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Abstrakt
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Nazev:

Cile:

Metody:

Vysledky:

Bc. Alice Pernicova

Motorické a kognitivni disledky hypoxicko-ischemického poSkozeni

Cilem této prace je posouzeni vlivu Enriched Environment na vyvoj

potkana, ktery prod¢lal hypoxicko-ischemické poskozeni.

V této praci bylo testovdno 30 potkani rodu Long Evans zchovu
Fyziologického Ustavu Akademie véd Ceské republiky. Vsichni potkani
byli podrobeni operaci karotidy, kdy doslo k jejimu pferuseni. Nasledné
byla ndhodnym vybérem polovina potkanti podrobena hypoxicko-
ischemickému poskozeni. Skupina s hypoxickym postizenim byla
rozdélena na kontrolni a experimentalni skupinu, potkani bez poskozeni
byli také rozd€leni na experimentalni a kontrolni skupinu. Po dobu
jednoho tydne byli potkani zexperimentalnich skupin umisténi do
specidlné vybavenych kleci Enriched Environment. Nasledné byli
pfemisténi po menSich skupinach do mensich kleci vybavenych Enriched
Environment. Potkani z kontrolnich skupiny byli umisténi v klecich bez
specialniho vybaveni. Po konkrétni dob& byli vSichni potkani testovani
baterii testli: Reaching test, Ladder rung walking test, Bar holding test,
Rotarod test, Morris water maze, Open field test. Pro analyzu dat bylo

vyuZito programl Microsoft Excel 365, Sigma plot.

Vysledky testi ukazaly, Ze prostfedi Enriched Environment muze
pozitivné ovlivnit motoricky a kognitivni deficit u potkanti, ktefi prodélali
hypoxicko-ischemické posSkozeni. Dale je evidentni, Ze toto prostfedi
ovliviiuje pozitivné vyvoj 1 u zdravych jedinch. VIiv obohaceného
prostiedi byl hodnocen testy: Reaching test, Ladder rung test, Bar holding

test, Morris water maze test a Rotarod test.

Kli¢ova slova: hypoxicko-ischemicka encephalopatie, neurologicky deficit, funkcni

testovani
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Motor and cognitive consequences of hypoxic-ischemic damage

The aim of this diploma work was asses the impact of Enriched

Environment on development of rats after hypoxic-ischemic damage.

Experiment was performed in 30 Long Evans rats from breeding in
Institute of Physiology, Academy of Sciences of the Czech Republic. All
rats were operated for dissection of carotid. Than randomly were half of
rats chosen for hypoxic-ischemic damage. Group with hypoxic-ischemic
damage were divided into control and experimental group, same procedure
was with rats without HIE. For one week were rats from experimental
group in special Enriched Environment cage, than they were split into
smaller cages with Enriched Environment. Rats from control groups were
in normal cages without special equipment. After defined time were all
rats tested by chosen test: Reaching test, Ladder rung walking test, Bar
holding test, Rotarod test, Morris water maze test, Open filed test. For data

analysis were used Microsoft Excel 365, Sigma plot.

Results of test showed, that Enriched Environment can positively enhance
motoric and cognitive deficit in rat development with hypoxic-ischemic
damage. But it is obvious, that Enriched Environment can positively
enhance development also in healthy individuals. Influence of Enriched
Environment was tested by: Reaching test, Ladder rung test, Bar holding

test, Morris water maze test and Rotarod test.

hypoxic-ischemic encephalopathy, neurologic deficit, functional testing
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Seznam pouzitych zkratek

AVCR — Akademie véd Ceské republiky
HIE — hypoxicko ischemicka encephalopatie
HI — hypoxicka ischemie

CNS — centralni nervovy systém

EE — Enriched Environmnet

CT — vypocetni tomografie

PVL — periventrikularni leukomalacie

EEG — elektroencefalografické vysetfeni
DMO détskd mozkova obrna

PND postnatal day/postnatalni den

RT — reaching test

MWM — Morris water maze

OF — Open filed test

LR — Ladder rung test

BH — Bar holding test

EAA — excita¢ni amino acid

AMPA — amino-3-hydroxy-5-methyl-4 isoxazol propionat

NMDA — N-methyl-D-asparat



1 Uvod

Hypoxicko-ischemickd encephalopatie (dale HIE) je subakutni nebo akutni
poskozeni mozku, které vznikd intrauterinné, intrapartum nebo postnatalné. Celosvétove
postihuje 2/1000 narozenych déti. Jednd se o onemocnéni, které Casto vede ke smrti
novorozence nebo dale postihuje narozeného jedince v oblasti motorické, kognitivni ¢i
socialni. Mezi nasledky HIE se fadi napt. détska mozkova obrna, slepota, hluchota,
psychomotorickd retardace ¢i epilepsie. V soucasné dobé je pro novorozence jedina
moznost 1é€cby lécba hypotermii. Jedinec je indikovan k 1é¢bé hypotermii vySetfenim na

porodnim sale, nejcastéji se pouziva hodnotici Skala dle Sarnatové.

Soucasti vyzkumu HIE je vyvoj novych a piesnéjsich vysetfovacich metod, které
budou schopny diagnostikovat HIE u novorozence piesnéji a dfive. Jednou z moznosti je
pozorovani experimentalnich modelil a sledovani jejich vyvoje a nasledné pozorovani
zmén v mozkové tkani modell. Zvifeci modely jsou pouzivany z diivodu identifikace
novych mechanismu a novych specifickych postupti v 1é€bé. Dale dochazi k posouzeni
podobnosti molekuldrniho a bunééného mechanismu HIE u potkant a lidi. To nésledné
vede k podrobnéjsim poznatkiim procesii postihujicich mozkovou tkan. Mezi nejcastéji
vyuzivané experimentalni modely se fadi potkani ¢i laboratorni mysi. U potkant se jako
modely vyuzivaji samci, a to z diivodu odlisného vyvoje GABA profilu samic, nasledné
dochazi k odli$né reakci na hypoxicky neonatalni zachvat. Jednim z dalSich divodu, pro¢
je vyuziti hlodavel ve vyzkumu HIE vyhodné je podobnost uchopu a jemné motoriky

s lidmi.

Zviteci modely jsou pro testovani pouZzivany napt. pro podrobnéjsi pochopeni
mechanismu poSkozeni mozku nejen u HIE ale také napt. u CMP. U téchto mechanisml
jsou po skonceni testovacich procesti mozky potkanti zkoumany pod mikroskopem prave
pro pochopeni a nasledny popis zmén struktur mozku. Déle jsou modely pouzivany pro
motorické ¢i kognitivni testovani. Mezi tyto testy jsou fazeny Ladder rung walking test,
Open field test, Bar holding test, Morris water maze test, Reaching test, Rotarod test. Pti
testovani musi mit zvifata pravidelny rezim, ktery musi byt dodrZzovan po celou dobu
experimentu, musi mit zajistén pitistup k vodé a potrave. Ladder rung walking, Rotarod
test a Bar holding test jsou fazeny k testim motorickym. Morris water maze test

a Reaching test jsou jak testem motorickych dovednosti, tak testem zkoumajici schopnost



motorické uceni v pribehu dni. Open field test zkouméa emocionalni stav potkana. Na

druhou stranu je u tohoto testu méfena i nachozené vzdalenost jako lokomo¢ni aktivita.

V posledni dob¢ je Casto pfedmétem studii Enriched Environment. Jedna se o
experimentalni postup, kterym dochézi k neuroprotektivni strategii u poranéni mozku.
Mezi vyhodu EE patii protektivni efekt u rlznych typd poranéni mozku, ovliviluje
apoptozu bunék, snizuje reaktivitu astrocytil, prevence ztraty tkané hippokampu. K této
strategii mize dochazet béhem vyvoje, ale také v dospélosti. Klec je vybavena

stimula¢nimi pomuckami napft. rotacni kolo, valec atd.

V této praci je cilem podrobit modely potkani testim ur¢enymi pro kognitivni
a motoricky vyvoj a nasledné zjistit vliv Enriched Environment na vyvoj potkana
v oblasti motorické a kognitivni. Pro ziskdni dat byly vybrany vhodné motorické a
kognitivni testy, nékteré z nich byly provadény v pribéhu dnl pro nasledné porovnani
zmén v prabéhu Casu.

A4

Teoretickd Cast je zaméfena na popis hypoxicko-ischemické encephalopatie:
etiologie, prevalence, diagnostika, klinicky obraz, pfi¢iny vzniku a terapie. Dale shrnuje
vyvoj mozku ditéte porovnani s vyvojem potkana. V dalSich kapitoldch je popsan
experimentalni piistup, jednotlivé motorické a kognitivni testy, vyvolani HIE a statistické

vyhodnoceni dat.
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2 Teoretické podklady

2.1 Hypoxicko-ischemické encephalopatie

Hypoxicko-ischemickd encephalopatie se fadi mezi hlavni pfi¢iny morbidity

a mortality u novorozencii narozenych v terminu. Cetnost postiZzeni se udava v rozmezi

2-9 ptipadii na 1000 narozenych déti. Celozivotni t€zké nasledky ma 20-25 %, 15-20 %
novorozencu na nasledky HIE zemfte. Mezi t¢zké nasledky HIE se tadi hluchota, slepota,
mentalni retardace, epilepsie, détskd mozkova obrna. Rozsah postizeni CNS zavisi na
rozsahu a délce trvani asfyxie, stejné tak jako na stupni zralosti mozku v momenté
postizeni. Jedinou terapeutickou metodou, ktera je v soucasné chvili dostupna
a prokazatelné¢ pomaha je hypotermie, jiz mizeme rozdélit na dva pfistupy zajistujici
hypotermii CNS. Prvni pfistup je celotélové chlazeni, tim druhym je selektivni chlazeni

hlavy. Nejc¢astéji vyuzivanou hypotermii je celotélové chlazeni. (Zbrozkova, 2016)

2.1.1 Definice

Hypoxicko — ischemicka encephalopatie se fadi mezi postiZeni centralni nervové
soustavy vznikajici poruSenim cévniho zdsobeni mozku nebo poruSenim cévniho
zasobeni placenty. Jednd se o postizeni vznikajici intrauterinng, intrapartum nebo
postnatadln€. PoruSeni vymény plyni v placent¢ vede k neurologické morbidité
projevujici se poruSenim védomi. abnormdlnim svalovym tonem a reflexy, zachvaty

a potize s dychanim. (Novak, 2017)

Hypoxicka ischemie a hypoxicko-ischemickd encephalopatie se tadi mezi
zastupce neurologickych postiZzeni u pfedcasné narozenych i v terminu narozenych déti,

u kterych se v prubéhu porodu vyskytly komplikace. (Fatemi, 2009)

Hypoxie je stav, pfi kterém je zachovan krevni pratok, ale neni dostate¢ny piisun

kysliku. Ischémie je lokalizovana nebo difuzni porucha cirkulace. (Ambler, 2011)

Hypoxicko ischemické poranéni mozku je vyznamny klinicky problém
u novorozencti, ktery vede k mozkové mrtvici a vyvojovému opozdéni. V USA zasahuje

jedno dité na 1000 zive narozenych. (Muller, 2014)
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2.1.2 Etiologie

1

globalni hypoxickou ischemii a fokélni cerebralni mozkovou mrtvici. (Koehler, 2018)

Mezi 5 hlavnich mechanismt, které se fadi k hypoxii/asfyxii u novorozenct se
fadi: preruseni cirkulace pupecni Silirou, preruSeni vymeény plynt v placenté,
nedostateCna perfuze placenty, poruSeni oxygenace, nedostatecna expanze plic.

(Zbrozkova, 2016)

HIE poskozeni je proces, ktery se vyviji. Zapoc¢ind insultem a postupné se rozviji
do perfuzni faze. Principem patogenického mechanismu je neurologické poskozeni, které
dodavky glukozy a kysliku. Timto vznika primarni energetické selhdni, které spousti
biochemicky proces vedouci k poskozeni bunék, dokonce az k jejich smrti. Disledkem
poskozeni se méni metabolismus mozku a vznikd oxidac¢ni stres, coz vede k dalSimu

poskozeni. (Lai, 2011)

Hypoxie a ischemie mozku zpiisobend systémovou hypoxemii, snizenym krevnim
pratok mozkem nebo obojim vyse uvedenym je primarni fyziologicky proces vedouci
k HIE. Primarnim kompenza¢nim mechanismem je narist krevniho pritoku mozkem,
dale redistribuce srde¢niho vydeje nezbytnym orgdnim véetn€é mozku, srdce,
nadledvinové Zlazy. Nartst krevniho tlaku z dGvodu nartstu uvoliovani epinefrinu déle
podporuje tuto kompenzaéni odpovéd’. Tento jev je oznacovan jako autoregulace mozku
a pomaha udrzovat perfuzy mozku. Po ukonceni kompenza¢niho mechanismu
u asfyktickych novorozenct nebo plodu klesé krevni tlak, v ndvaznosti na to nasledné
klesa krevni pritok mozku pod kritické hodnoty a dochézi k sekundarnimu poranéni
mozku zdivodu nedostatku kysliku a snizeného ptfivodu krve, coz vede
k intracelularnimu energetickému selhani. Béhem této Casné faze poranéni mozku klesa
jeho teplota, zvySené se uvoliuji lokélni neurotransmitery za Gcelem sniZeni poptavky

kysliku pro doasnou minimalizaci ptechodné asfyxie. (Zanelli, 2018)

Na bunééné urovni je HIE vyvijejici se proces, jehoz rozsah zavisi na dob¢ trvani

a zavaznosti primarniho insultu svazanym s reperfuzi mozku a apoptdézou bunck.

vvvvvv

k poruseni vstfebavani glutamatu, jez je hlavnim neurotransmiterem sav¢iho mozku.

