilkodeina
(201,8 £+ 80,6 ng/ml) i heroina (20,6 £ 12,5 ng/ml) odreden nakon 15 minuta od tretiranja
Zivotinja heroinom. Sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida, 6-acetilmorfina, acetilkodeina i
heroina je statisticki znacajan u odnosu na kontrolne vrednosti, za razliku od sadrzaja
kodeina i morfina.

Takode, moze se uoditi da je ve¢ nakon 5 minuta odredena znatno veca koncentracija
6-acetilmorfina (518,3 £ 103,9 ng/ml), kodeina (421,9 + 98,6 ng/ml) i morfina (392,3 %
93,1 ng/ml), u odnosu na acetilkodein (169,5 £ 56,8 ng/ml) i heroin (10,8 £ 1,6 ng/ml), pri
¢emu je za sve vrednosti utvrdena statisticka znacajnost u odnosu na kontrolnu grupu
Zivotinja.

Imajuéi u vidu da su Zivotinje tretirane heroinom sa najveéim sadrzajem
6-acetilmorfina, 3,6-diacetilmorfina i acetilkodeina u smesi, visok sadrzaj morfina i kodeina u
krvi se moze objasniti veoma brzom hidrolizom heroina, odnosno acetilkodeina.

Kao primer kvantitativne analize, prikazan je hromatogram GC-MS SIM analize uzorka
krvi muZjaka pacova nakon 15 minuta, u kojoj su kvantifikovani kodein, morfin, acetilkodein,
6-acetilmorfin i heroin (slika 4.32.).
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Slika 4.32. Hromatogram GC-MS SIM analize uzorka krvi muzjaka pacova nakon 15 minuta

Poredenjem koncentracija ukupnih opijata u krvi i delovima moZzdanog tkiva u
vremenskim periodima kada je odreden njihov najveci sadrzaj, moze se uociti znatno veca
koncentracija opijata u krvi nakon 15 minuta (2994,5 + 505,5 ng/ml), u odnosu na njihovu
koncentraciju u delovima mozdanog tkiva nakon 45 minuta (1318,7 £+ 121,5 ng/g u amigdali;
1025,3 + 80,7 ng/g u bazalnim jedrima; 848,5 + 96,3 ng/g u mozdanom stablu i
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741,9 £ 53,1 ng/g u mozdanoj kori). Sadrzaj opijata u krvi nakon 45 minuta (1209,7 +
131,7 ng/ml) je priblizno isti kao u delovima mozdanog tkiva. Potom se moze uociti znatno
smanjenje koncentracije opijata u svim uzorcima nakon 120 minuta, u kojima je odreden i
njihov priblizno isti sadrzaj (322,9 + 40,3 ng/ml u krvi i 124,8 + 14,5 - 304,4 + 42,5 ng/g u
delovima mozdanog tkiva) (slika 4.33.).

opijati - muzjaci
10000

kora

stablo

s amigdala
==@== hazalna jedra

o -

ng/g ; ng/ml

1000

100
0 15 30 45 60 75 90 105 120 min

Slika 4.33. Sadrzaj sume opijata u uzorcima delova mozdanog tkiva i krvi muzjaka pacova
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4.6. KVANTITATIVNA GC/MS ANALIZA
BIOLOSKIH UZORAKA ZENKI PACOVA

Ve¢ kako je prethodno opisano, na osnovu preliminarnih istraZivanja je utvrdena
optimalna doza heroina koja je davana i Zenkama pacova, a sva odredivanja su vrSena u

toku 120 minuta.

4.6.1. ANALIZA ISPITIVANIH OPIJATA U MOZDANOM
TKIVU

Sadrzaj ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina, morfina, acetilkodeina,
6-acetilmorfina i heroina, u uzorcima delova mozdanog tkiva: mozdanoj kori, mozdanom
stablu, amigdali i bazalnim jedrima Zenki pacova je odredivan u toku 120 minuta i prikazan je

u tabeli 4.3.

Dobijeni podaci su prikazani kao srednja vrednost £ SD za 5 eksperimentalnih
Zivotinja u grupi, a statisticka znacajnost razlika u odnosu na kontrolnu grupu je odredena

Studentovim t - testom, pri ¢emu je statisticka znacajnost prihvacena za p<0,05.

Tabela 4.3. SadrZaj ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida u mozdanom tkivu Zenki pacova
Uzorak Vreme Koncentracija opijata (ng/g)
(min) kodein morfin acetilkodein | 6-acetilmorfin heroin suma opijata
5 89,2+28,2* 33,6+14,6 54,3+19,3* 143,5+26,9 9,5+4,9 330,0+70,8
kora 15 413,440,1% | 64,8+20,1 | 134,6%31,5%* 346,6+54,4* 13,4494 | 972,8+147,1%
45 308,0+78,2* | 55,1%12,2 | 130,0£68,3* 253,7+30,4 13,0£3,3* | 759,7+134,5%
120 110,9+38,0%* | 23,3%8,1* 43,5+12,0% 73,1%30,2 10,8+5,7 261,5+33,6*
5 96,7+4,4%* | 82,9+18,9% | 58,4+18,7%* 216,8+43,4 11,7+2,8 466,3+67,6*
stablo 15 417,9+68,4* | 94,6+158* | 1551+73,0* 267,4+83,6* 19,9+6,8* | 954,8+169,5*
45 266,1£59,8%* | 62,8+32,7% | 128,7£33,5%* 194,0£63,2* 11,243,2%% | 662,8+68,5*
120 98,4+24,5* 8,8+3,9 35,3+11,3* 79,9£16,2 8,9+4,0 231,3+30,8*
5 110,5+44,7%% |  27,4%6,1 45,6+17,3%% 97,8+19,8* 9,1%3,7 290,3+34,9%*
amigdala 15 365,6£74,8%* | 44,2+11,9 | 136,8+74,1* 149,5+61,2 10,8+6,6* | 706,8+55,7**
45 347,5£92,1%% | 27,4%10,2% | 120,4%9,1%* 135,0+87,1* 10,8+2,1%% | 641,1+41,3%*
120 139,9+61,0%* | 13,8+9,1 34,1£10,6* 93,1£39,1 9,6+5,3* 290,5+41,0%
5 107,4+55,4% | 20,9+11,7 53,9+17,5* 128,3+29,9 15,8+9,6 326,2+48,8*
bazalna 15 484,9+86,8** | 80,1+25,2% | 146,9+33,3%* 227,7+75,0 16,6+5,1* 956,1+87,1%*
jedra 45 421,4%56,5%% | 72,3%33,1 | 146,9+25,0%* 195,8+88,9% 14,551,1% | 850,8+46,9%F
120 152,3+78,5* ND 41,5+16,2% 55,9+9,1% 13,5%5,8 263,1£28,5%*

(n=5; *p<0,05; **p<0,01; ND - nije detektovano)

Sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida u uzorcima delova mozdanog tkiva Zenki pacova u

toku 120 minuta, je prikazan na slici 4.34.

Iz navedenih rezultata se moze uoditi nagli porast koncentracije opijatnih alkaloida u
svim delovima mozdanog tkiva nakon 15 minuta od tretiranja zivotinja heroinom, pri ¢emu
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su najvece koncentracije opijata odredene u mozdanoj kori (972,8 + 147,1 ng/g), bazalnim
jedrima (956,1 * 87,1 ng/g) i moZzdanom stablu (954,8 = 169,5 ng/g), a najmanje u
amigdali (706,8 + 55,7 ng/q).
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Slika 4.34. Sadrzaj sume opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva Zenki pacova

Nakon 120 minuta se moZe uociti pad koncentracije opijata, pri ¢emu su odredene
priblizno iste vrednosti u svim delovima mozdanog tkiva, a neznatno ve¢e u amigdali
(290,5 £ 41,0 ng/g) i bazalnim jedrima (263,1 £ 28,5 ng/g). Navedene vrednosti
koncentracija ukupnih opijatnih alkaloida su statisticki znacajne u odnosu na kontrolnu grupu
Zivotinja.
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Slika 4.35. Sadrzaj kodeina u delovima mozdanog tkiva zenki pacova
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Isto tako odredivan je i sadrzaj pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina, morfina,
acetilkodeina, 6-acetilmorfina i heroina u delovima mozdanog tkiva zenki pacova u toku
120 minuta. Rezultati su prikazani na slikama od 4.35. do 4.39.

Najveéi sadrzaj kodeina je odreden nakon 15 minuta u bazalnim jedrima (484,9 +
86,8 ng/g) i mozdanom stablu (417,9 + 68,4 ng/g), dok se nakon 120 minuta moze uoCiti
pad koncentracije u svim delovima mozdanog tkiva, pri ¢emu je najveci sadrzaj odreden u
bazalnim jedrima (152,3 £+ 78,5 ng/g) i amigdali (139,9 = 61,0 ng/g), a najmanji u
mozdanom stablu (98,4 + 24,5 ng/g) (slika 4.35.). Navedene vrednosti koncentracija
kodeina su statisticki znacajne u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.
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Slika 4.36. Sadrzaj morfina u delovima moZdanog tkiva zenki pacova

Navedeni rezultati ukazuju na najveéi sadrzaj morfina nakon 15 minuta u mozdanom
stablu (94,6 £ 15,8 ng/g) i bazalnim jedrima (80,1 + 25,2 ng/g), a vrednosti su statisticki
znacajne u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.