Tento proces vede k vysokym hladindm glutamatu v synapsich (diky tomu dochazi ke

12



snizené vodivosti), nadmérné aktivaci EAA, NMDA, AMPA a kainatovych receptora.
Akumulaci Na® spojenou se selhanim energetickych enzymi Na", K" -ATPazy dochazi
k masivnimu cytotoxickému edému a nekrotické smrti bun¢k. Aktivace NMDA receptoru
vede intracelularni akumulaci Ca™ a dalsi patologické kaskadg. Akumulace EAA
pfispiva ke zvySeni tempa a rozsahu programované bunééné smrti diky sekundarnimu
piijmu Ca™" do jadra. Disledky zvySeni intracelularni koncentrace Ca™ obsahuji aktivaci
endonukledz, proteaz, fosfolipdz a syntézu oxidu dusného vedouci k tvorbé oxidu
dusnatého (NO). Tvorba dalSich volnych radikalu s sebou nese zvysené riziko oxidativni
fosforylace. Volné radikdly ve spojeni s aktivaci katabolickych enzymi vedou
k neuronalni smrti a to tim, ze dochazi k posSkozeni strukturalnich proteinii, nukleovych
kyselin a dalSich. Divodem dal§iho zhorSeni stavu u novorozencii je nedostate¢né
vyvinuti antioxidac¢nich brannych mechanismii. Volné radikdly vedou k lipidové
peroxidaci a dochézi k poskozeni DNA a proteint a dochézi ke spusténi apoptozy. Volné
radikaly se mohou kombinovat s NO, tim dochazi k tvorbé peroxynitritu, coz je vysoce
jedovaty oxidant. Zanétlivé mediatory, mezi néz patii cytokiny a chemokiny, se podileji
na patogenezi poskozeni a mohou pfedstavovat posledni cestu poskozeni mozku.

(Zanelli, 2018; Lai, 2001)

Po primarni fazi energetického selhani muze dojit diky reperfuzi mozku
k zotaveni. Neni vSak vyjimkou, Ze po primarnim energetickém selhani dochézi
k sekundarnimu energetickému selhani. Nova faze poskozeni za¢ina zhruba 6-24 hodin
po poskozeni. Pro tuto fazi je charakteristickd mitochondridlni dysfunkce a iniciace
apoptotické kaskady a je nazyvana ,,opozdéna faze neuronalniho poranéni“. Doba této
faze neni u lidského plodu pfesné urcena, ale odhaduje se vramci 24 az 48 hodin,
nasledné dochazi k jejimu odeznivani. Trvani této faze koreluje s negativnim ovlivnénim

neurovyvoje ditéte 1-4 roky po inzultu. (Zanelli, 2018)

Po primarni fazi nésleduje faze latentni trvajici 6-15 hodin, ktera je
charakterizovana obnovou oxidativnich procesti a restituci funkci. Béhem této faze
dochdzi k aktivaci apoptotickych procest a k aktivaci zdnétu za soucasného uvolnéni
cytokind. V sekundarni fazi, kterd nastupuje zhruba po 6 hodindch, dochazi
k neurondlnim ztratdm. B&hem trvani latentni faze tak vznikd prostor pro vyuziti

neuroprotektivnich d€ji (napf. hypotermie). (Halek, 2011)
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2.1.3 Prevalence

Incidence HIE 2-9 jedinct na 1000 zivé narozenych déti, 15-20 % donoSenych

novorozencu zemfe, 25 % ma trvalé tézké nasledky. (Zbrozkova, 2016)

Incidence HIE je odhadovéana na 2-4 na 1000 zivé narozenych déti. Mortalita je
odhadovéna na 10-60 %, u 25 % piezivSich jsou pfitomny velmi tézké neurovyvojové

poruchy. (Leben, 2018)

Asfyxie postihuje 2-4 na 1000 v terminu narozenych déti, dale také postihuje az
60 % déti s velmi nizkou porodni vdhou. U 20-50 % déti, u kterych se projevuji ptiznaky
HIE, mohou tyto pifiznaky béhem novorozeneckého obdobi vymizet. 25 % déti trpi
trvalym neuropsychologickym deficitem ve formé mozkové obrny s nebo bez mentalni

retardace, dale trpi poruchami uceni nebo epilepsii. (Vannucci, 2005)

V roce 2008 podle World Healt Organization zemielo 900, 001 novorozenct
z diivodu asfyxie, coz je jedna z hlavnich pfi¢in umrti novorozenct (podle statistik z roku

2013). (Arimbrathodi, 2016)

2.1.4 Klinicky obraz

Klinicky obraz novorozence po narozeni je ur¢en mirou poSkozeni jedince, které
je zavislé na rozsahu a trvani délce asfyxie a na stupni zralosti mozku v momenté
postizeni. Klinicky obraz lze rozdélit do 3 Urovni poSkozeni dle Sarnat Skaly. Podle
stupné posSkozeni se dale odviji prognoza ditéte. Lehkd HIE ma dobrou prognoézu, u
sttedni HIE je prognoéza tézko odhadnutelnd, t¢Zzka HIE k sobé vaze téZkou prognozu

(85 % déti bez hypotermie umird nebo mé nadale vazné nasledky).

Klinicky obraz ditéte, které prodélalo HIE zavisi na zavaznosti, dobé trvani a
Cetnosti hypoxicko-ischemické ataky. Toto postizeni muze vést k poSkozeni bazalnich
ganglii, thalamu, mozkového kmene, a/nebo bilé hmoty mozkové, a to v riiznych

kombinacich. (Molloy, 2018)

Dal$im dilezitym parametrem spjatym s klinickym obrazem je neurologické
vySetieni, vySetfeni zobrazovacimi metodami (MRI zobrazuje akutni poSkozeni mozku),

vySetieni biomarkert, dle kterého se d4 dale uvazovat o mitfe poskozeni NS. V neposledni
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fad¢ je klinicky obraz hodnocen podle skoére dle Apgarové, které probiha bezprostredné

po porodu ditéte.

Ptiznaky pozorované u skore dle Apgarové:

e Uroven védomi

e Svalovy tonus

e Reflexy — zvySené, snizené, nebo vymizelé

e Novorozenecké reflexy

e Poruchy pohybu oci

e Autonomni funkce — srdecCni frekvence, zornice
e Zachvaty

e Qastrointestinalni trakt

2.1.5 Rizikové¢ faktory

Futrakul (2006) ve sv¢ studii popsal, Ze je hned n¢kolik rizikovych faktort, které
mohou ovlivnit HIE u novorozenct postiZzenych asfyxii. Mezi rizikové faktory spojené
s HIE fadi komplikace spojené s matkou, komplikace intrapartum, piendSeni ditéte,
neonatalni faktory, proces porodu a muzské pohlavi. Ve své studii pak popisuje Spatnou
péci, jako jeden z velkych faktorl spojenych s HIE. Komplikace na strané matky jsou

preeclampsie, proplaps pupecni $iiry.
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2.1.6 Periventrikularni leukomalacie

Periventrikularni leukomalacie je poranéni mozku postihujici pfedcasné narozené
déti. Toto postiZeni je Casto spojovano s mozkovou obrnou. Jedna se o vysledek postizeni
ditéte hypoxickou ischemii s/ nebo bez infekce s charakteristickymi nekrotickymi 1ézemi
v bilé hmot¢ mozkum hypomielinizaci, mikroglialni aktivaci, astrogliézou a neuronalni

smrti. (Zaghloul, 2017)

U 60-100 % ptezivsich déti zptisobuje mozkovou mrtvici. Periventrikulérni bila
hmota mozkova je u piedCasné¢ narozenych novorozencli extrémné senzitivni na
zménu/poskozeni perfuze. Vaskularizace bilé hmoty mozkové je nezrald, ma nizkou
schopnost regulovat krevni priitok, a proto faktory, které¢ jsou spojeny s HIE mohou hrat
dalezitou roli u vzniku periventrikularni leukomalédcie (PVL) u piedCasné narozenych
déti. Charakteristickym poskozenim pro PVL jsou multifokalni oblasti nekrozy, které

jsou lokalizovany hluboko v bilé hmot¢.

V mnoha retrospektivnich studiich jsou uvedeny rizikové faktory souvisejici s HI,
které mohou byt spojeny s PVL. Radi se sem zdravotni problémy matky a problémy
placenty (preeklampsie, oligohydromniosa, abrupce placenty), fetdlni a neonatalni

komplikace (respiratorni distress syndrom, nizké Apgar skore, zachvaty). (Huang, 2017)

Dalsi rizikové faktory:

e Piedcasny porod s nezralym cerebrovaskuldrnim vyvojem
e Hypoxicko-ischemické ataka

e Nedostatecna autoregulace cerebralniho ob¢hu

e Produkce volnych radikald

e Deprivace energie
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Ptiznaky PVL:

e Pfiznaky mozkové obrny
e Spasticka diplegie

e Opozdény vyvoj

e Epileptické zachvaty

e Poruchy zraku a sluchu

17



2.2 Diagnostika HIE

2.2.1 Sarnat skala

Pro hodnoceni trovné HIE se pouziva Sarnat Skéla, ktera rozd€luje stupné

encephalopatie na mirny, stfedni a zdvazny. Sarnat $kala se uziva pro diagnostiku miry

poskozeni, nasledné se pouzije EEG vysetfeni pro potvrzeni. (Fattuoni, 2015)

Urove 1 Urovei 2 Uroven 3
Uroveii védomi Extrémné bdély letargicky stuporozni
Neuromuskularni kontrola
e Svalovy tonus Normalni Stfedni hypotonie Té&zky hypotonus
e Postura Mirna distalni flexe Silna distalni flexe Intermitentni
e Napinaci reflexy d b
Nadmérné Nadmérné ceerebrace
o Snizené/zadné
e Segmentalni
myoclonus Pfitomny Pfitomny neptitomny
Komplexni reflexy
e  Saci Slaby Slaby/zadny Nepfitomny
e Moro Silny Slaby, neuplny Nepftitomny
*  Oculovestibuldrni | N1 Nadmérny Slaby/zdny
Autonomni funkce Generalizovana sympaticka Generalizovani Oba systémy
parasympaticka potlaceny
e Zornice Mydriaza Miosa Variabilni
*  Srdecni frekvence | Tachykardie Bradycardie Variabilni
Bronchidlni a  slinna | _ . o
Spatna Silna Variabilni
sekrece
Gastrointestinalni motilita | Normalni/snizena Snizena/diarhoa Variabilni
. Casté
Zachvaty Zadné Vzacné

(fokalni(multifokalni)

Tabulka 1 Sarnat skore (Sarnat, 1976)
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2.2.2 Skore dle Apgarové

Skére dle Apgarové vymyslela Virginia Apgarova jiz v roce 1953, jedna se o
metodu hodnoceni vitality novorozence jiz na porodnim séale. Novorozenec je hodnocen
v ¢ase 1, 5 a 10 minut po narozeni. Hodnoceno je 5 kritérii, z nichz kazdé 0-2 body.
Maximum je tedy 10 bodl. Prognosticky nejvice vyznamna hodnota je u méfeni v 5

minutach zivota.

Dle dnesSnich tdaji se jiz vi, Ze skore dle Apgarové nehodnoti miru asfyxie
novorozence, ale hodnota 1 minutu po porodu uréuje miru pozornosti o novorozence
thned po porodu. Hodnota 5 minut po porodu hodnoti efektivitu resuscitace a vitalitu
novorozence. V provadénych vyzkumech byla zjist€éna piima souvislost s hodnotou

novorozence v 5 minutach po porodu a jejich tmrtnosti. (Finster, 2005)

priznaky 0 | 2
Srdecni rytmus Chybi Pomaly (<100/min) >100/min
Respirace Chybi Slaby brek, hypoventilace Silny brek
Svalovy tonus Snizeny Mirna flexe Aktivni pohyb
Reflexni iritabilita Bez odpovedi Usklebky Brek
Télo rizové, koncetiny
Barva Modry nebo bledy Celé telicko ruzové
modré

Tabulka 2 Apgar skore (Finster, 2005, Dimsdale 2010))

Hodnoceni dle Apgarové:

e 8-10 fyziologicky novorozenec
e 3-7uchdazejici stav novorozence

e (-2 tézk4 asfyxie, Spatny zdravotni stav

(Finster, 2005)
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2.2.3 Zobrazovaci metody

Diagnostika HIE je zaloZzena na zaklad¢é zobrazovacich metod, laboratornim
vySetieni, klinickém obrazu a vySetieni EEG. Ze zobrazovacich metod se u HIE povazuje
za nejpiesnéjsi MRI.

Pti vySetfeni MRI u tézké hypoxie je nejCastéjSi obraz: poskozeni bazalnich
ganglii, capsula interna a thalamu. Vyjimkou nejsou patologické 1éze v oblasti

kortikospinalniho traktu, mozkového kmene, senzorické oblasti, hipokampu.

Vyuziti zobrazovacich metod ma obrovsky vyznam ve vybéru dalSich
diagnostickych metod, terapeutické péce a postupu a v neposledni fad¢ v urceni prognozy

jedince.

MR u novorozence se provadi vétSinou za umélého spanku, vyjimkou jsou jedinci
s téZkou encephalopatii, u kterych neni poteba dité tlumit. Pro spravny popis MR je tieba
zohlednit gestacni v€k novorozence, kalendaini vek, skore dle Apgarové, pribch

adaptace po porodu a piipadné resuscitacni zasah.

Fyziologicky nélez u donoseného novorozence je myelinizace v oblasti
dorzalniho mozkového kmene, nukleus dentatus, zadnim raménku capsula interna a
v predni komisute. Mezi dal§i myelinizované ¢asti by dale méli pattit: pyramidové trakty,
optické trajektorie, ventrolateralni ¢ast thalamu, horni a dolni mozeckové pedunkly,
rolandické a perirolandické blasti. U novorozence s HIE se pifi vySetieni a popisu
zaméfuje pozornost pfedevSim na myelinizaci zadniho raménka capsula interna a

thalamu. (ZbroZkova, 2016)
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Obrazek 1 MR vysetreni moku donoseného novorozence (fyziologicky nalez)-chlapec, 39.tyden

(Zbrozkova, 2016)

——
—
F

Obrazek 2 MR vysetreni mozku novorozence (patologicky ndlez)-chlapec, 37.tyden (Zbrozkova,
2016)
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2.2.4 Biomarkery

Vyznamnou ¢asti vySetieni a diagnostiky poranéni mozku je vySetfeni
biomarkert. Jedna se o vyznamné uSetfeni ¢asu v diagnostice HIE. Biomarkery mohou
byt uvoliiovany specificky a napoméhaji v ureni rozsahu poranéni mozku, nebo
napomoci s ur¢enim lokalizace mista poranéni. Diky tomuto vySetfeni jsou lékati schopni
naptiklad urcit, zda bude novorozenec reagovat na terapeutickou hypotermii nebo zda
bude muset podstoupit jiné neuroprotektivni postupy. Pokud budou Ié¢kaii schopni na
zaklad¢ biomarkeri takto urcovat neuroprotektivni postupy, budou novorozenci chranéni
pred vystavenim dal$im, nepotfebnym lécebnym postupiim, a naopak budou profitovat
z postupil, které budou vice detailné odpovidat jejich individudlnimu stavu a
biologickému profilu. Vysetfeni biomarkert probiha z mo¢i, krve, mozkomisniho moku
a slin. Mezi biomarkery HIE patii S1008, NSE, IL-6, GFAP, myelin basic protein,
UCHL-1, pNF-H. (Douglas-Escobar, 2012)

2.2.4.1 S-100p

S-100P je kalcium vézajici protein, rychle se uvoliiuje do krve, pokud je porusena
hematoencefalicka bariéra. Dale je soucasti cytosolu bun¢k riznych typt (vysoky obsah
u gliovych bun¢k). Pokud dojde ke zvySeni tohoto proteinu, dochazi ke zvySeni zanétu a
apoptdze. Zdravé déti maji fyziologicky vyssi hodnotu, nez dospéli a k poklesu hladiny
u nich dochdzi béhem prvnich 6 mésici Zivota. U HIE novorozencii je az 3x vyssi
koncentrace v prvni moc¢i. PfedCasné narozeni novorozenci s vyssi koncentraci S-1003

maji vyS$i procento imrtnosti. (Douglas-Escobar, 2013)

2.2.42 MBP

Myelin basic protein je hlavni protein myelinové pochvy. Jeho hlavni role spociva
v udrZovani struktury a funkce myelinu. Za normalnich podminek je schopen prochéazet
hematoencefalickou bariérou do mozkomisniho moku a v malém mnoZstvi se dostane do
krevniho obéhu. U poskozeni bilé hmoty jeho koncentrace rapidné stoupa v zavislosti na
poskozeni. Mlize byt vyuzit jako biochemicky marker nervovych vldken v mozku, které
se méni diky poskozeni bilé hmoty nebo demyelinizaci nervovych vlaken. Vyssi hodnota

se vyskytuje u jedinct se stfedni nebo vaznou HIE. (Douglas-Escobar, 2012)
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2.2.43 GFAP

Glial fibrilar acid protein je cytoskeletalni intermedialni filamenta astrocytl a je
do krve uvoliiovana po smrti astrocytii. Tento protein je spojovan se Spatnym zdravotnim
stavem po mrtvici u dospélych nebo po traumatickém poranéni mozku. Je vyuzivam pro
pfedpovéd’ mortality nebo poskozené neurologické funkce u déti, u kterych doslo

k extrakorporalnimu okysli¢eni. (Douglas-Escobar, 2012)

2244 1IL-6

Jedna se o inflamatorni cytokin, ktery je produkovany T-bunikami a makrofagy.
U déti postizenych HIE byla jeho hladina 376x zvySena oproti kontrolni skupin€ zdravych
déti. IL-6 je 5,5 zvySeny u déti, kteti prodé€lali HIE oproti détem, kteti prod¢€lali asfyxii,
ale HIE se u nich nerozvinula. Koncentrace tohoto proteinu je vysoce spjata se zadvaznosti
HIE a neurodevelopmentalnim vyvojek u déti ve véku 2 let. Hodnota tohoto biomarkeru

u matky neni nijak spjata s rizikem neonatalni HIE. (Chiesa, 2003)

2245 NSE

Vysoka hladina NSE je spjata se Spatnym zdravotnim stavem u lidi po srdec¢ni
atace, s cerebrovaskuldrnim poranénim, u pediatrickych pacientd s traumatickym
poranénim mozku. Detekce NSE v periferalnim séru se ocekava pouze po neurondlni
smrti a a disrupci hematoencefalické bariéry. U zvifecich modelt je prokdzana souvislost

mezi mirou kortikalniho poskozeni a hladinou NSE. (Douglas-Escobar, 2012)
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2.3 Vyvoj CNS

2.3.1 Porovnani vyvoje ditéte a potkana

Vyvoj ditéte a potkana se nejvice lisi ve vyvoji. Zatimco dité se v d€loze vyviji po
dobu 9 mésict a dosahne dospélosti ve 20 letech, zatimco vyvoj potkana trva 6 tydnt, a
to 3 tydny embryonalné a 3 tydny postnatalné. Ackoliv miizeme pozorovat podobnost
mezi motorickym vyvojem potkana a ditéte, pak si musime uvédomit, ze jeden den
v zivoté potkana odpovida ve vyvoji ditéte jednomu mésici. Spolecné v jejich vyvoji je
to, ze oba jedinci jsou pfi narozeni nezrali. Napiiklad novorozeny potkan je schopen
zvednout hlavu ve 2. postnatalnim dni (PND 2), coz ve vyvoji ditéte odpovida 3. mésici
vyvoje. V obdobi PND 5 u potkani dochazi k usazovani ramen, coz je spojeno
s dozravanim pfednich koncetin a jejich pouzivanim, diky ¢emuz dochézi k opote
anteriorni Casti t€la. Zadni koncetiny nejsou schopny podepirat druhou ¢ast téla do konce
prvniho tydne. Opora o pfedni a zadni koncetiny dozrava kolem PND 10 a chiize je

pozorovana béhem PND 12. Dité zacina chodit kolem jednoho roku. (Vinay,2005)

Proliferace a migrace neuront v lidském mozku zapoc¢ind mezi 4-24 dne gestace.
Neurogeneze zapoc¢ina nejprve v miSe a mozkovém kmeni, progreduje rostralné. Stejny
d¢j u potkana probihd v fadu dni (11. -16. den gestace) pro michu, mozkovy kmen, ale
béhem 15. dne se rozSifuje na neocortex, limbicky systém a hippokampalni struktury.
Synaptogeneze u ¢loveka nastupuje postupné béhem nékolika prvnich gesta¢nich mésicil,
vrcholu dosahuje az béhem 1 -2 roku Zivota a je ukoncena aZ v adolescenci. Tento cely
d¢j je u potkana dokoncen béhem 3 tydnii postnatdlniho Zivota. Myelinizace u lidi
zapo¢ind ve stfednim obdobi gestace a progreduje do pozdniho détstvi a cCasné
adolescence. U potkana je proces myelinizace zapocat béhem prvnich dvou dnil Zivota.

(Yager, 2009)

Na obrazku nize je zobrazeny motoricky vyvoj ditéte v porovnani s motorickym

vyvojem potkana. Co se u ditéte odehrava v ramci dni, pozorujeme u déti v ramci mésici.

24



elevation of .

elevation of

the head walking
4
£, | | | | | | days
=t T T 1 T T 1
2 4 6 8 10 j2 months

prone ) I
positon 4 %
elevation of &

the head and walking

Human the shoulders sitting all fours

Obrazek 3 Vyvoj motoriky ditéte a potkana (Vinay, 2005)

U potkana dochazi k tvorbé sestupnych drah z mozku, které dosahuji cervikalnich
segmentl 13. -14. den embryonalniho vyvoje, thorakalni irovné o den pozdéji a lumbalni
oblasti t€sné pied narozenim. Kortikospinalni projekce dozrava jako posledni a dozrava
na konci prvniho postnatalniho tydne. Dospélé motorické vzory dozravaji a jsou

pozorovany koncem druhého postnatalniho tydne.

Obrazek nize znazorfiuje prenatdlni a postnatdlni neuronalni vyvoj potkana
v porovnani s ditétem. Casova osa je u potkant uvadéna v dobé dni, u ditéte ve formeé

mesict. Vyvojoveé odpovida PND 14 u potkana orienta¢né 5,5 mésicim vyvoje ditéte.
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Obrdazek 4 Porovnani neurondalniho vyvoje potkana a ditéte (Vinay, 2005)
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Clovek

Hlodavec

Milniky ve vyvoji

23.-32. tyden gestace

(pted¢asné narozené dité)

PND 1-3

zména zrani oligodendrocyti
vyvoj imunitniho systému

tvorba hematoencefalické bariéry

36.-40. tyden gestace

(donoseny novorozenec)

PND 7-10

vrchol gliogeneze

vrchol zrani mozku

zvySovani axonalni a dendritické hustoty
zména zrani oligodendrocyti

konsolidace imunitniho systému

2-3 roky

PND 20-21

90-95% vahy dospélého mozku
vrchol synaptické hustoty 50% > hodnoty dospélych
vrchol rychlosti myelinizace

zmény neurotransmiterd a receptort

4-11 let

PND 25-35

Specializace neruondlnich siti prefrontalniho kortexu

(dozravani ruktur)

maximalni objem Sedé hmoty a kortikalni tloustky

12-18 let

PND 35-49

snizeni density synapsi na Groven dospélych jedinct
uhlazeni/zlepSeni kognitivné zavislych obvodi
probihajici myelinizace

zvySovani objemu bilé hmoty

frakéni anizotropie

20 a vice let

PND 60+

neurotransmitery na trovni dospélych
synapticka denzita na turovni dospélych
probihajici myelinizace

klesajici hodnota Sedé hmoty

Tabulka 3 Vyvoj clovek vs. potkan (Semple, 2013)
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2.3.2 Nejcastéji poSkozené struktury mozku pii HIE

Poskozeni mozku pii HIE se 1isi podle miry poskozeni jednotlivych struktur. Je
obecné zndmo, ze nekteré struktury jsou nachylngjsi a jsou poskozeny ve vétsi mife nez

struktury jiné. V takovémto piipad¢ hovotime o selektivni citlivosti.

2.3.2.1 Mozkova kiira (neocortex)

Neokortex je fylogeneticky nemladsi ¢asti CNS a tvoii obal mozku. Je spojovana
s terminem ,,vy$§i nervova aktivita®. Tato oblast mozku je zodpovédnad za kontrolu
védomych pohybi, védoma rozhodnuti, interpretaci senzorickych funkci a vnimani.
Neokortex je rozdélen do 6 vrstev z povrchu do hloubky. 1. vrstva obsahuje nervova
vldkna a glie. 2. a 4. vrstva obsahuje malé granuldrni bunky, 3. a 5. vrstvu tvofi
pyramidové builky a posledni 6. vrstva je tvofena vietenovitymi bunkami. (Ambler,

2011)

Poskozeni plynouci z postizeni mozkové kiiry zavisi na oblasti mozkové kury.

Nejvyssi citlivost k poskozeni HIE ma 3.,5. a 6. vrstva.

2.3.2.2 Hippocampus

Hippocampus a Amygdala spolu tvofi limbicky systém. Poskozeni hippocampu
ma za nasledek ztratu schopnosti ucit se, a poskozuje pamét. Jeho dalsi funkci je
pretvarek kratkodobé vzpominky na dlouhodobé, které potom ukladda jinde v mozku.

Mezi dalsi priznaky poskozeni hippocampu patii konsolidace vjemu. (Naiika, 2009)

2.3.2.3 Striatum

Striatum je soucasti bazalnich ganglii, kterd se podileji na planovani pohybu.
Nucleus caudatus a putamen, které jsou spole¢né nazyvany striatum, rozdéluje capsula
interna (bild hmota). Funkéné je striatum zodpovédné za kontrolu pohybu, motorické

planovani, motivaci ¢i rozhodovani. (Rokyta, 2015)
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2.3.2.4 Bild hmota mozkova

Nejcitlivéjsi casti bilé hmoty mozkové na poskozeni je subkortikdlni a
ventrikuldrni oblast. Poskozenim téchto ¢asti bilé hmoty mozkové vnika periventrikularni

leukomaldcie, ktera je zminéna vyse.

Bild hmota mozkova je funkéné zodpovédna za komunikaci mezi riznymi ¢astmi

mozku, ovliviiuje funkci mozku a uceni.

2.3.2.5 Talamus

Talamus je parovy utvar, ktery umoziuje ptrevod aferentace mozkovym kmenem
z periferie do dulezitych casti mozecku a do specifickych korovych oblasti a
zprostitedkovava pienos do asociac¢nich oblasti kiry. Thalamus je tak spojnici
s mozkovou klirou, veskera aferentace se zde ptepojuje a dale sméfuje do mozkové kiry.
Pti poruchéch thalamu pak miizeme pozorovat snizeny prah bolesti, a tato bolest je Iékove
Spatné ovlivnitelnd. Dale se thalamus podili na regulaci védomi, pozornosti, bdélosti a

dalsich neurokognitivnich procesech. (Narika, 2009)
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2.4 Dusledky HIE

2.4.1 Motorické dusledky

Motorické dusledky HIE jsou zavislé na mife poskozeni mozku. Mezi nejCastéjsi

motorické dusledky se vSak fadi détska mozkova obrna nebo motorické opozdéni jedince.