Nakon 120 minuta je uocljivo smanjenje sadrZzaja morfina, pri ¢emu su najvece
koncentracije odredene u mozdanoj kori (23,3 + 8,1 ng/g) i amigdali (13,8 + 9,1 ng/g), a
najmanje u mozdanom stablu (8,8 + 3,9 ng/g), dok u bazalnim jedrima nije identifikovan
(slika 4.36.). Vrednost koncentracije morfina u mozdanoj kori je statisticki znacajna, za
razliku od vrednosti koncentracija u amigdali i mozdanom stablu.

Najveci sadrzaj acetilkodeina je odreden u mozdanom stablu (155,1 + 73,0 ng/g) i
bazalnim jedrima (146,9 = 33,3 ng/g) nakon 15 minuta, dok se nakon 120 minuta moze
uoCiti smanjenje koncentracije, pri ¢emu su odredene priblizno iste vrednosti u svim
delovima moZzdanog tkiva, a neznatno vece u mozdanoj kori (43,5 £ 12,0 ng/qg) i bazalnim
jedrima (41,5 £ 16,2 ng/q) (slika 4.37.). Navedene vrednosti koncentracija acetilkodeina su
statisticki znacajne u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.
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Iz navedenih rezultata se moze uoCiti naglo povecanje koncentracije
6-acetilmorfina nakon 15 minuta, pri ¢emu je najvedi sadrzaj odreden u mozdanoj kori
(346,6 = 54,4 ng/g) i mozdanom stablu (267,4 + 83,6 ng/g), a vrednosti su statisticki
znacajne u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.
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Slika 4.37. Sadrzaj acetilkodeina u delovima mozdanog tkiva zenki pacova

Nakon 120 minuta je uocljivo smanjenje koncentracije 6-acetilmorfina, pri ¢emu su
najvece koncentracije odredene u amigdali (93,1 + 39,1 ng/g) i moZzdanom stablu (79,9 +
16,2 ng/g), a najmanje u bazalnim jedrima (55,9 = 9,1 ng/g) (slika 4.38.). Vrednost
koncentracije 6-acetiimorfina u bazalnim jedrima je statisticki znacajna, za razliku od
vrednosti koncentracija u amigdali i mozdanom stablu.
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Slika 4.38. Sadrzaj 6-acetilmorfina u delovima mozdanog tkiva Zenki pacova

106



Maja burendic-Brenesel Distribucija opijatnih alkaloida u mozgu

Prikazani rezultati ukazuju na najveci sadrzaj heroina nakon 15 minuta u mozdanom
stablu (19,9 + 6,8 ng/g) i bazalnim jedrima (16,6 + 5,1 ng/g), pri ¢emu su vrednosti
statisticki znacajne u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.
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Slika 4.39. Sadrzaj heroina u delovima mozdanog tkiva Zenki pacova

Nakon 120 minuta je uocljivo smanjenje sadrZaja heroina, koje je najizrazenije u
mozdanom stablu, pri ¢emu su najvece koncentracije odredene u bazalnim jedrima (13,5 %
5,8 ng/g) i mozdanoj kori (10,8 + 5,7 ng/g) a najmanje u mozdanom stablu (8,9 + 4,0 ng/g)
(slika 4.39.). Navedene vrednosti koncentracija nisu statisticki znaCajne u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja.

Maksimalne vrednosti koncentracija u delovima mozdanog tkiva nakon 15 minuta su
iznosile za kodein: 484,9 + 86,8 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,01), 6-acetilmorfin: 346,6 £
54,4 ng/g (u mozdanoj kori; p<0,05), acetilkodein 155,1 + 73,0 ng/g (u mozdanom stablu;
p<0,05), morfin: 94,6 + 15,8 ng/g (u mozdanom stablu; p<0,05) i heroin: 19,9 + 6,8 ng/g
(u mozdanom stablu; p<0,05), a za sumu opijata: 972,8 + 147,1 ng/g (u mozdanoj kori;
p<0,05) i 956,1 £ 87,1 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,01).

Maksimalne vrednosti koncentracija u delovima mozdanog tkiva nakon 120 minuta su
iznosile za kodein: 152,3 £ 78,5 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,05), 6-acetilmorfin: 93,1 £
39,1 ng/g (u amigdali), acetilkodein 43,5 + 12,0 ng/g (u mozdanoj kori; p<0,05), morfin:
23,3 £ 8,1 ng/g (u mozdanoj kori; p<0,05) i heroin: 13,5 + 5,8 ng/g (u bazalnim jedrima), a
za sumu opijata: 290,5 £+ 41,0 ng/g (u amigdali; p<0,05) i 263,1 £ 28,5 ng/g (u bazalnim
jedrima; p<0,01).
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Rezultati dobijeni analizom distribucije pojedinacnih opijatnih alkaloida u mozdanom tkivu
Zenki pacova u razli¢éitom vremenskom periodu, su u saglasnosti sa rezultatima koji ukazuju na
nagli porast sadrzaja ukupnih opijata nakon 15 minuta, sa najveCom procentualnom
zastupljenoS¢éu u mozdanoj kori (27 %) i bazalnim jedrima (27 %) (slika 4.40. A). Smanjenje
sadrzaja ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida je utvrdeno u svim delovima mozdanog tkiva
nakon 120 minuta, pri ¢emu je njihova najveca procentualna zastupljenost u amigdali (28 %),
bazalnim jedrima (25 %) i mozZdanoj kori (25 %) (slika 4.40. B).
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Slika 4.40. Distribucija opijata u mozdanom tkivu Zenki pacova nakon (A) 15 min i (B) 120 min
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Slika 4.41. Hromatogram GC-MS SIM analize uzorka bazalnih jedara Zenki pacova nakon A) 15
i B) 120 minuta
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Kao primer kvantitativhe analize delova mozdanog tkiva, prikazani su hromatogrami
GC-MS SIM analize bazalnih jedara zenki pacova nakon 15 i 120 minuta, u kojima su
kvantifikovani kodein, morfin, acetilkodein, 6-acetilmorfin i heroin (slike 4.41. A i B).

Na prikazanim hromatogramima se moze uociti smanjenje intenziteta pikova
navedenih opijatnih alkaloida nakon 120 minuta u poredenju sa intenzitetom pikova nakon
15 minuta od tretiranja Zivotinja heroinom.

4.6.2. ANALIZA ISPITIVANIH OPIJATA U UZORCIMA KRVI

Sadrzaj ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina, morfina, acetilkodeina,
6-acetilmorfina i heroina, u uzorcima krvi Zenki pacova je odredivan u toku 120 minuta i
prikazan je u tabeli 4.4.

Dobijeni podaci su prikazani kao srednja vrednost £ SD za 5 eksperimentalnih
Zivotinja u grupi, a statisticka znacajnost razlika u odnosu na kontrolnu grupu je odredena
Studentovim t - testom, pri cemu je statisticka znacajnost prihvacena za p<0,05.

Tabela 4.4. SadrZaj ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida u uzorcima krvi Zenki pacova

Vreme Koncentracija opijata (ng/ml)
(min) kodein morfin acetilkodein | 6-acetilmorfin heroin suma opijata
5 346,3+£128,5* 191,24+73,4* 48,4+15,9 198,0+77,5 12,9+6,7* 796,7+£128,4**
15 748,3+97,9** 202,9+37,1** 63,4+14,5 390,1+84,9* 18,4+1,6* 1423,1+139,2%*
45 624,3£93,1%% | 183,3%40,9% | 27,5+10,3* 140,2+21,6* 8,1%3,5%% | 983,3+113,5%*
120 330,4+69,1* | 150,5%75,3 17,0£5,0 77,2£10,1 6,7£1,8%% | 581,8+116,3*

(n=5; *p<0,05; **p<0,01)

Sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida, kao i pojedinacnih opijata: kodeina, morfina,
acetilkodeina, 6-acetilmorfina i heroina u uzorcima krvi Zenki pacova u toku 120 minuta, je
prikazan na slici 4.42.

Prikazani rezultati ukazuju da je u uzorcima krvi najveci sadrzaj ukupnih opijata
(1423,1 £+ 139,2 ng/ml) kao i pojedinacnih opijatnih alkaloida: kodeina (748,3 =+
97,9 ng/ml), 6-acetiimorfina (390,1 £ 84,9 ng/ml), morfina (202,9 * 37,1 ng/ml),
acetilkodeina (63,4 £ 14,5 ng/ml) i heroina (18,4 £ 1,6 ng/ml) odreden nakon 15 minuta od
tretiranja Zivotinja heroinom. Sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida, kodeina, 6-acetilmorfina,
morfina i heroina je statisticki znaCajan u odnosu na kontrolne vrednosti, za razliku od
sadrzaja acetilkodeina.
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Slika 4.42.  Sadrzaj ukupnih i pojedinacnih opijata u uzorcima krvi Zenki pacova

Takode, moze se uociti da je ve¢ nakon 5 minuta odredena znatno veca koncentracija
kodeina (346,3 £ 128,5 ng/ml), 6-acetilmorfina (198,0 £ 77,5 ng/ml) i morfina (191,2 £
73,2 ng/ml), u odnosu na acetilkodein (48,4 £ 15,9 ng/ml) i heroin (12,9 £ 6,7 ng/ml).
Vrednosti koncentracija kodeina, morfina i heroina su statisticki znacajne u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja, za razliku od vrednosti koncentracija 6-acetiimorfina i
acetilkodeina.

Imajuéi u vidu da su Zivotinje tretirane heroinom sa najveéim sadrzajem
6-acetilmorfina, 3,6-diacetilmorfina i acetilkodeina u smesi, visok sadrzaj kodeina i morfina u
krvi se moZe objasniti time Sto nastaju procesom brze hidrolize acetilkodeina, odnosno
heroina. U odnosu na druge opijatne alkaloide, sadrzaj morfina je relativno konstantan u
uzorcima krvi i blago opada nakon 120 minuta.
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Slika 4.43.  Hromatogram GC-MS SIM analize uzorka krvi Zenke pacova nakon 15 minuta
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Kao primer kvantitativne analize, prikazan je hromatogram GC-MS SIM analize uzorka

krvi Zenki pacova nakon 15 minuta, u kojoj su kvantifikovani kodein, morfin, acetilkodein,
6-acetilmorfin i heroin (slika 4.43.).
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Slika 4.44. Sadrzaj sume opijata u uzorcima delova mozdanog tkiva i krvi Zenki pacova

Poredenjem sadrzaja ukupnih opijata u krvi i delovima mozdanog tkiva moze se uociti
znatno povedanje koncentracije u svim uzorcima nakon 15 minuta, u kojima je odreden i
priblizan sadrzaj opijata (1423,1 + 139,2 ng/ml u krvi i 706,8 + 55,7 - 972,8 + 147,1 ng/g u
delovima moZdanog tkiva). Potom se moZe uociti isti trend smanjenja sadrzaja opijata u svim
uzorcima nakon 120 minuta, pri ¢emu vrednosti koncentracija u delovima mozdanog tkiva
iznose 231,3 + 30,8 - 290,5 + 41,0 ng/g, a u krvi 581,8 £ 116,3 ng/ml (slika 4.44.).
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4.7. POREDENJE SADRZAJA OPIJATNIH
ALKALOIDA U BIOLOSKIM UZORCIMA
EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA SUPROTNIH
POLOVA

Ranijim istrazivanjima je dokazano da zenke mogu podneti znatno vece doze morfina,
u poredenju sa muzjacima, pri ¢emu su izmerene koncentracije morfina u mozgu i krvi kod
oba pola jednake (Cicero i sar., 1996; 1997; Nock i sar., 1997).

U okviru ovog eksperimentalnog rada muZzjaci i zenke pacova su tretirani dozom od
25 mg/kg heroina, pri ¢emu je 100 % Zenki i 67 % muZzjaka prezivelo vremenski period od
120 minuta.

Maksimalne vrednosti koncentracija pojedinacnih i ukupnih opijatnih alkaloida u
odgovaraju¢im delovima mozdanog tkiva muzjaka i zenki pacova, odredenih nakon 5, 15, 45
i 120 minuta su prikazane u tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Maksimalne koncentracije opijata u mozdanom tkivu muZzjaka i Zenki pacova

vreme/pol 5 min 15 min 45 min 120 min
ng/g ? J ? d ? o
kodein 110,5+44,7 184,7+42,3 484,9+86,8 581,3+120,8 152,3+78,5 143,2+15,0
6-acetilmorfin | 216,8+43,4 | 91,7+36,9 346,6+54,4 319,5+87,0 93,1+39,1 35,3+14,8
acetilkodein 58,4+18,7 92,7%30,1 155,1+73,0 245,4+61,0 43,5+12,0 22,4%9,5
morfin 82,9+18,9 92,0£21,8 94,6%15,8 162,0%56,0 23,3%8,1 129,5+20,4
heroin 15,849,6 11,3%5,0 19,9+6,8 10,5+3,8 13,5%5,8 6,2+1,8
suma opijata | 466,3+67,6 | 410,5+46,3 | 972,8+147,1 | 1318,7+121,5 | 290,5+41,0 | 304,4+42,5

(n=5)

Ako se uporede koncentracije pojedinacnih i ukupnih opijatnih alkaloida u mozdanom
tkivu Zivotinja oba pola, mogu se uociti relativno bliske vrednosti u ispitivanim vremenskim
periodima.

Najvedi sadrzaj opijata je odreden u mozdanom tkivu zenki nakon 15 minuta (crvena
kolona u tabeli), a kod muZjaka nakon 45 minuta (plava kolona u tabeli), Sto ukazuje na brzu
distribuciju opijata iz krvi u mozak kod Zenki u odnosu na muZzjake pacova.

Dobijeni rezultati takode pokazuju, da je u navedenim vremenskim periodima kod oba
pola odreden veli sadrzaj kodeina, 6-acetiimorfina i acetilkodeina, u odnosu na morfin i
heroin. Dobijene razlike u vrednostima koncentracija opijata se mogu objasniti procesima
biotransformacije i distribucije opijata u organizmu. Takode, treba imati u vidu da su
Zivotinje tretirane heroinom sa najvecim sadrzajem 6-acetilmorfina, 3,6-diacetiimorfina i
acetilkodeina u smesi. Naime, moze se smatrati da je najmanji sadrzaj heroina u odnosu na
druge opijatne alkaloide uzrokovan njegovom brzom hidrolizom u 6-acetilmorfin, a potom u
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morfin. Isto tako, morfin zbog svoje vece polarnosti, u poredenju sa 6-acetilmorfinom i
ostalim opijatnim alkaloidima znatno sporije prolazi krvno-mozdanu barijeru, te su njegove
vrednosti manje u mozdanom tkivu od ocekivanih. Acetilkodein podleze hidrolizi u kodein, a s
obzirom da su oba molekula manje polarna u poredenju sa morfinom, odreden je njihov
visok sadrzaj u mozdanom tkivu.

Ako se uporedi distribucija opijata u mozdanom tkivu zivotinja oba pola, kada je
odreden njihov najvedi i najmanji sadrzaj, moZe se uoCiti da je najveca procentualna
zastupljenost opijata odredena:

e kod Zenki u mozdanoj kori i bazalnim jedrima nakon 15 minuta (slika 4.40. A),
e kod muZjaka u amigdali i bazalnim jedrima nakon 45 minuta (slika 4.29. A),

e kod zenki u amigdali, bazalnim jedrima i mozdanoj kori nakon 120 minuta (slika
4.40.B) i

e kod muZjaka u mozdanoj kori i bazalnim jedrima nakon 120 minuta (slika
4.29. B).

Iz navedenog se moze zakljuCiti da je najveca procentualna zastupljenost opijata
odredena u istim delovima mozdanog tkiva zZivotinja oba pola, ali u razli¢itim vremenskim
periodima. Takode, moze se uociti da su kod oba pola u svim vremenskim periodima opijati
zastupljeni u bazalnim jedrima.

U uzorcima krvi je najveéi sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida odreden nakon 15
minuta kod eksperimentalnih Zivotinja oba pola (slika 4.45.).

Poredenjem koncentracija opijata nakon 15 minuta, uocljiva je znatno veca vrednost
kod muZjaka (2994,5 + 505,5 ng/ml), u odnosu na Zenke (1423,1 + 139,2 ng/ml), Sto se
moze objasniti brzom distribucijom opijata iz krvi u mozdano tkivo Zenki. Ovo je u saglasnosti
sa odredenim najvedim sadrzajem opijata u mozdanom tkivu Zenki nakon 15 minuta, a kod
muzjaka nakon 45 minuta.

U vremenskom periodu od 15 do 120 minuta, moze se uociti smanjenje koncentracije
opijata. Priblizno iste vrednosti su odredene u krvi muZjaka i Zenki pacova nakon 45
(1209,7 £ 131,7 ng/ml i 983,3 £ 113,5 ng/ml) i 120 minuta (322,9 * 40,3 ng/ml i 581,8 %
116,3 ng/ml).

113



Maja burendic-Brenesel Distribucija opijatnih alkaloida u mozgu
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Slika 4.45. Sadrzaj opijata u uzorcima krvi muZjaka i Zenki pacova

U uzorcima krvi Zivotinja oba pola je nakon 5 minuta odredena znatno veca
koncentracija kodeina, 6-acetilmorfina i morfina, u odnosu na acetilkodein i heroin, Sto se
moZze objasniti brzim procesom hidrolize acetilkodeina u kodein i heroina u 6-acetilmorfin, a
potom u morfin (slike 4.31. i 4.42.).

Ovako dobijeni rezultati koji ukazuju na brzu distribuciju opijata iz krvi u mozdano
tkivo Zenki, u odnosu na muzjake pacova, su u saglasnosti sa istrazivanjima opisanim u
literaturi, u kojima su opijati (morfin i heroin) ispoljavali razlicite efekte na suprotne polove.
Naime, u eksperimentima sa pacovima nisu uoCene razlike samo u slucaju analgetickog
dejstva opijata, nego i u njihovom stimulativnom dejstvu i razvoju fizicke zavisnosti (Cicero i
sar., 1996, Craft i sar., 1996; Cicero i sar., 1997; Nock i sar., 1997; Cicero i sar., 1998;
1999). Moze se reci da su uocene razlike u ponasanju suprotnih polova pod uticajem opijata,
posledica pretpostavki da postoji razli¢ita organizaciona struktura mozga muzjaka i Zenki
pacova, na koju uti¢u polni hormoni, a koji mogu menjati populaciju opijatnih receptora na
izvesnim regijama mozdanog tkiva (Amold i Breedlove, 1985; Breedlove, 1992; 1994;
Hammer i sar., 1994; Brown i sar., 1996, Quinones-Jenab i sar., 1997; Cooke i sar., 1998,
Eckersell i sar., 1998).