Détskd mozkova obrna je neurologické onemocnéni, které vznika v détstvi a je
pritomno po cely zivot jedince. Jedna se o trvalou neprogredujici poruchu hybnosti. Pro

onemocnéni je typické abnormalni svalové napéti a zména postury. (Rosenbaum, 2006)

Kromé motorického postizeni se k DMO vazi dalsi komplikace, a to mentalni
retardace, hluchota, slepota. Podle klinického obrazu pacienta lze onemocnéni délit do

dvou skupin: spasticka forma a dyskineticka-atakticka forma. (Nevsimalova, 2002)

Spastické formy jsou charakterizovany zvySenym svalovym tonem, zvySenymi
Slachookosticovymi  reflexy, zvySenou drdzdivosti a patologickymi vzorci
lokomotorického vyvoje. Dale je tato skupina rozliSovana na formu diparetickou,

hemiparetickou, kvadruparetickou. (Nevs§imalova, 2002)

Dyskineticko-ataktickd forma je vzacné se vyskytujici druh DMO, tvoii cca 10-
15 % vSech ptipadl. V etiologii tohoto druhu DMO jsou nejvice uplatnény asfyxie a
hyperbilirubinémie se subkortikdlnimi mechanismy postizeni. Lécba DMO musi byt
zaméeifena komplexni a méla by byt spolupraci vice obort. Do péce by méla byt zafazena
rehabilitace, neurologicka 1écba, logopedicka, psychologické a psychoterapeuticka péce.

(Nevsimalova, 2002)

2.4.2 Epilepsie

Epilepsie se fadi mezi chronickd onemocnéni, ktera jsou charakterizovana
spontannich epileptickych zachvati. Zachvat je definovan jako ndhla mimovolni a
piechodné porucha funkce nervové soustavy. Zachvaty jsou razného typu — porucha
védomi, psychiky, motoriky, senzitivni. K zdchvatovitym onemocnénim jsou dale fazeny

napf. narkolepsie, migréna. (Jedlicka, 2005)

Klasifikace zachvatu se zaobira dvéma aspekty, zaprvé klinickym obrazem a

zadruhé elektroeneceflografickym koreldtem zachvatu. Za zésadni se u klasifikace
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povazuje fakt, zda Ize v klinickém obrazu nebo EEG obrazu zachytit znamky poukazujici
na rozvoj zachvatu v obou hemisférach nebo pouze v jedné. Pokud je zachvat pouze
v jedné hemisféie, mluvime o zadchvatech parcidlnich, pokud je zachvat rozvinut v obou
hemisférach, jedna se o zadchvat generalizovany. Existuje i obraz, ktery nelze zatradit do
jedné nebo druhé skupiny, a vtakovém to pfipadé mluvime o zichvatu

neklasifikovatelném. (Jedlicka, 2005)

Parciédlni zachvaty nadale délime podle toho, zda je u nich postizeno védomi, ¢i
nikoliv — jednoduché a komplexni. U Parcialnich zachvati vsak neni vyjimkou
ptekroc¢eni hranice ze zachvatu bez ztraty védomi, do zachvatu s alteraci védomi.

(Nevsimalova, 2002)

Generalizované zachvaty jsou charakteristické alteraci védomi jiZ od pocatku a
bilateralni motorickou manifestaci. Podle motorickych projevii se déale déli na
nasledujicich 6. skupin — 1. tonicko — klonické, 2. tonické, 3. myoklonické, 4.atonické

zachvaty, 5. absence, 6. generalizované epileptické syndromy. (Nevsimalova, 2002)

Epilepsie mlze byt zavzata jako soucast Sir$i poruchy/onemocnéni a mize byt
uvedena jako jedna z ptfiznakd. Soubor téchto ptiznakl pak dale vytvaii epilepticky

syndrom. Epilepticky syndrom je nadfazen epileptickému zachvatu. (Jedlicka, 2005)

(/ ZACHVAT F\l
l—f epilepticky j neepilepticky
T—ipru\mknuany'—l r neprovokovany —l

febrilni akutni ojedinély opakovany
kiece symptomatické
zéchvaty

Obr. 10.1. Vztah zdchvatu a epilepsie @

Obrazek 5 Vztah zachvatu a epilepsie (Jedlicka, 2005)
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2.4.3 Kognitivni disledky

Kognitivni disledky jsou pfidruzenou problematikou HIE. Mezi tyto disledky
fadime lehkou mozkovou dysfunkci, poruchy uceni a soustfedéni, poruchy chovéani,

mentalni retardace souvisejici s détskou mozkovou obrnou.

Lehkd mozkova dysfunkce, poruchy uceni a chovani jsou velmi cCastym
problémem u déti, ktery je povazovan také za socialni problematiku. Pfiznaky
jednotlivych poruch se vzajemné prolinaji a jsou velmi ¢asté. Jednou z uvedenych forem

trpi v soucasné dob¢ az 15 % déti. (Nevsimalova, 2002)

Lehka mozkova dysfunkce je diagndza pritazovana neobratnym a mén¢ Sikovnym
détem. U téchto déti neni strukturalni podklad postizeni CNS. Velmi ¢asto jsou u téchto
déti ptitomné anamnestické rizikové perinatalni faktory. Neurologické vySetfeni obvykle
odhali drobné odchylky od normy, mezi které se fadi lehké dyspraxie, dysgnodzie, lehké
projevy spasticity, drobny choreaticky syndrom. Lehkd mozkova dysfunkce se Casto

projevuje s poruchami chovani a uceni (dyslexie, dysgrafie). (NevSimalova, 2002)

Vyvojové poruchy chovani se daji délit na poruchy pozornosti, které jsou spojené
s hyperaktivitou (ADHD) a vyvojové pervazivni poruchy chovani — nejcastéjsi formou je

autismus.

Syndrom ADHD je povaZovan jako soucast projevu lehké mozkové dysfunkce.
Jedna se o nejcastéjsi vyvojovou poruchu chovani u déti predskolniho véku. Prevalence
je 3-5 %. ADHD se déli na dvé skupiny — ptevladdajici nepozornost a dominujici
hyperaktivita. Poruchy chovani jsou €asto spojené s poruchami fec€i, poruchami uceni a

Casto s kognitivnim deficitem.

Autimus je jednou z nejvice se vyskytujicich vyvojovych poruch. Cetnost v
populaci je 0,1 az 0,2 %, z této Cetnosti jsou 3-4 krat Castéji postizeni chlapci. U déti
postizenych autismem se €asto v anamnéze objevuji perinatalni rizika. AvSak jednim
z predpokladi autismu je geneticka predispozice a v soucasné dobé dochézi k identifikaci
genetickych markert, které maji patologickou souvislost s timto onemocnénim.

(Nevsimalova, 2002)
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2.5 Terapie

2.5.1 Akutni intervence

Akutni intervence u novorozencii je v soucasné dob€é omezena pouze na
hypotermii. Hypotermie je vSak ptisn¢ indikovana podle klinického obrazu, biomarkert,
Sarnat Skaly a skore dle Apgarové. Mezi dalsi intervenci mimo hypotermie se fadi
podplrna terapie a symptomatickd 1écba komplikaci. Lécebnd hypotermie je tedy

v soucasné dob¢ jedinou 1écbou, ktera by zlepSovala prognézu déti s HIE.

V roce 2019 Nonomura et al. (2019) popsal studii, kterd porovnava Gc¢innost a
proveditelnost terapie kombinace erytropoetinu, magnesium sulfitu a hypotermie u

novorozencu postizenych HIE.

2.5.2 Hypotermie

Existuji dva typy hypotermie, které dokazi poskytnout ochlazeni tkang. Jedna se
o selektivni chlazeni hlavy nebo celotélové ochlazeni. V CR se nejvice uziva celkové
ochlazeni. Vyhodou celotélové hypotermie je rovnomérné rozdéleni teploty v organismu.
Lécebnd hypotermie je poskytnuta az po splnéni piesné danych indikacnich kritérii. Po
splnéni té€chto indikacnich kritérii dochézi k postupnému ochlazovani jedince az na 33,5
°C. Tato teplota je nadale udrzovana po dobu 72 hodin. Po uplynuti této doby dale dochazi

k oteplovani organismu, které by v§ak nemélo ptesahnout 0,5 °C za hodinu. (Halek, 2011)

Hypotermie je stale pfedmétem mnoha studii. Studie porovnavaji jak formu
hypotermie, ¢i efekt hypotermie na mozek. Napt. Nishimura et al. (2016) ve své studii
porovnava vliv 3 hodinové hypotermie na behavioralni prognézu, anatomickou funkci a

histologickou funkci u potkanil.
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Indikacni kritéria:
e Termin narozeni — v terminu, nebo t€sné kolem terminu
e Moznost zahajeni 1écebné hypotermie do 6 hodin od narozeni
e Prokdzani nebo velmi pravdépodobné podezieni perinatalni asfyxie
e Stiedni nebo tézka encephalopatie
e Na urcitych pracovistich je jako dalsi indikaéni kritérium EEG zdznam

(Halek,2011)

Hypotermie snizuje umrtnost nebo disabilitu u novorozenct. Jedna se o terapii
novorozencu postizenych HIE, ktera by novorozenciim neméla byt poskytnuta déle nez 6

hodin po jejich narozeni. (Wassink, 2019)

Terapie je nejvice U€inna, pokud je poskytnuta v latentni fazi a pfed druhym
energetickym selhanim. Ochlazovani by mélo byt zapocato rychle, jak jen to je mozné,
avsak idealné do dvou hodin po narozeni. 6 hodin od narozeni by jiz hypotermie neméla
byt poskytnuta. Novorozenci, kteti podstoupili hypotermii do 180 minut po narozeni maji

lepsi vystup. (Leben, 2018)

Podle dostupnych udajti by hypotermie méla trvat 72 hodin. Tyto udaje vyplyvaji
ze studii, které byly provadény na zvitatech, kde byla hypotermie poskytovana 48-72

vvvvvv

vice efektivni. (Wassink, 2019)

Nejcastéjsi pomickou k poskytnuti hypotermie jsou specialné upravené chladici
podlozky, kterymi stale proudi ochlazend voda. Péce o novorozence u hypotermie je
naro¢na, je nutno hlidat celkovy stav organismu, udrZovani teploty organismu, musi byt
pfitomna peclivd monitorace, uméla plicni ventilace, obéhovd podpora, parenteralni

vyZziva, zajisténi stability vnitiniho prostfedi. (Halek, 2011)
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2.6 Environmental Enrichment

Enriched Environment je populdrni strategie, jak pasobit proti poranéni mozku
anervové soustavy. Jedna se o neuroprotektivni experimentalni postup, jejiz efekt se
dostavuje béhem vyvoje, ale miize byt pozorovan i1 v dospé€losti. Mezi vyhodu EE patfi
protektivni efekt u rtiznych typl poranéni mozku, ovliviiuje apoptéozu bunék, snizuje
reaktivitu astrocytil, prevence ztraty tkané¢ hippokampu. Bylo provedeno nékolik studii
pro potvrzeni strategie, zda jde ovlivnit pomoci EE asfyktické poranéni a ovlivnéni

neurodevelopmentalniho opozdéni u novorozenych potkani.
Klec EE je vybavena riznymi stimula¢nimi pomutckami jako naptiklad valce,
prolézacky, rotacni kola atd. Vybaveni klece se skldda z riznych kompozic, tvard,

velikosti, textur, barev. (Nithianantharajah, 2006)

Obrazek 6 Enriched Environment (Ortuzar 2010)
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Motor Cognitive

Visual

Somatosensory

Obrazek 7 Enriched Environment (Nithianantharajah, 2006)

V roce 2017 byla publikovéna studie s cilem zjistit, zda EE ovliviiuje neurovyvoj
potkani, ktefi podstoupili HIE. Mlad’ata podstoupila HIE v PND 3 a byla umisténa do
EE.

Testy, které byly do studie vybrany: Elevated Plus Maze test, Grid walking test,
Maternal behavior, Rightin reflex test, Negative geotaxis, Spatial memory at adulthood,
Grid walking test. Cilem testi bylo pozorovat chovani matky, prostorovou pamét,
uzkostné chovani, hodnoceni motorické a koordina¢ni funkce, hodnoceni vestibularni
a proprioceptivni funkce. Po ukonceni v§ech pokusti byla provedena pitva mozku, u které
bylo prokazéano, Ze EE slouzi jako prevence ztraty tkan€ hippocampu, béhem prvnich péti
postnatalnich dni snizuje apoptézu bunék. Na. Zakladé testovani skupina chovéna v EE
prokdzala snizené neurodevelopmentéalni opozdéni oproti kontrolni skuping. EE dale vede

k ochrané prostorové paméti. (Duran-Carabali, 2017)

2.6.1 Zviteci modely

Modely potkanti jsou ve vyzkumnych laboratofich ¢asto vyuzivany. Dochazi zde
ke zkoumani patologickych procesit HIE a poSkozeni mozku. Déle jsou zvifeci modely
vyuzivany pro testovani motorickych a kognitivnich deficiti a pro testovani vlivu

Enriched Environment.
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Mezi nejcastéji vyuzivané druhy potkani patii Wistar nebo Spraque-Dawley mezi
7. a 10. dnem vyvoje, coz odpovida 32.-36. tydnu gestacniho obdobi ditéte. Zviteci
modely podstupuji jednostranné podvazani karotidy a dale jsou podrobeny hypoxii. Tento
postup byl poprvé piedstaven Levinem v roce 1960. Po tomto pokusu bylo potvrzeno, ze
zviteci modely trpi primarné ipsilaterdlnim poskozenim (ipsilaterdlnim oproti ligaci
karotidy) kortexu, hippocamppu, thalamu a striata. PoSkozeni bilé hmoty bylo evidentni,
ale oproti poSkozeni jinych struktrur se prokédzalo jako méné zavazné nez posSkozeni Sedé
hmoty. Tento postup podle Levina byl poté pievzat Rice at al. a aplikovan na 7 dni stara
mlad’ata potkanii. Tento model byl nadéle pouzivan u mnoha nasledujicich studii. (Sun,

2015)

Postup Levine-Rice je pouzivan ke studiu hypoxicko-ischemického poSkozeni
mozku bezmala po dobu tfech dekad. Je pouzivan za Gcelem histologické analyzy a také

za ucelem behavioralniho testovani. (Sameshima, 2013)

U zvifecich modeld jsou vyuzivana obé pohlavi, ale je dokdzano, ze samci

podléhaji postizeni HIE vice nez samic¢i mlad’ata. (Lauterbach, 2001)
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3 Cile prace

Cilem této prace bylo navrhnout sadu motorickych a kognitivnich testl, diky
kterym nasledné¢ budeme schopni posoudit vliv Environmental Enrichment a porovnat

vysledky skupin mezi sebou navzajem.

Hypotézy:

1. Enriched Environment u hypoxicko ischemické encephalopatie snizuje opozdéni
motorického a kognitivniho vyvoje.
2. Enriched Environment podnécuje motoricky a kognitivni vyvoj u kontrolni

skupiny z EE bez HIE a navySuje tak naskok v testovani.
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4 Experimentalni ptistup

Pokusy a péCe o zvifata probihaly v souladu se zakonem ¢. 246/92 Sb.
Experimentalni postup byl schvalen Etickou komisi Fyziologického ustavu Akademie

Véd Ceské republiky. (ptiloha &. 1).

V experimentu bylo pouzito 30 zvifat kmene Long Evans z chovu Fyziologické
tistavu AVCR. Mlad’ata byla narozena 10. 7., operaci podstoupila 17. 7., polovina z nich
nasledn¢ podstoupila HIE. Od 25. 7. byla rozdélena do kleci — polovina zvifat po operaci
byla umisténa do béznych kleci a druhd polovina, ktera podstoupila HIE byla umisténa

do specialnich kleci EE.

Obrazek 8 Enriched Environment-klec

31. 8. byla mlad’ata premisténa do 12 kleci — 6 kleci pro mlad’ata z EE, ve kterych
byly umistény trubky pro hrani a 6 kleci obycejnych. Zvifata byla uchovavana
v mistnosti, kde byla udrzovana stala teplota 22°, méla neomezeny ptistup k vode a jidlu.

Denni rezim byl udrzovan ve formé 12/12, svétlo se rozsvitilo v 6 hodin rano.

Pro motorické a kognitivni testy jsme vybrali nésledujici: Reaching test, Ladder
rung walking test, Rotarod test, Morris water maze test, Open field test. Tyto testy byly
vybrany pro ureni motorického a kognitivniho deficitu u potkand umisténych v EE,

v porovnani s potkany, kteti byli umisténi v béznych klecich.
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Jako prvni test byl testovan Reaching test, a proto byl 3 dny ptfed zacatkem
testovani omezen pfisun potravy, ale zvifatim byly poskytovany pelety, které jsou
soucasti testu, aby si zvifata zvykla na novou formu potravy. Kazdy den byla zvifata
v laboratofi 30 minut pfed zacatkem experimentu z diivodu vyklidnéni a adaptace na

zménu prostiedi.

Cely experiment byl rozvrzen do 4 tydnt. Jednotlivé testy byly rozlozeny do
pfesného potadi, béhem testl bylo ptfesn¢ dodrzovano potadi zvifat. Prvni tyden 13. -
19. 9. probihalo kazdy den testovani Reaching testu a po ném byl vzdy zatazen dalsi test,
vyjimkou byly posledni 3 dny. Open field test byl proveden 25. 9., Morris water maze
test byl testovan 4. -8. 10. 2018 a v tomto testu bylo z ¢asovych divodi testovano pouze

20 ndhodné vybranych zvifat.

4.-8.10.
Morris Water
Maze test

25.9. Open
Field test

13-19.9. Reaching test

13.9. Ladder rung 14.9. ~15.9.Bar 16.9.
walking test " Rotarodtest  holding test Rotarod test

Obrazek 9 Casovad osa experimentu
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4.1 Reaching test

Cely testovaci proces Reaching testu trva 7 testovacich dni. Kazdy den bylo
pfesn¢ dodrzeno potadi zvifat, kterd byla umisténa do mistnosti a po dobu 30 minut
nechdna v klidu. Box pro testovani je vyroben z plexiskla o rozmérech 23 x 16 x 34 cm.
Hlavni sténa je doplnéna o vyklenek, kde se nachdzi 9 zlabka v uspotadani ve tfech
fadéach (3x3). Do jednotlivych zl1abki jsou umistovany specialni pelety, na které si zvitata
zvykala, a ke kterym méla pfistup skrze otvor o Sifce 1 cm. Cilem testu je, aby zvitata
ziskala co nejvice pelet je mozné. U testu je pozorovana schopnost zvifete prostréit
koncetinu skrze otvor a uchopit peletu. Cely test probiha 15 minut, béhem kterych jsou
do protokolu zaznamenavany uspésné i neuspésné pokusy pro kazdou koncetinu zvIast.
Subjektivnim poznatkem v pribéhu testovani Reaching testu bylo, Ze zvirata z kontrolni
skupiny, ktera byla umisténa v Enriched Environment se snazila z boxu vyskocit, véSela
se za horni koncetiny o okraj boxu a celkové byla vice aktivni a vice se v boxu

pohybovala.

Obrazek 10 Reaching test Obrazek 11 Zvire uchopujict peletu
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4.2 Rotarod test

Rotarod test je koordina¢nim, vytrvalostnim a motiva¢nim testem, ktery dale také
testuje senzomotorické funkce. Valec rotujici v protipohybu se toci rychlosti 20 nebo 30
rpm. Ukolem pro zvifata v tomto testu je vydrzet po dobu 60 vtefin na rotaénim valci.
Pokud zvite z véalce upadne, je umisténo zpét a zapocitava se druhy pokus. Pro tento kol
maji zvitata vzdy dva pokusy pro rychlost 20 rpm a dalsi dva pokusy pro rychlost 30 rpm.
Doba vydrze a pocet pokust jsou zaznamenavany do protokolu. Rotacni valec je umistén
30 cm nad zemi a zvifata mohou byt na valec umistovana az v poc¢tu 3. V naSem pokusu

byla zvitata umistovana na véalec v poc¢tu maximalné dvou.

Obrazek 12 Rotarod test
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4.3 Bar holding test

U tohoto testu je posuzovana schopnost zvitete drzet se za predni koncetiny,
pritdhnout dolni koncetiny a Cas, po ktery se udrzi na dievéné vodorovné ty¢i (maximalné
60 vtefin). Ty¢ je umisténa 25-30 cm nad zemti, je dlouhd 25 cm, 1 cm Sirokd. Pod ty¢i

byla umisténa klec s pilinami pro ptipad, Ze se zvife neudrzi na ty¢i a spadne.

A " e

Obrdazek 13 Bar holding test

Obrazek 14 Bar holding test-zvire s pritazenymi dolnimi koncetinami
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4.4 Ladder rung walking test

Zebiik umistén mezi dvé klece, na zadatku zebtiku byla klec prazdna, druha na
konci zebtiku byla s ostatnimi potkany, a to proto, aby byla zvifata motivovana provést
ukol co nejrychleji. V tomto testu je méfen Cas, za ktery jedinec Zebtich projde. Nejprve
je zvite testovano dvéma pokusy na pravidelném zebiiku (mezery 1 cm), poté prochazi
zebtikem nepravidelnym (mezery 1,3 a 5 cm), na ktery ma také dva pokusy. Béhem chtize
po zebtiku je zaznamenavan ¢as a chybovost pravou a levou zadni koncetinou. Jako chyba

je posuzovano propadnuti dolni koncetiny v mezerach zebitiku.

Pattern A
. . . . ] . [] L]

Pattern B
e . () . ® 00

Obrdazek 15 Ladder rung walking test — vzor (Metz, 2001)

4.5 Morris water maze test

Morris water maze test se pouziva pro hodnoceni prostorového vnimani potkant,
prostorové paméti kratkodoba i dlouhodoba, prostorova pamét’ a prostorového uceni. Test
probihd v kruhovém bazénu naplnénym vodou s rozpusténou bilou barvou (20°-22°), ve
kterém je 1,5 cm pod hladinou vody umisténa pruhledna platforma z plexiskla (primér
10 cm). Platforma je umisténa v kvadrantu (North- West) po celou dobu testovani (5 dnti).
Prvni den byla platforma viditelna pro vizudlnich a motorickych dovednosti, pro
posouzeni zpusobilosti k testu. Kazdy den jedinec podstupuje 8 plaveb, které jsou
zékonité dany, avSak kazdy den je potadi plaveb jiné pro vylouceni schopnosti naucit se
jejich potadi. Pokus zacind umisténim zvifete do jednoho ze 4 kvadrantli — rozmisténi
kvadrantli je umisténo nize pod ¢lankem, ¢asovy plan pokusu jsou umistény v ptiloze
(ptiloha €. 2). Plavby jsou snimany kamerou, kterd je umisténa nad bazénem a snima cas,
za kterou zvife najde platformu pomoci programu EthoVison Noldus Technology. Pokud
zvite najde platformu dfive, nez za 60 vtefin, Casomira se zastavi. Pokud zvife béhem 60

vtefin platformu nenajde, je testujici osobou umisténo na platformu (15 vtefin).
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V priibéhu dni by zvife melo byt schopno platformu najit v co nejkratSim case a v co
nejmensi uplavané vzdalenosti. 5. den testovani na konci dne byl proveden probe trial,
béhem kterého je odstranéna platforma z bazénu a snimé se doba, kterou zvite stravi
v kvadrantu, odkud byla platforma odebrana. U probe trial zvifata plavala v bazénu 60

sekund.

Obrdazek 16 Morris water maze test-zvire sedici na platformeé

N (target quadrant)

W E W E

S S

Obrazek 17 Rozdeleni kvadrantit u Morris water maze (Mikulecka)
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Obrdazek 18 Popis stereotypii chovani (Vouros, 2018)

4.6 Open field test

Tento test se pouziva pro méteni izkostnosti potkanti. Testovani probihd v kovové
¢tvercové aréné o rozmeérech 45 x 45 x 30 cm, nad arénou je umisténa kamera, ktera
snimani prenasi do pocitace. Kamera snima trajektorii pohybu potkana a je nésledné
vyhodnocovédna v programu Etho Vision Noldus Technology. Hodnoty, které byly
meteny: celkova usld vzdalenost, Cast straveny v centru arény, ¢as-ve kterém poprvé

vejde jedinec do centra arény, vzdalenost usla v centru arény.

Obrazek 19 Open field test-zvire prozkoumavajici arénu
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Obrdazek 20 Open field test (Kraeuter, 2019)

4.7 Operacni postup, vyvolani HIE

Mlad’ata laboratorniho potkana kmene Long Evans prodé€lala sedmy postnatalni
den (PND7) hypoxicko ischemickou pitihodu dle modelu Vanucci et al. Inhala¢ni
anestezie je indukovana izofluranem (3-3.5%) a po vymizeni algickych reflexti udrzovana
v rozmezi 1.5-2%. Ze stfedni kréni koZni incize je pod mikroskopem preparovéana prava
arteria carotis communis. Po separaci okolnich tkani je koagulovdna pomoci bipolarni
elektrokoagulace. Operac¢ni rdna je uzaviena nékolika stehy pomoci monofildmenta. Po
probuzeni z anestezie je mlad¢ vraceno k matce na zotaveni. Mlad¢ je poté preneseno do
inkubaéni normobarické hypoxické komory, kde je po dobu 90 minut vystaveno
atmosfére 8 % pO2 v dusiku. V pribéhu hypoxické periody jsou mlad’ata vizualng
kontrolovana a zaznamenavany motorické projevy. Po ukonceni hypoxické faze jsou

mlad’ata presunuta k matce.

Celou operaci provadél Doc. MUDr. Jakub Otéhal, PhD.

46




4.8 Zpracovani a statistické hodnoceni dat

Statistické hodnoceni dat a tvorba grafti byli provadény v programu Sigma Plot.
Pro hodnoceni vysledki u vice skupin byla pouzita technika One Way Anova (one way
analysis of variance). V nékterych piipadech, kdy data nesplnila normality test, bylo
pouzito hodnoceni Kruskall-Wallis One Way analysis of Variance on Ranks s naslednym
parovym porovnanim metodou Dun’s metod. Reaching test a Morris water maze byly
porovnavany v prubéhu vsech testujicich dnli. V nekterych ptipadech byl pouzit parovy

t-test.

Uvadéna data jsou primérné hodnoty a maji standardni chyby priméru (SEM).