Stoga, dobijeni rezultati u ovom radu imaju svoje opravdanje, s obzirom da su ova
istrazivanja nova i nisu do sada, prema nasim saznanjima opisana u literaturi.

Od izuzetnog znacaja za ovaj rad su eksperimentalni podaci kojima se potvrduje da je
distribucija opijata u humanom mozdanom tkivu kod pripadnika suprotnih polova kao i
mozdanom tkivu muZjaka i Zenki pacova, nakon 120 minuta od tretiranja heroinom,
identicna.

Posebno treba imati u vidu da su ispitivanja vrSena na humanim bioloskim uzorcima
koji su uzimani za analizu istog dana ili dana nakon smrti osoba, gde ne postoji moguénost
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za precizno utvrdivanje koliCine opijata ili medikamenata koje su osobe konzumirale
neposredno pre smrtnog ishoda.

Kada se izvrSi poredenje distribucije opijata u humanom i mozdanom tkivu
eksperimentalnih Zivotinja, moze se zakljuciti da je odreden najveéi sadrzaj opijata u
mozdanoj kori i bazalnim jedrima kod pripadnika muskog pola. Kod pripadnica Zenskog pola
je najvedi sadrzaj opijata odreden u amigdali, mozdanoj kori i bazalnim jedrima.
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4.8. UTICAJ OPIJATA NA BIOHEMIJSKE
PARAMETRE U JETRI EKSPERIMENTALNIH
ZIVOTINJA

Jednokratno davanje opijata eksperimentalnim Zivotinjama je ispoljilo izvestan uticaj
na masu jetre, koli¢inu jetrenih proteina, glutationa, intenzitet lipidne peroksidacije i
aktivnost enzima oksidativnog stresa (katalaze, glutation-peroksidaze, peroksidaze i ksantin-
oksidaze). Istrazivanjem je utvrdeno da je u izvesnim slucajevima doslo do statisticki
znacajnih promena, nakon 45 i 120 minuta od tretiranja Zivotinja heroinom, u odnosu na
Zivotinje koje su predstavljale kontrolnu grupu.

Dobijeni podaci su prikazani kao srednja vrednost £ SD za 5 eksperimentalnih
zivotinja u grupi, a statisticka znacajnost razlika u odnosu na kontrolnu grupu je odredena
Studentovim t - testom, pri ¢emu je statisticka znacajnost prihvacena za p<0,05.

4.8.1. UTICAJ OPIJATA NA RELATIVNU MASU JETRE I
SADRZAJ UKUPNIH PROTEINA

Iz prikazanih rezultata se moze uociti povecanje relativne mase jetre pod uticajem
opijata kod muZjaka i Zenki pacova, medutim nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (slika 4.46.).

g% relativna masa jetre
3.5

W muZjaci
o zenke
3.0 A

2.5 A

2.0 |

1.5 4

1.0

0.5

0.0 -
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Slika 4.46. Uticaj opijata na relativhu masu jetre muZzjaka i Zzenki pacova (n=5)
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Slika 4.47. Uticaj opijata na sadrzaj ukupnih proteina u jetri muZjaka i Zzenki pacova (n=5)

Navedeni podaci ukazuju na izvesno smanjenje (nakon 45 minuta) i povecanje
(nakon 120 minuta) sadrzaja ukupnih proteina u jetri muzjaka i Zenki pacova, medutim nisu
utvrdene statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja (slika 4.47.).

4.8.2. UTICAJ OPIJATA NA MARKERE OKSIDATIVNOG
STRESA U JETRI EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA

4.8.2.1. UTICAJ OPIJATA NA LIPIDNU PEROKSIDACIJU

LP
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Slika 4.48.  Uticaj opijata na LP u jetri muzjaka i zenki pacova (n=5)
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Navedeni podaci ukazuju na izvesno smanjenje intenziteta lipidne peroksidacije kod
muzjaka i zenki pacova nakon 45 i 120 minuta, ali nisu utvrdene statisticki znacajne promene
u odnosu na kontrolne vrednosti (slika 4.48.).

4.8.2.2. UTICAI OPIJATA NA AKTIVNOST KATALAZE

Iz prikazanih rezultata se moze uociti smanjenje aktivnosti katalaze pod uticajem
opijata kod muzjaka i Zenki pacova. Statisticki zna¢ajno smanjenje aktivnosti navedenog
enzima (u odnosu na kontrolnu grupu) od 36 % kod muZzjaka i 19 % kod Zenki, odredeno je
nakon 120 minuta od tretiranja heroinom (slika 4.49.).
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Slika 4.49. Uticaj opijata na aktivnost CAT u jetri muZjaka i Zenki pacova (n=5)

4.8.2.3. UTICAJ OPIJATA NA AKTIVNOST GLUTATION-
PEROKSIDAZE

Prikazani rezultati ukazuju na smanjenje aktivnosti glutation-peroksidaze, a statisticki
znacajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja su utvrdene kod muzjaka nakon 45
(smanjenje od 29 %) i 120 minuta (smanjenje od 38 %). Kod Zenki je statisticki znacajno
smanjenje aktivnosti navedenog enzima (od 56 %) utvrdeno nakon 120 minuta (slika 4.50.).
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Slika 4.50. Uticaj opijata na aktivnost GSH-Px u jetri muzjaka i Zenki pacova (n=5)

4.8.2.4. UTICAJ OPIJATA NA AKTIVNOST PEROKSIDAZE

Eksperimentalni podaci ukazuju na statisticki znacajno smanjenje aktivnosti
peroksidaze od 59 % u jetri muzjaka i 56 % u jetri Zenki pacova nakon 120 minuta od
tretiranja heroinom (slika 4.51.).
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Slika 4.51.  Uticaj opijata na aktivnost Px u jetri muzjaka i Zenki pacova (n=5)
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4.8.2.5. UTICAJ OPIJATA NA AKTIVNOST KSANTIN-OKSIDAZE

Iz prikazanih rezultata se moze uocCiti statisticki znacajno smanjenje aktivnosti
ksantin-oksidaze pod uticajem opijata od 46 % kod muZjaka i 26 % kod Zenki pacova, nakon
120 minuta od tretiranja heroinom (slika 4.52.).
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Slika 4.52.  Uticaj opijata na aktivnost XOD u jetri muzjaka i Zenki pacova (n=5)

4.8.2.6. UTICAJ OPIJATA NA KOLICINU REDUKOVANOG
GLUTATIONA

Prikazani rezultati ukazuju na izvesno povecanje sadrzaja GSH nakon 45 minuta, a
potom smanjenje nakon 120 minuta, kod muZjaka i Zenki pacova, medutim dobijeni podaci
nisu od statistickog znacaja (slika 4.53.).
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Slika 4.53.  Uticaj opijata na koli¢inu redukovanog GSH u jetri muzjaka i Zenki pacova (n=5)
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4.9. POREDENJE VREDNOSTI
BIOHEMIJSKIH PARAMETARA JETRE KOD
EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA SUPROTNIH
POLOVA

Zbirni uticaj opijata na relativnu masu jetre, sadrzaj ukupnih proteina, glutationa,
intenzitet lipidne peroksidacije i aktivnost enzima oksidativhog stresa (katalaze, glutation-
peroksidaze, peroksidaze i ksantin-oksidaze) u jetri muZjaka i Zenki pacova, nakon 45 i 120
minuta od tretiranja Zivotinja heroinom je prikazan na slikama 4.54., odnosno 4.55.

Podaci su prikazani kao procentualne vrednosti u odnosu na kontrolne vrednosti
(100 %) dobijene analizom jetre zZivotinja tretiranih fizioloSkim rastvorom.

Poredenjem uticaja opijata na ispitivane parametre u jetri eksperimentalnih Zivotinja
nakon 45 minuta od tretiranja heroinom (u odnosu na kontrolne vrednosti), moze se uoCiti
kod pripadnika oba pola Zivotinja (slika 4.54.):

e povecanje relativne mase jetre i sadrzaja glutationa,

e smanjenje sadrzaja ukupnih proteina, intenziteta lipidne peroksidacije, aktivnosti
glutation-peroksidaze i ksantin-oskidaze.
Uticaj opijata na aktivnost katalaze i peroksidaze se razlikuje kod muZjaka i Zenki
pacova. Naime, kod zenki se moze uoCiti povecanje, a kod muZjaka smanjenje aktivnosti
navedenih enzima.