Hodnota statistické signifikance byla stanovena p=0,05
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5 Vysledky

HIE En Skupina s HIE z Enriched Environment

Ctrl En Skupina bez HIE z Enriched Environmnent
HIE Skupine s HIE, bez Enriched Environment
Ctrl Skupina bez HIE, bez Enriched Environment

Tabulka 4 Znaceni skupin v grafech

5.1 Reaching test

Cely testovaci proces je zobrazen v grafu (Graf 1), ktery monitoruje uspésné
pokusy za vsech 7 testovacich dni. Vysledky prvniho dne ukazaly, ze zvirata z Enriched
Environment jsou schopna se naucit uchop pelet. Skupiny, které nebyly v obohaceném
prostfedi, prokazovaly schopnost tspéSného pokusu-uchopit peletu a sezrat ji az od 5.
dne. Usp&sny pokus prokazuje, Ze zvifata jsou schopna pieorientovat se na formu pelet

a ziskédvaji schopnost motorického uceni — tichop potraviny jednou pfedni koncetinou.

Graf dale zobrazuje postupny nartist ispéSnych pokust u skupin z obohaceného

prostfedi, kdy jedinym vykyvem u stoupajici kiivky je 4. den. U kontrolnich skupin

kiivka stoupa a zobrazuje nartst uspésnych pokusii od 5. do 7. dne.

Signifikantni vysledek byl zaznamenén u 3. dne mezi skupinami Ctrl En vs. Ctrl,

a mezi skupinami Ctrl En a HIE.

48




30

25 A

20 A

15 4

10 1

successful trial

T T T T T
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—0— Ctrl En
—v— HIE
—A— Ctrl

Graf 1 Reaching test

5.2 Rotarod test

Bé&hem prvniho testu u rychlosti 20rpm (graf 2) nebyl zaznamenam signifikantni
rozdil mezi skupinami, avSak z grafu miZeme odecist, Ze skupina HIE ma nejkratsi cas
vydrZe na rota¢nim valci, coz je vzhledem k postiZzeni a nasi uvaze ptirozené. Pii druhém
pokusu (graf 3) u této rychlosti se vSak Casy sjednoti a nelze pozorovat rozdilnost mezi

skupinami, coZ miZzeme prikladat schopnosti adaptovat se na rychlost vélce.
Rotarod 20 rpm, 1st

70

60

40 -

time [s]

30 4

20 -

10 1

0 T f
HIE En Ctrl En HIE Ctrl

Graf 2 Rotarod test, 20 rpm 1.pokus
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Rotarod 20rpm, 2nd

70

60 - T
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40

time [s]

30

20

10 4

0 - T f 7
HIE En HIE Ctrl HIE Ctrl

Graf 3 Rotarod test, 20rpm 2.pokus

Pti rychlosti 30 rpm opét nebyl zjistén signifikantni rozdil, ale na grafu u prvniho
pokusu (graf 4) miizeme pozorovat mirné zaostavani skupiny HIE En oproti ostatnim
skupinam. Béhem druhého pokusu (graf 5) byl tento drobny rozdil srovnan a vSechny

skupiny prokazuji shodné vysledky.

Rotarod 30 rpm, 1st

70

60 -

50 A

time [s]

30 A

20 A

10

0 T T T
HIE En Ctrl En HIE Ctrl

Graf 4 Rotarod test 30 rpm, 1.pokus
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Rotarod 30rpm, 2nd
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60 - = -
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HIE En Ctrl En HIE Ctrl

Graf 5 Rotarod test, 30 rpm 2.pokus

5.3 Bar holding test

U testu byl zjistén signifikantni rozdil mezi skupinami Ctrl En vs HIE En, Ctr]l En
vs HIE, Ctrl En vs Ctrl. Graf (graf 6) zobrazuje viditelné vyssi schopnost skupiny Ctrl En
udrzet se na dievéné ty¢i po del§i dobu v porovnani s ostatnimi skupinami. Tento
vysledek je pro nas ocekavatelny vzhledem k hypotéze, Ze EE prostiedi podporuje vyvoj
také kontrolni skupiny bez HIE, a proto bude mit tato skupina vyrazné vys$si schopnost

se na tyC¢i udrZet.

Tento vysledek je viditelny 1 u nésledujiciho grafu, ktery monitoruje schopnost
pfitazeni dolnich koncetin (graf 7) Signifikance byla zjiSténa mezi skupinami Ctrl En vs.

HIE, Ctrl En vs. Ctrl.
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Bar holding - time
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8
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HIE En Ctrl En HIE Ctrl

Graf 6 Bar holding test-cas

Bar holding - pfitaZzeni dolnich kon&etin

0.6

HIE En Ctrl En HIE Ctrl

Graf'7 Bar holding test-pritazeni dolnich koncetin
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5.4 Ladder rung walking test

U prvniho pokusu pravidelného zebtiku (graf 8) byla prokézana signifikance mezi
skupinou HIE En a HIE. Skupina HIE En prokazala nejdelsi ¢as u projiti zebfikem. U
druhého pokusu (graf 9) mizeme sledovat snizeni casu skupiny HIE En, avSak vyssi
chybovost, ale pouze v mirné mife bez signifikance a tendence. Skupina Ctrl En sviij ¢as

v prub&hu pokusti vyrazné neméni. Skupiny bez EE udrzuji ¢as na podobné trovni.

U grafu znacici chybovost u prvniho pokusu pravidelného zebtiku (graf 10) byla
zjisténa signifikance mezi levou koncetinou skupiny HIE En a levou koncetinou HIE, kdy
skupina HIE prokazuje signifikantné vétsi chybovost levou zadni koncetinou. Dalsi
signifikance v prubéhu prvniho pokusu byla zaznamendna mezi levou koncetinou
skupiny Ctrl a levou koncetinou skupiny HIE, kdy skupina HIE prokazuje signifikantné
vy$§i chybovost. U druhého pokusu méfeni chybovosti byla prokazana signifikance mezi
chybovosti levé koncetiny HIE En a pravé koncetiny skupiny Ctrl, kdy skupina Ctrl

prokazuje signifikantné vyssi chybovost.

Ladder rung walking test reggular, 1st

14 3
12
10 T
E 8 1 T
0]
E T
F=
4 -
2 -
0 - T f }
HIE_En Ctrl_En HIE Ctrl

Graf 8 Ladder rung walking test-pravidelny zebrik, 1. pokus
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Ladder rung walking test regular, 2nd

12

|

time (s)

HIE_En Ctrl_En HIE Ctrl

Graf 9 Ladder rung walking test-pravidelny zZebrik, 2. pokus

HIE En M-P HIE skupina z EE chyby pravou koncetinou

HIE En M-L HIE skupina z EE chyby levou koncetinou

Ctrl En M-P Kontrolni skupina z EE chyby pravou koncetinou
Ctrl En M-L kontrolni skupina z EE chyby levou koncetinou
HIE M-P HIE skupina chyby pravou koncetinou

HIEM-L HIE skupina chyby levou koncetinou

Ctrl M-P Kontrolni skupina chyby pravou koncetinou

Ctrl M-L Kontrolni skupina chyby levou koncetinou

Tabulka 5 popisek ladder rung walking test-chyby
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Ladder rung walking test - mistake regular, 1st
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Graf 10 Ladder rung walking test-pravidelny zebrik — chybovost 1. pokus

Ladder rung walking test - mistake regular, 2nd

2,0
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1,0 - | [ /
. W
_

0,0 /

mistake

HIE En M-P HIE En M-L Ctrl En M-P Ctrl En M-L  HIE M-P HIE M-L Ctrl M-P Ctrl M- L

Graf 11 Ladder rung walking test-pravidelny zebrik — chybovost 2. pokus

U meéfeni Casu nepravidelného zebiiku (graf 12) nebyla prokdzana Zzadna
signifikance ani tendence. Skupina HIE En u druhého pokusu (graf 13) Cas zkracuje, ale

chybovost mirn€ navysuje, stejn¢ jako skupina Ctrl En, nelze vSak ani mluvit o tendenci.
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Skupina HIE sviij ¢as v rdmci jedné sekundy prodluzuje a skupina Ctrl svlij ¢as mirné
zkracuje, avSak chybovost se nijak vyrazné neméni ani u jedné ze skupin. U grafu
znazoriujici chybovost prvniho pokusu (graf 14) byla zjiSténa signifikance mezi levou
zadni koncetinou skupiny Ctrl En a pravou zadni koncetinou skupiny Ctrl, kdy skupina
Ctrl prokazuje vyssi chybovost. Dalsi signifikance byla zjiSténa mezi skupinami Ctrl En
pravé zadni koncetiny a HIE levé zadni koncetiny, vyssi chybovost prokazuje skupina
HIE. Dalsi signifikance je mezi skupinami Ctrl En levé zadni koncetiny a HIE levé zadni

koncetiny, kdy opét skupina HIE prokazuje signifikantné vyssi chybovost.

Ladder rung walking test - irregular

time [s]

HIE En Ctrl En HIE Ctrl

Graf 12 Ladder rung walking test-nepravidleny zebrik, 1.pokus
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Ladder rung walking test - irregular, 2nd

time [s]

HIE En Ctrl En HIE Ctrl

Graf 13 Ladder rung walking test-nepravidleny Zebrik, 2.pokus

Ladder rung walking test - mistake irregular, 1st
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Ladder rung walking test-nepravidelny zebrik — chybovost 1. pokus
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Ladder rung walking test - mistake irregular, 2nd
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Graf 15 Ladder rung walking test-nepravidelny Zebrik — chybovost 2. pokus
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5.5 Morris water maze test

Morris water maze test je znazornén v prubéhu vsech péti testovacich dnt (graf
16), beéhem kterych se testovalo 8 plaveb pro kazdé¢ zvite a z nich byl nésledné vytvotren
pramér. Z vysledkl zndzornénych v grafu je prvni den mezi skupinami bez signifikance
nebo tendence, vSechny skupiny maji podobny prumérny cas. Jiz od druhého dne lze
platformy. Druhy den jiz byla zaznamenana signifikance, a to mezi skupinou HIE vs Ctrl
En. 3. den byla zaznamenana signifikance mezi skupinou HIE En vs Ctrl. 4. a 5. den jsou

casové udaje bez signifikance ¢i tendence a rozdil mezi skupinami je minimalni.
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40 -

30 A

time [s]

20 4

10 4

1st 2nd 3rd 4th 5th

HIE En
Ctrl En
HIE
Ctrl

P10t

Graf 16 Morris water maze test

5. den byl proveden probe trial (graf 17), kdy jsme z bazénu odstranili platformu,
kterd byla umisténa v kvadrantu North-West a méfil se ¢as, po ktery se budou zvifata
pohybovat pravé v tomto kvadrantu. U tohoto testu nebyla zjiSténa vyrazna statisticka

odchylka. Pti pohledu na graf vSak mizeme vidét, Ze skupina HIE se v pozadovaném
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kvadrantu pohybovala nejméné. V tomto testu nejlépe obstala skupina HIE En, avSak

rozdily mezi skupinami HIE En a Ctrl jsou minimalni.

Morris water maze - probe trial

30

.

15 A

time [s]

10 A

0 T T T
HIE En Ctrl En HIE Crl

Graf 17 Morris water maze test-probe trial

5.6 Open field test

Pfi tomto testu jsou zvifata ptirozené z pocatku bojacna a pohybuji se nejvice po
stranach boxu. Po adaptaci na nové prostiedi se vydavaji prozkoumat i centrum arény.
Pfi tomto testu bylo vyhodnoceno: celkova nachozena vzdalenost (graf 18), ¢as traveny
v centru arény (19), vzdalenost nachozend v centru arény (graf 20) a nakonec Cas, nez

zvite poprvé vstoupi do centra arény (graf 21).

Ani u jednoho z méfenych udajii nebyla zjiSténa signifikance, ani nemlizeme
hovotit o tendenci, jelikoz rozdily mezi skupinami nejsou vyrazné. Nejvétsi celkovou
vzdalenost nachodila skupina Ctrl. Stejné tak tomu je i u €asu strdveném v centru arény
a vzdalenosti nachozené v centru arény. Avsak nejkratsi ¢as do vstupu arény je u skupiny

Ctrl En.
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Graf 18 Open field test-celkovi nachozend vzddlenost
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Graf 19 Open field test-cas straveny v centru
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Graf 20 Open field test-nachozena vzddlenost v centru
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Graf 21 Open field test-cas do vstupu centra arény
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6 Diskuze

Hypoxicko-ischemickd encephalopatie je jednou zhlavni pficin Gmrti
novorozencu. Jedinou dostupnou akutni intervenci u tohoto onemocnéni je hypotermie,
avsak neni pro vSechny novorozence dostupna. Déle je 1é¢ba novorozenci ve formé
symptomatické 1écby, fyzioterapie a psychologické intervence u rodiny ditéte. Soucasné
jsou moznosti pro akutni intervenci u takovéhoto poskozeni mozku minimalni, a proto

jsou zkoumany experimentalni postupy u zvitecich modelt.

Doposud pouzivané metody 1é€by u HIE jsou hypotermie, erytropoetin,
hematopoetické transplantace kmenovych bun€k krve z pupecni S$itiry, antiepilepticka

medikace, xenon a agonisti kanaboidd. (Allen, 2011)

Experimentdlni modely potkanii jsou hojné vyuzivany nejen z divodu
dostupnosti, rychlého vyvoje, ale také pro schopnost uchopu — jemné motoriky, coz je
Casto predmétem zkoumdani. Nejvice rozsifené druhy potkanti u testovani jsou Long-

Evans, Wistar nebo Sprague-Dawley. (Sun, 2015)

Cilem vzniku experimentalnich modelt HIE je rozvoj novych neuroprotektivnich
strategii v definovanych a kontrolovanych podminkach. Dnes jsou k dispozici zviteci
modely hlodavct, prasat, opic ¢i kralikli. Obecné je obtizné porovnavat vyvoj lidi se
zvitaty, avSak existuji jisté zdkonitosti a kritéria pro splnéni podminek, aby modely byly
povazovany za validni. Mezi vyhody u testovani malych zvifat patii podrobné&jsi
pochopeni biochemickych procesti perinatalniho poranéni mozku, behaviordlnich
vystupll a neuropatologickych bodi. (Yager, 2009) Mezi nejvétsi vyhody u testovani
malych zvitat patii hlavné velky pocet mlad’at, kratkd doba biezosti. V dnesni dobé¢ jsou
velice rozsahlé podrobné informace o vyvoji potkana, a proto lze dobfe porovnavat

a interpretovat vysledky v porovnani s ¢lovékem.