45 min od tretiranja Zivotinja W muZjaci
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350%
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100% -
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masa jetre proteini

Slika 4.54.  Zbirni uticaj opijata na ispitivane parametre u jetri muzjaka i Zenki pacova nakon 45
minuta od tretiranja heroinom (n=5; *p<0,05)
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Nakon 120 minuta od tretiranja eksperimentalnih Zivotinja heroinom, moze se uoCiti
podjednak uticaj opijata na sve ispitivane parametre u jetri muzjaka i Zenki pacova (slika
4.55):

e povecanje relativne mase jetre i sadrzaja ukupnih proteina,

e smanjenje intenziteta lipidne peroksidacije, aktivnosti katalaze, glutation-
peroksidaze, peroksidaze i ksantin-oskidaze,

izuzev sadrzaja glutationa, koji je veéi kod Zenki, a manji kod muzjaka u odnosu na
kontrolne vrednosti.
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Slika 4.55. Zbirni uticaj opijata na ispitivane parametre u jetri muzjaka i zenki pacova nakon
120 minuta od tretiranja heroinom (n=5; *p<0,05; **p<0,01)

Iz navedenih podataka se moze uociti da opijati nisu ispoljili statistic¢ki znacajan uticaj,
ispitivanjem promene relativne mase jetre, sadrzaja ukupnih proteina, intenziteta lipidne
peroksidacije i sadrzaja glutationa, u ispitivanim vremenskim periodima.

Podaci iz literature ukazuju na indukciju lipidne peroksidacije usled hroni¢ne upotrebe
morfina i heroina, Sto prouzrokuje oksidativna ostecenja (Correia i sar., 1984, Di Bello i sar.,
1998; Panchenko i sar., 1999).

Literaturni podaci (Correia i sar., 1984, Payabvash i sar., 2006), koji se odnose na
aktivnost GSH ukazuju na smanjenje koncentracije jetrenog glutationa indukovano
morfinom.

U ovom radu, utvrdeno je smanjenje aktivnosti sledecih ispitivanih enzima: CAT,
GSH-Px, Px i XOD i kod muzjaka i Zenki pacova, koje je statisticki znacajno u odnosu na
kontrolne vrednosti, nakon 120 minuta od tretiranja zZivotinja heroinom. To se moZe objasniti
Cinjenicom da je posledica upotrebe opijata, smanjenje antioksidantne odbrane jetrenih
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Celija. Stoga, smanjenje aktivnosti navedenih enzima objasnjava pojavu oksidativnog stresa
u jetri.

Ovi rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima (Payabvash i sar., 2006) koji
ukazuju na hepatotoksi¢ne efekte morfina, Sto prouzrokuje indukciju oksidativnog stresa u
jetri eksperimentalnih Zivotinja, tj. apoptozu u hepatocitima, usled smanjenja aktivnosti
GSH-Px, SOD i CAT.
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5. ZAKLIUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

Za izolovanje opijatnih alkaloida iz humanih bioloskih uzoraka: mozdanog tkiva,
krvi, urina i Zudi, kao i bioloskih uzoraka eksperimentalnih Zivotinja: mozdanog
tkiva i krvi, uspesno je primenjen postupak ¢vrsto-tecne ekstrakcije (SPE - Solid
Phase Extraction) na SPE kolonama Extrelut-NT20 i AccuBOND EVIDEXII 400
mg/6 ml.

Za humane bioloske uzorke, obradene na SPE kolonama Extrelut-NT 20, stvarni
prinos (recovery) je iznosio 70 - 80 %, a za bioloSke uzorke eksperimentalnih
Zivotinja, obradene na SPE kolonama AccuBOND EVIDEXII 400mg/6 ml,
recovery je iznosio 80 - 90 %.

Modifikovan je postupak kvalitativne i kvantitativhe GC-MS (Gas
Chromatography-Mass Spectrometry) analize bioloskih uzoraka, na taj nacin sto
nakon obrade uzoraka na SPE kolonama nije vrsena derivatizacija ekstrakta, Sto
je inaCe uobicajeni postupak u literaturi. Naime, adekvatna identifikacija i
kvantifikacija polarnih opijatnih alkaloida je omogucéena povecanjem vrednosti
parametra EMV (electron multiplier voltage) masenog detektora za 500 i 200
jedinica u vremenskim periodima u okviru kojih se detektuju morfin, odnosno
6-acetilmorfin u toku hromatografske analize.

Time je vreme pripreme uzoraka znatno skraéeno i izbegnuta je kontaminacija
dela GC-MS sistema za unos uzoraka (inlet), veoma agresivnim reagensima za
derivatizaciju.

Kvalitativnom i kvantitativnom GC-MS analizom utvrdena je distribucija opijatnih
alkaloida: morfina, kodeina, acetilkodeina, 6-acetilmorfina i heroina u humanim
bioloskim uzorcima mozdanog tkiva (mozdanoj kori, mozdanom stablu,
amigdali i bazalnim jedrima).

Ispitivanja su vrSena na humanim bioloskim uzorcima gde ne postoji mogucnost
za precizno utvrdivanje koli¢ine opijata ili medikamenata koje su osobe
konzumirale neposredno pre smrtnog ishoda.
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Kvalitativnom GC-MS analizom bioloskih uzoraka krvi, urina i Zuci 29 osoba, za
koje se pretpostavljalo (od strane obducenta) da je uzrok smrti intoksikacija
drogama ili lekovima, utvrdeno je prisustvo opijatnih alkaloida,
benzodiazepinskih preparata, tramadola, metadona ili kokaina, sto je
predstavljalo selekcioni kriterijum za kvalitativnu i kvantitativnu GC-MS analizu
delova mozdanog tkiva (mozdane kore, mozdanog stabla, amigdale i bazalnih
jedara) pomenutih 29 osoba.

Vazno je napomenuti da je analizom bioloskih uzoraka krvi, urina i Zuci 29
osoba, kod 6 osoba utvrdeno prisustvo benzodiazepinskih preparata ili
metadona, pri ¢emu nisu identifikovani opijatni alkaloidi. Medutim, analizom
delova mozdanog tkiva (mozdane kore, mozdanog stabla, amigdale i bazalnih
jedara) pomenutih 6 osoba, pored navedenih medikamenata, ipak su
identifikovani i opijatni alkaloidi, Sto ukazuje na njihov duzi boravak u
mozdanom tkivu, pa se na taj nacin mogu identifikovati.

Dobijeni rezultati ukazuju na neophodnost analize mozdanog tkiva, pored uobicajenih
analiza uzoraka krvi, urina i zuc¢i u smrtnim slucajevima kada postoji sumnja na intoksikaciju

opijatima.

Od ukupno 29 analiziranih uzoraka mozdanog tkiva (24 muskih i 5 Zenskih
osoba), morfin je identifikovan u 28 uzoraka, 6-acetilmorfin u 26 uzoraka, heroin
u 24 uzoraka, kodein u 20 uzoraka i acetilkodein u 7 uzoraka. Iz navedenih
podataka se moze zakljuciti da su osobe konzumirale drogu - heroin sa najveéim
sadrzajem opijatnih alkaloida 6-acetimorfina i 3,6-diacetilmorfina (heroina), a
koji podlezu biotransformaciji u morfin. Acetilkodein je prisutan u manjoj koliCini
i podleze biotransformaciji u kodein.

Kvantitativnom GC-MS analizom je utvrden ukupan sadrzaj opijatnih alkaloida u
delovima mozdanog tkiva 29 osoba (24 muskih i 5 Zenskih osoba) i iznosi od 6,4
do 883,6 ng/g (3,3 % - 60,5 %).

MOZDANO TKIVO MUSKIH OSOBA

Analizom delova mozdanog tkiva muskih osoba, najveéa procentualna zastupljenost
ukupnih opijatnih alkaloida je odredena u mozdanoj kori (37 %) i bazalnim jedrima
(29 %), a najmanja u mozdanom stablu (13 %), dok je u amigdali njihova zastupljenost

21 %.

Sadrzaj pojedinacnih opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva analiziranih
uzoraka muskih osoba iznosi: 0 - 218,2 ng/g kodeina, 0 - 358,6 ng/g morfina,
0 - 51,4 ng/g acetilkodeina, 0 - 149,5 ng/g 6-acetilmorfina i 0 - 189,3 ng/g
heroina.

Najveca procentualna zastupljenost kodeina je odredena u bazalnim jedrima
(43 %) i amigdali (38 %), a najmanja u mozdanom stablu (0 %), dok je u
mozdanoj kori njegova zastupljenost 19 %.
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Najveéa procentualna zastupljienost morfina je odredena u mozdanoj kori
(35 %) i bazalnim jedrima (30 %), a najmanja u mozdanom stablu (13 %), dok
je u amigdali njegova zastupljenost 22 %.

Najveca procentualna zastupljenost acetilkodeina je odredena u mozdanoj kori
(60 %), a najmanju u mozdanom stablu (0 %), dok je u amigdali i bazalnim
jedrima utvrdena njegova podjednaka zastupljenost od 20 %.

Najveca procentualna zastupljenost 6-acetilmorfina je odredena u amigdali
(39 %) i mozdanoj kori (33 %), a podjednaka zastupljenost u mozdanom stablu
i bazalnim jedrima od 14 %.

Najveéa procentualna zastupljenost heroina je odredena u mozdanoj kori
(45 %) i amigdali (25 %), a podjednaka zastupljenost u mozdanom stablu i
bazalnim jedrima od 15 %.

Sumiranjem svih rezultata, dobijenih analizom distribucije opijatnih alkaloida u
delovima mozdanog tkiva, moze se zakljuciti da su navedeni opijatni alkaloidi procentualno

zastupljeni:
.
.
.

najvise u mozdanoj kori: 19 - 60 % i
bazalnim jedrima: 14 - 43 %,
najmanje u mozdanom stablu: 0 - 15 %,

njihova zastupljenost u amigdali je: 20 - 39 %.