Enriched Environment je populédrni strategie plisobici proti poranénim nervového
systétmu. Hlavnim cilem studii pracujicich s timto prostfedim je, zda ma obohacené
prostiedi vliv nebo je schopno snizit neurodevelopmentalni opozdéni u novorozenych
potkant. (Kiss,2013) Tento protokol je pouzivam pro Setfeni behavioralni modifikace
a neuroplasticity zajiSténim zvysSené fyzické aktivity, zkuSenosti s u¢enim, vizudlnimi

vstupy a socialni interakei. Je prokazano z piedeslych studii, ze Enriched Environment se
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da uplatnit 1 u dospélych jedinct, kdy byly pozorovany biochemické, morfologické

a funkéni zmény jak u zdravého mozku, tak u patologickych zmén. (Kazlauckas, 2011)

Pro testovani potkant po pobytu v Enriched Environment jsou pouzivany rtizné
baterie testli. Zvifata mohou byt podrobena testim motorickym, kognitivnim ¢i
behaviordlnim. Connors et al. (2014) ve své studii napiiklad testoval afiliativni chovéani,
kognitivni diskriminaci, hedonicky stav a dale byly mozky podrobeny pitvé a zkoumali
hippocampus, prefrontalni kortex, amygdalu. Kiss et al. (2013) ve své studii podrobil
potkany z EE testiim: objeveni reflexti, grid walking foot/fault test, fyziologické znaky
jako otevirani o¢i, tvorba fezakl a tvarovani usi. Kazlauckas et al. (2011) zase testoval
Open field test, Novel object recognition task, inhibitory avoidance a nasledné byl mozek

pitvan.

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze kazda studie ma jinou skladbu testid, 1isi se i den,
kdy jsou zvirata do EE kleci umisténa. Avsak je viditelné, ze EE je pfedmétem zkoumani

u riznych testi.

Neexistuje zadné ustanoveni, kterd forma Enriched Environment je nejvice
prospesna. Riizné studie pouzivaji riznou skéalu vybaveni a aplikuji rizné baterie testi.
AvsSak je uznavan predpoklad, ze zvySena komplexnost klece vede k vyss$i trovni
stimulace a je spjata s fyzickou aktivitou. V neposledni fad€ zavisi cely testovaci proces
na PND umisténi potkana do EE klece a dobg, kterou v této kleci stravi. Dle dostupnych
udajii je prokdzano, ze Enriched Environment u mrtvice a traumatickych poranéni mozku
ovlivituje motorickou funkci. Déle signifikantné ovliviiuje deficit ufeni a paméti.
Vystaveni zvifat obohacenému prostiedi ovliviiuje také motorické a kognitivni deficity.

(Nithianantharajah, 2006)

Operacni zékrok pfezila bez komplikaci vSechna mlad’ata. Od 25.87.2018 byla
zvitata z experimentalnich skupin umisténa v Enriched Environment klecich a 31.8. byla
pfemisténa do menSich kleci po men$im poctu. Stejny postup byl aplikovan

1 u kontrolnich skupin bez Enriched Environment.

U reaching testu je zkouména schopnost zvifat uchopit peletu skrze otvor
v testovacim boxu, pfilozit ji k istim a snist. Diky zaznamenavani Usp&$nych pokusi

muZeme pozorovat zlepSeni v pritbé¢hu dnt.

Reaching test zachycuje detailni zaznamenavani poctu pokust a sleduje

kvalitativni aspekty pohybu. (Klein, 2012) Mize byt pouZit také jako forma rehabilitace
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po neurologickych poruchéach. Rehabilitacni trénink je nejvice rozsifenym piistupem pro
funkéni obnovu po poranéni CNS. Stale vSak jsou v tomto pfistupu nezodpovézené
otazky ohledn¢ toho, jak piesn¢ probiha proces obnovy a jak tento efekt optimalizovat

(Torres-Espin, 2018)

Dle nasich vysledk je viditelné, ze béhem 5 dnil se zacnou ucit vSechny zvirata
a jsou schopnd provést ukol spravné. Kiivka uspésnosti tréninku u experimentalnich
skupin umisténych v Enriched Environmnet stoupa jiz od prvniho dne, kiivka uspésnosti
skupin kontrolnich (bez Enriched Environment) az do 5. dne stagnuje a stoupa az od
tohoto dne. Pfed testovanim byla zvifatim odebrana bézna potrava a zvifata méla ptistup
k peletam, které jsou soucasti testovani pro navyknuti si na novou formu potravy a
zvySeni jejich motivace k provadéni testu. Rozdilnost vysledki testu béhem prvnich dnt
muze byt vysvétlena vlivem Enriched Environment, kdy toto prostfedi stimuluje zvifata
jak motoricky, tak kognitivn¢ a zvifata mohou snizovat obavu z neznamého. Postupné
zlepsovani vysledkd u experimentalnich skupin je zapfi¢inéno procesem uceni, ztratou
obavy z nezndmého a zvifata si jiz proces pamatuji. I pfes narast uspéSnych pokusu
kontrolnich skupin od patého dne, je na grafu vidét rozdilnost poctl Gspésnych pokusi
mezi kontrolnimi a experimentalnimi skupinami. Lze se tedy domnivat, Ze 1 pfes proces
uceni u testu nejsou kontrolni skupiny schopny béhem 7 dnti dorovnat rozdil se skupinami

experimentalnimi.

Tvar kiivky kontrolnich skupin je od 4.dne strmy a v pribéhu dnt déle stoupa,
muzeme tedy uvazovat, jaky vyvoj by méla k#ivka kontrolnich skupin po vice nez tydnu
a zda by byla rozdilnost s experimentalnimi skupinami dorovnana, ¢i nikoliv. Pokud
pomineme Sti-denni opozdéni skupiny HIE bez EE v porovnani se skupinou HIE s EE,
muzeme vidét, Ze 1 zvifata po prodélani poranéni mozku jsou schopna se motoricky ucit

a prokazovat zlepSené vysledky v pritbéhu casu.

Nejlepsi  vysledky zcelého Reaching testu prokazuje experimentalni
skupina Ctrl En. I kdyZ kromé 3. dne nebyla zjiSténa dalsi signifikance, pfi pohledu na
graf je to zfejmé. Timto testem se nam potvrzuje stimulace zdravych zvifat diky EE a
jejich profit z tohoto prostiedi je vtomto testu prezentovan skrze Uspésné pokusy.
V neposledni fad¢ je u tohoto testu dillezité zminit, Ze pravé experimentalni skupina Ctrl
En byla u testu zvySené aktivni, m¢la tendenci vyskakovat z boxii a véSet se za predni
koncetiny o jejich hrany. Druhou nejlepsi skupinou v tomto testovani je skupina HIE En,

1 kdyZ bez signifikance, avSak pii pohledu na graf se mizeme domnivat, Ze pravé EE ma
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vliv na projev potkanli v tomto testu a dochazi diky vlivu prostfedi k motorické a

kognitivni stimulaci.

Rotarod test je bézné vyuzivan k hodnoceni motorické koordinacni schopnosti
hlodavct. Vyhodou rotarod testu je jeho citlivost k poskozeni mozecku. Tento test je
navrhnut pro posouzeni maximalni koordina¢ni funkce, ale neni optimalizovan

k hodnoceni uceni. (Shiotsuki, 2009)

Rotarod test neprokédzal zadné signifikantni vysledky, ani nemiizeme mluvit
o tendenci. Béhem prvniho pokusu u rychlosti 20 rpm méla skupina HIE krat$i vydrz na
rota¢nim valci. B€hem druhého pokusu vsak byly ¢asy mezi skupinami téméf stejné, coz

muzeme piikladat adaptaci skupiny HIE na rychlost valce.

U rychlosti 30 rpm miiZeme u skupiny HIE En pozorovat mirné zaostavani vydrze
na valci oproti ostatnim skupindm. Tento rozdil byl v§ak u druhého pokusu vyrovnan a
mezi vSemi skupinami je minimalni rozdil. Diivod, pro¢ by mohla skupina HIE EE
zaostavat oproti ostatnim skupindm v prvnim pokusu je neschopnost adaptace na rychlost

valce, na kterou se jiz béhem druhého pokusu mohla adaptovat.

Bar holding test sledujici schopnost udrzet se na dfevéné tyC¢i zaznamenal
signifikantni vysledky mezi skupinami: HIE En vs Ctrl En, Ctrl En vs HIE, Ctrl En vs
Ctrl. Prokazateln¢ nejdelSi schopnost vydrze ma skupina Ctrl En, kterd méla nejlepsi
vysledek i ve schopnosti pfitazeni dolnich koncetin. Skupiny HIE En, HIE a Ctrl maji
podobné Casy i1 schopnost pfitazeni dolnich koncetin. U pfitazeni dolnich koncetin byla
zjisténa signifikance mezi skupinami Ctrl En vs HIE, Ctrl En vs Ctrl. Lze fici, Ze skupina
Ctrl En ma nejlepsi vysledek pravé diky EE prostfedi, ve kterém byla chovana. EE
prostiedi u kontrolni skupiny s EE prostiedim podpoftilo motoricky vykon. Pfi pohledu
na graf je vSak dale viditelné, Ze skupina HIE En ma delsi schopnost vydrZze udrzZet se na
ty¢ineZ skupina Ctrl a také je viditelny mirny rozdil oproti skupiné HIE. Z tohoto pohledu
se muZeme domnivat, Ze EE m4 vliv na vykon skupiny HIE En. Schopnost pfitaZeni
dolnich koncetin je bez signifikance, av§ak miZzeme mluvit o tendenci. Kdy skupina Ctrl
En oproti skupiné Ctrl ma prokazatelné lepsi vysledky. Skupina HIE En mé opét lepsi
vysledky oproti skupiné HIE. Z tohoto pohledu je opét viditelny vliv EE prostfedi na

motoricky vyvoj a vykon v tomto testu.

Ladder rung walking test je navrzeny pro ohodnoceni funkce ptednich ¢i zadnich

koncetin. Test spociva v chiizi zvifat po Zebiiku, avSak rozmisténi pficek Zebiiku je
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nasledné zménéno, coz zamezuje schopnosti ucit se jejich rozmisténi. Na druhou stranu
je vyhodou moznost ménit rozmisténi pravidelné a tim je umoznéno opakované pouziti
tohoto testu. Test slouzi pro posouzeni deficitu ¢i uc€innosti dlouhodobé 1écby a hodnoti
kvalitativni 1 kvantitativni slozku. Vysledek testu je ohodnoceni lokomoc¢né koordinacni

funkce. (Gerlinde, 2002)

Ke zlepSeni u€innosti testovani je nutné, aby testy obsahovaly jak kvalitativni, tak
kvantitativni slozku, ktera hodnoti motorickou funkci. Dalsi podminkou v testovani je

senzitivita na zlepSeni funkce v testu v prubéhu zotavovaciho obdobi. (Metz, 2000)

Prvni pokus Ladder rung walking test pravidelného zebiiku prokézal signifikanci
mezi skupinami HIE En vs HIE, kdy skupina HIE ma lepsi cas prichodu zebiikem.
V porovnani vSech skupin je na tom v ¢asovém hodnoceni nejlépe skupina HIE, coz
bychom neocekavali vzhledem k postizeni. U druhého pokusu ¢as skupiny HIE En klesa,
a prave tato skupina ma pti druhém pokusu nejrychlejsi ¢as prichodu zebiikem. Pi druhé
pokusu, kdy skupina HIE En snizuje ¢as potiebny k prichodu drahy vSak prokazuje vétsi
chybovost. Skupina HIE ¢asové hodnoty neméni. Skupina Ctrl sviy ¢as pii druhém
pokusu vyrazné¢ nemeéni a navySuje chybovost pravé zadni koncetiny. Pfi testovani
chybovosti prvniho pokusu vidime signifikantni rozdil u levé zadni koncetiny skupiny
HIE En a levé zadni koncetiny skupiny HIE a dale mezi skupina Ctrl pravé zadni
koncetiny a HIE levé zadni koncetiny. U druhého pokusu je zaznamenéna signifikance
mezi levou zadni koncetinou skupiny HIE En vs pravé zadni koncetiny skupiny Ctrl, kdy
skupina Ctrl prokazuje signifikantn€ vyssi chybovost. Diivodem pro mirny pokles ¢asu a
narst chybovosti u druhého pokusu skupiny HIE En mutze byt ztracena obava
znezndmého prostifedi zebiiku, ktera u prvniho pokusu mohla byt pfitomna, ale
u rychlejSiho priichodu Zebiikem skupina neni schopna pifesné koordinace, a proto je
zaznamenan narist chybovosti. Naopak skupiny kontrolni svilij ¢as udrZzuji na stejné
urovni, stejné tak je tomu u chybovosti. Mizeme se tedy domnivat, ze u kontrolnich
skupin pfi druhém pokusu nedochdzi k vyraznéjs§i motivaci (motivace skrze ostatni

zvitata v kleci na konci zebtiku) pro prichod drédhou rychleji.