Ovi rezultati su u saglasnosti sa distribucijom ukupnih opijatnih alkaloida u delovima
mozdanog tkiva muskih osoba.

Ovako dobijeni rezultati pruzaju mogucnost selekcije delova mozdanog tkiva i to:
mozdane kore i bazalnih jedara, kao pouzdanih uzoraka za identifikaciju i utvrdivanje
sadrzaja opijata kod muskih osoba.

MOZDANO TKIVO ZENSKIH OSOBA

Analizom delova mozdanog tkiva Zenskih osoba, najveca procentualna zastupljenost
ukupnih opijatnih alkaloida je odredena u bazalnim jedrima (40 %), dok je u moZdanoj
kori, mozdanom stablu i amigdali utvrdena njihova podjednaka zastupljenost od 20 %.

Sadrzaj pojedinacnih opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva analiziranih
uzoraka Zenskih osoba iznosi: 0 - 342,9 ng/g kodeina, 4,5 - 180,9 ng/g morfina,
0 - 20,3 ng/g acetilkodeina, 4,8 - 88,8 ng/g 6-acetilmorfina i 0 - 24,5 ng/g
heroina.

Najvecéa procentualna zastupljenost kodeina je odredena u amigdali (75 %), a
najmanija zastupljenost, podjednako u mozdanoj kori i mozdanom stablu (0 %),
dok je u bazalnim jedrima njegova zastupljenost 25 %.
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e Najveca procentualna zastupljenost morfina je odredena podjednako u
mozdanom stablu i amigdali (40 %), a najmanja u bazalnim jedrima (0 %), dok
je u mozdanoj kori njegova zastupljenost 20 %.

¢ Najveca procentualna zastupljenost acetilkodeina je odredena podjednako u
mozdanom stablu i bazalnim jedrima (50 %), a najmanja, podjednako u
mozdanoj kori i amigdali (0 %).

e Najveca procentualna zastupljenost 6-acetilmorfina je odredena podjednako u
mozdanoj kori i mozdanom stablu (40 %), a najmanja u amigdali (0 %), dok je
njegova zastupljenost u bazalnim jedrima 20 %.

e Najveca procentualna zastupljenost heroina je odredena u mozdanom stablu
(50 %), a najmanja u bazalnim jedrima (0 %), dok je u mozdanoj kori i amigdali
utvrdena njegova podjednaka zastupljenost od 25 %.

Sumiranjem svih rezultata, dobijenih analizom distribucije opijatnih alkaloida u
delovima mozdanog tkiva, moze se zakljuciti da su navedeni opijatni alkaloidi procentualno
zastupljeni:

e najviSe u amigdali: 0 - 75 %,

e bazalnim jedrima: 0 - 50 % i

e mozdanoj kori: 0 - 50 %, a

e najmanje u mozdanom stablu: 0 - 40 %.

Ovi rezultati su u saglasnosti sa distribucijom ukupnih opijatnih alkaloida u delovima
mozdanog tkiva zenskih osoba.

Ovako dobijeni rezultati pruzaju mogucnost selekcije delova mozdanog tkiva i to:
amigdale, mozdane kore i bazalnih jedara, kao pouzdanih uzoraka za identifikaciju i
utvrdivanje sadrzaja opijata kod zenskih osoba.

Poredenjem eksperimentalnih rezultata, dobijenih na osnovu distribucije svih
ispitivanih opijatnih alkaloida u mozdanom tkivu muskih i zenskih osoba, utvrdeno je da je
najveca procentualna zastupljenost opijata kod muskih osoba u:

e mozdanoj kori (19 - 60 %) i
e bazalnim jedrima (14 - 43 %),
a kod Zenskih osoba u
e amigdali (0 -75 %) i
e podjednako u mozdanoj kori i bazalnim jedrima (0 - 50 %).

Najmanja procentualna zastupljenost opijata je utvrdena u mozdanom stablu kod
pripadnika oba pola (0 - 15 % kod pripadnika muskog pola i 0 - 40 % kod pripadnica
Zenskog pola).
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Dobijeni eksperimentalni rezultati su od izuzetnog znacaja jer pruzaju
mogucnost selekcije istih delova mozdanog tkiva kod muskih i Zenskih osoba, i
to: mozdane kore i bazalnih jedara, ¢ijom analizom bi se doprinelo
razreSenju uzroka smrti prouzrokovane konzumiranjem heroina.

Kvantitativnom GC-MS analizom je utvrdena distribucija opijatnih alkaloida:
morfina, kodeina, acetilkodeina, 6-acetilmorfina i heroina u bioloskim
uzorcima mozdanog tkiva (mozdanoj kori, mozdanom stablu, amigdali i
bazalnim jedrima) i krvi eksperimentalnih Zivotinja (pacova).

Da bi se omogudilo adekvatno poredenje rezultata analize humanih i mozdanih
tkiva eksperimentalnih Zivotinja, za tretiranje Zivotinja je koris¢en heroin -
zaplenjena droga, Sto predstavlja inovaciju u odnosu na ranija istrazivanja u
kojima su Zivotinje tretirane cistim supstancama heroinom ili morfinom.

Odredena je optimalna doza heroina od 25 mg/kg (racunato na sadrzaj 3,6-
diacetilmorfina i 6-acetilmorfina u smesi) kojom su tretirane eksperimentalne
Zivotinje.

Utvrden je optimalni vremenski period, koji za sve eksperimente iznosi 120
minuta, stoga su bioloski uzorci uzimani za analizu u okviru navedenog
vremenskog perioda, tj. nakon 5, 15, 45 i 120 minuta.

U toku eksperimenta, sve zivotinje su se podjednako ponasSale nakon tretiranja
dozom heroina od 25 mg/kg, mirovale su u uglu kaveza, pri ¢emu je 67 %
muZjaka i 100 % zenki prezZivelo navedenu dozu heroina u toku 120 minuta.

MOZDANO TKIVO MUZJAKA PACOVA

Analizom sadrzaja ukupnih opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva
(mozdanoj kori, mozdanom stablu, amigdali i bazalnim jedrima) muzjaka pacova u toku 120
minuta, utvrden je:

nagli porast koncentracije u svim delovima mozdanog tkiva nakon 45 minuta od
tretiranja zivotinja heroinom, pri ¢emu su najvece koncentracije odredene u
amigdali (1318,7 £ 121,5 ng/g) i bazalnim jedrima (1025, 3 £ 80,7 ng/g), a
najmanje u mozdanoj kori (741,9 £+ 53,1 ng/q) i

nagli pad koncentracije opijata u svim delovima mozdanog tkiva nakon 120
minuta, pri ¢emu su najvece koncentracije odredene u bazalnim jedrima

(304,4 + 42,5 ng/g) i mozdanoj kori (235,8 + 31,3 ng/g), a najmanje u amigdal
(124,8 + 14,5 ng/q).

Navedene vrednosti koncentracija ukupnih opijatnih alkaloida su statisti¢ki znacajne u
odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.

Analizom sadrZaja pojedinacnih opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva
muzjaka pacova u toku 120 minuta, utvrden je:
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e nagli porast koncentracije u svim delovima mozdanog tkiva nakon 45 minuta od
tretiranja zivotinja heroinom, pri ¢emu maksimalne vrednosti koncentracija
iznose za:

¢ kodein: 581,3 £ 120,8 ng/g (u amigdali; p<0,01),

¢ 6-acetilmorfin: 319,5 £+ 87,0 ng/g (u amigdali; p<0,05),
+ acetilkodein 245,4 + 61,0 ng/g (u amigdali; p<0,05),

+ morfin: 189,2 + 54,0 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,05) i
+ heroin: 20,8 £ 8,2 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,05) i

e nagli pad koncentracije u svim delovima mozdanog tkiva nakon 120 minuta, a
maksimalne vrednosti koncentracija iznose za:

¢ kodein: 143,2 £ 15,0 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,01),
¢ morfin: 129,4 = 20,4 ng/g (u bazalnim jedrima),

¢ 6-acetilmorfin: 35,3 £14,8 ng/g (u mozdanoj kori),

¢ acetilkodein 22,4 £ 9,5 ng/g (u amigdali; p<0,01) i

¢ heroin: 6,2 £ 1,8 ng/g (u amigdali).

Rezultati dobijeni analizom distribucije pojedinacnih opijatnih alkaloida u mozdanom
tkivu muZjaka pacova u razliCitom vremenskom periodu, su u saglasnosti sa rezultatima koji
ukazuju na nagli porast sadrzaja ukupnih opijata nakon 45 minuta, sa najveéom
procentualnom zastupljenos¢éu u amigdali (33 %) i bazalnim jedrima (26 %).

Nagli pad sadrzaja ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida je utvrden u svim
delovima mozdanog tkiva nakon 120 minuta i to sa najve¢om procentualnom zastupljenoscu
u bazalnim jedrima (34 %) i mozdanoj kori (27 %).