Celkové chybovost u testu pravidelného Zebiiku pii prvnim pokusu neni nijak
vyrazné rozliSitelnd v porovnani prava a leva zadni koncetina. Pfi pohledu na graf
druhého pokusu je u vSech skupin vice chybové prava zadni koncetina, vyjimkou je

skupina Ctrl En.
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U nepravidelného zebiiku nebyla zjiSténa signifikance u ¢asovych hodnot. Druhy
pokus u skupin z EE prostiedi a skupiny Ctrl prokazuje mirné snizeni ¢asu prichodu
drahou, u skupiny HIE se ¢as mirn¢ prodlouzil. Pfi prvnim pokusu méteni chybovosti
byla prokazana signifikance mezi Ctrl En vs Ctrl, kdy skupina Ctrl En méla vyrazné nizsi
chybovost levou zadni koncetinou oproti skupiné Ctrl s pravou zadni koncetinou. Dalsi
signifikance byla zaznamendna mezi levou zadni koncetinou u skupin Ctrl En vs HIE,
Ctrl En pravé zadni koncetiny a HIE levé zadni koncetiny, kdy v obou piipadech ma
signifikantné vyssi chybovost skupina HIE. Ve druhém pokusu je viditelny mirny pokles
¢asu u skupin z EE, ale mirny narast chybovosti pravou zadni koncetinou, zatimco leva
koncetina zlistava na stejnych hodnotach. Ani jedna z hodnot vSak neni signifikantni, ani
nelze mluvit o tendenci. U skupin bez EE nelze pozorovat Zadné vyrazngjsi zmény, co se
tyCe chybovosti i zmén ¢ast. Pokles ¢asu u skupin z EE 1ze vysvétlit snizenim anxiosity.
Oproti tomu je vidét mirny vzrist chybovosti, tudiz si mizeme myslet, ze pfi rychlejsim
prichodu zebiikem nejsou zvifata schopna precizniho vyuziti motoriky, coz se projevi
prave v chybovosti. Pfi porovnani chybovosti pravé vs leva zadni koncetina pfi prvnim
pokusu ve skupindch neprokazuje vyraznou rozdilnost mezi koncetinami. Pti druhém
pokusu je vsak viditelné, Ze prava zadni koncetina je u vSech skupin vice problematickou,

avsak bez prokazatelné signifikance ¢i tendence. Vyjimkou je skupina Ctrl.

Kdyz porovname c¢asové hodnoty u pravidelného a nepravidelného zebiiku
u prvniho i druhého pokusu, nemizeme hovofit o vyrazné odlisnosti. Obecné je vSak
vidét fakt, Ze u vSech skupin je pro projiti drahy nepravidelného Zebiiku potieba delsi
casové rozmezi, 1 kdyZ jde o rozmezi vramci 1-3 sekundy. Tento fakt je vSak
ocekavatelny. Porovnani prvniho pokusu pravidelného a nepravidelného Zebiiku
neprokazuje vyrazné odchylky a nelze tedy hovofit o tom, Ze pro skupiny postizené HIE
skupinami HIE En a HIE, kdy skupina HIE potifebuje vice Casu k projiti drdhy
nepravidelného Zebtfiku. Druhy pokus u pravidelného a nepravidelného zebiiku opét
prokazuje casovou odchylku, kdy jako u prvniho pokusu je potteba delsi casové rozmezi
pro projiti drahy nepravidelného zebiiku. Obecné bychom cekali vétsi rozdilnost Cast
mezi pravidelnym a nepravidelnym Zzebiikem primarné u skupin postizenych HIE.
Miuizeme se proto domnivat, ze vliv EE prosttedi u jedincti postizenych HIE podporuje
motorické funkce a jedinci jsou porto vice schopni reagovat na nepravidelnost Zebiiku.

AvSak pifi porovnani chybovosti zadnich koncetin je viditelnd rozdilnost mezi
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pravidelnym a nepravidelnym Zebiikem. Pfi prvnim pokusu je jednoznacné viditelné, Ze
jedinci prokazuji vzestupnou tendenci chybovosti. Pfi druhém pokusu nepravidelného

zebtiku je nartist chybovosti mirny, tudiz mizeme mluvit o adaptaci na nepravidelnost.

Morris water maze test je jeden znejvice vyuzivanych testli pro testovani
a hodnoceni prostorové paméti potkant. Bézn¢ se tento test provadi v pribéhu 5 dnd, ale
nejsou zde ptimé pokyny souvisejici s délkou testovani. Tento test je cestou k hodnoceni
normality procesu uceni. Zvifata jsou nucena ve vod¢ plavat, dokud nenaleznou
platformu. Proces uc¢eni spociva v zapamatovani si pozice platformy a vzdalenosti mezi
vychozimi body, odkud jsou zvifata vypousténa a na zaklad¢ téchto udajii potom najit
platformu co nejrychleji. Na zéklad¢ téchto tdaji potom muzeme hodnotit schopnost
prostorového uceni. AvsSak stale neexistuji ditkazy o tom, Ze je nutny péti denni trénink.
Ve studiich je uvadéno, Ze cholinergni aktivita neuroni v oblasti hippocampu roste jiz pii
pocatcich tréninku. V nékterych studiich je taky viditelné, ze vysledky ctvrtého dne jsou

lepsi nez vysledky dne patého. (Higaki, 2018)

Morris water maze test byl méfen v pribéhu 5 dnd, kdy posledni den byl méten
1 probe trial. Pfi testovani byly jiz od druhého dne vidét rozdily mezi skupinami, coz je
viditelné diky signifikanci mezi skupinou HIE vs Ctrl En. Druha signifikance byla
zaznamenana hned 3. den mezi skupinou HIE En vs Ctrl. Pti pohledu na graf je viditelné,
ze druhy den skupina HIE zaostavala, coZ je vzhledem k nasi hypotéze ocekavatelné. Od
3. dne se rozdilnost mezi skupinami snizovala, a béhem 4. a 5. dne jiz byla minimalni bez
signifikance. Zaostavani skupiny HIE En 3. den je vysvétlitelné diky poSkozeni, které je
zpusobeno HIE. Snizovani rozdilnosti béhem dalSich dnii mizeme pfi¢itat schopnosti

uceni a je tedy viditelné, Ze i skupiny ptes postizeni HIE jsou schopny se ucit.

Probe trial zkoumal schopnost plaveb zvifat bez platformy a pocita¢ méfil Cas
v daném kvadrantu. Nejvice Casu v kvadrantu stravila skupina Ctrl a HIE En, potom
s minimalnim rozdilem skupina Ctrl En. Je viditelné, Ze skupina HIE En i pfes postiZeni
je schopna si umisténi zapamatovat a zistavat v daném kvadrantu. Nejméné casu
v kvadrantu stravila skupina HIE, coZ vzhledem k postiZeni neni pfekvapivé. U tohoto
testu je viditelny vliv EE na skupinu postizenou HIE. Pfi tomto testu nebyla zjisténa

sigifikance, avSak mizeme mluvit o tendenci mezi skupinou Ctrl En a Ctrl.

Open field test je pouzivan pro hodnoceni anxiosity, lokomocni aktivity
a stereotypického chovani. V dalsi fad¢ lze tento test pouzit pro hodnoceni obecného

zdravi zvifat. Zvifata, kterd jsou postizena maji mensi tendenci pohybovat se ve stfedu

69



arény. Zvirata trpici stresem pak prokazuji mensi lokomo¢ni aktivitu. Zvitata travici vice
¢asu ve stfedu arény jsou mén¢ anxiozni a méng vystresovand. Tento test mize byt déle

porovnavan s Elevated plus maze test. (Kraeuter, 2019)

Kazlauckas (2011) ve své studii popisuje, Zze zvifata chovana v EE prostiedi
prokazuji snizenou latenci k exploraci nového prostiedi a prokazuji rychlejsi exploraci

nového prostredi.

Open field test zkoumajici anxiositu potkanii byl méien po dobu 15 minut a byly
u n¢j zkoumany nasledujici hodnoty: celkova nachozend vzdalenost, cetnost v centru,
celkova nachozena vzdalenost v centru a prvni vstup do centra arény. Pokud hodnotime
celkove nachozenou vzdalenost, pak vidime, ze mezi skupinami neni signifikantni rozdil.
Pokud bychom hodnotili celkové nachozenou vzdalenost, ocekédvali bychom, Ze nejméné
nachodi pravé z diivodu anxiosity pravé skupina HIE. Ten samy projev bychom oc¢ekavali
iu Cetnosti v centru, kdy mezi skupinami neni opét zadny signifikantni rozdil. Pti celkové
nachozené vzdalenosti v centru vidime, Ze prave skupina Ctrl v centru nachodila nejvétsi
vzdélenost. V porovnani s ostatnimi skupinami je tento jev ocekdvatelny, protoze
pfedpokladdme, Ze skupiny s HIE budou ovlivnény anxiositou a tudiz netihnou
k prozkoumavani centra a traveni ¢asu v ném. Naopak bychom ¢ekali, ze skupina Ctrl En
bude tou, kterd v centru bude travit nejvice Casu a nachodi zde nejvétsi vzdalenost. Jako
prvni do centra arény vstoupila skupina Ctrl, kde bychom opét ocekavali jako prvni

skupinu Ctrl En vzhledem k vlivu EE prostfedi, kterd do centra vstoupila jako posledni.

Vliv prosttedi EE byl pfedmétem mnoha studii. Kazlauckas (2011) ve své studii
popisuje, ze vliv EE prostfedi na zvitata byl prokdzan. Dle jeho vysledki je ovlivnéno
exploracni chovani, proces uc¢eni a paméti a hladina hippocampalni BDNF. Kiss (2013)
vjeho studii uvadi, ze byly zlepSeny jen urcit¢ komponenty neurobehavioralniho
opozdéni zpiisobené perinatalni asfyxii, coZ povaZuje za pozitivni pfinos a strategii
u ¢asnych neonatélnich poranéni CNS. Duran-Carabali (2017) uvadi, Ze vliv EE prosttedi
muZze byt pozorovan 1 u t¢hotnych samic, kdy vlivem tohoto prostiedi dochéazi ke snizeni
hladiny proteinti uvolnénych v ¢asné bunééné smrti zptisobené apoptézou u mlad’at. Dalsi
vlivy EE mohou byt zvySend aktivace AKT, zvySeni GFAP urovné, lepsi projev
u neurodevelopmentalnich testli a prevence ztraty prostorové paméti, prevence ztraty
tkadn¢ hippocampu. Connors (2014) ve své praci demonstruje vliv EE prostiedi na potkany

a vliv pohlavné specifické hypotalamo-hyofyzéarni-adrendlni osy a socidlni interakci.
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Cilem prace bylo navrhnout a otestovat sadu motorickych a kognitivnich testi
s ndslednym vyhodnocenim vlive Enriched Environment u testovanych potkanti. Cile

prace byly splnény a probéhly bez komplikaci. VSechny navrzené testy byly otestovany.

Vyjéadieni k hypotézam:

1. Enriched Environment u hypoxicko ischemické encephalopatie snizuje opozdéni

motorického a kognitivniho vyvoje.

Tato hypotéza byla potvrzena u testi Morris water maze test a Reaching testu.
Z ¢&asti byla hypotéza potvrzena u testu Open field, kdy skupina HIE En prokazuje
druhy nejkratsi ¢as vstupu do centra arény, kdy takovyto vysledek bychom cekali
u skupin bez HIE nebo u skupiny Ctrl. U testu Ladder rung walking test prokazuje
skupina HIE En pti druhych pokusech krat§i ¢as priichodu Zebiikem oproti
ostatnim skupinam. U testu Bar holdingtest je skupina HIE En v porotvnani se

skupinou HIE a Ctrl také lepsi.

2. Enriched Environment podnécuje motoricky a kognitivni vyvoj u kontrolni

skupiny z EE bez HIE a navySuje tak naskok v testovani.

Tato hypotéza byla prokazana v testu Morris water maze, Reaching test Bar
holding test a Open field test. Kdy skupina Ctrl En ve vSech téchto testech
prokazuje nejlepsi vysledky oproti ostatnim skupindm. TudiZ si miiZeme myslet,
7e naskok mezi skupinami je prave zptusoben EE prostiedim, kdy podniti rychlost

cv v

chybovost, u pravidelného Zebtiku pak se skupinou HIE En nejniz8i chybovost.
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7T Zavér

Cilem této prace bylo sestavit baterii motorickych a kognitivnich testii, které nam
pomohou posoudit vliv Enriched Environment na motoricky a kognitivni vyvoj, a ty pak
nasledné otestovat na Ctyfech skupindch a posoudit vliv EE. Testy se provadély na
laboratornich potkanech Long Evans, ktefi byli umisténi v klasickych klecich nebo

v klecich vybavenych Enriched Environment.

Diplomova prace obsahuje kapitoly zabyvajici se etiologii HIE, patogenezou,
diagnostikou, vyvojem CNS v porovnani Clovék vs potkan, disledky HIE, terapii

a v posledni fad¢ popisem Enriched Environment.

Ve studii bylo pouzito celkem 30 potkanti, kteti byli nahodné rozdé€leni do skupin.
Testy, kterym byli potkani podrobeni byly: Reaching test, Open field test, Bar holding
test, Ladder rung walking test a Morris water maze test. Tyto testy jsou v Ustavu

Akademie véd bézné pouzivany.

Cile prace byly splnény, vSechny testy byly provadény v souladu s pravidly
testovani. Vysledky testi prokédzaly, Ze mizeme posoudit pozitivni vliv Enriched

Environment, jak u jedincii postizenych HIE, tak i u jedincti z kontrolnich skupin.
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