UZORCI KRVI MUZJAKA PACOVA

Utvrden je nagli porast koncentracije ukupnih opijata (2994,5 = 505,5 ng/ml) kao i
pojedinacnih opijatnih alkaloida:

¢ 6-acetilmorfina (1375,3 £ 220,8 ng/ml),
¢ kodeina (703,0 £ 100,5 ng/ml),

+ morfina (693,8 £ 158,9 ng/ml),

+ acetilkodeina (201,8 £ 80,6 ng/ml) i

¢ heroina (20,6 £ 12,5 ng/ml)

nakon 15 minuta od tretiranja zZivotinja heroinom. Sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida,
6-acetilmorfina, acetilkodeina i heroina je statisticki znacajan, za razliku od sadrzaja kodeina i
morfina.
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Na osnovu dobijenih rezultata, poredenjem koncentracija ukupnih opijata u krvi
(2994,5 + 505,5 ng/ml) i delovima moZdanog tkiva (741,9 + 53,1 - 1318,7 + 121,5 ng/qg),
kada je odreden njihov najvedi sadrzaj, moze se zakljuciti sledece:

e U uzorcima krvi se maksimalan sadrzaj opijata detektuje nakon 15 minuta, dok
se u mozdanom tkivu detektuje tek nakon 45 minuta od tretiranja zZivotinja
heroinom, Sto ukazuje na sporiju distribuciju opijata iz krvi u mozdano tkivo
muZjaka pacova.

MOZDANO TKIVO ZENKI PACOVA

Analizom sadrzaja ukupnih opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva
(mozdanoj kori, mozdanom stablu, amigdali i bazalnim jedrima) Zenki pacova u toku 120
minuta, utvrden je:

e nagli porast koncentracije opijatnih alkaloida u svim delovima mozdanog tkiva
nakon 15 minuta od tretiranja Zivotinja heroinom, pri ¢emu su najveée
koncentracije opijata odredene u mozdanoj kori (972,8 + 147,1 ng/g), bazalnim
jedrima (956,1 + 87,1 ng/g) i mozdanom stablu (954,8 + 169,5 ng/q), a
najmanje u amigdali (706,8 £ 55,7 ng/g) i

e pad koncentracije opijata nakon 120 minuta, pri ¢emu su odredene priblizno iste
vrednosti u svim delovima mozdanog tkiva, a neznatno vece u amigdali (290,5 +
41,0 ng/qg) i bazalnim jedrima (263,1 + 28,5 ng/qg).

Navedene vrednosti koncentracija ukupnih opijatnih alkaloida su statisti¢ki znacajne u
odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.

Analizom sadrzaja pojedinacnih opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva zenki
pacova u toku 120 minuta, utvrden je:

e nagli porast koncentracije u svim delovima mozdanog tkiva nakon 15 minuta od
tretiranja zivotinja heroinom, pri cemu maksimalne vrednosti koncentracija
iznose za:

+ kodein: 484,9 = 86,8 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,01),

¢ 6-acetilmorfin: 346,6 + 54,4 ng/g (u mozdanoj kori; p<0,05),
¢ acetilkodein 155,1 + 73,0 ng/g (u mozdanom stablu; p<0,05),
¢ morfin: 94,6 £ 15,8 ng/g (u mozdanom stablu; p<0,05) i

¢ heroin: 19,9 + 6,8 ng/g (u mozdanom stablu; p<0,05) i

e nagli pad koncentracije u svim delovima moZdanog tkiva nakon 120 minuta, pri
¢emu maksimalne vrednosti koncentracija iznose za:

¢ kodein: 152,3 £ 78,5 ng/g (u bazalnim jedrima; p<0,05),
¢ 6-acetilmorfin: 93,1 £+ 39,1 ng/g (u amigdali),
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¢ acetilkodein 43,5 £+ 12,0 ng/g (u mozdanoj kori; p<0,05),
¢ morfin: 23,3 + 8,1 ng/g (u mozdanoj kori; p<0,05) i
¢ heroin: 13,5 £+ 5,8 ng/g (u bazalnim jedrima).

Rezultati dobijeni analizom distribucije pojedinacnih opijatnih alkaloida u mozdanom
tkivu Zenki pacova u razli¢itom vremenskom periodu, su u saglasnosti sa rezultatima koji
ukazuju na nagli porast sadrzaja ukupnih opijata nakon 15 minuta, sa najveéom
procentualnom zastupljenoséu u mozdanoj kori (27 %) i bazalnim jedrima (27 %).

Smanjenje sadrzaja ukupnih i pojedinacnih opijatnih alkaloida je utvrdeno u svim
delovima mozdanog tkiva nakon 120 minuta, pri ¢emu je njihova najveéa procentualna
zastupljenost u amigdali (28 %), bazalnim jedrima (25 %) i mozdanoj kori (25 %).

UZORCI KRVI ZENKI PACOVA

Utvrden je nagli porast koncentracije ukupnih opijata (1423,1 £ 139,2 ng/ml) kao i
pojedinacnih opijatnih alkaloida:

+ kodeina (748,3 = 97,9 ng/ml),

¢ 6-acetilmorfina (390,1 = 84,9 ng/ml),
+ morfina (202,9 £ 37,1 ng/ml),

+ acetilkodeina (63,4 £ 14,5 ng/ml) i

¢ heroina (18,4 = 1,6 ng/ml)

nakon 15 minuta od tretiranja zZivotinja heroinom. Sadrzaj ukupnih opijatnih alkaloida,
kodeina, 6-acetilmorfina, morfina i heroina je statisticki znacajan, za razliku od sadrzaja
acetilkodeina.

Na osnovu dobijenih rezultata, poredenjem koncentracija ukupnih opijata u krvi
(1423,1 £ 139,2 ng/ml) i delovima mozdanog tkiva (706,8 + 55,7 - 972,8 + 147,1 ng/qg),
kada je odreden njihov najvedi sadrzaj, moze se zakljuciti sledece:

e U uzorcima krvi, kao i u mozdanom tkivu se maksimalan sadrzaj opijata
detektuje nakon 15 minuta od tretiranja Zivotinja heroinom, sto ukazuje na brzu
distribuciju opijata iz krvi u mozdano tkivo zenki pacova.

e Utvrdene su razlike u distribuciji opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva
eksperimentalnih zivotinja.

e Najvedi sadrzaj opijata je odreden u mozdanom tkivu Zenki nakon 15 minuta, a
kod muzjaka nakon 45 minuta, Sto ukazuje na brzu distribuciju opijata iz krvi u
mozak kod Zenki u odnosu na muZzjake pacova.
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Ako se uporedi distribucija opijata u mozdanom tkivu zivotinja oba pola, kada je
odreden njihov najvedi i najmanji sadrzaj, moze se uoCiti da je najveca procentualna
zastupljenost opijata odredena:

e kod Zenki u mozdanoj kori i bazalnim jedrima nakon 15 minuta,

e kod muZjaka u amigdali i bazalnim jedrima nakon 45 minuta,

e kod Zenki u amigdali, bazalnim jedrima i mozdanoj kori nakon 120 minuta i
e kod muZjaka u mozdanoj kori i bazalnim jedrima nakon 120 minuta.

Iz navedenog se moze zakljuciti da je najveca procentualna zastupljenost opijata
odredena u istim delovima mozdanog tkiva zZivotinja oba pola, ali u razli¢itim vremenskim
periodima. Takode, moZe se uociti da su kod oba pola u svim vremenskim periodima opijati
zastupljeni u bazalnim jedrima.

Utvrden je maksimalan sadrzaj opijata u istom vremenskom periodu (15 minuta) u
krvi eksperimentalnih Zivotinja oba pola. Medutim, kod muZjaka su odredene znatno vece
vrednosti koncentracija opijata (2994,5 + 505,5 ng/ml), u odnosu na Zenke (1423,1 +
139,2 ng/ml), Sto se moze objasniti brzom distribucijom opijata iz krvi u mozdano tkivo
Zenki.

Imajuéi u vidu da su ispitivanja vrSena na humanim bioloskim uzorcima gde ne
postoji moguénost za precizno utvrdivanje koli¢ine opijata koje su osobe konzumirale
neposredno pre smrtnog ishoda i na bioloSkim uzorcima eksperimentalnih Zivotinja gde su
omoguceni kontrolisani uslovi, zakljuceno je:

e da su od izuzetnog znacaja za ovaj rad eksperimentalni podaci kojima se
potvrduje da je distribucija opijata u humanom mozdanom tkivu kod pripadnika
suprotnih polova kao i mozdanom tkivu muzjaka i zenki pacova (nakon 120
minuta od tretiranja heroinom), identicna i

e da je odreden najveéi sadrzaj opijata u mozdanoj kori i bazalnim jedrima kod
pripadnika muskog pola (ljudi i eksperimentalnih Zivotinja), a kod pripadnica
Zenskog pola (ljudi i eksperimentalnih Zivotinja) je najveéi sadrzaj opijata
odreden u amigdali, mozdanoj kori i bazalnim jedrima.

Ispitivanjem uticaja opijata na markere oksidativhog stresa u jetri eksperimentalnih
zivotinja suprotnih polova, utvrdeno je:

e smanjenje aktivnosti, koje je statisticki znacajno u odnosu na kontrolne
vrednosti (nakon 120 minuta od tretiranja Zivotinja heroinom), i to za:

¢ katalazu - CAT (36 % kod muZjaka; 19 % kod Zenki),
¢ glutation-peroksidazu - GSH-Px (38 % kod muZjaka; 56 % kod Zenki),
¢ peroksidazu - Px (59 % kod muZjaka; 56 % kod Zenki) i
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¢ ksantin-oksidazu - XOD (46 % kod muZjaka; 26 % kod Zenki) i

e da opijati nisu ispoljili statisticki znacajan uticaj, ispitivanjem promene relativne
mase jetre, sadrzaja ukupnih proteina, intenziteta lipidne peroksidacije (LP) i
sadrzaja glutationa (GSH), u ispitivanim vremenskim periodima, nakon 45 i 120
minuta od tretiranja zivotinja heroinom.

Navedene promene u jetrenom antioksidantnom odbrambenom sistemu pokazuju da

je uzimanje heroina dovelo do smanjenja kapaciteta antioksidantne zastite kod
eksperimentalnih Zivotinja.
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7. SAZETAK

U okviru ove doktorske disertacije:

e IzvrSeno je uspesno izolovanje opijatnih alkaloida iz humanih bioloskih uzoraka:
mozdanog tkiva, krvi, urina i Zuci, kao i bioloskih uzoraka eksperimentalnih
Zivotinja: mozdanog tkiva i krvi, primenom postupka cvrsto-tecne ekstrakcije
(SPE - Solid Phase Extraction).

¢ Modifikovan je postupak za kvalitativnu i kvantitativnhu GC-MS (Gas
Chromatography-Mass Spectrometry) analizu bioloskih uzoraka.

e Utvrdena je distribucija opijatnih alkaloida: morfina, kodeina, acetilkodeina, 6-
acetilmorfina i heroina u humanim bioloskim uzorcima mozdanog tkiva
(mozdanoj kori, mozdanom stablu, amigdali i bazalnim jedrima).

e Dobijeni rezultati pruzaju mogucnost selekcije istih delova mozdanog tkiva kod
muskih i Zenskih osoba, i to: mozdane kore i bazalnih jedara kao pouzdanih
uzoraka za identifikaciju i utvrdivanje sadrzaja opijata.

e Utvrdena je distribucija opijatnih alkaloida: morfina, kodeina, acetilkodeina, 6-
acetilmorfina i heroina u bioloskim uzorcima mozdanog tkiva (mozdanoj kori,
mozdanom stablu, amigdali i bazalnim jedrima) i krvi eksperimentalnih Zivotinja
(pacova), u razli¢itim vremenskim periodima (5, 15, 45 i 120 minuta) od
tretiranja zivotinja heroinom.

e Za tretiranje zivotinja je koriS¢en heroin - zaplenjena droga, Sto predstavlja
inovaciju u odnosu na ranija istrazivanja u kojima su zivotinje tretirane Cistim
supstancama heroinom ili morfinom.

e Utvrdene su razlike u distribuciji opijatnih alkaloida u delovima mozdanog tkiva
eksperimentalnih zivotinja.

o Najveca procentualna zastupljenost opijata je odredena u istim delovima
mozdanog tkiva Zivotinja oba pola i to u mozdanoj kori i bazalnim jedrima ali u
razlicitim vremenskim periodima.
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o Najveci sadrzaj opijata je odreden u mozdanom tkivu Zenki nakon 15 minuta, a
kod muzjaka nakon 45 minuta, Sto ukazuje na brzu distribuciju opijata iz krvi u
mozak kod Zenki u odnosu na muZzjake pacova.

e Utvrden je maksimalan sadrZaj opijata u istom vremenskom periodu (15 minuta)
u krvi eksperimentalnih Zivotinja oba pola. Medutim, kod muzjaka su odredene
znatno vece vrednosti koncentracija opijata u odnosu na Zenke, Sto se moze
objasniti brzom distribucijom opijata iz krvi u mozdano tkivo zenki.

e Utvrdeno je da je distribucija opijata u humanom mozdanom tkivu kod
pripadnika suprotnih polova kao i mozdanom tkivu muzjaka i Zenki pacova
(nakon 120 minuta od tretiranja heroinom), identicna.

e Ispitivanjem uticaja opijata na markere oksidativhog stresa u jetri
eksperimentalnih Zivotinja suprotnih polova, utvrdeno je smanjenje aktivnosti
enzima (nakon 120 minuta od tretiranja Zivotinja heroinom): katalaze (CAT),
glutation-peroksidaze (GSH-Px), peroksidaze (Px) i ksantin-oksidaze (XOD).

Na osnovu rezultata dobijenih analizom bioloskih uzoraka umrlih osoba i bioloskih
uzoraka eksperimentalnih Zzivotinja, opravdano je zakljuciti da je u mehanizmu umiranja
navedena distribucija opijatnih alkaloida od znacaja, kako po regionalnim strukturama
centralnog nervnog sistema, tako i po polnom dimorfizmu. Poremedaji aktivnosti enzima
oksidativnog stresa su znacajan kofaktor u mehanizmu nastanka nagle smrti kod opijatnih
zavisnika, zbog visoke osetljivosti struktura centralnog nervnog sistema na oksidativni stres.
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8. SUMMARY

The work carried out in the frame of this Ph.D. thesis may be summarized as follows:

Opiate alkaloids were successfully isolated from human biological samples: brain
tissue, blood, urine, and bile, as well as from biological samples of experimental
anaimals: brain tissue and blood, by applying procedures of solid phase
extraction (SPE).

A modified procedure was worked out for qualitative and quantitative GC-MS
(Gas Chromatography-Mass Spectrometry) analyses of biological samples.

The distribution of opiate alkaloids: morphine, codeine, acetylcodeine, 6-
acetylmorphine, and heroine in human biological samples of brain tissue (cortex,
brain stem, amigdala and basal nuclei) was established.

The obtained results offer the possibility of selecting the same parts of brain
tissue with males and females, namely, the cortex and basal nuclei, as reliable
samples for identifying and assesment of contents of opiates.

It was established how the opiate alkaloids: morphine codeine, acetylcodeine, 6-
acetylmorphine and heroine are distributed in biological samples of brain tissue
(cortex, brain stem, amigdala and basal nuclei) and blood of experimental
animals (rats) in different time periods (5, 15, 45 and 120 min) after the animal
treatment with heroine.

Animals were treated using seized heroine, which is a novelty compared to
previous investigations in which animals were treated with pure substances —
heroine or morphine.

Certain differences were found in respect of the distribution of opiate alkaloids in
particular brain compartments of tested animals.

The higest percentual presence of the opiates was found in the same
compartments of brain tissue of the animals of both sexes, in the cortex and
basal nuclei, but in the different time periods.
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e The highest content of opiates in the brain tissue of female animals was
measured 15 min and with male animals 45 min after the treatment, which
indicates faster distribution of opiates from blood to brain in the female
compared to male rats.

e Maximal content of opiates in the same time period (15 min) was determined in
blood of animals of both sexes. The values measured in the males were
significantly higher compared to the opiate levels in blood of female animals,
which suggests a faster passage of the opiates from blood to brain tissue in
female animals.

e It was found that the distribution of opiates in brain tissues of dead human
subjects and in rats 120 min after treatment with heroine is identical irrespective
of the sex.

e Study of the effect of opiates on the markers of oxidative stress in the liver of
tested animals of oposite sexes measured 120 min after the treatment with
heroine showed a lowered activity of the following enzymes: catalase (CAT),
glutathion-peroxidase (GSH-Px), peroxidase (Px) and xanthine oxidase (XOD).

On the basis of the results obtained by analyzing biological samples of dead subjects
and biological samples of experimental animals it can be rightly concluded that in dying
mechanism the observed distribution of opiate alkaloids is of significance, both in respect of
the regional structures of the central nervous system and sex dimorphism. The disturbances
in the activity of the ezymes of oxidative stress represent a significant co-factor in the
mechanism of occurrence of a sudden death with opiate adicts, because of the high
sensitivity of the central nervous system to the oxidative stress.
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Opiate alkaloids were successfully isolated from human biological
samples (brain tissue, blood, urine, and bile) as well as from biological
samples of experimental animals (brain tissue and blood) by applying
procedure of solid-phase extraction (SPE).

A modified procedure was worked out for qualitative and quantitative
analysis of biological samples by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS).

The distribution of opiate alkaloids: morphine, codeine, acetylcodeine,
6-acetylmorphine, and heroine in human biological samples of brain



AB

tissue (cortex, brain stem, amigdala and basal nuclei) was established,
showing the highest content of opiates in the cortex and basal nuclei,
equal with male and female persons.

It was established how the opiate alkaloids: morphine codeine,
acetylcodeine, 6-acetylmorphine and heroine are distributed in
biological samples of brain tissue (cortex, brain stem, amigdala and
basal nuclei) and blood of experimental animals (rats) in different time
periods (5, 15, 45 and 120 min) after the animal treatment with
heroine.

The highest content of opiates was found in the cortex and basal nuclei,
equal in the male and female rats, but in different time periods. In
blood samples, the highest content of opiates was measured in the
same period with animals of both sexes, the concentration in the males
being significantly higher, indicating a faster passage of the opiates
from blood to brain in the female compared to male rats.

Identical distribution of opiates was found in human brain tissue of both
male and female subjects as in rats of both sexes (120 min after
treatment with heroine).

Study of the effect of opiates on the markers of oxidative stress in the
liver of tested animals of opposite sexes showed a lowered activity of
the following enzymes: catalase (CAT), glutathion-peroxidase (GSH-
Px), peroxidase (Px) and xanthine-oxidase (XOD).
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